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RESUMO

ORLANDO, B.C.G.S. 2018. 49 f. PREJUIZOS NA INTERACAO SOCIAL DO
CAMUNDONGO MUTANTE EQUILIBRIO: reducéo da memoria olfatéria, percepcao
espacial e da &rea de astrocitos no coliculo superior e aumento na atividade da
serotonina no cortex frontal (Dissertacdo em Patologia Ambiental e Experimental).

O camundongo mutante recessivo denominado equilibrio (eqlb) apresenta
deficiéncia de equilibrio e incoordenacdo motora e foi desenvolvido utilizando o
agente quimico N-ethyl-N-nitrosourea (ENU). O mapeamento genético
identificou a mutacdo no gene NADPH oxidase 3 (Nox3), cromossomo 17,
descrito como responsavel por defeitos vestibulares e na formacédo das
otocbnias. Foi observado que estes camundongos, dentre outros déficits, ndo
apresentavam comportamento agressivo entre machos sugerindo prejuizo de
seu comportamento social. O objetivo deste trabalho foi estudar o
comportamento social dos camundongos eqlb e identificar qual ou quais seriam
as causas que levariam a auséncia deste tipo de agressividade.Foram avaliados
em camundongos eqlb e BALB/c: 1) comportamento social e agressivo de
machos em colbnias estaveis e frente a um intruso; 2) comportamento social/
agressivo por isolamento;3) memoria olfatéria; 4) percepcado espacial. 5) niveis
de serotonina e metabdlito no coértex frontal;6) indice por area de astrocitos no
coliculo superior. Em relacdo aos camundongos BALB/C, os camundongos eqlb
mostraram: 1) menor interacdo social entre 0os animais em colbnias estaveis;2)
maior interacao social com o intruso sendo atacados por mais tempo pelo intruso;
3) quando isolados interagiram menos com o intruso e exploraram mais a gaiola;
4) maior laténcia no teste olfatério; 5) maior imobilidade no teste de suspenséo
da cauda ; 6) maior atividade do sistema serotoninérgico do cortex frontal e 7)
reducdo no indice por area de astrécitos no coliculo superior. Conclusdes:
sugere-se que a menor interacdo social na colonia estavel, a maior interacédo
social com o camundongo estranho bem como a auséncia de resposta a
agressao do intruso do camundongo eqlb possam ser consequéncia de déficits
na memoria olfatéria, percepcéo espacial, aumento da atividade serotoninérgica
no cortex frontal e reducédo do indice por area de astrocitos no coliculo superior.

Palavras-chave: agressividade, aparelho vestibular; mutagdo; monoaminas;

modelo animal.



ABSTRACT

ORLANDO, B.C.G.S. ORLANDO, B.C.G.S. 2018. 49 f. Impairment of
social behavior, reduction of olfactory memory, spatial and index
perception by astrocyte area in the superior colliculus, and increased
serotonin activity in the frontal cortex of the mutant equilibrium mouse
(Dissertation in Environmental and Experimental Pathology)

The recessive mutant mouse, called equilibrium (eqlb), presents balance
deficiency and motor incoordination and was developed using the chemical agent
N-ethyl-N-nitrosourea (ENU). The genetic mapping identified the mutation in the
NADPH oxidase 3 (Nox3) gene, chromosome 17, described as responsible for
vestibular defects and in the formation of otoconia. It was observed that these
mice, among other deficits, did not present aggressive behavior among males
suggesting impairment of their social behavior. The objective of this study was to
investigate the social behavior of eqlb mice and to identify which or which would
be the causes that would lead to the absence of this type of aggressiveness. Eqlb
and BALB / ¢ mice were evaluated to the: 1) social and aggressive behavior of
males in stable colonies and front of an intruder; 2) social / aggressive behavior
by isolation; 3) olfactory memory; 4) spatial perception. 5) levels of serotonin and
metabolite in the frontal cortex, 6) index by area of astrocytes in the superior
colliculus. In relation to the BALB / C mice, the eqlb mice showed: 1) lower social
interaction between animals in stable colonies; 2) greater social interaction with
the intruder being attacked for longer by the intruder; 3) when isolated they
interacted less with the intruder and explored more the cage; 4) greater latency
in the olfactory test; 5) greater immobility in the tail suspension test; 6) higher
activity of the serotonergic system of the frontal cortex and 7) reduction in the
index by area of astrocytes in the superior colliculus. Conclusions: it is suggested
that the lower social interaction in the stable colony, the greater social interaction
with the foreign mouse as well as the absence of response to the aggression of
the mouse eqlb to intruder may be a consequence of olfactory memory deficits,
spatial perception, increased activity serotonergic in the frontal cortex and
reduction of the index by astrocyte area in the superior colliculus.

