UNIVERSIDADE FEDERAL DE SANTA CATARINA
CENTRO DE CIENCIAS BIOLOGICAS
DEPARTAMENTO DE BIOLOGIA CELULAR, EMBRIOLOGIA
E GENETICA
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM BIOLOGIA
CELULAR E DO DESENVOLVIMENTO

JESSICA CORDEIRO DE OLIVEIRA SQUARIZ

INVESTIGA(;AO’DOS EFEITOS DO METILFENIDATO EM UM
MODELO GENETICO RELACIONADO A ENDOFENOTIPOS
DO TDAH

Dissertacdo submetida ao Programa
de Pés- Graduacdo em Biologia
Celular e do Desenvolvimento da
Universidade Federal de Santa
Catarina para a obtencdo do Grau de
Mestre em Biologia Celular e do
Desenvolvimento.

Orientador: Prof. Dr. Geison de

Souza lzidio

FLORIANOPOLIS
2018



Ficha de identificagdo da obra elaborada pelo autor,através do
Programa de Geragao Automatica da Biblioteca Universitaria da UFSC.

Squariz, Jéssica Cordeiro de Oliveira

Investigacdo dos efeitos do metilfenidato em um
modelo genético relacionado a endofendétipos do TDAH.
/ Jéssica Cordeiro de Oliveira Squariz ;
orientador, Geison de Souza Izidio , 2018.

89 p.

Dissertacdo (mestrado) - Universidade Federal de
Santa Catarina, Centro de Ciéncias Bioldgicas,
Programa de Pds-Graduagdo em Biologia Celular e do
Desenvolvimento, Floriandépolis, 2018.

Inclui referéncias.

1. Biologia Celular e do Desenvolvimento. 2.
TDAH . 3. ritalina . 4. endofendétipos. 5.
hiperatividade . I. Izidio , Geison de Souza . II.
Universidade Federal de Santa Catarina. Programa de
P6és-Graduacdo em Biologia Celular e do
Desenvolvimento. III. Titulo.




Investigacio dos efeitos do metilfenidato em um modelo genético relacionado a
endofendtipos do TDAH”

Por
Jéssica Cordeiro de Oliveira Squariz
Dissertacao julgada e aprovada em sua forma final pelos membros titulares da

Banca Examinadc?ra (013/2018/PPGBCD) do Programa de Pés-Graduagdo em
Biologia Celular. vimgnto - UFSC.

~

Prof.(a) Dr.(a) Geison?g Souza lzidio
Coordenador(a) do Programa de P& uagdo em Biologia Celular e do

Desenvolvimento

Banca examinadora:

Dr.(a) Geison de Souza Izidig”{Universiqade Federal de Santa Catarina)

Geison de Souza lzidio
Coordenador do PPG em

aidiogia Celular e o Desenvolvimento
Pl 0 il

Dr.(a) Gabriela Ferreira de eiros \participacio por videoconferéncia
Institut PaSteur)

/

Dr.(a) Yara Costa Ne@ﬁa{i}i ((Jniversidaweral de Santa Catarina)

Florianépolis, 16 de agosto de 2018.







AGRADECIMENTOS

Primeiramente gostaria de agradecer ao meu orientador prof.
Dr. Geison de Souza lzidio por ter me orientado neste trabalho e mesmo
com tantas dificuldades ter confiado que eu seria capaz de realiza-lo.

Aos alunos do Laboratério Experimental de Doengas
Neurodegenerativas (LEXDON), por todo suporte e disponibilidade em
sempre ajudar quando necessario.

A veterinaria do BEG, Luciana Honorato, por toda sua
gentileza, calma e sensatez em compartilhar sua sabedoria inimeras
vezes quando necessitei.

Aos alunos e ex-alunos do Laboratério de Genética do
Comportamento (LGC) que tive o prazer de conviver esses dois anos,
em especial a doutoranda Natalli Granzotto e ao mestrando Guilherme
Fadanni por toda paciéncia e disponibilidade em compartilhar comigo os
seus conhecimentos e que além de colegas de laboratdrio, se tornaram
grandes amigos.

A minha familia, em especial, meus pais Rita de Cassia
Cordeiro de Oliveira e José Osvaldo Squariz por todo apoio psicolégico
e financeiro e que mesmo distante se faziam presente em varios
momentos, @ minha irmd Gabriela Squariz que sem ela certamente nédo
teria conseguido chegar até aqui.

A0s meus amigos, 0s antigos da época de Guarapuava-PR por
todo amor, amizade e sintonia que temos uns com 0s outros, mesmo
hojeestando cada um em um lugar desse mundo e aos novos, que fiz
nesses dois anos morando em Floriandpolis-SC e que com certeza foram
os melhores que poderia ter feito.

A CAPES, pelo suporte financeiro.



RESUMO

O transtorno de déficit de atencdo e hiperatividade (TDAH) é um
transtorno neurocomportamental que geralmente é diagnosticado em
criancas e adolescentes e pode persistir durante a idade adulta. Foram
utilizados modelos animais para o estudo do transtorno. Dentre eles, 0s
ratos SHR (espontaneamente hipertensos) que sdo considerados o
“padrao-ouro” e, portanto, os mais utilizados atualmente nas pesquisas
do TDAH. Entretanto, os ratos SHR apresentam algumas limitaces que
prejudicam a sua validagdo como um modelo de TDAH. Assim, no
presente estudo, avalia-se a perspectiva da linhagem SLAL16 ser melhor
para estudar alguns endofendtipos do transtorno, do que a linhagem
SHR. Para isso, os ratos das linhagens SHR e SLA16 fémeas e machos
foram tratados cronicamente na adolescéncia, com o farmaco de
primeira escolha para tratamento do TDAH (ritalina®). Apo6s 1 ou 4
meses, 0s animais foram submetidos a testes comportamentais para
avaliar endofendtipos de hiperatividade/impulsividade e
memoéria/aprendizado. Os  resultados mostraram  uma  maior
hiperatividade locomotora na linhagem SLAL6, independente do sexo
ou da idade, no teste do campo aberto. A ritalina® causou melhora na
discriminagdo dos objetos novos nas fémeas da linhagem SLA16 no
teste de reconhecimentos de objetos, apdés 1 més. Apds 4 meses, a
ritalina® causou melhora na discriminacdo dos objetos novos nas
fémeas das duas linhagens. Assim, podemos concluir que a linhagem
SLA16 é potencialmente interessante para estudar endofenétipos do
TDAH e que as fémeas merecem uma maior atengdo em estudos futuros,
visto que apresentaram melhoras significantes em aspectos relacionados
ao aprendizado/memdria ap6s o tratamento com ritalina®.

Palavras-chave: Ritalina®. Hiperatividade. Aprendizado/Meméria.
SHR. SLA1S6.



ABSTRACT

Attention Deficit Hyperactivity Disorder (ADHD) is a neurobehavioral
disorder that is usually diagnosed in children and adolescents and may
persist through adulthood. Animal models were used to study the
disorder. Among them, SHR (Spontaneously Hypertensive Rats) are
considered the "gold standard” and, therefore, the most common strain
used in ADHD basic research. However, SHR rats present some
limitations that undermine their validation as a model of ADHD. Thus,
in the present study, it evaluated the perspective of the SLA16 strain to
be a better model to study some endophenotypes of the disorder than the
SHR strain. For this, females and males from SHR and SLA16 strains
were chronically treated in adolescence with the first choice drug for the
ADHD (ritalin®). After 1 or 4 months, the animals were submitted to
behavioral tests to evaluate endophenotypes of hyperactivity/impulsivity
and learning/memory. The results showed greater locomotor
hyperactivity in the SLA16 strain, regardless of gender, or age, in the
open field test. Ritalin® improved the discrimination of new objects in
SLA16 females in the object recognition test, after 1 month. After 4
months, ritalin® improved the discrimination of new objects in females
of both strains. Thus, we can conclude that the SLA16 strain is
potentially attractive to study endophenotypes of ADHD and that
females deserve greater attention in future studies since they presented
significant improvements in aspects related to learning/ memory after
treatment with ritalin®

Keywords: Ritalin®. Hyperactivity. Learning/memory. SHR. SLA16.
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1. INTRODUCAO

1.1 TRANSTORNO DE DEFICIT DE ATENGCAO E
HIPERATIVIDADE (TDAH)

Os sintomas caracteristicos observados no Transtorno de Déficit
de Atencdo e Hiperatividade (TDAH) foram mencionados pela primeira
vez, pelo médico alemdo Heinrich Hoffman através do poema “Felipe o
inquieto” em 1865. Ja as primeiras referéncias ao transtorno na literatura
médica surgiram no meio do século XIX, mas s6 no comego do século
XX, que o quadro clinico comegou a ser descrito de maneira mais
sistematica (PETRY, 1999). O transtorno em questdo € uma das
condicdes neuropsiquiatricas mais comuns com uma prevaléncia global
estimada em cerca de 5% em criancas com idade escolar e 65% dos
casos, 0s sintomas prejudiciais persistem na idade adulta (FARAONE et
al., 2005). Algumas pesquisas estimam a prevaléncia de TDAH em 3,0-
8,9% em criangas (CAYE et al., 2016; SKOGLI et al., 2013) e 3,5-
12,2% em adultos (CAYE et al.,2016; MATTE et al.,2015a, RIGLER et
al., 2016).

Segundo o Manual de Diagnostico e Estatistica de transtornos
mentais - DSM-V, o inicio do TDAH acontece antes dos 7 anos de
idade, porém evidéncias apontam que o periodo de transicdo entre a
infancia e a adolescéncia é a fase crucial para as primeiras
manifestacdes clinicas do transtorno (KIELING et al., 2010). Durante a
adolescéncia, um complexo processo de desenvolvimento bioldgico,
psicolégico e social acontece, portanto, € um periodo da vida
caracterizado como de grande tendéncia a um comportamento de risco
(STEINBERG, 2008). E uma fase descrita por ser de alta suscetibilidade
a muitos transtornos psiquiatricos (KESSLER et al., 2005). Sendo
assim, dentre os pacientes diagnosticados com TDAH, 50% apresentam
0s sintomas iniciais antes dos 7 anos, 95% antes dos 12 anos e 99%
antes dos 16 anos (KESSLER et al., 2005).

Ha trés subtipos classicos de apresentacdo clinica do TDAH: o
predominantemente  impulsivo/hiperativo, o  predominantemente
desatento e o quadro combinado (DSM V, 2013). Relatos apontaram
que a hiperatividade desaparece com o passar do tempo, persistindo
somente os sintomas relacionados & atencdo deficiente (SWANSON et
al., 1998) e a maior parte das pessoas que possuem o transtorno é do
sexo masculino em relagdo ao sexo feminino (KESSLER et al., 2006;
WILLIAMSON & JOHNSTON, 2015).

Segundo o Diagnéstico da Associacdo Americana de Psiquiatria
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(APA, 2013) e o (DSM-V, 2013) os pacientes que apresentam o
transtorno devem possuir, no minimo, seis ou mais sintomas de
desatengdo, como por exemplo, ndo manter a atencdo em tarefas ou
atividades ludicas, falta de persisténcia, dificuldade em manter o foco,
ndo ouvir quando se fala etc. O mesmo acontece com a hiperatividade
que se refere a atividade motora excessiva como falar excessivamente,
remexer as maos ou pés etc. E ainda, agdes impulsivas que ocorrem sem
premeditacdo como atravessar uma rua sem olhar. Os sintomas devem
ser exibidos em mais de um ambiente (académico, social e ocupacional)
e a ocorréncia deles deve permanecer por pelo menos seis meses
(AUSTERMAN, 2015; RIGLER et al., 2016).

Apesar dos sintomas caracteristicos, o TDAH é amplamente
heterogéneo e esta correlacionado a um grande nimero de deficiéncias
diferentes, abrangendo déficits comportamentais e cognitivos (TOSTO
et al., 2015). O TDAH com a presenga de algumas comorbidades, como
transtorno de humor, o uso de substéncias e transtorno de ansiedade,
esta presente em 20-30%, 12-24% e 10-49% dos pacientes,
respectivamente. Ja os transtornos de ansiedade tém um indice maior
(entre 10% e 49%) e os medicamentos prescritos sdo distintos daqueles
destinados aos pacientes com TDAH com comorbidades separadas
(AUSTERMAN, 2015).

