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RESUMO

O Transtorno de Déficit de Atencao e Hiperatividade (TDAH) ¢ uma desordem do desenvolvimento
neurocomportamental que afeta de 3 a 5% das criangas em idade escolar. O transtorno é caracterizado
pela presenga de sintomas como desatencdo, hiperatividade e impulsividade. Criangas expostas ao
alcool durante o periodo gestacional exibem um padrdo de hiperatividade, déficit de linguagem e
aprendizado. A Dopamina ¢ a Noradrenalina parecem ter um papel primario na génese do transtorno, o
que ¢ confirmado pela resposta ao psicoestimulantes que aumentam suas quantidades na fenda
sinaptica. O psicoestimulante Metilfenidato ¢ a droga de primeira escolha no tratamento do TDAH.
Medicagdes nao-psicoestimulantes como o inibidor da recaptagdo de noradrenalina Reboxetina, tém
ganhado for¢a como possivel alternativa no tratamento do déficit de aten¢do. Em ratos, o etanol
administrado no periodo de neurodesenvolvimento gera disfungdo em circuitos pré-frontais, levando a
transmissdo dopaminérgica anormal. O objetivo desse trabalho foi avaliar os efeitos comportamentais
(memoria, atengdo, atividade locomotora, depressdo e ansiedade) do Metilfenidato (MFD) e da
Reboxetina (RBX) em modelo de déficit de atengdo induzido em camundongos pela lesdo por etanol.
Camundongos Swiss machos e fémeas no 10° dia de vida foram submetidos a inje¢do de etanol
(2 x 2,5g/kg, s.c., 6 h-intervalo) ou solu¢do salina (mesmo volume). No 30° dia, iniciaram-se testes
comportamentais (7-maze, Y-Maze, esquiva passiva, nado-forcado, plus-maze, caixa claro-escuro e
campo-aberto). Os animais receberam MFD (2,5mg/kg) ou RBX (10 mg/kg) por gavagem 30 minutos
antes de cada sessdo de testes.. Nao se observaram alteragdes histopatologicas em cortes de cortex
cerebral dos camundongos lesados por etanol. No 7-Maze, o grupo do etanol apresentou significativos
(p<0,001, Teste de Kruskal-Wallis) déficits de ateng¢do, necessitando de mais sessdes para aprender.
Os déficits foram revertidos pelo MFD e pela RBX. (Cont. 1,5£0,32, Et 7,18+0,32,
MFD+Et 3,14+0,88, RBX+Et 1,55+0,33). Na fase de discriminag¢do tardia, os animais lesados também
apresentaram déficits de memoria, com menor nimero de acertos quando comparados aos controles.
O efeito revertido pelo MFD, mas ndo pela RBX. (Cont. 25,78+0,86, Et 21,27+1,02,
MFD+Et 25,14+1,03, RBX+Et 21,88+1,00) Nao houve déficits de memoria aversiva na Esquiva
Passiva. No Y-Maze, o grupo do etanol apresentou déficits de memoria de trabalho, revertidos pelo
MFD, mas ndo por RBX. (Cont. 73,28+4,75, Et 43,53+4,65, MFD+Et 60,57£1,92,
RBX+Et 54,63+2,80). No Campo Aberto, o grupo do etanol teve hipoatividade motora, o que foi
mitigado por MFD e RBX (Cont. 93,59+6,38, Et 66,52+5,87, MFD+Et 98,14+9,23,
RBX+Et 77,3+7,68) No Claro-Escuro, o grupo do etanol mostrou comportamento ansiogénico,
permanecendo menos tempo no claro, o que foi revertido pela RBX. (Cont. 149+£5,99, Et 115,4+4,27,
MFD+Et 120,1+6,81, RBX+Et 149,1+2,55). No Plus-Maze, o grupo etanol apresentou
comportamento ansiogénico, revertido pela RBX, mas ndo pelo MFD (Cont. 88,06+12,52,
Et 50,53+£5,99, MFD+Et 39,86+12,00, RBX+Et 86,29+9,49). No Nado-For¢ado, o grupo do etanol
teve um comportamento depressivo que ndo foi melhorado por MFD ou RBX (Cont. 74,17+23,43,
Et 141,8+19,3, MFD+Et 178,9+12,43, RBX+Et 118,5£18,25). Concluimos que camundongos lesados
por etanol no periodo neonatal apresentam déficits de atencdo e memoria que sdo adequadamente
revertidos por MFD. A RBX permanece como droga de segunda escolha, principalmente em casos
onde existem comorbidades como ansiedade.

Palavras chave: Etanol. Metilfenidato. Atengdo. Memoria. Camundongos.



ABSTRACT

Attention Deficit and Hyperactivity Disorder (ADHD) is a neurobehavioral disorder that affects
between 3 - 5% of  scholar-aged children. The disorder is characterized by inattention, hyperactivity
and impulsivity. Children exposed to alcohol during pregnancy may exhibit hyperactivity, language
and learning deficits. Dopamine and Norepinephrine seem to have an important role in the
pathophysiology, which is confirmed by the response to psychostimulants, which increase the
availability of these neurotransmitters in the synaptic cleft. The psychostimulant Methylphenidate is
the gold-standard in the treatment of ADHD. Non-stimulant medications, such as norepinephrine
reuptake inhibitor Reboxetine are gaining space as an alternative in the treatment of ADHD. In rats,
when ethanol is given during the period of brain development, it may cause pre-frontal circuits’
dysfunction and abnormal dopaminergic transmission. The aim of this work is to evaluate the
behavioral effects (attention, memory, motor activity, anxiety and depression) of Methylphenidate
(MPH) and Reboxetine (RBX) in an experimental model of attention deficit induced by ethanol in
mice. Male and female Swiss mice on the post-natal day 10 were injected with ethanol
(2 x 2,5g/kg, s.c., 6 h-interval) or saline (same volume). On post-natal day 30, behavioral testing was
started (7-maze, Y-maze, passive avoidance, forced swim test, open field, plus maze and dark/light
box). The subjects received either MPH (2,5mg/kg) or RBX (10 mg/kg) p.o, 30 minutes before each
test session. There were no histopathologic changes in cerebral cortex of mice that received ethanol. In
the T-maze, ethanol subjects had significant attention deficits, taking a longer time to learn, but these
were reversed by MPH and RBX (Cont. 1,5+0,32, Et 7,1840,32, MPH+Et 3,14+0,88,
RBX+Et 1,55+0,33). During delayed discrimination, ethanol group had memory deficits, with fewer
correct choices than controls. MPH ameliorated the deficits, but RBX did not (Cont. 25,78+0,86,
Et 21,27+1,02, MPH+Et 25,144+1,03, RBX+Et 21,88+1,00). There were no deficits in aversive
memory during passive avoidance test. In the Y-Magze, ethanol subjects had working memory
deficits, that were mitigated MPH, but not by RBX. (Cont. 73,28+4,75, Et 43,53+4,65, MPH+Et
60,57+1,92, RBX+Et 54,63+2,80). At the open field, ethanol subjects had motor hypoactivity that was
reversed by MPH and RBX (Cont. 93,59+6,38, Et 66,52+5,87, MPH+Et 98,14+9,23,
RBX+Et 77,3+7,68). At the Light/dark paradigm, ethanol subjects displayed anxious behavior,
remaining more time in the dark side and this behavior was reversed by RBX only (Cont. 149+5,99,
Et 115,4+4,27, MPH+Et 120,1£6,81, RBX+Et 149,142,55). At the Plus-Maze, ethanol subjects had
an anxiogenic behavior, remaining less time in the open arms, and this effect was reversed by RBX
(Cont. 88,06+12,52, Et 50,53+5,99, MPH+Et 39,86+12,00, RBX+Et 86,29+9,49). At the forced
swimming test, ethanol subjects had prolonged immobility, which was not reversed by MPH or RBX
(Cont. 74,17+£23,43, Et 141,8+19,3, MPH+Et 178,9+12,43, RBX+Et 118,5+18,25). In conclusion,
mice exposed to ethanol during brain development have attention and memory deficits that are
reversed by MPH and partially by RBX. RBX may be used as a second line treatment in subjects that
do not respond to stimulants or have comorbid anxiety.

