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“Existem muitas hipóteses em ciência que 

estão erradas. Isso é perfeitamente aceitável, 
elas são a abertura para achar as que estão 

certas”. 
 (Carl Sagan) 



 

 



 

 
RESUMO 

 
INTRODUÇÃO- A maioria dos estudos biomédicos e pré-clínicos 
utiliza somente machos como animais de experimentação, 
ignorando as diferenças fisiológicas entre os sexos. Isso pode 
levar a medicamentos com menor efeito específico e com maior 
toxicidade para mulheres. Um ponto que alguns pesquisadores 
argumentam como causa para negligenciar as fêmeas em 
pesquisas científicas é que elas apresentam grande variação 
hormonal no seu ciclo estral. Assim, o número de fêmeas deveria 
ser 4X maior, pois algumas pesquisas mostram que em cada 
fase do ciclo estral, elas se comportam de maneira distinta. 
OBJETIVOS- Neste trabalho buscou-se fazer uma caracterização 
fenotípica dos efeitos do QTL Anxrr16 em fêmeas de duas 
linhagens de ratos. Materiais e métodos-Para isso, foram 
testadas as ratas das linhagens congênica SLA16 (n=10) e SHR 
(N=9), por 4 dias seguidos, no teste triplo (TT) levando em conta 
o ciclo estral (DP=diestro-proestro e EM=estro-metaestro) 
(experimento 1). Além disso, avaliou-se a resposta das fêmeas 
destas duas linhagens, SLA16 (n=20), SHR= (n=20), a um 
antagonista D2 não seletivo, nos testes do campo aberto e 
labirinto em cruz elevado (experimento 2). RESULTADOS- No 
experimento 1, no dia1, as fêmeas DP tiveram maior locomoção 
central que EM. Já no dia, 4 as fêmeas EM tiveram um maior 
número de entradas no compartimento claro. No experimento 2, 
foi observado um efeito farmacogenético no LCE, onde as ratas 
SHR são menos sensíveis aos efeitos do haloperidol, em 
comparação as ratas SLA16. CONCLUSÕES- Assim sugere-se 
que o ciclo estral influencia o comportamento das fêmeas destas 
linhagens no TT e que os efeitos fenotípicos do QTL Anxrr16 
podem ser devidos, ao menos em parte e no LCE, a receptores 
dopaminérgicos do tipo D2. 
  
Palavras-chave: genética do comportamento; farmacogenética; 
ciclo estral; teste triplo, campo aberto, labirinto em cruz elevado. 
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1. INTRODUÇÃO 
 
1.1 Prevalências das doenças psiquiátricas em mulheres 

e o uso de fêmeas nas pesquisas biomédicas 
 
Ao longo das duas últimas décadas, as doenças 

psiquiátricas vêm se mostrando como uma das principais causas 
pelas quais os indivíduos são afastados temporária ou 
permanentemente de seus trabalhos e estes índices estão 
aumentando a cada ano. Por exemplo, em 2013 houve 61.044 
casos de afastamentos do trabalho no Brasil por depressão, 
segundo dados do Instituto Nacional do Seguro Social (INSS) 
(BRASIL,2013). Em 1990, a depressão ocupava o quarto lugar 
no ranking das doenças que mais acometiam a população 
mundial e a projeção é que chegue a ocupar o segundo lugar em 
2020. Isto exemplifica a gravidade deste assunto para a saúde 
pública e torna imprescindível que os governos encarem essas 
doenças como uma epidemia a ser combatida (LOPEZ; 
MURRAY, 1998).  

Sabe-se que os transtornos mentais acometem de 
maneira diferente homens e mulheres tanto em proporções 
quanto em sintomas específicos. Alguns são mais comuns no 
sexo masculino, como a esquizofrenia que é 1,4 vezes mais 
comum neles, diferentemente da depressão, estresse pós-
traumático e transtornos de ansiedade, sendo este último duas 
vezes mais comum em mulheres (BEERY; ZUCKER, 2011; 
HORST et al., 2011).  

Contrapondo-se a esta realidade, em termos de ensaios 
clínicos de estágio avançado, quando se testam os fármacos em 
humanos, a maioria dos voluntários é homem, o que dificulta 
conhecer o total efeito da droga, visto que não é possível analisar 
os seus possíveis efeitos ao longo do ciclo de flutuação hormonal 
das mulheres (HORST et al., 2011). A fim de reduzir este 
contraste, desde 1993 o Instituto Nacional da Saúde dos Estados 
Unidos obriga que experimentos clínicos sejam realizados tanto 
homens quanto mulheres. Porém, até hoje pouca atenção tem 
sido dada a este ponto na pesquisa pré-clínica.  

Grande parte das pesquisas biomédicas pré-clínicas 
usam somente machos em seus experimentos. As poucas que 
incluem as fêmeas, o fazem numa proporção bem menor 
(SIMPSON; KELLY, 2012). Por exemplo, nas Neurociências, os 
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trabalhos publicados no ano de 2009 utilizaram mais machos que 
fêmeas numa proporção de 5,5 para uma, enquanto na 
farmacologia este índice foi de 5 para uma (BEERY; ZUCKER, 
2011).  

Especula-se que a principal razão para que ocorra essa 
baixa utilização de fêmeas nestas pesquisas, seja a íntima 
relação com as questões hormonais, visto que os animais são 
altamente influenciados pela oscilação hormonal, que podem 
alterar o comportamento (BEERY; ZUCKER, 2011; SIMPSON; 
KELLY, 2012).  

 
 

1.2 Ciclo estral das ratas 
 
O ciclo estral das ratas é relativamente curto, dura em 

torno de 4-5 dias e neste pequeno intervalo ocorrem mudanças 
fisiológicas no ovário, no útero e na vagina dependentes de cada 
uma das 4 fases (FITZGERALD, 1987). As fases são nomeadas 
de proestro, estro, metaestro e diestro sendo que cada uma 
apresenta características e duração específicas (HEBEL; 
STROMBERG,1986; FITZGERALD, 1987).  

O diestro tem a predominância de leucócitos, 
acompanhado de células epiteliais nucleadas e podendo conter 
células corneificadas; o proestro tem predominância de células 
nucleadas, podendo aparecer células corneificadas; o estro 
contém exclusivamente células corneificadas; e o metaestro 
contém uma grande quantidade de leucócitos em blocos ou 
dispersos, em menor quantidade do que no diestro, 
acompanhado de células corneificadas e nucleadas 
(MARCONDES; BIANCHI; TANNO, 2002)  

O metaestro consiste no período pós-ovulatório e 
apresenta aumento nos níveis de progesterona. Num segundo 
momento, ainda nesta fase, a progesterona cai abruptamente. O 
proestro é marcado por um aumento de estrogênio, seguido do 
aumento de secreção de progesterona, que precede o período 
da ovulação. Este fenômeno caracteriza a fase estro, fase em 
que os hormônios voltam aos seus níveis basais e as fêmeas se 
mostram mais receptivas aos machos (SIMPSON; KELLY, 2012). 