Classificado como um disturbio multifatorial e altamente
herdavel, estudos com gémeos estimam uma hereditariedade média de
76% (FARAONE et al., 2005). Contudo, a prevaléncia do TDAH néo
pode ser explicada apenas pela genética, muitos fatores ambientais
foram identificados como potenciais fatores de risco para o
desenvolvimento do transtorno, envolvendo a exposi¢do pré-natal ao
alcool, fumaca de cigarro e poluentes ambientais como chumbo e
policlorobifenilos (PCBs) (BANERJEE et al., 2007; SAGVOLDEN &
SERGEANT, 1998). O transtorno também esta relacionado a exposicdo
pré-natal & nicotina (MILBERGER et al., 1998; MICK et al., 2002;
THAPAR et al., 2003), conforme estudos que mostram que criancas
cujas mdes fumaram durante a gravidez, apresentaram uma maior
incidéncia de TDAH que os seus controles (NEUMAN et al., 2007;
SCHMITZ et al., 2006).

Em relacdo ao seu diagnostico, é realizado com base nos niveis
disfuncionais persistentes de atengdo, impulsividade e hiperatividade,
porém, até o presente momento, ndo h& marcadores biol6gicos
conhecidos ou testes laboratoriais que podem comprovar esse
diagnoéstico. Dessa maneira, a identificacdo do transtorno é realizada,
principalmente, através da  observacdo de  caracteristicas
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comportamentais (TRIPP et al., 2009). Mesmo existindo muitos estudos
acerca do TDAH, as causas precisas do transtorno ainda ndo sdo bem
estabelecidas. Porém, os fatores genéticos e ambientais exercem uma
grande influéncia no transtorno e sdo amplamente aceitos na literatura
(TANNOCK, 1998; THAPAR et al., 1999).

1.2 NEUROBIOLOGIA DO TDAH

Os genes implicados no TDAH ndo estdo muito bem
esclarecidos, apesar das altas estimativas de herdabilidade (NEALE et
al., 2010). Estudos genéticos e moleculares testaram uma variedade de
genes candidatos que podem estar correlacionados ao desenvolvimento
desses transtornos e concluiram que uma grande quantidade desses
genes influencia a disponibilidade de dopamina no cortex pré-frontal.
Essa abordagem possui um forte embasamento tedrico ja que a
neurotransmissdo da dopamina esta associada a sintomatologia do
TDAH que inclui a memoria de trabalho, inibicdo da resposta e atencao;
caracteristicas que sdo observadas em modelos humanos e ndo humanos
(WILLCUTT et al., 2005; NIGG, 2005).

A hipotese mais aceita para explicar sua neurobiologia é de que
existam alteracdes cerebrais no sistema monoaminérgico. Evidéncias
clinicas mostram que inibidores da recaptacdo de dopamina, como, por
exemplo, a anfetamina ou metilfenidato (Ritalina®) e inibidores
seletivos da recaptagdo de noradrenalina, como 0s antidepressivos
triciclicos, provocam uma melhora nos sintomas das pessoas que
possuem o transtorno (BIEDERMAN & SPENCER, 1999; SEEMAN &
MADRAS, 1998). Ou seja, 0 TDAH

é causado por uma hipofuncdo dopaminérgica nas regides
corticais, limbicas e motoras do sistema nervoso central (FARAONE &
BIEDERMAN, 2005). Sendo assim, as areas mais relevantes do cérebro
ligadas a sintomatologia do TDAH séo o Estriado (EST) e o Cértex Pré-
Frontal (CPF) (HIMELSTEIN, NEWCORN et al., 2000). Além disso,
observa-se em pacientes que possuem TDAH, um aumento da atividade
dos transportadores de dopamina (DAT) (KRAUSE, DRESEL et al.,
2003) e da Monoamino Oxidase (MAO), enzima responsavel pela
metabolizacdo da Dopamina (DA) (STOFF, FRIEDMAN et al., 1989),
tais observacOes colaboram para a hipétese de uma hipofuncdo no
sistema dopaminérgico. Dougherty, Bonab e colaboradores (1999)
apontaram para um aumento de aproximadamente 70% na atividade do
DAT em adultos com TDAH, conforme mostra a Figura 1.
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Figura 1. Esquema simplificado de um neurbnio dopaminérgico com

diminuicdo de dopamina extracelular e aumento da atividade dos
transportadores de dopamina no TDAH. Shen Hang, 2016.

S&0 encontradas trés vias dopaminérgicas principais no cérebro: a
mesolimbica, mesocortical e nigrostriatal (FIORILLO et al., 2003;
SCHULTZ, 1998). O EST e CPF constituem o circuito corticoestriatal
que é formado por neur6nios dopaminérgicos que conectam essas duas
regides. Os corpos celulares desses neurdnios estdo localizados na Area
Tegmental Ventral (VTA) e emitem projecdes para diferentes regides do
EST (via mesolimbica e mesoestriatal) ou do CPF (via mesocortical).
Na via mesolimbica, encontram-se 0s neurdnios dopaminérgicos que
projetam-separam o Nucleo Accumbens (NAc). J& para formar a via
mesocorticolimbica, os neurdnios estendem-se ao CPF que é conhecido
como sistema de recompensa, visto que esta ligado a motivacdo e as
respostas gratificantes de drogas de abuso ou de reforgadores naturais
como, por exemplo, alimentos, interacdo social e sexo (FIBIGER &
PHILLIPS, 1988, BRESSAN & CRIPPA, 2005; CARLEZON &
THOMAS, 2009).

A DA na via mesocortical, possui uma grande relevancia na
organizacdo nos niveis mais importantes da cognicdorelacionadas as
habilidades como atencdo, memdria, planejamento e flexibilidade
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comportamental (FLORESCO & MAGYAR, 2006). A via nigroestriatal
é caracterizada como sendo uma via dopaminérgica originada na Area
Tegmental Ventral (VTA), que possui neur6nios de DA, onde os corpos
celulares estdo localizados na parte compacta da Substancia Negra
(SNc) e sdo projetados para regifes do EST. A via nigroestriatal
também é responsavel pelos sintomas observados em individuos com
TDAH (ROMANOS, WEISE et al., 2010). Além disso, as teorias
neurobioldgicas do TDAH também estdo relacionadas as disfungdes em
estruturas neuronais incluindo a substancia negra, o hipotdlamo e o
cerebelo (VALERA et al., 2007). Considerada como uma importante
parte do encéfalo, o cerebelo também mostra importantes alteragdes em
pessoas que possuem o TDAH e tais mudangas podem ser vistas em
outros distlrbios neuropsiquiatricos, como a esquizofrenia, depresséo e
transtorno bipolar (IVANOV et al., 2014; VILLANUEVA, 2012).

A funcionalidade e a importancia do cerebelo para a fungéo
motora, como 0s movimentos voluntarios coordenados estdo bem
elucidadas (FINE et al., 2002). A literatura com estudos
neuroanatdbmicos e com a neuroimagem aponta mais evidéncias para o
envolvimento do cerebelo em fungdes ndo motoras, relacionando uma
grande variedade de processos linguisticos, afetivos e cognitivos (DE
SMET et al.,, 2013) e desempenhando papéis importantes em uma
variedade de processos mentais, como aprendizagem, emocao, atengdo e
memoria (GOLLA et al., 2005; IVRY et al., 2002; SCHMAHMANN &
SHERMAN, 1998; STEINLIN, 2008; STOODLEY etal., 2012).
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Via Nigroestriatal
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Figura 2. Vias dopaminérgicas relevantes no TDAH. Ernst & Luciana, 2015;
adaptado de Granzotto, 2016.

1.3 MODELOS ANIMAIS

Apesar dos modelos animais ndo poderem, efetivamente, elucidar
o0s transtornos psiquiatricos humanos, eles oferecem uma compreensao
sobre a desordem que ndo pode ser alcancada a partir de estudos com
humanos devido as suas limitacdes técnicas ou éticas (RUSSEL, 2001).
O estado emocional do animal é um conceito que envolve componentes
subjetivos. Assim, os pesquisadores tendem a inferir o seu estado
emocional a partir de manifestacdes que possam ser medidas, tais como
suas respostas comportamentais e fisiologicas (RAMOS; MORMEDE,
1998).

Utilizar roedores como modelo animal em pesquisas possui
algumas vantagens, dentre as quais: Sdo geneticamente bastante
homogéneos, a sua manutencdo é mais simples, possui disponibilidade
de um maior nimero de animais experimentais para serem utilizados e a
sua neurobiologia vem sendo estudada cada vez mais além do
pesquisador ter melhor controle sobre algumas variaveis como dieta,
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meio ambiente e historico de aprendizado.

Os roedores possuem ainda, sistema nervoso e seus mecanismos
comportamentais basicos semelhantes aos dos humanos (RUSSELL et
al., 2005) e sdo utilizados para investigar os efeitos das terapias
disponiveise produzir novas opgOes terapéuticas. Sendo assim, estes
modelos sdo de grande importancia, pois proporcionam situagdes
padronizadas e controladas de experimentacdo, ao contrario do que €
observado em estudos com seres humanos (JACOB, 2010). Quando
comparados a controles adequados, fornecem informacGes importantes
desde a neuroquimica subjacente até aspectos especificos do
comportamento do TDAH.

Ressalta-se que as diferencas entre o comportamento de um
modelo animal e seu controle podem ser correlacionadas com diferencas
em sua farmacologia, neuroquimica e comportamento (RUSSEL el al.,
2005).

Sarter et al. (1992) criaram critérios para validar modelos de
transtornos humanos. E em 2000, Sagvolden propds critérios para
avaliar modelos para TDAH. Para um animal ser validado para o estudo
do TDAH, ha trés critérios principais (DAVIDS et al., 2003;
SAGVOLDEN et al.,, 2005). A validacdo preditiva diz respeito a
resposta do modelo aos farmacos usados na clinica para tratamento do
TDAH. A validacdo de face ou analogia estd relacionada com os
endofendtipos de impulsividade, desatencdo e hiperatividade. Por fim, a
validacdo de construto ou de homologia compreende predisposicOes
genéticas, disfungdes neuroestruturais e funcionais compativeis com o
TDAH, disfuncdes nas vias dopaminérgicas e em outras vias
monoaminérgicas (SAGVOLDEN et al., 2005). E importante mencionar
gue os modelos animais utilizados em pesquisas, também apresentam
limitacGes, pois os transtornos psiquiatricos humanos estio relacionados
com fatores bastante subjetivos. Com isso ndo se pode afirmar que um
animal exibe ou ndo algum transtorno, o que podemos fazer é
correlacionar 0s comportamentos observados associando com
sintomatologia vista no transtorno humano. Assim, o0s modelos
disponiveis hoje sdo muito Uteis nas abordagens a qual se determinam.

Atualmente existem varios modelos animais de TDAH, mas
poucos destes foram desenvolvidos especificamente com o intuito de
modelar a base genética multifatorial do TDAH (MAJDAK et al., 2016).
Analisando esses modelos consegue-se observar vantagens e
desvantagens e, cada um deles é capaz de simular uma ou outra
caracteristica do TDAH. Contudo, a linhagem de Ratos
Espontaneamente Hipertensos (SHR) cumpre a maioria dos critérios de
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validacdo listados acima e se compara bem com os casos clinicos do
transtorno (RUSSEL, 2006; SAGVOLDEN, 2000).

Os ratos SHR foram os mais bem caracterizados e atualmente,
sdo 0 modelo mais adequado e utilizado de TDAH (RUSSEL, 2006). A
Tabela 1 mostra varios modelos sugeridos para o TDAH, analisados
guanto aos trés critérios de validagdo. Os modelos mais estudados, além
dos SHR, compreendem o0s ratos neonatos lesionados com 6-
hidroxidopamina (6-OHDA\) e alguns dos principais modelos genéticos:
Ratos Naple com Alta Excitabilidade (NHE) e Camundongos com
Eliminacdo Génica do Transportador de Dopamina (DAT KO).