Key Words: Attention. Memory. Methylphenidate. Mice. Anxiety.
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1 INTRODUCAO

1.1 Déficit de atencao

O Transtorno do Déficit de Atengdo e Hiperatividade (TDAH) ¢ uma desordem
cognitiva e do desenvolvimento neurocomportamental que afeta aproximadamente 3 a 5% das
criancas em idade escolar (BARKLEY, 1997). Esta percentagem ¢ apenas uma estimativa, ja
que estudos epidemiologicos recentes indicam que o numero pode ser duas a trés vezes maior
(ROWLAND et al., 2001). Segundo a Associacdo Psiquiatrica Americana, ¢ atualmente o
transtorno  neurocomportamental mais diagnosticado em criancas mundialmente
(DSM-IV-TR: American Psychiatric Association - APA, 2000). Esta associado a prejuizo em
todas as esferas de vida da crianga, adolescente ou adulto, i.c. familiar, académica ou
profissional e social (DSM-IV: American Psychiatric Association - APA, 1994; BUSCH
et al, 2002). Criangas com Déficit de Atengdo frequentemente mantém uma trajetoria
negativa de desenvolvimento (BIEDERMAN et al., 1996) e os prejuizos podem continuar ao

longo da adolescéncia e vida adulta (BIEDERMAN, 2005).

O TDAH ¢ uma preocupagdo para a saude publica e seus gestores, ndo apenas
devido ao alto grau de dificuldades associadas ao transtorno, mas também ao substancial
impacto econdmico para a sociedade em termos de custos com tratamento médico (LEIBSON
et al., 2001) e custos indiretos relacionados a comportamentos de alto risco (SHEKIM et al.,
1990; BIEDERMAN et al., 1993) e suas conseqiiéncias. A ocorréncia simultanea de TDAH e
uso de substincias psicoativas (abuso ou dependéncia de alcool e drogas) tem sido
demonstrada em ambientes experimentais ou estudos clinicos (BIEDERMAN et al., 2008).
Estudos de seguimento t€ém demonstrado um risco maior que o esperado para abuso e
dependéncia de substancia em adultos que tiveram TDAH na infancia do que em controles

(HECHTMAN e WEISS, 1986; MANNUZZA et al., 1991).

A identificacdo precoce das possiveis causas e tratamentos eficazes sdo entdo de

grande importancia para o planejamento das agdes de satide nos servigos publicos.
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O transtorno ¢ caracterizado pela presenca de sintomas como hiperatividade,
dificuldades em manter o foco de atencdo, distractibilidade e impulsividade
(DSM-IV-TR: American Psychiatric Association - APA, 2000). O diagndstico ¢ feito através
de critérios clinicos e escalas de avaliacdo. Dentre os mais utilizados e cientificamente
validados estdo os critérios do DSM - Manual Diagnostico Estatistico, publicado pela
American Psychiatric Association (APA). A escala consiste em nove sintomas de desatencao
e nove sintomas de hiperatividade-impulsividade. Para que se faga o diagndstico, devem estar
presentes pelo menos seis sintomas de desatencdo e/ou seis sintomas de
hiperatividade-impulsividade. Estes sintomas devem aparecer antes dos sete anos de idade e
permanecer por pelo menos seis meses. Além disso, € necessario que os sintomas causem
significante prejuizo funcional em dois ou mais ambientes, isto €, casa, escola ou trabalho e
vida social. O DSM divide o Transtorno do déficit de Atencdo em trés subtipos clinicos:

Predominantemente Desatento, Predominantemente Hiperativo-Impulsivo e Combinado.

E importante compreender-se que o TDAH nio é uma desordem isolada, mas o
ponto final de um espectro de auto-controle, onde um extremo representa
hipoatividade/hiperatencdo e o outro hiperatividade/desatencio (RAMUSSEN et al., 2002;
ROHDE et al., 2001). O diagnostico pode refletir apenas um ponto de corte arbitrario a partir
do qual as caracteristicas passam a ser consideradas patologicas. Embora a maioria dos
individuos com TDAH tenha tanto sintomas de desatengdo como de
hiperatividade/impulsividade, existem individuos em que apenas um dos sintomas ¢

predominante (WALLIS et al., 2008).

Conforme demonstram Millsteim et al. (1997), criancas, adolescentes e adultos
portadores do Transtorno do Déficit de Atengdo tém dificuldades em executar tarefas que
envolvam freqlientes mudancas de focos de atencdo, atencdo mantida por um periodo de
tempo mais prolongado ou simplesmente em seguir instru¢des. Em adultos, sdo mais
proeminentes problemas de organizacdo, planejamento, utilizagdo do tempo e memoria. No
subtipo hiperativo, hd ainda inquietag@o, hiperatividade motora e impulsividade, levando a

decisdes precipitadas, respostas prematuras e labilidade emocional.

A desordem nao ¢ exclusiva da infancia e, embora a hiperatividade diminua com o

tempo, a maioria dos pacientes continua a sofrer com suas conseqiiéncias na adolescéncia e
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vida adulta (FARAONE et al, 2000). Com a progressio da idade, os sintomas de

hiperatividade tendem a diminuir, persistindo a desaten¢do, que se torna mais proeminente.

Parece haver um predominio do transtorno em meninos em relagdo a meninas
(SZATMARI et al., 1989). Em verdade, o nimero de meninos diagnosticados excede o de
meninas numa razao que varia de trés a nove meninos para cada menina (SWANSON et al.,
1998). O tipo de sintomas encontrado poderia resultar neste viés diagnostico no que diz
respeito as diferencas entre sexos (LAHEY et al,, 1994). As meninas costumam apresentar
mais o subtipo desatento, enquanto meninos sdo mais frequentemente hiperativos, fazendo
com que sejam mais facilmente diagnosticados e referidos aos servigos de satide. Biederman
et al. (2005) sugerem que os correlatos clinicos do TDAH nao sdo influenciados por género e
que as diferencas em grupos atendidos na pratica clinica podem ser causadas por vieses de

referéncia.

