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RESUMO

Medeiros, L.S. A mutacdo em camundongos do gene Km2d induz
comportamentos compativeis com modelos animais de transtorno de déficit
de atencao e hiperatividade em machos mas ndo em fémeas. Qualificacdo de
tese em nivel de doutorado (Patologia Ambiental e Experimental) - Universidade
Paulista, Sdo Paulo, 2023. Orientacéo: Profa. Dra. Maria Martha Bernardi

Introducdo: O camundongo mutante recessivo bate-palmas BALB/c bapa
apresenta mutacao no gene Km2d. Em humanos a mutacéo deste gene estéa ligada
a ocorréncia da sindrome de Kabuki. Pacientes com esta sindrome apresentam
hiperatividade e impulsividade com sintomas similares ao transtorno de déficit de
atencdo. Além disso, estudos prévios que caracterizaram o fendtipo deste mutante
revelaram, além de outros aspectos, que eles apresentam aumento da atividade
geral. Objetivos: Portanto, o objetivo deste trabalho foi avaliar se o camundongo
bapa apresenta comportamentos compativeis com hiperatividade, déficit de atencéo
e impulsividade. Material e Métodos: Foram observados: a atividade geral em
campo aberto, comportamentos de autolimpeza, no labirinto em Y, no teste de
atencdo baseado em objetos, no teste de esquiva de altura de camundongos
BALB/c(grupo selvagem-WT) e bapa, machos e fémeas. A expressdo dos
receptores da adenosina (ADORA 1 e 2) foi avaliada. Resultados: Em relacédo aos
camundongos WT, os camundongos bapa machos apresentaram: aumento da
atividade geral e da limpeza; reducao na porcentagem de alternancias em labirinto
em Y e no teste de atencéo a objetos, sem modificacdes no teste de impulsividade
e aumento na expressao do receptor ADORA 2. As fémeas bapa mostraram:
reducdo na atividade geral e na limpeza; aumento nas frequéncia de alternancias
em labirinto em Y e no teste de atencdo a objetos novos, com auséncia de
comportamento de risco e reducdo na expressdo do receptor ADORA 2.
Conclusdes: Estes resultados sugerem que a mutagdao do gene Km2d afetou de
forma diferente o comportamento de camundongos machos e fémeas mutantes,

provavelmente por alteracdes epigenéticas ligadas aos hormdnios sexuais .

Palavras-chave  :mutacéo; N-ethyl-N-nitrosourea; = comportamento;

epigenética;hiperatividade.



ABSTRACT

Medeiros, L.S. Mutation in mice of the Km2d gene induces behaviors compatible
with animal models of attention deficit hyperactivity disorder in males but not in
females. Qualification of thesis at the doctoral level (Environmental and
Experimental Pathology) - Universidade Paulista, Sdo Paulo, 2023. Supervision:
Profa. Dr. Maria Martha Bernardi

Introduction: The BALB/c bapa recessive mutant mouse presents a mutation in the
Km2d gene. In humans, the mutation of this gene is linked to the occurrence of
Kabuki syndrome. Patients with this syndrome present hyperactivity and impulsivity
with symptoms similar to attention deficit disorder. Furthermore, previous studies
that characterized the phenotype of this mutant revealed, among other aspects, that
they present increased general activity. Objectives: Therefore, this work aimed to
evaluate whether the bapa mouse presents behaviors compatible with hyperactivity,
attention deficit, and impulsivity. Material and Methods: The following were
observed: general activity in the open field, self-grooming behaviors, in the Y-maze,
in the object-based attention test, in the height avoidance test of BALB/c mice (wild-
type-WT group) and bapa, males, and females. The expression of adenosine
receptors (ADORA 1 and 2) was evaluated. Results: Compared to WT mice, male
bapa mice showed increased general activity and grooming, a reduction in the
percentage of alternations in the Y-maze and the attention to objects test, without
changes in the impulsivity test and an increase in the expression of the ADORA 2
receptor. Bapa females showed a reduction in general activity and grooming, an
increase in the frequency of alternations in the Y-maze and the test of attention to
new objects, with an absence of risky behavior and a reduction in the expression of
the ADORA 2 receptor. Conclusions: These results suggest that the Km2d gene
mutation affected the behavior of male and female mutant mice differently, probably

due to epigenetic changes linked to sex hormones.

Keywords: mutation; N-ethyl-N-nitrosourea; behavior; epigenetics;

immunohistochemistry.
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1. INTRODUCAO E JUSTIFICATIVA

Nesta secdo sao abordados os modelos animais em pesquisa
enfocando, em particular, os modelos animais produzidos geneticamente. A
seguir, sdo descritas as caracteristicas do camundongo bapa e do gene
KMT2D e suas modificacdes de cromatina com relacdo a doencas humanas.
Devido aos objetivos do trabalho, foi feita uma revisdo das caracteristicas
principais do transtorno de déficit de ateng&o e hiperatividade.

1.1Modelos experimentais em pesquisa

O desenvolvimento de modelos experimentais para pesquisa tem
importancia fundamental na compreensao de fenémenos bioldgicos pois auxiliam o
entendimento dos fenbmenos naturais subjacentes aos diversos mecanismos
fisiolégicos e patologicos dos organismos vivos. Existem diversos modelos
experimentais descritos podendo-se citar as culturas de células e tecidos (pesquisa
in vitro), os animais de laboratério (pesquisa in vivo) e 0s estudos anatdmicos,
geralmente em cadaveres de seres humanos.(1).

Dentre os animais empregados para estudo in vivo tem-se aqueles
heterogénicos (consanguineos, heterocruzados, heterogamicos, outbred) obtidos
mediante cruzamentos ao acaso, sendo estes 0s animais que fazem parte da
maioria das pesquisas laboratoriais, como os camundongos (Mus musculus, Swiss
Webster), ratos (Rattus norvegicus - Wistar) e hamsters (Mesocricetus auratus) (2).
O fato dos animais isogénicos (consanguineos, endocruzados, isogamicos, inbred)
apresentarem um indice de 99% de homozigose entre 0s genes alelos(3) permite a
criacdo de populacdes estaveis e geneticamente homogéneas, caracteristica essa
gue favorece a reducao no numero de animais em pesquisa. Tem-se ainda animais
transgénicos construidos a partir da Engenharia Genética (4) os animais mutantes
decorrentes a mutacdes espontaneas ou produzidas em laboratorio, conhecidos
como “mutantes provocados”’(SANTOS, 2002).

O camundongo (Mus Musculus) de laboratério é um excelente modelo

biolégico, largamente utilizado para o estudo de inUmeras doengcas humanas.
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Devido as suas caracteristicas, diversas linhagens isogénicas ja foram
desenvolvidas utilizando seu background genético, muitas das quais ja possuem
seu genoma sequenciado e mapas genéticos das variacbes do genoma
disponibilizado em bancos de dominio publico (Single Nucleotide Polymorphisms —
SNPs (5) (ADAMS et al., 2015).Neste sentido, estudos que avaliaram a equivaléncia
entre 0s genomas murino e humano demonstraram que aproximadamente 99% dos
genes de camundongos possuem gene homologo no genoma humano. Fato este
gue comprova que esta espécie € um modelo valioso, principalmente para o estudo
translacionais que objetivam elucidar a fisiopatologia das doencas humanas(7)(8)(6)

Em relac@o as mutagdes, na atualidade ja foram identificadas mais de quatro
mil mutacdes espontaneas no genoma do camundongo, as quais foram induzidas
por radiacdo ou agentes quimicos. Estas mutacfes podem se manifestar em
diversos fendtipos que podem estar relacionados a inimeras alteracdes impactando
diferentes 6rgdos e sistemas (International Mouse Strain Resource (IMSR):
http://www.findmice.org/).

As tecnologias modernas de engenharia genética nos permitem manipular o
genoma do camundongo de maneiras cada vez mais complexas para modelar a
biologia e as doencas humanas. Como resultado, o nimero de linhagens de
camundongos carregando transgenes ou mutagbes induzidas aumentou
acentuadamente. A compreensado completa da nomenclatura da cepa e do gene é
essencial para garantir que os pesquisadores saibam que tipo de camundongo eles
tém e o que esperar em termos de fendtipo. Camundongos geneticamente
modificados alteram a funcdo do gene pela superexpressdo, eliminacdo ou
modificacdo de um produto do gene. O fendtipo resultante é muitas vezes
inesperado e nao completamente compreendido, necessitando de cuidados
especiais e estratégias de criacdo e manejo potencialmente complexas.

(https://www.ufmgq.br/proex/cpinfo/educacao/docs/02i.pdf).

Os camundongos mutantes mais utilizados para a investigacédo de doencas
humanas séo descritos na tabela abaixo (Tabela 1).
Um dos agentes quimicos mais utilizados para induzir mutagbes em

camundongos € o N-ethyl-N-nitrosourea (ENU), formula quimica CsH7N3O2. O ENU
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€ um composto que causa muta¢des pontuais ao acaso por troca de uma Unica

base nitrogenada pela alquilacao direta dos acidos nucléicos. Como parte de seu

mecanismo mutagénico, o grupo ethyl do ENU pode ser transferido para radicais de

oxigénio ou de nitrogénio em varios sitios reativos da molécula de DNA. O grupo

ethyl sozinho ndo constitui uma mutacao, porém sua presenca pode causar erro na

identidade da base etilada durante a replicacdo do DNA e resultar em erro no

pareamento das bases nitrogenadas, e dessa maneira, ocorrerem as mutacdes

pontuais (9). No entanto, eventualmente também pode ser observado a ocorréncia

de pequenas dele¢cbes decorrentes a sua presenca na molécula do DNA (10) (11).

Tabela 1. Camundongos mutantes mais

utilizados para investigacdo de doencas

humanas(14).

Mutante Heranca Cromossomo Doencas

BEIGE (LYST BG) Recessivo cromossomo 13. Sindrome de
Chediak-Higashi

NUDE (HFH11 NU) Recessivo cromossomo 11 Estudo do timo nas
respostas imune.

LAMA 2 DY Recessivo cromossomo 10. Distrofia muscular

HAIRLESS (HR Recessivo cromossomo 14. Baixa resposta
imunoldégica por
deficiéncia de células
T helper.

