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RESUMO

O Transtorno de Déficit de Atencdo e Hiperatividade (TDAH) é um distarbio
psiquiatrico que se caracteriza pela manifestacdo de trés sintomas principais:
desatencdo, hiperatividade e impulsividade. E diagnosticado com maior frequéncia
em criancas e adolescentes, podendo permanecer também ao longo da idade
adulta. O modelo mais utilizado em estudos de pesquisa basica, hoje, sdo os ratos
da linhagem espontaneamente hipertensos (SHR). Entretanto, eles apresentam
algumas limitagcOes para o estudo deste transtorno. Em funcéo disso, este trabalho
avaliou endofenétipos do TDAH nas linhagens SHR e congénica SLAL6
(SHR.Lewis/Anxrrl6), com a perspectiva de propor um modelo genético alternativo.
Para avaliacdo de parametros locomotores e de emocionalidade foram realizado
dois testes com ratas de ambas as linhagens: o teste do campo aberto e o teste da
caixa de atividade. Em ambos, as fémeas da linhagem SLA16 apresentaram uma
maior hiperatividade e um comportamento menos ansioso, quando comparadas com
as fémeas SHR. Além disso, ambas as linhagens habituaram aos dois aparatos,
apesar de gque isso ocorreu de uma maneira mais acentuada na caixa de atividade.
Assim, n6s demonstramos que a linhagem SLA16 pode apresentar hiperatividade
exacerbada e menor nivel de ansiedade/emocionalidade de maneira sustentada em
relacdo a linhagem SHR, o que faz deste modelo genético uma ferramenta

importante no estudo do TDAH.

Palavras chave: Hiperatividade, Emocionalidade, Campo Aberto, Fémeas.



ABSTRACT

Attention Deficit and Hyperactivity Disorder (ADHD) is a common neurobehavioral
disorder characterized by the manifestation of three symptoms: inattention,
hyperactivity and impulsivity. It is usually diagnosed in children and adolescents, but
may also persist throughout adulthood. The most widely used model in basic
research today is the Spontaneously Hypertensive Rats (SHR). As it presents some
limitations for the study of this disorder, this work evaluated some of ADHD
endophenotypes in SHR and SLA16 (SHR.Lewis/Anxrrl6) congenic strains, with the
objective of proposing this strain as an alternative genetic model. To measure the
locomotion and emotional parameters, two tests were carried out with female rats of
both strains: the open field test and the activity box test. In both tests, SLA16 females
showed greater locomotion and less anxious behavior when compared to SHR
females. In addition, both strains habituated to the two apparatuses, although this
occurred in a more pronounced way in the activity box test. Thus, we demonstrated
that the SLA16 strain may present exacerbated hyperactivity, and a lower level of
anxiety/emotionality in a sustained manner than the SHR strain, which would make
this genetic model an important tool in the study of ADHD.

Keywords: Hyperactivity, Emotionality, Open Field, Females.



LISTA DE ILUSTRACOES

Figura 1 - Representacao simplificada da neurotransmissdo dopaminérgica ........... 16
Figura 2 - Principais vias dopaminérgicas do Sistema Nervoso Central ................... 17

Figura 3 - Modelos animais propostos para o estudo do TDAH em ratos e
(o= 1 411 T (0] T [0 1 18

Figura 4 - Representacao figurativa do genoma das linhagens SHR, LEW e

0 I N G TP 21
FIgura 5 - CampPo ADEITO ......coo i e 27
Figura 6 - Caixa de AIVIHAAE ..........uuuuiiiiieie e 28
Figura 7 - Distancia total, periférica e central percorridas N0 CA ...........vceiieeeeeeenn. 29
Figura 8 - Porcentagem de locomogao central N0 CA.........uueiiiieiiiiiiiiiiiii e 31
Figura 9 - Tempo de permanéncia Nno centro do CA ..........ouuiiiiieiiieeeieee e, 32
Figura 10 - LocOmMOGAO total NA CALIV .....cccviieeeeiecie e aeaeees 33

Figura 11 — Numero de cruzamentos a cada 5 minutos na CALIV ............eeevvvvveeeenee. 33



LISTA DE QUADROS

Quadro 1 - Evolucéo clinica do TDAH da infancia a adolescéncia................cccceuneee

Quadro 2 - Critérios de diagnéstico de acordo com DMS-V..

Quadro 3 - Apresentacéo clinica do TDAH em cada género



LISTA DE ABREVIATURAS

ANOVA Anadlise de Variancia
Anxrrl6 Anxiety related response QTL 16 (QTL para respostas relacionadas a

ansiedade 16)

CA Campo Aberto

CAtiv Caixa de Atividade

DAT Transportador de Dopamina

HPA Hipotalamo- Hipdfise- Adrenal

LCE Labirinto em Cruz Elevado

LCEM Labirinto em Cruz Elevado Modificado
LEW Lewis

MAO Monoamina Oxidase

NAT Transportador da Noradrenalina

QTL Locus para Caracteristicas Quantitativas
SLA16 SHR.Lewis/Anxrr16

SHR Ratos Espontaneamente Hipertensos
TDAH Transtorno de Déficit de Atencao e Hiperatividade
VMAT Transportador Vesicular de Monoaminas

WKY Wistar-Kyoto



SUMARIO

L INTRODUGAOD ...ttt ettt ettt ettt s te et neenenas 10
1.1 TRANSTORNO DE DEFICIT DE ATENQAO E HIPERATIVIDADE .................. 10
1.1.1 TDAH NO SEXO0 fEMININO.....c.iiiiiiiriiciree e 13

1.2 NEUROBIOLOGIA ...ttt 15
1.2.1 DOPAMINGA. ...ttt s bbb a b s bbb s s ssss s s e s e e e s 15

1.3 MODELOS ANIMAIS DO TDAH ..ottt st 17
1.3. 1 LINNAgemM SHR ...ttt st 19
1.3.2 LINNAGEIM SLA 16 ..ottt te et st te e ssaenseenaens 20

2 JUSTIFICATIV A e e e e e e e e en e 23
S OBUIETIVOS ...t e e e 25
3.1 OBJIETIVO GERAL ...t 25
3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS ..ot esse s sesssses s sesaenans 25

4 MATERIAL E METODOS .....ooviieeeeeeeeteeeeeeete ettt sttt na e ane e ane s 26
I N 11 1 SRS 26
4.2 TESTES COMPORTAMENTAIS ..ot 26
N R OF= 1 1 o o I AN 011 o (o 10U 26
4.2.2 CaixXa de ALIVIAAAE ..ot 27
4.2.3 ANAlISES ESatiStICAS .....cccceiiriiieiieie e 28

5 RESULTADOS . ... e e e e e et e e et e e e et e e e et e e eeeeeanns 29
5.1 EXPERIMENTO 1: CAMPO ABERTO REPETIDO 1 HORA .....ccooiiiiiieeee 29
5.2 EXPERIMENTO 2: CAIXA DE ATIVIDADE REPETIDO 1 HORA.........ccceeuee.e. 32

B DISCUSSAD ...ttt ettt ettt 34
7 CONCLUSAO ...ttt sttt ettt 40
REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS ..ottt 41

ANEXO 1 — ProtoColo PPOOO0S .. .. oo e 48



10

1 INTRODUCAO
1.1 TRANSTORNO DE DEFICIT DE ATENCAO E HIPERATIVIDADE

O Transtorno de Déficit de Atencéo e Hiperatividade (TDAH) caracteriza-se
por uma triade de sintomas basicos: hiperatividade, desatencdo e impulsividade

(DMS-V, 2013). A evolucéo clinica geral desse transtorno esta descrita no quadro 1.