Adicionando mais dificuldades ao diagnostico do transtorno, o TDAH esta
frequentemente presente junto a outros diagndsticos, como transtornos de conduta (TC) e
opositor-desafiador (TOD), além das chamadas desordens internalizadoras como depressao,
ansiedade, dependéncia quimica e transtornos de aprendizado (BIEDERMAN et al., 1992).
No geral, até 65% das criancas com TDAH terdo uma ou mais comorbidades. Entre 10 e 20%
tém transtornos de humor, 20% tém transtorno de conduta (BIEDERMAN, NEWCORN e
SPRICH, 1991) e 30 a 45% tem TOD (WALLIS et al., 2008).

1.2 Genética e déficit de atencao

A etiologia da desordem ndo ¢ completamente compreendida, sugerindo-se uma
complexa interagdo genética, ambiental e de fatores neurofisiologicos (RAPPORT et al.,
2000; PALOMO et al., 2003). Evidéncias crescentes suportam a transmissao familiar, com
provavel componente de hereditariedade (VOELLER, 1994). Isto também ¢ refletido pelas
associagdes entre irmaos (FARAONE et al., 1995), pais (FRICK et al, 1995) e maes
(SCHACHER e WACHSMUTH, 1990; FARAONE et al., 2003).

As taxas de concordancia entre gémeos para TDAH variam de 60% (SHERMAN
et al., 1997) a 100% (LOPEZ et al., 1965). Um estudo de adocao realizado por Sprich ef al.
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(2000) indicou que correlagdes bioldgicas t€ém um impacto significativamente maior na
desordem (irmaos: 32%; pais: 18%) do que as adotivas (irmaos: 8%; pais: 7%) ou controles

(irmaos: 7%; pais: 3%).

Compreender o exato envolvimento de varios genes na fisiopatologia do
transtorno, no entanto, ndo ¢ tarefa facil. Dois genes especificos suportam a importancia da
disfungdo do sistema dopaminérgico na génese do TDAH. Estes codificam para o
transportador de dopamina (SLC6A3) e para os receptores de dopamina, principalmente do
subtipo D4. Estudos de genética molecular em varios /oci génicos, como os do transportador
de dopamina (DAT) e dos receptores de dopamina (DRD1, DRD2, DRD4), nos aproximam
tanto do entendimento dos mecanismos de acdo tanto da desordem, quanto da resposta ao

tratamento (SWANSON et al., 1974).

Taxas aumentadas de TDAH foram encontradas em garotos portadores do alelo de
sete repeti¢cdes do receptor D4 quando comparados aos demais polimorfismos. Receptores D4
sdo usualmente encontrados em interneurdnios gabaérgicos e parecem inibir a transmissao
gabaérgica excessiva, que seria prejudicial a memoria. O alelo de 7 repeticdes representa uma
forma menos eficiente do receptor, incapaz de inibir apropriadamente a transmissao
gabaérgica (WANG et al., 2002; ARNSTEN, 2005). A ocorréncia do alelo 7R em garotos
também correlacionou-se a persisténcia da doenga. Uma associagdo semelhante, no entanto,
ndo foi encontradas em meninas com o mesmo alelo (EL-FADDAGH et al, 2004). A
significancia do alelo 7R foi sugerida em estudo que mostrou que criangas portadoras do
DRD4 de 7 repetigdes necessitam de doses maiores de metilfenidato para o tratamento dos
sintomas, evidenciando que o polimorfismo também correlaciona-se com resposta ao

tratamento (HAMARMAN et al., 2004).

Em adicdo a isso, o receptor D5 e transportadores de serotonina também
demonstraram estar envolvidos na génese do TDAH (BOBB et al., 2005). Alguns trabalhos
mostram que a desordem esta associada ao alelo SHTRIB 816G (HAWI et al., 2002),
enquanto outros sugerem envolvimento do alelo longo de transportador de serotonina na
génese do transtorno (RETZ et al., 2002). Agonistas seletivos em receptores serotoninérgicos,
como o 5-HT2A, parecem diminuir a hiperatividade locomotora em ratos (O’NEILL,

HERON-MAXWELL e SHAW, 1999).
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Dados contraditorios a respeito do sistema de degradagdo enzimdtica da
catecol-O-metiltransferase (COMT) no que diz respeito ao TDAH existem na literatura. A
COMT cataliza a degradagao de catecolaminas, especialmente dopamina (WEINSHILBOUM
et al., 1999). O polimorfismo da COMT influencia sua agdo catalitica, por exemplo,
substitui¢do da variante valina por metionina no codon 108 ou 158 diminui a atividade
enzimatica em trés a quatro vezes (LACHMAN et al., 1996). Os efeitos do polimorfismo na
COMT e sua associagao com TDAH tém sido confirmados por alguns estudos (BELGROVE
et al., 2005), mas rejeitados por outros (TAERK et al., 2004).

Estudos de neuroimagem funcional em adultos com TDAH demonstraram que
existe uma hipoatividade frontal (LEVY et al, 2001). Estudos de ressonancia magnética
encontraram diminui¢do do volume no cortex pré-frontal (CASTELANOS et al., 1996; HILL
et al., 2003), corpo calloso (FILIPEK et al.,, 1997) e assimetria anormal € menor volume do
nucleo caudado (CASTELANOS et al., 1996b; FILIPEK et al., 1997). Estudos utilizando
SPECT encontraram uma disponibilidade aumentada do transportador de dopamina, que ¢
revertida pela administragdo de metilfenidato, em adultos portadores de TDAH (KRAUSE
et al., 2000).

1.3 Fatores ambientais e déficit de atencao

Sabe-se que o tabagismo durante a gravidez prediz TDAH. Numerosos estudos
encontraram uma associacdo significativa entre exposi¢ao pré-natal ambiental ao tabaco e
TDAH ou comportamentos relacionados ao TDAH, até apds feito o controle para exposi¢ao
pos-natal e psicopatologia familiar (KOTIMAA et al.,, 2003). Em estudos de caso-controle,
investigadores chegaram a taxas de risco 2 a 4 vezes maior para TDAH associado com a
exposicao pré-natal ao tabaco (MICK et al., 2002; MILBERGER et al., 1998). Os receptores
nicotinicos também foram implicados na génese do transtorno e ¢ sabido que este sistema
contribui para a mediagdo da atencdo (ADLER et al., 1998). Soma-se a isso o fato de que a
nicotina estimula a liberagdo de dopamina, uma ag¢ao psicoestimulante da droga (KRAUSE et
al., 2002). Alternativamente, o tratamento de adultos portadores de déficit de atencdo com o
agonista nicotinico ABT-418 aliviou significativamente a severidade dos sintomas nesses

pacientes (WILENS et al, 1999). Finalmente, existe uma marcante associagdo entre



21

portadores de déficit de atencdo e tabagismo quando comparados a populagdo geral

(POMERLAU et al., 1995).

A exposicao pré-natal ao alcool estd associada a uma série de alteragdes no
cérebro e no desenvolvimento comportamental. Criangas expostas ao alcool no periodo
pré-natal podem apresentar hiperatividade, disfuncdo motora, problemas de linguagem e
déficits de aprendizado (MATTSON e RILEY, 1998; STREISSGUTH, 1986). O abuso
cronico de alcool durante a gravidez ¢ associado a importantes efeitos teratogénicos na prole
(ABEL, 1981; ERNHART et al., 1987) e o alcool ¢ uma das causas lideres de retardo mental
e malformacdes congénitas em humanos. No entanto, a extensdo e severidade dos déficits
dependem de muitos fatores como: a quantidade consumida, a freqiiéncia com que se
consome e o periodo da gravidez (MATTSON et al., 2001). Estes déficits foram agrupados
num conjunto de sintomas que define a chamada Sindrome Fetal Alcodlica. Trata-se na
verdade, de um espectro que vai desde leves alteragdes comportamentais a retardo de
crescimento, microcefalia, anormalidades faciais, incoordenagdo motora €, em casos mais

graves, malformagdes cardiacas e retardo mental (ARCHIBALD et al., 2001).

