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RESUMO

O Transtorno de Déficit de Atencdo e Hiperatividade (TDAH) é um dos transtornos do
neurodesenvolvimento mais comuns da infincia e adolescéncia, afetando cerca de 3,4% de
criangas e adolescentes em todo o mundo. A triade de sintomas se caracteriza por falta de
atencdo, hiperatividade e impulsividade. Esses sintomas apresentam-se diferentemente
dependendo do sexo, com meninas apresentando em maior propor¢ao o subtipo desatento, e
meninos em maior propor¢do o subtipo hiperativo e impulsivo. Embora o TDAH seja
considerado um transtorno complexo e multifatorial e com etiologia desconhecida, o
desbalanco dos sistemas dopaminérgico e noradrenérgico ¢ reconhecido como parte da
etiologia do transtorno. Esses desbalangos podem estar relacionados com alteragdes da
simetria fisiologica de estrutura e funcao entre os hemisférios cerebrais direito e esquerdo. O
objetivo do presente estudo foi verificar alteragdes eletrofisiologicas e neuroquimicas em um
modelo animal de TDAH, analisando o eletroencefalograma interhemisférios e verificando os
efeitos das diferencas de sexo. Animais machos e fémeas das linhagens SHR (Spontaneously
hypertensive rats), modelo animal do TDAH, e Wistar Kyoto (WKY, linhagem progenitora
dos animais SHR) foram submetidos a cirurgia para implantacdo de 4 eletrodos de superficie
(2 eletrodos no lobo frontal, um no lobo frontal direito e outro no esquerdo; 2 eletrodos no
lobo parietal, 1 no lobo parietal direito e outro no esquerdo) no 48° dia pos-natal. Ao 55° dia
pos-natal foi realizado o registro do eletroencefalograma enquanto os animais exploravam
livremente uma caixa de madeira e apos a obten¢do dos registros eles foram imediatamente
eutanasiados e amostras do cortex frontal de ambos os hemisférios foram coletadas para
imunodetectar a sinaptofisina, o transportador de dopamina (DAT) e o transportador de
noradrenalina (NET) por Western blotting. Os animais SHR ndo apresentaram diferencas no
indice de assimetria em relagdo aos animais controle WKY. Apesar disso, as fémeas SHR
apresentaram diferencas no poder de ondas alfa e theta entre os diferentes hemisférios, com
maior poder no hemisfério direito em relacdo ao esquerdo. Em relagdo ao imunoconteudo de
proteinas, ndo houve diferenca nos niveis totais de sinaptofisina, DAT e NET no cortex
frontal entre os grupos. A analise da diferenca inter-hemisférica revelou que os animais SHR
ndo apresentaram diferencas, mas os WKY machos apresentaram diminui¢do no NET no
hemisfério esquerdo em relagdo ao direito e as fémeas WKY diminuicdo no DAT no
hemisfério esquerdo comparado ao direito. As alteracdes encontradas na simetria cerebral nas
fémeas do modelo animal mais estudado para o TDAH, sdo frequentemente relatadas em
distirbios emocionais, como ansiedade e depressdo, que, por sua vez, sdo comumente
encontrados como comorbidades do TDAH. Apesar da identificagdo de alteracdes funcionais,
ainda ¢ preciso associa-las a outras alteragdes neuroquimicas responsaveis por tais
manifestagoes.

Palavras-chave: TDAH, Assimetrias cerebrais, oscilagdes cerebrais, diferencas sexuais, SHR,
dopamina



ABSTRACT

Attention Deficit Hyperactivity Disorder (ADHD) is one of the most common childhood
onset psychiatric disorders and affects around 3.4% of children and adolescents worldwide. It
is characterized by inattention, hyperactivity and impulsivity. Sex differences have been
found in ADHD symptoms, with girls being more innatentive, while boys presenting the
hyperactive/impulsive subtype. Although ADHD is considered to be a complex and
multifactorial disorder with an unknown etiology, dysfunction in the dopaminergic and
noradrenergic systems have been implicated in the ADHD etiology. Furthermore, this
dysfunction has been associated with changes in the symmetry of physiological structure and
function of both brain hemispheres. This study aimed to evaluate electrophysiological and
neurochemical alterations in an animal model used for ADHD, considering sex differences
and brain hemispheres symmetry. Male and female SHR (spontaneously hypertensive rats),
the most validated model for ADHD, and Wistar Kyoto (WKY, control strain) were used. At
post-natal day 48 (PND), animals were submitted to a surgical procedure to place 4 superficial
electrodes (1 electrode in each hemisphere of the frontal and parietal lobes). At PND 55,
electroencephalogram was recorded while the animals freely explored a wooden box. Then,
animals were euthanized and both hemispheres were separated from frontal cortex for
synaptophysin, dopamine transporter (DAT) and noradrenaline transporter (NET)
immunocontent analysis. SHR did not present differences in the asymmetry index, but female
SHR showed higher alpha and theta power in the right brain hemisphere. Strain differences
were not found for synaptophysin, DAT and NET in the frontal cortex. However, male WKY
showed less NET in the left hemisphere when compared to right, and DAT was decreased in
the left hemisphere of female WKY. Changes reported in the brain symmetry in females from
ADHD model are often reported in emotional disorders such as anxiety and depression, which
are commonly found as ADHD comorbidities. Despite the identification of functional
alterations, further studies are still necessary to associate them with other neurochemical
alterations responsible for such manifestations.

Key-words: ADHD, Brain oscilations, brain assymetry, sex diferences, dopamine, SHR
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1 INTRODUCAO COMPREENSIVA

1.1 O TRANSTORNO DE DEFICIT DE ATENCAO E HIPERATIVIDADE

O Transtorno de Déficit de Atencdo e Hiperatividade (TDAH) ¢ o transtorno do
neurodesenvolvimento mais comum da infancia, sendo caracterizado pela persisténcia dos
sintomas de de desatengdo, hiperatividade e impulsividade (Kenemans, 2005), com uma
prevaléncia mundial de cerca de 3,4% (Polanczyk et al., 2015). Inicialmente, os sintomas
poderiam persistir até a adolescéncia, porém atualmente ja se sabe que em alguns casos os
sintomas perduram até a vida adulta, o que caracteriza o TDAH como uma condi¢@o cronica
de saude (Barbaresi et al., 2013; Faraone et al., 2006). Tendo em vista a triade de sintomas, a
desaten¢do permanece com o aumento da idade, enquanto a hiperatividade e impulsividade
atenuam com a idade (Palma et al., 2015).

Quanto a etiologia, ha evidéncias de que alteragdes genéticas possam contribuir para a
susceptibilidade ao transtorno, como mutagdes nos genes dos receptores de dopamina D2 e
D4, e do transportador de dopamina (DAT). Além disso, fatores ambientais, tais como baixa
classe social, complicagdes no parto e disfun¢des familiares também contribuem para a
apresentacdo do transtorno (Faraone & Bierderman, 1998). Ademais, o TDAH ¢
frequentemente associado com comorbidades psiquidtricas, incluindo transtornos de
ansiedade, depressdo, transtorno opositivo desafiador e transtorno de conduta. O alto nivel de
comorbidades ¢ encontrado em populagdes diversas, e tal associagdo aumenta a importancia
do transtorno como problema de satde publica (Biederman et al., 2001; Spencer et al., 2007).
Consequentemente, o TDAH tem um grande impacto para a sociedade em problemas
familiares, além de impactar negativamente a autoestima, o desempenho académico e

profissional dos individuos comprometidos (Faraone & Bierderman, 1998).