Key words: aggressiveness, vestibular apparatus; mutation; monoamines;

animal model.
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social; C) Tempo de exploragdo da gaiola em segundos; D) tempo de
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sdo apresentados como média e erros-padrdo das médias. Teste t de
Student. ***p=0,002; **** p< 0,0001.
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em segundos; B) tempo de exploragéo social da gaiola em segundos;
C) Tempo de atague do intruso em segundos; D- Frequéncia de
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submetidos ao isolamento expostos a um intruso. A) Frequéncia de
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médias. BALB/C- n=14, eqlb- n= 7. Teste t de Student. ****p< 0,0001.
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no cortex frontal de camundongos BALB/c e eqlb. N = 7/grupo. Os
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dados sdo apresentados como média e erros-padrdo das médias.
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no teste de memoria olfatéria de camundongos eqlb e BALB/c. Os
dados sdo apresentados como média e erros-padrdo das médias.
BALB/c- n=14, eqlb- n=7. ANOVA de 2 vias seguida pelo teste Sidak

de comparac6es mdltiplas. * p< 0,05, ** p< 0,01
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Student. ** p= 0,007. em relagéo aos animais do grupo BALB/c.
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1. INTRODUCAO E JUSTIFICATIVA

Este trabalho faz parte de um grupo de estudos sobre o fendtipo de
camundongos mutantes que envolve as Instituicbes a Faculdade de Medicina
Veterinéria e Zootecnia da Universidade de Sao Paulo e a Universidade Paulista.
Ao todo séo 11 linhagens de camundongos mutantes induzidos pelo agente
mutagénico ENU e 1 mutante espontaneo (tremor). Neste sentido, muitas
mutacdes recapitulam fenétipos observados em doencgas humanas, podendo ser
consideradas modelos para a investigacao de suas patogenias. O objetivo dos
trabalhos do grupo é caracterizar o fenétipo destes mutantes para verificar se
estes representariam um modelo Util para estudos de patogenias humanas.

O camundongo mutante recessivo denominado equilibrio (eqlb)
apresenta deficiéncia de equilibrio e incoordenacdo motora, e foi gerado por
mutagénese utilizando o agente quimico N-Ethyl-N-Nitrosourea (ENU) por
Massironi et al. (1). O mapeamento genético identificou a mutacdo no gene
NADPH oxidase 3 (Nox3), do cromossomo 17, descrito na literatura como
responsavel por defeitos vestibulares e na formacdo das otocodnias (2). A
caracterizacdo do fenétipo deste camundongo jé foi feita previamente por Manes
et al (3). Da observacdo em col6nias em biotério notou-se ainda, que além de
outros déficits comportamentais, os camundongos machos eqlb, néo
apresentavam comportamento agressivo entre machos como observado em
outras linhagens (4). Este fato sugeriu que, possivelmente, estes animais
mutantes poderiam apresentar alteracdes na sua socializacao. Desta forma, este
trabalho investigou, em modelos de interacdo social, o comportamento dos
camundongos eqlb machos na tentativa de verificar se as observacdes em
colbnias séo devidas a déficits sociais ou ndo. Para tanto, foram observados o
seu comportamento em coldnias estaveis e frente a um camundongo intruso e,
o efeito do isolamento social, um procedimento que visa aumentar a
agressividade, na interacdo social destes animais. Avaliou-se 0s niveis de
serotonina e seu metabolito bem como da razédo metabdlito e neurotransmissor
no cortex frontal, uma vez que este neurotransmissor nesta area modula o
comportamento social (5). Por outro lado, pistas olfativas s&o importantes no

reconhecimento social e assim foi feito um estudo em um modelo de memoéria
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olfatéria (6). Levantou-se ainda, a hipétese que os camundongos eglb poderiam
ter deficiéncia na percepcéo espacial. Por este motivo empregou-se um teste
para verificar sua resposta gravitacional, o teste de suspensdo da cauda.
Finalmente, a expressao da proteina fibrilar glial (GFAP) em astrécitos foi
observada no coliculo superior pois esta area integra as informagfes visuais,

auditivas e somestésicas que modulam o equilibrio(7).