O etanol rapidamente atravessa a barreira placentdria e atinge concentragdes no
feto semelhantes aquelas do sangue materno. As conseqiiéncias do alcoolismo no segundo e
terceiro trimestres da gravidez ndo sdo bem definidas, mas estudos animais sugerem que o
cérebro ¢ vulneravel ao etanol em todo o seu periodo de desenvolvimento (MATTSON et al.,
2001). Estudos de neuroimagem identificaram alteracdes estruturais em varias regides
cerebrais incluindo os ganglios da base, corpo caloso, cerebelo e hipocampo que parecem
contribuir para os déficits cognitivos (MATTSON ef al., 2001). Além disso, o crescimento
cerebral continua a ser negativamente afetado mesmo longo tempo apos o insulto pré-natal e
as regioes do cérebro mais afetadas parecem ser consistentes com os déficits neuroquimicos

caracteristicos de criancas expostas ao alcool no periodo pré-natal (RILEY et al., 2004).

Evidéncias experimentais demonstram que o dalcool interfere com diversos
mecanismos moleculares, neuroquimicos e eventos celulares que ocorrem durante o
desenvolvimento cerebral normal. A disfun¢do de diversos sistemas e seus receptores, bem

como mudangas no sistema enddcrino, também sdo importantes fatores envolvidos nas
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alteracdes do neurodesenvolvimento observadas in utero apds a exposicdo ao etanol

(GUERRYI, 2002).

Demonstrou-se que o etanol afeta um extenso nimero de proteinas de membrana
que participam na transmissdao de sinais, incluindo receptores de neurotransmissores
aminérgicos e opidides, enzimas tais como Na+/K+ ATPase, adenilato-ciclase, fosfolipase C e
canais ionicos (DIAMOND e GORDON, 1997). A exposi¢ao pré-natal ao alcool leva a
anormalidades na funcao do sistema dopaminérgico no mesencéfalo. Por exemplo, ha uma
redu¢do na captacdo de dopamina e na ligacdo aos sitios receptores, na quantidade de
dopamina nas areas somatodendriticas e terminais (RATHBUN e DRUSE, 1985) em animais.
Pode haver também mudanca na morfologia dos neurdnios dopaminérgicos, isto &, corpos
celulares menores e retardo no crescimento dendritico (SHETTY et al., 1993), além de
mudancgas na fun¢do do receptor de dopamina (SHEN et al., 1995; WANG e SHEN, 2002) e
do comportamento mediado pelo receptor de dopamina (HANNIGAN e RANDAL, 1995).

Estudos eletrofisiologicos mostram que, apds a exposi¢do pré-natal ao etanol,
ocorre uma redugdo persistente da atividade elétrica de neurdnios dopaminérgicos, com
conseqiiente diminui¢do da quantidade de dopamina, sem que haja, no entanto, perda neuronal
(XU e SHEN, 2001). Dada a conexao entre transmissdo dopaminérgica anormal e problemas
de ateng¢do, a reducdo na atividade elétrica de neuronios dopaminérgicos explicaria os déficits
de aten¢do observados em criangas com sindrome fetal alcoolica - SFA (STREISSGUTH
et al., 1994; COLES et al., 1997).

1.4 Vias centrais envolvidas com o TDAH

No sistema nervoso central, monoaminas como Dopamina (DA), Serotonina
(5-HT) e Noradrenalina (NA) t€ém um importante papel modulatério na neurotransmissao e
estdo envolvidas em inumeras fungdes fisioldgicas e condigdes patoldgicas (GREENGARD,

2001; GAINTDINOV et al., 2002).
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Dopamina

A catecolamina dopamina parece ter um papel fundamental na etiologia do déficit
de atengdo. Isto se baseia na neurofarmacologia dos psicoestimulantes utilizados no
tratamento, em estudos de genética molecular e neuroimagem, além do comportamento e

bioquimica de modelos animais (KYRLEY et al., 2002).

Ao contrario de neurotransmissores excitatorios, como o Glutamato, ou
inibitorios, como o acido y-amino-butirico (GABA), a Dopamina pode ser excitatoria ou
inibitoria, dependendo do tipo de receptor a que estd ligada (NEVE e NEVE, 1997). A
ativacdo dos receptores DI e D5 estimula a Adenilato-Ciclase, enquanto sua ligagdo a
receptores D2, D3 e D4 provoca inibicdo da Adenilato-Ciclase. A noradrenalina também age
em receptores dopaminérgicos, possuindo alta afinidade por D4 (ARNSTEN, 2005). A
interpretagdo das mudancas dopaminérgicas na patologia do TDAH ¢, assim, complicada por

seu perfil de agdo dual, excitatorio e inibitério (VAN DER KOOJI e GLENNON, 2007).

O TDAH resulta, em parte, de déficits no sistema Dopaminérgico em estruturas
corticais, como o cortex pré-frontal (SULLIVAN e BRAKE, 2003) e areas subcorticais, como
o Nucleo Accumbens (Nac) e o estriado (RUSSEL et al., 1995).

Existem quatro grandes vias dopaminérgicas no cérebro: mesolimbica,
mesocortical, nigroestriatal e hipotdlamo-tibero infundibular. A via mesolimbica projeta-se
da area ventral-tegmental (VTA) para o nlicleo accumbens e estd envolvida na dependéncia a
substancias, recompensa (CALLAHAN et al., 1997), depressao (causada pela deplegao de
dopamina) (KLIMEK et al., 2002) e psicose (WATANABE et al., 1998). A via mesocortical
projeta-se da VTA para o cortex cerebral, notadamente cortex pré-frontal (PFC), e regula o
processamento de informacgdes, atengdo seletiva, memoria de trabalho (habilidade de reter
informacdes na memoria e utilizd-las para guiar agdes futuras), linguagem e planejamento
(GOLDMAN-RAKIE, 1996). O sistema nigro-estriatal inicia-se na substancia nigra pars
compacta (SNc) e regula fungdes motoras, dentre outras (MALER et al., 1973). A via
hipotadlamo-tubero infundibular origina-se no nucleo arqueado do hipotidlamo e projeta-se
primariamente para a hipofise, regulando a secrecdo de prolactina e hormoénio luteinizante

(LH) (WIESEL et al., 1978).
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As vias mesolimbica e mesocortical (juntas chamadas de via mesolimbocortical)
parecem ser as mais envolvidas na génese do déficit de atencdo (SULLIVAN e BRAKE,
2003). A dopamina mesolimbica parece estar desregulada nos portadores do transtorno, uma
vez que recompensas menores € imediatas sdo preferidas quando comparadas a maiores, mas
tardias (SONUGA-BARKE et al., 1992). Esta “impaciéncia maladaptativa” para esperar por
recompensas maiores ¢ um dos aspectos da impulsividade observados no transtorno e parece
ser controlada pelo NAc (CARDINAL et al, 2004). A dopamina mesocortical estd ainda
envolvida na atencao seletiva e memoria de trabalho e este sistema parece hipofuncionante em

modelos animais de déficit de atengdo (DAVIDS et al., 2002).