Quadro 1- Evolucéo clinica do TDAH da infancia a adolescéncia.

Fases Caracteristicas

Lactante Bebé dificil, insaciavel, irritado e de dificil consolo, com maior
prevaléncia de colicas, dificuldades de alimentacéo e sono.

Pré-escolar Atividade aumentada ao usual, dificuldades de ajustamento,

teimosia, irritacdo e extremamente dificil de satisfazer.

Escola . . . .
Incapacidade de colocar foco, distragéo, impulsivo,

Elementar desempenho inconsciente, presencga ou ndo de hiperatividade.

o Inquieto e com desempenho inconsistente, sem conseguir
Adolescéncia | colocar foco, dificuldade de memoria na escola, abuso de
substancia, acidentes.

Fonte: Adaptado de Rohde et. al. (2004).

Estima-se que ele seja uma das principais causas do encaminhamento das
criangas ao sistema de saude (SANTOS; VASCONCELOS, 2010). Acometendo
cerca de 5% das criangas e 2,5% dos adultos (DSM-V, 2013). Apesar de se mostrar
mais prevalente em criancas e adolescentes em fase escolar, atingindo cerca de 5,7
a 7,1% dessa faixa etaria (POLANCZYK et al., 2007), cerca de 50 a 65% das
criancas diagnosticadas continuam a apresentar severos sintomas até a vida adulta
(SANTOS; VASCONCELOS, 2010; FARAONE; BIEDERMAN, 2005). Estudos
apontam uma tendéncia a diminuicdo dos sintomas de hiperatividade ao decorrer do
seu crescimento, diferente dos sintomas de desatencdo que tendem a permanecer
ao longo dos anos (SWANSON et al., 1998). Perante os sexos a prevaléncia é de
9:1 a 2,5:1 (meninos: meninas), entretanto, pesquisas ja apontam um aumento da
incidéncia entre meninas (ANDRADE et al., 2011).

O TDAH possui uma etiologia multifatorial proveniente tanto de fatores
ambientais como de fatores genéticos (COUTO; MELO-JUNIOR; GOMES, 2010).
Dentre os fatores ambientais, a exposi¢cao ao fumo e alcool durante a gestacao pode
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elevar o risco do desenvolvimento do transtorno. Ja os fatores genéticos tém se
mostrado importantes nas pesquisas realizadas com gémeos monozigoticos,
dizigbticos e estudos de adocdo as quais constatam uma herdabilidade maior que
70% (COUTO; MELO-JUNIOR; GOMES, 2010; ROHDE; HALPERN, 2004). Além
disso, em aproximadamente 50% dos casos de TDAH estdo associados com outras
comorbidades psiquiatricas. Dentre elas, destaca se o Transtorno de Conduta e
Transtorno Opositor Desafiante, com aproximadamente 30% a 50%, e o0s
Transtornos de Ansiedade, com 25% (SANTOS; VASCONCELOS, 2010).

O diagndstico do TDAH € estabelecido a partir do histérico clinico do
paciente, ndo possuindo nenhum marcador biolégico, ou teste laboratorial, que
comprove seu diagnostico (TRIPP et al., 2009). Diretrizes para essa analise clinica
foram determinadas pelo Manual de Diagndstico e Estatistica de Transtornos
Mentais (DSM). Elas estabelecem a necessidade de pelo menos seis sinais de
desatencdo e/ou hiperatividade/impulsividade (Quadro 2). Além disso, o DSM-V
preconiza que esses devem se manifestar antes dos 12 anos de idade, em mais de
um ambiente (escola, trabalho, casa), de uma maneira significativamente prejudicial
ao individuo e com uma duragédo minima de seis meses.

Categorizam-se as manifestacdes clinicas do TDAH em trés subtipos:
predominantemente hiperativo (cerca de 5%), predominantemente desatento (entre
10 e 15%) ou o quadro combinado (aproximadamente 80%) (ANDRADE et al.,
2011). Criancas que apresentam o primeiro subtipo se mostram mais agressivas e
tendem ser rejeitadas pelos colegas, ja as do segundo tipo exibem dificuldade
académica e as do terceiro retratam um dano perante todo o funcionamento
(SANTOS; VASCONCELOS, 2010). Além disso, estudos indicam uma maior
prevaléncia do subtipo desatento entre o sexo feminino (DSM-V, 2013; SANTOS;
VASCONCELOS, 2010).
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Quadro 2 - Critérios de diagnéstico de acordo com DSM-V

Subtipo

Critérios

Desatencao

Frequentemente ndo presta atencdo em detalhes ou comete erros
por descuido em tarefas escolares, no trabalho ou durante outras
atividades.

Frequentemente tem dificuldade de manter a atencéo em tarefas ou
atividades ladicas.

Frequentemente parece ndo escutar quando alguém lhe dirige a
palavra diretamente.

Frequentemente ndo segue instrucdes até o fim e ndo consegue
terminar trabalhos escolares, tarefas ou deveres no local de
trabalho.

Frequentemente tem dificuldade para organizar tarefas e atividades.

Frequentemente evita, ndo gosta ou reluta em se envolver em
tarefas que exijam esforco mental prolongado.

Frequentemente perde coisas necessarias para tarefas ou
atividades.

Com frequéncia é facilmente distraido por estimulos externos.

Com frequéncia é esquecido em relacéo a atividades cotidianas.

Hiperativo

Impulsivo

Frequentemente remexe ou batuca as médos ou oS pés ou se
contorce na cadeira.

Frequentemente levanta da cadeira em situacées em que se espera
que permaneca sentado.

Frequentemente corre ou sobe nas coisas em situacdes em que
isso é inapropriado. (Nota: Em adolescentes ou adultos, pode se
limitar a sensagdes de inquietude.)

Com frequéncia € incapaz de brincar ou se envolver em atividades
de lazer calmamente.

Com frequéncia “ndo para”, agindo como se estivesse “com 0 motor
ligado”.

Frequentemente fala demais.

Frequentemente deixa escapar uma resposta antes que a pergunta
tenha sido concluida.

Frequentemente tem dificuldade para esperar a sua vez.

Frequentemente interrompe ou se intromete.

Fonte: Adaptado de DSM-V (2013).
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1.1.1 TDAH no sexo feminino

Como ja apresentado anteriormente ha uma diferenca geral de subtipo entre
0S (@éneros, sendo as meninas mais desatentas e 0S meninos mais
hiperativos/impulsivos. Tendo também uma prevaléncia superior dos meninos nos
diagnosticos, apesar dessa diferenca diminuir quando referente a adultos (5,4% em
homens para 3,2% em mulheres) (KESSLER et al., 2006), todavia as mulheres
tendem a serem diagnosticadas mais tarde (GREVET et al., 2006). Isso leva as
mulheres apresentarem sintomas mais graves (OHAN; VISSER, 2009).

A clinica apresentada pelo sexo feminino pode ser uma das causas desse
diagnéstico tardio. Uma vez que os sintomas por elas apresentados (esquecimento,
desorganizacao, baixa autoestima, ansiedade) ndo sao tao evidentes quanto os do
sexo masculino. Por isso, normalmente quem nota 0s sintomas em meninas sdo 0s
pais, ndo os professores (OHAN; VISSER, 2009), visto que os professores as
comparam com 0s garotos e 0s pais com as outras garotas (QUINN; MADHOO,
2014). Vale ressaltar que nem sempre a dificuldade académica e/ou deficiéncia de
aprendizado sera evidente desde cedo, pois as meninas tendem a se dedicar muito
para atingir as expectativas dos pais e professores e esconder/superar as
dificuldades. Logo a baixa produtividade pode aparecer s6 quando o nivel de
exigéncia se torna maior do que elas conseguem lidar, principalmente no ensino
superior (QUINN, 2005).