Em geral, o proestro e estro duram cerca de 12 horas, o 
metaestro 21 horas e o diestro 57 horas ( LONG; EVANS, 1922; 
HEBEL; STROMBERG,1986). Entretanto, estes números variam 
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de acordo com os autores. Por exemplo, Andersen et al (2004) 
sugerem que o estro possui 25 horas, enquanto o metaestro tem 
apenas 8 horas de duração. A sequência proestro, estro, 
metaestro e diestro caracteriza o ciclo estral de fêmeas que 
estão ciclando regularmente (Figura 1). 

 
 

Figura 1- Representação da flutuação dos hormônios (estrogênio e 
progesterona) dividida em cada uma das fases do ciclo estral de 
ratas. Adaptado de Simpson e Kelly (2012). 

 
O baixo uso de fêmeas nos testes comportamentais se 

deve principalmente a esta flutuação hormonal que ocorre 
durante o seu ciclo estral, assim como ocorre nas mulheres no 
ciclo menstrual. Visto que o número amostral necessário para a 
comparação correta de todas as fases do ciclo estral aumentaria 
muito e, por esta razão, os estudos que usam fêmeas em sua 
maioria ainda focam em fases pré-selecionadas do ciclo ao invés 
da avaliação de todas as fases. Ou seja, significa dizer que para 
um experimento completo em que são necessários oito machos, 
nós necessitaríamos oito fêmeas, que tenham um ciclo regular, 
para cada fase do ciclo, e que possam ter a fase corretamente 
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identificada no momento do experimento. Isso elevaria o número 
total de fêmeas utilizadas para, no mínimo, 32 ratas. 

 Sabe-se que fêmeas se comportam diferentemente de 
machos nos mais variados aparatos comportamentais. Por 
exemplo, já foi visto que elas diferem dos machos na exploração 
do LCE (labirinto em cruz elevado), com as fêmeas entrando 
mais e permanecendo mais tempo nos braços abertos e 
aversivos (STEENBERGEN et al., 1990; JOHNSTON; FILE, 
1991) (Tabela 1). Além disso, a flutuação hormonal causada pelo 
ciclo estral gera alterações no comportamento das fêmeas. Por 
exemplo, a exploração do LCE e do CA (campo aberto) é distinta 
entre as fases do ciclo em roedores (MORA; DUSSAUBAT; 
DÍAZ-VÉLIZ, 1996; MEZIANE et al., 2007). Além de aspectos 
comportamentais, muitas funções neurais são influenciadas por 
mudanças hormonais em ratas. Por exemplo, alguns estudos 
demonstraram que a progesterona tem efeito ansiogênico, 
interferindo na formação da memória, mas que pode ser revertido 
na presença do estradiol (DÍAZ-VÉLIZ, 1997). 

 
Tabela 1- Diferenças entre machos e fêmeas em parâmetros 

avaliados nos testes comportamentais ( adaptada de Júnior e 
Morato (2005) ) 

Teste 
Comportamental 

Parâmetro Macho Fêmea Referências 

LCE Nº de Entradas 
braços abertos 

  Johnston e File, 
1991;Steenberg
en et al., 1990 

CA Deslocamento   Curzon, Haaren 
e Kennett, 

1990; 
Kennett,Chaulof

f, Marcou e 
Curzon, 1986 

CA Defecação   Alonso, 
Castellano, 
Afonso e 

Rodriguez, 
1991;Curzon et 

al., 
1990;Kennett et 

al., 1986 
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1.3 Testes comportamentais 
 

A emocionalidade é um termo muito utilizado atualmente a 
fim de evitar outros mais antropomórficos, como comportamento 
tipo ansioso ou depressivo. Esta palavra designa uma 
experiência psicológica subjetiva que normalmente está 
associada a alterações comportamentais e/ou fisiológicas 
(ARCHER, 1973). A emocionalidade depende de fatores 
genéticos, epigenéticos, ambientais, destacando-se o estresse 
nesta última classe, além dos fisiológicos, como os hormônios 
(RAMOS; MORMÈDE, 1997). 

Sabe-se também que ao longo da evolução das espécies 
muitos mecanismos de defesa foram conservados, dentre os 
quais o rato faz parte. Isso dá subsídios para que este animal 
seja um modelo para investigação das bases neurobiológicas de 
problemas relacionados com emocionalidade em humanos, ainda 
que estes animais não apresentem uma patologia. 

Os testes do CA, LCE e CBP (caixa branca/preta) são 
alguns dos mais utilizados para se obter medidas de 
emocionalidade em estudos que envolvem a avaliação da 
alteração comportamental provocada por fármacos ansiogênicos 
e ansiolíticos. (GRIEBEL; HOLMES, 2013) 

Estes três testes comportamentais se baseiam no conflito 
entre a aproximação/esquiva de áreas aversivas (centro do CA, 
braços abertos do LCE e área iluminada da CBP) (OHL, 2005). 
Entretanto, estes testes permitem uma única avaliação com cada 
animal, pois o significado psicológico dos testes é alterado após 
o conhecimento prévio do aparato (RAMOS, 2008).  

É notável a importância destes aparatos para a triagem e 
desenvolvimento de fármacos eficazes para algumas doenças 
psiquiátricas (DAWSON; TRICKLEBANK, 1995). Entretanto, por 
vezes torna-se necessário usar mais de um teste, pois cada teste 
tem suas peculiaridades e esta pré-exposição modifica a forma 
de lidar com o aparato subsequente (RAMOS et al., 2008). 

Além disso, as medidas comportamentais obtidas nos 3 
testes, e que deveriam apontar e corroborar no mesmo sentido, 
raramente possuem uma correlação estatística alta (RAMOS, 
2008). Como exemplo, o centro do CA e os braços abertos do 
LCE, que são as partes aversivas destes testes. Quanto menor o 
tempo, menos ansioso o animal está naquele momento. Então, 
aquele animal que passa mais tempo explorando o centro do CA 
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deveria se comportar da mesma forma no LCE (explorando mais 
as partes aversivas dos 2 testes). Entretanto, nem sempre isso é 
observado. Então, pode-se pensar que: a) estas medidas não 
são as mais adequadas para tais características emocionais, ou 
então b) que diferentes testes não avaliam exatamente o mesmo 
fenômeno biológico (RAMOS; MORMÈDE, 1997; RAMOS, 2008). 

No LCE, a resposta às drogas ansiolíticas e ansiogênicas 
diminui ou mesmo desaparece quando os animais são 
previamente expostos ao mesmo aparato de teste, um fenômeno 
conhecido como tolerância à primeira exposição (one-trial 
tolerance) (FILE, 1990). 

 
1.4 Teste triplo 
 

Proposto por Ramos et al. (2008), o teste triplo (TT) foi 
criado com a intenção de reduzir as interferências de um teste 
em relação ao outro. Para isso os pesquisadores integraram três 
dos mais tradicionais testes comportamentais de ansiedade: CA, 
LCE e CBP. Os autores demonstraram que as medidas de 
ansiedade e locomoção no TT foram similares usando cada 
aparato de forma combinada ou separada, mas em ambas as 
condições cada teste produziu seu próprio fator de ansiedade 
relativo. Quando duas drogas benzodiazepínicas, 
clordiazepóxido (CDZ) e diazepam, foram administradas houve 
aumento na entrada nos braços abertos do LCE. Ao utilizar 
o pentilenotetrazol (PTZ), um fármaco ansiogênico, houve 
redução da exploração nas áreas aversivas: os braços abertos 
do LCE, centro do CA e compartimento claro da CBP. 