A via nigro-estriatal também parece contribuir para a génese do TDAH no que se
refere a hiperatividade. Demonstrou-se que o transportador de dopamina (DAT), um
regulador importante da neurotransmissao dopaminérgica, encontra-se diminuido em resposta
a administracdo do metilfenidato (MPH) a pacientes portadores de TDAH (KRAUSE et al.,
2000).

Noradrenalina

A Noradrenalina ¢ encontrada no Sistema Nervoso Simpatico e biossintetizada a
partir do aminodcido tirosina, que ¢ seqiiencialmente hidrolizada para gerar
dihidroxifenilalanina (Dopa), descarboxilada para formar Dopamina (DA) e hidroxilada para
produzir Noradrenalina (NA) (AXELROD, 1974). Alteracdes na enzima dopamina
B-hidroxilase, responsavel pela etapa final da conversao de dopamina em noradrenalina,
foram descritas em portadores de TDAH (VAN TOL et al, 1991). Um dos mensageiros
neuroquimicos cruciais no sistema nervoso central, NA tem um papel importante na fisiologia
e patologia humana, estando envolvida na regula¢do do sono, humor, comportamento e estado
de alerta e vigilia (YOUNG e LANDSBERG, 1998). A catecolamina também exerce controle
central no sistema enddcrino e sistema autonomico central. Fora do sistema nervoso central,
NA também ¢ encontrada nas terminagdes nervosas simpdticas e a quantidade de
noradrenalina presente em determinado tecido reflete seu grau de inervagdo simpdtica

(TELLIOGLU e ROBERTSON, 2001).
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No cortex pré-frontal (PFC), a noradrenalina estimula a performance cognitiva
através de suas agdes em receptores adrenérgicos a2A (ARNSTEN et al., 1996). Estudos
experimentais sugerem que niveis adequados de noradrenalina (e dopamina) sdo necessarios
para o otimo funcionamento do cortex pré-frontal (PFC), que niveis muito altos destas
catecolaminas (como os observados em situacdes de estresse) podem causar prejuizos no
funcionamento do PFC através de sua acdo em receptores adrenérgicos al e Pl e
dopaminérgicos D1 e, possivelmente, D4 (ARNSTEN e LI, 2005); e que estas alteracdes
podem ser, em parte, revertidas pela administracdo de agonistas a2 adrenérgicos como

clonidina e guanfacina (BIEDERMAN e SPENCER, 1999).

O transportador de Noradrenalina (NAT) localiza-se na membrana plasmatica de
neurdnios noradrenérgicos, onde ¢ responsavel pela recaptagdo de noradrenalina presente na
fenda sinaptica. O NAT serve como mecanismo primario de inativacdo da transmissao
noradrenérgica. Este ¢ um processo competitivo, onde uma variedade de aminas naturais
(como dopamina) e outras drogas podem ocupar o transportador e influenciar na captagdo do
neurotransmissor. Drogas de abuso como cocaina e antidepressivos como desipramina,
venlafaxina, bupropiona e reboxetina bloqueiam o transporte, causando assim uma elevagao
nas concentracdes sinapticas de noradrenalina e potenciacdo da ativagdo de receptores
pos-sinapticos (TELLIOGLU e ROBERTSON, 2001; TRENDELEMBURG, 1991; AMARA
¢ SONDERS, 1998).

O papel da noradrenalina na fisiopatologia do Déficit de Atengao héa tempos vem
sendo proposto. KORNETSKY (1970), apos observar os efeitos das anfetaminas no
comportamento, prop0os que a hiperatividade no TDAH seria resultante de transmissdao
noradrenérgica aumentada. Consistentes com esta hipdtese, uma década apos, ZAMETKIN e
RAPOPORT (1987) propuseram que o TDAH parece estar associado com déficits em
conexoes inibitorias fronto-estriatais, que sao predominantemente compostas de neurdnios
noradrenérgicos, e atuam sobre estruturas estriatais baixas que sdo predominantemente
compostas de neurénios dopaminérgicos. Pliska et al. (1996) também sugerem que a rede
noradrenérgica central parece estar desregulada em portadores de TDAH de maneira a nao
preparar o sistema de atengdo posterior cortical para responder a estimulos externos. A
eficicia de drogas de acdo noradrenérgica seletiva corrobora esta hipotese. Solanto (1998),

revisando estudos pré-clinicos e clinicos, observou que o efeito noradrenérgico de
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psicoestimulantes parece ser o mecanismo pelo qual estas drogas melhoram a resposta tardia,
memoria de trabalho e atencdo. Atencdo e vigilia dependem, sabidamente, da adequada
modulagdo de catecolaminas nos cortex pré-frontal, cingulado e parietal, no talamo, estriado e
hipocampo. Todas essas sdo sabidamente regides de extensa distribuicdo de neurdnios

noradrenérgicos (BIEDERMAN et al., 1999).

Baixas doses de Metilfenidato e anfetamina sabidamente aumentam niveis de
dopamina e noradrenalina no cortex pré-frontal de ratos, tendo apenas um pequeno efeito no
estriado (BERRIDGE e STALNAKER, 2002). Existem relativamente baixos niveis de
transportador de dopamina (DAT) no cortex pré-frontal (PFC), assim, o aumento tanto nos
niveis de noradrenalina quanto de dopamina parece ocorrer através do bloqueio de
transportadores de noradrenalina (NAT), que sdo responsaveis pela recaptacao das duas

catecolaminas nesta regiao (BYMASTER et al., 2002).

Serotonina

Alguns estudos, como o de Retz et al. (2000), tém implicado também serotonina
(S5HT) na etiologia do déficit de atengdo. A desordem ¢ associada com o alelo SHTR1B 861G
(HAWTI et al, 2002) e com o alelo longo SHTT (RETZ et al., 2002). Demonstrou-se
anteriormente que receptores SHT modulam a fun¢do dopaminérgica. Assim, a eficacia
clinica de drogas que agem em sistemas serotoninérgicos se deveria em parte aos seus efeitos
em sistemas dopaminérgicos (ALEX e PEHEC, 2007). A natureza e direcao desta interagdo,
no entanto, dependeria da atividade basal dos sistemas de DA e SHT, ou seja, se estes
sistemas estariam ativados ou ndo (ALEX e PEHEC, 2007). Os corpos celulares e regides
terminais das trés principais vias dopaminérgicas sao inervados por neurdnios SHT originados
nos nucleos da raphe (NEDEGAARD et al., 1988) e estudos mostram a existéncia de contatos
sindpticos diretos entre terminais serotoninérgicos e células dopaminérgicas no mesencéfalo.
Estes dados mostram que a serotonina parece regular a fungao de neurénios dopaminérgicos

em regides cerebrais, estando assim envolvida na patogénese do déficit de atengao.
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Glutamato