1.1.1 Diagnostico e tratamento

Apesar dos recentes avancos na compreensdo da neurobiologia do TDAH a partir de
estudos utilizando modernas ferramentas de genética, biologia molecular, neurofarmacologia
e neuroimagem, o diagnostico ainda permanece essencialmente clinico (Kieling & Rohde,
2012). Uma vez que ainda ndo existem marcadores biologicos disponiveis com sensibilidade e
especificidade suficiente, considerando a heterogeneidade da apresentacdo do transtorno

(Rhode, 2008), a qual ¢ possivelmente um reflexo das multiplas causas do transtorno e dos



multiplos fatores envolvidos na expressdo de sintomas (Purper-Ouakil et al.,, 2011).
Atualmente, o diagndstico é baseado no Manual Diagnostico de Desordens Mentais, 5 edi¢do
(DSM-V), da Associacdo Americana de Psiquiatria (APA, 2013) e na CID-10 (Classificagao
Internacional de Doengas), da Organizagdo Mundial da Saude (WHO, 1992). De acordo com
o DSM-V, o TDAH se apresenta em trés diferentes subtipos: predominantemente desatento,
predominantemente hiperativo/impulsivo € o subtipo combinado dos trés sintomas. O
diagnéstico ¢ realizado com base em duas dimensdes de sintomas: desaten¢do (como descuido
em atividades escolares) e hiperatividade/impulsividade (como movimentar-se repetidamente
com maos ou pé€s enquanto estd sentado, falar excessivamente), com a presenga de no minimo
seis sintomas em uma ou nas duas dimensdes, observados por um periodo minimo de seis
meses, em nivel de apresentacdo inconsistente com a fase de desenvolvimento do paciente e
com impacto negativo em atividades sociais e/ou académicas/ocupacionais. Além disso, ¢
preciso que haja a apresentacdo de sintomas desde uma idade menor do que 12 anos, que
existam sintomas que se apresentem em diferentes contextos: em casa, na escola, com amigos,
com familiares, e que esses sintomas ndo possam ser explicados por outras alteragdes
neuropsiquiatricas e neurologicas (APA, 2013).

O psicoestimulantes sdo os medicamentos mais utilizados para o tratamento
farmacoldgico, sendo a terapéutica de primeira linha a utilizagdo do metilfenidato (Seixas et
al., 2012), cuja acdo ¢ bloquear o transportador de dopamina (DAT), e secundariamente
também o transportador de noradrenalina (NET), aumentando a concentracdo de ambos os
neurotransmissores na fenda sindptica (Boix et al., 1998). Os efeitos terapéuticos da
estimulacdo dopaminérgica podem envolver o enfraquecimento de transmissdes
inapropriadas, enquanto a estimulacdo noradrenérgica pode estar envolvida com o
fortalecimento de conexdes importantes no cortex pré-frontal relacionadas com a regulacao da
atengdo e regulagdo emocional (Arnsten, 2009). O tratamento com metilfenidato mostra-se
eficaz em cerca de 70-80% dos pacientes, sendo considerado uma das drogas mais eficazes da
psiquiatria e da medicina (Leucht et al., 2012). A atomoxetina, um inibidor seletivo da
reabsor¢do de noradrenalina pelo NET, também ¢ reconhecido como tratamento de primeira
escolha e, outras drogas como bupropiona, clonidina, guanfacina e antidepressivos triciclicos
sdo recomendadas para pacientes que ndo respondem bem ao tratamento de primeira linha ou
que sofrem de comorbidades (Seixas et al., 2012).

Apesar da alta eficiéncia do tratamento farmacologico, algumas limitagdes sdo
apresentadas. Primeiramente, uma propor¢ao dos pacientes sofrem com efeitos adversos como

boca seca, insonia e redug¢do do apetite, entre outros (Wilens et al., 2011). Ademais, uma
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fracdo dos pacientes que responde ao tratamento com psicoestimulantes ainda mantem-se
apresentando a remissdo da maior parte, mas ndo da totalidade de seus sintomas (Solanto et
al., 2010). Portanto, adicionalmente ao tratamento farmacoldgico, existe consenso na

necessidade de intervencao psicossocial (Safren et al., 2010; Seixas et al., 2012).

1.1.2 Diferencas de sexo

A prevaléncia do TDAH varia entre meninos e meninas, sendo os meninos
diagnosticados em uma propor¢ao de 3:1 (Singh, 2008). A maior parte dos estudos avaliando
o transtorno utilizam amostras homogéneas de pacientes ou de modelos animais, geralmente
analisando somente o sexo masculino, o que dificulta a generalizacdo de achados para as
meninas, € a menor compreensdo do transtorno para o sexo feminino pode estar associada
com a menor propor¢do de diagnosticos (Gershon, 2002). A diferenga na prevaléncia também
pode estar associada com a apresentagao fenotipica do transtorno, e tem impacto substancial
no diagndstico pois as meninas apresentam predominantemente o subtipo desatento, o qual ¢
mais facilmente ser administrado na idade escolar em comparagdo com os comportamentos
disruptivos mais comuns em meninos, que apresentam o subtipo hiperativo/impulsivo (Gaub
& Carlson, 1997). As meninas tém menor probabilidade de apresentar problemas relacionados
ao transtorno na escola, como problemas de aprendizagem, e menor risco de desordens
associadas ao comportamento agressivo, além de menores prejuizos no convivio social
(Biederman et al., 2002). As meninas que sdo direcionadas para avaliagdo psiquiatrica podem
apresentar comportamentos disruptivos, mas ndo representam a maioria diagnosticada com
TDAH. Mulheres adultas diagnosticadas com TDAH tém maiores chances de desenvolver
transtornos de ansiedade, depressdo e sintomas somaticos quando comparadas aos homens, os
quais tém maiores chances de exposicdo a comportamento de risco, abuso de substincias
ilicitas, transtornos de conduta e de personalidade (Williamson & Johnston, 2015). A
compreensdo das diferencas de sexo no transtorno ¢é critica para a disseminacdo de
informagdes sobre as diferentes manifestagdes, e consequentemente para melhor identificagao
da desordem e um diagndstico mais eficiente (Gershon, 2002).

Em pesquisas pré-clinicas com modelos animais em laboratorio, a utilizacdo exclusiva
de machos, verificada em diversas areas, como na neurociéncia, pode dificultar a
compreensdo das influéncias de sexo em processos bioldgicos e de satde (Shansky &
Woolley, 2016), uma vez que a existéncia de diferencgas bioquimicas, fisiologicas, de estrutura

e funcdo no sistema nervoso de machos e fémeas ¢ amplamente aceita (Panzica & Melcangi,
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2016). Apesar da participacdo de fatores sociais e culturais em desordens do sistema nervoso,
diferengas sexuais ndo podem ser negligenciadas na etiologia e na fisiopatologia de

transtornos (Shansky & Woolley, 2016).

1.1.3 Neurobiologia do TDAH

As principais alteragdes neurologicas encontradas no TDAH, a partir de evidéncias
provenientes de estudos de neuroimagem, sdo presentes em circuitos fronto-estriatais e
parietais, nas aferéncias dopaminérgicas e noradrenérgicas, com desordens em regides
envolvidas nos processos de atencdo e de controle executivo (Curatolo et al., 2009). Os
pacientes com TDAH tém distarbios na recapta¢do, armazenamento e/ou metabolismo da
dopamina, apresentando hipoatividade dopaminérgica nas vias mesolimbica, mesocortical e
nigroestriatal (Russell, 2002). A dopamina seleciona estimulos excitatdrios para o cortex pré-
frontal e também para o cortex cingulado, de maneira a reduzir atividade neuronal irrelevante
para o controle executivo durante a realizagdo de tarefas. Por outro lado, evidencia-se
hiperatividade noradrenérgica, especialmente no cortex frontal, relacionada a disfuncdo dos
receptores a-1 pré-sindpticos inibitorios de noradrenalina, possivelmente causando déficits no
controle inibitorio (Russell, 2002). No locus coeruleus, a atividade inapropriada de auto-
receptores inibitorios noradrenérgicos pode estar associada com aumento da reatividade a
estimulos sensoriais, assim como a déficits na capacidade de sustentar a aten¢do, ambos

caracteristicos do TDAH (Mefford & Potter, 1989).