ANALOGIA HOMOLOGIA PREDITIVO
Hiperatividade Desatengao DAT D4  Metilfenidado
Impulsividade
Lesdoneonatal  Sim Sim - - Sim Sim
com6-OHDA
Modelo da Sim - - Né&o
hipdxia
neonata
Modelo BrdU-  Sim - - - - Nao
neonatal
Stunting Sim - - - - Nao
cerebelar
Irradiacéo Sim Sim - -
cerebelar
SHR Sim Sim Sim Sim Sim Sim
Ratos WKHA  Sim Sim Sim - - Néo
Ratos NHE Sim Sim - Sim
Camundongos ~ Sim - - - - Sim
running
Camundongos  Sim - - - - Néo
coloboma
Camundongos  Sim Sim - -
acallosal
Camundongos  Sim - Sim Sim - Sim
DAT KO
Camundongos  Sim - Sim Sim
DAT KD
Mutagdes na Sim Sim Sim - - Né&o
tiredide
Rato Sim Sim - -
hipoesexual

Tabela 1. Modelos animais propostos para o estudo do TDAH. Adaptado de
Pandolfo, 2010.
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1.4 LINHAGEM SHR

Os ratos da linhagem SHR foram selecionados, pelos
pesquisadores japoneses Okamoto e Aoki em 1963, a partir de animais
da linhagem Wistar que espontaneamente mostravam uma alta presséo
sanguinea, e assim foram cruzados por sucessivas geracdes. Esta selecéo
artificial resultou em uma linhagem isogénica de ratos, que apresentam
hipertensdo arterial sistémica de forma espontanea (BEIERWALTES,
ARENDSHORST & KLEMER, 1982). As suas caracteristicas
neurobioldgicas e comportamentais sdo equivalentes as analisadas em
pessoas que possuem o TDAH, como uma hipofuncdo do sistema
dopaminérgico e a triade de sintomas (desatengdo, impulsividade e
hiperatividade) (WULTZ, SAGVOLDEN et al., 1990; SAGVOLDEN,
METZGERS et al., 1992; KANTAK et al., 2008).

No teste do campo aberto, que é um teste classificado para medir
ansiedade/emocionalidade e utilizado também para mensurar parametros
locomotores em roedores, a linhagem de ratos SHR mostrou ser mais
hiperativa do que os seus controles, os ratos WKY. Além disso, 0s ratos
SHR foram sensiveis aos receptores de dopamina e alfa2 e receptores
adrenérgicos (ROMMELSE et al., 2009). Em relacdo aos tratamentos
farmacoldgicos, dados clinicos encontrados na literatura mostraram que
os inibidores da recaptacdo de dopamina utilizados para o tratamento
dos sintomas, como o metilfenidato (MFD) (BRITTON &
BETHANCOURT, 2009) ou anfetaminas (HEAL et al., 2013) possam
melhorar a sintomatologia do TDAH.

A linhagem também mostra déficits de aprendizado e memoria,
apesar de ndo ser prejudicada em tarefas de atencdo sustentada (BARI;
ROBBINS, 2011). Prejuizos no sistema fronto-estriatal, como na
liberacdo de dopamina no cértex pré-frontal, nlcleo accumbens e nicleo
caudado sdo observados nos ratos SHR. Além disso, a baixa expresséo
dos receptores D4, que ja foi observada em estudos com pacientes que
apresentam TDAH, também pode ser vista nos ratos SHR e ja foi
mencionado em pesquisas com o sistema dopaminérgico que os ratos
SHR mostram concentragdes elevadas de noradrenalina no locus
coeruleus, substancia negra e cortex pré-frontal (SONTAG et al.,2010).

Limitacdes também sdo encontradas na linhagem SHR, como
podem ser vistas em qualquer outro modelo animal. Uma delas esta
relacionada ao aparecimento da hipertensdo. N&o se pode afirmar, com
certeza, se 0S prejuizos neurocognitivos sdo consequéncias da
hipertensdo. Salientando que o aparecimento da pressdo arterial elevada
nessa linhagem comeca na 5% semana de vida. Entre a 72 e a 15 semana,
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0S animais possuem niveis de pressdo arterial considerada como
hipertensdo arterial espontdnea (YAMORI, 1984 apud FAZAN, R; DA
SILVA, SALGADO, H. C, 2001).

Além disso, a linhagem SHR desenvolve hipertrofia do coracéo e
de vasos sanguineos que sdo caracteristicas de doenca cardiovascular
(CONRAD, 1995). Assim, se os farmacos psicoestimulantes prescritos
para o0 TDAH forem utilizados, como o MFD, pode ocorrer prejuizos
cardiovasculares nos ratos SHR, prejudicando a sua utilizacdo como
modelo de TDAH (WINTERSTEIN et al.,, 2009). Qutro aspecto
relevante é o distdrbio do metabolismo do calcio, uma redugdo no
transporte ativo de célcio pelo intestino (SHIBATA et al., 1990) e o que
ocasiona a perda do excesso através da urina (HSU et al., 1987) que
pode gerar uma hipocalcemia e também prejudicar a sinalizacdo intra e
intercelular, bem como a LTP, um analogo neuronal da aprendizagem
(SAGVOLDEN, 2005; MALENKA, 1999). Sagvolden, Johansen e
colegas (2009) alertam a necessidade da escolha apropriada da linhagem
comparativa para estudar as caracteristicas do TDAH, sendo que
sublinhagens de SHR podem apresentar comportamentos diferentes e
ainda indicam que o modelo mais confiavel para estudar o subtipo
combinado de TDAH é a linhagem SHR/NCrl proveniente da empresa
Charles River—Alemanha.

1.5 LINHAGEM SLA16

A linhagem congénica SLA16 (SHR.Lewis/Anxrrl6) foi
desenvolvida no laboratério de genética do comportamento da
Universidade Federal de Santa Catarina- UFSC, mais especificadamente
no Laboratdrio de Genética do Comportamento-LGC. A construcdo da
linhagem SLA16, de maneira sucinta, foi realizada por sucessivos
retrocruzamentos entre as linhagens SHR (receptora) e Lewis (doadora),
culminando em uma linhagem com um genoma inteiro da linhagem
SHR, com excecdo do locus de interesse oriundo da linhagem Lewis
conforme Figura 3 (DE MEDEIROS et al., 2013).

A origem dessa linhagem teve como objetivo a investigacdo do
locus Anxrrlé (do inglés Anxiety related response) sobre
comportamentos relacionados & emocionalidade, principalmente
comportamentos “tipo ansioso”. Esse locus foi identificado por Ramos e
colaboradores em 1999, em sua busca por loci que influenciassem
caracteristicas quantitativas, também chamada de anélise de QTL
(Quantitative Trait Loci). O Anxrrl6 parece influenciar, especialmente,
a locomocéo no centro do CA, que em roedores € considerado um indice
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classico de emocionalidade (RAMOS et al., 1999; MORMEDE et al.,
2002).

A linhagem SLA16 diferencia-se em alguns aspectos da linhagem
SHR e apresenta evidéncias de ser a mais adequada para o estudo de
alguns endofenotipos do TDAH. Por exemplo, principalmente em
relacdo aos pardmetros locomotores, quando existe um fator de
novidade, os ratos SLA16 apresentam hiperatividade locomotora em
relacdo aos ratos SHR (DE MEDEIROS et al., 2013; ANSELMI et al.,
2016). Esse interesse por novidade é denominado neofilia que é uma
caracteristica bastante exibida em humanos diagnosticados com TDAH,
principalmente com o subtipo impulsivo/hiperativo (PARK et al., 2016).
Donfrancesco e colaboradores (2015) afirmam que a busca por
novidades deve ser vista em um dos sintomas principais do TDAH.

As concentragbes de DAT e D2 no hipocampo dos SLA16
aparentam similaridade quanto as da linhagem SHR (PERTILE et al.,
2017), sugerindo que a linhagem SLA16 também apresente uma
hipofuncdo dopaminérgica, caracteristica do TDAH. Além disso, 0s
ratos SLAL16 parecem apresentar menor pressdo arterial do que os SHR
(CORREA, 2015). Quanto & memodria de trabalho, os SLA16 parecem
ser similares aos SHR (GRANZOTTO, 2016).

Essas caracteristicas, observadas na linhagem SLA16, podem ser
Gteis na compreensdo de aspectos relacionados ao TDAH. A linhagem
SLA16, por se destacar em alguns pontos especificos e quando
comparada a linhagem SHR, poderia ser considerada um melhor modelo
genético para o estudo de endofendtipos do TDAH. Desse modo, a
primeira hipétese deste estudo é que a linhagem SLA16 seja um modelo
genético mais adequado para estudar endofendtipos relacionados ao
TDAH, do que a linhagem SHR.
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Figura 3. Esquema simplificado representando o genoma das linhagens
SHR, LEW e SLAI16. Nos animais SLA16, todo o genoma (em azul) é
derivado da linhagem SHR, exceto uma por¢cdo do cromossomo 4 (em
vermelho) que é derivado da linhagem LEW. Adaptado de Granzotto, 2016.

Os psicoestimulantes sdo a classe de drogas mais utilizadas para o
tratamento que busca atenuar os sintomas comportamentais do TDAH
(desatencéo, impulsividade e hiperatividade) (CHILDRESS & TRAN,
2016; BACHMANN et al., 2017; DE CRESCENZO et al., 2017). Por
exemplo, o MFD é um blogueador do transportador de dopamina
(DAT), conforme pode ser observado na figura 4. Ele é considerado o
farmaco mais receitado do mundo para o transtorno (GOLDMAN et al.,
1998; ROBISON et al., 1999; CDC, 2007). Especificamente, 0 MFD
bloqueia tanto os transportadores de dopamina, quanto os de
noradrenalina e seus efeitos no circuito fronto-estriatal tém sido
associados a alteragcbes na transmissdo desses neurotransmissores
(ROESSNER et al., 2010).

Esta droga tem a capacidade de aumentar a inibigdo da resposta
ou seja a diminuicdo da impulsividade, que é uma das caracteristica
observada em criancas e adolescentes que possuem TDAH (RHODES et
al., 2006; COGHILL et al., 2007). Os efeitos terapéuticos do MFD séo
resultantes, a0 menos em parte, do aumento da dopamina extracelular
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(DA) no cértex pré-frontal (BERRIDGE et al., 2006; BERRIDGE
EDEVILBISS, 2011). De maneira aguda, o MFD tem efeitos
psicoestimulantes. Ja os efeitos crénicos do tratamento efetivamente
melhoram os sintomas por uma modulagdo um tanto quanto paradoxal
do sistema. Estudos encontrados utilizando anfetamina mostram que do
mesmo modo, parece levar a uma melhora dos sintomas
comportamentais, quando usada de maneira crbnica (SEEMAN &
MADRAS, 1998).

Quando utilizado em animais, por exemplo, ratos SHR tratados
cronicamente, durante a adolescéncia, mostram diminuicdo da
hiperatividade (atividade horizontal e estereotipia) durante a idade
adulta, observado como uma diminui¢do da locomogdo durante o teste
de campo aberto (SOMKUWAR et al., 2016). O uso em longo prazo em
ratos consanguineos mostra que doses baixas, durante a adolescéncia,
minimizam a escolha impulsiva durante a idade adulta, de modo que
recompensas mais demoradas sao escolhidas em relacdo as recompensas
menores imediatas (ADRIANI, CANESE et al., 2007). Do mesmo
modo, em longo prazo, uma baixa dose de MFD durante adolescéncia,
esta relacionada com uma boa aprendizagem e um aumento da
expressdo do RNAm do receptor D3 na idade adulta. Em geral, alguns
resultados mostram que o MFD pode ter efeito imediato e duradouro
sobre o desempenho cognitivo dependente do cértex orbito-frontal e da
funcdo dopaminérgica em roedores, embora os seus efeitos relacionados
a taxa de aprendizagem, possam variar dependendo da complexidade da
tarefa e da dosagem da administragdo (AMODEO et al., 2017).