Os receptores glutamatérgicos NMDA parecem ter um papel na fisiopatologia do
distarbio. Quando estimulados pelo acido glutamico, desempenham fungdes troficas no
desenvolvimento cerebral, influenciando a plasticidade sinaptica, promovendo proliferagao e
migracdo de progenitores neuronais (IKONOMIDOU et al, 2001). Demonstrou-se
recentemente que um bloqueio transitério dos receptores de glutamato NMDA ou a ativacao
excessiva de receptores GABA no periodo de neurodesenvolvimento ou sinaptogénese
desencadeia neurodegeneragao apoptdtica (OLNEY et al, 2000; IKONOMIDOU et al,
2001), ainda que a administracdo neonatal de ketamina, antagonista de receptores NMDA,
provoque déficits de memoria espacial, memoria aversiva e memoria de reconhecimento em
ratos (MICKLEY et al., 2000). A ketamina ¢ implicada na interagdao de receptores NMDA e
dopaminérgicos, principalmente no cortex pré-frontal (MOGHADDAM et al., 1997). Olney
et al. (2000) demonstraram que o etanol, através de agdo dual no bloqueio de receptores
NMDA e super ativacdo de receptores GABAa, desencadeia extensa degeneragdo apoptdtica

no cérebro de ratos em desenvolvimento.

1.5 Neurobiologia do TDAH

Diferentes areas cerebrais parecem estar afetadas em portadores de TDAH.
Sintomas de desatenc¢do seletiva estariam ligados ao processamento de informagao ineficiente
no cortex cingulado anterior (na parte medial do lobo frontal), responsavel pela execugdo de
tarefas cognitivas complexas, deteccao de alvos, selegdo de respostas e inibig¢do, detecgao de
erros, monitoramento de performance e motivacdo (BUSH et al., 2000); sintomas de
disfuncdo executiva, particularmente a inabilidade de manter a atengdo e solucionar
problemas, manutengdo da vigilia, aten¢ao seletiva e dividida, atencdo alternada,
planejamento e controle executivo estdo hipoteticamente ligados ao cortex pré-frontal
dorsolateral (DLCPFC) (DUNCAN e OWEN, 2002; POSNER e¢ PETERSEN, 1990). Cada
area do cortex pré-frontal estd ligada a outras areas cerebrais via circuitos corticais que
conectam uma area a outra dentro do proprio coértex e via circuitos
cortico-estriatal-taldmico-corticais (CSTC) que conectam areas do cortex pré-frontal a

estruturas subcorticais (STAHL, 2008).
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Os sintomas de hiperatividade estdo ligados ao cértex motor suplementar/cortex
pré-frontal motor e também ao estriado (nucleos caudado e putdmen) que apresentam volume
diminuido (ALEXANDER et al., 1986) e anormalidades nos transportadores de dopamina
(SPENCER et al, 2005), enquanto os sintomas de impulsividade e desinibicdo social
estariam ligados ao cortex frontal orbital (HESSILINGER et al., 2002).

O cortex frontal orbital ¢ parte do sistema limbico e estd ligado a outra area
importante deste sistema, o nucleo accumbens, via circuitos CSTC. Este circuito especifico
parece ser responsavel por ligar um estimulo ascendente a emocgdes e transformar emogdes em
acoes. Estas agdes ocorrem através de liberacdo do neurotransmissor dopamina. Os estimulos
capazes de desencadear tal resposta sdo usualmente poderosos, carregando o potencial de
serem imediatamente transformados em acdo, antes que sejam aplicados analise cognitiva,
reflexdo e julgamento. Esta ¢ a esséncia da impulsividade, e pode ajudar a entender porque

pessoas impulsivas agem de maneira auto-destrutiva e pouco racional (STAHL, 2008).

Aparentemente, todos estes sintomas de impulsividade parecem ser devidos a um
filtro de informagdo talamico ineficiente no lobo pré-frontal através do circuito CSTC,
permitindo que a ag¢do impulsiva ocorra antes que o “governante” do lobo pré-frontal, o

DLPFC, possa inibi-la (ZAMETKIN e RAPOPORT, 1987).

Portadores de TDAH apresentam uma ativacdo diminuida em neurdnios
pré-frontais. Em resposta a tarefas cognitivas que exijam aten¢do e memoria de trabalho, estes
individuos nao apenas falham em ativar areas como o cortex cingulado anterior, mas também
recrutam areas que, normalmente, ndo teriam esta funcdo, resultando em resposta lenta,
ineficiente e incorreta (STAHL, 2008). Acredita-se que o tonus de neurdnios dopaminérgicos
e noradrenérgicos esteja disfuncional em portadores do distirbio (ARNSTEN e DUDLEY,
2005). Em conseqiiéncia disto, neurdnios piramidais no cortex pré-frontal ndo seriam capazes
de distinguir entre estimulos importantes e distragdes, levando a dificuldade em manter o foco
de atencdo. Estes déficits sdo revertidos por agonistas de receptores dopaminérgicos D1 e
noradrenérgicos a2 (ARNSTEN e DUDLEY, 2005), que aumentam o ténus ‘“aminérgico”
nestes neuronios, diminuindo a interferéncia de estimulos distrativos. Ao contrario, a ativagao
excessiva dos circuitos de vigilia também pode estar presente no TDAH (ARNSTEN e

DUDLEY, 2005). Tao deletaria quanto a ativacdo diminuida, esta parece estar ligada a
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presenca de estresse cronico e comorbidades como ansiedade, dependéncia de substancias e

estados de humor excessivamente elevados (mania) (STAHL, 2008).

1.6 Tratamentos do TDAH

Ha pelo menos trés décadas foi descoberto que os psicoestimulantes, como as
Anfetaminas e o Metilfenidato, foram capazes ndo s6 de diminuir a hiperatividade e a
impulsividade, mas também de melhorar a atencdo (FREDRIKSSON et al., 2004). Os estimulantes
facilitam a liberacdo e disponibilidade sinaptica de Dopamina (DA) (PLISZKA et al, 1996;
FLECKENSTEIN et al., 2000), além de outros neurotransmissores monoaminérgicos, notadamente

Noradrenalina (NE) e Serotonina (5-HT) (BIEDERMAN ¢ SPENCER, 1999).

Originalmente, observou-se que o tratamento de criangas com Lesdo Cerebral
Minima (LCM, o que hoje ¢ chamado de TDAH) com sedativos paradoxalmente aumentava a
atividade e impulsividade. Além do mais, a administracdo de estimulantes normalizou as

mudangas comportamentais vistas nessas criangas (BRADLEY, 1937).

O psicoestimulante Metilfenidato (MFD), cuja estrutura estd demonstrada na
figura 1, ¢ um derivado da piperidina (GATLEY et al, 1996) e age primariamente na
glicoproteina transportadora de Dopamina (DAT). A droga interage e bloqueia o DAT,
interferindo ainda com o trafego de vesiculas contendo Dopamina (SANDOVAL et al., 2002;
VOLKOW et al., 1998), aumentando sua disponibilidade no terminal p6s-sinaptico.

