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RESUMO

O transtorno de déficit de atengao/hiperatividade (TDAH)
€ um transtorno geralmente diagnosticado na infancia, sendo de
alta prevaléncia em criangas e adolescentes, podendo persistir até
a vida adulta. O tratamento do TDAH é baseado classicamente no
uso de psicoestimulantes, contudo, drogas agonistas dos
receptores a2-adrenérgicos vem apresentando bons resultados
em uso isolado ou em conjunto com estimulantes. Neste estudo,
foram avaliados os efeitos dos agonistas a2-adrenérgicos
clonidina e guanfacina, utilizados na clinica para o tratamento do
TDAH, em comportamentos associados ao TDAH nas linhagens
SHR, considerada padrao-ouro para estudos do TDAH e SLA16,
uma linhagem congénica desenvolvida em nosso laboratorio. Os
resultados mostraram que a clonidina foi capaz de reduzir a
hiperatividade motora e a presséo arterial de ambas as linhagens
em um regime de tratamento repetido (0,03 mg/kg), porém,
apresentou efeitos “tipo-sedativo” em tratamento agudo (0,03
mg/kg). Na dose de 0,01 mg/kg a clonidina repetida nao foi capaz
de causar alteragbes comportamentais, contudo foi capaz de
reduzir a pressdo arterial dos animais. Ademais, foram
encontradas diferengas de linhagem e tratamento e também
efeitos marginais de linhagem e tratamento, que sugerem que a
linhagem SLA16 pode ser mais sensivel a agonistas a2-
adrenérgicos do que a linhagem SHR. Assim concluimos que a
clonidina pareceu eficiente na redugdo da hiperatividade
locomotora no regime de tratamento repetido (0,03 mg/kg),
contudo, as drogas a2-adrenérgicas nao se mostraram eficientes
em relagdo a memoria de trabalho. Foi vista também uma possivel
maior sensibilidade a clonidina na linhagem SLA16.

Palavras-chave: SHR, SLA16, Clonidina, Guanfacina, TDAH,
agonistas a2-adrenérgicos.






ABSTRACT

Attention deficit hyperactivity disorder (ADHD) is a disorder
usually diagnosed in childhood that is highly prevalent in children
and adolescents and may persist into adulthood. ADHD treatment
is classically based on the use of psychostimulants; however, a2-
adrenergic receptor agonists have shown to be of good use alone
or in combination with stimulants. In this study, the effects of
clonidine and guanfacina, two a2-adrenergic agonists used in the
clinic for the treatment of ADHD, were evaluated in ADHD-
associated behaviors in the SHR strain, considered the gold
standard model for ADHD and SLA16 strain, a congenic rat strain
developed in our laboratory. The results showed that clonidine was
able to reduce hyperactivity and blood pressure in both strains in
a repeated treatment regimen (0.03 mg/kg), however, clonidine
showed effects "sedative-like" in acute treatment (0,03 mg/kg). At
the dose of 0.01 mg/kg, repeated treatment with clonidine was not
able to cause behavioral changes; however, it was able to reduce
the blood pressure of the animals. In addition, strain and treatment
differences were found, as well as marginal strain and treatment
effects, suggesting that the SLA16 strain may be more sensitive to
a2-adrenergic agonists than the SHR strain. Thus, we concluded
that clonidine appeared to be effective in reducing locomotor
hyperactivity in the repeated treatment (0.03 mg/kg), however, a2-
adrenergic drugs were not efficient in relation to working memory,
and possible higher sensitivity to clonidine in the SLA16 strain was
also seen.

Keywords: SHR, SLA16, Clonidine, Guanfacine, ADHD, a2-
adrenergic agonists.
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1. INTRODUGAO

1.1.  TRANSTORNO DE DEFICIT DE
ATENCAO/HIPERATIVIDADE (TDAH)

O Transtorno de Déficit de Atencao/Hiperatividade (TDAH)
€ um transtorno multifatorial, de alta prevaléncia na infancia e
adolescéncia sendo caracterizado por uma triade classica que
consiste em: hiperatividade, impulsividade e desatengao.
Apresenta maior incidéncia em individuos do sexo masculino do
que em individuos do sexo feminino, afetando aproximadamente
4,4% da populacao adulta e de 8 a 12% da populagéo infantil em
idade escolar. Entretanto, as mulheres si3o a maioria dos
individuos com TDAH na idade adulta (BIEDERMAN et al., 1994;
CURATOLO; D’AGATI; MOAVERO, 2010; DE ALWIS et al., 2014;
JEW et al., 2013; PURPER-OUAKIL et al., 2011).

As primeiras descricdes de transtornos semelhantes
ocorreram em literaturas europeias, no final dos anos de 1700, e
em literaturas norte americanas datadas do comeg¢o dos anos de
1800 (KELLY, 2018). Ja a primeira descri¢cao de sintomas do que,
200 anos mais tarde, viria a ser chamado de transtorno de déficit
de atengao, foi feita por Sir Alexander Crichton, um médico
escocés, em 1798. Ele fez uma apresentagdo dos sintomas de
desatencéao, entretanto sua descricdo ndao pode ser inteiramente
relacionada com o TDAH, pois ndo mencionou sintomas
relacionados a hiperatividade (LANGE et al., 2010).

O ponto que para muitos é tido como marco cientifico inicial
da descricdo do TDAH ocorre com Sir George Frederic Still, em
1902. Ele descreveu uma condigdo anormal em criangas, sendo
sugerido um defeito de controle moral (DCM) com sintomas como:
1- paixdo; 2- maldade — crueldade; 3- ciume; 4- ilegalidade; 5-
desonestidade; 6- malicia libertina; 7- sem vergonha — imodéstia;
8- imoralidade sexual; e 9- viciosidade, sendo esses sintomas
associados a auto recompensa e a satisfagdo pessoal imediata
(LANGE et al., 2010; STILL, 1902). Para isso foram avaliados
parametros diversos, como histérico familiar, estigmas de
degeneragdo, tamanho e formato das cabegas das criangas
analisadas e associagcbes com transtornos mentais. Still,
pioneiramente, apontou um fato visto até hoje na epidemiologia do
TDAH, a proporgao maior de meninos com DCM do que meninas.
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Por volta de 1960, um transtorno com trés sintomas
caracteristicos, sendo eles, hiperatividade, desatencdo e
impulsividade foi descrito e chamado de disfungdo cerebral
minima (DCM). Acreditava-se que a hiperatividade estava
associada a danos cerebrais, porém essa hipotese foi contestada
anos mais tarde, pois ndo havia danos cerebrais em individuos
com os sintomas antes associados ao DCM. Com a chegada da
segunda edicdo do DSM, surgiu uma nova classificacdo para o
quadro, também associado ao DCM, que foi classificado como
reacao hipercinética da infancia, ou sindrome hipercinética
(LANGE et al., 2010; MAHONE; DENCKLA, 2017).

Na terceira edigdo do DSM, em 1980, a sindrome
hipercinética, ou reagao hipercinética da infancia, recebeu o nome
de transtorno do déficit de atengao (TDA), sendo ele com ou sem
hiperatividade. Contudo, foi visto que o TDA sem hiperatividade
possuia um perfil distinto do TDA com hiperatividade, sendo ele
mais letargico, hipoativo e menos agressivo. Por esse motivo, na
revisdo desta mesma terceira edicao do DSM, o transtorno passou
a se chamar pelo nome utilizado até hoje, transtorno do déficit de
atencao/hiperatividade (LANGE et al, 2010; MAHONE;
DENCKLA, 2017).

A quarta edigdo do DSM apresentou mudangas e acresceu
subtipos de TDAH, sendo os subtipos, impulsivo, hiperativo e
desatento. Os subtipos hiperativo e impulsivo estariam mais
presentes em individuos do sexo masculino e o subtipo desatento
mais presente em individuos do sexo feminino. Algumas
evidéncias apontam que este fato se deva as diferengas sexuais
na fase de desenvolvimento do cérebro, ou diferencas anatémicas
em entre os sexos. Por exemplo, alguns estudos mostram que
individuos do sexo feminino com TDAH apresentam um menor
tamanho nas regides medial e orbito-frontal em comparagéo ao
perfil de TDAH masculino (CURATOLO; D’AGATI; MOAVERO,
2010; LANGE et al., 2010; MAHONE; DENCKLA, 2017; NUNES
et al., 2018).

Atualmente, segundo o DSM-V (AMERICAN PSYCHIATRY
ASSOCIATION APA, 2013) os critérios de diagndsticos do TDAH
sao padrbes persistentes de desatencdo, hiperatividade ou
impulsividade. Os padrées de desatencdo sao relacionados com
comportamentos de dificuldade em manter foco, desorganizacao
e baixa persisténcia. Os padrbes relativos a hiperatividade sao
associados a alta atividade motora em momentos inapropriados e
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conversa em excesso. Em adultos, a hiperatividade se
manifestaria em forma de inquietude. Ja a impulsividade se refere
a agles precipitadas, com alto potencial de dano para o individuo,
que pode estar associado a um desejo por recompensas
imediatas. Os comportamentos impulsivos podem ser
manifestados em forma de intromissdo social, por exemplo,
quando o individuo ndo consegue esperar 0 seu momento de fala,
ou tomadas de decisdes que afetem sua vida em longo prazo
(AMERICAN PSYCHIATRY ASSOCIATION APA, 2013;
MAHONE; DENCKLA, 2017). Para que o seu diagnostico seja
feito, o paciente deve preencher pelo menos 6 critérios de
desatencdo e também 6 ou mais critérios de hiperatividade e
impulsividade. Além disso, os perfis podem ser classificados em
leve, moderado ou grave, variando de acordo com a intensidade
dos sintomas  presentes (AMERICAN PSYCHIATRY
ASSOCIATION APA, 2013).

Algumas bases neurobiologicas ja foram propostas para
explicar as alteragdes comportamentais exibidas por pessoas com
TDAH, sendo elas associadas principalmente ao cértex pré-frontal
e regides as quais fazem ou recebem projegées do mesmo (fig. 1)
(CURATOLO; D’AGATI; MOAVERO, 2010; PURPER-OUAKIL et
al., 2011; RUSSELL, 2011; RUSSELL; SAGVOLDEN;
JOHANSEN, 2005). Dentre elas, as mais estudadas e
compreendidas sdo as alteragdes nas vias dopaminérgicas
centrais (Para revisdo ver. CURATOLO; D’AGATI; MOAVERO,
2010; OADES et al.,, 2005; PURPER-OUAKIL et 1., 2011;
THAPAR; COOPER, 2016).
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Figura 1. Representacdo das redes neurais envolvidas na
fisiopatologia do TDAH. Adaptado de Purper-Ouakil et al., 2011.

1.2. SISTEMA NORADRENERGICO

Em 1895, Oliver e Schafer (OLIVER; SCHAFER, 1895)
encontraram efeitos vasoconstritores em extratos de glandula
suprarrenal. Alguns anos mais tarde, em 1897, John Jacob Abel,
utilizando glandulas suprarrenais de ovelhas, isolou uma
substancia cristalina, a qual acreditava ser a responsavel pelos
efeitos vasoconstritores descritos por Oliver e Schafer, nomeando
a substancia de epinefrina (do grego, epi nephris, acima dos rins)
(FEINSTEIN; KALININ; BRAUN, 2016). Contudo, a substancia
isolada por Abel se tratava de uma substancia menos ativa que o
extrato bruto descrito por Oliver e Schafer, (BENNETT; SC, 1999;
PARASCANDOLA, 2010).

Em 1901, Jokichi Takamine, um quimico industrial,
purificou a epinefrina de Abel, isolando apenas o seu principio
ativo, patenteando-o como Adrenalin (do latim, ad renes, préximo
aos rins) (FEINSTEIN; KALININ; BRAUN, 2016). Também em
1901, Thomas Aldrich, que havia trabalhado no laboratério de
Abel, usando um método diferente do utilizado por Takamine,
isolou uma substancia cristalina proveniente da glandula
suprarrenal, que era idéntica a isolada por Takamine. Sua féormula
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para o composto era um pouco diferente, contudo se mostrou ser
a correta (ALDRICH, 1901; PARASCANDOLA, 2010).