Além dos seus efeitos terapeuticos esta droga € amplamente
utilizado para o uso ndao médico entre adolescentes visando uma melhora
nos seus efeitos cognitivos. Alids, alguns estudos na literatura mostram
que os efeitos da droga véo depender do estagio de desenvolvimento em
gue ocorre a exposi¢do ao medicamento sendo a adolescéncia definida
um periodo de alta vulnerabilidade, ja que é durante esse periodo da
vida que os humanos e animais ndo humanos mostram um
amadurecimento crucial das regides cerebrais associadas a
impulsividade. O cortex pré-frontal, por exemplo, e suas conexdes
dopaminérgicas ainda estdo em desenvolvimento e é durante esta fase,
que os ratos estdo sujeitos a perturbacdes (REYNOLDS et al., 2015;
CABALLERO et al., 2016). Além disso, o uso cronico do metilfenidato
mostra alteracdes no peso corporal, consumo de alimentos, atividade
locomotora, medidas de exploracdo e ansiedade (ROBISON et al., 2017)
e 0 peso corporal reduzido pode estar relacionado aos efeitos
metabdlicos do estimulante (ERSCHE et al., 2013).
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Em resumo, o tratamento com MFD em roedores resulta em
alteracBes na neurobiologia e em varios tipos de comportamento como:
locomocgéao, comportamentos emocionais, cognicdo, memoria e respostas
a recompensas naturais e de drogas (WULTZ et al., 1990; MUELLER,
1993; GAYTAN et al., 1996,2000; IZENWASSER et al., 1999,
BRANDON et al, 2001, HEYSER et al., 2004, ARNSTEN E
DUDLEY, 2005; MAGUE et al., 2005, BERRIDGE et al., 2006;
CHUHAN E TAUKULIS, 2006; GRAY et al., 2007, THANOS et al.,
2007, ZHU et al., 2010).

Entdo, como segunda hipdtese experimental, acreditamos que 0
tratamento cronico com ritalina® atenue 0s comportamentos
relacionados ao TDAH na idade adulta das linhagens de ratos SHR e
SLALS.

Pré-sinapse

' _Transportadores de DA (DAT)
v
Memfenidato (MFD)

(@, d
‘; \ O 7
Receptores s
de DA

Figura 4. llustracio esquematica do mecanismo de agdo do metilfenidato
(MFD), quando utilizado de maneira aguda. Adaptado de Bush (2010).
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1.7 OBJETIVOS

1.7.1  Objetivo Geral

Comparar as linhagens de ratos SHR e SLA16 em relacdo a
endofendtipos do TDAH, ap6s tratamento com Ritalina®.

1.7.2  Objetivos Especificos

« Analisar diferencas da massa corporal das linhagens SHR e
SLAL16 ao longo do tratamento cronico com ritalina®;

« Comparar a atividade locomotora e o aprendizado/memdria dos
animais das linhagens SHR e SLA16 fémeas e machos na idade adulta,
apos tratamento crénico com ritalina® durante a adolescéncia (Primeiro
bloco experimental);

* Investigar os efeitos da ritalina®, a longo prazo, nos animais
das linhagens SHR e SLA16 fémeas e machos, apds a descontinuidade
do tratamento (Segundo bloco experimental).
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2 MATERIAL E METODOS
2.1 ANIMAIS

Ratos machos e fémeas das linhagens isogénicas SHR
(Spontaneously Hypertensive Rats- SHR/NCrl) e SLA16 (SHR.LEW-
Anxrrl6) foram criados no biotério do Laboratério de Genética do
Comportamento da UFSC localizado em Floriandpolis-SC, a linhagem
SHR é originaria da Universidade de Harvard (Boston, MA, USA),
obtida a partir da UNESP (Campinas, SP, Brasil) e a linhagem SLA16
foi gerada no biotério setorial do mesmo laboratério (PEREIRA, 2010).
Os animais foram desmamados com 28 dias de vida, separados por sexo
e alojados de 5 a 6 por gaiola (41 cm x 34 cm x 16 cm de altura) com
temperatura controlada (22+2 °C) e ciclos claro/escuro de 12 em 12h
(luzes ligadas das 7:00 as 19:00h) com acesso a agua e comida ad
libitumt.

2.2 BEM-ESTAR ANIMAL

Este estudo utilizou um tratamento cronico com um
psicoestimulante em um periodo que compreende a adolescéncia de
ratos, assim, é de grande importancia 0 acompanhamento do bem-estar
animal ao longo dos 16 dias de tratamento com a droga. Periodicamente,
os ratos foram monitorados acerca de sua sobrevivéncia, avaliando a
perda e ganho de massa corporal e normalidade de comportamento na
caixa-moradia. O ponto final humanitario determinado foi a reducéo
aguda de 25% da massa corporal inicial observada no inicio do
tratamento. A taxa de perda/exclusdo de animais total foi de 4 animais.
Todos os procedimentos de manuseio animal foram realizados de acordo
com as diretrizes nacionais e da Comissdo de Etica no Uso de Animais
(CEUA/UFSC), conforme protocolo PP00903. O trabalho foi executado
sob ciéncia das diretrizes do Centro Nacional para a Substituicdo,
Refinamento e Reducdo de Animais na Pesquisa (NC3Rs) propostas
pelo guia ARRIVE (KILKENNY et al., 2010), que tem como objetivo
melhorar a qualidade das pesquisas biomedical

2.3 ADMINISTRACAO DO METILFENIDATO (Ritalina®)
O MFD (Ritalina®, Novartis) foi adquirido na forma de

comprimido e antes da utilizagdo foi macerado e dissolvido em salina
(NaCl a 0,9%), utilizada como controle. No primeiro bloco
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experimental, os animais foram tratados, logo apés o desmame, do 28°
até 44° dia. Os filhotes machos e fémeas foram pesados durante todo o
tratamento e receberam a dose de 2 mg/kg da droga ou solugdo salina
por via oral (gavagem) duas vezes ao dia, por 16 dias consecutivos. O
protocolo mencionado, com poucas modificacBes, foi utilizado por
Vendrusculo e colaboradores em 2008. A literatura mostra que a dose de
2,0 mg/kg de ritalina® possui grande relevancia na clinica e foi
previamente demonstrada em atingir os niveis plasmaticos maximos
dentro do intervalo terapéutico em humanos (BALCIOGLU et al., 2009;
GERASIMOV et al., 2000). Estudos anteriores com ratos jovens, em
tratamento  crénico com metilfenidato, mostraram  respostas
comportamentais aos estimulos emocionais ap6s o termino do
tratamento (BOLANOS et al., 2003), além de alterar niveis de proteinas
mediadoras da neuroplasticidade (QUANSAH et al., 2017b).

2.4 TESTES COMPORTAMENTAIS
2.4.1  Campo Aberto (CA)

Calvin Hall (1934) descreveu o0 CA com 0 objetivo de avaliar a
emocionalidade em ratos, desde entdo ele é um dos testes de ansiedade
mais utilizados. Ademais, é um teste classico para avaliar a ansiedade e
também é utilizado para analisar a atividade locomotora (PRUT &
BELZUNG, 2003). O aparato (Figura 5) é constituido de uma arena
gue mede 1m2 com paredes de 40cm de altura. A area dos 90cm?
centrais é considerada a regido central e a area restante, adjacente as
paredes, é uma area periférica. No protocolo padrdo, cada animal foi
posicionado no centro do campo aberto e a sua explora¢éo no aparato foi
registrada por uma camera de video durante 5 minutos. A locomogéo na
area central do aparato relaciona-se mais com a emocionalidade do
animal, enquanto a locomocao periférica compreende, principalmente, o
componente motor (RAMOQOS, 2008).

O aparato foi limpo, entre um animal e outro com alcool 10%. O
experimento foi conduzido sob uma intensidade de luz de 12 lux,
medido no centro do aparato. As medidas analisadas foram: distancia
total, distancia periférica, distancia no centro, tempo no centro e nimero
de entradas no centro, para avaliar tais parametros foi utilizado o
software ANY-maze® (Stoelting Co.USA).
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Figura 5. Aparato do Campo Aberto

2.4.2  Reconhecimento de Objetos (RO)

O teste de Reconhecimento de Objetos (RO) analisa memorias
declarativas episddicas e a sua base é principalmente o comportamento
exploratdrio inato de roedores. Este teste exibe vantagens em relacéo a
outros da mesma natureza, visto que nao precisa de motivacdo externa,
recompensa ou punicdo (ANTUNES; BIALA, 2012). O protocolo é
composto por uma sessdo de treino e uma de teste. Nas vinte e quatro
horas que antecedem o teste, é realizada a habituacdo dos animais ao
aparato utilizado que consistiu de uma arena acrilica transparente
(medidas aproximadas: 50 cm de largura, 50 cm de comprimento e 50
cm de altura) externamente forrada em material cinza completamente
opaco. Segundo Bevins e Besheer (2006) para o teste de reconhecimento
de objetos, é importante a ndo utilizacdo de um aparato muito grande, ja
gue ambientes maiores podem levar uma exploragdo maior do animal ao
ambiente e ndo aos objetos expostos no teste.

Os animais sdo individualmente colocados no centro do aparato
com duas cépias idénticas de um dos objetos (sessdo de treino), em
lados opostos, afastados 10 cm das paredes. Trinta minutos depois, cada
animal é colocado novamente ao aparato com uma cépia do objeto
familiar (objeto idéntico ao treino) e uma copia do objeto novo (igual na
sessdo de teste). O tempo de exploragdo do objeto novo (Tn) e do objeto
familiar (Tf) é determinado na sessdo de teste. O tempo gasto em cada
objeto € calculado a partir do indice de discrimina¢do (DI) — DI= (Tn-
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TH)/(Tn+Tf). O resultado pode apresentar variacGes de +1 a -1, onde o
resultado positivo mostra mais tempo gasto com o Tn e o resultado
negativo indica mais tempo gasto com o Tf e o resultado zero, nenhuma
preferéncia (AGGLETON et al., 2010; BURKE et al., 2010). Estudos
anteriores mostram que os ratos geralmente gastam mais tempo
investigando um objeto novo do que aqueles que ja foram exibidos
anteriormente (DODART et al., 1997; OBINU et al., 2002).

Os objetos utilizados na sessdo de treino foram duas garrafas
plésticas pequenas de mesma cor, tamanho e textura, e na sessao de teste
uma lata metélica cilindrica de altura e didmetro semelhante a garrafa e
forrada externamente com fita adesiva da mesma cor do aparato. Os
objetos familiares possuiam 17 cm de altura e 3-5 cm de didametro
(variavel ao longo do objeto), e o objeto ndo-familiar possuia 13,5 cm
de altura e 5 cm de didmetro. O tempo de exploracéo dos objetos mostra
se 0 animal conseguiu aprender a diferenca dos objetos durante a sesséo
de teste e a sessdo de treino. O aparato foi limpo com alcool 10%, entre
os intervalos de cada animal, o experimento foi conduzido sob uma
intensidade de luz de 12 lux e 0 comportamento de cada rato foi gravado
por meio de uma camera de video.

-0 06— 0 )/

Figura 6. Representagdo esquematica do teste de reconhecimento de objetos.
Onde, A- Habituagdo, B-Sessdo de treino e C-Sessdo de teste. Circulos:
representam objetos iguais e triangulo: objeto diferente. Adaptado de Redrobe,
Bull & Nielss, 2010.

2.4.3 Alteracdo Espontanea (AE)

O comportamento de alternacdo esponténea é definido pela
tendéncia de ratos, camundongos e outros animais em alternar suas
escolhas utilizando um labirinto em T ou Y com varias oportunidades
sucessivas, tal teste foi descrito pela primeira vez ha quase oitenta anos
(TOLMAN, 1925). Dois tipos de procedimentos de alternacdo
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espontanea ja foram descritos para medir meméria em animais, o
paradigma original de dois ensaios e agora mais comumente, continuo
ou de alternacdo livre. Em ambos o0s casos, a maioria das investigagdes
trabalharam na suposicdo de que o CAE reflete a memoria de trabalho
espacial ou memoria de curto prazo (HUGHES, 2004).

O labirinto consiste em 3 bragos idénticos (15 x 3 x 5) feitos de
acrilico. No inicio de cada tentativa, um rato foi colocado no centro do
labirinto e permitido explorar livremente durante 5 minutos. A
sequéncia em que o rato entrou nos bracos do labirinto foi gravada por
camera de video, registrando as entradas nos bracos. Uma entrada de
brago foi definida como a entrada de todas as quatro patas no braco e
uma alternacédo foi definida como entrada consecutiva em todos os trés
bracos (sem revisitar um brago). A porcentagem de alternacdo
espontanea foi calculada a partir da formula # alt/total do nimero de
entradas-2x100. O numero total de entradas de brago também foi
registrado. O aparato foi limpo com alcool 10%, entre os intervalos de
cada animal, o experimento foi conduzido sob uma intensidade de luz de
12 lux.