1.1.4 Assimetrias cerebrais

Em humanos e em outros animais mamiferos, os dois hemisférios cerebrais diferem
em anatomia e fungdo. A assimetria interhemisférica ¢ uma caracteristica também
compartilhada por vertebrados e invertebrados (Duboc et al., 2015). Considera-se que essa
lateralizacdo tenha se originado de fatores evolutivos, hereditarios, de desenvolvimento e
também patoldgicos. Como exemplo, a linguagem ¢ geralmente lateralizada no hemisfério
esquerdo, possivelmente evitando a competicdo entre os hemisférios sobre o controle dos
musculos da articulagio da fala, e também sendo mais eficiente na transferéncia de
informagdo entre estruturas especificas de um s6 hemisfério (Toga & Thompson, 2003).
Cérebros mais assimétricos tendem a apresentar uma reducdo da area do corpo caloso em

relagdo aqueles mais simétricos, o que pode refletir em uma reducdo de volume ou de
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quantidade de fibras axonais conectando os dois hemisférios (Witelson, 1985). Portanto, a
lateralizacdao de fungdes pode ter se dado por uma desvantagem na duplicagdo de estruturas
cerebrais, pelos limites de tempo para transmissao através do corpo caloso de um hemisfério
para o outro e também por permitir a realizacdo de tarefas paralelamente nos dois hemisférios
(Toga & Thompson, 2003). A especializacdo hemisférica também ja é bastante documentada
para outras fungdes, por exemplo, Gazanigga et al (1962) avaliaram os efeitos da remogao
cirargica do corpo caloso em pacientes, e foi perceptivel a sua incapacidade de nomear
objetos apresentados no seu campo visual esquerdo ou tocados pela sua mao esquerda, mas o
mesmo problema ndo era apresentado para campo visual e mao contralaterais. A lateraliza¢ao
hemisférica para fungdes cognitivas provavelmente reflete uma diferenga de circuitos neurais
entre os hemisférios, correlacionados com assimetrias nas substincias branca e cinzenta
(Duboc et al., 2015).

A assimetria na distribui¢do sinaptica de receptores de glutamato do tipo N-metil-D-
aspartato (NMDA) da subunidade épsilon 2 em circuitos hipocampais foi reportada em
roedores, com alteracdes nas propriedades desses receptores entre os hemisférios, interferindo
para um processo de plasticidade sinaptica diferente no hipocampo esquerdo e direito
(Kawakami et al., 2003). O fato da lateralizagcdo ter sido evolutivamente conservada ou
independentemente adquirida por animais sugere que ela oferega vantagens, e portanto, a sua
perda pode ser prejudicial (Duboc et al., 2015).

Do ponto de vista funcional, hd propriedades particulares do eletroencefalograma
(EEG) que demonstram uma modesta assimetria encontrada em individuos saudaveis (Weber,
2005), porém desvios nessa lateralidade podem ser mecanismos responsdveis pela
manifestagdo de desordens neuroldgicas e psiquiatricas (Glick et al., 1982). A assimetria no
cortex frontal nas oscilagdes alfa (8-12 Hz) € representativa nesse caso, uma vez que esse
parametro ¢ utilizado por pesquisadores para o estudo de temperamento, personalidade,
diferentes psicopatologias, motivacdo, emoc¢do e controle cognitivo (Smith et al., 2017).
Ademais, a assimetria frontal de ondas alfa também ja é considerada como um bioindicador
valido para depressdo (Quraan et al., 2014). Ha evidéncias de que um aumento de ondas alfa
no hemisfério esquerdo em relagdo ao direito esteja associado com alteracdes nas respostas a
estimulos positivos e negativos, com um aumento de emogdes positivas. Por outro lado, um
aumento nas ondas alfa no hemisfério direito em relacdo ao esquerdo estaria associado com
uma alteracdo na resposta apenas a estimulos negativos, € ndo aos positivos e neutros,

apresentando um aumento em respostas hormonais e do sistema nervoso auténomo ao
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estresse, resultando em motivagdo reduzida, tristeza e medo (Coan & Allen, 2004; Meyer et
al., 2015).

Do ponto de vista neuroquimico, os neurotransmissores dopamina e noradrenalina
apresentam contetido e fun¢do diferentes entre hemisfério direito e esquerdo (Toga &
Thompson, 2003). Budilin et al (2008) demonstraram por meio de cromatografia liquida de
alta performance (HPLC) que os ratos que utilizam preferencialmente a pata dianteira direita
para alcangar alimento tém maiores niveis de dopamina no nlicleo accumbens direito, e os
ratos que utilizam preferencialmente a pata esquerda para a mesma tarefa também apresentam
maiores niveis desse neurotransmissor no nucleo accumbens ipsilateral. Os niveis de
dopamina apresentam varia¢des interhemisféricas no cortex pré-frontal medial e no estriado, e
da mesma maneira, houve um impacto comportamental da assimetria do conteudo de
dopamina na pata de preferéncia dos animais e no sentido do movimento de rotagdo
apresentado por roedores (Nielsen et al., 1997). Em humanos, a dopamina também apresenta
assimetria conforme estudos post-mortem no cérebro de individuos saudaveis, especialmente
com maior contetido no globo palido esquerdo em relagdo ao direito, porém nao foi possivel
associar a significancia funcional de tais achados (Glick et al., 1982). Os neurdnios
noradrenérgicos apresentam-se lateralizados no tdlamo, sendo mais abundantes no nucleo
ventral lateral direito (Oke et al., 1980). E possivel que o aumento da atividade noradrenérgica
em algumas estruturas do hemisfério direito esteja associado com a manuten¢do de um estado
de alerta e com a orientacdo adequada a novos estimulos (Toga & Thompson, 2003).

Um importante fator a ser levado em consideracdo ¢ o dimorfismo sexual quando
analisadas as assimetrias interhemisféricas. Em homens, sdo documentadas evidéncias que
sugerem eles apresentam maior lateralizagdo do que as mulheres (Hirnstein et al., 2019). As
analises de EEG durante a visualiza¢do de fotografias de faces de desconhecidos revelou que
os homens apresentaram uma resposta elevada no hemisfério direito, enquanto as mulheres
apresentaram respostas em ambos os hemisférios (Proverbio et al., 2010). Dentre as estruturas
assimétricas, o Planum temporale (4rea cortical posterior ao cortex auditivo, funcionalmente
associado ao processamento de informacdo auditiva) é o que apresenta maior assimetria
relacionada ao sexo, dentre um conjunto de estruturas avaliadas por ressonincia magnética
(Guadalupe et al., 2015). Os pesquisadores ainda foram capazes de encontrar uma relagao
entre a assimetria dessa regido e a apresentacdo de variagdes nos genes relacionados a
hormoénios esteroides, refor¢ando a hipdtese de dimorfismo sexual. Em uma meta-analise de
estudos de neuroimagem, Stevens & Hamann (2012) concluiram que mulheres apresentam

maior resposta emocional a estimulos negativos na amigdala esquerda, enquanto homens
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apresentam maior resposta emocional a estimulos positivos, também na amigdala esquerda.
De acordo com os autores, tal achado pode estar associado a um maior risco de
desenvolvimento de depressdo e de transtornos de ansiedade em mulheres. As assimetrias
também ja foram associadas com diferencas em performance cognitiva, apesar de homens e
mulheres desempenharem de maneira similar a maior parte dos testes cognitivos realizados

em sujeitos saudaveis (Hirnstein et al., 2019).

1.1.5 Assimetrias cerebrais no TDAH

As assimetrias cerebrais podem modular, exacerbar ou contribuir para o surgimento
de disturbios neuropsiquiatricos (Douglas et al., 2018). Em estudos de ressonancia magnética
foram observadas diferencas estruturais e funcionais entre os hemisférios cerebrais em
humanos e modelos animais do TDAH. Dentre elas, observaram-se redugdes no volume do
nucleo caudado esquerdo, principalmente em meninos, além de maiores indices de assimetria
no hipocampo, tdlamo e amigdala em pacientes com TDAH que eram mais evidentes em
pacientes que ndo estavam em tratamento com psicoestimulantes (Douglas et al., 2018; Hynd
et al., 1993). Ademais, reducdo do fluxo sanguineo cerebral na por¢ao ventral do cortex pré-
frontal medial e do cértex orbitofrontal no hemisfério direito, a qual foi revertida pelo
tratamento com metilfenidato em criancas com TDAH (Lee et al., 2005). Também foram
relatadas assimetrias no eletroencefalograma quantitativo entre os hemisférios direito e
esquerdo em relagdo ao poder absoluto nas regides parietal e temporal posterior, e elevada
coeréncia no formato de ondas de cada oscilagdo (delta, theta, beta, alfa e gama) em regides
frontais (Chabot et al., 1998). Em modelos animais do TDAH, evidenciou-se assimetria no
metabolismo de dopamina, com redugdes no nivel desse neurotransmissor no nucleo
accumbens direito, os quais estiveram associados com um comportamento impulsivo dos
animais. Estas alteragdes neuroquimicas e comportamentais foram revertidos com uma droga
inibidora da enzima MAO-B, responsavel por degradar monoaminas (Boix et al., 1998). Uma
possivel restauracdo da funcionalidade simétrica nos sistemas de neurotransmissores entre o0s
hemisférios pode estar envolvida nos efeitos benéficos promovidos pelo tratamento com
psicoestimulantes (Boix et al., 1998; Malone et al., 1993). Porém, Li et al (2019) também
observaram uma redug@o na assimetria lateral em redes de conectividade na substancia branca
no cérebro utilizando técnicas de imagem por tensor de difusdo em pacientes com TDAH em
relacdo a controles pareados por idade. Além disso, um estudo longitudinal de ressonancia