1.1. Camundongo como modelo animal

Segundo Bult et al (8) o camundongo de laboratério é largamente
reconhecido como o modelo animal mais importante na investigacdo de
componentes genéticos e celulares, sendo relevantes para o entendimento de
processos fisioldgicos e patoldgicos tanto em seres humanos como também em
outras espécies animais. Neste sentido, em 2002 pesquisadores ligados ao
projeto “Mouse Genome Sequencing Consortium” publicaram o sequenciamento
em alta resolucdo do genoma do camundongo da linhagem C57BL/6J,
demonstrando que cerca de 40% do genoma do camundongo e do humano
podem ser diretamente alinhados e que aproximadamente 80% dos genes
humanos possuem um gene correspondente no genoma do camundongo.
Aproximadamente 99% dos genes do camundongo possuem um gene homologo
no genoma humano e 96% dos genes ortélogos situam-se dentro de um intervalo
semelhante e conservado no genoma humano (WATERSTON et al., 2002;
GUENET, 2005).

Cerca de quatro mil mutacdes foram identificadas no genoma do
camundongo que expressam uma grande variedade de fenétipos que podem ser
espontaneas, induzidas por radiacdo ou agentes quimicos. Tais fenétipos, por
exemplo, se expressar como defeitos no esqueleto ou tecido &sseo,
alteracbes na pele ou apéndices, disfungcdes neuromusculares, doencas
hormonais ou metabdlicas, defeitos nos olhos, disfun¢des auditivas, anemias de

varios tipos e ‘“I’hemoglobinopatias, alteragdes neuroldgicas, alteragdes

comportamentais e neurodegenerativas e efeitos pleiotropicos*.
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1.2. Mecanismo de acdo do ENU como agente

mutagénico

As mutacdes espontaneas ocorrem em baixa frequéncia (~5x10 por
l6cus) e por isto, 0s geneticistas que utilizam camundongos como modelos
experimentais, empregam agentes mutagénicos para produzir maior numero de
novas mutacdes (11). Dentre os agentes quimicos o mais utilizado para induzir

mutacdes em camundongos é o N-ethyl-N-nitrosourea (ENU) cuja formula
quimica C3sH7N3O:- esté ilustrada pela fig.1.

Fig,1. Formula quimica do N-ethyl-N-nitrosourea (ENU).
9]

l
CH; — CHy;—N—C—NHS,

I
0

Fonte:[http://what-when-how.com/molecular-biology/ethyl-nitrosourea-molecular-

biology/, acessado em 20 de fevereiro de 2019]

O ENU causa mutacdes pontuais ao acaso por troca de uma Unica base
nitrogenada pela alquilacdo direta dos acidos nucleicos (12). Como muitas das
mutacBes encontradas em doencas genéticas humanas sao resultado de

mutac¢des pontuais, 0 agente mutagénico ideal para experimentos de

*The Jackson Laboratory, International Mouse Strain Resource (IMSR) (2017),

(available at http://www.findmice.org/summary?query=g609g&states=Any& states= 1&types=

Any& types= 1&repositories=Any& repositories=1& mutations=on


http://www.findmice.org/summary?query=g609g&states=Any&_states=
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mutagénese fendtipo-dirigido deve gerar mutagdes pontuais no modelo animal
em estudo (13). Assim, o ENU desempenha uma abordagem extremamente
poderosa para o entendimento de doencas complexas humanas.

O grupo ethyl do ENU pode ser transferido para radicais oxigénio ou
nitrogénio em varios sitios reativos da molécula de DNA (14). O grupo ethyl
sozinho ndo constitui uma mutagéo, porém sua presenca pode causar erro na
identidade da base etilada durante a replicacdo do DNA, que pode resultar em
erro no pareamento das bases nitrogenadas, e dessa maneira ocorrer a
introducé&o de mutacgdes pontuais, mas eventualmente podem ocorrer pequenas
delecdes (SHIBUYA; MORIMOTO, 1993; JUSTICE, 2000).