Muitos pesquisadores estudaram os efeitos do Metilfenidato em receptores
dopaminérgicos e no transportador de dopamina, mas pouco se comenta sobre sua acdo em
receptores adrenérgicos a2 e no transportador de noradrenalina (NAT). Estudos bioquimicos
mais recentes utilizando baixas doses de Metilfenidato demonstraram um efeito mais potente
na concentracdo de noradrenalina no hipocampo do que propriamente na dopamina estriatal

(ARNSTEN e DUDLEY, 2005).

As anfetaminas, ndo disponiveis para este fim no mercado brasileiro, também sdo
largamente utilizadas para o tratamento do TDAH em paises como os Estados Unidos. Agem

de maneira menos seletiva, pois além de bloquearem o DAT e aumentarem sua quantidade na
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fenda sindptica, liberam também Serotonina, que se utiliza do DAT em certo grau

(KUCZENSKI e SEGAL, 1989).

As medicagoes estimulantes utilizadas no tratamento do TDAH foram, em sua
maioria, de a¢do curta, com meia-vida em torno de 3 a 4 horas, requerendo multiplas tomadas
diarias. Hoje, estdo disponiveis em diferentes formulagdes de liberacdo prolongada, durando

entre 8 e 12 horas (VAN DER KOOII et al., 2007).

Tanto a Anfetamina quanto o Metilfenidato t€ém reputacdo dubia, uma vez que
podem ser utilizados como drogas de abuso pela populacao saudavel (CARTER e WATSON,
1994). Assim, uma demanda de novos tratamentos para 0 TDAH est4 aparente. Estima-se que
ao menos 30% dos individuos portadores de déficit de atengdo ou ndo respondem ou nao

toleram medicacdes estimulantes devido aos efeitos adversos.

O O

ZT

Figura 1 — Estrutura do Metilfenidato.

Outra alternativa para o tratamento do transtorno sdo os antidepressivos triciclicos
(TCA), como imipramina e desipramina. A primeira, mais seletiva para o transportador de
serotonina ¢ a segunda para o de noradrenalina. Vantagens desta classe de drogas incluem
longa meia vida de aproximadamente 12 horas, possibilitando um menor niumero de tomadas,
auséncia de potencial de abuso e efeitos positivos putativos no humor, ansiedade, sono e
tiques (BIEDERMAN e SPENCER, 1999). Acredita-se que o potencial terapéutico dos

triciclicos no tratamento do TDAH vem de suas acdes na recaptacdo de monoaminas (inibindo
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este processo), particularmente de noradrenalina (TATSUMI et al., 1997). Os potenciais
beneficios dos triciclicos, no entanto, tém sido apagados por preocupagdes a cerca de sua
seguranca. Ha estudos demonstrando alteragdes na conducdo cardiaca associados ao
tratamento com triciclicos (BIEDERMAN et al., 1993) e relatos de casos de morte subita em
criangas portadoras de TDAH tratadas com desipramina (ABRAMOWICZ, 1991). Devido a
estes riscos, os TCA sdo usualmente utilizados como segunda linha no tratamento, havendo
de se pesar cuidadosamente os riscos e beneficios para sua utilizacdo (BIEDERMAN e

SPENCER, 1999).

A bupropiona, antidepressivo atipico que possui a¢do agonista dopaminérgica e
noradrenérgica, mostrou-se efetiva em alguns estudos clinicos (CASAT et al.,, 1987, 1989;
CONNERS et al., 1996). Embora tenha sido associada a um risco moderadamente aumentado
de convulsdes, este risco parece estar relacionado a doses altas, historia prévia de convulsdes
e disturbios alimentares. Os inibidores da monoamino oxidase (MAQ) podem ser efetivos no
tratamento do disturbio, mas o seu potencial para desencadear crises hipertensivas, restricdes
alimentares (alimentos contendo tiramina, como queijos) e interagdes medicamentosas
(aminas vasoativas, a maioria dos anti-gripais, anfetaminas) limita a sua utilizagdo

(BIEDERMAN e SPENCER, 1999).

As medicagdes ndo-psicoestimulantes t€ém ganhado forca como possiveis
alternativas no tratamento do déficit de aten¢do. A atomoxetina foi a primeira medicacao
nao-psicoestimulante a ser aprovada pelo Food and Drug Administration (FDA) para o
tratamento do TDAH (CHRISTMAN et al, 2004). Anteriormente utilizada como
antidepressivo, ela age bloqueando o transportador de Noradrenalina (NAT), inibindo a
recaptacdo da mesma, bem como a de Dopamina em certo grau, ja que esta também se utiliza
do NAT (BYMASTER et al., 2002). A atomoxetina ¢ uma droga relativamente cara, sendo
portanto reservada para casos onde o Metilfenidato ¢ inefetivo ou contra-indicado. Esta
medicagdo, assim como as anfetaminas, ndo estd disponivel no Brasil. Na mesma classe dos

inibidores seletivos de recaptacdo de Noradrenalina esta a Reboxetina.
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1.7 Reboxetina

O antidepressivo Reboxetina (estrutura demonstrada na figura 2) ¢ um inibidor
altamente seletivo e potente da recaptagdo de Noradrenalina comercializado na Europa e
América do Sul. A inibicao da recaptacdo e o conseqiiente aumento da disponibilidade de
noradrenalina na fenda sinaptica estdo entre os mecanismos de acdo mais importantes dos
antidepressivos conhecidos. Ao contrario dos antidepressivos triciclicos, a droga ndo possui
afinidade significativa por receptores adrenérgicos e muscarinicos. A afinidade a estes
receptores foi descrita como estando associada a efeitos colaterais cardiovasculares,
anticolinérgicos e sedativos. Em doses terapeuticamente eficazes, ela também nao apresenta
ligagdo significativa aos receptores de histamina e dopamina. Quando comparada a
atomoxetina, a reboxetina apresenta meia-vida mais longa (13h vs. 4h) (TEHRANI-DOOST
et al., 2008). As doses utilizadas em humanos variam de 4 a 10mg por dia. Apds
administracdo oral de dose Unica de 4mg de Reboxetina a voluntarios saudaveis, alcangou-se
pico de concentracdo plasmatica de aproximadamente 130ng/ml. Observaram-se condigdes de
equilibrio num prazo de cinco dias. Dados indicam que a biodisponibilidade absoluta ¢ de
aproximadamente 90%. A droga apresenta alta taxa de ligacdo a proteinas plasmaticas, com

afinidade maior a glipoproteina I-acida do que a albumina.

Os efeitos adversos relatados sdo leves a moderados em termos de severidade. A
Reboxetina ¢ melhor tolerada em comparagao aos triciclicos e mais segura quando comparada
a outros antidepressivos (RATNER et al., 2005). Poucos estudos existem avaliando o uso da
Reboxetina no tratamento do TDAH, e a maioria deles mostra um resultado favoravel
(OTKA et al., 2001; RATNER et al., 2005). H4 pelo menos um estudo com modelos animais
de déficit de atencdo, utilizando ratos SHR e NHE (VIGGIANO et al., 2004). Nenhum deles
no entanto, avaliou especificamente a resposta em modelos de déficit de atengdo causados por

etanol.
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Figura 2 — Estrutura da Reboxetina.