Thomas Elliott em 1904 publicou que a adrenalina parecia
ser um estimulante quimico liberado através da estimulacéo
periférica (BENNETT; SC, 1999; ELLIOTT, 1905). Entretanto, a
visdo de Elliott ndo foi bem aceita, até que em 1921 Loewi em um
experimento classico, provou que a liberacdo de uma substéancia
transferida de um coragdo de ra para outro coragdo causava a
inibicao deste (RANG et al., 2016) provando assim a existéncia da
transmiss&o quimica.

Em 1910, Dale e Barger publicaram um artigo no qual
caracterizaram uma série de aminas, que apresentavam um
grupamento catecol. Anos mais tarde essas viriam a ser
chamadas de catecolaminas, mas foram inicialmente nomeadas
por eles de aminas simpatomiméticas, por conta de sua relagao
com a agao das inervagdes do sistema nervoso simpatico (DALE;
BARGER, 1910).

Nesse mesmo artigo, eles viram que uma molécula com
alta similaridade com a adrenalina, n&o tinha seu efeito revertido
pela ergotoxina, que revertia o efeito vasoconstritor da adrenalina.
Esse pode ser considerado o primeiro relato de efeitos
relacionados a essa substancia (DALE; BARGER, 1910). Em
1945, a substancia seria caracterizada por Urich von Euler como
um neurotransmissor, que por suas semelhangas estruturais com
a adrenalina, alguns anos mais tarde viria a ser chamado de
noradrenalina (EULER, 1945).

Em 1954, Marthe Vogt viu que a noradrenalina também
estava presente no sistema nervoso central (SNC), em diversas
regides do cérebro em concentragdes consideradas altas (VOGT,
1954). Dahistrom e Fuxe em uma série de experimentos
realizados foram os primeiros a identificar o grupo A6 (Locus
Coeruleus; LC) como a principal fonte de noradrenalina no SNC
(FUXE, 1965; SCHWARZ; LUO, 2015).

O LC é uma pequena regiao com aproximadamente 3600
neurbnios em ratos adultos (FEINSTEIN; KALININ; BRAUN,
2016), que possui projegdes para todo o neocortex, para o talamo,
hipocampo, amigdala, tronco encefalico entre outras estruturas.
Suas fungdes sao relacionadas a resposta ao stress, emocgao,
aprendizado e memoria, ciclo de sono-vigilia, atengdo, motivagao
(BOURET; SARA, 2010; SCHWARZ; LUO, 2015).
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A noradrenalina desempenha um importante papel de
neurotransmissdo no SNC, tendo sua via de sintese ligada a de
outra importante catecolamina, a dopamina. A sintese da
noradrenalina é realizada a partir da L-tirosina, um aminoacido
essencial encontrado em todos os tecidos que sintetizam
catecolaminas, como glandulas suprarrenais, fibras simpaticas e
no cérebro (MUSACCHIO, 1975). A L-tirosina sofre uma
hidroxilagdo através da enzima tirosina hidroxilase (TH)
convertendo-se em L-dopa. Essa L-dopa produzida pela acédo da
TH, sofre um processo de descarboxilagdo através da L-dopa
descarboxilase, transformando-se em dopamina. A dopamina é
entdo armazenada em neurdnios dopaminérgicos, ou rapidamente
hidroxilada e convertida em noradrenalina através da dopamina-
B-hidroxilase, em neurbnios noradrenérgicos (MUSACCHIO,
1975).

A classificagdo dos receptores adrenérgicos veio em 1948
por Ahlquist, que encontrou dois padrdoes de resposta distintos
enquanto estudava algumas catecolaminas como a noradrenalina,
a adrenalina e a isoprenalina. Com base nesses padrdes
observados, ele postulou a existéncia de duas familias de
receptores adrenérgicos, a e B, que foram definidos de acordo com
a poténcia dos agonistas.

Os receptores a possuiam maior afinidade pela
noradrenalina e menor afinidade pela isoprenalina, enquanto o
inverso acontecia para os receptores B, que possuiam maior
afinidade pela isoprenalina e menor afinidade pela noradrenalina
(RANG et al., 2016). Alguns anos apos a classificagdo das familias
de receptores adrenérgicos, descobriu-se que cada familia possui
subtipos e os receptores a possuem subclasses dentro dos seus
subtipos. Por exemplo, a familia de receptores a, possui 2
subclasses, os receptores a1, mais presentes na periferia e a2,
atuando predominantemente no SNC, tendo fungdes regulatérias
e inibitorias. Cada uma dessas subclasses de receptores a possui
3 subtipos diferentes, sendo elas (a1A, a1B, a1D e a2A, a2B,
a2C). Ja a familia de receptores 3 possui 3 subtipos de receptores,
os receptores 1, B2 e B3, totalizando 9 subtipos, sendo que todos
sao receptores acoplados a proteina G (RANG et al., 2016).
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Figura 2. Representacao das projecdes noradrenérgicas do locus
coeruleus em encéfalo de rato. Adaptado de Neil R. Carlson, 2013.

Os receptores a2-adrenérgicos possuem um importante
papel na regulagdo do sistema noradrenérgico, sendo os
receptores a2A e a2C os principais responsaveis por inibir a
liberacdo de noradrenalina nos neurbnios noradrenérgicos.
Ambos sédo expressos tanto em neurdnios pré-sinapticos quanto
em neurdnios pos-sinapticos (fig. 3) (BRUNTON LAURENCE L,
RANDA HILAL-DANDAN, 2018; RANG et al, 2016). Os
receptores 02A sdo também os principais receptores
noradrenérgicos pré-sinapticos, e os mais expressos no CPF
(BRIAN P. RAMOS; ARNSTEN, 2009). Dentre os receptores
adrenérgicos, os receptores a2A sao os mais expressos no SNC,
0s quais provavelmente sdo responsaveis pelos efeitos sedativos,
hipotensores e comportamentais de agonistas a2 (BRUNTON
LAURENCE L, RANDA HILAL-DANDAN, 2018).
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Figura 3. Neurotransmiss&o noradrenérgica. Apds sua sintese, a
noradrenalina é vesiculada e liberada na fenda sinaptica, podendo
interagir com os receptores adrenérgicos pré- e pos-sinapticos, ser
recaptada pelo transportador de noradrenalina ou ser degradada
pelas enzimas catecol-O-metil transferase (COMT) e monoamina
oxidase (MAO). Adaptado de
http://institute.progress.im/en/content/normal-process-
noradrenaline-synaptic- activity.

Assim como o sistema dopaminérgico, estudos apontam
que alteragdes nas vias noradrenérgicas também estéo envolvidas
com o TDAH. Por exemplo, Arnsten e colaboradores (1996) em
estudos com primatas ndo-humanos, demonstraram que o0s
agonistas a2-adrenérgicos clonidina (CLO) e guanfacina (GUA)
foram capazes de melhorar a memoria de trabalho dos animais.
Ja a ioimbina, um antagonista dos receptores a2-adrenérgicos,
reverteu esses efeitos ao ser infundida no cértex pré-frontal (CPF)
dos animais e resultou em comportamentos hiperativos.
Entretanto, o agonista a1-adrenérgico prazosina, nao foi capaz de
reverter esses efeitos e ndo causou essas alteragdes
comportamentais, dando indicios da influéncia dos receptores a2-
adrenérgicos na hiperatividade (ARNSTEN; STEERE; HUNT,
1996). Isso corrobora com estudos de Kornetsky, que em
observagdes de efeitos comportamentais de anfetaminas,
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levantou a hipétese que a hiperatividade seria causada por uma
hiperativagdo noradrenérgica. Essa hipotese serviu para Zametkin
propor que a hiperativagédo seja causada por uma hipofungéo dos
auto receptores a2-adrenérgicos (BIEDERMAN; SPENCER,
1999).

Também Franowicz e colaboradores, em um experimento
com camundongos com uma mutagcdo nos receptores a2A,
mutagao essa que ocasionou uma reducdo de aproximadamente
80% na densidade destes receptores, demonstraram que esses
animais tiveram a memoaria de trabalho prejudicada. Além desse
prejuizo na memoria de trabalho, esses animais ndo responderam
ao tratamento com GUA, que melhorou a meméria de trabalho dos
animais controle (FRANOWICZ et al., 2002).

Além disso, alguns estudos apontam genes
noradrenérgicos associados ao TDAH, como os genes dos
receptores a2A e a2C, (ADRA2A e ADRAZ2C, respectivamente) e
0 gene do transportador de noradrenalina NET1/SLAC6A2
(FRANOWICZ et al., 2002; LEAHY, 2017; LIU et al., 2018).

1.2.1. DROGAS a2 NO TRATAMENTO DO TDAH

O tratamento do TDAH classicamente se baseia em
psicoestimulantes, sendo o metilfenidato e as anfetaminas as
drogas de primeira escolha (CAYE et al., 2018). Entretanto, os
psicoestimulantes apresentam diversos efeitos adversos como a
taquicardia, estimulacdo locomotora, euforia, perda de apetite,
irritabilidade, insénia, efeitos relacionados a retirada do
medicamento e em alguns casos podem ocorrer efeitos
ansiogénicos relacionados ao uso do metilfenidato ou de
anfetaminas (CAYE et al., 2018; DAUGHTON et al., 2012; RANG
et al., 2016).

Estudos vém mostrando a eficiéncia das drogas
adrenérgicas na melhoria de sintomas comportamentais, uma vez
que a ativagdo noradrenérgica central esta associada a
modulacdo de fungbes corticais como a atencdo, memoria de
trabalho, concentragéo e a hiperatividade, dando forga a hipotese
noradrenérgica deste transtorno (BIEDERMAN; SPENCER, 1999;
BILDER et al., 2016; DAUGHTON et al., 2012; HERVAS et al.,
2014; KAWAURA et al.,, 2014). Dentre essas, estdo algumas
drogas ndo psicoestimulantes, como a atomoxetina, a GUA e a
CLO. Elas ganharam lugar no mercado, sendo utilizadas
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principalmente em pacientes refratarios aos psicoestimulantes
como o metilfenidato, além de ndo apresentarem os efeitos
adversos relacionados aos psicoestimulantes podendo ser
utilizadas sozinhas ou combinadas com psicoestimulantes (CAYE
et al., 2018; MCCRACKEN et al., 2016).

A GUA, um agonista a2A adrenérgico seletivo, possui 60
vezes mais seletividade para o receptor a2A do que para o
receptor a2B e 20 vezes para a2A do que para a2C. Sua acdo se
da principalmente nos receptores a2A pods-sinapticos no CPF,
tendo afinidade 10 vezes menor para os receptores pré-sinapticos,
resultando em baixas taxas sedativas (ALAMO; LOPEZ-MUNOZ,
2016; GORMLEY; TURNER; FREELAND, 2014).

A GUA, classicamente de uso anti-hipertensivo, teve seu
uso para o tratamento de TDAH aprovado pelo FDA (Food and
Drug Administration) em 2009, apresentando bons indices de
seguranca e eficacia. Entretanto, com efeitos adversos que
incluem sonoléncia, fadiga e dores abdominais, que aparentam
ser dose-dependente (GORMLEY; TURNER; FREELAND, 2014).
Em diversos estudos realizados, foram vistas melhoras em
sintomas gerais do TDAH como memdrias de trabalho,
hiperatividade, atengdo, no controle inibitério e em casos
relacionados com drogas de abuso, sendo seu uso isolado ou
combinado com psicoestimulantes (HERVAS et al., 2014; JAKALA
et al.,, 1999; KAWAURA et al, 2014; MATHAI et al., 2017;
MCCRACKEN et al., 2016; PERRY et al., 2015; RUGGIERO et al.,
2014; SAGVOLDEN, 2006; SIRVIO et al.,, 1991; TERRY et al.,
2014).