O protocolo de mutagénese em camundongos que utiliza o ENU, é
realizado injetando-se o agente ENU por via intraperitoneal em camundongos
machos, para que ocorram mutacdes nas células primordiais da
espermatogobnia. Depois do tratamento, esses camundongos passam por um
periodo de esterilidade, sendo que as espermatogdnias mutadas repovoam 0s
testiculos para produzir clones de espermatozoides mutados (14). Apoés
recuperarem a fertilidade, os machos tratados séo cruzados com fémeas BALB/c
nao tratadas e os filhotes nascidos séo observados para mutagces dominantes
na geracao F1. A seguir sao feitos cruzamentos por trés geracdes para recuperar
mutacles recessivas. ApOs estes cruzamentos, a maior parte das mutacdes
recessivas esta em homozigose e pode ser observada na geracao F3 (Fig.2).

As mutagbes mais comumente observadas sdo as transversdes AT para
TA ou as transi¢cdes AT para GC e a taxa de mutacdo observada depende da
dose administrada de ENU e da linhagem tratada (14).

Além de ser um agente mutagénico, o ENU é altamente téxico. Desta
forma, os protocolos de tratamento devem permanecer dentro de uma faixa ideal
de dose e tempo de exposicao, para produzir equilibrio étimo entre uma alta
frequéncia de mutacdo e baixa toxicidade (16). Esta taxa 6tima de mutacao

ocorre em células tronco espermatogoniais na fase pré-meioticas(14).

Fig.2. Esquema do protocolo de cruzamentos utilizado para o mapeamento de

mutacao recessiva viavel e fértil.
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Fonte: Orlando, B.C.G.S.

Massironi et al. (1) produziram novas mutaces em camundongos
utilizando o agente mutagénico quimico ENU. Os pesquisadores detectaram 11
novos alelos mutantes, dos quais trés mutacdes sao novos alelos no locus onde
pelo menos outro alelo mutante j4 havia sido descrito. Entre as outras oito
mutacdes, pelo menos, cinco pareciam ser originais e ocorreram em loci onde
nenhum alelo mutante ja havia sido relatado anteriormente. A primeira mutacao
mapeada foi o mergulhador identificada no gene Otopetrin 1 (Otoplmih/mih),
localizada no cromossomo 5 em que 0s camundongos homozigotos apresentam
disfuncéo vestibular caracterizada fenotipicamente pela incapacidade de nadar,
posicdo inclinada da cabeca (head tilt), movimentos de agitacdo quando
suspensos pela cauda bem como defeitos na morfogénese das otoconias (17).
Outros seis mutantes obtidos nesse projeto (careca, equilibrio, fraqueza,
rodador, sacudidor de cabeca e sem pelo) também ja mapeados e a
caracterizagao fenotipica desses modelos tem sido objeto de estudo de diversos
autores (18) (19)' (20) (21) (22).

1.3. Sobre o sistema vestibular
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A regiado da orelha dos vertebrados - estruturas da orelha média e labirinto
— € um dos sistemas anatémicos mais complexos e tem sido no foco de varios
estudos ao longo dos séculos. A orelha dos vertebrados combina duas funcdes
principais: equilibrio e audicéo (23).

Para manter o equilibrio corporal estético € necessario um conjunto de
estruturas funcionalmente interligada: o sistema vestibular, os olhos e o sistema
proprioceptivo. A manutencéo do equilibrio geral é feita pelo sistema vestibular
0 qual detecta as sensacdes de equilibrio. Ele € composto de um sistema de
tubos 6sseos e camaras na por¢cdo petrosa do osso temporal denominado de
labirinto 6sseo no qual estdo outro sistema de tubos membranosos e camaras
denominado de labirinto membranoso, que é a parte funcional do sistema
vestibular ((24).

O sistema ou aparelho vestibular, conhecido como orgao gravitoceptor, é
um conjunto de 6rgdos do ouvido interno dos vertebrados que detectam os
movimentos do corpo e contribui para a manutencdo do equilibrio. Nos seres
humanos, é formado pelos trés canais semicirculares que na regido central se
juntam no vestibulo. O vestibulo apresenta ainda duas excrescéncias chamadas
saculo e utriculo. Ao vestibulo encontra-se igualmente ligado a céclea que € a
sede do sentido da audicdo. Ao conjunto destas estruturas denomina-se de
labirinto, devido a complexidade da sua forma tubular(25). As funcdes do sistema
vestibular séo: estabilizacdo da imagem na retina, ajuste postural e orientacéo
gravitacional. Para que isto seja realizado, € necessaria a informacao sobre a
posicdo e movimento da cabeca, o que é feito pelo labirinto (26). O controle
postural estd presente em cada movimento realizado, onde contracfes
musculares apropriadas ocorrem baseadas em informacdes sensoriais
garantindo a posi¢cdo corporal desejada (27). Estas informacdes sensoriais,
provenientes dos sistemas visuais, vestibulares, auditivos e somatossensoriais
auxiliam o Sistema Nervoso Central na realizacdo de ajustes posturais. As cinco
principais estruturas vestibulares estédo localizadas na orelha interna e incluem:
o utriculo, o saculo e o lateral, canais semicirculares superiores e posteriores.
Os orgéaos otoliticos (utriculo e saculo) percebem os movimentos lineares
(gravidade) ou aceleragdo em linha reta enquanto que os canais semicirculares