magnética encontrou um padrdo de desenvolvimento de assimetrias ao longo dos anos em
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individuos saudéveis, caracterizado por maior aumento da espessura do cortex cerebral na
regido frontal do hemisfério direito, e também maior aumento na espessura na regido parietal
do hemisfério esquerdo. Individuos com TDAH também demonstraram o mesmo padrdo ao
longo dos anos no cortex parietal, porém no cortex frontal ndo houve aumento de diferencas
entre os hemisférios. Desse modo, observa-se que alteracdes na lateralidade podem ocorrer
por reducdo ou excesso em relagdo ao padrdo de lateralidade considerado normal (Shaw et al.,

2009).

1.1.6 Modelo animal

O TDAH ¢ uma desordem heterogénea, com contribuicdo de fatores tanto genéticos
quanto ambientais, e portanto, a utilizagdo de modelos animais tem contribuido na
compreensdo ¢ melhor conhecimento de suas bases neurobioldgicas (Simchon et al., 2010). A
utilizagdo de modelos animais requer que os mesmos mimetizem os sintomas (validade de
face), as bases fisiopatoldgicas apresentadas em humanos (validade de construto), e sejam
capazes prover informagdes anteriormente desconhecidas sobre a desordem (validade
preditiva) (Sontag et al., 2010). Algumas das caracteristicas do TDAH ja foram observadas
em modelos animais. Existem modelos cuja apresentagdo das caracteristicas necessarias se da
pela exposicdo ao estresse (exemplo: durante a gravidez), resultando em hiperatividade que ¢
reduzida com o tratamento com antagonistas dopaminérgicos (Son et al., 2007). Por outro
lado, a indu¢do do modelo pode ocorrer através de intervengdes farmacoldgicas, como a
destruicdo de neurdnios dopaminérgicos com a exposi¢do de neonatos a 6-hidroxidopamina,
resultando em hiperatividade, a qual ¢ antagonizada por psicoestimulates (Davids et al.,
2002). Finalmente, hda modelos genéticos que também apresentam as caracteristicas
necessarias para a sua utilizacdo como modelos animais do TDAH. Os animais knock-out
para o gene da proteina DAT (DAT-KO) sdo um exemplo, tendo em vista que demonstram,
principalmente, alteragdo no sistema dopaminérgico, além de hiperatividade que ¢ atenuada
através de psicoestimulantes. Apesar disso, pacientes com TDAH ndo parecem demonstrar
reducdo nos niveis de DAT (Sontag et al., 2010). Outro modelo genético ¢ a cepa de ratos
espontaneamente hipertensos (SHR, do inglés spontaneously hypertensive rats) um dos
modelos animais mais estudados e validados (Meneses et al., 2011). Embora estes ratos
apresentem hipertensdo na vida adulta, os animais SHR apresentam alteracdes
comportamentais caracteristicas do TDAH durante o seu desenvolvimento, como a

hiperatividade, percebida no aumento da distadncia percorrida na tarefa de campo aberto, e
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impulsividade, percebida em tarefas em que os animais sdo apresentados com uma escolha:
receber imediatamente uma menor recompensa (exemplo: racao, apds um periodo de restri¢ao
alimentar), ou aguardar por periodos definidos para receber uma maior quantidade de ragao.
Animais SHR tendem a optar pela recompensa imediata (Boix et al., 1998). Também tém
problemas na aten¢do (apenas quando o estimulo ¢ espagado ao longo do tempo, ou seja,
problemas em sustentar a atencdo por periodos prolongados), preenchendo o critério de
validade de face (Sagvolden et al., 2005). Além disso, apresentam hipofung¢do dopaminérgica
especialmente nas vias mesolimbica e mesocortical de maneira similar a humanos,
apresentando assim validade de construto (Sagvolden et al., 2005). Ademais, o modelo ¢
capaz de prever correlatos de TDAH em seres humanos no que se refere a comportamento,
com potencial para identificacdo de alteracdes genéticas, neurobiologicas e do efeito de
intervengdes farmacologicas, preenchendo o critério de construto teérico (Sagvolden et al.,
2005). O modelo responde ao tratamento com metilfenidato, apresentando melhora da
atengdo, aparentemente pela modulacdo da atividade do cortex pré-frontal, uma vez que essa
regido ¢ responsavel pela coordenag¢do de estimulos que ¢ necessaria para a solugdo de
problemas que envolvem atengdo, e circuitos dopaminérgicos tém papel importante na mesma
(Hart et al., 2013). Além disso, hd melhora de memoria nesses animais ap6s a administragao
de metilfenidato (Fuermaier et al., 2017). Mesmo considerando que déficits de memoria nao
sdo sintomas primarios do TDAH, ja foram reportados problemas na memoria declarativa
(Skodzik et al., 2017), além de diminui¢dao do tamanho do hipocampo, estrutura essencial nos
processos de memoria, como aquisi¢do e evocacdo (Hoogman et al., 2017). Essa funcao
cognitiva esteve especificamente prejudicada nos animais SHR na tarefa de reconhecimento
de objetos (memoria de reconhecimento) e na tarefa de evitagdo ativa (aprendizado
associativo) (Leffa et al., 2019), apesar de que problemas de atencdo podem afetar
diretamente os resultados na tarefa de campo aberto. Finalmente, o tratamento com
metilfenidato reduziu o comportamento impulsivo em animais SHR, assim como ¢ percebido
em pacientes com TDAH (Leffa et al., 2019). Apesar disso, ndo foram verificados efeitos na
hiperatividade, avaliada pela locomocao dos animais, mesmo com a utilizagdo de diferentes
doses. Ainda, doses de 10 mg/Kg induziram aumento da locomog¢do nos animais, o que ¢
possivelmente associado com excesso de estimulo do sistema nervoso simpatico e que pode
sinalizar diferengas na fisiopatologia apresentado pela cepa de animais SHR (Leffa et al.,
2019). Considerando essas caracteristicas, o0 modelo animal escolhido para mimetizar o

TDAH, nesse trabalho, foi a cepa de animais SHR.
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1.1 JUSTIFICATIVA

Dadas as evidéncias de alteracdes assimétricas nos hemisférios cerebrais no TDAH,
que envolvem diferencas no sistema dopaminérgico, noradrenérgico e nos registros
eletroencefalograficos, torna-se importante identificar o padrdo eletroencefalografico inter-
hemisférico no modelo animal utilizado para os estudos do TDAH. O conhecimento deste
padrdo eletroencefalografico inter-hemisférico permitira um melhor entendimento das bases
fisiopatologicas do transtorno. A utilizacdo de abordagem neurofuncional translacional nao
somente permite como favorece o desenvolvimento de novas estratégias terapéuticas para este
transtorno.. Essa analise sera realizada em animais machos e fémeas, levando em conta a
importancia das diferengas de sexo no sistema nervoso, tanto fisioldégicas quanto aquelas

apresentadas em transtornos.



18

1.2 OBJETIVOS

1.2.1 Objetivo geral

Identificar se existem diferencas neuroquimicas e funcionais entre os hemisférios
cerebrais no modelo animal que mimetiza o TDAH (SHR) comparados com o seu controle

Wistar Kyoto (WKY).

1.2.2 Objetivos especificos

¢ Verificar o imunocontetido do transportador de dopamina (DAT), do transportador de
noradrenalina (NET) e da sinaptofisina no cortex frontal de ambos os hemisférios nos
animais da linhagem SHR quando comparadas com o controle (WKY).