LEPR DB Recessivo Cromossomo 4. Diabetes

LEP OB Recessivo cromossomo 6 Obesidade

SCID (PRKDC SCID) | Recessivo cromossomo 16 Estudo do sistema

imune e nas
transplantacoes,
metastases de

tumores humanos.
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Um dos agentes quimicos mais utilizados para induzir mutacbes em
camundongos é o N-ethyl-N-nitrosourea (ENU). O ENU é um composto que causa
mutacfes pontuais ao acaso por troca de uma Unica base nitrogenada pela
alquilagéo direta dos acidos nucléicos. Como parte de seu mecanismo mutagénico,
o grupo ethyl do ENU pode ser transferido para radicais de oxigénio ou de nitrogénio
em varios sitios reativos da molécula de DNA. O grupo ethyl sozinho ndo constitui
uma mutacgao, porém sua presenca pode causar erro na identidade da base etilada
durante a replicacdo do DNA e resultar em erro no pareamento das bases
nitrogenadas, e dessa maneira, ocorrerem as mutacdes pontuais (9). No entanto,
eventualmente também pode ser observado a ocorréncia de pequenas delecdes

decorrentes a sua presenca na molécula do DNA (10) (11).

Fig.1 Férmula quimica do N-ethyl-N-nitrosourea (ENU

O
I
N

I
CH; — CH,—N— C—NH,

|
0

A mutagénese induzida em camundongos, pelo ENU, é realizada pela
injecdo em camundongos machos por via intraperitoneal que ir4 induzir mutacées
nas espermatogonias. Este tratamento inicialmente leva os animais a uma

esterilidade momentanea. Num segundo momento, as espermatogonias mutadas
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repovoam os testiculos que comecam a produzir clones de espermatozoides
mutados, sendo as mutacdes de transversdes AT para TA ou as transicdes AT para
GC as mais comumente observadas, sendo a taxa de mutacdo diretamente
dependente da dose administrada de ENU administrada e da linhagem de
camundongo utilizada (12).

Massironi et al. (13) induziram uma série de mutacdées em camundongos
utilizando o agente mutagénico quimico ENU. Os pesquisadores identificaram 11
novos alelos mutantes, dos quais trés mutacées eram novos alelos no locus onde
pelo menos outro alelo mutante ja havia sido descrito. Dentre oito mutacdes, cinco
delas pareciam ser originais e ocorreram em loci no qual nenhum alelo mutante ja
havia sido descrito anteriormente. A primeira mutagdo mapeada foi o mergulhador
identificada no gene Otopetrin 1 (Otoplmlh/mlh), localizada no cromossomo 5. Os
camundongos homozigotos apresentavam disfuncdo vestibular caracterizada
fenotipicamente pela incapacidade de nadar, posicéo inclinada da cabeca (head tilt),
movimentos de agitacdo quando suspensos pela cauda e defeitos na morfogénese
das otocbnias (14). Outros demais mutantes obtidos nesse projeto (careca,
equilibrio, fraqueza, rodador, sacudidor de cabeca e sem pelo) ja foram mapeados
e sua caracterizacdo fenotipica estd sendo objeto de estudo por diversos
autores(15)(16)(17) (18). A tabela 1 abaixo, retirada do trabalho de Massironi et al
(13) mostra algumas das doses utilizadas do ENU para indugcdo de diferentes
mutacBes. A Tabela 2 mostra os mutantes desenvolvidos pelo ENU segundo

Massironi e colaboradores (19).
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Tabela 2. Mutagdes induzidas por ENU, seu fenétipo, e simbolos

Mutag&o Simbolo r'll'lpo de Cromossom Candidato(s) Fenotipo
eranca 0 mapeado
Anémico Anem Dominante Cr. 7 Hbb anemia
bate-palmas bapa recessivo Cr. 15 Kmt2d Bater. patas
traseiras
carc Cyp2h9, Falhas na
careca recessivo Cr. 7 Vwaga, . pelagem
Cars,Lgals,Si
pa
crup Slfnl, SIfn9, [Cruzar trem
. Tafl5, traseiro
cruza-pernas recessivo Cr. 11
Heatr6,
Car4, Apoh
equilibrio eqlb recessivo Chr. 17 Nox3 Inclina a
cabeca
fraz Perda
Dst, progressiva
fraqueza recessivo Chr. 1 Cntnap5a, |[da
Kihl12 coordenacao
motora
mergulhador mih recessivo Cr.5 Otopl Inclina a
cabeca
. nerv . Crises
nervoso recessivo - - T
audiogénicas
rodador roda recessivo Cr. 10 Pcdh R,oda em
circulos
Sacudidor Sacc Dominante Chr. 15 Celsrl, Sacode a
Tubgcp6 cabeca
sem pelo nude recessivo Cr. 11 Foxnl Sem pelos

* mutacédo perdida

16




1.20 camundongo bapa

Dentre os camundongos mutantes desenvolvidos pelo grupo liderado pela
Dra. Silvia Maria Gomes Massironi, do Biotério de Camundongos Isogénicos do
Departamento de Imunologia, do Instituto de Ciéncias Biomédicas da Universidade
de Sao Paulo (ICB/USP) destaca-se o camundongo mutante recessivo denominado
de bate-palmas (bapa), foco de estudos deste trabalho.

As mutacdes foram induzidas utilizando o agente quimico ENU durante a
execucdo de um projeto colaborativo entre o Biotério do Departamento de
Imunologia do ICB/USP, o Departamento de Genética do Instituto de Ciéncias
Biologicas da Universidade Federal de Minas Gerais e o Instituto Pasteur de Paris
da Franca (19). A denominacéao bate-palmas (bapa) veio da observacdo de quando
o camundongo bapa era suspenso pela cauda ,ele batia as patas traseiras como
mostra a figura abaixo.

Fig.2. Visdo do camundongo bate-palmas( bapa)

Retirado de:Yamamoto et al. Revista de Educacao Continuada em Medicina Veterinéria e
Zootecnia do CRMV-SP. v. 16 n. 1 (2018).

Resumidamente, esta mutacdo foi obtida apdés o tratamento de
camundongos BALB/c machos com o doses multiplas (1 doses semanal durante 4
semanas) do agente mutagénico ENU (100mg/kg, por via intraperitoneal). O periodo
de esterilidade destes camundongos foi aproximadamente de 20 semanas, e apds

esse intervalo, esses machos foram acasalados com fémeas BALB/c ndo tratadas.
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A geracdo G1 desse cruzamento foi observada para mutacdes dominantes. Para
recuperar as mutacdes recessivas foram feitos cruzamentos em trés geracdes. Os
machos G1 que ndo portavam mutacdes dominantes foram entdo acasalados com
fémeas isogénicas BALB/c e, finalmente, acasalados com suas filhas (G2). Apés
esses cruzamentos, a maior parte das mutagdes recessivas encontrava-se em
homozigose podendo ser observadas na geracdo G3(19). A fig. llustra o protocolo

mutagénico por meio do uso do ENU.

Fig.3 Protocolo mutagénico por meio do uso do ENU.

g i )
Q 3 s O Heterozigoto
| o ) 00 Homozigoto
b N < x i/ .4 Geragdo Parental
Y - 0 Y Geragdo F1
. X .l: o - 3
I /0 )
~
D ) d AN
fa! AN\ o o)
Geragdo F2 . - 00 ) L &4
Q X 44 i
OU - / \ -
Y 000
- O\\ Geragdo F1 E N |
i ’
s Geragdo F3
Fonte: Orlando, 2019 (Dissertacao de mestrado disponivel em

https://lwww.unip.br/cursos/pos_graduacao/strictosensu/patologia/dissertacoes_defendidas_2019.a

Spx

Estes camundongos foram observados quanto a formacédo do esqueleto,
pelagem, olhos, orelhas, comportamentos patologicos, reacdes, crescimento,
anemia, sinais de doencas neurologicas, mortalidade, entre outros. A caracteristica
mais evidente do mutante bate palmas foi um movimento anormal dos membros

posteriores quando levantado pela cauda, simulando a acao de bater palmas, que
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sugere deficiéncia na coordenagdo motora. Por meio de acasalamentos e pela
observacédo da prole, o modo de heranca da mutacéao foi identificado como sendo
autossdmico recessivo (19).

Inicialmente o mapeamento genético foi realizado por PCR utilizando-se um
painel de 54 marcadores moleculares do tipo microssatélite, polimorficos entre as
linhagens parentais, distribuidos pelo genoma do camundongo (abrangendo os 19
cromossomos autossémicos), conforme descrito por Yamamoto et al (YAMAMOTO
et al., 2019).Esses resultados indicaram que o gene responsavel pela mutacdo
estava localizado no cromossomo 15 do camundongo. A técnica de
sequenciamento do exoma identificou um unico SNV (Single Nucleotide Variant)
candidato no gene lysine (K)-specific methyltransferase 2D (Kmt2d), localizado no
cromossomo 15 do camundongo, descrito na literatura como responsavel pela
sindrome de Kabuki em humanos (21)(22) 0 sequenciamento pelo método de
Sanger demonstrou uma troca T/C no transcrito (c.A3865G:p.T1289A) localizada no
exon 13. Os resultados do sequenciamento sugeriram uma forte evidéncia da
presenca do alelo em homozigose na populacdo mutante (comunicacéo pessoal).

Em humanos, a perda da funcionalidade do gene KMT2D do cromossomo 12
€ tida como responséavel pela Sindrome de Kabuki, uma sindrome rara de anomalia
congénita autossomal dominante que pode se apresentar de leve a grave grau de
deficiéncia intelectual, retardo de crescimento e uma variedade de que envolvem o
desenvolvimento e a funcao de diversos 6rgao e sistemas(22) Esta sindrome € uma
condicdo rara, mas reconhecivel. As principais caracteristicas clinicas incluem
atraso no desenvolvimento, crescimento, anormalidades esqueléticas, varias
malformacdes de 6rgaos, e uma gestalt facial distinta que lembra a maquiagem dos
atores no tradicional Kabuk japonés(23). Quanto aos principais sinais externos
observa-se. fenda palatina e fenda labial, sobrancelhas arqueadas, cilios e
palpebras alongados, ponta do nariz baixa além de perda auditiva e
braquidactilia(CACIOLO et al., 2018). Apresenta ainda orelhas proeminentes,
luxacdo no quadril e patela, escoliose, denticdo espacada e incoordenacao motora
(25)(26,27) Pacientes com KABUKI apresentam redugcdo na atencéo,

19



hiperatividade/impulsividade, comportamentos obsessivo e ansiedade além
deficiéncia intelectual (28)(29).