percebem movimentos angulares, a velocidade e ndo a aceleracéo (28). Tanto
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no utriculo como no saculo existe uma placa ciliada receptora especializada e
tecido conjuntivo formando a macula. Acima destas maculas estao as otocénias,
gue sao cristais de carbonato, os quais ao se deslocar com o movimento do
animal estimulam as células ciliadas da macula e informam a posicdo do
animal(29). As células ciliadas sdo semelhantes tanto nas cristas das ampolas
dos ductos semicirculares, na macula utricular e na macula sacular, sendo todas

elas 0s receptores sensoriais do sistema vestibular(29).

1.4. O camundongo equilibrio (eqlb),

A linhagem de camundongo mutante eqlb, cedida pela Dra. Silvia Maria
Gomes Massironi, € um mutante recessivo que apresenta deficiéncia de
equilibrio e incoordenag¢do motora sendo oriundo do Biotério de Camundongos
do Departamento de Imunologia (ICB-IV/USP). Na analise histopatoldgica
evidenciou-se formacdo anormal das camadas celulares do cerebelo, com
desorganizacdo da camada de células de Purkinje e espessamento da camada
granular externa. O mapeamento genético identificou a mutacdo no gene
NADPH oxidase 3 (Nox3), cromossomo 17, descrito na literatura como
responsavel por defeitos vestibulares e na formacéo das otoconias (30).

O gene Nox3 dos camundongos codifica uma oxidase NADPH expressa
principalmente na orelha interna. A proteina ligante transmembrana NADPH
interage com a proteina 2-trasnmembrana (codificada pela Cyba) e com a
proteina do citosol codificada pelo Nox1 forma o NADPH oxidase funcional. Esta
enzima € capaz de transportar moléculas de oxigénio através das membranas
biolégicas formando o superdxido, ocorrendo a seguir a cascata das espécies
reativas de oxigénio(31).

No eqlb a mutacdo causadora do fendtipo é uma transversdao A>T na
posicdo 190 (sequéncia transcrita) no gene Nox3, localizado no cromossomo 17
do camundongo com uma consequente substituicdo de Asparagina (Asp) por
Tirosina (Tyr) na posicdo 64 da proteina. Analises in silico mostraram que a
substituicdo de amino4cido leva a alteracbes nas estruturas primaria e
secundaria da proteina. No camundongo eqlb, Nox3 apresenta apenas uma fita

beta, formada pelos aminoacidos nas posi¢des 58-70, ao invés de duas na regiao
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59-61 e 65-70 no BALB/c, além de ter uma Tyr adicional, 0 que gera um possivel
novo sitio de fosforilagéo, segundo predicao por andlise in silico realizada. Além
disso, o camundongo eqlb possui alta expressdo de Noxl, indicando uma
possivel compensacéo causada pela expressao de Nox3 mutada (32). Nox3 &
membro da familia das NADPH oxidases, proteinas transmembrana que tém
como fungéo a reducéo do oxigénio molecular para formar espécies reativas de
oxigénio (ERO). Detalhes deste gene posem ser visto em: [nox3[gene]) AND

(Mus musculus[orgn]) AND alive[prop] NOT newentry[gene].

Esses animais foram inicialmente denominados “tatus” pois mantinham a
cabeca enterrada na maravalha e pendiam a cabeca para um dos lados. Mais
tarde, observou-se ainda que, ao serem erguidos pela cauda, eles se inclinavam
de forma diferente do comportamento esperado de camundongos BALB/c que
mantém o seu corpo reto (Fig.3). A partir destas observacdes levantou-se a
hipétese que esses camundongos poderiam apresentar problemas de
coordenacdo motora e possivelmente falta de equilibrio (30) e foram
denominados de equilibrio (eqlb). Os dados da caracterizacao do fenétipo deste
camundongo foram recentemente apresentados em dissertacao de mestrado por
Manes (2017). Estes mutantes apresentaram reducdo no sistema sensorial e
psicomotor concomitante a reducdo na frequéncia de locomocao e levantar
observada no campo aberto. Ainda se verificou aumento da imobilidade no teste
de suspenséao da cauda, reducdo do comportamento tipo-ansiedade no labirinto
em cruz elevada, sem alteracfes no teste de reconhecimento de objetos e se
mostraram incapazes de nadar.