Figura 7. Representacdo esquematica do teste de alternacéo espontanea
realizado no labirinto em Y.

2.5 DELINEAMENTO EXPERIMENTAL

O presente trabalho é constituido de cinco experimentos
comportamentais divididos em dois blocos experimentais, cada um dos
experimentos comportamentais esta descrito a seguir. Na tabela 2
encontram-se resumidamente todos os experimentos.
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2.5.1  Primeiro bloco experimental

No primeiro bloco experimental, foram realizadas medi¢des da
massa corporal ao longo do tratamento crénico (3 em 3 dias) com
duracdo de 16 dias. Em relacdo aos testes comportamentais, 0s animais
foram expostos na idade adulta (2 meses de idade) ao campo aberto
(CA), reconhecimento de objetos (RO) e alternacdo espontanea (CAE),
1 més apos o fim do tratamento crénico com MFD (ritalina®). Foram
utilizados 24 animais SHR (12 fémeas e 12 machos) e 24 SLA16 (12
fémeas e 12 machos). Foram realizados trés experimentos
comportamentais diferentes (experimentos 1 a 3) que ocorreram entre as
as 09:00 as 18:00h.

Experimento 1: Avaliou-se o perfil comportamental de fémeas e
machos das linhagens SHR e SLA16, mais especificamente os seus
parametros locomotores na idade adulta no teste do CA, apds o
tratamento crénico com ritalina® na adolescéncia. Na ocasido, o animal
foi exposto ao aparato e o seu comportamento foi gravado por 5 minutos
e analisado posteriormente.

Experimento 2: Foi analisada a memoria de curta duracdo de
fémeas e machos das linhagens SHR e SLA16 no teste de RO apds o
tratamento crénico com ritalina® na adolescéncia. O experimento
consistiu em trés fases: a 12 fase foi constituida pela habituacdo dos
animais em um ambiente novo por 10 minutos. Ap6s 24 horas, realizou-
se a 22 fase denominada treino ou familiarizacdo, onde os animais foram
colocados no aparato com dois objetos iguais para ser explorado,
livremente, por 3 minutos. Apds 30 minutos, ocorreu a 32 fase chamada
de teste, onde um dos objetos foi alterado por um objeto novo e os
animais puderam explorar os objetos por 3 minutos, o indice de
exploracéo foi calculado posteriormente.

Experimento 3: Investigou-se a memdria de trabalho de fémeas e
machos das linhagens SHR e SLA16 no teste de alternacdo espontanea
(CAE), apds o tratamento crénico com ritalina® na adolescéncia. O
animal foi colocado no centro do labirinto em Y e o nimero de entradas
nos bragos e alternagdes espontaneas foram contabilizadas ap6s o fim do
teste.
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2.5.2  Segundo bloco experimental

O segundo bloco experimental teve como objetivo investigar o0s
efeitos da ritalina® em longo prazo, 4 meses apos o fim do tratamento,
para isso foram utilizados 0s mesmos animais tratados com a droga
durante a adolescéncia e testados na idade adulta 24 SHR (12 fémeas e
12 machos) e 24 SLA16 (12 fémeas e 12 machos) para verificar 0s
possiveis efeitos da droga ap6s a descontinuacdo do tratamento, 0s
animais tinham em torno de 4 meses. Foram realizados dois
experimentos (experimentos 4 e 5) entre as 09:00 até 18:00.

Experimento 4: Examinou-se o perfil locomotor de fémeas e
machos das linhagens SHR e SLA16 no teste do CA na idade adulta, 4
meses apds o fim do tratamento crénico com ritalina® na adolescéncia.
Os animais foram expostos ao aparato por 5 minutos e seu
comportamento foi gravado por uma camera de video e analisado
posteriormente.

Experimento 5: Realizou-se o teste de RO para analisar a
meméria de curta duracdo 4 meses ap6s o fim do tratamento crbnico
com ritalina® na adolescéncia nas fémeas e machos das linhagens SHR
e SLA16. O protocolo foi 0 mesmo que o experimento 2 e contou
primeiramente com a fase de habituagdo por 10 minutos, 24 horas
depois passou pela fase de familirizacdo por 3 minutos e depois de 30
minutos pela fase de teste por 3 minutos. O experimento foi gravado por
uma camara de video e o indice de discriminagao foi calculado.
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Quadro 1. Resumo dos cinco experimentos desenvolvidos neste

trabalho.
Experimento Tratamento Aparato Protocolo
Crbnico 5 min/ 1 més
Experimento 1 (16 dias) Campo Aberto apds o fim do
2mg/kg de tratamento
MFD ou
SAL
Habituagao:
10 min
Cronico (16 | Reconhecimento de Treino: 3 min
= Experimento 2 | dias) 2mg/kg objetos Teste: 3 min/1
& de MFD ou més apds o fim
E SAL do
(5]
L% tratamento
o
3
0
=
Cronico Alternaca 5 min/1 més
Experimento 3 (16 dias) 0 apo6s o fim do
2mg/kg de espontane tratamento
MFD ou a
SAL
Crbnico 5 min/4 meses
Experimento 4 (16 dias) Campo Aberto apo6s o fim do
2mg/kg de tratamento
MFD ou
SAL
£ Habituago:
g 10 min
'S Cronico (16 Reconhecimento Treino: 3 min
g Experimento 5 | dias) 2mg/kg de objetos . .
u; de MFD ou Teste: 3 min/4
3 SAL meses apos 0
@ fim do
N
tratamento
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2.6 ANALISES ESTATISTICAS

Os dados experimentais foram submetidos a uma analise
estatistica no software Statistica®, versdo 10 (StatSoft Inc., Tulsa,
Oklahoma, USA). Todos os dados foram testados quanto a sua
normalidade pelo teste de Shapiro-Wilk e homogeneidade de variancia
pelo teste de Levene. Para os dados de massa corporal (em gramas) foi
utilizada uma andlise de varidncia (ANOVA) de duas vias (linhagem e
tratamento) com medidas repetidas. J& os experimentos 1, 2, 3,4 e 5
foram submetidos a uma ANOVA de duas vias, separadamente por sexo
com variaveis independentes, sendo que no experimento 2 e 5, além de
ser realizado uma ANOVA, foi utilizado o teste-t. Os valores estdo
apresentados pela média + erro padrdo da média (E.P.M). O nivel de
significdncia adotado em todos os experimentos foi p<0,05. As
representacGes em grafico, presentes neste estudo, foram feitas a partir
do software GraphPad Prism, versdo 5 (GraphPad Software Inc., San
Diego, California, USA).
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3 RESULTADOS
3.1 PRIMEIRO BLOCO EXPERIMENTAL

Ao longo do tratamento com ritalina®, no intervalo de 3 dias
foram realizadas medigdes da massa corporal dos animais das linhagens
SHR e SLA16 fémeas e machos até o termino do tratamento que teve
duracdo de 16 dias, com o objetivo de verificar qualquer perda ou ganho
de massa durante o periodo que foram tratados com a droga. Foi
observado um efeito significativo do fator linhagem na massa corporal
em fémeas F(1, 44)=7, 3127; p=0,00970; SLA16>SHR) e um efeito
significativo de tempo (F(5, 220)=971,77; p=0,0000 (Fig. 8A).
Entretanto, ndo foi observado efeito significativo de linhagem em
machos, somente efeito significativo de tempo (F(5, 215)=722, 23;
p=0,0000 (Fig. 8B). Isso mostra que fémeas e machos das linhagens
SHR e SLA16 ganharam peso de forma semelhante ao longo do
tratamento.
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Figura 8. Massa corporal dos animais SHR e SLA16, (A) fémeas e (B) machos
ao longo do tratamento com ritalina® (RIT) ou veiculo (SAL). Representadas
médias dos grupos + E.P.M. * = efeito de linhagem p<0,005. £= efeito de
tempo.

3.1.1 Experimento 1 - Campo Aberto

No teste do CA os animais exploraram o aparato durante 5
minutos, na idade adulta, 1 més apds tratamento crénico com ritalina®.
Foi observado um efeito significativo do fator linhagem para o0s
pardmetros: distancia total em fémeas (F(1, 44)=23, 299; p=0,0002;
SLA16>SHR) (Fig. 9A) e machos (F(1, 42)=17, 925;
p=0,00012;

SLA16>SHR) (Fig. 9B); distancia periférica em fémeas (F(1,
44)=14, 982; p=0,00036; SLA16>SHR) (Fig. 10A) e machos (F(1,
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42)=17, 159; p=0,00016; SLA16>SHR) (Fig.

10B); distancia no centro em fémeas (F(1, 44)=9,7068;
p=0,00323; SLA16>SHR) (Fig. 11A) e machos (F(1, 42)=4,19;
p=0,0496; SLA16>SHR) (Fig. 11B); e nimero de entradas no centro em
fémeas (F(1, 44)=11,577; p=0,00143; SLA16>SHR) (Fig. 12A).

Em machos, na medida distancia total (F(1, 42)=2,7588;
p=0,10417) foi observado uma interacdo sugestiva entre tratamento e
linhagem, que aparenta um efeito da ritalina® na diminui¢do da
hiperatividade apenas nos animais SHR.
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Figura 9. Disténcia total dos animais SHR e SLA16, (A) fémeas e (B) machos
tratados com ritalina® (RIT) ou veiculo (SAL) no CA. Representadas médias
dos grupos + E.P.M. * = efeito de linhagem p<0,005.
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Figura 10. Distancia periférica dos animais SHR e SLA16, (A) fémeas e (B)
machos tratados com ritalina® (RIT) ou veiculo (SAL) no CA. Representadas
médias dos grupos + E.P.M. * = efeito de linhagem p<0,005.
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Figura 11. Distancia no centro dos animais SHR e SLA16, (A) fémeas e (B)
machos tratados com ritalina® (RIT) ou veiculo (SAL) no CA. Representadas
médias dos grupos + E.P.M. * = efeito de linhagem p<0,005.
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Figura 12. NUmero de entradas no centro dos animais SHR e SLA16, (A)
fémeas e (B) machos tratados com ritalina® (RIT) ou veiculo (SAL) no CA.
Representadas médias dos grupos + E.P.M. * = efeito de linhagem p<0,005.
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Figura 13. Tempo no centro dos animais SHR e SLA16, (A) fémeas e (B)
machos tratados com ritalina® (RIT) ou veiculo (SAL) no CA. Representadas
médias dos grupos + E.P.M. * = efeito de linhagem p<0,005.
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3.1.2  Experimento 2 — Reconhecimento de objetos

O teste de RO foi adaptado de um procedimento experimental
previamente descrito (NORMAN & EACOTT, 2004; ABE et al, 2004) e
consistiu de trés fases: o animal passou por um periodo de habituacéo
para se familiarizar ao ambiente novo 24 horas antes da sesséo de treino
e teste. Foi calculado o indice de discriminacdo: (ID) — ID= (Tn-
T)/(Tn+Tf) para fémeas e machos no teste e no treino.

Em fémeas, a ANOVA de duas vias (linhagem e tratamento),
para o ID no teste, demonstrou um efeito significativo do fator linhagem
(F(1, 44)=7,1505; p=0,01048; SLA16>SHR) (Fig. 14B) mostrando que
as fémeas SLAL6 exploraram mais 0 objeto novo, independentemente
do tratamento.

Quando realizamos o teste-t de uma Gnica amostra com o intuito
de comparar os valores contra 0 ID=0 podemos verificar diferenga em
fémeas SLAL6 tratadas com ritalina® (t(11)=5,482339, p=0,000191),
mas nenhuma diferenca em fémeas SLA16 tratadas com salina ou em
fémeas SHR. Este resultado sugere que a ritalina® foi capaz de
aumentar a capacidade de discriminacdo do objeto novo, somente em
fémeas da linhagem SLA16 (Fig. 14B).

Em machos, a ANOVA de duas vias (linhagem e tratamento),
para o ID no teste, demonstrou um efeito sugestivo de interacdo entre
linhagem e tratamento no teste (F(1, 43)=3,4199; p=0,07129) (Fig. 15B)
sugerindo que a ritalina® foi capaz de aumentar a capacidade de
discriminagdo do objeto novo, somente em machos da linhagem SLAL6.