Esta sindrome, descrita pela primeira vez no Japéao, foi assim designada por
causa da semelhanca das expressdes faciais provocadas pela sindrome com a
maquilhagem usada no teatro tradicional japonés, o teatro Kabuki (30). Yamamoto
e colaboradores (20)caracterizaram o fenétipo destes mutantes mostrando que eles
apresentavam prejuizos sensoriais e psicomotores além de hipotonia |,
hiperatividade em campo aberto bem como reduc¢é&o no reflexo auricular.
Na figura abaixo estdo ilustradas as principais caracteristicas de pacientes com a
Sindrome de Kabuki.

Fig.4. Principais caracteristicas de pacientes com a Sindrome de Kabuki.
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Retirado de : https://edif.blogs.sapo.pt/2020/09/

1.3KMT2D e modificacdes de cromatina
As modificagbes da cromatina relacionadas a regulagdo epigenética
envolvem modificagdes pds-traducionais covalentes (PTMs) das partes salientes,
regido das caudas de histonas amino-terminais, pela adicdo de um grupamento
acetil ou metil. As modificagcbes de metil podem ser mono-, di- ou trimetilacéo,

quando ocorre na cauda da lisina. Essas modificagdes fazem parte do controle fino
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da expressao génica por promover alteracdes na estrutura da cromatina, facilitando
assim a atracao ou repulsédo dos fatores de transcricdo (31).

A lista crescente de doencas humanas causadas por mutacdes em genes
que codificam proteinas essenciais para a o controle da remodelacdo destaca a
importancia da estrutura da cromatina na saude humana. Diferente das alteragdes
epigenéticas, as mutacdes em genes codificadores das proteinas modificadoras ou
remodeladoras de cromatina mutados podem alterar secundariamente os estados
da cromatina, componentes criticos do epigenoma

Mutacbes em genes de PTMs, como a histona acetiltransferase e histona
metiltransferase, como também dos modificadores de citosinas de DNA, como as
DNA metiltransferases, podem causar fenétipos multissistémicos complexos devido
aos efeitos a jusante da desregulacéo da expressdo de um grande namero de seus
genes alvos(32). Dentre a classe das histonas metiltransferases, a proteina Mixed
Lineage Leukemia 2 (MLL2), também conhecida como KMT2D, pertence a familia
das histonas H3 lisina 4 (H3K4) metiltransferases de mamiferos. E uma proteina de
2715 aminoacidos, amplamente expressa em tecidos humanos adultos e um
paralogo da proteina MLL1. Seu dominio SET C-terminal € responsavel pela
formacao do complexo WRAD com os ortélogos das proteinas de mamifero WDR5
(repeticdo WD dominio 5, homologo de Swd3), RbBP5 (proteina de ligacdo a
retinoblastoma 5, homoélogo de Swd1l), ASH2L (ausente, pequeno ou homedtico-2
like, homdlogo de Bre2) e DPY30 (homdlogo de Sdcl). O modulo WRAD regula a
forma enzimatica ativa do complexo, confere estabilidade e permite o recrutamento
para a cromatina((33). Este complexo promove a trimetilacdo de H3K4 (H3K4me3)
em promotores de genes especificos e sitios reguladores cis proximos, regulando
assim a transcricdo génica. Além disso, KMT2D desempenha um papel critico no
desenvolvimento e certas delecdes da linha germinativa de KMT2D tém sido
associadas a retardo de crescimento precoce, defeitos do tubo neural, apoptose e
morte embrionaria(34).

A trimetilagdo de H3K4 é associada a ativagdo transcricional em uma
variedade de espécies eucaridticas por estar associada as regibes 5' de

praticamente todos 0s genes ativos e se correlacionar fortemente com a ocupacao
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enzima polimerase Il ativa e de eventos de acetilagcéo de histonas (33), estudos tem
demonstrado que disturbios de mutacbes em fatores modificadores de cromatina,
como gene KMT2D podem impactar significativamente no controle transcricional e
apresentar caracteristicas clinicas sobrepostas indicando que podem ter funcdes
coreguladoras durante o desenvolvimento (35),(36)(37).

Mutacbes no gene da Histona-lisina N-metiltransferase 2D (KMT2D) foram
identificadas como a principal causa de Sindrome Kabuki. Em mamiferos sua
atividade é proeminente de mono-metiltransferase de marca H3K4 em regides
enriquecidas e pode apresentar certa redundancia funcional parcial com a histona
metiltransferases KMT2C (38). Estudos adicionais identificaram mutacdes em até
74% dos pacientes KABUK1 (39). Ainda foi demonstrado que pacientes com o
fenétipo Kabuki, mas sem nenhuma mutacdo em MLL2, apresentavam mutacdes
no gene que codifica a histona demetilase KDM6A (muitas vezes referidas como
UTX). Este gene que codifica a proteina demetilase 6A/UTX especifica de lisina que
interage com MLL2, reconhecidos como KABUK2.(31).

Devido a similaridade genética e comportamentais foi proposto que o
mutante Bapa poderia ser um modelo de Kabuki. Além disto, desde que na
desordem de Kabuki foi relatado aumento da susceptibilidade a infec¢des e na
Kirsten e colaboradores, evidenciaram alteracdes na emissao de vocalizacbes
ultrassbnicas e aumento nas respostas comportamentais, imuno-histoquimicas e
neuroquimicas apos administracdo da endotoxina lipopolissacarideo(40), sugerindo

também que o camundongo Bapa seria um modelo da desordem de Kabukl.

1.4 Sobre o transtorno de déficit de atencéao e hiperatividade
O transtorno de déficit de atencéo e hiperatividade (TDAH), um disturbio
comportamental que afeta criangas e adultos, foi denominado de varias maneiras
ao longo da sua histdria 40). Seu primeiro relato foi transtorno de déficit de atencéo
e hiperatividade oi feito no XIX, e em meados da década de 40 surgiu a
nomenclatura “lesdo cerebral minima”, que mais tarde foi modificado para
“disfuncdo cerebral minima”, relacionando as alteragdes caracteristicas da

sindrome as disfuncdes nas vias nervosas(41). Atualmente segundo o sistema de
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classificacdo usado em psiquiatria o CID- 10 (cddigo internacional de doencas
(transtornos hiperanéticos) classifica o TDHA como F90.0 e o DSM -IV Manual de
Diagnostico e Estatistica das Perturbacdes Mentais como DSM-5 (2013) (transtorno
por déficit de atencdo com hiperatividade, tipo desatento, hiperativo, impulsivo e
combinado, apresentando mais semelhancas do que diferencas no diagnésticas da
sindrome(42)

Em uma reviséo sistematica sobre a prevaléncia de TDHA levando em conta
588 estudos com 3.277.590 participantes mostrou que a prevaléncia global de
TDAH em criancas e adolescentes foi de 8,0% (IC95% 6,0-10%). A estimativa da
prevaléncia foi duas vezes maior nos meninos (10%) comparada com as meninas
(5%). Dos trés subtipos de TDAH, descobriu-se que o tipo de TDAH desatento é o
tipo mais comum de TDAH, seguido pelo tipo hiperativo e pelos tipos
combinados(43)..

Estudos apontam que o diagndstico acontece geralmente por volta de 7 anos
de idade, embora ele possa ser observado em idade mais precoce. E ent&o na idade
escolar, devido a observacdo de alteracdes comportamentais da crianga como;
dificuldade de atencéo e hiperatividade(44) , dificuldade de aprendizado e motor
(equilibrio e nocdo de espaco), que prejudicam a crian¢ca no desenvolvimento na
vida escolar, que o diagndstico é feito(45).

O TDAH deve ser considerado dentro do contexto do que é apropriado em
termos de desenvolvimento e cultura para uma pessoa. E considerada uma
disfuncéo do funcionamento executivo, predominantemente uma atividade do lobo
frontal. Portanto, pacientes com TDAH apresentam deficiéncia ndo apenas na
atencdo e foco, mas também na tomada de decisdes e na regulacdo emocional.
Criancas com TDAH podem ter dificuldade com interacdes sociais, podem ficar
facilmente frustradas e podem ser impulsivas. Eles sédo frequentemente rotulados
como “criadores de problemas”.

Assim, o TDAH é tido como uma condicdo psiquiatrica que afeta a
capacidade funcional das criancas. Individuos que sofrem desse transtorno
apresentam padrdes inadequados de desatencao, hiperatividade ou impulsividade.

Embora existam dois diagnosticos diferentes de Transtorno de Déficit de Atencéo
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versus Transtorno de Déficit de Atencéo e Hiperatividade, o DSM IV classificou esse
transtorno em trés subtipos: predominantemente desatento, predominantemente

hiperativo ou tipo combinado(46).

7

O subtipo é determinado pela quantidade de manifestacdes clinicas
observadas em cada modalidade. O subtipo predominantemente hiperativo-
impulsivo (18% dos casos) é classificado quando ha seis ou mais sintomas de
hiperatividade-impulsividade com menos de seis sintomas de desatencdo. O
subtipo predominantemente desatento (27% dos casos) é diagnosticado quando
apresenta seis ou mais sintomas de desatencdo com menos de seis sintomas de
hiperatividade-impulsividade. O subtipo combinado (55% dos casos) é classificado
guando seis ou mais sintomas de desatencédo somados a seis ou mais sintomas de
hiperatividade-impulsividade(47) (48).

Segundo Desidério et al.(49) é importante diferenciar o TDAH de outros
transtornos clinicos, pois podem ocorrer sintomas que se sobrepdem a eles. Os
transtornos do humor, como depresséao e ansiedade, podem ser mal diagnosticados
em um paciente com TDAH, pois esses sintomas (desatencdao e falta de foco, perda
de memoria, distracdo etc.) geralmente persistem em individuos adultos com o
transtorno. Os transtornos por abuso de substancias também devem ser
cuidadosamente examinados, pois criangas com TDAH sédo propensas ao abuso
destas substancias (50). E importante descartar a presencas de distdrbios
auditivos, aprendizagem e do desenvolvimento em individuos no diagnéstico do
TDHA(51).