A andlise de neurotransmissores em diferentes areas encefélicas mostrou
que a maioria das modificagcbes foram detectadas no hipocampo, area
relacionada com as emocdes, memodria declarativa e espacial (dados nao
publicados). Estes resultados sugerem que este mutante apresenta
comportamentos reduzidos tanto em relacdo ao estimulo ambiental como em

relacéo ao proprio organismo.

Fig. 3- Selecdo dos camundongos mutantes eqlb pela observacdo da postura adotada
quando segurados pela cauda; (a) e (b) sdo camundongos mutantes, (c) € um camundongo
BALB/c usado como controle. Fonte: ARIZA, (33).
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Fonte: ARIZA, (2007)

1.4. SOBRE O COMPORTAMENTO AGRESSIVO

A agressdo € um comportamento que envolve uma série de padrdes
comportamentais, de aspecto multidimensional quanto a sua origem, motivacao
expressao e funcdes (34). De uma forma ampla, a agresséo pode ser definida
como um "comportamento que inflige dano e ferimento ou ameaca fazé-lo" (35)
ou "qualquer tipo de comportamento dirigido com objetivo de prejudicar ou ferir
outro ser vivo (36). Sob a perspectiva etoldgica pode-se definir a agressdo ou
comportamento agonistico como "adaptacbes para situacbes envolvendo
conflitos fisicos ou concursos entre membros da mesma espécie" (37). Estas
adaptacdes permitem beneficios como a obtencao de alimento, agua, parceiros
femininos no caso de machos, protecao da prole no caso de fémeas, defesa do
territorio, sobrevivéncia e reproducdo dos animais. No entanto, dado que o
comportamento agressivo comporta o riscos associados (custos) de feridos ou
mesmo morte, bem como alto dispéndio de energia, 0 comportamento agressivo
€ determinado por uma analise custo-beneficio (38)(39). Quando esse equilibrio
€ interrompido e um animal mostra um nivel exagerado de agressdo, o
comportamento ndo € mais adaptativo sendo chamado de agressédo
desadaptativa ou patoldgica, objeto de ampla investigacdo em medicina humana
e veterinaria (40):(41)-(42).

O comportamento agressivo ocorre em muitas espécies animais
tais como insetos, peixes, lagartos, sapos e na maioria dos mamiferos, incluindo

humanos. Este comportamento conservado nos Varios niveis da escala
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zooldgica releva a importancia do comportamento agressivo na sobrevivéncia
dos animais e a herdabilidade deste comportamento (42). Os padrbes de
comportamento agressivo sao diferentes entre as espécies, porém existem
varias similaridades na neurobiologia da agressao entre roedores, primatas e
humanos. A investigagdo experimental do comportamento agressivo
empregando animais de laboratorio, em particular os roedores, pode auxiliar a
entender a arquitetura neurogenetica da agressdo em seres humanos bem como
em outros animais, embora as conclusdes translacionais devam levar em conta
o significado ecolégico e etolégico do comportamento agressivo (agresséo tipica
das espécies) e a violéncia inadequada (agressao escalonada)(42). E importante
lembrar que os circuitos neurais da agressao em roedores ja foram elucidados
por varias técnicas existindo evidéncias do envolvimento de varios genes na
agressao e diversos circuitos cerebrais implicados na agressdo, como 0
hipotadlamo(43), o cortex pré-frontal (44), o nucleo do rafe dorsal (45):(42), o
nacleo accumbens (NAc)(46) e o sistema olfatério(47).