Além disso, as mulheres e meninas costumam internalizar seus sintomas e,
assim, se tornarem ansiosa, depressivas e sofrerem com desregulacdo emocional
(ROBINSON et al.,2008; QUINN, 2005). A presenca dessas comorbidades, sendo
elas independentes ou consequéncias do TDAH, dificulta ainda mais o diagndéstico
do transtorno. Levando assim a um diagnostico equivocado. Dessa maneira meninas
com TDAH sdo comumente tratadas para depresséo antes de serem diagnosticadas
com TDAH (QUINN, 2005). Corroborando com isso Quinn e Wigal (2014) reportaram
que 14% das meninas com TDAH tomavam antidepressivos antes de serem tratadas
para esse transtorno, em comparagdo com apenas 5% dos meninos.

A clinica do subtipo hiperativo e impulsivo no género feminino, por sua vez,
também se difere da apresentada pelo género masculino. As meninas tendem a ser
mais falantes e/ou disturbios emocionais do que terem uma hiperatividade motora

(QUINN, 2005), todavia sao diagnosticadas erroneamente para o transtorno bipolar
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(QUINN, 2005; WAITE, 2007). Além disso, elas possuem um maior risco de cometer
abuso de substancias e promiscuidade (QUINN, 2005), apesar de haver
controvérsias na literatura. Em uma pesquisa entre os professores foram relatados
atitudes sexuais mais promiscuas em meninas com TDAH (44%) do que em
meninos com o transtorno (28%) (QUINN; WIGAL, 2014). Vale ressaltar que esse
resultado foi obtido pela observagdo de professores, 0s quais podem avaliar uma
atitude como promiscua das meninas, porém essa mesma ser avaliada como normal
nos meninos. Essa diferenca de julgamento € comum, visto que 0s conceitos na
sociedade diferem perante 0s sexos.

Essas diferengas clinicas observadas em meninos e meninas (resumidas no
Quadro 3) exemplifica que o desenvolvimento do transtorno ocorre de maneiras
diferentes em cada género ressaltando a importancia de se estudar cada um deles.

Para isso a necessidade da insercdo do género feminino nas pesquisas cientificas.

Quadro 3 - Apresentacao clinica do TDAH em cada género

Variavel Género
Feminino Masculino
Subtipo
predominante Desatento Hiperativo/Impulsivo

Demonstracéo dos
sintomas Internaliza Externaliza

Ansiedade Depresséao

Depresséao Transtorno de Conduta
Transtorno Opositor Desafiador | Transtorno por uso de
substancias

Comorbidades
psiquiatricas
comuns

Mecanismo de
enfrentamento Esforco académico/ profissional

Percepcéo de problemas
académicos, depressao e baixa
autoestima mais frequentes.
Outros Comportamento promiscuo.
Maior autoavaliacéo.
Dificuldade de se relacionar
com colegas.

Percepcéo de perturbacgéo
em sala de aula é mais
comum.

Imprudéncia ao volante.

Fonte: Adaptado de Quinn e Madhoo (2014).
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1.2 NEUROBIOLOGIA

A principal hipétese considera que a neurobiologia do TDAH decorre de uma
hipofuncdo dopaminérgica nas regides frontal, subcortical e limbica principalmente.
Além disso, pesquisas apontam que também ocorre a participagdo do sistema
noroadrenérgico (COUTO; MELO-JUNIOR; GOMES, 2010; FARAONE;
BIEDERMAN, 2005). Essas hipéteses sao reforcadas pelo fato de que inibidores da
recaptacdo da dopamina (metilfenidato) e da noradrenalina (antidepressivos
triciclicos) ocasionam uma melhora da sintomatologia do TDAH (BIEDERMAN;
SPENCER, 1999; SEEMAN; MADRAS, 1998). Além disso, estudos genéticos
apontam que a maioria dos genes envolvidos nesse transtorno estdo ligados ao
sistema das catecolaminas, como, por exemplo, o gene codificador do transportador
da dopamina (DAT), do transportador da noradrenalina (NAT) e dos receptores
dopaminérgicos D4 e D5 (COUTO; MELO-JUNIOR; GOMES, 2010).

1.2.1 Dopamina

A dopamina é sintetizada a partir da tirosina, proveniente da alimentacéo, no
citoplasma do neurénio, e entdo transportada para as vesiculas de armazenamento
através da proteina transportadora vesicular de monoaminas (VMAT). Com a
estimulacao do neurénio, a VMAT funde se com a membrana e libera a dopamina na
fenda sinaptica. Depois de liberada, a dopamina possui algumas opcdes. A primeira
€ interagir com 0s receptores pés-sindpticos acoplados a proteina G, 0s quais séo
divididos em duas familias. A familia D1 (receptores D1 e D5) que tem funcéo
excitatoria e a familia D2 (receptores D2, D3 e D4) com funcao inibitéria. As outras
opcbes seriam de se ligar aos receptores pré-sinapticos D2, ou de ser recaptada
pelo neurdnio pré-sinaptico pelo DAT. Apés a recaptacdo, a dopamina pode ser
reciclada voltando para as vesiculas pela VMAT ou degradadas pelas enzimas
monoamina oxidase (MAO) (STANDAERT; GALANTER, 2009), esquematizado na
figura 1.
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Figura 1- Representacado simplificada da neurotransmissao dopaminérgica
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Fonte: Adaptado de Standaert e Galanter (2009).

Como representado na figura 2, o cérebro contém quatro principais vias
dopaminérgicas: a mesocortical, responsavel pelo controle da fungdo cognitiva
(memodria, atencado, planejamento e flexibilidade comportamental); a mesolimbica,
pelas respostas de prazer e refor¢o positivo; a nigroestriatal, pelo controle motor, e a
tuberoinfundibular; pela regulagdo hormonal. Os corpos celulares neuronais dessas
vias se encontram na area tegmentar ventral (mesocortical e mesolimbica), na
substancia negra (nigroestriatal) ou, ainda, no nucleo arqueado do hipotalamo
(tuberoinfundibular). Eles se projetam para o cortex pré-frontal, para o nucleo
accumbens do estriado, para o estriado e para a hipofise, respectivamente
(BRESSAN; CRIPPA, 2005; CARLEZON; THOMAS, 2009; ERNST; LUCIANA, 2015;
FLORESCO; MAGYAR, 2006; ROMANOS et al., 2010). Por isso, em relacdo ao
desenvolvimento sintomatolégico do TDAH, o coértex pré-frontal e o estriado séo

classicamente consideradas as regides cerebrais mais importantes.
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Figura 2 - Principais vias dopaminérgicas do Sistema Nervoso Central
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Fonte: Ernst e Luciana (2015); Adaptado por Granzotto (2016).

1.3 MODELOS ANIMAIS DO TDAH

Por aproximadamente 150 anos, sdo desenvolvidos modelos animais para o
estudo do mecanismo, da causa e da terapia de doencas humanas (FAGUNDES et
al., 2004), uma vez que esses possibilitam condi¢cbes padronizadas e controladas de
experimentacdo, o que ndo é possivel com os humanos (JACOB, 2010). Porém,
para que um animal sirva de modelo, é necessario que ele possua caracteristicas
semelhantes ao referencial e seja de facil manipulacdo (FAGUNDES et al., 2004).
Por atender a essas especificagbes, os roedores estdo sendo muito utilizados em
pesquisas biomédicas. Além disso, em relacdo a genética e fisiologia, os roedores
possuem uma alta similaridade com os humanos (BRYDA, 2013).