* Verificar a atividade elétrica cerebral através do eletroencefalograma em ambos os
hemisférios durante a realizacdo de uma tarefa comportamental na linhagem SHR e

WKY.
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RESUMO

O Transtorno de Déficit de Atengdo e Hiperatividade (TDAH) ¢ um dos transtornos
psiquiatricos mais comuns da infincia e adolescéncia e caracteriza-se por desatengdo,
hiperatividade e impulsividade. Esses sintomas apresentam-se diferentemente dependendo do
sexo. O TDAH ¢ associado a um desbalango dos sistemas dopaminérgico e noradrenérgico,
que podem estar relacionados com alteragdes da simetria entre os hemisférios cerebrais, as
quais foram verificadas neste trabalho. Foram verificadas alteracdes eletrofisiologicas e
neuroquimicas em um modelo animal de TDAH, verificando as diferencas de sexo e
interhemisféricas. Foram implantados eletrodos no cortex frontal e parietal nos animais SHR
(modelo do TDAH), e Wistar Kyoto (WKY, animais controle) no 48° dia pds-natal. Ao 55°
dia pds-natal foi realizado o registro do eletroencefalograma. Avaliou-se o imunoconteudo de
sinaptofisina, transportador de dopamina e transportador de noradrenalina no cértex frontal de
ambos os hemisférios. Os animais SHR ndo apresentaram diferencas no indice de assimetria
em relacdo aos controles WKY. As fémeas SHR apresentaram diferenca no poder de ondas
alfa e theta entre os hemisférios. Na andlise de diferenga interhemisférica os SHR nao
apresentaram diferengas em nenhuma das proteinas. Os resultados encontrados evidenciam
alteracdes na assimetria cerebral no modelo do TDAH, principalmente nas fémeas, essas

alteracdes sdo apresentadas em transtornos emocionais, frequentemente comorbidades no

TDAH.

Palavras-chave: TDAH, SHR, Assimetrias cerebrais, EEG.
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1. Introducio

O Transtorno de Déficit de Atencdo e Hiperatividade (TDAH) ¢ o transtorno do
neurodesenvolvimento mais comum da infancia, sendo caracterizado por niveis inapropriados
de desatencdo, hiperatividade e impulsividade (Kenemans, 2005), e apresentando uma
prevaléncia mundial de cerca de 3,4% (Polanczyk et al., 2015). A prevaléncia do TDAH varia
entre meninos € meninas, sendo os meninos diagnosticados mais frequentemente, em uma
propor¢ao de 3:1 (Singh, 2008). Cerca de 65% dos pacientes diagnosticados na infancia
persistem apresentando o transtorno na vida adulta (Barbaresi et al., 2013; Faraone et al.,
2006). Quanto a etiologia, ha evidéncias de mutagdes nos genes dos receptores de dopamina
D2 e D4, e do transportador de dopamina (DAT). Além disso, fatores ambientais também
contribuem para a sua apresentagdo (Faraone & Bierderman, 1998). Ademais, o TDAH ¢
frequentemente associado com comorbidades psiquidtricas, incluindo transtornos de
ansiedade, depressdo, transtorno opositivo desafiador e transtorno de conduta (Biederman et
al., 2001).

Quanto a fisiopatologia, as principais altera¢cdes neurologicas encontradas no TDAH, a
partir de evidéncias provenientes de estudos de neuroimagem, sdo presentes em circuitos
fronto-estriatais e parietais, nas aferéncias dopaminérgicas e noradrenérgicas, apresentando
hipoatividade dopaminérgica nas vias mesolimbica, mesocortical e nigroestriatal com
desordens em regides envolvidas nos processos de atencdo e de controle executivo (Curatolo
et al., 2009). Por outro lado, evidencia-se hiperatividade noradrenérgica, especialmente no
cortex frontal, relacionada a disfuncdo dos receptores a-1 pré-sindpticos inibitdrios de
noradrenalina, possivelmente causando déficits no controle inibitorio (Russell, 2002).

Os disturbios neuropsiquiatricos podem modular, exacerbar ou surgir a partir de
assimetrias cerebrais (Douglas et al., 2018). Considera-se que assimetrias cerebrais
apresentam-se em humanos e em outros animais mamiferos, havendo diferengas entre os dois
hemisférios cerebrais em anatomia e fungdo. Foram observadas diferengas estruturais e
funcionais entre os hemisférios cerebrais em humanos e modelos animais do TDAH tais como
reducdes no volume do nucleo caudado esquerdo, principalmente em meninos, além de
maiores indices de assimetria no hipocampo, tdlamo e amigdala em paciente com TDAH no
geral (Douglas et al., 2018; Hynd et al., 1993). Ademais, reducdo do fluxo sanguineo cerebral
na porg¢ao ventral do cortex pré-frontal medial e do cortex orbitofrontal no hemisfério direito

(Lee et al., 2005). Também foram relatadas assimetrias no eletroencefalograma quantitativo
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entre os hemisférios direito e esquerdo em relagdo ao poder absoluto nas regides parietal e
temporal posterior (Chabot et al., 1998). Em modelos animais do TDAH, evidenciou-se
assimetria no metabolismo de dopamina, com redugdes no nivel desse neurotransmissor no
nucleo accumbens direito (Boix et al., 1998).

Algumas das caracteristicas do TDAH ja foram observadas em modelos animais,
sendo a cepa de ratos espontaneamente hipertensos (SHR, do inglés spontaneously
hypertensive rats) o modelo animal mais aceito e validado (Meneses et al., 2011). Os animais
SHR apresentam alteracdes comportamentais caracteristicas do TDAH durante o seu
desenvolvimento, apresentam hipofun¢ao dopaminérgica especialmente nas vias mesolimbica
e mesocortical (Sagvolden et al., 2005). Ademais, o modelo é capaz de prever correlatos de
TDAH em seres humanos no que se refere a comportamento (Sagvolden et al., 2005). O
modelo responde ao tratamento com metilfenidato, apresentando melhora da atencgdo,
memoria e impulsividade (Hart et al., 2013; Fuermaier et al., 2017) apesar de ndo evidenciar-
se impacto na hiperatividade (Leffa et al., 2019).

Considerando evidéncias de alteragdes assimétricas nos hemisférios cerebrais no
TDAH, tanto no aspecto neuroquimico quanto no aspecto neurofuncional, torna-se importante
caracterizar essas alteragdes em ambos os sexos de um modelo animal que mimetize o TDAH
(SHR). Uma vez compreendidas essas modificagdes, alcanga-se um melhor entendimento das
bases fisiopatoldgicas do transtorno, e torna-se possivel investigar intervengdes terapéuticas
que contribuam para a melhora dos sintomas. Portanto, o objetivo desse trabalho foi
identificar se existem diferengas neuroquimicas e funcionais entre os hemisférios cerebrais no
modelo animal que mimetiza o TDAH comparados com o seu controle Wistar Kyoto (WKY).
Para isso foram utilizadas técnicas de eletroencefalografia durante a realiza¢dao de uma tarefa
comportamental e através da técnica Western blot foram identificados o imunoconteudo de

determinadas proteinas no cortex frontal dos animais.
2. Materiais e métodos
2.1 Animais
Foram utilizadas para o estudo a animais machos e fémeas da cepa SHR
(Spontaneously hypertensive rats), que foi criada a partir de progenitores WKY (Wistar

Kyoto) (n= 5-9 animais/grupo). Portanto, animais machos e fémeas da cepa WKY foram

selecionados como controle para os SHR. Os animais foram provenientes do Biotério Setorial
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do Departamento de Bioquimica da UFRGS. Os animais foram alimentados com ragao
comercial e 4gua a vontade e mantidos em gaiolas residéncias nas salas de experimentagdo do
proprio biotério, as quais sdo mantidas em temperatura de 22 + 2 °C, umidade entre 60-80% e
ciclo claro/escuro de 12 horas. Apos a realizagdo do registro do EEG no 55° dia p6s-natal
(DPN), os animais foram eutandsiados por decapitagdo, sendo dissecado a regido encefalica
do cortex frontal para posterior analise por Western Blotting. Todos os procedimentos
experimentais estdo de acordo com o Guia para Cuidados e Utilizagdo de Animais de
Laboratério (NIH Guide) e com a Sociedade Brasileira de Neurociéncias ¢ Comportamento
(SBNeC). Este trabalho foi aprovado pela Comissio de Etica no Uso de Animais da UFRGS
(CEUA-UFRGS — Numero do protocolo 29196).