Além disso, Wehrmeister et al. (2010) verificaram que o 
efeito ansiolítico do CDZ poderia persistir após vários dias de 
teste sugerindo assim que o efeito da tolerância à primeira 
exposição pode ser evitado no TT, o que é uma vantagem em 
relação ao uso isolado de cada aparato.  

Assim, o TT mostra grande potencial para o estudo de 
ansiedade, por ser um método rápido, compreensível para 
identificação de comportamentos relacionados à 
ansiedade/emocionalidade e seus componentes subjacentes, 
medindo simultaneamente e excluindo o efeito da reexposição 
que poderia criar uma possível memória aversiva. 
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1.5 O QTL e o desenvolvimento da linhagem congênica 
SLA16 

 
Em 1999, Ramos et al. propuseram um modelo genético 

com duas linhagens isogênicas de ratos. Ele era constituído 
pelas linhagens LEWIS (LEW) e SHR (sigla do inglês para “ratos 
espontaneamente hipertensos”). Este modelo genético tinha 
como base a diferença significativa de aproximação e esquiva de 
áreas aversivas, como, por exemplo, o centro do CA ou os 
braços abertos do LCE. Observou-se que o SHR tem a tendência 
natural de ir ao centro, enquanto o LEW a evita, mas não há 
diferenças locomotoras entre as linhagens. Ou seja, ambas 
exploram igualmente o aparato, diferindo unicamente em relação 
às áreas exploradas. Essas duas linhagens foram testadas em 
diferentes aparatos, protocolos e até em diferentes laboratórios 
do mundo, confirmando as suas diferenças e a validade deste 
modelo genético.  

Quando há uma diferença comportamental bem nítida e 
que é reproduzível em diferentes locais, pode-se inferir que esta 
diferença deve ter bases genéticas fortes e assim investigá-las. 
Para estudar estas bases do comportamento de esquiva e 
aproximação das áreas aversivas destas linhagens foi utilizado 
um método de mapeamento genético. Descobriu-se, então, que 
no cromossomo 4 dos ratos há uma região de aproximadamente 
80 milhões de pares de base que contem genes que influenciam 
a aproximação ao centro do CA. Esta região é chamada pelo 
RGD na atualidade de QTL (do inglês loci para características 
quantitativas) Anxrr16 (LAULEDERKIND et al., 2013).  

O QTL é expresso como uma curva de probabilidade, 
quanto mais alta o pico desta curva, maior a chance de encontrar 
naquela região cromossômica um gene que afeta o 
comportamento em questão. Ao longo dos anos com outras 
pesquisas, esta região se mostrou não específica, o que é muito 
comum. Por exemplo, os ratos P e NP, que são selecionados 
para consumir ou não álcool, respectivamente, diferem em seus 
níveis de emocionalidade. Quando eles foram estudados foi 
descoberto um QTL na região próxima ao Anxrr16 que afetava 
consumo de álcool. Esta é apenas uma ilustração de quando se 
começou a se estudar esta região do cromossomo 4 e considerá-
la importante para características emocionais independentes da 
linhagem ou situação submetida. 
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Após correlacionar a região genômica com determinados 
comportamentos, com a finalidade de saber quais são os genes 
e seus papéis específicos, foi empregada a técnica de 
construção de uma linhagem congênica. Desta maneira a região 
genômica de Anxrr16 foi isolada em uma nova linhagem de ratos  
(PEREIRA, 2010). A estratégia de construção de linhagem 
congênica basicamente é feita a partir da transferência de uma 
região genômica de uma linhagem doadora (área onde se tem os 
QTL de interesse) para uma linhagem receptora, detentora do 
restante do genoma que a linhagem congênica herdará. Neste 
caso, foi utilizada a linhagem LEW, que doou a região onde os 
QTLs estão contidos, enquanto a SHR (receptora) proveu o 
restante o restante do genoma. No fim do processo, após 
seguidos ciclos de retrocruzamento e seleção por marcadores 
moleculares, obteve-se uma linhagem congênica (SLA 16), 
sendo ela geneticamente idêntica à linhagem receptora (SHR), 
excetuando a parte do QTL transferido (MEDEIROS et al., 2014). 

Quando se constrói uma linhagem é comum que se perca 
a característica, pois apesar de selecionar uma região, se 
perdem outras regiões importantes e, assim acaba-se perdendo 
as características iniciais de interesse, pois são diversas regiões 
que contribuem para estas características. O primeiro passo 
após criar a linhagem, foi validá-la no teste do CA, sendo a 
linhagem SHR seu controle pelo fato de praticamente todo 
genoma da linhagem congênica ser igual ao dela. Assim, todas 
as diferenças comportamentais apresentadas neste teste entre a 
linhagem SLA16 e SHR são atribuídas àquela região do QTL. Os 
efeitos do QTL Anxrr16 foram confirmados tanto em machos 
quanto em fêmeas, ou seja, os animais congênicos se 
aproximam ainda mais do centro do CA que os SHR. Além disso, 
foram encontradas algumas outras diferenças comportamentais 
que não eram inicialmente esperadas e provavelmente sejam 
devidas aos genes que vieram juntos no processo de produção 
da linhagem congênica. 

Deste modo, uma nova linhagem congênica, denominada 
SHR.LEW-Anxrr16 (SLA16) foi construída no Laboratório de 
Genética do Comportamento – UFSC, com o intuito de melhor 
compreender os efeitos do QTL Anxrr16 sobre comportamentos 
relacionados à ansiedade (PEREIRA, 2010; MEDEIROS, 2012). 
Atualmente, a linhagem congênica SLA16 está estabelecida e 
encontra-se na nona geração de endocruzamento 
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proporcionando assim um modelo único para estudar os genes 
contidos neste locus, que estão relacionados à ansiedade 
humana. 

Izídio et al. (2011), sugeriram que a variação natural nos 
níveis hormonais presente ao longo do ciclo estral das fêmeas 
podem influenciar os efeitos deste locus sobre o comportamento 
ao demonstrar que fêmeas em diestro-proestro (DP) apresentam 
o QTL na mesma região genômica que os machos, enquanto que 
fêmeas em estro-metaestro (EM), não possuem. Este resultado 
recente sugere que os genes contidos na região de Anxrr16 
podem estar sobre a influência de fatores ligados ao ciclo estral 
das fêmeas. 
 
1.6 Sistema dopaminérgico e seu envolvimento nos 

comportamentos 
 

A dopamina (DA) é um neurotransmissor da família das 
catecolaminas e tem como molécula precursora a L-tirosina, esta 
sofre uma reação de hidroxilação pela tirosina hidroxilase e 
assim é convertida em L-DOPA, que por ação da DOPA-
descarboxilase é convertida em DA. Recém-formada, a DA é 
armazenada em vesículas sinápticas e só é liberada via processo 
de exocitose quando estimulada por impulso nervoso (RANG et 
al., 2012). 