A CLO, assim como a GUA, também é historicamente
conhecida por seu uso como anti-hipertensivo. A CLO também é
um agonista a2-adrenérgico, contudo, ndo seletivo. Seu uso foi
aprovado em 2010 pelo FDA para o tratamento do TDAH,
entretanto, diferentemente da GUA, a CLO atua tanto nos
receptores pré quanto pds-sinapticos. Essa ndo seletividade da
CLO pelos receptores pos-sinapticos faz com que ela possua
diversos efeitos adversos de alta incidéncia como sedacgao, boca
seca, confusdo mental e hipotensdao (DAUGHTON et al., 2012;
GORMLEY; TURNER; FREELAND, 2014).

Assim como a GUA, estudos demonstram a efetividade da
CLO para o TDAH, melhorando principalmente sintomas
associados a hiperatividade. Porém, por conta dos efeitos
sedativos associados a CLO, sua prescrigdo isolada nao € muito
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comum, sendo mais frequentemente utilizada em conjunto com
outros psicoestimulantes (CAYE et al., 2018; DAUGHTON et al.,
2012; GORMLEY; TURNER; FREELAND, 2014).

1.3. MODELOS ANIMAIS PARA ESTUDOS DO TDAH

Para uma maior compreensdao da neurobiologia dos
transtornos psiquiatricos, assim como para melhor avaliar os
efeitos dos farmacos, e o desenvolvimento de novas abordagens
terapéuticas, faz-se necessaria a pesquisa basica, na qual sao
utilizados modelos animais.

Para considerar um animal como modelo para o TDAH,
este modelo precisa cumprir alguns critérios de validade, sendo
eles: (1) Validade de face, na qual o modelo precisa mimetizar
aspectos comportamentais fundamentais do TDAH; (2) Validade
de construto, na qual o modelo possua uma etiologia e
fisiopatologia semelhantes ao TDAH em humanos; (3) Validade
preditiva, onde o modelo deve apresentar respostas semelhantes
ao tratamento utilizado em humanos, bem como mecanismos
associados ao TDAH, além de predizer aspectos genéticos,
biolégicos, comportamentais e de abordagens terapéuticas, nao
avaliadas na clinica (RUSSELL, 2007, 2011; RUSSELL;
SAGVOLDEN; JOHANSEN, 2005; SAGVOLDEN, 2000).

Em relacdo a animais modelo de TDAH os mais
amplamente utilizados sdo os roedores, pois apresentam maior
homogeneidade genética; sdo mais baratos para serem mantidos;
as condicbes de controle ambiental sdo mais faceis de serem
reproduzidas; o ciclo reprodutivo dos roedores faz com que um
maior niumero de animais esteja disponivel para uso; além de
possuirem uma neurobiologia mais estudada que os primatas nao-
humanos (RUSSELL; SAGVOLDEN; JOHANSEN, 2005).

Entretanto, deve-se ressaltar que ndo existe um modelo
animal perfeito, todos possuem algumas limitagdes, pois nao
existe um que consiga replicar completamente um transtorno
psiquiatrico humano. O que podemos observar nos animais séo
apenas comportamentos associados a um transtorno humano.
Sendo assim, na atualidade, é impossivel inferir que o animal
possui TDAH, mas sim que apresenta comportamentos
relacionados ou “tipo” TDAH.

Existem diversos modelos, como os baseados em
manipulagdes genéticas, por exemplo, os camundongos nocaute
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para o DAT (transportador de dopamina); camundongos
coloboma; camundongos nocaute para o receptor NK1
(neurocinina 1); camundongos nocaute para a subunidade beta-2
do receptor colinérgico de nicotina. Existem também modelos
induzidos quimicamente, como os ratos submetidos a injegao
neonatal da neurotoxina 6-OHDA (6-hidroxidopamina), ratos
expostos ao etanol pré-natal (RUSSELL, 2007, 2011).

A tabela 1 resume alguns dos principais modelos de
roedores utilizados para estudar o TDAH.

MODELO ANIMAL

ANALOGIA HOMOLOGIA PREDITIVO

Hiperatividade Desatencdolmpulsividade DAT D4 Metilfenidata
Lesdo neonatal com 6-OHDA Sim Sim - - Sim Sim
Modelo da hipéxia neonatal Sim - - Nio
Maodelo BrdU-neonatal Sim - - - - Nao
Stunting cerebelar Sim - - - - Nio
Irradiagdo cerebelar Sim Sim - - - -
SHR Sim Sim sim Sim Sim Sim
Ratos WKHA 5im Sim 5im - - Nao
Ratos NHE Sim Sim - Sim -
Camundongos running Sim - - - - Sim
Camundongos coloboma Sim - - - - Nio
Camundongos acallosal Sim Sim - -
Camundongos DAT KO Sim - Sim Sim - Sim
Camundaongos DAT KD Sim - Sim Sim
Mutagdes na tiredide Sim Sim Sim - - N&o

Rato hipoesexual Sim Sim

Tabela 1. Modelos animais utilizados no estudo do TDAH.
Adaptado de Pandolfo, 2010.

1.3.1. SHR

A linhagem de ratos espontaneamente hipertensos, do
inglés Spontaneous Hypertensive Rats (SHR) foi desenvolvida a
partir de uma selecao de um fendtipo hipertenso de animais da
linhagem Wistar por Okamoto e Aoki (OKAMOTO; AOKI, 1963).
Eles selecionaram um animal macho que apresentava pressao
arterial elevada (150 a 175 mmHg) desde a sétima semana de
idade, e esse foi pareado com uma fémea de pressdo um pouco
acima do normal (130 a 140 mmHg), obtendo-se 36 animais F1.
Os animais F1 foram divididos em 2 grupos, os considerados
normotensos (pressao arterial sistolica igual ou inferior a 149
mmHg) e os hipertensos (presséao sistolica igual ou superior a 150
mmHg). Apds os ratos foram selecionados de forma que as cruzas
fossem entre irmao e irma, resultando assim em uma geragéao F»
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de ratos hipertensos, ou normotensos. O processo foi seguido até
a geracéo Fs onde se considerou a “linhagem estavel”, pois 100%
dos animais apresentavam hipertensdo espontdnea com 15
semanas de idade (OKAMOTO; AOKI, 1963). Com isso, uma nova
linhagem de animais para estudos cardiovasculares foi
desenvolvida e consolidada.

Desde o inicio da década de 1980, a linhagem SHR
comecgou a ser vista como um bom modelo de estudos para
comportamentos hiperativos por Terje Sagvolden e colaboradores
(BERGER; SAGVOLDEN, 1998; KNARDAHL; SAGVOLDEN,
1981; MOSER et al., 1988). Inclusive, o proprio Sagvolden propds
a validacao da linhagem SHR como modelo de estudos para o
TDAH (SAGVOLDEN, 2000). Desde entado, essa linhagem vem
sendo a mais utilizada e vem sendo considerada o modelo “padrao
ouro” para estudos do TDAH (PAMPLONA et al.,, 2009;
PREDIGER et al., 2005; RUSSELL, 2007, 2011; RUSSELL,;
SAGVOLDEN; JOHANSEN, 2005). Os SHR cumprem a maioria
dos critérios de validade para serem tratados como modelo de
TDAH. Por exemplo, eles apresentam baixo desempenho no teste
de 5-choice serial reaction test (5-csrt) sugerindo desatencao
elevada. A linhagem SHR apresenta também dificuldades na
atencdo sustentada; impulsividade motora; hiperatividade nao
presente em um ambiente novo, desenvolvendo-a com o tempo e
situagdes nao desafiadoras; assim como criangas com TDAH; e
preferem recompensas imediatas menores a recompensas
maiores tardias, um comportamento associado a impulsividade
(KIM et al., 2012; RUSSELL; SAGVOLDEN; JOHANSEN, 2005).
Kim e colaboradores (KIM et al., 2012), em um paradigma que
avalia comportamentos tipo-impulsivos, mostraram que em
comparagdo a linhagem WYK (Wistar Kyoto) os SHR
apresentavam maior impulsividade, que foi revertida com o
tratamento com metilfenidato.

Os SHR apresentam aspectos neurobiolégicos similares
aos encontrados em humanos com TDAH, ou seja hipofungéo
dopaminérgica no CPF, redugdo no armazenamento vesicular de
dopamina e aumento da quantidade de receptores D1 e D2
dopaminérgicos (PREDIGER; FERNANDES; TAKAHASHI, 2005;
RUSSELL, 2011). Os SHR também apresentam uma hiperfun¢ao
noradrenérgica, causada por prejuizos na fungdo dos auto-
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receptores a2-adrenérgicos responsaveis pela regulagdo da
liberagdo noradrenérgica no CPF, resultando em um aumento na
liberagdo de noradrenalina (RUSSELL, 2011).

Por seus aspectos neurobioldgicos e comportamentais
semelhantes ao encontrado em pacientes humanos com TDAH, a
linhagem SHR é considerada o “padrdo ouro” para estudos de
aspectos gerais associados ao TDAH. Contudo, como qualquer
modelo animal para estudos de transtornos psiquiatricos
humanos, ela apresenta limitagdes, uma delas é a hipertenséo,
que nao esta diretamente associada ao TDAH em humanos (FAN;
BRUNO; HESS, 2011; SAGVOLDEN; JOHANSEN, 2012). Por
conta desta limitacdo da alta pressdo arterial, estudos para
validagdo de outros modelos nao-hipertensos fazem-se
necessarios para melhor entender a neurobiologia deste
transtorno.

1.3.2. SLA16

A linhagem SLA16 (SHR.Lewis-Anxrr16) foi desenvolvida
no nosso laboratério (Laboratério de Genética do Comportamento,
LGC) a partir de cruzamentos entre a linhagem doadora (Lewis) e
a linhagem receptora (SHR) com intuito de melhor entender o
papel do Jocus Anxrr16, envolvido em comportamentos
emocionais.

O desenvolvimento desta linhagem foi descrito por De
Medeiros (DE MEDEIROS et al, 2013). Inicialmente foram
realizados cruzamentos entre matrizes da linhagem Lewis
(fémeas) e matrizes da linhagem SHR (machos), sendo que os
animais hibridos resultantes deste cruzamento foram
retrocruzados com animais da linhagem SHR. Estima-se que apds
10 geragbes aproximadamente 98% do genoma destes animais,
fosse proveniente da linhagem SHR, exceto o locus Anxrr16, que
€ proveniente da linhagem Lewis (DE MEDEIROS et al., 2013) (fig.
4).

Mesmo com um genoma quase idéntico aos animais da
linhagem SHR, nosso grupo vem mostrando que os animais da
linhagem SLA16 apresentam maiores indices locomotores que os
SHR sendo que isso acontece principalmente quando existe um
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fator novidade envolvido no teste (ANSELMI et al., 2016; DE
MEDEIROS et al., 2013; FADANNI, 2018; GRANZOTTO, 2016).
Foram também encontradas diferencas sexuais nos indices de
locomogao e emocionalidade destas linhagens, onde as fémeas
apresentam maior locomogdo e menor emocionalidade do que
machos (ANSELMI et al., 2016; DE MEDEIROS et al., 2013;
SQUARIZ, 2018). Essa diferenca de sexo sugere que as fémeas
possam ser bons modelos de estudo para comportamentos
relacionados a hiperatividade, como os exibidos no subtipo
hiperativo do TDAH, que, no entanto, na clinica apresenta
prevaléncia em individuos do sexo masculino. Além das
diferengas comportamentais, acredita-se que a linhagem SLA16
possui pressado arterial mais baixa do que a linhagem SHR
(CORREA, 2015; RAMBORGER, 2017).