Quando realizamos o teste-t de uma Gnica amostra com o intuito
de comparar os valores contra 0 ID=0 podemos verificar diferenga em
machos SHR tratados com ritalina (t(11)=5,967123, p=0,000094), salina
(t(11)=5,516006), p=0,000182), SLA16

tratados com ritalina (t(11)=9,309720), p=0,00002), salina
(t(10)=3,418509), p=0,006564). Este resultado sugere que todos os
grupos experimentais exploraram mais o objeto novo (Fig. 15B).
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Figura 14. indice de discriminagio das fémeas SHR e SLA16. (A) indice de
discriminagdo no treino e (B) Indice de discriminagdo no teste. Representadas
médias dos grupos + E.P.M. * = efeito de linhagem p<0,005 (ANOVA de duas
vias). &= p<0,005 comparacdo com o ID=0 (teste t de uma Unica amostra).
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Figura 15. indice de discriminagio dos machos SHR e SLA16. (A) indice de
discriminagéo no treino e (B) indice de discriminagdo no teste. Representadas
médias dos grupos + E.P.M. * = efeito de linhagem p<0,005 (ANOVA de duas
vias). &= p<0,005 comparagdo com o ID=0 (teste t de uma Unica amostra).

3.1.3  Experimento 3 — Alternagéo espontanea

A tarefa de alternacdo espontanea no labirinto em Y é geralmente
aceita como um paradigma que avalia a memoria de trabalho, ou
memoria de curto prazo (SARTER et al., 1988). No protocolo que
utilizamos, cada rato foi posicionado no meio do labirintoem'Y,
podendo explorar liviemente por 5 minutos os bragos A, B e C. Uma
alternacdo consistiu em trés entradas consecutivas em bragos diferentes.
O numero de alternagdo espontdnea foi calculado. N&o foram
encontradas diferencas significativas para a porcentagem de alternacéo
espontanea em fémeas (Fig. 16A) e machos (Fig. 16B).
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Figura 16. Namero de alternagdes espontaneas dos animais SHR e SLA16, (A)

fémeas e (B) machos tratados com ritalina® (RIT) ou veiculo (SAL) no
labirinto em Y. Representadas médias dos grupos + E.P.M.

3.2 SEGUNDO BLOCO EXPERIMENTAL
3.2.1  Experimento 4- Campo Aberto

No segundo bloco experimental deste trabalho, foi realizado o
teste do CA 4 meses apds o fim do tratamento cronico ritalina®, os
animais permaneceram explorando o aparato por 5 minutos. Foi
observado um efeito significativo do fator linhagem para os parametros:
distancia total em fémeas (F(1, 41)=15, 100; p=0,000036; SLA16>SHR)
(Fig. 16A) e machos (F(1, 42)=32, 918; p=0,00000; SLA16>SHR) (Fig.
16B); distancia

periférica em fémeas (F(1, 41)=10, 524; p=0,00235;
SLA16>SHR) (Fig. 17A) e machos (F(1, 42)=26, 168; p=0,00001;
SLA16>SHR) (Fig. 17B); distancia no centro em fémeas (F(1,
41)=14,034; p=0,00055; SLA16>SHR) (Fig. 18A) e machos (F(1,
42)=23, 097,
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p=0,00002; SLA16>SHR) (Fig. 18B); numero de entradas no
centro em fémeas (F(1, 41)=10,585; p=0,00229; SLA16>SHR) (Fig.
19A) e machos (F(1, 42)=47, 287,

p=0,00000; SLA16>SHR) (Fig. 19B); e tempo no centro em
fémeas (F(1, 41)=4,8164; p=0,03391; SLA16>SHR) (Fig. 20A).

Nos machos foi observado um efeito significativo de tratamento
no parametro tempo no centro (F(1, 42)= 5,8204, p=0,02029;
RIT>SAL), esses resultados direcionam que a ritalina® administrada na
adolescéncia alterou a permanéncia no centro dos animais na idade
adulta, ap6s a descontinuagdo do tratamento.
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Figura 17. Distancia total dos animais SHR e SLA16, (A) fémeas e (B) machos
tratados com ritalina® (RIT) ou veiculo (SAL) no CA. Representadas médias
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Figura 18. Distancia periférica dos animais SHR e SLA16, (A) fémeas e (B)
machos tratados com ritalina® (RIT) ou veiculo (SAL) no CA. Representadas
médias dos grupos + E.P.M. * = efeito de linhagem p<0,005.
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Figura 21. Tempo no centro dos animais SHR e SLA16, (A) fémeas e (B)
machos tratados com ritalina® (RIT) ou veiculo (SAL) no CA. Representadas
médias dos grupos + E.P.M. * = efeito de linhagem p<0,005. # = efeito de
tratamento p<0,005.
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3.2.2  Experimento 5- Reconhecimento de objetos

No segundo bloco experimental foi realizado o teste de
reconhecimento de objetos 4 meses apds o fim do tratamento cronico
com ritalina® para avaliar os efeitos da droga ap6s a descontinuacdo do
tratamento. Foi calculado o indice de discriminacdo: (ID) — ID= (Tn-
TH)/(Tn+Tf) para fémeas e machos no teste e no treino.

Em fémeas, a ANOVA de duas vias (linhagem e tratamento),
para 0 ID no teste, demonstrou um efeito significativo do fator
tratamento (F(1, 43)=13,735; p=0,00060; RIT>SAL) mostrando que as
fémeas tratadas com ritalina® na adolescéncia, exploraram mais o
objeto novo, independentemente da linhagem.

Quando realizamos o teste-t de uma Gnica amostra com o intuito
de comparar os valores contra 0 ID=0 podemos verificar diferenga em
fémeas SLA16 tratadas com ritalina (t(11)4,307188), p=0,001241), mas
nenhuma diferenca em fémeas SLA16 tratadas com salina. Fémeas SHR
tratadas com ritalina (t(11)4,024613), p=0,002000), ou salina
(t(10)2,314576), p=0,043170) também apresentaram diferencgas. Este
resultado sugere que a ritalina® foi capaz de aumentar manter, em longo
prazo, a capacidade de discriminacdo do objeto novo, somente em
fémeas da linhagem SLA16 (Fig. 21B).

Em machos, a ANOVA de duas vias (linhagem e tratamento),
para o ID no teste, ndo apresentou efeitos significativos (Fig. 22B).

Quando realizamos o teste-t de uma Gnica amostra com o intuito
de comparar os valores contra 0 ID=0 podemos verificar diferencas em
machos SHR tratados com ritalina® (t(11)4,590047), p=0,000777),
salina (t(11)4,104745); p=0,001745), SLA16

tratados com ritalina® (t(11)0,000171), p=0,000171), salina
(t(10)5,687731), p=0,000202). Este resultado sugere que, em machos,
todos 0s grupos experimentais exploraram mais o objeto novo (Fig.
22B).



52

A 3 SAL

0.5 H RT

D'U.Ti_?_‘_

-0.5

ID (treino)

-1.0

) "\?
1.0q 3 SAL
B I RIT
0.5 #a. 8
@ &
ool — N N
[=]
-0.54
-1.0 T T
Q& o
) 5

)
Figura 22. indice de discriminagdo das fémeas SHR e SLA16, (A) indice de
discriminag&o no treino e (B) indice de discriminagio no teste. Representadas
médias dos grupos + E.P.M. #= efeito de tratamento= p<0,05 (ANOVA de duas
vias). &= p<0,005 comparagdo com o ID=0 (teste t de uma Unica amostra).

A =3 SAL
05, = RIT
S
£
[ e e e ———
o
-0.54
1.0
@
& N
e &5
1.0 =1 SAL
B - RIT
0.5 & &
- & &
il Hel B
=]
0.5
1.0 . .
& S
9 e\)"

Figura 23. indice de discriminagdo dos machos SHR e SLAL16, (A) indice de
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4 DISCUSSAO

O TDAH é um transtorno neurocomportamental mundialmente
conhecido e geralmente é diagnosticado em criancas e adolescentes,
podendo persistir durante a idade adulta. Vrias drogas vém surgindo na
literatura para tratar a sua sintomatologia, mas o MFD continua sendo a
mais utilizada para atenuar a hiperatividade, impulsividade e a
desatencdo, sintomas estes que caracterizam o transtorno. Para estudar e
compreender melhor os endofenétipos do TDAH utiliza-se uma
variedade ampla de modelos animais. Segundo Russel, Sagvolden e
Johansen (2005) o TDAH pode ser caracterizado por uma combinacéo
de fatores genéticos e ambientais que resultam em um distlrbio
fortemente heterogéneo. Desta maneira, 0s modelos animais surgem
com a intengdo de mimetizar certos aspectos da sintomatologia
complexa do transtorno e, na melhor das hipéteses, proporcionar
suposicBes viaveis sobre as suas causas. Essas hipoteses podem entéo,
posteriormente, serem testadas na clinica. Além disso, modelos animais
podem ser usados para testar novas drogas para o tratamento do TDAH.

Nesse sentido, podemos encontrar na literatura diversos modelos
animais utilizados para elucidar aspectos comportamentais e
neurobiol6gicos do transtorno, porém ndo sdo todos os modelos que
conseguem caracterizar e elucidar a sintomatologia do TDAH, alguns
servem apenas para estudar endofendtipos especificos do transtorno.
Ainda segundo Russel, Sagvolden e Johansen (2005) os modelos
animais utilizados para estudar os subtipos do TDAH: desatento,
hiperativo e impulsivo respondem diferentemente as drogas
psicomotoras em relacdo aos seus controles, indicando que eles
alteraram os sistemas de neurotransmissores no cérebro. Essa, e outras
caracteristicas, enfatizam a necessidade de estudar modelos animais de
TDAH em vez de animais normais, com a finalidade de obter
informacGes sobre os mecanismos subjacentes aos efeitos benéficos das
drogas utilizadas no tratamento de criangas com TDAH.

Assim, nesse trabalho utilizamos as linhagens SHR e SLALS,
avaliando as suas potencialidades para estudar os endofenétipos do
TDAH. A linhagem SHR pode ser definida aqui como um controle
experimental, pois ela, na atualidade, é o principal modelo genético
descrito para investigar este transtorno na literatura mundial. E
importante enfatizar que alguns autores possuem algumas criticas ao uso
da linhagem SHR como modelo do TDAH, j& que cada vez mais 0s
resultados comportamentais mostram que seus sintomas ndo sdo
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consistentes e equivalentes aos pacientes diagnosticados com o
transtorno (VAN DEN BERGH et al., 2006; ALSOP, 2007). Ou ainda,
outros estudos indicam que a linhagem pode ndo responder a principal
droga que € utilizada para tratar a sintomatologia do transtorno: 0 MFD
(BIZOT et al., 2007; FERGUSON et al., 2007). Assim, a validacdo
farmacoldgica da linhagem SHR como modelo de TDAH pode ser vista
como controversa na literatura, alguns estudos ndo conseguiram
encontrar as caracteristicas comportamentais observadas nos animais ou
também ja foi demonstrado que estas caracteristicas estdo presentes
apenas em idades especificas e em condigdes particulares de
experimentacdo (BULL et al., 2000; FERGUSON & CADA, 2003;
VAN DEN BERG et al., 2006). Nesse sentido, propusemos a linhagem
SLA16 como um melhor modelo para estudar os endofendtipos do
TDAMH, visto que em alguns pontos ela poderia apresentar caracteristicas
mais exacerbadas que a linhagem SHR.

O primeiro bloco experimental deste trabalho consistiu em um
tratamento crénico com MFD (ritalina®) em ratos machos e fémeas
adolescentes, com o intuito de avaliar o perfil comportamental durante a
idade adulta das linhagens SHR e SLA16. Como se refere a um
tratamento crénico com um psicoestimulante, que na literatura é
mencionado como causador de alteracdes na massa corporal, € de
grande importancia o acompanhamento do bem estar animal ao longo
das semanas de experimenta¢do. Logo os animais foram pesados em um
intervalo de 3 dias até o final do tratamento, que teve duracdo de 16
dias. O objetivo foi verificar qualquer perda ou ganho de massa durante
0 periodo em que ocorreu o tratamento. Foi observado um efeito
significativo de linhagem em fémeas, onde pode ser observado que os
animais da linhagem SLA16 ganharam mais massa quando comparado
as SHR (Fig. 8A). Entretanto, ndo foi observado efeito de linhagem em
machos. Além disso, animais de ambas as linhagens e sexos tiveram
aumento de massa ao longo do tratamento.