Para propor um modelo animal de TDHA implica que as anormalidade
comportamentais sejam analogas aquelas expressas por pacientes com TDAH.
Desta forma, para a validacdo do modelo as caracteristicas diagnosticas do TDAH
desatencéo, impulsividade e hiperatividade s&o fundamentais para a validagéo de
qualquer modelo animal deste transtorno. Varias intervencdes experimentais, como
lesdo neurotoxica de ratos neonatos com 6-hidroxidopamina (6-OHDA), alteracdes
genéticas ou endogamia seletiva de roedores produziram animais, até certo ponto,

gue expressam cada uma dessas deficiéncias(52,53)
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Segundo Kessi et al (43) foram descritos varios genes se associam ao TDAH:
DRD1, DRD2, DRD4, DAT1, TPH2, HTR1A, HTR1B, SLC6A4, HTR2A, DBH, NET1,
ADRA2A, ADRA2C, CHRNA4, CHRNA7, GAD1, GRM1, GRM5, GRM7, GRMS,
TARBP1, ADGRL3, FGF1, MAOA, BDNF, SNAP25, STX1A, ATXN7 e SORCS2.
(54) Alguns desses genes ocorrem tanto em seres humanos quanto em modelos
animais, enquanto outros somente em humanos ou em modelos animais. A
respeito de modelos animais, nota-se que a maioria deles sdo nocautes e néo
geram alteracdo genética similar a dos pacientes(55). Além disso, alguns dos
polimorfismos genéticos relatados diferem de acordo com os grupos étnicos . A
maioria dos modelos animais disponiveis esta relacionada a via dopaminérgica.
Alteracbes epigenéticas, incluindo SUMOilacdo, metilacdo e acetilacdo, foram
relatadas em genes relacionados a via dopaminérgica. A via dopaminérgica
continua a ser crucial na patogénese do TDAH, podendo ser afetada por fatores
ambientais e outras vias(56,57). No entanto, ainda néo esta claro como os fatores
ambientais se relacionam com todas as vias dos neurotransmissores, havendo
necessidade de mais estudos para compreender estas relacdes(57). Embora varios
genes tenham sido relacionados ao TDAH, existem poucos estudos em modelos
animais sobre a maioria dos genes, e eles ndo geram a alteracdo genética dos
pacientes. Mais modelos animais e estudos epigenéticos sdo necessarios.

Em pacientes com TDHA o transportador de dopamina (DAT-1) esta
hiperativo, portanto se ha mais transportadores de dopamina trabalhando,
removendo a dopamina mais rapido do cérebro de pessoas com TDAH, pode
ocorrer insuficiéncia de dopamina para exercer o seu efeito completo. O
metilfenidato é o medicamento mais comumente utilizado para TDAH (58), embora
seu mecanismo de acdo nao esteja totalmente conhecido. Neste sentido, algumas
evidéncia indicam que ele iniba a proteina responsavel pelo transporte de dopamina
no espaco sinaptico, a DAT-1, modulando assim a transmissdo de
neurotransmissores catecolaminérgicos nas vias fronto-estriatal e fronto-
parietal(59). Estudos de neuroimagem em individuos saudaveis e em pacientes com
TDAH indicam que doses agudas de metilfenidato regulam positivamente e mesmo

normalizam regides cerebrais que estdo pouco ativas no TDAH(60).

25



Neste sentido. mais de 100 ensaios clinicos ja verificam que o metilfenidato
€ uma das intervencdes mais bem-sucedidas para o tratamento do TDAH, reduzindo
os sintomas de desatencdao, hiperatividade e impulsividade (Stein et al., 2003), bem
como melhorando as fungdes executivas(61). No entanto, cerca de 30 por cento dos
individuos ndo respondem bem ao metilfenidato ndo apresentando efeitos benéficos
a longo prazo e promovem efeitos colaterais em especial na adolescéncia (62).
Acrescente-se ainda que intervencfes nado farmacoldgicas, como psicoterapia
cognitivo-comportamental(63), treinamento cognitivo(64), treinamento de pais para
criangas pré-escolares (65)ou intervencfes dietéticas(66) apresentam eficacia
clinica pequena a moderada(45).Um dos problemas do emprego dos estimulantes
centrais no tratamento do TDHA s&o seu efeitos colaterais bem como seu uso
abusivo(67)

Mais recentemente, Anas Sohall et. al (68)revisando os efeitos da cafeina e
a L-teanina, compostos naturais encontrados principalmente no cha e no café,
respectivamente, mostraram que a combinacdo dos dois compostos melhorou a
atencao e a cognicdo geral entre meninos com TDAH, enquanto reduziu o estresse
agudo leve e no trabalho, em homens e mulheres com TDHA de 50 a 69 anos no
Japao. Depois de revisar os estudos, 0s autores apontaram que a combinacdo dos
dois produtos tem resultados clinicos favoraveis nos dominios da aten¢éo, memoria,
cognicao e hiperatividade.

Também Vazquez et al. (69) revisando os efeitos pré-clinicos da exposi¢ao
a cafeina e de outros antagonistas de receptores da adenosina 2 (A2AR ) sugeriu
qgue eles podem ser usados para o tratamento de problemas motivacionais da
depressao e dos sintomas do transtorno de déficit de atencdo/hiperatividade. Outros
autores também relacionam os receptores da adenosina e seus antagonistas como
efetivos em melhorar o comportamento de individuos com TDHA(70,71) .

Estes resultados apontam para a participacéo dos receptores da adenosina

no TDHA(72), que serédo enfocados neste trabalho.
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1.5Modelos animais de TDHA

Para propor um modelo animal de TDHA implica que as anormalidades
comportamentais sejam analogas aquelas expressas por pacientes com TDAH.
Desta forma, para a validagdo do modelo as caracteristicas diagnosticas do TDAH
desatencéo, impulsividade e hiperatividade sdo fundamentais para a validacao de
qgualquer modelo animal deste transtorno.

Vérias intervencdes experimentais, como lesdo neurotoxica de ratos
neonatos com 6-hidroxidopamina (6-OHDA)(73), alteragbes genéticas ou
endogamia seletiva de roedores produziram animais(74), até certo ponto, que
expressam cada uma dessas deficiéncias.

Dentre os modelos de TDHA , o rato SRD- espontaneamente hipertensivo-,
€ 0 mais estudado tendo sido desenvolvido por endogamia de ratos da linhagem
Wistar-Kyoto (WKY). Este modelo animal mostra varios dos principais sintomas
semelhantes aos da TDHA, como impulsividade, hiperatividade, déficit de atencéo
em comparacdo com rato WKY(75). Além das alteracdes comportamentais, o rato
SHR exibe reducdo de dopamina no cértex pré-frontal, nlcleo accumbens e corpo
estriado. Nao apenas o sistema a dopaminérgico esta alterado nestes animais mas
também o da noradrenalina e do glutamato. Nestes animais a hiperatividade reduziu
apos o tratamento com metilfenidato e D-anfetamina senso este efeitos devido a
interferéncia com a DAT(76,77).

Outro modelo é o camundongo nocaute para o gene do transportador de
dopamina, o camundongo KO. Nesses animais 0s niveis de dopamina
extracelulares sdo muito altos (cerca de 10 vezes em relacdo ao grupo selvagem)
tanto no nucleo accumbens como no estriado(78).

Tem-se ainda o camundongo mutante Coloboma que foi desenvolvido por
irradiacdo de néutrons. Embora este camundongo apresente hiperatividade ele nédo

€ responsivo ao metilfenidato(79).
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2. OBJETIVO GERAL

Estudos prévios de nosso grupo mostraram que o camundongo macho bapa
apresentam comportamentos motores/exploratorios aumentados durante o periodo
pré-puberal devido ao aumento da expressao da tirosina hidroxilase do estriado,
sugerindo hiperatividade do sistema dopaminérgico do estriado. Além disto,
observou-se aumento na atividade exploratéria em campo aberto bem como da
estereotipia induzida pela apomorfina a qual foi atribuida ao aumento da expresséo
génica do receptor dopaminérgico DR1.Desta forma, neste trabalho procurou-se
avaliar em modelos de hiperatividade, déficit de atencdo e impulsividade
camundongos machos e fémeas bapa. Desde que a literatura aponta um papel da
adenosina no TDHA, foram avaliadas as expressoes dos receptores ADORA 1 e

ADORA 2 estriatais nos camundongos bapa machos e fémeas.

2.1. Objetivos especificos

Avaliar os camundongos mutantes bapa e balb-c quanto a:
- Hiperatividade.

- Comportamento compulsivo

- Atencéao espacial

- Atencéo baseada em objetos.

- Impulsividade.

- Expresséo dos receptores de adenosina no estriado.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. Etica
Antes de qualquer procedimento, este projeto foi aprovado pela CEUA-UNIP
CEUA n°6698260722 (ID 011373). Foram feitos todos os esfor¢os, a fim de

minimizar o sofrimento dos animais.

3.2. Animais

Foram utilizados camundongos 25 camundongos bapa (13 fémeas e 12
machos) e 24 camundongos BALB/c (12 machos e 12 fémeas) com 3 meses de
idade ao inicio dos experimentos oriundos do Biotério central do Departamento de
Imunologia, Instituto de Ciéncias Biomédicas da Universidade de S&o Paulo, Brasil.
Estes animais foram trazidos ao Biotério de Experimentacdo da Universidade
Paulista e alojados em gaiolas de polipropileno (30 cm x 20 cm x 13 cm) maximo 5
camundongos/gaiola) com sistema de microisoladores (Tecniplast, Buguggiate,
Italy), em temperatura controlada (23°C + 2°C) e umidade (55 — 65%) com
iluminacéo artificial (12-hr luz/12-hr escuro ciclo, luz as 7:00 da manha). Os animais
tiveram acesso a vontade a racéo irradiada para roedores (Bio Base, Aguas Frias,
Brasil) e beberam &gua estéril (autoclavada). Além disso, maravalha esterilizada e
livre de residuos foi usada como cama para os animais. Apés 10 dias de habituacéo,

0s experimentos foram iniciados.