Além disso, Pértile e seus colaboradores demonstraram
que as concentragdes de DAT e do receptor D2 no hipocampo dos
SLA, nédo possuem diferengcas em relagdo aos SHR, sugerindo
uma hipofungdo dopaminérgica semelhante a encontrada nos
SHR (PERTILE et al., 2017).
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Figura 4. A linhagem SLA16 possui o genoma idéntico aos
animais da linhagem SHR, exceto o locus Anxrr16, localizado no
cromossomo 4, oriundo da linhagem Lewis.

1.4. IMPORTANCIA DO USO DE FEMEAS NA PESQUISA

Apesar de que diversos transtornos psiquiatricos sao de
alta prevaléncia em mulheres, como os transtornos relacionados a
ansiedade (KOKRAS et al., 2012) ou o TDAH de subtipo desatento
(AMERICAN PSYCHIATRY ASSOCIATION APA, 2013) diversos
autores demonstraram haver uma grande disparidade sexual na
pesquisa pré-clinica. Na maioria dos estudos sao utilizados
apenas machos, uma pequena parcela utiliza animais de ambos
0S sexos e outra pequena parcela apenas fémeas (SIMPSON;
KELLY, 2012). Estudos de nosso grupo, demonstraram que as
fémeas parecem ser um melhor modelo para estudos de
comportamentos tipo-hiperativo, apresentando maiores indices
locomotores em relagdo aos machos (DE MEDEIROS et al., 2013;
SQUARIZ, 2018), demonstrando a importancia do uso de fémeas
em estudos de comportamentos associados ao subtipo hiperativo
do TDAH. Entretanto, ja existem estudos que demonstram
diferentes respostas farmacolégicas em machos e fémeas (SHAH,;
MCCORMACK; BRADBURY, 2014), o que reforga a importancia
de estudos de pesquisa basica nos dois sexos.

Em 2014, o NIH (National Institute of Health) publicou um
guideline para os futuros financiamentos da instituicdo. Dentre os
requisitos, esta a necessidade do uso tanto de fémeas, quanto
machos em pesquisas pré-clinicas (NATIONAL INSTITUTES OF
HEALTH, 2014). Esta iniciativa € de suma importancia para a
reducdo de vieses sexuais na pesquisa pré-clinica, além de
contribuir na melhoria da reprodutibilidade dos trabalhos
(COLLINS; TABAK, 2014; MCCULLOUGH et al., 2014).
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2. HIPOTESE GERAL

As drogas a2-adrenérgicas diminuem a hiperatividade de
ratas das linhagens SHR e SLA16.

As drogas a2-adrenérgicas melhoram a memoéria de
trabalho de ratas das linhagens SHR e SLA16.

3. OBJETIVO GERAL

Com base ao que foi exposto na introdugao, esse trabalho
se propOs a tentar reduzir alguns comportamentos relacionados
ao TDAH, exibidos pelas linhagens SHR e SLA16, com drogas a2-
noradrenérgicas.

3.1. OBJETIVOS ESPECIFICOS

Bloco experimental 1

Investigar os efeitos da CLO e da GUA repetidas, na
memoaria de trabalho no Labirinto Aquatico de Morris (LAM) e na
emocionalidade e atividade locomotora no Campo Aberto (CA).

Bloco experimental 2

Avaliar os efeitos da CLO aguda na emocionalidade e
atividade locomotora no CA e Rotarod seguido de avaliagado de
pressao arterial direta.

Bloco experimental 3
Avaliar os efeitos de uma dose menor de CLO repetida no
CA seguido de avaliagédo de pressao arterial direta.
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4. MATERIAL E METODOS

41. ANIMAIS

Foram utilizadas ratas das linhagens SHR e SLA16 os
quais foram criados no biotério do Laboratério de Genética do
Comportamento e alojados de 4 a 6 animais por gaiola, com idade
entre 90 e 120 dias, com temperatura controlada (22+2 °C), ciclos
claro/escuro de 12 em 12h (luzes ligadas das 7:00 as 19:00h). Os
animais tiveram acesso a agua e comida ad libitum. Os numeros
amostrais e idades dos animais s&o descritos a cada protocolo.
Todos os procedimentos comportamentais foram realizados no
Laboratodrio de Genética do Comportamento e os procedimentos
de presséo arterial foram realizados no Laboratério de Biologia
Vascular, sendo executados de acordo com a aprovagao do
Comité de Etica no Uso de Animais em pesquisa da Universidade
Federal de Santa Catarina — CEUA/UFSC, aprovados sob os
protocolos PP00903 e n° 5371190815.

4.2. TESTES COMPORTAMENTAIS

2.2.1. LABIRINTO AQUATICO (LAM)

O labirinto aquatico foi um teste desenvolvido por Richard
Morris e proposto como teste para avaliar alguns parametros de
memoria em 1981 e 1982 (MORRIS, 1981; MORRIS et al., 1982),
podendo ser utilizado em protocolos de memadria como memarias
espaciais e de trabalho. O aparato utilizado consiste em um tanque
circular de 1,7/m de didmetro, 80 cm de altura e 60 cm de
profundidade com adesivos como pistas espaciais colados nas
paredes da sala (fig. 5). Um ar condicionado também estava
presente proximo ao tanque, servindo também como pista
espacial. O tanque foi preenchido com agua em temperatura
média de 22 a 24°C até 60 cm. Uma plataforma de acrilico
transparente 10x10 cm submersa a 1 cm do nivel da agua foi
posicionada em 4 pontos, Nordeste, Noroeste, Sudeste e
Sudoeste. O tanque foi virtualmente divido nas posicdes Norte,
Sul, Leste e Oeste, sendo esses os pontos de inicio dos trials
realizados durante o teste.

Neste trabalho foi utilizado um protocolo de memdria de
trabalho (DUDCHENKO, 2004; MIYOSHI et al.,, 2002), que
consiste em 4 dias de treino onde o animal passa por 4 frials em
cada dia. Cada trial iniciou em um ponto cardinal diferente no
tanque de forma pseudorrandémica. A plataforma submersa era
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trocada de lugar a cada novo dia de treino. Os frials tiveram
critérios para término a localizagao da plataforma pelo animal, ou
60 segundos de nado sem sucesso para encontrar a plataforma.
Nesse Ultimo caso, os animais foram guiados gentilmente até a
plataforma, onde tiveram que permanecer por 30 segundos antes
de iniciar um novo trial. Apés o final do treino, os animais foram
alocados em caixas individuais sob aquecimento de ldmpada
infravermelha. Os dados foram analisados através de videos no
software ANY-MAZE® (Stoelting, EUA) tendo como critério
avaliado o tempo de laténcia para encontrar a plataforma.

Plataforma

Figura 5. Representacao do LAM. Fonte: maze engineers.

2.2.2. CAMPO ABERTO (CA)

O teste do campo aberto foi proposto por Calvin Hall em
1934 e se consolidou como um teste classico para estudos que
avaliam tracos de emocionalidade e/ou locomogdo em animais de
laboratorio (HALL, 1934). O aparato consiste em uma arena de 1
m? com paredes de 40 cm de altura de fundo escuro para posterior
avaliagao (fig. 6), onde os animais permaneceram por 5 minutos
sob iluminagao de 12 lux. Para o inicio do teste, os animais foram
devidamente posicionados no centro do CA e liberados para
exploracdo. Para avaliacdo dos videos e processamento dos
dados foi utilizado o software ANY-maze® (Stoelting, EUA) no qual
0 aparato foi virtualmente dividido em area central e area
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periférica, sendo a area periférica (100x20cm) a mais proxima das
paredes do aparato e a area central (60x60) a zona no centro do
aparato. No protocolo utilizado foram avaliados os parametros de
distancia total percorrida, distdncia no centro, o numero de
entradas no centro e o tempo no centro. O aparato foi limpo antes
do inicio do teste de cada animal com solugao de alcool 10% e
papel toalha.

o e

Figura 6. Aparato utilizado no teste do CA. Fonte: Fadanni, 2018.

2.2.3. ROTAROD

O teste do rotarod foi desenvolvido por Dunham em 1957,
sendo inicialmente proposto para detectar prejuizo neuroldgico em
ratos e camundongos, enquanto determinava a neurotoxicidade
de anticonvulsivantes (DUNHAM; MIYA, 1957). O aparato utilizado
€ constituido por um cilindro de metal com rotagdo que pode ser
mantida na rotagdo minima de 5 rpm, ou colocado em aceleragao
constante até 37 rpm, com baias divididas por uma parede
metélica.

A base de cada baia possui um dispositivo que é acionado
com a queda do animal do cilindro, parando o contador
automaticamente (fig. 7). Atualmente, o teste do rotarod passou a
ser utilizado em testes de avaliacdo de coordenacdo motora
(SHIOTSUKI et al.,, 2010). Os animais passaram por uma
avaliagdo de pré-selegdo no dia anterior ao teste em que foram
selecionados. Os animais que se mantiveram no cilindro a 5 rpm
por 1 minuto foram selecionados.
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No dia do teste, os animais passaram 1 minuto em fase de
habituagcédo a 5 rpm, apds a fase de habituagao, iniciou-se a fase
de aceleragao (constituida por fase 1-2: 16 rpm; fase 3-4: 20 rpm;
fase 5-6: 25 rpm; fase 7-8: 28 rpm; fase 9-10: 37 rpm). As fases
sdo mostradas em um indicador luminoso préoximo ao contador de
tempo do aparato. O aparato leva 6 minutos para chegar a sua
velocidade de rotacdo maxima, e apds chegar a sua rotagcéo
maxima os animais foram mantidos por mais 1 minuto em
aceleracdo maxima.

O tempo de teste foi de 7 minutos ou até que o animal
caisse do cilindro. Toda vez que um animal se virou ao contrario,
sua posigao foi corrigida sem a interrupgdo do teste. Antes do
inicio da sessao de teste de cada animal o aparato foi limpo com
solugado de etanol 10% e seco com papel toalha. O tempo de
laténcia para a queda foi utilizado como medida para avaliagao da
coordenagao motora dos animais.

Figura 7. Aparato utilizado no teste do Rotarod. Fonte: Insight.

4.3. AVALIAGAO DIRETA DE PRESSAO ARTERIAL EM
ANIMAIS ANESTESIADOS

Os animais foram submetidos a anestesia profunda
permanecendo nesta maneira durante toda a experimentagédo. O
protocolo anestésico adotado se deu através da associagao de
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cetamina (100 mg/ml/kg; Syntec Ltda., Brasil) e xilazina (20
mg/ml/kg; Syntec Ltda., Brasil), administrada por via intramuscular
(I.M.) e suplementadas quando necessario com 30 % da dose
inicial também por via I.M. Apés verificar a resposta reflexa a dor,
os animais foram colocados sobre uma manta aquecida (37 °C),
em posi¢ao de decubito dorsal. Em seguida, foi isolada a artéria
cardtida e cuidadosamente isolada do nervo vago e tecidos
adjacentes. Com auxilio de uma pinga, o fluxo sanguineo da
artéria carétida foi interrompido e com fio de sutura foi realizada
uma ligadura na proximidade distal.

Utilizando uma tesoura oftalmica realizou-se um pequeno
corte na regido medial da artéria, servindo como via de acesso
para inser¢gdo de um cateter de polietilieno devidamente
heparinizado (a fim de evitar a formagao de coagulos e obstrugao
do cateter) e firmemente amarrado. Todo este aparato foi
conectado a um transdutor de presséo que, por sua vez, estava
acoplado a um sistema de aquisi¢ao digital de dados (PowerLab),
no qual os valores de presséo arterial sistolica (PAS) e diastdlica
(PAD) (em mmHg) foram mensurados e registrados através do
software LabChart versao 7.2 (ADI Instruments, Australia) (fig. 8).

Ao término dos experimentos, os animais foram
eutanasiados com sobredose de anestésico, por Vvia
intraperitoneal (1.P.). Apds o procedimento cirurgico e transcorrido
um periodo de estabilizagao de 20 minutos, as, PAS e PAD em
mmHg foram mensuradas em seus estados basais e 30 minutos
apo6s a administragéo de CLO 0.03 mg/kg pela via intraperitoneal.