Contudo existem limitagbes para o uso de modelos animais no estudo de
transtornos psiquiatricos, uma vez que os transtornos humanos possuem fortes
caracteristicas subjetivas que ndo podem ser avaliadas em animais (DAVIDS et al.,
2003; SAGVOLDEN et al., 2005). Para uma melhor padronizacdo, que permita uma
andlise clara e objetiva, € necessario que se estabelecam critérios para validar o
modelo. No caso do TDAH, o modelo precisa validar tanto os fatores de analogia

(endofendtipos de impulsividade motora, hiperatividade e prejuizos nas tarefas que
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exigem atencdo sustentada), como os fatores de homologia (predisposi¢oes
genéticas, disfun¢des neuroestruturais e funcionais compativeis com o TDAH,
disfuncbes nas vias dopaminérgicas e em outras vias monoaminérgicas), e ainda
como os fatores preditivos (resposta aos farmacos utilizados na clinica do
tratamento do TDAH) (SAGVOLDEN et al., 2005).

Nenhum dos modelos animais usados hoje foi desenvolvido com o propdsito
de abranger as propriedades multifatoriais e genéticas do TDAH (MAJDAK et al.,
2016). Por isso, apesar da grande quantidade de modelos animais com
caracteristicas hiperativas, poucos cumprem com todos o0s critérios necessarios,

como observado na figura 3.

Figura 3 - Modelos animais propostos para o estudo do TDAH em ratos e camundongos.

MODDELD AMIMIAL

PREDITIVD HOMOLDGIA AMALDGIA
Metilfenidato DAT Dol HiperatividedeDesatengioimpualsividade
Lesdo neonatal com 8-0OHD# Sim Sim 5im Sim
Madelo da hipdsia neonatal . Mo d aim
Modelo Brdlk-neonatal L] Sim
Stunting Lerebelar Nao Sim
hradiagio cerebelar Sim Sim
1z T T Il T T T |
Ratos WEHA k3o Sim gim Hm
Ratos NHE Sim Sim Sim
CRmMUnOongol running alm . aim .
Camundongos coloboma Ko Sim
Camundongos acallosal Sim Sim
Camundonges DAT KD Sim S5im Sim - Sim
Camundongos DATED Sim Sim Sim
Mutigbes na tireoide Nao Sim Sim Sim
Rato hipos ses ual Simi Simi

Fonte: Adaptado de Pandolfo (2010).

Dentre os modelos representados acima, 0os mais estudados sdo os ratos
neonatos lesionados com 6-hidroxidopamina (6-OHDA), os ratos Naple com alta
excitabilidade (NHE), os camundongos knockout para o DAT (DAT KO) e,
principalmente, o0s ratos espontaneamente hipertensos (SHR) (RUSSELL;
SAGVOLDEN; JOHANSEN, 2005).
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1.3.1 Linhagem SHR

A linhagem de ratos espontaneamente hipertensos (SHR) surgiu a partir da
selecdo de ratos Wistar-Kyoto (WKY). Inicialmente foram selecionados ratos que
apresentavam elevada pressao arterial sistélica. Com sucessivos cruzamentos
dessa selecao, os pesquisadores japoneses Okamoto e Aoki (1963) obtiveram ratos
isogénicos que desenvolvem naturalmente hipertensao arterial (BEIERWALTES;
ARENDSHORST; KLEMER, 1982).

Os ratos da linhagem SHR sao, atualmente, o modelo animal mais utilizado
para o estudo do TDAH. Isso se deve ao fato dessa linhagem apresentar algumas
caracteristicas relacionadas ao transtorno, como uma hipofuncdo dopaminérgica
(RUSSELL et al, 1998), que corrobora com a teoria dopaminérgica do
desenvolvimento do TDAH. A neuropatologia causadora dessa hipofuncdo nos
SHRs seria decorrente do armazenamento vesicular precério do neurotransmissor
no coértex pré-frontal e nicleo accumbens (NAc) (RUSSELL et al.,, 1998), da
expressdo aumentada dos receptores D1 e D5 no estriado e NAc (CAREY et al.,
1998), do aumento do metabdlito da dopamina no hipocampo dos SHRs
(CHIAVEGATTO et al., 2009) e, também, da alta expresséo do transportador DAT e
do receptor D2 (RUSSELL et al., 1998; 2000). Além disso, os ratos SHR apresentam
fendtipos compativeis com o0s principais sintomas vistos em paciente com TDAH:
atencao sustentada deficiente, impulsividade motora e hiperatividade (SAGVOLDEN
et al., 2000; 2005).

Entretanto, a linhagem SHR apresenta certas limitagbes como modelo para o
estudo do TDAH. Dentre elas, se destaca a hipertensédo espontanea (DAVIDS et al.,
2003; SAGVOLDEN et al., 2005), que nem sempre esta associada ao TDAH em
humanos. Além disso, a utilizagdo dos farmacos psicoestimulantes no tratamento do
TDAH poderia prejudicar ainda mais o funcionamento cardiovascular
(WINTERSTEIN et al., 2009).

Apesar de muitos considerarem que a linhagem SHR responde ao fator
preditivo do TDAH por possuir uma resposta positiva ao metilfenidato (MYERS,
MUSTY & HENDLEY, 1982; SAGVOLDEN et al.,, 1992), outros pesquisadores
apontam que a administracdo de metilfenidato na adolescéncia dos SHR ocasiona
um aumento nos indices experimentais de ansiedade na fase adulta
(VENDRUSCOLDO et al., 2008).
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1.3.2 Linhagem SLA16

Em 1997, Ramos e colaboradores demonstraram, em diferentes testes
comportamentais, que a linhagem SHR se aproximava mais das areas aversivas que
a linhagem Lewis (LEW), porém suas atividades locomotoras nao se distinguiam. Em
razdo disso, constataram que os ratos SHR possuem um comportamento menos
“ansioso” que os ratos LEW.

ApOs um estudo realizado com intercruzamentos dessas linhagens, a
diferenga comportamental observada anteriormente foi atribuida a fatores genéticos
(RAMOS et al.,, 1998). Numa busca por essa base genética, 0os pesquisadores
identificaram, através de uma analise de QTL realizada com os animais F2 desses
intercruzamentos (hibridos), o locus Anxrrl6 no cromossomo 4. O qual demonstrou
influenciar na locomocé&o central do campo aberto, uma medida comportamental
indicativa de emocionalidade.

A fim de investigar a influéncia desse locus sobre esses tipos de
comportamentos, principalmente o “tipo ansioso”, desenvolveu-se, no Laboratério de
Genética do Comportamento na Universidade Federal de Santa Catarina, a
linhagem SLA16 (SHR.Lewis/Anxrrl6). Sua constru¢cdo ocorreu por meio de
sucessivos retrocruzamentos entre as linhagens SHR (receptora) e LEW (doadora),
resultando num genoma inteiramente da linhagem SHR, com excecao do locus de
interesse proveniente da linhagem LEW (MEDEIROS et al., 2013), como
representado na figura 4.



21

Figura 4 - Representacao figurativa do genoma das linhagens SHR, LEW e SLA16.
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Fonte: Adaptado de Granzotto (2016).

Alguns estudos anteriores do nosso laboratério apontaram algumas
similaridades e diferencas entre as linhagens SHR e SLA16. A linhagem SLA16
apresenta, em seu hipocampo, concentracées de DAT e D2 similares as da SHR,
sugerindo, entdo, possuir a mesma hipofuncdo dopaminérgica (CORVINO, 2015).
Além disso, a sua memoéria de trabalho se mostrou equivalente a da linhagem SHR
(GRANZOTTO, 2016).