3.3. Delineamento experimental

Com diferenca de uma semana, 0s seguintes testes foram realizados em
camundongos mutantes e BALB/c machos e fémeas, de acordo com o nivel de
estresse do teste, tendo inicio com o procedimento de menor estresse até o de
maior estresse: 1) Atividade geral em campo aberto; 2) Comportamento de
autolimpeza; 3) Teste do labirinto em Y; 4) Teste de atencdo baseado em objetos;
5) Teste de esquiva da altura. Apds estes testes, 0os animais foram submetidos a

eutanasia por decapitacdo para coleta do encéfalo e o estriado isolado, para
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avaliagdo da expresséo dos receptores ADORA 1 e ADORA 2. A Fig.5 ilustra este

delineamento experimental.

Fig.5. Delineamento experimental

Delineamento Experimental

) ) Andlise molecular
30 min. 10 min. 2 dias- 10 min. 7 min.

Fonte: a propria autora

3.4.Procedimentos

3.4.1.Atividade geral em campo aberto

O objetivo deste teste foi avaliar se 0 camundongo bapa apresentava
hiperatividade e a ocorréncia de habitua¢do dos animais ao campo aberto. O campo
aberto utilizado possui 60 centimetros de diametro e 40 cm de altura, pintado de
preto tendo sua arena dividida em 25 areas (Fig.5). Os animais foram colocados no
centro da arena ao inicio de cada sessao de teste e observados por 5 minutos. O
teste foi repetido por mais 3 dias consecutivos. Os experimentos foram gravados
para andlise posterior. Os parametros observados foram: frequéncias de locomocéo
(uma unidade corresponde a penetracdo com as 4 patas em uma area do campo
aberto), frequéncia de levantar-se (nimero de vezes que o animal ficou apoiado
apenas nas patas traseiras, apoiando-se ou ndo nas paredes do campo aberto),
tempo de limpeza (tempo em segundos que o animal se limpa), tempo de

imobilidade (tempo em segundos que o animal ndo se move. Apos cada sesséo de
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teste, as cibalas e a urina foram removidas e a arena limpa com solu¢&o alcéolica
a 5%.

Fig. 6 — Arena de campo aberto utilizada para avaliar a hiperatividade dos

camundongos.

Fonte: https://www.researchgate.net/figure/A-behaving-rat-in-an-open-field-apparatus-The-height-
of-the-apparatus-is-45-cm-with-a_figl 12109456

3.4.2.Comportamento de autolimpeza

O objetivo deste teste foi verificar se 0 camundongo Bapa apresentava
comportamento repetitivo denominado na literatura como tipo-obsessivo(80). O
comportamento de autolimpeza foi flmado por 30 minutos em uma pequena caixa
de plastico transparente (20 x 20 x 25 cm) com um espelho na por¢ao traseira da
caixa que permitia visualizar se o animal apresentasse o comportamento de costas.
As caixas de teste foram limpas com agua/etanol a 5% apdés o término da gravacao.
Para a analise da atividade de limpeza, os seguintes parametros foram avaliados:
tempo em segundos gasto com a limpeza e frequéncia de limpeza. Foram
computadas as limpezas de face, corpo de genitais. Uma nova sequéncia de
limpeza comecgava quando o ultimo comportamento de limpeza terminava por mais
de 6 s (81) . A figura ilustra ao caixa utilizada para observacdo do comportamento

de autolimpeza dos camundongos.
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Fig. 7. Caixa de observacéo de vidro para observagéo do comportamento de

autolimpeza.

Fonte: A propria autora.

3.4.3.Teste do labirinto em Y.

O déficit de atencao foi avaliado usando o teste do labirinto em Y (82). Cada
camundongo foi colocado em um dos bragos do labirinto em Y (45 x 10 x 20 cm) e
foi permitido explora-lo livremente por 10 min. Os parametros avaliados foram: 1)
entrada em um braco (entrada de todas as quatro patas em um braco; 2)
comportamento de alternancia real (uma entrada consecutiva em trés bracos sem
repeticdes de braco). A alternancia espontanea foi calculada como a o nimero de

alternancias reais. Todo procedimento foi filmado para analise posterior.
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Fig.8. Labirinto em Y para avaliagédo da alternacdo espontanea.

Retirado de: https://www.any-maze.com/features/setting-up-apparatus/

3.4.4.Teste de atencéo baseado em objetos (OBAT).

Este teste visou avaliar a atencdo do animal, teste j4 validado previamente
utilizando um modelo de TDAH (83). Cada camundongo foi habituado em duas
caixas vazias (marcadas como camara de exploracéo [EC] e camara de teste [TC])
por 10 min/dia por dois dias consecutivos. Os camundongos também foram
manuseados por 5 minutos apds cada sessdo de habituacdo. Um camundongo foi
colocado no EC contendo cinco objetos do mesmo tamanho, mas de formas
diferentes durante a sessdo aquisicdo. Os cinco objetos deverdo tinham as
seguintes formas: circulo, quadrado, cilindrico, pentdgono e em forma de estrela.
Em seguida, o camundongo foi colocado no TC contendo um objeto familiar (circulo)
e um novo (triangulo) e foi permitido mais 10 minutos de exploracdo do objeto. Os
procedimentos serdo filmados para analise posterior. Os experimentos foram

filmados para anélise posterior.
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Fig.9. Teste de atencéo baseado em objetos (OBAT).

Fonte: a prépria autora.

3.4.5. Teste de esquiva da altura

O teste de esquiva da altura modificado foi utilizado para avaliar a
impulsividade em camundongos(84). Neste teste foi utilizado um béquer de vidro
invertido com 11 cm de diametro e 15 cm de altura. Cada camundongos foi colocado
no centro da parte superior do béquer e atribuiu-se escores a seu comportamento
como se segue: 0- o camundongo permanecia no centro do béquer; 1) o
camundongo permanecia na periferia do béquer sem olhar para baixo; 2) o
camundongo permanecia na periferia do béquer olhando para baixo mas com
menos da metade do corpo inclinado para baixo; 4) o camundongo permanecia na
periferia do béquer mas com mais da metade do corpo inclinado para baixo. Ao final
de 7 minutos os escores foram somados de cada animal. Os procedimentos foram

filmados para analise posterior.
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Fig.10. Teste de esquiva da altura

Fonte: a prépria autora.

3.4.6. Estudos moleculares

3.4.6.1. Extracdo de Acido Ribonucleico (RNA) total — O RNA total foi isolado
apos homogeneizacédo das estruturas em 0,5 mL do reagente TRIzoI® a separacéo
da fase aquosa foi realizada pela adicdo de 0,2 mL de cloroférmio (Merck,
Whitehouse Station, NJ, USA), seguido pela centrifugacdo (14.000 rpm) por 15
minutos a 4°C. Ao término da centrifugacdo a fase aquosa foi coletada
(sobrenadante) em tubos novos devidamente identificados, sendo desprezada a
fase precipitada. Como etapa seguinte, a precipitacdo do RNA foi realizada pela
adicao de 0,5 mL de isopropanol absoluto gelado (Merck, Whitehouse Station, NJ,
USA). Apés incubacdo a temperatura ambiente por 10 minutos as amostras foram
novamente centrifugadas (14.000 rpm por 15 minutos). Ao término da centrifugacéo
o isopropanol foi descartado por inversdo e o RNA precipitado (pellet) foi lavado
com etanol 75%. ApoOs a ressuspensdo do RNA em 20 uL de agua DEPC, a
quantidade e pureza do RNA extraido foi estimada em aparelho de
espectrofotometria, utilizando as razdées OD 260/280 (= 1,8) e OD 260/230 (= 1,0)

(NanoDrop 2000, Thermo Scientific, Uniscience) e armazenados a -80°C.

3.4.6.2.Sintese de DNA complementar (cDNA) — O DNA complementar (cDNA)
foi sintetizado a partir da transcricao reversa de 2000 ng de RNA total previamente
extraido e armazenado em Biofreezer (-80) na presenca de 2 U da enzima
transcriptase reversa (Kit Superscript Il, Invitrogen) (Carlsbad, CA, USA) de acordo
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com as instrucdes recomendadas pelo fabricante. A primeira fita de cDNA foi gerada
em reacao com volume final de 20 uL contendo 500 uM de dNTP, 25 ug/mL de
OLIGO dT, 1X solucéo tampéo de primeira fita, 40 U de inibidor de RNase, 10 uM
de DTT pela enzima Superscript Il. Inicialmente, a mistura de RNA, agua e iniciador
foi incubada a 65°C por 5 minutos para promover a abertura de possiveis estruturas
secundarias. Em seguida a reacao de sintese aconteceu durante 50 minutos a 50°C
com posterior inativagcao enzimética a 85°C por 5 minutos. Apos o término da reacéo
o cDNA sintetizado foi diluido a concentracgéo final de 100 ng/yL e armazenado a -
20°C.

3.4.6.3.Quantificacdo da expressdo génica por Reacdo em Cadeia da
Polimerase quantitativa em Tempo Real (q-PCR) - Para o estudo do padrédo de
expressdo génica dos genes codificadores dos receptores de adenosina, Adoral e
Adora2 as reacfes foram realizadas com iniciadores especificos (Tabela 1) e
tiveram como controle endégeno os genes Gapdh e B-actina. Todas as reacdes
tiveram volume final de 10 pL; contendo 5 uL de SYBR Green | Master, 0,4 uM de
iniciadores especificos, 1 uL do cDNA sintetizado e q.s.p. de agua Milli-Q Rnase
free. A quantidade relativa dos transcritos foi determinada pelo método limiar critico
comparativo 272¢, Neste método, a média do Ct do gene alvo foi subtraida pela
média do Ct dos controles utilizados, resultando em um ACt. Para o calculo da
expresséo substituimos o valor de ACt obtido na férmula 272¢. Os valores finais
foram apresentados como razdo entre a expressdo do gene alvo em relacdo a
média da expressdo génica dos genes utilizados como normalizadores. Os
resultados foram expressos como média + desvio padrdo de 5 animais
independentes realizados em duplicata técnica e triplicata na forma absoluta para a
comparacdo do perfil transcricional entre as diferentes estruturas cerebrais e
normalizados em relac&o ao controle (atribuido valor 1) para avaliacao do efeito da

neuroinflamacéo.
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Tabela 1. Condigbes de ciclagem e sequéncia dos iniciadores utilizados para estudo

da expresséao génica.