5

Figura 8. Setup utilizado para avaliagcao de pressao arterial direta
em animais anestesiados. Fonte: Acervo pessoal.
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44. DROGAS

Cloridrato de clonidina (CLO; 0,03 e 0.01 mg/kg; Sigma-
Aldrich, EUA) dissolvida em solugéo salina 0,9% e administrada
sistemicamente através de inje¢ao intraperitoneal (1.P) 30 minutos
antes do inicio dos testes. As doses foram escolhidas de acordo
com a literatura (KAWAURA et al., 2014; VAN DEN BUUSE; DE
JONG, 1989; VAN DEN BUUSE; HENNEVELD; DE JONG, 1988).
O regime de tratamento sera descrito no proximo item.

Cloridrato de guanfacina (GUA; 0.3 mg/kg; Sigma-
Aldrich, EUA) dissolvida em solugéo salina 0,9% e administrada
sistemicamente através de injecdo I.P 30 minutos antes do teste.
A dose foi escolhida de acordo com a literatura (KAWAURA et al.,
2014; LANGEN; DOST, 2011; SAGVOLDEN, 2006; TOGASHI et
al., 1982). O regime de tratamento sera descrito no préximo item.
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4.5. DESENHO EXPERIMENTAL

4.5.1. BLOCO EXPERIMENTAL 1: CLO e GUA repetidas na
memoria de trabalho, emocionalidade e atividade locomotora.

30 min 30 min

antes antes 30 min 30 min 30 min

antes antes antes

Dla 1- Dla 2- Dla 3- Dia 4 — Dia 13 —
Labirinto Labirinto Labirinto Labirinto lnstzrn\ggfa 1 Campo
aquatico aquatico aquatico aquatico aberto

O primeiro bloco experimental foi planejado para avaliar e
comparar a memoéria de trabalho, atividade locomotora e
emocionalidade nas linhagens SHR e SLA16 frente ao tratamento
repetido com as drogas CLO (0.03 mg/kg) e GUA (0.3 mg/kg).

Os animais foram testados no LAM nos dias 1 a 4
(Experimento 1) das 9:00 as 15:00 horas. Uma semana apds foi
realizado o teste no CA (Experimento 2) as 14:00 horas.

4.5.2. BLOCO EXPERIMENTAL 2: Avaliagcao dos efeitos da
CLO aguda na emocionalidade, atividade locomotora e
pressao arterial.

30 min

30 min
antes

antes

N N

Dia O - Rotarod pré Dia 1 —Rotarod e Dia 2 - Avaliagdo de
selegdo - sem tratamento Campo Aberto pressdo arterial direta

O segundo bloco experimental foi planejado para
investigar os efeitos agudos da CLO (0.03 mg/kg) na atividade
locomotora, emocionalidade e presséo arterial. Para isso foram
realizados os testes do Rotarod (Experimento 3) e de CA
(Experimento 4) e no dia seguinte foi realizada a avaliagdo de
pressao arterial (Experimento 5).
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4.5.3. BLOCO EXPERIMENTAL 3: Avaliagao dos efeitos de
uma dose menor de CLO repetida na emocionalidade,
atividade locomotora e pressao arterial.

30 min 30 min 30 min 30 min
antes antes antes antes

S S N N N NN

Dia Z - Dia 3 - Dia 4 - Dia5 - Dia 6 - Dia7 — Dia 8-
Dia 1 - CA> Tratame> Tratame CA Tratame Tratame CA Avaliaga
nto nto nto nto ode PA

O terceiro e ultimo bloco experimental foi planejado para
investigar os efeitos de uma dose menor de CLO (0.01 mg/kg)
durante um tratamento continuado, na atividade locomotora,
emocionalidade e pressao arterial. Para isso, os animais foram
injetados diariamente, durante 7 dias, com CLO ou salina e foram
realizados os testes de CA nos dias 1, 4 e 7 (Experimento 6). No
dia 8 foi realizada a avaliagédo de pressao arterial (Experimento 7).

A tabela 2 resume os experimentos executados durantes
os 3 blocos experimentais de forma detalhada.
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Tabela 2. Resumo dos experimentos executados de forma
detalhada durante os 3 blocos experimentais deste trabalho.

Experimento

Tratamento

BLOCO EXPERIMENTAL 2 BLOCO
EXPERIMENTAL 1

BLOCO
EXPERIMENTAL 3

Clo 0.03 mg/kg ip,
Gua 0.3 mg/kg ip

Ou SAL

30 min antes do teste

Clo 0.03 mg/kg ip,
Gua 0.3 mg/kg ip
Ou SAL

30 min antes do
teste

Clo 0.03 mg/kg ip
Ou SAL

30 min antes do
teste

Clo 0.03 mg/kg ip
Ou SAL

30 min antes do
teste

Clo 0.03 mg/kg ip

Clo 0.01 mg/kg ip
Ou SAL

30 min antes do
teste

Clo 0.01 mg/kg ip

Aparato  Protocolo
Labirinto 4 dias, 4
Aquatico frials por

dia
5 minutos,
Campo 1 semana
Aberto apés o LA.
Pré-teste
Rotarod de 1 min e
teste com
teto de 7
min
Campo  Apods o]
Aberto rotarod,
5 minutos
Avaliagao
Pressao 30 minutos
arterial apos
tratamento.
Campo 5 minutos
Aberto nos dias 1,
4el.
Avaliacao
Pressao 30 minutos
arterial apos
tratamento.
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4.6. ANALISES ESTATISTICAS

Os dados foram submetidos aos testes de normalidades
Shapiro-Wilks e Kolmogorov-Smirnov. Os dados com distribuigdo
normal foram analisados por meio de analise de variancia
(ANOVA) de duas vias (linhagem e tratamento) nos testes de CA
e Rotarod e por meio de ANOVA de medidas repetidas com trés
vias (linhagem, tratamento e trial) no LAM e no CA (linhagem,
tratamento e dia). Nas avaliagdes de presséo arterial foi realizada
ANOVA de medidas repetidas com duas vias (linhagem e
tratamento como fator de repeticdo). Nos casos de interagéo, ou
de efeito significativo do fator repetigéo foi aplicado o teste post-
hoc de Duncan.

O valor de p<0,05 foi considerado como significativo. Os
resultados foram expressos em média + erro padrao da média
(E.P.M). Todos os dados foram analisados com o software
Statistica® 13 (StatSoft Inc., EUA), todos os graficos foram
gerados através do software GraphPad Prism®7 (GraphPad,
EUA).
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5. RESULTADOS
5.1. BLOCO EXPERIMENTAL 1

5.1.1. EXPERIMENTO 1

No LAM, a ANOVA de medidas repetidas de 3 vias
(linhagem x tratamento x trials) apontou dois efeitos significativos
em relagdo a laténcia para encontrar a plataforma. Foi encontrado
um efeito nos frials (F(3, 198) 83,517, p=0,000001) e em uma
interacdo entre tratamento x trial (F(6, 198)=2,2260, p<0.05) (fig.
9 e 10). A analise do resultado relativo ao fator trial através do
teste post-hoc de Duncan apontou que o primeiro trial diferiu dos
demais (trial 1 x trial 2 p<0,00001, trial 1 x trial 3 p=0,00001, trial 1
x trial 4 p<0,000005) mostrando uma redugcdo do tempo de
laténcia. O teste post-hoc de Duncan para a interagdo entre
tratamento e repeticdo apontou uma diferenca entre a CLO e SAL
e entre GUA e SAL (p=0.01; GUA>SAL>CLO).

@
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SHR Clonidina
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SLA Salina
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Figura 9. Laténcia para encontrar a plataforma no labirinto
aquatico em relagcéo aos tratamentos: CLO 0.03 mg/kg, GUA 0.3
mg/kg e Salina. Os dados estdo expressos em Média + E.P.M. @
p<0,05 GUA>CLO e * p<0.000001 trial 1>2, 3, 4.

5.1.2. EXPERIMENTO 2

No teste de CA, a ANOVA de duas vias (linhagem x
tratamento) apontou efeito significativo de linhagem, onde a
SLA16 apresentou valores superiores a SHR nos parametros de
distancia total percorrida (F(1,70) 4,09, p<0,05) (fig. 10). Foram
apontados efeitos de tratamento, onde a CLO reduziu, em ambas
as linhagens, os parametros de distancia total percorrida (F(2,69)
13,08), p=0.00001) (fig. 10), entradas no centro (F(2,69) 7,86,
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p<0,001) (fig. 11), distancia percorrida no centro (F(2,69) 10,10,
p=0,0001) (fig. 12), em comparagéo aos demais tratamentos. Nao
foram encontrados efeitos estatisticos em relagdo ao tempo no
centro do campo aberto (fig. 13).
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Figura 10. Distancia total percorrida no Campo Aberto nas
linhagens SHR e SLA16 sob influéncia dos tratamentos: CLO 0.03
mg/kg, GUA 0,3mg/Kg e Salina como veiculo. Os dados estédo
expressos em Média + E.P.M. & p<0,05 diferengca entre as
linhagens SHR e SLA16, * p<0,00001 diferenca da CLO em
comparacao aos demais tratamentos.
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Figura 11. Numero de entradas no centro do Campo Aberto nas
linhagens SHR e SLA16 sob influéncia dos tratamentos: CLO 0.03
mg/kg, GUA 0,3mg/Kg e Salina como veiculo. Os dados estédo
expressos em Média + E.P.M. * p<0,001 diferenga da CLO em
comparagao aos demais tratamentos.
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Figura 12. Distancia percorrida no centro do Campo Aberto nas
linhagens SHR e SLA16 sob influéncia dos tratamentos: CLO 0.03
mg/kg, GUA 0,3mg/Kg e Salina como veiculo. Os dados estédo
expressos em Média £ E.P.M. * p<0.0001 diferenga da CLO em
comparagao aos demais tratamentos.
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Figura 13. Tempo no centro do Campo Aberto nas linhagens SHR
e SLA16 sob influéncia dos tratamentos: CLO 0.03 mg/kg, GUA
0,3mg/Kg e Salina como veiculo. Os dados estdo expressos em
Média £ E.P.M.

5.2. BLOCO EXPERIMENTAL 2

5.2.1. EXPERIMENTO 3

Dando inicio a este segundo bloco experimental, todos os
animais passaram pela pré-sele¢cao no Rotarod descrita na sesséo
2.2.3 e foram selecionados para os demais testes.

No teste do Rotarod, a ANOVA de duas vias (linhagem x
tratamento) apontou uma diferenga de tratamento na laténcia de
queda do Rotarod (F(1,39) 36,41, p<0,0000001) (fig. 14) onde a
CLO (0,03 mg/kg) reduziu a laténcia de queda apontando um
possivel prejuizo locomotor causado pelo tratamento. Nao foram
observadas diferengas de linhagem.
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Figura 14. Tempo de laténcia de queda no Rotarod nas linhagens
SHR e SLA16 sob influéncia de CLO 0.03 mg/kg e salina como
veiculo. Os dados estdo expressos em Média + E.P.M. *
p=0,000001 diferenga da CLO em comparagao a Salina.

5.2.2. EXPERIMENTO 4

Na avaliagdo aguda, no teste de CA, a ANOVA de duas
vias (linhagem x tratamento) apontou efeito de linhagem, onde a
SLA16 apresentou valores superiores a SHR nos parametros de
distancia total percorrida (F(1,40) 4,57, p<0.05) (fig. 15) e na
distancia percorrida no centro (F(1, 37) 6,98, p=0,01) (fig. 18).
Foram apontados efeitos de tratamento, onde a CLO reduziu, em
ambas as linhagens, os parametros de distancia total percorrida
(F(1,40) 155,68, p<0.00000001) (fig. 15), entradas no centro
(F(1,37) 44,42, p< 0,0000001) (fig. 16), distancia percorrida no
centro (F(1, 37) 32,889, p=0,000002) (fig. 18). No parametro de
tempo no centro ocorreu um aumento no tempo no centro
associado ao tratamento (F(1, 37) 10,12, p<0,005) (fig. 17).