Seus receptores são metabotrópicos acoplados a proteína 
G podendo ser pré ou pós-sinápticos. Pré-sinapticamente, ela 
pode atuar nos neurônios inibitórios do tipo D2 presentes nos 
corpos celulares e nos terminais enquanto que na região pós-
sináptica pode agir nos neurônios do tipo D1 e D2 (MISSALE et 
al., 1998; GRAEFF; GUIMARÃES, 2013). Eles estão presentes 
no córtex com função de alerta e humor; no sistema límbico 
influenciando as emoções e o comportamento; no estriado; e nas 
partes ventral do hipocampo e anterior da hipófise regulando a 
secreção de prolactina (BJÖRKLUND; DUNNETT, 2007). 
Existem 5 receptores dopaminérgicos sendo eles divididos em 
duas classes: os da família D1 (D1 e D5) e da família D2, mais 
importantes do ponto de vista farmacológico, que são 
subdivididos em D2, D3 e D4. Os da família D2, acoplados à 
proteína G inibitória, atuam diminuindo a ação da adenilato 
ciclase (AC), que reduz a síntese do monofosfato cíclico de 
adenosina (AMPc). Enquanto os da família D1 ativam a enzima 
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AC que por sua vez influencia de forma a aumentar a síntese do 
AMPc (MISSALE et al., 1998; RANG et al., 2012). 

Muitas alterações das vias dopaminérgicas vem sendo 
relacionadas com consumo de álcool e abuso de drogas, a 
ansiedade, transtorno de déficit de atenção e hiperatividade, 
esquizofrenia e a doença de Parkinson (GRAEFF; GUIMARÃES, 
2013; ADAMCZYK; SOLECKA; STROSZNAJDER, 2005). 

 A alfa-sinucleína é uma proteína que é expressada ao 
longo de todo o sistema nervoso central e é mais abundante nos 
terminais pré-sinápticos do hipocampo. Uma função desta 
proteína é inibir a atividade da tirosina-hidroxilase diminuindo a 
síntese das catecolaminas, inclusive da dopamina (ADAMCZYK;   
SOLECKA; STROSZNAJDER, 2005. 
  O haloperidol é um antagonista do receptor D2 da 
dopamina e causa inibição das funções psicomotoras. Esta droga 
é utilizada na clínica como tratamento para a esquizofrenia, 
quando administrada em ratos mostram uma diminuição na 
locomoção. Seu mecanismo de ação é o bloqueio seletivo dos 
receptores do tipo D2 (BJÖRKLUND; DUNNETT, 2007; RANG et 
al., 2012). 

 
1.7 Hipóteses 

 
Por fim, as hipóteses deste trabalho são: (1) há influência 

hormonal, decorrentes das fases do ciclo estral, no 
comportamento das ratas SLA16 e SHR submetidas ao teste 
triplo e que (2) haja diferença na responsividade entre as ratas 
das linhagens SLA16 e SHR, bem como entre os diferentes 
tratamentos. 
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2. OBJETIVOS 
 
Assim, devido a todos os fatos apresentados 

anteriormente na introdução, o presente estudo teve o objetivo 
de: 
 
2.1 Objetivo Geral: 

 
Caracterizar fenotipicamente os efeitos do QTL Anxrr16 

pelo uso de ratas SLA 16 e SHR. 
 
2.2 Objetivos Específicos: 
No experimento 1, sobre o teste triplo: 
 

a) Testar as fêmeas em idade reprodutiva da linhagem 
congênica SLA16 e isogênica SHR no TT em todas as 
fases do ciclo estral; 

 
b) Retestar as fêmeas da linhagem congênica SLA16 e 
SHR no TT em todas as fases do ciclo estral, durante 4 
dias consecutivos. 
 

No experimento 2, sobre a influência do haloperidol  
a) Avaliar o efeito do bloqueio dos receptores D2 sobre 

o comportamento das fêmeas da linhagem congênica 
SLA16 e isogênica SHR submetidas ao teste do 
campo aberto. 

 
b) Avaliar o efeito do bloqueio dos receptores D2 sobre 

o comportamento das fêmeas da linhagem congênica 
SLA16 e isogênica SHR submetidas ao teste do 
labirinto em cruz elevado. 
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3. MATERIAIS E MÉTODOS 
 
3.1 Animais  
 

As linhagens de ratos, SLA16 e SHR, utilizadas no 
presente estudo foram mantidas através do acasalamento entre 
irmãos como o padrão para colônias consanguíneas do 
Laboratório de Genética do Comportamento. Quatro semanas 
após o nascimento, os animais foram desmamados e separados 
por sexo. Foram colocados em gaiolas de plástico padrão com 5 
indivíduos cada com água e ração disponíveis ad libitum. Eles 
ficaram num biotério sob um ciclo claro/escuro de 12/12h (luzes 
acessas às 07h00min) com a temperatura sempre mantida a 22 
± 2°C. 

Para este experimento utilizou-se fêmeas em idade 
reprodutiva, com três meses de vida, totalizando 66 fêmeas.  
Todos os procedimentos realizados foram aprovados pelo do 
Comitê de Ética do Uso de Animais (CEUA) da Universidade 
Federal de Santa Catarina e estão no protocolo nº: PP00903.  

 
3.2 Experimento 1- Teste Triplo e ciclo estral 
3.2.1 Avaliação da fase do ciclo estral 

 
A fim de avaliar o período do ciclo estral em que as ratas 

se encontravam, foram realizadas coletas de secreção vaginal 
com uma pipeta Pasteur e água destilada. Com este material 
eram feitas lâminas a fresco com corante azul de metileno e 
observava-se em microscópio óptico no aumento de 40x. A 
determinação da fase na qual a fêmea se encontrava foi 
realizada a partir da análise dos tipos e das quantidades 
celulares (tabela de critérios- tabela 2). 
 
Tabela 2- Critérios adotados para caracterizar a fase do ciclo estral. 

Fases do ciclo 
estral: 

Diestro Proestro Estro Metaestro 

TIPOS 
CELULARES 

Predomínio 
de 
leucócitos 

Predomínio 
de células 
epiteliais 

Predomínio 
de células 
corneificadas 

Distribuição 
regular de 
todos os tipos 
celulares 
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As ratas foram analisadas por quatro dias seguidos antes 
do início dos testes comportamentais com a finalidade de 
verificar se ciclo estral estava ocorrendo de maneira adequada. 
Esta verificação era sempre feita no período vespertino, entre às 
14 e 15 horas. Do quinto dia ao oitavo, as fêmeas, que ciclaram 
corretamente nos 4 primeiros dias, passavam primeiro pelo 
aparato e após retirava-se o ciclo, a fim de reduzir qualquer 
interferência que esta manipulação pudesse causar no 
experimento comportamental. Os experimentos ocorreram 
sempre no período vespertino, entre as 13:00 e 18:00. Os 
animais mudaram de grupo a cada dia, de acordo com a fase do 
ciclo as fêmeas estavam. 