Gene (ID)  Iniciador

Forward
Adoral { 11539) orwar
Reverse

Forward
Adora2A ( 11540) orwar
Reverse

Fi d
B—actina  11461) orwar
Reverse

Gapdh ( 14433) Aty
Reverse

5'- 3' Sequéncia

AGA ACC ACCTCCACCCTTCT

TAC TCT GGG TGG TGG TCA CA

ATC CCT CAG AGA AGG GAA GC

AGC TTC CCA AAG GCTTTCTC

TCT TGG GTA TGG AAT CCT GTC
AGG TCT TTA CGG ATG TCA A ACG

CCG CAG CGAGGAGTTTCTC

GAG CTA AGCTCA GGCTGTTCCA

Condigoes de reagdo Tamanho do produto (pb)

95°C -15s; 63°C -

95°C -15s; 63°C -

95°C -15s; 58°C -

95°C -15s; 58°C -

30s; 72°C - 30s

30s; 72°C - 30s

30s; 72°C - 30s

30s; 72°C - 30s

227

300

82

530

3.5. Analise estatistica

A homocedasticidade foi verificada usando o teste F ou o teste de Bartlet e a

normalidade pelo teste de Shapiro-Wilk. Os testes para duas variaveis foram

analisados pelo teste t de Student ou U- de Mann-Whitney, na dependéncia da

normalidade dos dados. Dados com mais de dois grupos foram analisados pela

ANOVA de uma via e aqueles de dois fatores pela ANOVA de duas vias. Os dados

do campo aberto foram analisados pela RM ANOVA de duas vias. Os resultados

apresentados como médias e respectivos erros-padrao. Os resultados foram

considerados como significantes quando a< 0.05.
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4. RESULTADOS
ESTUDOS EM CAMUNDONGOS MACHOS

4.1.Atividade geral em campo aberto
A fig.11 ilustra a atividade geral de camundongos bapa machos observados por 4
dias em sessOes de 5 min. A RM ANOVA revelou aumento significante das
frequéncias de locomocéo (Fig.A) e levantar (Fig.B) dos camundongos bapa
machos em relacdo aos camundongos WT em todas as sessdes. Inversamente a
duracédo de imobilidade (Fig.C) foi menor nos camundongos bapa em relacao
aqueles WT. Nao houve diferencas entre os grupos na duracédo de limpeza
(Fig.D). Os dados da analise estatistica estdo na tabela suplementar 1.

Figll.Atividade geral de camundongos machos WT ou bapa observadas no

campo aberto por 4 dias consecutivos.

™ B Levantar
A Locomogao
s 404
5 200 o
% w *
H 304 *
150 s 8¢ T
5 2 |
§ 100 E 204
©
§ L 1 g .
@ 50 @ 10
g g
g 8
L L T T T T ol c T T T T
1 2 3 4 1 2 3 4
Sessoes Sessoes
© WT & bapa
Imobilidade g
c D Limpeza

150+
254

20+
100+

164

50 104

Segundos (média +tEPM)

Segundos (média +EPM)

T T
2 3

-
»

Sessdes

Sessoes

A- Frequéncia de locomocgéo; B- frequéncia de levantar; C- duracao em segundos da imobilidade;
D- duracéo em segundos de limpeza. N=6/grupo. RM ANOVA.* P< 0.05 em relacdo ao grupo

controle.
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4.2. Comportamento de autolimpeza
A fig.12. llustra os parametros da limpeza de camundongos machos dos grupos WT

e bapa. Observa-se aumento na duracdo de Limpeza (Fig.B) porém sem alteracdes
na sua frequéncia (Fig. A).

Figl2. Frequéncia e duracao de limpeza de camundongos machos dos grupos WT
e bapa.

Machos
A Frequéncia de limpeza B Tempo de limpeza

E = — —
= 40 < 800 "
w i
+l
o 307 "F‘ + 600+
° =] T
\m 0 = ;q’
£ 20- o ﬁ £ 4004 O .
© 7 =0
S = S o
§ 10- e £ 200 —o
o o
ng_l': 0_ (/)] o_

1 1 1 1

WT bapa WT bapa

A-Frequéncia de limpeza de camundongos machos WT e bapa; B-Duracgéo de limpeza em
segundos de camundongos machos WT e bapa. N-5/ grupo. * p< 0,05 em relagédo ao

grupo WT. Teste t de Student. Os dados sao expressos como a média em graficos em
box e whiskers (min -0 max).

4.3. Teste de alternancia em labirinto em Y
A fig.13. llustra o comportamento de camundongos machos dos grupos WT e bapa
no labirinto em Y. A porcentagem de alternancia dos camundongos machos bapa
foi reduzida em relacdo ao grupo WT (Fig. A) porém o nimero de entradas nos

bragos do labirinto ndo foi diferente entre os dois grupos (Fig.B).
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Fig.13. Teste de alternancia em labirinto em Y de camundongos machos dos
grupos WT e bapa.

A Alternancias 3 Entradas
=
ou) 80 o s 25+
H O % (o)
.E o . 20_
- 60— A\~ w * +l
@ S
% _é_ 3 15 S
S 40 £
e S 10 —O—
(g g
é 20- <g 5_
S g
3 - L 0-
X T T T T
WT bapa WT bapa
Grupos Grupos

A-Porcentagem de alternancias de camundongos machos WT e bapa; B-frequéncia de entradas
nos bracgos do labirinto de camundongos machos WT e bapa;. N-5/grupo. * p< 0,05 em relagdo ao
grupo WT. Teste t de Student. Os dados s&o expressos como a média em gréaficos em box e

whiskers (min -0 max).

4.4. Teste de atencdo baseado em objetos (OBAT)

A Fig 14 ilustra os resultados obtidos em camundongos machos WT e bapa no
teste de atencao a novo objeto. A Anova de duas vias indicou que na frequéncia
de interacdo com o objeto conhecido ou ndo os camundongos WT e bapa nao
apresentaram diferencas significantes. A duracdo em segundos de interacdo dos
camundongos WT foi maior com o objeto novo do que com o desconhecido.
Resultados opostos foram observados nos camundongos bapa, um vez que eles
interagiram menos tempo com o objeto desconhecido do que com o conhecido. Os

valores da andlise estatistica estdo sob as figuras.
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Fig.14. Teste de atencdo baseado em objetos (OBAT) de camundongos machos
WT e bapa.

A =32 Objeto conhecido B [ Objeto conhecido
— - ObJeto*desconhemdo o5 Objeto desconhecido
- X
T 90
S 150 = 20 b
2 c
[ - —
s 9 = 15 =
8 100 G'lz) - ©
T 2 10+
S =2 —O— g
o 504 ) o
(7] (@] E 5 %
e
0- 0-
| 1
WwT | Dbapa WwT | bapa

Fig. A- frequéncia de interag&o e B- tempo de interagdo com objetos desconhecidos e conhecidos.
Os dados séo expressos como a média em graficos em box e whiskers (min -o max). N= 5/grupo.
ANOVA de duas vias seguida pelo teste de multiplas comparacdes de Bonferroni.* p< 0,05, ** p<

0,01 em relagéo ao objeto conhecido.

4.5. Teste de esquiva da altura
A fig.15. ilustra 0 comportamento no teste de esquiva da altura de camundongos
WT e bapa machos. Os camundongos machos dos dois grupos apresentaram

comportamento similar. Os valores da anélise estatistica estdo sob as figuras.
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Fig.15. Escores no teste de esquiva de altura de camundongos machos dos
grupos WT e bapa.

Machos
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Escores de camundongos machos;. Os dados sdo expressos como a média em gréaficos em box e

whiskers (min -0 max). N= 5/grupo. Teste t de Student p** p< 0,01 em relagéo ao grupo WT.

4.6. Expressao dos receptores ADORA 1 e ADORA 2 em camundongos
machos WT e bapa.

A Fig.16 llustra os resultados da expressao dos receptores ADORA 1 e
ADORA 2 estriatais de camundongos machos bapa e WT. N&o foi observada
diferenca significante entre os grupos nas expressoes do receptor ADORA 1 (Fig.
A) porém houve aumento na expressao do receptor ADORA 2 (Fig. B) nos

camundongos bapa em relagdo aos animais WT.
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Fig.16. Expresséo dos receptores ADORA 1 e ADORA 2 em camundongos WT e

bapa machos.
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**p< 0.01. Teste U de Mann-Whitney.
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ESTUDOS EM FEMEAS

4.7. Atividade geral em campo aberto
A Fig.17. ilustra a atividade geral de camundongos bapa fémeas observadas por 4 dias em
sessdes de 5 min. A RM ANOVA revelou reducéo das frequéncias de locomocéo (Fig. A) e
levantar (Fig. B) dos camundongos bapa fémeas em relacdo aos camundongos WT.
Inversamente a duragao de imobilidade (Fig. C) e de limpeza (Fig. D) foram maiores nos
camundongos bapa em relagcédo aqueles WT.

Fig.17.Atividade geral de camundongos fémeas WT ou bapa observadas no
campo aberto por 4 dias consecutivos.
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A- frequéncia de locomocéo; B- frequéncia de levantar; C- duragdo em segundos da
imobilidade; D- duracdo em segundos de limpeza.. Os dados sdo apresentados como
média e respectivo erro-padrao. N- 6/grupo. RC ANOVA.
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4.8. Comportamento de autolimpeza
A fig.18. llustra os parametros da limpeza de camundongos fémeas dos grupos
WT e bapa. Nao se observou diferencas significantes entre os dois grupos tanto
na frequéncia (Fig A) como na duracgéo de limpeza (Fig.B). Os valores da anélise
estatistica estdo sob as figuras.

Fig.18. Frequéncia e duracao de limpeza de camundongos machos dos grupos
WT e bapa.

Fémeas
B Frequéncia de limpeza A Tempo de limpeza
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t=0,7509, df=11, P=0,4685

A-Frequéncia de limpeza de camundongos machos WT e bapa; B-Duragéo de limpeza em
segundos de camundongos machos WT e bapa. N-6-6. * p< 0,05 em relagdo ao grupo WT. Teste t
de Student. Os dados sdo expressos como a média em gréaficos em box e whiskers (min -0 max).