Estudos utilizando tratamento crénico com MFD relataram
alteracbes na massa corporal, consumo de alimentos, atividade
locomotora, medidas de exploracdo e ansiedade (ROBISON et al.,
2017). Vanina et al,. 2002; Faraone et al., 2008; Thanos et al., 2015
concluiram que o tratamento com MFD, provoca uma redugdo na massa
corporal e que a massa corporal reduzida, apesar do aumento da ingestéo
alimentar, pode ser atribuido aos efeitos metabdlicos dos estimulantes
(ERSCHE et al., 2013). Os animais SHR e SLA16 fémeas e machos nédo
mostraram reducdo de massa corporal, isso pode ser atribuido ao fato
gque os animais tinham 28 dias quando iniciaram o tratamento e
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naturalmente durante a fase de crescimento é normal que os animais
ganhem massa.

Para o tratamento cronico foi utilizado uma dosagem de 2mg/kg
administrada 2 vezes ao dia, a literatura mostra variagdes com dosagens
utilizadas em tratamentos cronicos com MFD durante a adolescéncia de
ratos. Doses caracterizadas como baixas (<3 mg/kg), sdo reconhecidas
por melhorar a atencdo (BERRIDGE et al., 2006; ZHU et al., 2007) e
doses mais altas (> 5 mg/kg) podem resultar em deficiéncias
(BERRIDGE et al., 2011). VariacGes sdo encontradas na literatura de
1,0 mg/kg até 10 mg/kg, a maioria dos estudos tem utilizado a dose de 2
mg/kg (MAGUE et al., 2005; ADRIANI et al., 2006; AUGUSTYNIAK
et al., 2006). A variabilidade talvez seja resultante de diferencas tanto no
tempo como duracdo do tratamento. Por exemplo, enquanto alguns
estudos mostraram esquemas de administracdo dando énfase nas janelas
de desenvolvimento tdo pequenas quanto uma semana (BRANDON et
al., 2001), outras sustentaram tratamento por 4 semanas ou mais (GRAY
et al., 2007; VALVASSORI et al., 2007; THANOS et al., 2007;
BRITTON & BETHANCOURT, 2009). A maioria dos estudos tem
como alvo a adolescéncia precoce (CARLEZON et al., 2003; WILEY et
al., 2009) ou intermediaria (ADRIANIA et al., 2006; AUGUSTYNIAK
et al., 2006).

A via de administracdo da droga é outro ponto em que vem
surgindo grandes discussbes na literatura, segundo Volkow & Insel
(2003) a via de administragdo do MFD usado em animais é tipicamente
por injecdo e ndo oral como ele é usado clinicamente. Os seres humanos
tratados com TDAH recebem MFD por via oral, que pode ser de duas
maneiras: formulagdo de liberagdo imediata administrada duas ou trés
vezes ao dia, quanto na formulagdo de liberagdo prolongada usada
apenas uma vez ao dia (VOLKOW & SWANSON, 2003). Ao contrario
do que é observado na clinica, na maioria dos estudos com animais, 0
MFD é administrado por via intravenosa, intraperitoneal ou subcutanea.
Estudos demonstraram que estas vias de administracdo diferem
significativamente da administracdo oral, especificamente no que diz
respeito & magnitude e tempo até a concentragdo sérica de pico,
semivida e taxa de eliminagdo (KUCZENSKI & SEGAL, 2005) e curso
de tempo de aumento da DA extracelular e respostas locomotoras
(GERASIMOQV et al., 2000; KUCZENSKI & SEGAL, 2001). Assim, a
via de administragdo escolhida para realizar o tratamento crdnico nos
ratos, no presente estudo, foi oral por meio de gavagem levando em
consideragdo os efeitos da droga quando administrada oralmente em
comparagao a outros meios de aplicacéo e o observado na clinica.



56

Desse modo, um més ap6s o termino do tratamento crénico o
primeiro experimento comportamental compreendeu em avaliar os
indices locomotores das linhagens quando expostos ao teste de CA por 5
minutos. O CA é utilizado principalmente para investigar a atividade
locomotora e comportamentos relacionados & ansiedade em roedores
(PRUT & BELZUNG, 2003). A Distancia na area central do aparato
esta mais correlacionada com a emocionalidade do animal, ja a distancia
periférica envolveria predominantemente o0 componente motor
(RAMOS, 2008). Os animais SLA16 exibiram maior distancia total,
distancia periférica e distancia no centro em fémeas e machos e nimero
de entradas no centro so foi visto em fémeas. Assim os resultados
sugerem que a linhagem SLA16 apresenta maiores escores de
locomocéo no teste do campo aberto quando comparados aos controles
SHR, efeito observado em ambos os sexos. Estes resultados sugerem
gue a linhagem SLAL16 apresente um perfil hiperlocomotor e
corroboram que o locus diferencial exerce influéncia sobre a atividade
locomotora (DE MEDEIROS et al., 2013; ANSELMI et al., 2016;
PERTILE et al., 2017).

Né&o foi observado efeito significativo de tratamento nos animais
analisados no teste de CA 1 més ap6s o fim do tratamento com
ritalina®, apenas em machos na distancia total foi visto uma interacdo
sugestiva entre linhagem e tratamento, que aparenta um efeito da
ritalina® na diminuicdo da hiperatividade apenas nos animais SHR.
Estudos encontrados na literatura sdo controversos em relagdo aos
efeitos da ritalina® na hiperatividade em animais que sdo tratados na
adolescéncia, por exemplo, ja foi observado um aumento da atividade
locomotora espontanea (CARLEZON et al., 2003), nenhum efeito
(VALVASSORI et al., 2007) ou diminui¢do da atividade (GRAY et al.,
2007; WILEY et al., 2009). Por exemplo, Somkuwar et al. (2016) relata
em um de seus estudos uma diminuicdo da hiperatividade na idade
adulta de ratos SHR tratados cronicamente com ritalina na adolescéncia.
Estes resultados estendem relatos anteriores que mostram que a
hiperatividade em ratos Sprague-Dawley e SHR adolescentes foi
reduzida durante o tratamento com MFD agudo e sub-cronico
(KUCZENSKI & SEGAL, 2002; UMEHARA et al., 2013).

Em contrapartida, como foi observado no presente estudo que a
ritalina® ndo teve efeito significativo na hiperatividade nos ratos SHR e
SLA16 outros estudos ja observaram também o mesmo fato. Por
exemplo, Ramos, Berton et al. (1997) relataram que é que a
hiperatividade reconhecida nos animais SHR € vista apenas quando os
ratos SHR sdo comparados aos ratos WKY. Van den bergh et al. (2006)
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mencionam que independente da causa da hiperatividade locomotora
vista nos ratos SHR, este aumento néo é reduzido pela administracdo de
MFD. Em contraste, a atividade locomotora dos ratos WKY ¢é atenuada
por MFD. Assim, podemos observar alguns estudos evidenciando que a
linhagem SHR mostra um desempenho ruim e que nem sempre
consegue ser replicavel no teste do CA (FERGUSON et al., 2003;
HARD et al., 1985; KNARDAHL & SAGVOLDEN, 1979; MYERS et
al., 1982; SAGVOLDEN et al., 1993; WULTZ et al., 1990).

Apos o teste do CA para avaliar a atividade locomotora dos
animais, foi realizado o teste de reconhecimento de objetos com o
intuito de avaliar aspectos atencionais das linhagens SHR e SLA16. O
teste de RO em geral, consiste em duas fases. Na primeira fase, o animal
é apresentado ao objeto a ser familiarizado em um ambiente diferente
gue normalmente esta acostumado (treino). Apos a exposi¢do do objeto
familiar o animal é devolvido & sua gaiola por um periodo de retengéo.
Na segunda fase, 0 animal é reexposto ao ambiente do treino e agora
apresentado a dois objetos: o objeto que foi previamente utilizado e um
objeto novo. O reconhecimento de objetos € um teste valido e baseado
na premissa que os animais tém a capacidade de distinguir os objetos
passando mais tempo na exploragdo/avaliacdo do objeto novo (BEVINS,
2006).

Durante a fase de familiarizagdo ndo foi observado diferenca no
ID dos animais das linhagens SHR e SLA16 tanto de fémeas quanto de
machos, mostrando que 0s animais ndo tiveram preferéncia por nenhum
objeto em especifico, o que ja é esperado, pois durante a fase de
familiarizacdo os objetos sdo idénticos. Na fase de teste foi observado,
em fémeas, um efeito significativo de linhagem, onde pode ser visto que
a linhagem SLA16 discriminou mais o objeto novo do que a linhagem
SHR. Fadanni (2018) mostrou em seu trabalho que no teste de RO os
animais machos da linhagem SLA16 exploram mais 0 objeto novo do
gue os ratos SHR, e ndo apresentam diferencas quanto ao objeto
familiar.

Ja foi mencionado em trabalhos anteriores do nosso laboratério
gue o comportamento dos SLA16 parece mudar em relagdo aos ratos
SHR principalmente quanto a pardmetros locomotores quando hd um
fator novidade (DE MEDEIROS et al., 2013; ANSELMI et al., 2016).
Essa busca por novidade pode ser denominada neofilia, definida como a
atracdo que um animal apresenta em relacdo a um objeto ou lugar
basicamente porque é novo (GREENBERG, 2003). Em termos
comportamentais, a neofilia pode ser considerada como uma abordagem
baseada na curiosidade @ (HUGHES, 2007). Entretanto, ja foi
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mencionado em trabalhos anteriores que os ratos SLA16 em relacdo a
memoria de trabalho, parecem ser similares aos SHR (GRANZOTTO,
2016). O teste de RO é um teste classifico para avaliar memoria, mas
por ser um ambiente novo, com um objeto diferente do qual os animais
estavam explorando, a neofilia esta correlacionada, existe uma
comparacdo direta com aprendizado apontando que a linhagem SLA16
apresenta um melhor desempenho em relacéo a linhagem SHR no teste
de RO.

O teste-t quando utilizado no teste do reconhecimento de objetos
tem como abordagem principal comparar a média de cada grupo com o
ID=0, que representa neutralidade (auséncia de preferéncia por um ou
outro objeto). Na hip6tese de diferenca significativa no sentido positivo
(ID>0), sugere-se que 0 grupo explorou mais 0 objeto novo do que o
familiar e, por consequéncia, foi “bem-sucedido” na tarefa (ANTUNES
& BIALA, 2012) foi observado diferenca significativa nas fémeas
SLAILG6 tratadas com ritalina®. Isso sugere que a ritalina® demonstrou
melhora na atencdo, ou na capacidade de discriminacéo de ratas SLAL6,
mas ndo das SHR. Os machos ndo apresentaram efeitos significativos,
apenas um efeito sugestivo foi observado na interacdo entre linhagem e
tratamento, sugerindo que a ritalina® teve a capacidade de aumentar o
poder de discriminacgdo do objeto novo, apenas em machos da linhagem
SLAL6. Este fato sugere uma maior atencdo e estudos voltados para as
fémeas desta linhagem, ja que as mesmas poderiam ser interessantes
para investigar melhor os processos relacionados a atencdo e a memoria
direcionados ao TDAH.

Pietrzak et al. (2006) mencionou melhorias na memdria de curto
e longo prazo em 58% de estudos ap6s tratamento com MFD. Como ja
mencionado anteriormente, a dose utilizada em tratamentos cronicos
com MFD vai ser crucial para um bom desempenho do animal, isso
pode ser observado também no teste de RO. Por exemplo, animais
tratados com as doses de 3 e 5 mg/kg de MFD durante 21 dias
demonstraram prejuizo no reconhecimento de objetos em todos os trés
periodos (habituacdo, treino e teste) (LEBLANC- DUCHIN &
TAUKULIS, 2007).

O terceiro teste realizado nos animais com 1 més apds o fim do
tratamento foi o teste de alternacdo esponténea, este teste avalia atencéo
(KAMIMURA et al., 2001) e memoria de trabalho (SARTER et al.,
1988). Atencdo prejudicada resulta em baixa porcentagem de alternacéo
espontanea, porque os ratos precisam explorar um novo brago em vez de
retornar aos que ja foram visitados anteriormente (KISHIKAWA et al.,
2014). Néao foram observadas diferencas significativas no ndmero de
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alternaces espontaneas em fémeas e machos.