Das estratégias existentes que possibilitam o estudo da funcéo de
genes de eucariotos, destaca-se a analise de sua disfun¢do, ou seja, através da
producdo de mutantes. A mutagénese dirigida é feita por manipular genes ja
conhecidos em que se utilizam técnicas de engenharia genética (knock-out,
sistema Cre-Lox, etc) e as mutacbes que podem ocorrer espontaneamente ou
serem produzidas por mutagénese quimica que apresenta a vantagem de nao
precisar de um conhecimento anterior da estrutura do gene (48):(45). Diversas
evidéncias indicam que existe uma mutiplicidade de genes envolvidos com a
manifestacdo do comportamento agressivo. Esta complexidade deve ser
considerada ao analisar camundongos knockout. A delecdo de um gene pode
ter efeitos diferentes dependendo do plano genético. Por exemplo,
camundongos machos e fémeas com delecéo da regido de codificacdo do gene
Nr2el apresentam comportamento agressivo intenso e sao dificeis de manipular
(49). Linhagens de camundongos consanguineos foram amplamente utilizadas
para examinar a genética da agressao. Por exemplo, enquanto a linhagem NZB
/ BINJ mostra agressao entre machos extremamente alta, a linhagem FVB /
NtacfBR mostra agressdo em relagdo as fémeas(50), enquanto que 0s

camundongos A/J raramente apresentam qualquer comportamento agressivo,
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mesmo quando sao criados no mesmo ambiente que o0os camundongos
agressivos (51). A selecdo genética de algumas linhagens para o estudo da
agressao entre machos (52), agressao por isolamento (53)/(54) e agresséo
materna (55) reforcam as caracteristicas hereditarias da agressao.

Nota-se entdo que a maioria dos estudos da agressividade em
camundongos mutantes preocupa-se com o aumento da agressividade sendo
mais raros 0s que investigam a sua auséncia. Sob este ponto de vista, modelos
animais com auséncia de agressividade podem também contribuir para o
entendimento do complexo universo envolvido com a manifestacdo da
agressividade.

Neste sentido, da observacao das coldnias do biotério notou-se ainda, que
além de outros déficits comportamentais, os camundongos machos eqlb, néo
apresentavam comportamento agressivo, sugerindo estes mutantes poderiam
apresentar alteracbes na sua socializagdo. Desta forma, este trabalho
investigou, em modelos de interacao social, o comportamento dos camundongos
eglb machos na tentativa de verificar se as observacdes em colonias eram

resultado dos déficits sociais ou nao.

3. OBJETIVOS

Avaliar o comportamento social do camundongo mutante eqlb induzido

guimicamente pelo agente mutagénico quimico ENU.

3.1. Objetivos especificos

Foram avaliados em camundongos machos BALB/ced e BALB/c:
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v' Comportamento social em colbnias estaveis; Comportamento social em
colonias estaveis frente a um; camundongo intruso;
Comportamento social apés isolamento frente a um camundongo

intruso;

v Niveis de serotonina e seu metabdlito no cértex frontal.

v Teste de memodria olfatoria;
v' Teste de suspensao da cauda.

v' Expressao do GFAP de astrécitos no coliculo superior
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RESUMO DOS RESULTADOS OBTIDOS E CONSIDERACOES FINAIS

Os presentes resultados mostraram que em relacdo aos camundongos
BALB/c, os camundongos eqlb: i) apresentaram menor interacdo social em
colbnias estaveis e maior exploracdo da gaiola; ii) na colénia estavel em que foi
introduzido um intruso, verificou-se maior interacao social com o intruso e da
exploracdo da gaiola por parte dos camundongos eqlb, os quais foram atacados
por mais tempo pelo intruso; iii) o isolamento social dos camundongos eqlb
promoveu reducédo da interag&o social com o intruso, maior exploragéo da gaiola
sem modificacdes no tempo de limpeza; iv) observou-se déficit na funcao
olfatéria e na percepcao espacial; vi). houve aumento da atividade da serotonina
no cortex frontal; vii) e reducdo do indice por area de astrécitos no coliculo
superior.

Propomos que a menor interacdo social na colénia estavel e a maior
interacdo social com o camundongo estranho bem como a auséncia de resposta
a agressao do intruso do camundongo eqlb possa ser consequéncia de déficits
na memoria olfatéria, percepcao espacial, aumento da atividade serotoninérgica
no cortex frontal e reducédo do indice por area de astrécitos do coliculo superior.
A causa destes déficits pode ser consequéncia da mutacdo no gene NADPH
oxidase 3 (Nox3), cromossomo 17, descrito na literatura como responsavel por
defeitos vestibulares e na formacéo das otoconias, porém, sdo necessarios mais
estudos para se correlacionar esta mutacdo com os demais déficits observados

no camundongo eqlb.