4.9. Teste de alternancia em labirinto em Y
A fig.19. llustra o comportamento de camundongos fémeas dos grupos WT e bapa
no labirinto em Y. A respeito das fémeas, verificou-se reducdo no namero de

alternéancia nos bracos do labirinto das fémeas (Fig. A) e reduc¢do do numero de
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cruzamentos no labirinto em Y (Fig. B). do grupo bapa em relagdo aquelas do grupo
WT.

Fig.19. Teste de alternancia em labirinto em Y de camundongos fémeas dos grupos
WT e bapa.
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Porcentagem de alternéncias de camundongos fémeas WT e bapa; frequéncia de entradas nos
bragos do labirinto de camundongos fémeas WT e bapa;. N-6-7grupo. * p< 0,05, **P< 0.001 em
relacdo ao grupo WT. Teste t de Student. Os dados sdo expressos como a média em graficos em

box e whiskers (min - max).

4.10. Teste de atencédo baseado em objetos (OBAT) de camundongos
machos WT e bapa.
A fig.20. ilustra os resultados obtidos em camundongos fémeas WT e bapa no
teste de atencdo ao novo objeto. A Anova de duas vias indicou que houve reducao
na frequéncia de interagdo com o objeto desconhecido dos camundongos WT com
relacdo ao conhecido. Os camundongos bapa n&o apresentaram diferencas
significantes na frequéncia nos objetos (Fig. A).. A duracdo em segundos de

interacdo dos camundongos WT foi similar em relagéo aos dois objetos, porém os
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camundongos bapa mostraram aumento da interagdo com o objeto desconhecido
em comparacao do conhecido (Fig. B).

Fig.20. Teste de atencao baseado em objetos (OBAT) de camundongos fémeas
WT e bapa.
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Fig. A- frequéncia de interag&o e B- tempo de interagdo com objetos desconhecidos e conhecidos.
. Os dados sdo expressos como a média em graficos em box e whiskers (min - max). N= 6/grupo.
ANOVA de duas vias seguida pelo teste de multiplas comparacdes de Bonferroni.p< ** p< 0,01 em
relagéo ao objeto conhecido.

4.11. Teste de esquiva da altura
A fig.21. ilustra o comportamento no teste de esquiva da altura de camundongos

WT e bapa fémeas. As fémeas bapa, mostraram menores escores do que
aguelas do grupo WT.
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Fig.21. Escores no teste de esquiva de altura de camundongos fémeas dos
grupos WT e bapa.
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Escores de camundongos fémeas;. . Os dados sao expressos como a média em graficos em box e

whiskers (min - max). N= 6/grupo. Teste t de Student p** p< 0,01 em relagéo ao grupo WT.

4.12. Expressao dos receptores ADORA 1 e ADORA 2 em fémeas.
A figura 22 ilustra a expresséao dos receptores ADORA 1 e ADORA 2 de
camundongos BALB/c e bapa. O teste t de Student indicou que os camundongos
femeas bapa apresentaram menor expressao do receptor ADORA 2 em relacdo
ao grupo controle WT ( Fig. B). Por outro lado, n&o a diferencas significantes entre
a expressao do receptor ADORA 1 entre os grupos (Fig. A).
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Fig.22. Expresséo dos receptores ADORA 1 e ADORA 2 estriatais de camundongos

fémeas dos grupos WT e bapa
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Os dados sédo expressos como a média em gréaficos em box e whiskers (min - max). N=

5/7grupo.****p< 0,001 em relacdo ao grupo WT. Teste U de Mann-Whitney.

49



5. DISCUSSAO

Dentre os diferentes modelos animais de TDHA destacam-se
aqueles produzidos por mutacdes genéticas. Um dos mais utilizados sdo aqueles
0s ratos espontaneamente hipertensos (SHRs) que foram desenvolvidos pela
primeira vez em 1963 (85).Eles exibem hiperatividade e impulsividade, semelhantes
aos sintomas do TDAH em humanos sendo empregados para investigar 0s
mecanismos neurobiolégicos e comportamentais subjacentes ao TDAH e para
testar a eficacia de varios tratamentos para esse transtorno durante um longo
periodo. No entanto, embora esses modelos sejam Uteis, eles ndo mimetizam de
forma completa a complexidade do TDHA e os dados obtidos devem ser

interpretados cautelosamente.

Foram também desenvolvidos diversos modelos de animais de
animais Knock-In/Out de um Unico gene ou transgénicos. Dentre esses modelos
alguns deles apresentam um ou mais sintomas de TDHA ou alteram genes
relacionados a neurotransmissores, como a dopamina, serotonina e noradrenalina.
Estes modelos, apesar de suas limitagdes, sdo considerados os melhores modelos
pois permitem estudos moleculares e os mecanismos de drogas no tratamento do
TDHA. Dentre eles, destacam-se os camundongos knockout para o transportador
de dopamina (DAT-KO) pois o sistema dopaminérgico esta implicado no
desenvolvimento do TDHA. Em patrticular, estes modelos sdo mais confiaveis pois
estdo baseados ndo apenas ao sistema de catecolaminas (transportador de
dopamina, receptor de dopamina,e a-sinucleina), mas também aos sintomas

semelhantes aos do TDAH.

Como a dopamina permanece mais tempo na sinapse devido a falta de seu
transportador os camundongos DAT-KO apresentam hiperatividade. Além disso,
eles exibem hiperatividade em campo aberto, apresentam déficit de atencdo e
impulsividade (86). No entanto, ndo ha evidéncias de reducdo do DAT em pacientes
com TDAH humano. Em vez disso, ja foi observado aumento nos niveis de DAT no

corpo estriado de adultos e criangas(36).(37)
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Desta forma, a procura de um modelo animal de TDHA ainda € um campo a

ser ainda investigado.

Yamamoto et al (87)caracterizaram o fenétipo do mutante bapa por meio de
uma bateria de testes comportamentais utilizando os dados dos mutantes machos
e fémeas.. Assim, foram avaliados parametros relacionados a atividade geral, o
sistema nervoso sensorial, o sistema psicomotor e 0 sistema nervoso autbnomo.
Foi ainda observada funcéo motora e a memoria espacial. Os resultados mostraram
que em relacdo aos camundongos BALB/cJ, o mutante bapa apresentou
deficiéncias, como hipotonia denotada por um comprometimento do reflexo de
endireitamento, queda de membros posteriores e reducdo do reflexo auricular,
sugerindo deficiéncia auditiva. Além disso, esses autores relataram maior atividade
geral no campo aberto sugerindo a presenca de hiperatividade. Ainda foi observada
leve disfuncdo de coordenagcdo motora no teste da trave elevada e modificagbes no

padrdo de marcha espacial.

Kirsten et al (88) observou que camundongos bapa apresentaram aumento
no comportamento motor /exploratério na idade pré-pubere e sugeriu que seria
consequéncia do aumento da expressao da tirosina hidroxilase estriatal levando a
hiperatividade do sistema dopaminérgico. O aumento da atividade motora em
campo aberto observado por 4 dias em camundongos bapa adultos foi também
relatado por De-Oliviera-Higa, (89). Além disso, nesse trabalho, verificou-se que a
administracdo de apomorfina, um agonista de receptores D1 e D2, promoveu
aumento do comportamento estereotipado que foi atribuido a hiperatividade do
receptor D1 estriatal. Portanto, pode-se inferir que a hiperatividade do camundongo
bapa macho possa ser consequéncia da exacerbacdo do sistema dopaminérgico

estriatal.

Além disso, sob certas condi¢des experimentais de baixa estimulacéo, varios
agonistas D1, incluindo SKF 82958, SKF 81297 e SKF 77434 (Murray e Waddington
1989) e agonistas D2/D3 incluindo quinpirole em doses que ativam receptores pos-
sinapticos (Eilam et al. 1992 ), promovem aumento da locomocao. O envolvimento
dos receptores D1 nos efeitos estimulantes dos agonistas D1 foi confirmado pois é
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bloqueado por antagonistas D1 (Arnt et al. 1992). Ainda, esta estimulagdo néo é
observada em camundongos mutantes deficientes em receptores D1(90),

comparados a camundongos do tipo selvagem.

Desta forma, pode-se atribuir a hiperatividade dos camundongos bapa
macho em campo aberto (observada em ambiente de baixa estimulagcdo), como

resultado da maior atividade de receptores D1 dopaminérgicos(89).

O comportamento de autolimpeza observado em muitas espécies animais,
especialmente roedores (91,92), é um comportamento inato que ocorre em uma
progressédo cefalo-caudal, comecando com lambedura das patas, depois lavagem
do nariz/rosto/cabeca, higiene corporal, lambedura das pernas e patas e,
finalmente, limpeza cauda/genitais(93). Sua fungéo priméaria em roedores € ligada a
higienizacdo e outros processos fisioldégicos, como a termorregulacdo, comunicacdo
social e estimulagdo(94) . A autolimpeza também pode ocorrer em situacdes de
estresse, como um comportamento deslocado, ou em condicbes de baixos

estimulos, como na habituacdo apos exposicdes repetidas a ambientes novos.

Em varios modelos animais de disturbios psiquiatricos a sequéncia da
autolimpeza bem como sua intensidade s&o alteradas(93). Por exemplo a
autolimpeza estereotipada é um dos principais sintomas em diversos modelos de
roedores de autismo_(95) ansiedade e estresse(96) e em desordens do espectro

obsessivo-compulsivo (97) .

Ha evidéncias de que a autolimpeza é induzida pela administracéo de varios
agonistas de receptores dopaminérgicos D1 mas ndo por agonistas de receptores
dopaminérgicos D2 (98) , sendo blogueado seletivamente por pré-tratamento com
um antagonista D1 (99) . Portanto, também atribuimos o aumento da autolimpeza
dos mutantes bapa a maior atividade do receptor dopaminérgico D1, confirmando

as observacgoes prévias de Oliveira-Higa. (100).

Note-se ainda que os camundongos machos bapa apresentaram este

aumento somente no teste de autolimpeza, com apenas tendéncia ao final da
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observacdo no campo aberto. Um dado importante sédo as diferencas entre os dois
modelos foi o tempo de observacao e a condicdo ambiental. No campo aberto os
animais foram observados por 5 minutos enquanto no teste de autolimpeza por 30
minutos, o que pode ter facilitado a emissdo do comportamento. Acrescente-se
ainda que o campo aberto € uma arena que estimula o animal a explora-lo enquanto
na condicdo do teste de autolimpeza, o ambiente € restrito a uma caixa de vidro que
apenas permite ao animal farejar suas paredes e voltar seu comportamento a si

mesmo.