Trabalhos anteriores utilizando o teste de alternacdo espontanea
no labirinto em Y para avaliar meméria em ratos, comparando as
linhagens SHR e SLA16 ndo mostraram diferencgas para a porcentagem
de alternacgdo espontanea (ANSELMI et al., 2016).

O teste de RO e CAE sdo testes relacionados com
aprendizado/memoria, enquanto o RO mostrou diferencas na
aprendizagem o CAE ndo apresentou alteracGes significativas. Galeano
et al. (2014) menciona que discrepancias nos resultados em testes que
tem 0 mesmo objetivo podem estar relacionadas a alguma complexidade
na tarefa, visto que os dois testes ndo possuem um grau de dificuldade
elevado.

O segundo bloco experimental teve como objetivo avaliar os
possiveis efeitos em longo prazo da droga apés a descontinuagdo do
tratamento, com isso 0s animais passaram pelos testes de CA e RO
quatro meses apés o termino do tratamento crénico com ritalina®.
Swanson & Volkow (2008) citam que o0 aumento do uso de MFD para o
tratamento do TDAH em criancas tem despertado a curiosidade dos
pesquisadores para avaliar os efeitos em longo prazo da droga,
principalmente os efeitos do MFD no sistema nervoso em
desenvolvimento (FONE & NUTT, 2005) que continua a se desenvolver
e amadurecer na 22 a 3% década de vida (SOWELL et al., 2003). Além
disso, exposicdo a drogas como cocaina, anfetamina e MFD no cérebro
imaturo pode levar a alteragdes na expressao génica gerando mudangas
permanentes na capacidade de resposta celular e conectividade sinaptica
(ROBINSON & KOLB, 2004; STANWOOD & LEVITT, 2004;
ANDERSEN, 2005).

Poucos sdo os estudos que avaliaram os efeitos de longo prazo do
MFD. Alguns mostraram efeitos prejudiciais, em parte, na idade adulta.
Por exemplo, Somkuwar (2016) mostrou que a interrupcdo do
tratamento na adolescéncia produziu uma reducgéo de longo prazo na
hiperatividade em SHR adultos, mas a consequéncia adversa foi um
aumento da impulsividade nestes ratos. Weissenberger et al. (2001)
apresentou em seu trabalho que o0 MFD administrado em ratos jovens,
resultou em niveis alterados de transportadores de dopamina, que
persistiram até a idade adulta, muito tempo ap6s o término do
tratamento. Outro estudo em ratos descobriu que o MFD prejudicava a
espermatogénese ap0s onze semanas de tratamento, 0 que apontava que
a droga poderia reduzir a fertilidade masculina (KIANIFARD et al.,
2013). Além disso, o tratamento crénico com MFD durante a
adolescéncia, seguido de descontinuagdo do tratamento, aumentou a
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autoadministracdo de cocaina em SHR adultos comparado aos controles
WKY (HARVEY et al., 2011). J& foi observado também que o MFD
cronico nos ratos SHR adolescentes diminui os marcadores de
plasticidade neuronal no cértex pré-frontal (FUMAGALLLI,
CATTANEDO et al., 2010), sugerindo que o cortex pré-frontal pode ser
critico na modulagéo das consequéncias de longo prazo do tratamento
com MFD durante a adolescéncia.

Assim, para avaliar a atividade locomotora dos ratos 4 meses
apos o fim do tratamento cronico com ritalina®, foi utilizado o teste do
campo aberto seguindo 0 mesmo protocolo utilizado 1 més apés o fim
tratamento. Os animais da linhagem SLA16 continuaram exibindo uma
maior locomocdo nos pardmetros avaliados: locomogdo total,
locomocdo periférica, locomocdo no centro, nimero de entradas no
centro e tempo no centro somente foi observado em fémeas. Nos
machos foi observado um efeito de tratamento no parametro tempo no
centro, sugerindo que a ritalina® administrada na adolescéncia teve um
efeito persistente e alterou o tempo no centro destes animais ap6s a
descontinuagdo do tratamento na idade adulta.

Ja no teste de reconhecimento de objetos, ndo foram observados
efeitos significativos de linhagem em ambos os sexos. Porém, os
animais mostraram no teste de fémeas um efeito significativo de
tratamento, sugerindo que os animais tratados com ritalina® exploraram
mais o objeto novo. Ou seja, a ritalina® em longo prazo melhorou a
discriminagdo destes animais. A ideia de que 0 MFD atue na exploragdo
maior de objetos novos em ambas as idades sugere que o MFD pode
alterar a memdria de reconhecimento e/ou também esta correlacionado
com a preferéncia por novidade (HEYSER et al., 2004). A busca por
novidade, neofilia, é um traco bastante presente em humanos
diagnosticados com TDAH, principalmente com o subtipo
impulsivo/hiperativo (PARK et al., 2016).

Andersen (2003) cita que a exposicdo prolongada aos
psicoestimulantes no desenvolvimento de sistemas neuronais imaturos
pode resultar em alteragbes neuronais que em longo prazo sdo
permanentes, resultando em fungdes cerebrais disruptivas que podem
permanecer na idade adulta. As consequéncias do uso do MFD ainda
ndo foram determinadas em populaces clinicas e 0 aumento dramatico
nas prescri¢des destas drogas ao longo da ltima década, tem se tornado
preocupante. A escassez de informagdes sobre possiveis riscos em longo
prazo para o desenvolvimento do cérebro destaca as necessidades de
pesquisas clinicas para determinar a gravidade precisa dos sintomas que
justificam o tratamento com o estimulante (OLFSON et al., 2002). Van
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der marel et al. (2015) mostrou dados interessantes em seu trabalho em
relacdo aos efeitos de longo prazo do MFD. A droga exerce diferentes
efeitos comportamentais em ratos adolescentes e adultos. Por exemplo, a
meméria no teste de reconhecimento de objetos foi prejudicada em ratos
tratados cronicamente na adolescéncia, enquanto o comportamento
depressivo aumentou apenas em ratos tratados durante a idade adulta.
Além disso, independentemente do tempo de tratamento foi observado
efeitos significativos em varias medidas da funcdo e estrutura do
hipocampo.

Outro fato interessante, que foi observado no teste de
reconhecimento de objetos, é que nas fémeas testadas 1 més ou 4 meses
apos o tratamento surgiram efeitos significativos de linhagem e
tratamento. Esse fato reforca o que alguns autores mencionam sobre a
importancia de mais estudos em fémeas, visto que na literatura é
encontrado um maior nimero de pesquisas com machos. Bloom (2012)
menciona que apesar de ser comum a auséncia de estudos com fémeas
na pesquisa cientifica mundial, este fato foi justificado pelo aparente
viés de sexo no TDAH, visto que a taxa de diagnéstico em homens ao
longo da vida é bem maior do que em mulheres. As diferencas nos
indices de diagnostico tém sido sugeridas, a0 menos em parte,
correlacionadas a diferengas nas manifestagdes dos sintomas. Enquanto
0s machos podem apresentar mais problemas comportamentais
relacionados a hiperatividade e impulsividade, as fémeas apresentam
maior ndmero de problemas ligados & desatencdo (GAUB &
CARLSON, 1997; GERSHON & GERSHON, 2002; BIEDERMAN et
al., 2005). Romeo (2003), Sisk & Zehr (2005) mencionam que tais
diferengas entre 0s sexos podem estar relacionadas & reducdo da
espessura do cortex pré-frontal. A adolescéncia é uma época de grandes
mudancas fisiol6gicas nos horménios sexuais que sdo acompanhadas
por mudancas maturacionais marcantes no cérebro, especialmente
mudancas no remodelamento sindptico cortical, como a neurogénese. J&
foi observado em um estudo que ratos machos Sprague-Dawley juvenis
apresentam menor capacidade metabolica do cértex frontal do que
fémeas (SPIVEY et al., 2008).

O diagnostico e o tratamento do TDAH em mulheres,
provavelmente nos préximos anos, aumentara o nimero de pesquisas
sobre possiveis diferencas sexuais em resposta ao tratamento com
psicoestimulantes. Tem sido bem documentado que as mulheres
apresentam respostas diferentes aos tratamentos farmacoldgicos devido
a diferencas de sinalizagdo farmacoldgica especificas do sexo
(desenvolvimento do crescimento e distribuicdo hormonal) (BROWN et
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al., 2000; ZAKHAROVA et al., 2009; TINGEN et al., 2010) e se
mostraram mais sensiveis a alguns dos efeitos dos psicoestimulantes
(WALKER et al., 2001; CARRIER & KABBAI, 2012; CHELARU et
al., 2012; VAN SWEARINGEN et al., 2013). Por exemplo, estudos
investigando respostas comportamentais aos psicoestimulantes mostram
gue essas drogas tém um efeito maior sobre as mulheres do que nos
homens. Especificamente, ratos e camundongos fémeas exibem uma
sensibilizacdo comportamental mais robusta, maior comportamento
estereotipado e também pode ser observado um maior aumento em sua
atividade locomotora quando comparado a ratos machos em resposta a
anfetamina (SCHNEIDER & NORTON, 1979; ROBINSON, 1984).
Outros estudos mencionam que as diferencas entre 0s sexos em
respostas aos psicoestimulantes pode ser devido a diferencas em
horménios presentes em fémeas e machos e, especificamente, presenca
de hormonios ovarianos em mulheres (WENDY et al., 2000). Além
disso, fémeas e machos podem mostrar diferengas em relacdo a
farmacocinética de algumas drogas, como o MFD. Bentley et al. (2015)
relatou que ap6s uma injecdo de 5 mg/kg de MFD em ratos adultos, as
concentracdes cerebrais da droga eram consideravelmente mais altas nas
mulheres. Outro estudo mostrou que individuos que receberam 0.3
mg/kg de MFD por via oral, as mulheres apresentavam concentragdes
plasmaticas mais baixas, mas eram mais sensiveis aos efeitos da droga
(PATRICK et al., 2007).

Outra probabilidade é que as diferengas comportamentais
poderiam ser no nivel da neurotransmissdo, receptores e transportadores
de dopamina no cérebro (POHJALAINEN et al., 1998; ANDERSEN &
TEICHER, 2000; LAVALAYE et al.,

2000; STALEY et al., 2001). Alguns estudos ja mostraram
diferencas na quantidade de dopamina liberada em resposta aos
psicoestimulantes em homens e mulheres (MUNRO et al., 2006). Essas
consideragBes reafirmam a importdncia de uma investigacdo mais
aprofundada em relagdo as respostas comportamentais aos
psicoestimulantes, em ratas, para elucidar os mecanismos subjacentes
gue envolvem as diferencas entre 0s sexos.
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5 CONCLUSOES

Na primeira hipétese deste trabalho foi proposto que linhagem
SLA16 fosse um modelo genético mais adequado para estudar
endofendtipos relacionados ao TDAH. Esta hipotese foi confirmada,
pois a linhagem SLA16 exibiu uma maior hiperatividade locomotora em
varios parametros analisados quando comparado a linhagem SHR e
aparentemente fémeas desta linhagem tem uma melhora na atencédo
guando tratada com ritalina® no teste de RO.

A segunda hipdtese da presente pesquisa menciona que o0
tratamento cronico com ritalina® atenuaria endofendtipos especificos do
TDAH na idade adulta nas linhagens SLA16 e SHR, como a desatencéo
e a hiperatividade. Esta hipdtese foi parcialmente confirmada, visto que
a ritalina® ndo alterou a locomocéo das linhagens SHR e SLA16 no
teste do CA. Porém, em relacdo ao RO, a ritalina® causou melhora na
discriminacdo dos objetos novos nas fémeas da linhagem SLA16, ap6s 1
més. Apds 4 meses, a ritalina® causou melhora na discriminacdo dos
objetos novos nas fémeas das duas linhagens.

Assim, este trabalho sugere a importancia da linhagem SLAL6
como um potencial modelo genético para o estudo de endofenotipos do
TDAH e que o tratamento com ritalina® durante a adolescéncia pode
melhorar aspectos relacionados a atencdo, mas ndo a hiperatividade na
idade adulta. Além disso, ele enfatiza a importancia da utilizacdo de
fémeas na pesquisa basica dos comportamentos relacionados ao TDAH.
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