Efeitos de interacdo entre linhagem e tratamento foram
vistos no numero entradas no centro (F(1,37) 5,06, p<0,05)
(fig.16), no teste post-hoc de Duncan foi visto que o grupo SLA16
salina apresenta maior numero de entradas do que os grupos SHR
salina (p<0,01), SHR CLO (p<0,0001) e SLA CLO (p=0,00005).




52

[ salina
- Il Cionidina

w »
=) =)
1 I

-
o
1

Distancia percorrida (m)
N
(-]

.i .1
< N

< s

o

Linhagem

Figura 15. Distancia total percorrida no Campo Aberto nas
linhagens SHR e SLA16 sob influéncia dos tratamentos: CLO 0.03
mg/kg e Salina como veiculo. Os dados estao expressos em Média
t* E.P.M. & p<0,05 diferenga entre as linhagens SHR e SLA16, *
p<0,00000001 diferenga da CLO em comparagao a Salina.
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Figura 16. Numero de entradas no centro do Campo Aberto nas
linhagens SHR e SLA16 sob influéncia dos tratamentos: CLO 0.03
mg/kg e Salina como veiculo. Os dados estao expressos em Média
+ E.P.M. # p<0,05 diferenca na interagcéo entre as linhagens SHR
e SLA16 e os tratamentos CLO e Salina, * p<0,0000001 diferenca
da CLO em comparagéao a Salina.
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Figura 17. Tempo no centro do Campo Aberto nas linhagens SHR
e SLA16 sob influéncia dos tratamentos: CLO 0.03 mg/kg e Salina
como veiculo. Os dados estdo expressos em Média £+ E.P.M. *
p<0,005 diferenga da CLO em comparagao a Salina.
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Figura 18. Distancia percorrida no centro do Campo Aberto nas
linhagens SHR e SLA16 sob influéncia dos tratamentos: CLO 0.03
mg/kg e Salina como veiculo. Os dados estédo expressos em Média
+ E.P.M. & p<0,05 diferenca entre as linhagens SHR e SLA16, *
p<0,000002 diferenga da CLO em comparagao a Salina.
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5.2.3. EXPERIMENTO 5

Na avaliagéo de pressao arterial a ANOVA de duas vias de
medidas repetidas (linhagem x tratamento), o fator de repeti¢ao foi
a comparagao basal com o pos-tratamento.

Foi encontrada uma diferenca significativa no fator de
tratamento na presséo arterial sistélica (F1, 10) 33,243, p<0,0002)
(fig. 19), sendo que apods a inje¢do de CLO a pressao de ambas
as linhagens diminuiu. Foi encontrada uma diferenga significativa
também na pressao arterial diastdlica (F(1, 10) 39,475, p=0,0001)
também no fator de repeticdo, e uma tendéncia de efeito na
interagdo entre linhagem e tratamento (F(1, 10) 3,3103, p=0,09),
na qual a linhagem SLA16 teve uma redugdo maior na pressao
arterial diastélica apés o tratamento, em comparacdo com a
linhagem SHR (fig. 20).
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Figura 19. Avaliagdo da pressao arterial sistdlica basal e pos
tratamento com 0.03 mg/kg de CLO i.p. em fémeas SHR e SLA16.
Os dados estdo expressos em Meédia £+ E.P.M. * p<0,0002
diferenca entre a PA basal e pés-tratamento.
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Figura 20. Avaliagdo da pressao arterial diastolica basal e pés
tratamento com 0.03 mg/kg de CLO i.p. em fémeas SHR e SLA16.
Os dados estdo expressos em Meédia £+ E.P.M. * p<0,0001
diferenca entre a PA basal e pds-tratamento. $ p= 0,09 efeito
marginal de uma interagao entre linhagem e tratamento.

5.3. BLOCO EXPERIMENTAL 3

5.3.1. EXPERIMENTO 6

No teste do CA a ANOVA de medidas repetidas (linhagem,
tratamento e dia) apontou efeito de linhagem, onde as ratas SLA16
apresentaram valores superiores as ratas SHR nos parametros de
distancia total percorrida (F(1, 34) 17,71, p<0,0001) (fig. 21),
entradas no centro (F(1, 34) 8,2159, p<0,01) (fig. 22), tempo no
centro (F(1, 34)=6,8112, p=0,01) (fig. 23), distancia percorrida no
centro (F(1, 34) 9,8335, p<0,005) (fig. 24).

Também foram apontados efeitos significativos para o
fator de repeticdo na distancia total percorrida (F(2, 68) 9,8734,
p=0,0001) (fig.21), que através do teste post-hoc de Duncan
mostrou uma reducgao na locomocéo total no dia 7 em relacéo aos
demais dias (p=0,006 e p=0,0001 para os dias 1 e 4,
respectivamente).

Também foram encontrados resultados significativos no
fator repeticdo em relagao as entradas no centro (F(2, 68) 17,528,
p<0,000001) (fig. 22), o teste post-hoc de Duncan mostrou que
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todos os dias diferiram entre si, tendo uma redugéo sequencial nas
entradas no centro do dia 1 até o dia 7.

A ANOVA também revelou um efeito no fator de repetigao
no tempo no centro (F(2, 68) 21,687, p=0,00000005) (fig. 23) o
teste post-hoc de Duncan revelou uma diferenga no primeiro dia
em relagdo aos demais, os animais SHR apresentaram uma
redugcdo nos dias 4 e 7 e os animais SLA 16 um aumento
(p<0,0001 e p<0,00005 para os dias 4 e 7, respectivamente).

A distancia percorrida no centro (fig. 24) apresentou
diferenga no fator de repetigdo (F(2, 68) 18,616, p<0,0000005) o
post-hoc de Duncan revelou que todos os dias diferiram entre si,
apontando uma redugdo da distancia percorrida no centro do
primeiro ao sétimo dia.
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Figura 21. Distancia total percorrida no Campo Aberto nas
linhagens SHR e SLA16 sob influéncia dos tratamentos: CLO 0.01
mg/kg ou Salina como veiculo. Os dados estdo expressos em
Média + E.P.M. * p<0,0001 diferenca entre as linhagens, @
p<0,0001 diferenga entre os dias.
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Figura 22. Numero de entradas no centro do Campo Aberto nas
linhagens SHR e SLA16 sob influéncia dos tratamentos: CLO 0.01
mg/kg ou Salina como veiculo. Os dados estdo expressos em
Média + E.P.M. * p<0,01 diferenca entre as linhagens, @
p<0,000001 diferenga entre os dias.
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Figura 23. Tempo no centro do Campo Aberto nas linhagens SHR
e SLA16 sob influéncia dos tratamentos: CLO 0.01 mg/kg ou
Salina como veiculo. Os dados estdo expressos em Média +
E.P.M. * p=0,01 diferengca entre as linhagens SLA > SHR, @
p=0,00000005 diferenga entre os dias.
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Figura 24. Distancia percorrida no centro do Campo Aberto nas
linhagens SHR e SLA16 sob influéncia dos tratamentos: CLO 0.01
mg/kg ou Salina como veiculo. Os dados estao expressos em
Média + E.P.M. * p<0,005 diferenga entre as linhagens, @
p<0,0000005 diferenga entre os dias.

5.3.2. EXPERIMENTO 7

Através de uma ANOVA de duas vias de medidas
repetidas (linhagem x tratamento), no qual o fator de repetigao foi
a comparagao basal com o pods-tratamento, foi encontrada uma
diferenga significativa no fator tratamento na pressio arterial
sistdlica (F(1, 10) 21,02, p<0,001) (fig. 25) onde apds a injegéo de
CLO a pressao de ambas as linhagens diminuiu. Além disso, foi
observada uma diferenga de linhagem (F(1, 10) 8,7736, p<0,02),
mostrando que a pressao arterial sistélica dos animais da
linhagem SLA16 foi significativamente mais baixa que a dos
animais da linhagem SHR. Foi observada uma diferenga
significativa no fator de tratamento também na pressao arterial
diastdlica (F(1, 10) 52,638, p=0,00003) (fig. 26), apresentando
uma redugao da pressao arterial diastélica apos a injecdo de CLO.
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Figura 25. Avaliagdo da pressao arterial sistolica basal e pos
tratamento com 0.01 mg/kg de CLO i.p. em fémeas SHR e SLA16.
Os dados estao expressos em Média + E.P.M. * p<0,001 diferenca
entre a PA basal e pos-tratamento, & p<0,02 diferenca entre as
linhagens.
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Figura 26. Avaliagdo da pressao arterial diastolica basal e pos
tratamento com 0.01 mg/kg de CLO i.p. em fémeas SHR e SLA16.
Os dados estao expressos em Meédia £+ E.P.M. * p<0,00002
diferenga entre a PA basal e pds-tratamento.
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6. DISCUSSAO

O TDAH é um transtorno de alta incidéncia em criancas e
adolescentes, contudo, as opgdes de tratamento disponiveis,
baseiam-se, principalmente, em psicoestimulantes. Porém, os
psicoestimulantes apresentam uma série de efeitos adversos, e
por essa razdo as drogas a2-adrenérgicas surgiram como uma
opcéao de tratamento. A GUA foi o primeiro ndo psicoestimulante
utilizado na clinica para o tratamento do TDAH sendo aprovado
pelo FDA para estes fins. Assim como a GUA, a CLO teve seu uso
aprovado pelo FDA para fins de tratamento do TDAH, em uso
isolado ou em conjunto com psicoestimulantes (ALAMO; LOPEZ-
MUNOZ, 2016; BILDER et al., 2016; DAUGHTON et al., 2012;
JAMKHANDE; KHAWAJA, 2016).

A linhagem SHR é vista por muitos autores como o melhor
modelo para estudos de TDAH. Sagvolden (SAGVOLDEN, 2000)
propbs a validagao desta linhagem, sugerindo existir validade de
face (relacionada ao comportamento), e validade de constructo (é
possivel observar bases neurobiologicas encontradas também em
humanos com TDAH, como uma baixa liberagédo de dopamina no
CPF e uma alta concentragdo de noradrenalina, associada a
hiperatividade e a uma disfungdo nos receptores a2A;
SAGVOLDEN, 2006). A linhagem SHR apresenta um perfil
hiperativo, desatento e impulsivo em comparagdo a linhagem
usualmente utilizada como seu controle, a linhagem Wistar Kyoto
(WKY), sendo ambas as linhagens descendentes da linhagem
Wistar (BULL et al., 2000; LANGEN; DOST, 2011; MENESES et
al., 2011; SAGVOLDEN; METZGER; SAGVOLDEN, 1993).

A linhagem SLA16 foi desenvolvida em nosso laboratério
e alguns trabalhos, de nosso grupo, demonstraram que ela possui
um perfil comportamental semelhante aos SHR. Entretanto,
trabalhos de De Medeiros, Corvino, Corréa, Anselmi, Granzotto,
Fadanni e Squariz, demonstraram anteriormente diferengas
basais em parametros associados a locomog¢ao e emocionalidade
no CA, onde a linhagem SLA16 apresenta maiores indices de
locomocgao total, central e periférica. Além disso, os machos da
linhagem SLA16 apresentam comportamentos mais relacionados
a emocionalidade e as fémeas mais comportamentos associados
a hiperatividade (CORREA, 2015; CORVINO, 2015; DE
MEDEIROS et al., 2013; FADANNI, 2018; GRANZOTTO, 2016;
PERTILE et al., 2017; SQUARIZ, 2018).
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Além dos resultados relacionados ao CA, a linhagem
SLA16, assim como a linhagem SHR, apresenta comportamentos
prejuizos em testes comportamentais relacionados a memorias
emocionais, de trabalho, de procedimento e episddicas, bem como
em testes relacionados a comportamentos hedbnicos e
atencionais, em alguns deles apresentando piores escores que 0s
SHR. Além disso, estudos prévios sugerem que os SLA16
possuem uma menor pressao arterial que os SHR (ANSELMI et
al., 2016; CORREA, 2015; CORVINO, 2015; DE MEDEIROS et al.,
2013; FADANNI, 2018; GRANZOTTO, 2016; SQUARIZ, 2018).