2.2 Western Blotting

Apos a realizagdo dos testes no 55° dia pos-natal (DPN), foi dissecada a regido do
cortex frontal. O imunocontetdo do transportador de dopamina (DAT), transportador de
noradrenalina (NET) e de sinaptofisina foi avaliado no cortex frontal de animais SHR ¢ WKY
machos e fémeas. A estrutura foi homogeneizada utilizando SDS 5% (dodecil sulfato de
sodio) com 0,1% de inibidores de fosfatases e proteases (Sigma, Sdo Paulo/Brasil) e
armazenada a -20 °C. A quantifica¢do da proteina total foi determinada pelo ensaio do acido
bicinconinico (BCA, Pierce), utilizando albumina sérica bovina (ASB) como padrao (Sigma-
Aldrich, Sao Paulo/Brasil). As amostras foram normalizadas para a quantidade final de
proteina de 2 pg/uL. Cerca de 40 pg de proteina foram aplicadas em gel poliacrilamida por
SDS-PAGE (12% gel de corrida). Apos a separagdao por eletroforese, as proteinas foram
transferidas do gel para membranas de nitrocelulose (Amersham, Sdo Paulo/Brasil). O
bloqueio foi realizado durante uma hora a temperatura ambiente. As membranas para
marcacdo de DAT e NET foram bloqueadas e incubadas com 3% de albumina sérica bovina
(ASB) em solucao salina tamponada com Tris e Tween-20 0,1% (TBS-T). Para a marcagdo de
sinaptofisina, as membranas foram bloqueadas e incubadas com 5% leite desnatado em
solugdo salina tamponada contendo Tris e Tween-20 0,1% (TBS-T). A incubagdo foi
realizada overnight (durante a noite) a 4 °C com os seguintes anticorpos primarios:
monoclonal de rato anti-DAT (1:5000, Santa Cruz Biotechnology, Sdo Paulo/Brasil),
policlonal de coelho anti-NET (1:1000, Abcam) e policlonal de coelho anti-sinaptofisina
(Sigma-Aldrich, Sao Paulo/Brasil). As membranas foram lavadas com TBS-T e incubadas

com seus respectivos anticorpos secundarios conjugados a horseradish peroxidase (HRP) por
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lh a temperatura ambiente e a revelagdio foi feita com a adi¢do do substrato
quimioluminescente ECL (Amersham, Sdo Paulo/Brasil). As membranas foram visualizadas
no equipamento ImageQuant LAS 4000 (GE Life Sciences). A andlise densitométrica foi
realizada utilizando o software Image]. A B-tubulina ¢ uma proteina constitutiva e foi
utilizada como controle endégeno para a expressdo de proteinas, sendo quantificada pela
incubacdo do anticorpo monoclonal de camundongo anti-B-tubulina (1:10000, Santa Cruz

Biotechnology, Sao Paulo/Brasil).

2.3 Implantagdo do eletrodos

Os animais foram anestesiados com cetamina (90 mg/kg, i.p.) e xilazina (10 mg/kg,
i.p.) e colocados no aparato estereotaxico para a implantagdo de eletrodos. Eletrodos
inoxidaveis subdurais foram implantados no cortex frontal (AP + 3,2; LL + 2,0) e cortex
parietal (AP — 3,6; LL + 2,2), sendo, no total, 5 eletrodos. O eletrodo referéncia foi colocado
no osso occipital e um parafuso foi inserido no osso frontal para fixagdo. Os eletrodos foram
fixados com acrilico dental. Apds a cirurgia, cada animal foi colocado em uma caixa

individual para o periodo de recuperacgao de 7 dias, anteriores ao registro do EEG.

2.4 Eletroencefalograma

Cada animal foi colocado na arena de campo aberto, os eletrodos foram conectados a
um amplificador (MAP-32, Plexon, Inc.). O registro de EEG foi realizado em todos os
animais por 20 minutos. Os sinais do EEG foram filtrados de 0,01-100 Hz, seguido por uma
digitalizag@o a 1 kHz para analise posterior. O poder de cada banda de frequéncia foi expresso

considerando 4 periodos de 30 segundos de experimento para cada animal.

2.5 Obtencao dos dados do EEG

Os dados foram analisados no software MATLAB (MathWorks Inc.) utilizando
rotinas customizadas. A densidade do espectro de poder foi calculada por médias do método
de periodograma de Welch utilizando a fun¢do pwelch.m das ferramentas de processamento
de sinais. A analise foi realizada em 4 periodos de 30 segundos para cada animal. O sinal

decomposto foi analisado em sete bandas de frequéncias: delta (1-4 Hz), theta (4-8 Hz), alfa
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(8-12 Hz), beta (12-30 Hz) e trés subfrequéncias de gama (slow gamma: 30-50 Hz; middle
gamma: 50-90 Hz; high gamma: 90-150 Hz).

2.6 Analise estatistica

A analise estatistica foi realizada através de ANOVA de duas vias seguida de post hoc
de Tukey para multiplas comparagdes, cujos fatores foram linhagem e sexo, para os
parametros avaliados entre grupos. Para as comparagdes entre hemisférios cerebrais, foi
utilizado teste t de student pareado. Os dados foram expressos como média + desvio padrao
da média para o eletroencefalograma e para o Western Blotting. As diferencas foram
consideradas estatisticamente significativas quando P<0,05. Foi utilizado o software

Graphpad Prism 6.0 para Windows.

3. Resultados

3.1 Alteragdes eletroencefalograficas

A analise do score de assimetria de poder registrado no EEG foi analisada a partir da
média de poder registrada em cada eletrodos nos 4 periodos de 30 segundos selecionados, sem
considerar frequéncia especifica de oscilacio. A ANOVA de duas vias ndo encontrou
diferencas entre os grupos no cortex frontal para linhagem (F(; 20=0,3; P=0,5437) e para sexo
(F(1,20=0,4; P=0,5230; figura 1A), e também ndo apresentou diferencas no cortex parietal para
linhagem (F(120=0,0; P=0,8775) e para sexo (F(120=1,1; P=0,2966; figura 1B). Para avaliar a
assimetria de poder entre os hemisférios em cada grupo, foi realizado teste t de student
comparando o poder registrado em cada banda de frequéncia no hemisfério direito em relagao
ao esquerdo. As fémeas SHR apresentaram diferencgas significativas no cortex frontal para as
bandas theta (P=0,0077; figura 2B) e alfa (P=0,0184; figura 3B). Os SHR machos nao
apresentaram diferengas interhemisféricas em nenhuma banda, inclusive naquelas

apresentadas pelas fémeas, theta (P=0,9920; figura 2A) e alfa (P=0,8224; figura 3A).
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(D). Os dados sdo representados por média + desvio padrdo da média (n=5-9). Dados analisados por teste t de

student pareado. ¥*P<0,05, quando ha diferenca significativa entre o hemisfério direito e o hemisfério esquerdo.
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3.2 Alteragdes neuroquimicas

A andlise através de ANOVA de duas vias do imunoconteudo de proteinas no cortex
frontal ndo revelou diferencas para o imunoconteudo total (hemisfério direito e esquerdo) para
NET, em relacdo a linhagem (F(;40=0,1675; P=0,6845) e sexo (F(140=1,590; P=0,2147)
(figura 4A), para DAT, em relagdo a linhagem (F(; 40=1,869; P=0,1792) e sexo (F(1,.40=4,047;
P=0,0510) (figura 4B), e para sinaptofisina, em relacdo a linhagem (F(; 35=1,984; P=0,1671) e
sexo (F(133=1,367; P=0,2496) (figura 4C). Porém, na analise realizada por teste t de student

pareado para diferengas interhemisféricas intragrupo, apesar de ndo serem verificadas
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diferengas para NET nos animais SHR machos (P=0,2453; figura 5A) e SHR fémeas
(P=0,7247; tigura 5B), os animais controle WKY machos apresentaram maior imunoconteudo
no hemisfério direito (P=0,0289) (figura 5C). Para DAT, somente as fémeas apresentaram
diferengas interhemisféricas (P=0,0440; figura 6D), que ndo foram verificadas em SHR
machos (P=0,3773; figura 6A) e SHR fémeas (P=0,6623; figura 6B). Para a sinaptofisina,

nenhum dos grupos apresentou diferengas entre o hemisfério direito e esquerdo (figura 7A-D).