 
3.2.2. Aparato teste triplo 
  

Para este teste seguiu-se o protocolo descrito a seguir. O 
TT consiste na junção dos aparatos CA, LCE e CBP. O LCE 
encontra-se no centro do TT e serve como ligação entre o CA e a 
CBP. Assim, no teste triplo tem-se o CA, o qual tem uma de suas 
quatros paredes conectada à um dos braços fechados do LCE 
por uma abertura central (10 cm de largura por 40 cm de altura) 
que permite livre acesso a todo o labirinto e, consequentemente, 
à CBP. Na extremidade do outro braço fechado do LCE há uma 
abertura (10 x 7 cm) conectando-o a CBP. Essa abertura 
encontra-se no centro de uma das paredes do compartimento 
preto da caixa, e, oposta a essa, existe outra pequena abertura 
(7x7 cm) ligando os dois compartimentos da CBP. O TT foi 
disposto a 52 cm do chão para que as características aversivas 
dos braços abertos do LCE fossem mantidas. Os experimentos 
foram realizados em ambiente com baixa luminosidade, com o 
CA apresentando 10 lux, o LCE 15 lux e a CBP 20 lux no 
compartimento preto e 750 lux no compartimento branco sendo 
que cada rata foi colocada no centro do CA e pode explorar 
livremente os aparatos. Foram filmadas por uma câmera 
posicionada acima do aparato e gravados por um sistema de 
monitoramento de segurança por 15 minutos para posterior 
avaliação. 

Neste teste foram avaliadas as seguintes medidas 
comportamentais: locomoção periférica e central, tempo na 
periferia e no centro do campo aberto; entradas nos braços 
abertos, centro e fechados, tempo nos braços abertos e fechado 
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no LCE; número de entradas no compartimento branco e no 
compartimento preto, tempo em ambos os compartimentos da 
caixa branca e preta. Após cada animal ser testado, o aparato foi 
limpo com álcool 10% e seco com papel toalha. 

 
3.3 Experimento 2-Haloperidol 
3.3.1. Fármaco 
 

Utilizou-se o haloperidol a fim de avaliar as mudanças 
comportamentais ocorridas pela administração de um 
antagonista dos receptores dopaminérgicos D2. Os grupos de 
animais receberam uma única dose de 0,25 mg/kg (n=7), 0,5 
mg/kg (n=7) ou salina (NaCl 0,9%) (n=6) pela via intraperitoneal 
e 30 minutos após, foram expostos primeiramente no CA e 
imediatamente após ao LCE. As doses foram escolhidas de 
acordo com um dos poucos estudos que envolviam haloperidol 
injetado via intraperitoneal em SHR. 

 
 
3.3.2 Testes comportamentais  
3.3.2.1 Campo aberto (CA): 

 
Este teste foi feito em um aparato quadrado, medindo 

100 x 100 cm. Sua base composta de 25 quadrados de (20x20 
cm) sendo 9 centrais e considerados a parte aversiva do aparato 
e outros 16 próximos às paredes (medem 40 cm de altura) e 
portanto menos aversivos. A luminosidade no centro do aparato 
mede 7 lux. Os animais foram sempre inseridos no centro do CA 
e as variáveis a serem avaliadas foram filmadas por uma câmera 
posicionada acima do aparato e gravados por um sistema de 
monitoramento de segurança por 5 minutos: locomoção na 
periferia (quadrados adjacentes às paredes), locomoção central e 
tempo no centro.  
 
3.3.2.2 Labirinto em cruz elevado (LCE) 

 
Este aparato apresenta 4 braços (2 abertos e 2 fechados) 

em forma de cruz, cada um deles medindo 45x10 cm de largura, 
sendo os braços opostos fechados com paredes medindo 50 cm 
de altura e os outros dois são abertos. Há uma plataforma central 
medindo 10 x 10 cm que dá acesso a qualquer um dos 4 braços. 
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O labirinto fica a 66 cm do chão e iluminação no centro do 
aparato foi mantida em 12 lux. Cada rato era colocado nesta 
parte central e assim como no CA teve seu comportamento 
gravado por 5 minutos com uma câmera posicionada acima do 
labirinto. As variáveis analisadas foram: tempo nos braços 
fechados, tempo nos braços abertos, número de entradas nos 
braços abertos e número de entradas nos braços fechados. 
Estas medidas só foram consideradas quando a rata passava 
com as 4 patas da plataforma central para cada braço. 

 
3.4 Análises estatísticas 
 

Todos os dados estão representados como a média ± 
erro padrão. Todas as análises estatísticas foram realizadas no 
software Statistica 7.0 (Statsoft, Tulsa, OK, EUA). No 
experimento 1, no TT, foram realizadas ANOVA (Análise de 
variância) de duas vias (fatores ciclo e linhagem), separadas por 
dia (1 à 4). No experimento 2, o efeito comportamental do 
haloperidol sobre a SLA16 e seu controle isogênico também foi 
avaliado por meio de ANOVA de duas vias, mas neste caso os 
fatores principais foram linhagem e tratamento. Em ambos os 
experimentos os dados foram considerados significativos quando 
o valor de p foi menor que 0,05 (p<0,05). Quando necessário foi 
utilizado o teste post-hoc de Duncan. Todos os gráficos foram 
produzidos através do software Graph Pad 5.0 (GraphPad 
Software, San Diego, CA, USA). 
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4. RESULTADOS  
 
4.1 Teste Triplo- experimento 1 
 

Os resultados do TT estão representados nas Figuras 2 a 
7. Para diminuir a quantidade de gráficos, optou-se por colocar 
os resultados experimentais de todos os dias de teste nos 
mesmos gráficos. Entretanto, a ANOVA de 2 vias é específica 
para cada dia. 

 Na medida de locomoção central (Figura 2A), no 
dia 1, as fêmeas de ambas as linhagens em DP se locomoveram 
mais no centro (F=1,15; p<0.05), do que as fêmeas em EM. Na 
medida locomoção periférica (Figura 2B), ocorreu uma diferença 
no dia 4 entre as linhagens, onde a linhagem SLA16 explorou 
mais esta área que a SHR (F= 1, 15; p<0,05). 

 Na medida tempo no centro (Figura 3A), 
nenhuma diferença foi encontrada, já no tempo na periferia 
(Figura 3B) no dia 1 há uma diferença significativa entre as 
linhagens, com a linhagem SLA16 explorando menos a periferia 
que a SHR (F=1,15;p<0,05). 
  

 



42 
 

0

20

40

60

80

SLA16

DIA 1 DIA 2 DIA 3 DIA 4 DIA 1 DIA 2 DIA 3 DIA 4

SHRSLA16

DIA 1

Diestro/Proestro

Estro/Metaestro

#

#

6 6 4 74
4 666

4 6 3 3 5 3
3

Lo
co

m
oç

ão
 c

en
tr

al

0

50

100

150

DIA 1 DIA 2 DIA 3 DIA 4 DIA 1 DIA 2 DIA 3 DIA 4

SHRSLA16

*

6 6 4 74
4 666

4 6 3 3 5 3
3

Lo
co

m
oç

ão
 p

er
if

ér
ic

a
A

B

 
Figura 2 - Locomoção central (A) e periférica (B) das fêmeas em 
Diestro-Proestro e Estro-Metaestro das linhagens SLA16 e SHR 
testadas durante 4 dias repetidos no teste triplo. As barras 
representam a média ± erro padrão. (*) representa diferença entre 
linhagens (p<0,05); (#) representa diferença entre Diestro-Proestro 
e Estro-Metaestro (p<0,05). Os números representados dentro de 
cada barra correspondem ao número de animais de cada grupo. 
ANOVA de 2 vias. 