Os aspectos comportamentais dos SLA16 parecem diferir
dos SHR em relacdo a parametros associados a locomogao
especialmente frente a novidade (DE MEDEIROS, 2012). Além
disso, os SLA16 nao apresentam diferengas na concentracdo de
receptores D2 dopaminergicos e no DAT em relagéo aos SHR
(PERTILE et al., 2017), sugerindo uma possivel hipofungéo
dopaminérgica como a ja descrita na linhagem SHR (RUSSELL,
2011). Juntos, esses estudos levam a acreditar que a linhagem
SLA16 possa ser um bom modelo de estudos para o TDAH. Além
disso, este trabalho é o primeiro que busca avaliar os efeitos de
drogas noradrenérgicas na linhagem SLA16.

No presente estudo, ratas das linhagens SHR e SLA16
foram comparadas em trés conjuntos de experimentos para avaliar
a influéncia de drogas a2-adrenérgicas em comportamentos
associados ao TDAH. O primeiro bloco experimental investigou
possiveis diferengcas na memoria de trabalho, emocionalidade e
locomogao dos animais. O segundo bloco foi dedicado a avaliar se
o efeito hipolocomotor da CLO, encontrado no CA, dizia respeito
a um efeito sedativo ou de normalizacao da hiperatividade. Para
isso foram realizados os testes do Rotarod e CA, além da
avaliacdo de pressao arterial destes animais. Por fim, o terceiro
bloco foi destinado a investigagao dos efeitos de uma dose menor
da CLO em um tratamento continuado por 1 semana. Para isso
foram realizadas 3 avaliagbes no CA, no primeiro, quarto e sétimo
dia e também no Rotarod, no primeiro e sétimo dia de tratamento.
Um dia apds o término dos testes comportamentais foi realizada a
avaliacido de pressao arterial.
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6.1. BLOCO EXPERIMENTAL 1

Neste primeiro bloco experimental, buscamos testar a
hipétese de que as drogas a2-adrenérgicas melhorariam a
memoria de trabalho, e a hiperatividade dos animais das linhagens
SHR e SLA16.

No teste do LAM, em um protocolo de memoria de
trabalho, ndo foram encontradas diferengas entre as linhagens, e
o tratamento com GUA aumentou a laténcia, enquanto a CLO
reduziu a laténcia para encontrar a plataforma no primeiro trial
(fig.9). Além disso, foram encontradas diferengas entre o frial 1 e
o trial 2, sugerindo ndo haver prejuizo na memoria de trabalho de
ambas as linhagens.

A meméoria de trabalho € um tipo de memoria ativa apenas
por um periodo que se faz necessario. Um bom exemplo para a
memoria de trabalho € buscar um numero para telefonar, esse
numero sera lembrado durante o periodo em que se esta utilizando
o mesmo, sendo rapidamente esquecido apdés seu uso
(GOLDMAN-RAKIC, 1995). Em animais, ela pode ser classificada
como uma meméoria de curto prazo em relagao a um determinado
estimulo, testada mais de uma vez em uma sessao, mas que nao
pode ser vista entre sessbes (DUDCHENKO, 2004).

O termo memoria de trabalho tem origens em estudos com
animais no comego da década de 1970, em experimentos de Olton
e Honig (DUDCHENKO, 2004). Olton e Samuelson realizaram o
desenvolvimento de um aparato para avaliar a memoria de
trabalho, o labirinto radial de oito bragos. Nesse aparato viram que
0s animais ndo entravam nos bragos que ja haviam entrado e
encontrado comida, explorando apenas os bragos que ndo haviam
visitado, mas no dia seguinte essa memoria parecia nao ser
relevante (DUDCHENKO, 2004).

Além do labirinto radial de oito bracos, outros testes séo
utilizados para avaliar memorias de trabalho, como protocolos de
LAM, como o proposto por Steele e Morris (STEELE; MORRIS,
1999). Nesse a plataforma fica submersa e € mudada de posigéao
a cada dia e sao realizados 4 trials por dia, sendo a diferenga no
tempo de laténcia entre os frials 1 e 2 o principal fator avaliado
para este tipo de memoaria. Além disso, pode-se definir o intervalo
entre cada trial, para avaliar este tipo de memoria.

A memodria de trabalho tem como bases neurobiolégicas
disfungdes nas monoaminas no CPF (ARNSTEN; STEERE;
HUNT, 1996; GOLDMAN-RAKIC, 1995; JONES, 2002; LEVY;
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FARROW, 2001). Esses prejuizos podem ser observados tanto
em humanos com TDAH, quanto em animais modelo de estudo
para o TDAH. Arnsten demonstrou que animais tratados com GUA
apresentaram melhoras nos prejuizos de memdéria de trabalho
causados pela ioimbina (ARNSTEN; STEERE; HUNT, 1996).
Jakala e seus colaboradores mostraram que a GUA também
ocasionava uma melhora na meméria de trabalho de pacientes
com TDAH (JAKALA et al., 1999), entretanto, a CLO néo
apresentou melhoras na meméria de trabalho.

Em animais da linhagem SHR existem relatos de déficits
em parametros cognitivos associados a memoéria e aprendizado
(LANGEN; DOST, 2011; NAKAMURA-PALACIOS et al., 1996;
PAMPLONA et al., 2009; PREDIGER et al., 2005; RUSSELL,
2011; SAGVOLDEN, 2000). Porém, especificamente em relagéo a
memoria de trabalho a literatura € bastante controversa, pois
alguns autores encontram diferengas (NAKAMURA-PALACIOS et
al.,, 1996) e outros relatam nao existirem déficits de memoria de
trabalho nos SHR (NUNES et al, 2018; ROBERTSON;
CLEMENTS; WAINWRIGHT, 2008).

Jakala et al (JAKALA et al., 1999) mostraram que a CLO
prejudicou aspectos relacionados a memoria de trabalho em
humanos, uma possivel explicacéo para isso é que a CLO diminua
a taxa de disparos no LC e a liberagao de noradrenalina no CPF,
0 que poderia ser suficiente para causar um prejuizo na memoria
de trabalho. Outros estudos nos quais a CLO é comparada a GUA,
apontam também uma maior eficacia da GUA em relagao a CLO,
apontando a maior seletividade da GUA como diferencial
(CINNAMON BIDWELL; DEW; KOLLINS, 2010).

Contudo, trabalhos que avaliem a influéncia dos agonistas
a2-adrenérgicos na memoéria de trabalho em animais da linhagem
SHR nao foram encontrados. Além disso, esta foi a primeira vez
que foram avaliados os efeitos de drogas a2-adrenérgicas na
linhagem SLA16.

Neste estudo, utilizamos este protocolo com um intervalo
entre trials curto de 30 segundos, este pequeno intervalo pode ser
considerado uma limitagéo ao teste, pois alguns autores sugerem
intervalos maiores entre cada trial para este tipo de memoria
(DUDCHENKO, 2004; LINDNER; BALCH; VANDERMAELEN,
1992; STEELE; MORRIS, 1999).

O campo aberto € um dos testes de psicologia animal mais
utilizado para avaliar comportamentos relacionados a
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emocionalidade, locomogao e também sedagdo em roedores
(PRUT et al., 2003). Em aparatos como o CA, os ratos tendem a
andar proximos as paredes, este comportamento é chamado de
tigmotaxia (PRUT et al., 2003). Além disso, a locomogao periférica
estd associada a fatores ndo emocionais como, por exemplo, a
atividade motora, enquanto a locomogao central estd mais
associado a emocionalidade (PRUT et al., 2003; RAMOS, 2008).

O aumento de tempo gasto na zona central e/ou da
locomogao central podem indicar um efeito tipo ansiolitico, este
tipo de comportamento pode ser visto através de intervencdes
farmacologicas, como administragdo de benzodiazepinas. Ou
também, por fatores genéticos, como, por exemplo, os mostrados
por Ramos e seus colaboradores em um estudo com seis
linhagens de ratos, no qual eles demonstraram que fatores
genéticos  influenciam  comportamentos  associados a
emocionalidade (PRUT et al., 2003; RAMOS et al., 1997).

A CLO reduziu a locomogao dos animais em quase todos
os parametros, exceto no tempo no centro do CA (fig. 10,11,12).
O efeito de tratamento associado a CLO encontrado no CA poderia
ser interpretado como uma melhora na hiperatividade de ambas
as linhagens. Ou ainda, o efeito hipolocomotor causado pela CLO
poderia ser associado a efeitos sedativos por sua afinidade aos
trés subtipos de receptores a2 pré-sinapticos (ARNSTEN;
STEERE; HUNT, 1996). Diferentemente, a GUA possui afinidade
pelos receptores a2A pos-sinapticos e por isso nao costuma
apresentar efeitos sedativos associados ao seu uso (ARNSTEN;
STEERE; HUNT, 1996; CINNAMON BIDWELL; DEW; KOLLINS,
2010).

Os resultados encontrados, no presente estudo, com a
CLO, sao corroborados na literatura por Buuse e colaboradores.
Eles utilizaram a linhagem SHR e a mesma dose de 0,03 mg/kg e
demonstraram um efeito dose-dependente da CLO no CA, sendo
este efeito associado a uma possivel sedagéo (VAN DEN BUUSE;
HENNEVELD; DE JONG, 1988). Contudo, sabe-se que a
linhagem SHR possui uma maior locomogéo total no CA do que a
linhagem Wistar (PANDOLFO et al., 2007).

Além disso, vimos que uma semana apos a realizacéo do
LAM as fémeas da linhagem SLA16 apresentaram uma maior
locomogao total do que as fémeas linhagem SHR (fig. 10). Essa
diferenga pode ser atribuida ao locus diferencial da linhagem
SLA16, corroborando estudos prévios do nosso laboratério (DE
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MEDEIROS et al., 2013; FADANNI, 2018; GRANZOTTO, 2016;
RAMBORGER, 2017; SQUARIZ, 2018).

Em suma, os resultados deste primeiro bloco experimental
rejeitaram a hipétese de que as drogas a2-adrenérgicas
melhorariam a memoéria de trabalho nas linhagens SHR e SLA16,
visto que ambas ndo diminuiram a laténcia para alcangar a
plataforma no protocolo utilizado. Porém, foi encontrado um efeito
hipolocomotor nos animais tratados com CLO, que poderia ser
indicativo de uma melhora na hiperatividade locomotora dos
animais.

Esse trabalho foi o primeiro a avaliar a memoria de
trabalho de fémeas SLA16 e a testar a GUA neste protocolo em
ambas as linhagens. Entdo, esse primeiro bloco experimental
levantou a seguinte pergunta: O efeito hipolocomotor causado
pela CLO no CA esta associado com uma melhora da
hiperatividade ou com um efeito hipotensor ou sedativo?
Buscamos responder esta pergunta no segundo bloco
experimental.

6.2. BLOCO EXPERIMENTAL 2

O segundo bloco experimental teve como objetivo avaliar
se os efeitos hipolocomotores da CLO encontrados no CA
estariam associados a um efeito sedativo ou hipotensor. Para isso,
foram realizados os testes do Rotarod e de CA, apds tratamento
agudo seguido de avaliagao de presséo arterial.

No rotarod, nés encontramos um efeito bastante robusto,
o tratamento com CLO 0,03 mg/kg causou uma redugéo no tempo
de laténcia para queda do cilindro em ambas as linhagens (fig. 14),
sugerindo um possivel efeito sedativo. O resultado encontrado
neste trabalho corrobora com outros resultados encontrados no
rotarod sob influéncia de CLO nas doses de 0,05 a 2 mg/kg
(DREW; GOWER; MARRIOTT, 1979).