Entretanto, umas das vantagens é que essa linhagem exibe uma menor
pressdo arterial (CORREA, 2015) e um comportamento ainda mais ativo comparado
com os SHR frente ao fator novidade (MEDEIROS et al.,, 2013; ANSELMI et al.,
2016). Esse interesse por novidade € denominado neofilia, uma das principais
caracteristicas presentes em humanos com TDAH, principalmente no subtipo
hiperativo impulsivo (PARK et al., 2016). Juntas, essas caracteristicas sugerem a
linhagem SLA16 como um melhor modelo genético para o estudo de endofendtipos
referentes a esse transtorno, do que os ratos SHR.

Um estudo realizado no nosso laboratério analisou alguns fatores de atencéo
e locomocao de fémeas e machos SLA16 e SHR quando tratados cronicamente com
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7

metilfenidato, um psicoestimulante bloqueador do DAT. Ele € o medicamento de
primeira escolha para TDAH, pois quando utilizado cronicamente atenua 0s seus
sintomas. O uso cronico em ratas e ratos SLA16 e SHR sugeriu que as fémeas da
linhagem isogénica possuem uma melhora na atencdo na idade adulta, porém
nenhuma alteracao do perfil locomotor de nenhuma linhagem ou sexo. Enfatizando
as fémeas da linhagem SLA16 como possivel modelo para estudo de atencdo em
TDAH (SQUARIZ, 2018).
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2 JUSTIFICATIVA

A baixa representatividade de fémeas nos estudos com animais tem ganhado
atencao nos ultimos anos. Nos estudos bioldgicos, apenas 2 em cada 10, utilizam
fémeas em suas pesquisas. A neurobiologia é uma das areas com menor incluséao,
tendo apenas 9% dos seus estudos somente com fémeas e, dos 25% que utilizam
ambos 0s sexos, apenas 5% desses analisam as diferencas entre eles. Perante
isso, em 2014, a National Institutes of Health (NIH) instituiu politicas encorajadoras a
fim da utilizacdo de animais de ambos o0s sexos nas pesquisas, considerando a
diferenca sexual como uma variavel biolégica (BEERY, 2018).

Os argumentos utilizados para justificar essa baixa adeséo as fémeas séo: a
maior variabilidade das fémeas, principalmente pelo seu ciclo hormonal, a
preocupagao que a utilizacdo de ambos os sexos aumente a dispersdo de
resultados e, assim, diminua o poder estatistico, e que a atencdo para as diferencas
entre os sexos, na fase pré-clinica, enfatize algo que clinicamente ndo tenha tanta
significancia ou, até mesmo nao se reproduza (BEERY, 2018).

Contrapondo o primeiro argumento, analises empiricas mostraram que a
variabilidade das fémeas nao é superior que a dos machos. Os métodos de analise
fatorial, por sua vez, resultariam em uma baixa ou em nenhuma perda do poder
estatistico, exceto quando héa interacdo entre sexo e tratamento. Nesse caso seria
necessario analisar ambos 0s sexos juntos e depois realizar um estudo especifico
para cada. Além disso, em questdo de reprodutibilidade das diferencas sexuais de
animais para humanos, sdo necessarios estudos comparativos entre espécies e
estudos correspondentes em humanos. Sempre lembrando que os estudos com
roedores possuem limitacdes que devem ser observadas, ndo possibilitando uma
translacao tao direta e simplista. Todavia, ndo devemos subestimar esses estudos,
uma vez que eles podem indicar a conservagcdao e compartilhamento dos
mecanismos subjacentes (BEERY, 2018).

Esse cenario se reproduz nas pesquisas relacionadas ao TDAH, apesar de
algumas excec¢0les ja4 apontarem as ratas fémeas como bom modelo de estudo, uma
vez que apresentam varios endofenétipos com pouca ou nenhuma interferéncia
relevante do seu ciclo hormonal. Um exemplo é o estudo realizado por Berger e
Sagvolden (1998) com fémeas e machos SHR e WKY, no qual ele indica que os

machos SHR apresentam uma hiperatividade maior que as fémeas, porém as
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fémeas SHR apresentam um déficit de atencdo maior. Essas caracteristicas
fenotipicas encontradas condizem com as diferengas clinicas encontradas, onde o
sexo masculino apresenta mais o transtorno tipo hiperativo e o sexo feminino, o tipo
desatento.

Portanto, no presente estudo, pretende-se realizar uma analise comparativa
entre as fémeas das linhagens SHR e SLA16 para alguns endofenétipos do TDAH a

fim de propor essas ratas como um importante modelo genético no estudo do TDAH.
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Investigar endofendtipos relacionados ao TDAH nas fémeas das linhagens de
ratos SHR e SLA16.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Analisar os perfis comportamentais das ratas SHR e SLA16 quando
submetidas, repetidamente, a testes de emocionalidade.

Analisar os perfis comportamentais das ratas SHR e SLA16 quando
submetidas, repetidamente, a testes de atividade motora.

Comparar os perfis comportamentais das duas linhagens entre si para propor

o melhor modelo de avaliacdo de endofendtipos do TDAH.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 ANIMAIS

Foram utilizadas ratas das linhagens SLA16 e SHR com, aproximadamente, 3
meses de idade, criadas no Laboratério de Genética do Comportamento. Os animais
foram alojados em caixa-moradia coletivas (5 a 6 ratas por caixa), mantidos sob
temperatura controlada (22 + 2°C), com ciclo claro/escuro de 12h (luz das 7h as
19h), com agua e comida ad libitum. Todos os experimentos deste trabalho
seguiram as normas preconizadas pela Comissédo de Etica no Uso de Animais da
Universidade Federal de Santa Catarina (CEUA/UFSC), e foram aprovados sob o
protocolo PP0O0903 (Anexo 1).

4.2 TESTES COMPORTAMENTAIS

4.2.1 Campo Aberto

O aparato do campo aberto consiste em uma caixa de madeira que possui
uma arena preta fosca de 1 m? cercada por paredes brancas de 40 cm de altura
(Figura 5). Os primeiros 10 cm? adjacentes as paredes constituem a area periférica e
o quadrado central de 90 cm?, a regido central. A exposicdo do animal a um
ambiente estranho, aberto e com luz permite avaliarmos o fator emocionalidade e a
locomog¢éo do animal. Com esse propésito, cada fémea (7 de cada linhagem, com
10 semanas de idade) foi posicionada no centro do campo aberto e testada durante
1h, por 5 dias consecutivos. O teste foi filmado pelo sistema de cameras
posicionadas acima do aparato, e, posteriormente, analisado pelo software de
rastreamento Anymaze® (Stoelting, USA).

Os parametros analisados foram: locomocado total, locomocéo central,
locomocéo periférica, tempo de permanéncia no centro, porcentagem de locomocao

central.
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Figura 5 - Campo Aberto

Fonte: Medeiros (2012); Adaptado por Granzotto (2016).

4.2.2 Caixa de atividade

A caixa de atividade consiste numa caixa de madeira de 70 cm de
comprimento por 23 cm de largura, com paredes de 22 cm de altura (Figura 6).
Possui uma tampa de acrilico transparente e uma grade metalica no fundo. H4 trés
sensores infravermelhos, distribuidos pela caixa, acoplados com um dispositivo
contador. Esse contabiliza o nimero de vezes que o animal passou por cada sensor,
mostrando imediatamente no seu visor digital. Por isso, 0 uso desse aparato tem
como finalidade medir a atividade locomotora do animal em um ambiente muito
parecido com sua caixa moradia.