   



43 
 

0

100

200

300

400

500

DIA 1 DIA 2 DIA 3 DIA 4 DIA 1 DIA 2 DIA 3 DIA 4

SHRSLA16

Diestro/Proestro

Estro/Metaestro

6 6 4 74
4 666

4 6 3 3 5 3
3

T
em

p
o

 n
o

 c
en

tr
o

 (
s)

0

100

200

300

400

500

DIA 1 DIA 2 DIA 3 DIA 4 DIA 1 DIA 2 DIA 3 DIA 4

SHRSLA16

*

6 6 4 74
4 666

4 6 3 3 5 3
3

T
em

p
o

 n
a 

p
er

if
er

ia
 (

s)

A

B

 
Figura 3 - Tempo no centro (A) e na periferia (B) das fêmeas em 
Diestro-Proestro e Estro-Metaestro das linhagens SLA16 e SHR 
testadas durante 4 dias repetidos no teste triplo. As barras 
representam a média ± erro padrão. (*) representa diferença entre 
linhagens (p<0,05); (#) representa diferença entre Diestro-Proestro 
e Estro-Metaestro (p<0,05). Os números representados dentro de 
cada barra correspondem ao número de animais de cada grupo. 
ANOVA de 2 vias. 
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Na medida número de entradas nos braços abertos, a 
linhagem SLA16 tem um número de entradas maior que a SHR 
no dia 1 (F=1,15; p<0.05) (Figura 4A). Da mesma maneira, a 
linhagem SLA16 tem um número de entradas nos braços 
fechados maior que a SHR no dia 1 (Figura 4B) (F=1,15; p<0,05). 

 
Na medida tempo nos braços abertos (Figura 5A) não foi 

encontrada nenhuma diferença significativa. Quanto ao tempo 
gasto nos braços fechados (Figura 5B), a linhagem SLA16 tem 
um índice menor comparado a SHR no dia 2 (F=1,15; p<0,05). 

 
Na medida de entradas no compartimento claro as 

fêmeas que estavam em DP apresentaram mais entradas do que 
as fêmeas em EM no dia 4 (F=1,15; p<0,05) (Figura 6A). Já a 
medida de entradas no compartimento escuro (Figura 6B) não 
mostrou nenhuma diferença significativa. 

 
As medidas de tempo gasto no compartimento claro 

(Figura 7A) e escuro (Figura 7B) não mostraram nenhuma 
diferença significativa. 
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Figura 4 - Número de entradas nos braços abertos (A) e fechados 
(B) das fêmeas em Diestro-Proestro e Estro-Metaestro das 
linhagens SLA16 e SHR testadas durante 4 dias repetidos no teste 
triplo. As barras representam a média ± erro padrão. (*) representa 
diferença entre linhagens (p<0,05); (#) representa diferença entre 
Diestro-Proestro e Estro-Metaestro (p<0,05). Os números 
representados dentro de cada barra correspondem ao número de 
animais de cada grupo. ANOVA de 2 vias. 
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Figura 5 - Tempo nos braços abertos (A) e fechados (B) das fêmeas 
em Diestro-Proestro e Estro-Metaestro das linhagens SLA16 e SHR 
testadas durante 4 dias repetidos no teste triplo. As barras 
representam a média ± erro padrão. (*) representa diferença entre 
linhagens (p<0,05); (#) representa diferença entre Diestro-Proestro 
e Estro-Metaestro (p<0,05). Os números representados dentro de 
cada barra correspondem ao número de animais de cada grupo. 
ANOVA de 2 vias. 
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Figura 6 - Número de entradas (A) compartimento claro e (B: 
compartimento escuro. s fêmeas em Diestro-Proestro e Estro-
Metaestro das linhagens SLA16 e SHR testadas durante 4 dias 
repetidos no teste triplo. As barras representam a média ± erro 
padrão. (*) representa diferença entre linhagens (p<0,05); (#) 
representa diferença entre Diestro-Proestro e Estro-Metaestro 
(p<0,05). Os números representados dentro de cada barra, 
correspondem ao número de animais de cada grupo. ANOVA de 2 
vias. 
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Figura 7 - Tempo (A) no claro e (B) no escuro das fêmeas em 
Diestro-Proestro e Estro-Metaestro das linhagens SLA16 e SHR 
testadas durante 4 dias repetidos no teste triplo. As barras 
representam a média ± erro padrão. (*) representa diferença entre 
linhagens (p<0,05); (#) representa diferença entre Diestro-Proestro 
e Estro-Metaestro (p<0,05). Os números representados dentro de 
cada barra correspondem ao número de animais de cada grupo. 
ANOVA de 2 vias. 
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4.2 Experimento 2- Haloperidol 
 

Os resultados encontrados no CA e LCE do experimento 
do Haloperidol estão apresentados nas Figuras 8 a 11. Com 
relação ao CA, verificou-se quem em ambas as doses, 
independentemente da linhagem, houve diminuição tanto na 
locomoção central e periférica (F=2,39; p<0.01) (Figura 8A e B). 

As fêmeas que receberam a dose de 0,5 mg/kg de 
haloperidol permaneceram mais tempo no centro, a parte 
aversiva do aparato, enquanto os grupos salina e 0,25mg/kg 
permaneceram a maior parte do tempo na periferia (F=2,39; 
p<0,01) (Figura 9A e B). 
 No LCE, as fêmeas que receberam salina entraram mais 
nos braços fechados em relação as que receberam as doses de 
0,25 e 0,5 mg/kg de haloperidol (F=2,39; p<0,01). Observa-se 
também uma interação linhagem e tratamento (p<0,05) nas 
entradas nos braços abertos, onde o post-hoc de Duncan diz que 
a linhagem SLA16 é mais sensível aos efeitos do haloperidol 
(Figura 10). Já os tempos nos braços abertos e fechados não 
foram significativamente diferentes (Figura 11). 
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Figura 8 - A: Locomoção central no campo aberto. A figura 

mostra a locomoção central das fêmeas, separadas por linhagem 
(SHR e SLA16) e doses de haloperidol. B: Locomoção periférica no 
campo aberto, separadas por linhagem (SHR e SLA16) e doses. (**) 
representa diferenças entre linhagens (p<0.01). ANOVA de 2 vias. 
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Figura 9 - Tempo (A) centro e (B) periferia do campo aberto medido 
em segundos. (**) apresentadas por linhagem (SHR e SLA16) e 
doses representa diferenças entre linhagens (p<0.01). ANOVA de 2 
vias. 
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Figura 10 - (A) número de entradas nos braços abertos separados 
por linhagens. (B) entradas nos braços fechados. (**) representa 
diferenças entre linhagens (p<0.01); (@) representa interação entre 
linhagem e tratamento. ANOVA de 2 vias. 
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Figura 11- (A) tempo despendido nos braços abertos em segundos. 
(B) tempo nos braços fechados medido em segundos. ANOVA de 2 
vias. 
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5. DISCUSSÃO 
 

Os resultados apresentados no presente estudo, sugerem 
que existem algumas diferenças específicas entre as diferentes 
fases do ciclo estral, e também entre as linhagens, no 
experimento 1. Além destes, uma diferença de sensibilidade 
entre as linhagens em relação aos efeitos do haloperidol, ao 
menos no LCE, foi encontrada. 
 