A NET - Cortex Frontal B DAT - Cértex Frontal Sinaptofisina - Cértex Frontal

(U.AL)

NET/B-tubulina
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Figura 4. Analise do imunoconteudo total de NET (A), DAT (B) e sinaptofisina (C) no cortex frontal nos
animais SHR machos, SHR fémeas, WKYO machos e WKYO fémeas. Os dados sdo representados por média +

desvio padrdo da média (n=5-9). Dados analisados por ANOVA de duas vias.
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4. Discussao

Neste estudo, animais machos e fémeas do modelo animal mais estudado para o
TDAH foram avaliados no EEG no periodo do final da adolescéncia. As fémeas do modelo
animal (SHR) apresentaram alteragdes assimétricas nas bandas de frequéncia theta e alfa no
cortex frontal. Porém, ndo fomos capazes de associar tais alteragdes com mudancas
assimétricas no cortex frontal ao imunocontetdo do transportador de noradrenalina,
transportador de noradrenalina e sinaptofisina. E importante ressaltar que os resultados foram
verificados no periodo do fim da adolescéncia dos animais, fase em que os SHR ainda nao
apresentam hipertensdo arterial (Sagvolden et al., 2005), j4 que animais SHR adultos

apresentam alteragdes no sistema nervoso que sdo associadas com a elevacdo da pressao
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arterial, como reducdo da atividade basal da amigdala, habénula, nticleo interpeduncular e
hipocampo, além de aumento da atividade em regides associadas com o controle da pressao
arterial, como hipotdlamo e locus coeruleus, todas verificadas em relagdo a cepa WKY
(Zubcevic et al., 2018). Assim, as alteracdes encontradas sdo representativas da cepa SHR no
que diz respeito a sua validagdo como modelo animal do TDAH, e possivelmente ndo sao
referentes a complicagdes associadas a hipertensao arterial.

A assimetria frontal de ondas alfa verificada no EEG, que também pode ser citada
como assimetria frontal, ¢ amplamente utilizada em estudos de personalidade, temperamento,
motivacdo, emog¢ao, controle cognitivo e varios tipos de psicopatologias (Smith et al., 2017).
No presente trabalho, as fémeas SHR apresentaram maior poder de ondas alfa no lobo frontal
direito em relacdo ao esquerdo, padrdo associado a perturbagdes na motivagdo, que pode se
apresentar como sintomas iniciais de depressdo, e tendéncias de distanciamento de atividades
sociais, que sdo caracteristicas de transtornos de ansiedade (Meyer et al., 2015). Alperin et al
(2019) recentemente avaliaram a assimetria frontal na banda alfa em adolescentes com TDAH
verificando que, apesar de possivelmente caracterizar-se como um endofendtipo no
transtorno, apresenta dependéncia de outros fatores, principalmente emocionais, cuja
apresentacio no TDAH ¢ heterogénea. Na amostra avaliada pelos pesquisadores, os
adolescentes que apresentavam maiores assimetrias frontais eram aqueles que relatavam
baixos niveis de “afetividade negativa”, conceito que pode ser explicado pela experiéncia
frequente de estresse emocional. Ademais, a assimetria frontal com maior poder de ondas alfa
no hemisfério direito mostrou correlagdo com a severidade dos sintomas detectados nos
sujeitos apenas nos casos em que era caracterizada inconsisténcia na disciplina parental, ou
seja, baixos scores em um questionario que avalia o envolvimento dos pais com os filhos, o
monitoramento das atividades, a consisténcia da realizacao dos itens anteriores ¢ o uso de
punicdo fisica (Essau et al., 2006). Portanto, assim como no estudo supracitado, nesse
trabalho as assimetrias frontais das ondas alfa também ndo estiveram presentes em todos os
animais modelo do TDAH, mas apenas nas fémeas. As diferengas na apresentacdo podem
residir na heterogeneidade de sintomas emocionais, que historicamente sdo menos
investigados no TDAH do que os sintomas cognitivos (Alperin et al., 2019). Entretanto, Tsai
et al (2019) avaliaram o comportamento do tipo ansioso na tarefa de campo aberto, em
animais SHR machos, e verificaram que machos SHR demonstram menor comportamento
ansioso nessa tarefa em relacdo a linhagem WKY. A mesma observagao ja foi feita através da
utilizagdo do labirinto em cruz elevado, no qual SHR machos tiveram maior numero de

entradas e maior propor¢do do tempo gasto nos bracos abertos do aparato, achado que
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apresenta correlacdo inversa com ansiedade (Durand et al., 1999). Além disso, parametros
emocionais ja foram avaliados em animais SHR adultos (hipertensos), que respondem de
maneira exacerbada a estimulos estressantes (Martin et al., 2016), e apresentam até mesmo
reducdo do comportamento do tipo ansioso na tarefa de campo aberto (Repova et al., 2019).
Porém, o tratamento com Lisinopril, um anti-hipertensivo, reverteu as alteragdes encontradas,
evidenciando que alteragdes comportamentais em animais SHR adultos ndo podem ser
interpretadas sem considerar-se os impactos da hipertensao arterial sistémica.

Assimetrias frontais na banda theta sdo associadas com processamento emocional,
aten¢do, aprendizado e memoria (Quraan et al., 2014). No TDAH, uma das anormalidades
mais consistentes ¢ o aumento do poder de ondas theta em regides frontais e centrais do
encéfalo no EEG durante o repouso (Tye et al., 2014). No presente estudo, as alteragdes
avaliadas foram de assimetria, sendo, portanto, complementares as evidéncias ja publicadas.
As fémeas do modelo SHR apresentaram aumento do poder de ondas theta no hemisfério
direito em relacdo ao esquerdo, padrao que, assim como para a banda alfa, estd associado com
sintomas de depressdo (Kwon et al., 1996). Além disso, menor concordancia no cortex frontal
entre os hemisférios nas ondas theta esteve relacionado com menores reducdes na severidade
de sintomas em pacientes com transtorno de depressdo maior resistentes a terapia
medicamentosa que foram submetidos a tratamento por estimulagdo cerebral profunda por 24
semanas (Broadway et al., 2012). Nossos achados nas bandas alfa e theta em um modelo
animal, estdo em concordancia com analises epidemioldgicas que verificam que mulheres
com TDAH tém maiores chances de desenvolver transtornos de ansiedade e depressao,
considerados transtornos internalizantes, quando comparadas aos homens diagnosticados com
o transtorno, que apresentam em maior propor¢ao transtornos externalizantes (Williamson &
Johnston, 2015), porém ainda ¢ necessaria a realizacdo de testes comportamentais que
possibilitem inferéncias sobre o estado emocional das fémeas SHR.

Para associar as alteragdes de funcionalidade nos animais SHR com alteragdes em
proteinas sinapticas, do sistema dopaminérgico e noradrenérgico, o imunocontetido de
sinaptofisina, DAT e NET foi avaliado no cértex frontal. A sinaptofisina ¢ uma proteina
marcadora de vesiculas sinapticas que participa da regulacdo da liberagdo de
neurotransmissores e da plasticidade sinaptica, e que apresenta polimorfismos no gene SYP ja
documentados em associacdo com os sintomas do TDAH (Liu et al., 2013). O interesse no
estudo das mutacdes em genes relacionados a processos sindpticos comuns a varios sistemas

de neurotransmissores advém da ideia de que o TDAH tem origem em mais de um sistema e



35

nas suas interagdes (Liu et al., 2013). Os polimorfismos detectados acompanham
especialmente o TDAH do subtipo desatento (Guan et al., 2009).

No presente estudo ndo foram verificadas alteragdes nos niveis do imunoconteudo de
sinaptofisina nos animais SHR em relagdo a linhagem controle WKY no cortex frontal.
Ademais, os animais do modelo do TDAH nao apresentaram diferengas interhemisféricas de
imunoconteudo. Sherwood et al (2010) demonstraram que chipanzés apresentam assimetria
no imunoconteudo de sinaptofisina no cortex cerebral a nivel populacional, especificamente
no cortex motor primario, com maior imunoconteido no hemisfério direito em relagdo ao
esquerdo. Os autores deixam clara a importancia do estudo de correlatos microestruturais com
assimetrias nas fungdes cognitivas e no comportamento, e especialmente a analise da
sinaptofisina pode ser importante por detectar alteragdes gerais, que podem estar envolvidas
com varios sistemas de neurotransmissores. Apesar disso, nesse trabalho os animais SHR
apresentaram niveis similares aos animais controle, e ndo apresentaram assimetria de
imunoconteudo, e, portanto, esta proteina ndo parece explicar as assimetrias reveladas no
EEG. Entretanto, vale ressaltar que as amostras coletadas de ambos os hemisférios nao
contém compartimentos isolados e purificados, tais como sinaptossomas (terminais nervosos
isolados), e isto pode dificultar a possibilidade de encontrarmos alteragdes, considerando a
importancia desses métodos de isolamento para o estudo de mecanismos moleculares
envolvidos em sinapses no sistema nervoso central (Evans, 2015).