Portanto, até o momento, acreditamos que o aumento da hiperatividade no
campo aberto e da autolimpeza possam ser consequéncia da hiperatividade do

sistema dopaminérgico estriatal via receptores dopaminérgicos D1.

O comportamento de alternacdo espontanea no labirinto em Y, que avalia a
atencdo (101) e memoéria de trabalho(102) foi utilizado para medir o déficit de
atencdo dos camundongos bapa. Observou-se que machos bapa exibiram menor
porcentagem de alternancias mas mesma frequéncia de entradas nos bracos do
labirinto comparados aos camundongos WT. Esta reduc&o nas alternancias entre
os bracos aponta por uma menor atencdo, porém sem modificacdo na atividade

motora.

O teste de atencao baseado em objetos (OBAT) é um método simples
e préatico para avaliar a atencdo em camundongos. Desde a sua criacdo, o teste
tornou-se um método popular para avaliar a atengdo e mecanismos subjacentes a
varios modelos animais de doencas psiquiatricas(83). Wulaer et al.(103) verificaram
gue as areas mais ativadas neste teste sao o cortex pré-frontal, corpo estriado e o
giro denteado(103), sendo que o cortex frontal e o estriado sdo areas criticas na
determinacdo das alteracdes reportadas no TDHA. Os presentes resultados
observados do camundongo bapa neste teste sdo também compativeis com um
déficit atencional uma vez que os camundongos bapa nao diferenciaram o objeto

novo do ja conhecido.
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Estes resultados sdo compativeis com uma série de trabalhos que relataram
resultados similares em modelos animais de TDHA. Assim, o0s ratos
espontaneamente hipertensivos (SHRs) exibiram comportamento, impulsivo,
inibicdo da memoria de trabalho em labirinto em Y bem como reducéo no teste de
reconhecimento de objetos(104). Assim, os camundongos machos bapa, ao lado de
hiperatividade, aumento da autolimpeza, também desenvolveram desatencédo no

labirinto em Y e no teste de atencéo baseado em objetos.

No entanto, foi constatado que camundongos hipertensivos com aumento da
expressao do gene do horménio tireoidiano no estriado desenvolviam o fenétipo de
desatencédo no teste de reconhecimento de objetos e no labirinto em Y porém sem
sinais de impulsividade (105)e hiperatividade. Estes animais ainda apresentavam
maior expressdo do transportador de dopamina, da tirosina-hidroxilase e do
receptores D1 e D2 no estriado. De modo similar, o bapa também ndo mostrou
alteracéo no teste de impulsividade porém eles apresentam aumento da expressao
do receptor D1 (89)e da tirosina hidroxilase (88)estriatais além das alteracdes

comportamentais acima citadas.

De acordo com o Diagnostic and Statistical Manual of Mental Disorders, 52
edicdo (DSM-5),(106) ha 3 tipos de TDHA: aquele em que a desatencao é

predominante, com hiperatividade/impulsividade predominantes e o combinado.

O camundongo bapa macho poderia entdo, pela alteracbes comportamentais
observados, ser classificado no grupo de hiperatividade/ desatencdo sem
impulsividade. No entanto, sdo necessarios mais estudos para podermos confirmar
a hipétese de que o camundongo macho bapa seja, pelo menos em parte, um
modelo de déficit de TDHA.

A expressdo do receptor ADORA 2 foi maior nos camundongos machos
bapa. Os receptores ADORA 2 modulam os efeitos dos receptores da dopamina
havendo antagonismo entre os receptores da adenosina e dopamina. Evidéncias
adicionais também sugeriram facilitacdo pré-sinaptica por receptores A2A da

liberacdo de dopamina e outros neurotransmissores(107). Além disso,
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camundongos knock-out de receptores ADORAZ2 apresentam atenuagdo das
respostas comportamentais a psicoestimulantes(108). Uma série de estudos
apontam os receptores de adenosina , em particular o receptor ADORA 2, alterado
no TDHA sendo seu antagonista, a cafeina, efetiva no controle das alteracdes
neste distarbio(109). Portanto, 0 aumento da expressao do receptor ADORA 2 nos
camundongos bapa macho pode ser implicado nos comportamentos TDHA- simile

neste sexo.

No geral, o transtorno de déficit de atencao/hiperatividade (TDAH) é cerca de
duas vezes mais comum em meninos do que em meninas, embora os indices
variem de acordo com o tipo de distarbio. O tipo predominantemente
hiperativo/impulsivo ocorre 2 a 9 vezes mais entre 0s meninos, embora o tipo
predominantemente desatento ocorra com igual frequéncia em ambos 0s sexos. As

causas dessas diferencas, até o momento, ainda sédo desconhecidas(110).

Algumas evidéncias mostram que meninos sao consideravelmente
mais propensos a serem diagnosticados com TDAH do que meninas. Davies
(2014)(111) propbs alguns mecanismos biologicos fundamentais, genéticos e
enddcrinos que poderiam teoricamente, contribuir para o dimorfismo sexual na
expressdo do TDHA. No entanto, dados conclusivos sobre estas diferencas ainda
permanecem a serem entendidos como e por que 0s sexos diferem a respeito a
vulnerabilidade do TDAH.

Ja WILLIAMS ET AL (112) atribuem a maior prevaléncia do TDHA no sexo
masculino pelas diferengas na proporcdo de receptores dopaminérgicos estriatais.
Desta forma, durante o desenvolvimento, ocorre um aumento dos receptores de
dopamina no estriado masculino, mas nao feminino, paralelamente a ocorréncia

precoce dos sintomas motores do TDAH.

Assim verificamos que as fémeas mostraram reducdo na atividade geral
expressa apenas pelo aumento na imobilidade. Uma vez que as frequéncias de
locomocéo e levantar ndo foram alteradas nos quatro dias de observagéao, e que as

fémeas na Ultima sessdo de observacédo exibiram maior tempo de limpeza pode-se
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propor que as fémeas, por se habituar ao campo aberto, tenham voltado seu
comportamento para si mesmas. Esta mudanca de paradigma é tida como sinal de
situacdes de baixo estresse(113) A auséncia de diferencas entre os camundongos
WT e bapa concorda com esta premissa. E importante notar que no campo aberto
0os camundongos fémeas foram observados por 4 dias enquanto no teste de

autolimpeza por apenas 30 minutos.

Os resultados das alternancias no labirinto em Y mostraram que as fémeas
bapa apresentam maior atencdo espacial. No entanto, o nUmero de cruzamentos
foi menor neste mutante. Este ultimo dado pode ter sido consequéncia de uma

menor atividade exploratdria das fémeas bapa, como observado no campo aberto.

O labirinto em Y pode também ser utilizado para avaliar a memoaria de curto
prazo em roedores. A alternancia espontanea, como medida da memoria de
trabalho espacial, pode ser avaliada permitindo que os animais explorem todos os
trés bracgos do labirinto sendo impulsionada pela curiosidade inata dos roedores em
explorar areas anteriormente nédo visitadas. Um rato com memoria de trabalho
intacta e, portanto, com func@es corticais pré-frontais intactas, lembrar-se-a dos
bracos visitados anteriormente e mostrard uma tendéncia a entrar num braco

visitado menos recentemente(114).

No teste de atencdo a objeto novo, também as fémeas bapa ficaram mais
tempo farejando o objeto novo indicando que a atencdo delas estava preservada.
Ainda, o teste de atencdo a um objeto novo também esta também relacionado a
memoria de trabalho(115). Portanto, tomando-se em conjunto os dados das fémeas
bapa no labirinto em Y e no teste de aten¢éo a objeto novo podem ser interpretados
sob a ética da cognicdo. Neste sentido, a atencao tem um papel critico na cognicao.
Fato interessante € que os animais do grupo WT n&o reconheceram o objeto novo,

como seria esperado, e frequentaram menos a area do objeto desconhecido.

Da mesma forma, que os camundongos machos, as fémeas mostraram
reducdo nos escores em relacdo ao grupo controle indicativo de menor

impulsividade.
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Nas fémeas bapa a expressao do receptor ADORA 2 esta reduzida enquanto
a do receptor ADORA1 esta preservada. Portanto, pode-se propor que a reducao
da expressao do que receptor ADORA 2 esteja ligada, pelo menos em parte, a
auséncia de sinais de déficit de atenc@o nestes mutantes. A respeito do receptor
ADORAL, j4 se mostrou seu envolvimento com a plasticidade sinaptica nos

processos de aprendizado/memoria(116,117), explicando os presentes resultados
3. Conclusdes

Os resultados obtidos mostraram que os camundongos bapa machos e
fémeas exibiram um perfil comportamental distinto embora ambos tenham a mesma
mutacdo. Neste sentido, da analise dos comportamento dos bapa machos é
indicativa da ocorréncia de hiperatividade e déficit de atencdo. Por outro lado, o
perfil comportamental das fémeas mostra reducdo da atividade geral, melhor
desempenho nos teste do labirinto em Y e de atencdo a objetos novos sugerindo
melhora nos processos de aprendizado/memdria. Finalmente, estes resultados
mostram que a mutac&o do gene Km2d afetou de forma diferente o comportamento
de camundongos machos e fémeas mutantes, provavelmente por alteracdes

epigenéticas ligadas aos hormonios sexuais
Conclui-se entdo que em:

1. Camundongos machos bapa apresentaram em relagdo aqueles WT:
v" Nos testes comportamentais- Hiperatividade, Comportamento compulsivo,
déficit na atencédo espacial e de objeto novo com auséncia de impulsividade.
v" Aumento na expressao do receptor ADORA 2 em relacdo ao camundongo

WT enquanto a expressao do receptor ADORA 1 néo foi alterada.

2. Camundongos fémeas bapa apresentaram em relacdo aquelas WT:

v Nos testes comportamentais: reducdo da atividade geral, auséncia de
comportamento compulsivo, melhor desempenho do testes de atencdo espacial
e de objeto novo com auséncia de impulsividade.

v" Reduc¢éo na expressdo do receptor ADORA 2 sem alteracdo na expressao do
receptor ADORA 1.
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