A fim de comparar a atividade locomotora das linhagens SHR e SLA16, 8
fémeas (12 semanas de idade) de cada linhagem, individualmente, foram expostas a

caixa de atividade por um periodo de 1h, ao longo de 5 dias consecutivos.



28

Figura 6 - Caixa de Atividade

Fonte: Medeiros (2012).

4.2.3 Analises estatisticas

As andlises estatisticas foram realizadas pelo software Statistica®, versao 10
(StatSoft Inc., Tulsa, Oklahoma, USA). Os dados foram submetidos ao teste de
normalidade (teste de Kolgomorov-smirnov) e a Analise de Variancia (ANOVA).
Utilizou-se uma ANOVA de medidas repetidas e, sempre que necessario, foi
realizado o teste post hoc de Newman-Keuls. O nivel de significancia utilizado, em
todo o trabalho, foi p<0,05. Caso o valor de p fosse <0,01 ou <0,001, retratamos

como sendo muito significativos e extremamente significativos, respectivamente.
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5 RESULTADOS

5.1 EXPERIMENTO 1: CAMPO ABERTO REPETIDO 1 HORA

Os dados do CA repetido por uma hora, durante cinco dias, mostraram um
efeito do fator linhagem nos parametros: locomocéao total [F(1,12)=9,2943, p=0,01,
SLA16>SHR], locomocéao central [F(1,12)=13,523, p=0,003, SLA16>SHR] (Figura 7).
A Unica medida que nao apresentou tal efeito foi a locomocado periférica
[F(1,12)=3,7708, p=0,07, SLA16>SHR]. O fator repeticdo apresentou efeito
significativo para locomoc¢éo total [F(4,48)=3,5176, p=0,01], locomog¢éo central
[F(4,48)=7,2683, p=0,0001] (Fig.1). Ja para locomocédo periférica, novamente, nao
demonstrou ser significativa [F(4,48)=1,3278, p=0,27]. Apoés realizacdo do post-hoc
de Newman-Keuls, constatou-se que ambas as linhagens apresentaram uma
diminuicdo na locomocé&o no quarto dia. Todavia o perfil hiperlocomotor da linhagem
SLA16, perante a SHR, permaneceu durante os 5 dias, mesmo com uma pequena
habituacao.

Figura 7- Distancia total, periférica e central percorridas no CA
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Resultados expressos em médias + E. P. M. Efeito linhagem: (A) * p<0,05, (B) p=0,076 e (B) **
p<0,01, comparado as linhagens SLA16 e SHR. Efeito repeticdo: (A) $ p<0,05 e p= 0,059 comparado

com o primeiro e segundo dia, (B) $ p<0,05 e $$ p<0,01 comparado com o primeiro dia.
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A ANOVA de medidas repetidas constatou que perante a area central do
aparato, considerada a regiao aversiva, houve um efeito do fator de linhagem para
0os parametros de porcentagem de locomocdo central [F(1,12)=7,3174, p=0,02
SLA16>SHR] (Figura 8) e tempo de permanéncia no centro [F(1,12)=5,5758, p=0,03,
SLA16>SHR] (Figura 9). Além disso, o fator repeticdo exibiu um efeito significativo
tanto para porcentagem de locomoc¢éo central [F(4,48)=6,7028, p=0,0002], como
para tempo de permanéncia no centro [F(4,48)=3,9541, p=0,007]. Com o post-hoc
de Newman-Keuls percebemos que houve uma diminuicdo da porcentagem de
locomocgéo central e do tempo no centro das duas linhagens a partir do terceiro dia,

0 que corrobora com a habituacdo constatada anteriormente.

Figura 8 - Porcentagem de locomocéo central no CA
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Resultados expressos em médias + E. P. M. Efeito linhagem: * p<0,05 comparado as linhagens
SLA16 e SHR. Efeito repeticdo: $ p<0,05 e $$ p<0,01 comparado com o primeiro e o segundo dia.
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Figura 9 - Tempo de permanéncia no centro do CA
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Resultados expressos em médias + E. P. M. Efeito linhagem: * p<0,05 comparado as linhagens

SLA16 e SHR. Efeito repeti¢cdo: $ p<0,05 e p=0,079 comparado com o segundo dia.

5.2 EXPERIMENTO 2: CAIXA DE ATIVIDADE REPETIDO 1 HORA

No segundo experimento, os animais foram expostos a CAtiv por cinco dias,
durante uma hora diaria. Esse protocolo revelou um efeito linhagem no ndmero de
cruzamentos [F (1,14)= 5,9700, p=0,02], tendo a linhagem SLA16 se locomovido
mais que a SHR. Além disso, percebeu-se um efeito de repeticédo [F(4,56)= 6,9904,
p=0,0001], sugerindo que houve uma habituagcdo de ambas as linhagens. Apds a
realizagédo do post-hoc de Newman-Keuls, observamos que todos os dias se diferem

do primeiro, afirmando a habituac&o sugerida (Figura 10).
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Figura 10 - Locomocao total na CAtiv
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Resultados expressos em médias + E. P. M. Efeito linhagem: * p<0,05 comparado as linhagens

SLA16 e SHR. Efeito repeti¢cdo: $$ p<0,01 e $$$ p<0,001, comparado com o primeiro dia.

Com as curvas diarias das duas linhagens percebe-se que seus perfis
comportamentais se tornam mais semelhantes com o decorrer dos cinco dias (Figura

11).

Figura 11 - Nimero de cruzamentos a cada 5 minutos na CAtiv
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6 DISCUSSAO

O TDAH é o transtorno neuropsiquiatrico mais comum na infancia e
adolescéncia. No qual, a deficiéncia de dopamina e/ou noroadrenalina na fenda
sinaptica ocasiona uma triade sintomatolégica de hiperatividade, impulsividade e
falta de atencdo, os quais acarretam, entre outras coisas, uma dificuldade em
aprendizado. A maior parte da literatura desse transtorno esta direcionada ao sexo
masculino, Bloom (2012) justifica essa predilecdo em virtude da taxa de diagnostico
ser maior em homens do que em mulheres. Essa diferenca numérica de
diagnosticos se origina provavelmente nos diferentes perfis que cada sexo
apresenta do transtorno, tendo os meninos um perfil hiperativo, facilmente
diagnosticado em questionarios de avaliacdo e a as meninas o perfil desatento,
muito menos evidente (BEATRIZ, 2006).

O diagndstico e o tratamento do TDAH em mulheres, provavelmente nos
proximos anos, aumentara os estudos relacionados as diferencas entre 0s sexos e
reconhecera a importancia da utilizacdo das fémeas na pesquisa cientifica. Em
estudos realizados no nosso laboratério, algumas dessas diferencas ja foram
constatadas. Dentre elas, destaca se o alto perfil locomotor observado desde a
criacdo da linhagem isogénica (MEDEIROS et al., 2013; ANSELMI et al., 2016;
GRANZOTTO, 2016) e a melhora na memoria de trabalho observada apenas em
fémeas SLA16, apos o tratamento com metilfenidato (Ritalina®) (SQUARIZ, 2018).
Dessa maneira, a fim de elucidar o comportamento das fémeas SLA16 e propor
essa linhagem como um modelo de estudo para alguns endofendtipos relacionados
ao TDAH, realizou-se dois testes distintos: CA e CAtid. Ambos os protocolos foram
de 5 dias consecutivos com duracéo de 1 hora/dia.