5.1 Experimento 1 - Teste triplo 
 

A primeira hipótese experimental de que há diferenças 
comportamentais em decorrência das fases do ciclo estral no TT 
é verdadeira. Pois, a locomoção central no CA no dia 1 e no dia 4 
para o número de entradas no compartimento claro da CBP 
apresentaram diferenças significativas (DP>EM) entre as fases 
do ciclo estral. Porém, não foram encontradas diferenças 
significativas entre as fases na parte do LCE, dentro do TT.  

No dia 1, há um efeito da locomoção central do CA entre 
as fases, com DP se locomovendo mais na área mais aversiva 
do aparato que EM, independentemente da linhagem. Tal evento 
pode ter ocorrido apenas no primeiro dia por uma questão de 
habituação das ratas ao aparato, que pode ser diferente em 
decorrência da fase do ciclo em que se encontra. Dados de Izídio 
(2009), apontam o mesmo resultado, com as fêmeas em DP 
apresentando menor emocionalidade que as EM, no CA, e, 
consequentemente, se aproximando mais da área aversiva 
(centro do CA). 

Ainda sobre as diferenças entre fases do ciclo, no dia 4 
houve maior número de entradas no compartimento branco da 
CBP, a área mais aversiva da caixa, pelas ratas em DP que as 
na fase EM, mostrando novamente um menor grau de ansiedade 
pelas fêmeas em DP. Um ponto a ser considerado é que não se 
sabe o que de fato este aparato integrado significa 
psicologicamente para os animais. O fato de a locomoção central 
aparecer alta já no primeiro dia enquanto as entradas no claro 
aumentam somente no quarto dia, pode indicar que os níveis de 
ansiedade provocados por cada aparato são distintos. Por 
exemplo, pode-se imaginar que no primeiro dia o CA seja o 
estímulo desafiador, talvez pelo fato dos animais começarem ali 
o teste. Enquanto que com as repetições ao aparato, e a 
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habituação a ele, outros estímulos, como a CBP, podem assumir 
este papel de ambiente mais aversivo. 

A literatura nos mostra que os animais considerados 
menos ansiosos se aproximam do centro no CA (PRUT; 
BELZUNG, 2003), na CBP, a aproximação do compartimento 
branco também é tida como um índice de baixa 
ansiedade/emocionalidade (CRAWLEY, 1981; COSTALL et al., 
1989). Apesar de os dois testes comportamentais se 
fundamentarem na esquiva de áreas aversivas, pode se pensar 
que eles devem medir, ao menos em parte, uma mesma 
dimensão emocional. De fato, muitos dados comportamentais 
(COSTALL et al., 1989; IZIDIO et al., 2005), farmacológicos 
(PRUT; BELZUNG, 2003) e genéticos (RAMOS et al., 2003) 
sugerem que o CA e a CBP podem medir a dimensão emocional. 
Adicionalmente, as drogas ansiogênicas aumentam a esquiva 
das áreas aversivas de ambos os testes, em contrapartida, 
fármacos ansiolíticos não apresentam efeito semelhante em 
ambos os testes (RAMOS et al., 2008).  

Ramos (2008) sugere que a estimativa da variabilidade 
total compartilhada entre o CA e a CBP seja de apenas 5.3%, 
contra 14.4% ente CBP e LCE e apenas 1,7% entre CA e LCE. 
Ou seja, mesmo dois testes que supostamente deveriam medir 
comportamentos ligados à emocionalidade/ansiedade, existem 
algumas evidências que indicam que estes testes podem muitas 
vezes mensurar uma dimensão emocional bem diferente 
(ARCHER, 1973; RAMOS; MORMÈDE, 1997). 

 Com relação às diferenças entre linhagens encontradas 
aqui, elas parecem ser mais importantes na primeira exposição 
ao aparato (dia 1). Por exemplo, no CA na medida de tempo na 
periferia, (SHR>SLA16); e no LCE, na medida de entradas nos 
braços abertos (SLA16>SHR). Estes dados corroboram com os 
resultados dos trabalhos anteriores do nosso laboratório, que 
sugerem que a linhagem SHR tem maior 
ansiedade/emocionalidade quando comparado à linhagem 
congênica SLA16. Adicionalmente, a linhagem SLA16 também 
apresentou, no dia 1, maior locomoção nos braços fechados do 
LCE, em comparação à linhagem SHR. Este resultado sugere 
que esta linhagem apresenta uma maior locomoção geral do que 
a SHR. Este resultado também encontra apoio na literatura 
prévia (MEDEIROS et al., 2014) e o nosso laboratório vem 
investigando a utilização da linhagem SLA16 com um modelo de 
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hiperatividade associada ao TDAH (transtorno de déficit de 
atenção e hiperatividade). 

Como a estatística utilizada foi a ANOVA de 2 vias para 
cada medida por dia, não há como comparar ou relacionar o 
comportamento de cada animal ao decorrer do experimento e 
confirmar estes achados estatisticamente. Entretanto, pode-se 
inferir para ser levado em consideração de pesquisas futuras que 
as fêmeas em DP não apresentam one-trial tolerance e que as 
ratas SLA16 parecem manter, enquanto as SHR parecem 
aumentar a média de idas aos braços abertos com o passar dos 
dias.  

Assim, neste primeiro experimento sugerimos um perfil de 
menor ansiedade/emocionalidade das gêmeas DP no TT e em 
uma situação de repetição de testes. Nossa intenção inicial, no 
presente trabalho, era analisar separadamente as 4 fases do 
ciclo estral, mas devido à falta de animais no período em que os 
experimentos foram realizados, se optou pelo agrupamento em 
duas fases, como em outro trabalho que era referência para este 
estudo (IZÍDIO, 2009). Desta maneira, estudos futuros com estas 
linhagens e aparato, poderão nos dizer se diestro e proestro tem 
realmente o mesmo efeito de diminuição da 
ansiedade/emocionalidade, ou se existe um perfil diferencial 
entre estas duas fases, que foram aqui agrupadas.  
 
5.2 Experimento 2 - Haloperidol 
 

A nossa segunda hipótese experimental era de encontrar 
diferenças de sensibilidade entre as linhagens testadas nos dois 
aparatos comportamentais nas doses utilizadas de haloperidol. 

No teste do CA, na locomoção central e periférica 
observou-se um efeito geral da droga. Os dados mostram que os 
animais reduzem em mais de 50% sua exploração no aparato, o 
que foi observado também em outros estudos que mostram uma 
inibição das funções psicomotoras tanto em ratos (CALZAVARA 
et al., 2008) quanto em humanos (DOSSENBACH et al., 2004). 
Esta sensibilidade pode ser influenciada por fatores relacionados 
às questões hormonais, como mostrado em outros trabalhos com 
pacientes diagnosticados com esquizofrenia (KULKARNI et al., 
2011) que apresentam uma maior resposta ao antipsicótico ao 
fazerem um tratamento combinado com estrogênio. Em ratos, a 
interação haloperidol e estrogênio parece alterar o volume de 
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áreas cerebrais como CA1 e CA3 do hipocampo e algumas áreas 
do sistema mesocortical (MADULARU et al., 2015). Estes fatos 
ajudam a explicar o porquê das ratas parecerem apresentar uma 
maior sensibilidade e, talvez, precisarem de uma menor dose em 
relação aos machos. 