O sistema dopaminérgico ¢ o alvo mais comum no tratamento do TDAH, pois o
metilfenidato, que ¢ a farmacoterapia de primeira escolha, atua bloqueando o transportador de
dopamina (DAT), e por consequéncia aumentando a disponibilidade e a agdo da dopamina na
fenda sinaptica (Boix et al., 1998; Seixas et al., 2012). A fisiopatologia das alteragdes
dopaminérgicas em desordens psiquiatricas apresenta conexdo com a atividade do seu
transportador (DAT) (Gowrishankar et al., 2014). A dopamina apresenta concentracdo e
atividade assimétricas no sistema nervoso central mesmo em individuos saudaveis (Toga &
Thompson, 2003; Nielsen et al., 1997). Mereu et al (2017) verificaram os impactos da
hipofungio genética de DAT em camundongos heterozigotos DAT™" e encontraram um
fendtipo hiperativo nos animais, além de déficits cognitivos que apresentaram melhora com a
idade em animais machos, porém ndo nas fémeas. Esse fendtipo foi consistente com os
sintomas do TDAH, mas ndo de outras desordens que compartilham as alteragdes
dopaminérgicas, como esquizofrenia e transtorno bipolar.

No presente trabalho, ndo foram verificadas altera¢gdes no imunocontetdo de DAT nos

animais SHR em relac¢do a linhagem controle WKY no cértex frontal. Ainda, os animais do
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modelo do TDAH ndo apresentaram diferengas de imunoconteudo interhemisféricas. E
possivel que as diferencas totais de dopamina, e também as suas assimetrias, tanto na sua
apresentacgao fisiologica quanto no TDAH, sejam mais significativas realizando-se a analise
de outras proteinas desse sistema, como os receptores, € também mais aparentes em outras
areas do sistema nervoso, como o cortex estriado (Glick et al., 1982). Quando animais SHR ¢
WKY sdo expostos a lesdo unilateral no cortex estriado por inje¢do de 6-hidroxidopamina,
com consequente deple¢do unilateral desse neurotransmissor nessa regido, as maiores
alteracdes sdo verificadas com lesdes no hemisfério esquerdo dos animais, através da
avaliagdo da atividade da enzima amino peptidase A, cujos substratos coexistem e/ou
interagem com a dopamina. Em animais SHR, a lesdo no hemisfério esquerdo esteve
correlacionada com alteragdes da atividade dessa enzima no estriado e no cortex pré-frontal
ipsilaterais, além de alteragdes no comportamento de rotacdo, enquanto nos animais WKY, a
correlacdo encontrada caracterizou-se por lesdo no hemisfério direito acompanhada de
alteracdes contralaterais na atividade enzimdtica (Banegas et al., 2019). Ou seja, ha diferencas
na lateralidade do sistema dopaminérgico entre as linhagens, ao menos em situagdes
patologicas, como na lesdo causada por 6-hidroxidopamina.

Assim como a dopamina, a noradrenalina também apresenta alteragdes no TDAH
(Russell, 2002), ¢ alvo do tratamento farmacoldgico mesmo que ndo seja de primeira escolha
(Seixas et al., 2012), e apresenta atividade assimétrica considerada fisiologica, cuja
modificacdo estd relacionada com a apresentagdo de transtornos (Glick et al., 1982). Por essas
razoes, o imunoconteudo de NET também foi avaliado no cortex frontal dos animais, nao
apresentando alteragdes nos animais SHR em relagdo a linhagem controle WKY no cortex
frontal, e também sem diferencgas interhemisféricas nos animais do modelo do TDAH.

O transportador de noradrenalina também apresenta em comum com o transportador
de dopamina a associacdo de polimorfismos em seus genes com sintomas do TDAH, e até
mesmo com a resposta ao tratamento medicamentoso com metilfenidato, apesar de ser menos
estudado que o sistema dopaminérgico (Angyal et al., 2018). A noradrenalina ja teve
assimetrias de funcdo observadas em outras regides que ndo o cortex frontal (Oke et al.,
1980), sendo assim € possivel que as assimetrias nesses dois sistemas de neurotransmissores
sejam importantes de outras maneiras para a manifestacdio do TDAH. Entretanto, como para
os dois sistemas de neurotransmissores existe uma assimetria que ¢ considerada fisiologica e
que ¢ encontrada em individuos saudaveis, a auséncia das mesmas nos animais SHR também
pode caracterizar distarbios no funcionamento do sistema nervoso central, uma vez que ja ¢é

documentado que tanto a redugdo quanto o aumento de assimetrias podem apresentar-se em
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transtornos psiquiatricos, aparecendo uma reducdo, especialmente no TDAH, quando
avaliados parametros de conectividade na substancia branca no cérebro (Li et al., 2019) e de
estrutura (Shaw et al., 2009), sendo que esta ultima agrava-se ao longo do desenvolvimento
dos pacientes. Em ambos os casos, os pardmetros foram avaliados através de estudos de

neuroimagem.

5. Conclusao

No presente trabalho foram avaliadas as assimetrias interhemisféricas do ponto de
vista funcional e neuroquimico no modelo animal mais estudado para o TDAH. As principais
alteracdes funcionais avaliadas pelo EEG foram encontradas nas fémeas do modelo animal,
nas bandas theta e alfa no cortex frontal. Tais alteracdes sdo encontradas em pacientes com
distarbios emocionais frequentemente caracterizados como comorbidades do TDAH, o que
reforca a importdncia da investigagdo em testes comportamentais, especialmente
considerando o foco da maioria dos estudos na avaliagdo de pardmetros cognitivos em
pacientes e modelos animais do TDAH. Apesar desses importantes achados funcionais, nao
foram encontradas alteracdes neuroquimicas assimétricas no cortex frontal que pudessem
caracterizar-se como mecanismos responsaveis por tais manifestagdes, tornando essencial a
continuacdo da avaliagdo de outros parametros e outros sistemas em relagdo as suas
assimetrias neuroquimicas.

E importante levar em conta as limitagdes da utilizagdo de modelos animais para o
estudo de transtornos psiquidtricos, uma vez os animais SHR também apresentam

caracteristicas que os tornam candidatos para modelos animais de outros distirbios.
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3 CONCLUSOES E PERSPECTIVAS

No presente trabalho foram avaliadas as assimetrias funcionais e neuroquimicas
interhemisféricas no periodo do fim da adolescéncia no modelo animal mais validado para o
estudo do TDAH. As principais alteragdes funcionais encontradas foram nas fémeas do
modelo do TDAH, com alteragdes nas bandas theta e alfa no cortex frontal. Porém, nenhum
grupo apresentou diferengas nos indices de assimetria que comparam a média do poder total
verificado pelos eletrodos em um hemisfério em relagdo ao outro. Apesar desses importantes
achados funcionais, ndo foram encontradas alteragdes neuroquimicas assimétricas no cortex
frontal para as proteinas DAT, NET e sinaptofisina.

A partir da andlise dos dados obtidos, as principais perspectivas que surgem sao o
direcionamento de esfor¢os para avaliar padrdoes de comportamento do tipo emocional no
modelo animal SHR, j& que as assimetrias funcionais encontradas nas fémeas sao
frequentemente associadas a transtornos emocionais comumente apresentados como
comorbidades do TDAH. Finalmente, ¢ necessario dar continuidade na avaliacdo de
assimetrias neuroquimicas no cortex frontal e em outras regides do sistema nervoso desses
animais, para que seja possivel esclarecer quais mecanismos sdo associados ou até mesmo

responsaveis pelas manifestagdes funcionais assimétricas.
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