O campo aberto € o aparato mais utilizado para identificar indices de
locomocéo e emocionalidade em roedores (PRUT & BELZUNG, 2003). Dispondo os
animais em uma situacao de confronto entre: permanecer perto das paredes, a area
segura, ou explorar o centro, a area desconhecida (fator novidade). Dessa maneira,
a locomocao periférica e a locomoc¢éao central tradicionalmente avaliam componentes
emocionais diferentes: a primeira, indices locomotores, e a segunda, parametros de
ansiedade. Porém, diversos autores sugerem que medidas ditas locomotoras
também sé&o influenciadas pela ansiedade e vice versa (MORMEDE et al., 2002;
ROY et al., 2009), uma vez que os testes de comportamento exploratorio, como o
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caso do CA, ndo permitiiam uma dissociacdo entre o comportamento movido por
um fator locomotor e 0 movido por um fator emocional.

Um parametro que tenta atenuar a influéncia do fator locomotor € a
porcentagem de locomocgédo central. A qual, neste trabalho, demonstrou se
significativamente maior, juntamente com o tempo de permanéncia no centro, para
as fémeas SLA16. Dessa maneira, inferimos que essa linhagem demonstra ter um
comportamento tipo-ansioso ainda menor que a linhagem SHR, considerada como
uma linhagem de baixa ansiedade experimental (SAGVOLDEN, 2005). Além disso, o
parametro da locomocéo total evidenciou o perfil locomotor superior das ratas
SLA16 em relagdo ao da linhagem SHR, ja constatado em outros trabalhos desse
laboratorio (ANSELMI et al., 2016; SQUARIZ, 2018). Isso demonstra que o locus
diferencial influencia tanto a atividade locomotora como a emocionalidade
(MEDEIROS et al.,, 2013) e sugere que essa regido cromossdmica possui genes
importantes para o estudo de caracteristicas emocionais.

Observamos também uma diminuicdo na locomocdo de ambas as linhagens
no decorrer dos cinco dias, essa habituacdo € um indicativo de aprendizado (THIEL
et al.,, 1998). Todavia, quando comparamos com os dados da literatura, essa
habituacdo € muito mais acentuada em outras linhagens de roedores, como, por
exemplo, os Wistar Kyoto (WKY), controle genético da linhagem SHR
(SAGVOLDEN, 2005). Isso sugere que a linhagem SLA16 possui uma dificuldade de
aprendizado, pelo menos igual a linhagem SHR. A fim de confirmar essa teoria se
torna necessario a realizacdo de mais testes, os quais tenham um maior enfoque na
aprendizagem. Contudo, isso condiz com as caracteristicas do TDAH.

De acordo com o Manual Diagnaostico e Estatistico de Transtornos Mentais V,
as pessoas com TDAH devem apresentar os sintomas em mais de um ambiente (ex:
casa e escola) e suas caracteristicas variam de acordo com o local. Além disso,
suas manifesta¢des podem diminuir ou até mesmo ausentar quando expostas a uma
situacdo nova, quando recebem alguma recompensa ou se estdo sendo
supervisionados (DSM-V, 2013).

Desse modo, realizamos o teste em dois ambientes com caracteristicas
distintas. Enquanto o CA possui uma regiao aversiva e proporciona o fator novidade,
a CAtiv se assemelha com a caixa moradia, provocando pouco estimulo desafiador
ao animal. Contudo, obtivemos neste segundo aparato o0s resultados ja

apresentados no primeiro, ou seja, diferenca no fator linhagem e no fator repeticao.
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Com isso chegamos a conclusao que as fémeas SLA16 sdo mais hiperativas que as
SHR sob o fator novidade, ou nédo, e que ambas as linhagens demonstram uma
certa habituacdo locomotora, que € mais pronunciada na CAtiv. Ou seja, se
compararmos o fator repeticdo do CA com o da CAtiv, notaremos que no segundo
ele foi mais significativo. Isso indica que a reducdo da locomocao das linhagens é
maior e ocorre antes em um aparato que apresenta menos desafios, como a CAtiv,
do que em um aparato mais desafiador, como o CA. A curva detalhada de 5 em 5
minutos (Figura 11) expbe essa reducdo no perfil locomotor das duas linhagens,
principalmente por parte da linhagem SLA16. Todavia essa permanece até no quinto
dia com uma maior locomog¢ao que a SHR. O que corrobora com o perfil mais
hiperativo da linhagem SLA16, sugerindo essa linhagem um bom modelo para o
estudo de endofendtipos do TDAH.

Granzotto (2016) realizou os mesmos protocolos presentes neste trabalho,
porém com machos das linhagens SLA16 e SHR. Os resultados obtidos com os
machos no CA se assemelharam com os das fémeas no quesito porcentagem de
locomocédo central, tendo, também, a linhagem SLA16 como um modelo menos
ansioso. Entretanto, no quesito locomocgéao total os resultados divergem, uma vez
que os machos ndo demonstram diferenca locomotora entre as linhagens e as
fémeas sim.

Além disso, ha uma discrepancia eminente entre os escores de locomocao de
machos e fémeas, tanto para linhagem SLA16 como para SHR, o que condiz com
outros trabalhos do laboratério (ANSELMI, 2016; ACUNA, 2015). Enquanto os
machos SHR percorrem entre 100 a 150 metros do primeiro ao quinto dia, as
fémeas percorrem de 150 a 200 metros. Ja para a linhagem SLA16 essa diferenca é
ainda maior, tendo os machos se locomovido 100 a 150 metros e as fémeas 180 a
210 metros. Ou seja, mesmo no dia em que as fémeas caminham menos, elas
caminham em torno de 30% a mais do que no dia que os machos se locomovem
mais. Dados na literatura revelam que essa diferenca sexual nos niveis de atividade
pode ir de 20% a mais de 50% em roedores, tendo sempre o sexo feminino uma
maior atividade que o sexo masculino (LIGHTFOOT, 2008).

Essa diferenca ndo € uma novidade visto que diversas pesquisas com ratos e
camundongos ja apontaram um comportamento menos defensivo por parte das
fémeas em comparacdo aos machos (ADAMEC et al.,, 2006). Devido elas

explorarem mais os lugares aversivos dos aparatos, como por exemplo: o centro do
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CA (KENNET et al, 1986), a parte clara da Caixa Branca e Preta (CBP) (ADAMEC et
al., 2006; VOIKAR et al., 2001) e os bragos abertos do Labirinto em Cruz Elevado
(JOHNSTON; FILE, 1991; RODGERS; COLE, 1993; BOWMAN; ZRULL; LUINE,
2001). Um trabalho recente do nosso laboratério encontrou esses mesmos
resultados para os trés testes citados acima com as linhagens aqui estudadas.
Tendo ainda apontado um escore superior, do que qualquer outro grupo, das fémeas
SLA16 para os dois primeiros testes (ACUNA, 2015).

A explicagdo dada por alguns pesquisadores para esse tipo de
comportamento das fémeas € devido aos hormdnios sexuais, principalmente o
estrogénio. Esse hormonio ao se ligar ao seu receptor alfa se tornaria um mediador
primario para o aumento locomotor das ratas, porém o funcionamento desse
mecanismo ainda ndo estd muito claro (GAREY, 2001). Alguns observaram que o
estrogénio regula diferentes etapas do sistema dopaminérgico (transportador,
receptores pré e poOs-sinapticos e metabolismo), ocasionando um aumento de
dopamina (LIGHTFOOT, 2008). Ja uma pesquisa realizada com fémeas
ovariectomizadas mostrou que quando essas recebem tratamento com estrégeno,
elas passam a entrar mais no centro do CA e nos bragos abertos do LCE (WALF,;
FRYE, 2005, LUINE et al., 2007). Contudo, esse hormonio poderia influenciar o perfil
locomotor e emocional das ratas.