Ainda no CA, quando comparamos as diferentes doses, 
as fêmeas responderam de forma igual ao fármaco, não 
ocorrendo, assim, distinção no comportamento observado. Os 
dados sugerem características de sedação clássica, o chamado 
efeito piso, já na dose mais baixa empregada neste estudo. No 
LCE, o padrão de comportamento é muito semelhante ao do CA, 
a exploração diminui bruscamente já na menor dose, exceto nos 
braços abertos. Este ponto será posteriormente avaliado no 
nosso laboratório, pois talvez doses menores poderão revelar 
perfis farmacogenéticos distintos entre as duas linhagens.  

Fato este que já foi observado na medida de entrada nos 
braços abertos do LCE. Nesta medida, observa-se um efeito 
farmacogenético claro, mostrado pela interação entre linhagem e 
tratamento, visto que a linhagem SLA reponde da mesma 
maneira em ambas as doses, enquanto a linhagem SHR 
apresenta uma menor sensibilidade ao fármaco. Denomina-se 
efeito farmacogenético, o fenômeno de influência de um ou mais 
polimorfismos genéticos sobre um fármaco(HIRATA; 
TAVARES; HIRATA, 2006). Desta forma, a diferença de 
sensibilidade e respostas entre linhagens pode ser explicada 
pela variação de algum receptor, transportador ou enzima 
envolvida no sistema dopaminérgico.  
 Talvez esta interação só tenha sido observada no LCE 
devido ao fato que as fêmeas passaram previamente no CA. 
Este ponto será investigado futuramente em nosso laboratório. 
Ou talvez seja a uma dificuldade inerente do nosso estudo, ou 
seja, a falta de estudos da literatura com haloperidol 
intraperitoneal em fêmeas. Como a maioria dos estudos prévios 
foi realizado em machos, a dose escolhida para as fêmeas, no 
nosso estudo, parece ter sido muito alta. Sendo assim serão 
necessárias mais pesquisas futuras inserindo uma dose menor 
com a metade da menor dose (0,125mg/Kg) para as fêmeas. 
Outro resultado interessante que deve ser investigado é o fato de 
que os animais do grupo salina não apresentaram diferenças na 
medida da locomoção central, uma diferença entre linhagens que 
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é classicamente observado nos experimentos prévios. Este 
acontecimento, já visto em trabalhos anteriores deste laboratório, 
parece ocorrer sempre que a injeção de salina é dada poucos 
minutos antes dos testes e também será experimentalmente 
investigado no futuro. 

Porém, efeitos farmacogenéticos clássicos têm sido 
constantemente encontrados pelo nosso grupo de pesquisa, com 
diferentes drogas, no LCE e no CA (Vendruscolo et al. 2003). 
Além disso, um experimento em andamento no nosso 
laboratório, com esta mesma droga utilizada aqui, parece 
confirmar que machos das linhagens SLA16 e SHR apresentam 
diferentes sensibilidades aos efeitos agudos do haloperidol 
(Dados não publicados). Estas diferenças farmacogenéticas 
entre as linhagens provavelmente tem origem nos genes 
localizados na região de Anxrr16 que tem relação, direta ou 
indireta, com o sistema dopaminérgico.   

Um dos principais candidatos a este papel é o gene da 
alfa-sinucleína. Acredita-se que ela tenha o papel de diminuir a 
atividade do transportador de dopamina (Wersinger e Sidhu, 
2005), levando a uma diminuição de receptação da mesma. 
Desta maneira, Chiavegatto et al. (2008) investigaram o papel da 
alfa-sinucleína nas linhagens LEW e SHR e mostraram que os 
animais da linhagem LEW (os mais ansiosos) tiveram maiores 
níveis de expressão do gene (Snca) e da proteína alfa-
sinucleína, quando comparados aos animais SHR. Também, os 
pesquisadores encontraram um SNP (do inglês, polimorfismo de 
nucleotídeo único) entre as linhagens Lewis e SHR no gene Snca 
da alfa-sinucleína. Para verificar se este polimorfismo poderia 
estar influenciando o comportamento in vivo, Chiavegatto et al. 
(2008) testaram uma população de ratos segregantes F2 
LEW/SHR no teste do CA e genotiparam os animais em relação 
a este SNP. Os resultados mostraram que os ratos que 
continham duas cópias do alelo com o nucleotídeo C 
apresentaram menores níveis de ansiedade do que os ratos com 
duas cópias do alelo T. Estes resultados, in vivo, reforçaram a 
hipótese de que o polimorfismo no gene Snca poderia participar 
nas diferenças comportamentais observadas entre animais LEW 
e SHR. Como explicado no item 1.5 da introdução do presente 
documento, os animais SLA16 aqui utilizados são idênticos aos 
SHR, exceto na região do QTL Anxrr16, que provem dos animais 
LEW. Assim, as diferenças farmacogenéticas encontradas, no 
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presente estudo, que estão provavelmente relacionadas à 
ansiedade, podem ter origem em genes relacionados ao sistema 
dopaminérgico, como por exemplo, a alfa-sinucleína.  

Outro fato interessante que deve ser investigado é o fato 
de que os animais do grupo salina não apresentaram diferenças 
na medida da locomoção central, uma diferença entre linhagens 
que é classicamente observado nos experimentos prévios. Este 
fato, já ocorrido anteriormente, parece ocorrer sempre que a 
injeção de salina é dada poucos minutos antes dos testes e 
também será experimentalmente investigado no futuro, em nosso 
laboratório. 
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6. CONCLUSÕES E PERSPECTIVAS 
 

De forma resumida, este estudo da caracterização 
fenotípica dos efeitos do QTL Anxrr16 através do uso de ratas 
das linhagens congênica SLA16 e SHR identificou que os 
animais submetidos ao TT apresentam (1) diferenças específicas 
de ciclo estral na locomoção central do CA no dia 1 e (2) 
diferenças específicas no compartimento branco da CBP no dia 4 
e que (3) no LCE não há influência da fase do ciclo em que a 
fêmea se encontra. 

A respeito do haloperidol foi encontrado um efeito 
farmacogenético que faz com que SLA16 seja mais sensível ao 
haloperidol que SHR e, dessa forma, apresente comportamento 
diferenciado nas duas doses do fármaco na medida de número 
de entradas nos braços abertos. 

Trabalhos com machos com o mesmo protocolo do 
haloperidol estão sendo feitos para elucidar as diferenças entre 
as linhagens e para futuras comparações entre sexos. Além 
disso, está se desenvolvendo um trabalho para investigar o efeito 
do sistema dopaminérgico nestas linhagens. Outros pontos a 
serem investigados futuramente são o efeito farmacogenético 
dos braços abertos do LCE, bem como a interferência da injeção 
influenciar as diferenças clássicas entre as linhagens no 
comportamento de locomoção central destes animais. 
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