O teste do rotarod € um teste para avaliar a capacidade
locomotora de roedores, este teste pode sofrer influéncia de
fatores relacionados a coordenagdo motora, ao aprendizado e a
capacidade cardiopulmonar (SHIOTSUKI et al., 2010), podendo
ser também utilizado para avaliar efeitos sedativos (LU et al.,
2010). Na realizagao do teste do rotarod, alguns animais viraram-
se no cilindro e tiveram sua posigao ajustada. Além disso, foi a
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primeira vez que o teste do rotarod foi realizado em fémeas da
linhagem SLA16.

Além do rotarod, o CA pode também avaliar a sedagao,
através dareducao de parametros locomotores como a locomogéao
total (PRUT et al., 2003). No primeiro bloco experimental, o teste
de CA foirealizado uma semana apds o LAM, sofrendo a influéncia
do regime de tratamento utilizado para a realizagdo do LAM. Por
este motivo, uma nova avaliagdo no CA fez-se necessaria para
avaliar a influéncia do tratamento agudo em animais naive.

Neste bloco, com um regime de tratamento agudo, vimos
diferengas significativas em relagdo ao regime de tratamento do
primeiro bloco, onde os animais receberam 4 injegbes de CLO
uma semana antes do CA. A redugado dos indices locomotores
encontrada anteriormente nido foi tdo acentuada como a
encontrada neste segundo bloco. No segundo bloco experimental,
a injegao aguda de CLO reduziu a média de locomogao total para
menos de 10 metros em ambas as linhagens, enquanto no
primeiro bloco essa reducgéo foi para aproximadamente 15 metros
em ambas as linhagens. Este perfil de redugdo em comparagao
ao segundo experimento foi encontrado em todos os parametros
analisados.

Neste segundo bloco experimental, encontramos
novamente diferengas de linhagem nos parametros de locomogéao
total e no centro do CA (fig. 15 e 18). Foi encontrada uma interagao
entre linhagem e tratamento no nimero de entradas no centro (fig.
16), os animais da linhagem SLA16 tiveram uma maior redugao de
locomogao em comparagdo aos animais da linhagem SHR.
Diferentemente do experimento 2, neste quarto experimento foi
encontrada uma diferenga no tempo no centro, os animais de
ambas as linhagens se mantiveram mais tempo no centro quando
tratados com CLO (fig. 17). Esse resultado sugere um efeito
sedativo causado pelo tratamento com CLO, corroborando os
achados no rotarod.

Foram encontrados efeitos hipolocomotores em todos os
parametros do CA (fig. 15 a 18), estes resultados corroboram
dados da literatura que apontam uma redugdo da locomogao no
CA causada pelo tratamento com CLO, sendo este um efeito
sugestivo de sedacdo (ARNSTEN; STEERE; HUNT, 1996; VAN
DEN BUUSE; DE JONG, 1989; VAN DEN BUUSE; HENNEVELD;
DE JONG, 1988). Além da CLO outros agonistas a2 adrenérgicos
apresentam efeitos sedativos, como é o caso da xilazina (KITANO
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et al., 2018), também existem relatos de diferengas nos efeitos da
CLO dependentes de linhagem (TILSON et al., 1977).

Na avaliagdo de presséo arterial a clonidina causou uma
reducao significativa na pressao arterial sistélica e diastolica dos
animais (fig. 19 e 20), este resultado corrobora a literatura classica
envolvendo o uso da CLO como agente anti-hipertensivo
(ATKINSON et al.,, 1986; FRISK-HOLMBERG; EDLUND;
PAALZOW, 1978). Além disso, foi encontrado um efeito marginal
de interacdo entre linhagem e tratamento na pressao arterial
diastdlica (fig.20), onde a linhagem SLA16 apresentou uma maior
reducdo neste parametro, entretanto ressaltamos, ndo haver
diferenca estatistica. Este efeito marginal pode estar associado ao
locus diferencial da linhagem SLA16, oriundo da linhagem
normotensa Lewis. Esta diferenca levanta também a hipdtese que
os animais da linhagem SLA16 poderiam ser mais sensiveis aos
efeitos da CLO.

O conjunto total dos dados deste bloco experimental
demonstrou um efeito sedativo associado a CLO. Além disso, foi
visto também um efeito hipotensor. Ademais, foram encontrados
efeitos linhagem dependente onde a linhagem SLA16 parece ser
mais susceptivel aos efeitos da CLO do que a linhagem SHR.

Essa aparente susceptibilidade levou a realizagdo do
terceiro e ultimo bloco experimental, em um tratamento repetido
por 1 semana com uma dose menor de CLO (0,01 mg/kg) do que
a utilizada até entao (0,03 mg/kg), para analisar se a hiperatividade
poderia ser diminuida sem uma possivel sedagao.

6.3. BLOCO EXPERIMENTAL 3

A dose utilizada, neste bloco experimental, esta descrita
na literatura como sub efetiva nas alteragbes comportamentais
(VAN DEN BUUSE; DE JONG, 1989; VAN DEN BUUSE;
HENNEVELD; DE JONG, 1988), mas capaz de reduzir a pressao
arterial dos SHR (LIN et al., 2015). Buscamos também avaliar se
o tratamento repetido com CLO geraria alteragbes
comportamentais em dias diferentes, contudo, ndo foram
observados efeitos comportamentais associados ao tratamento
em ambas as linhagens (fig. 21 a 24), bem como descrito na
literatura para esta dose na linhagem SHR (VAN DEN BUUSE; DE
JONG, 1989; VAN DEN BUUSE; HENNEVELD; DE JONG, 1988).
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Ocorreram diferengas de linhagem em todos os
parametros comportamentais avaliados, onde a linhagem SLA16
apresentou maiores indices locomotores do que a linhagem SHR,
novamente sugerindo uma grande influéncia do locus diferencial
sobre comportamentos associados a emocionalidade e locomogao
(DE MEDEIROS, 2012). Em relagao a locomogao total (fig. 21), os
animais ndo parecem sofrer habituagdo no CA, corroborando o
estudo de Granzotto, que demonstrou que os animais machos das
linhagens SHR e SLA16 nao sofrem habituagdo durante 5 dias de
testes no CA. Isso sugere que as fémeas também ndo sofrem
habituacdo na locomogao total no CA, mantendo seu perfil
hiperlocomotor e de menor emocionalidade (GRANZOTTO, 2016).

Diferente dos achados em machos por Granzotto onde os
animais mantiveram a locomoc¢do central durante os 5 dias
(GRANZOTTO, 2016), nesse estudo com fémeas, houve uma
reducdo gradual dia-dependente no nimero de entradas no centro
do CA (fig. 22) e na locomogéao central (fig. 24). Entretanto, os
SLA16 controle mantiveram indices mais altos do que os outros
grupos nestes parametros, sugerindo uma menor emocionalidade
desta linhagem, corroborando os estudos de De Medeiros e
Anselmi (ANSELMI et al., 2016; DE MEDEIROS et al., 2013).
Conforme ja discutimos anteriormente, o centro do CA esta
relacionado ‘a emocionalidade dos animais, podendo ser
considerada uma regiao aversiva para os roedores (RAMOS et al.,
2008). Contudo, a entrada em zonas aversivas pode estar
relacionada com comportamentos de tomada de risco, sendo
associados a comportamentos “tipo-impulsivo” (PERTILE et al.,
2017), neste terceiro bloco, a redugdo gradual nas entradas no
centro, pode ser sugestivo de uma melhora na impulsividade dos
animais.

No oitavo e ultimo dia deste bloco experimental os animais
que receberam CLO durante os 7 dias foram submetidos a
avaliagao de presséao arterial. A dose de 0,01 mg/kg foi capaz de
reduzir a pressao arterial sistdlica e diastolica (fig. 25 e 26) de
ambas as linhagens, corroborando com os achados de Lin e
colaboradores em machos SHR (LIN et al., 2015).

Também foi encontrada uma diferenga de linhagem na
pressao arterial sistolica na qual a linhagem SLA16 apresentou
uma menor pressao arterial do que a linhagem SHR (fig. 25). Essa
reducdo da pressao arterial sistélica dos SLA16 pode ser devida
ao tratamento continuado, na avaliagéo realizada neste bloco sua
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pressao arterial sistélica média basal foi de 111 mmHg, enquanto
na avaliagdo de pressao arterial realizada no segundo bloco a
presséo arterial sistolica média basal foi de 139 mmHg (fig. 19).
Ressaltando que a avaliagao realizada no segundo bloco foi feita
com animais que eram naive para a CLO. Além disso, com base
nos dados de pressao arterial do segundo bloco, pode-se sugerir
uma maior sensibilidade a CLO na linhagem SLA16, entretanto,
estudos moleculares para avaliar diferencas no sistema
noradrenérgico de ambas as linhagens.

Analisados em conjunto os dados deste ultimo bloco
experimental demonstraram diferengcas na pressao arterial
sistdlica e diastdlica, contudo, ndo foram encontradas diferencas
nos testes comportamentais, apesar dos efeitos observados na
pressao arterial dos animais. Sendo assim, podemos sugerir que
os efeitos hipotensores da CLO nao influenciaram o
comportamento dos animais. Ramos e seus colaboradores ja
haviam sugerido que n&o existe uma correlagdo genética entre a
locomogao central no CA e a pressao arterial em uma F2 de ratos
Lewis e SHR (RAMOS et al, 1998). Os dados deste bloco
experimental corroboram seu estudo, sendo que os efeitos
encontrados nos blocos 1 e 2 possivelmente sdo decorrentes de
um efeito “tipo sedativo”, associado a ativagdo dos receptores a2
pré-sinapticos (ARNSTEN; STEERE; HUNT, 1996).

Ressaltando ser a primeira vez na histéria que foram
testadas drogas noradrenérgicas nos animais da linhagem.
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7. CONCLUSOES E CONSIDERAGOES FINAIS

O primeiro bloco experimental deste trabalho rejeitou a
hip6tese de que as drogas a2 melhorariam a memoria de trabalho,
mas demonstrou que o regime de tratamento deste bloco
experimental causou uma melhora na hiperatividade locomotora
de ambas as linhagens com um brando efeito hipolocomotor.

O segundo bloco experimental sugere que o efeito
hipolocomotor causado pela CLO pode estar relacionado a uma
queda na pressao arterial.

O terceiro bloco experimental sugeriu que uma dose
menor de CLO nao foi capaz de provocar alteracbes
comportamentais em ambas as linhagens, mas foi capaz de
provocar alteragdes na pressao arterial, sendo a linhagem SLA16
aparentemente mais susceptivel aos efeitos da CLO.

Além disso, foi observado que as ratas da linhagem SLA16
apresentam comportamentos hiperlocomotores mais
pronunciados do que as ratas da linhagem SHR, além de
possuirem uma memoria de trabalho semelhante. Estes dados
sugerem as fémeas da linhagem SLA16 como um modelo de
estudos para o TDAH. Além disso, a linhagem SLA16 apresenta
diferentes respostas as drogas a2-adrenérgicas, que pode ser
atribuida ao locus diferencial no cromossomo 4 da linhagem
SLA16.

Neste trabalho foi testada a hipotese de que as drogas a2
melhorariam comportamentos associados ao TDAH, nas
linhagens SHR e SLA16. Como conclusdo, essa hipdtese foi
parcialmente negada, pois ndo ocorreram melhoras na memoria
de trabalho, mas houve uma melhora nos comportamentos
hiperativos com a dose de 0,03 mg/kg de CLO em tratamento
repetido. Contudo, o tratamento agudo com 0,03 mg/kg de CLO
causou um perfil “tipo sedativo” e o tratamento repetido com 0,01
mg/kg de CLO ndo foi capaz de causar alteragdes
comportamentais. Com base nas diferengcas de resposta aos
farmacos a2-adrenérgicos entre as linhagens, sugere-se uma
avaliacdo molecular do sistema noradrenérgico da linhagem
SLA16.
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