Outras hipoteses tentam explicar a razdo dessa diferenca entre sexos. Horst
(2012) sugere que as diferencas comportamentais apresentadas sdo devidas a
desigualdade da reatividade do eixo HPA (Hipotalamo-Hipofise-Adrenal). Por
exemplo, as fémeas apresentam niveis basais de corticosterona superiores aos dos
machos (FIGUEIREDO et al., 2002). Andersen e Teicher (2000) sugerem que a
maior producdo e eliminacéo dos receptores dopaminérgicos nos meninos explicaria
a maior incidéncia do tipo hiperativo nesse género, e que a lenta eliminagéo desses
receptores por parte feminina corroboraria com a maior persisténcia dos sintomas
em mulheres na fase adulta.

Ao comparamos os resultados obtidos na CAtiv com os apresentados por
Granzotto (2016), constatou se que o0s sexos dos animais inferiram em
comportamentos antagbnicos. Na linhagem SLA16, os espécimes femininos
possuiram uma atividade superior, e 0s masculinos uma atividade inferior, em
comparacao ao seu respectivo sexo da linhagem SHR. Isso sugere que as fémeas
SLA16 apresentam um perfil hiperativo ainda maior que os machos, diferente do
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perfil clinico de humanos, onde os homens com TDAH tendem a apresentar um
perfil mais impulsivo/hiperativo e as mulheres um perfil mais desatento (DMS-V,
2013). Essa divergéncia de perfis entre animais e humanos também foi constatada
na linhagem SHR por Bayless, Perez e Daniel (2015), os quais a0 compararem
machos e fémeas das linhagens SHR e WHY para diferentes testes de locomocgéo,
atencdo e aprendizado, notaram que as fémeas SHR possuem hiperatividade,
porém nao expressam um déficit de atencao.

Entretanto alguns estudos do nosso laboratério ja demonstraram que as
fémeas podem ter um prejuizo de memoria/aprendizado. Anselmi (2016), ao realizar
o teste do Labirinto em Cruz Elevado Modificado (LCEM) notou que as fémeas de
ambas as linhagens tiveram um aumento no percentual de entrada no braco
aversivo na sessao teste em relacdo a sessao treino. Esse aparato além de possuir
o braco aberto (regido “fator novidade” classica do LCE), contem também um braco
fechado acoplado a uma lampada e um aparelho que emite som, o0 que o torna
aversivo (ANSELMI, 2016). Dessa maneira, o LCEM analisa emocionalidade
(exploracéo do braco aberto) e memoria/aprendizado (exploracdo do braco aversivo)
(RIBEIRO et al., 2010). Contudo, a ocorréncia de uma maior exploracdo do braco
aversivo apds o treino, indicaria que as fémeas ndo conseguem recordar de
memorias aversivas (som e luz) (ANSELMI, 2016).

Acufa (2015) retratou em seu trabalho que as fémeas SLA16 em um estado
sem droga foram as unicas do grupo (fémeas e machos SHR e SLA16) a nao
apresentarem o fendbmeno de tolerancia a primeira exposicédo (do inglés One Trial
Tolerance) ao LCE. Esse fendmeno é caracterizado por uma significativa reducao
dos efeitos ansioliticos dos benzodiazepinicos no LCE, ap0s os animais ja terem
sido expostos uma vez a esse aparato (FRUSSA-FILHO et al., 1999). A autora
sugeriu que o locus diferencial entre as linhagens pode estar interferindo no
processo de memodéria/aprendizado, uma vez que quando causado administrados
doses de amnésicas de farmacos antes do teste, se evita 0 aparecimento desse
fendbmeno (BERTOGLIO E CAROBREZ, 2004; STERN et al., 2008).

Squariz (2018) propds que as fémeas SLA16 seriam um modelo interessante
para o estudo de processos relacionados a atencdo e a memoria no TDAH, em
razdo delas, apdés 1 més do tratamento crénico com metilfenidato, terem
apresentado uma melhora na discriminacéo de novos objetos. Evolugcéo essa que so

aconteceu apos 4 meses nas fémeas SHR e, em nenhum dos periodos, mostrou-se
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presente nos machos dessas linhagens. Essa maior sensibilizagdo das fémeas
corrobora com a diferenca clinica na resposta feminina e masculina ao tratamento
com psicoestimulantes (WALKER et al., 2001; CARRIER & KABBAI, 2012;
CHELARU et al., 2012; VAN SWEARINGEN et al., 2013).

Como ja mencionado as duas linhagens deste trabalho s6 se diferenciam no
locus do cromossomo 4, logo as diferencas comportamentais ou de sensibilidade a
farmacos apresentadas podem serem atribuidas a essa regido diferencial. Dentro
dessa, ha diversos genes candidatos a serem estudados, porém devido a sua
relacdo com o sistema dopaminérgico e aos QTLs identificados, os quais influenciam
no “tempo no centro” e na “tentativa de escape”, estarem proximas a posi¢cdo do
gene Snca da alfa-sinucleina, ele se tornou um dos fortes candidatos a serem
estudados (ANSELMI, 2016; CHIAVEGATTO et al., 2009). Anselmi (2016) apontou
uma maior expressdao de RNAm da alfa-sinucleina no hipocampo e estriado da
linhagem mais ansiosa (SHR>SLA16), assim como Chiavegatto e colaboradores
(2009) haviam encontrado no hipocampo da linhagem LEWS uma quantidade
superior a da SHR.

Essas diferencas enfatizam a necessidade da inser¢cdao das fémeas na
pesquisa cientifica para assim elucidar melhor tanto os mecanismos afetados em
cada género pelo TDAH, como as respostas comportamentais apresentadas por
esses na utilizacdo de psicoestimulantes. A razdo dessa diferenca entre 0s sexos é
um ponto que deve ser investigado futuramente, tendo como perspectivas futuras
uma analise mais aprofundada da memaria das ratas e a interferéncia hormonal no

comportamento, principalmente o estrogénio.
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7 CONCLUSAO

Este trabalho mostrou que as fémeas da linhagem SLA16 apresentam uma
locomocéo superior as da linhagem SHR, tanto em ambientes desafiadores, como o
campo aberto, como em ambientes mais semelhantes a sua moradia, como a caixa
de atividade. Observamos uma habituacdo de ambas as linhagens aos aparatos.
Porém, mesmo com essa habituacéo as ratas SLA16 se mostraram mais hiperativas
que a outra linhagem e, até mesmo, os machos SLA16. Destacamos, assim, a
iImportancia da insergéo das fémeas nas pesquisas TDAH.

Outro resultado importante deste trabalho foi que as ratas SLA16 exploram
mais as regides aversivas do campo aberto de uma maneira consistente e repetida,
portanto sdo menos ansiosas que a linhagem SHR. Constatando que o locus
diferencial exerce influéncia tanto para parametros locomotores como emocionais.

Entdo, confirmamos a hipétese de que a linhagem SLA16 pode ser um
modelo melhor para os estudos pré-clinicos para alguns endofendétipos do
Transtorno de Déficit de Atencéo e Hiperatividade.

Deixamos como sugestdo para estudos futuros andlise de parametros
referentes @ memoria/aprendizado e hormonais, principalmente o estrogénio, em
fémeas. Além disso, uma andlise com animais de diferentes idades de ambos os
sexos, a fim de analisar se acontece alguma mudanca comportamental e se a
persisténcia clinica de perfis desatentos realmente € superior ao hiperativo na vida

adulta.
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