1.8 Modelos para o estudo do déficit de atencio

O diagnostico do Transtorno do Déficit de Atengdo e Hiperatividade (TDAH)
baseia-se em critérios comportamentais, de modo que modelos animais do distarbio devem
mimetizar os sintomas-chave de hiperatividade, impulsividade e dificuldades em manter a
atencao. Sendo o TDAH um distirbio heterogéneo, onde freqiientemente duas criangas com o
mesmo distarbio t€ém quadros clinicos diferentes, ndo ¢ surpresa que diversos modelos
animais envolvendo déficits em mecanismos neurais diferentes reproduzam os sintomas do

transtorno (RUSSEL, 2007).

Modelos animais t€ém um numero de vantagens sobre casos clinicos: os dados
obtidos sao mais simples de se interpretar, os grupos sdo geneticamente mais homogéneos, o
ambiente mais controlado e as intervengdes possiveis sdo variadas. A apreciagdo de modelos
animais utilizados na pesquisa sobre o déficit de atencdo depende, portanto, de algumas
variaveis: capacidade de mimetizar os sintomas fundamentais do TDAH (validade de
semelhanga), capacidade de confirmar o racional teérico implicado na génese do transtorno
(validade de construgdo) e habilidade de predizer aspectos do comportamento, genética e

neurobiologia (validade preditiva) (KOOJI e GLENNON, 2007).

Alguns dos modelos animais de déficit de atengdo, utilizam a lesdao cerebral por

neurotoxinas. A lesdo neonatal com 6-OHDA, que ap0s inje¢do intra-cisternal ¢ toxica aos
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sistemas noradrenérgicos e dopaminérgicos, causando hiperatividade e desatencdo que
respondem aos psicoestimulantes, ¢ um deles (SHAYWITZ et al,, 1976; ARCHER et al.,
1988; ZHANG et al, 2001). Outro modelo nesta categoria, o da hipdxia neonatal, causa
alteragdes na dopamina mesocortical, mesolimbica e estriatal (BOKSA e EL-KHODOR,
2003), além de apoptose em células hipocampais e alteragdes nos niveis de glutamato e
acetilcolina (KRAJNE et al, 1994), resultando em sintomas de TDAH. Limitagdes deste
modelo incluem o fato de as alteracdes principais estarem associadas a receptores de
dopamina D1 quando a maioria dos estudos realizados sugerem envolvimento dos receptores
D4 (DRAGO et al., 1996), além dos animais submetidos a hipdxia apresentarem niveis
normais de DAT quando comparados aos controles, o que ndo acontece em pacientes

portadores de déficit de atencao.

Modelos genéticos, como ¢ o caso dos ratos espontaneamente hipertensos (SHR),
um dos modelos mais antigos e difundidos do transtorno devido ao seu comportamento
naturalmente hiperativo e impulsivo, além da presenga de alteragdes em noradrenalina e
dopamina, também sdo utilizados (VAN DER KOOJI e GLENON, 2007). Estas
caracteristicas no entanto, parecem variar de acordo com o teste comportamental utilizado, o
que compromete a validade do modelo (FERGUSON e CADA, 2003). Outra possibilidade ¢ a
inducdo de mutagdes genéticas, como no rato coloboma, onde ha uma mutacao interferindo na
funcdo da proteina SNAP-25, responsavel pela formacdo de vesiculas contendo
neurotransmissores, notadamente dopamina e noradrenalina. A mutagdo causa uma
diminui¢do nos niveis destas catecolaminas (JONES et al., 2001; RABER et al, 1997),
levando a comportamento hiperativo (HESS et al., 1996). Ainda nesta categoria, encontra-se
o rato nocaute para o gene do transportador de dopamina (DAT-KO), onde ha reduzidos
niveis de DAT provocando recaptagdo deficiente de dopamina, acimulo de dopamina na
fenda sinaptica e diminuicdo da liberagdo do neurotransmissor em regidoes como o estriado

(GAINETDINOV et al., 1999).

A exposi¢do pré-natal ao etanol afeta principalmente a transmissao dopaminérgica
e causa hiperatividade (GIBSON et al, 2000). Ratos expostos ao alcool intra-utero
apresentam déficits de atencdo que sdo similares aos observados em criancas portadoras de
TDAH e sindrome fetal alcodlica (HAUSKNECHT et al, 2005). Em termos

neurobiologicos, parece haver uma reducdo persistente no numero de neurdnios
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dopaminérgicos espontaneamente ativos na area tegmental ventral no mesencéfalo, que ¢
normalizado por D-anfetamina (XU e SHEN, 2001). O psicoestimulante metilfenidato
também parece ser eficaz em normalizar a transmissdo dopaminérgica, apesar de ter sido
demonstrado que pode, inicialmente, haver aumento na hiperatividade, seguido por
diminui¢do persistente da atividade motora que permanece por mais de trinta dias, segundo
encontraram Shen e Choong (2006). Thomas et al. (2000) demonstraram que a exposi¢ao
pré-natal ao etanol causava déficits de memoria executiva em tarefa de discriminagdo visual
(T-Maze). Os déficits estavam presentes tanto na fase de treinamento (aquisi¢ao de
discriminacdo), como na fase de discriminagdo tardia e foram revertidos pela suplementacao

neonatal de colina.

Carneiro et al. (2005) observaram que a prole de ratos expostos ao alcool no
periodo gestacional apresentava alteragdes bioquimicas nas redes dopaminérgicas, com
diminuigao significativa de receptores dopaminérgicos D1 e D2, e colinérgicas, com aumento
de receptores muscarinicos, em areas como o hipocampo e o estriado. Também foi observado
que estes animais apresentavam hipoatividade no teste do campo aberto, imobilidade
prolongada no teste de nado-for¢ado ¢ menos ansiedade quando comparados a controles no
teste do labirinto em cruz elevado. O estudo hipotetiza ainda que o desequilibrio entre
dopamina e acetilcolina seria responsavel por tais achados e que a neurotoxicidade do etanol

seria mediada por acetilcolina.

Fredriksson e Archer (2004) demonstraram que o comportamento disfuncional
presente no TDAH poderia ser reproduzido em animais quando o etanol era aplicado no
periodo neonatal, equivalente ao terceiro trimestre do desenvolvimento do sistema nervoso
central em humanos. Postularam, ainda, que este efeito poderia ser devido ndo apenas as
alteragdes dopaminérgicas, mas ao antagonismo de receptores NMDA. De acordo com esta
hipotese, outros estudos demonstraram que a aplicacdo de glutamato causa aumento
significativo e excessivo na liberacdo de noradrenalina no cértex pré-frontal de ratos SHR
quando comparados a controles, ocasionando déficits de atencdo neste modelo (RUSSEL e
WIGGINS, 2000). Os animais lesados por etanol no periodo neonatal apresentaram déficits de
performance e aprendizado no labirinto radial de oito entradas e no teste da plataforma
submersa, sendo os déficits mais pronunciados nos tltimos dias de teste, sugerindo problemas

de memoria tardia. Ainda, apresentaram inicialmente marcante hipoatividade seguida de
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hiperatividade motora. Estes sintomas foram mitigados por anfetamina (FREDRIKSSON e
ARCHER, 2004). A resposta ao metilfenidato ndo foi testada neste estudo.

1.9 Memoria e TDAH

O conjunto cognitivo denominado “fungdes executivas” esta associado ao
funcionamento do lobo frontal, embora na atividade do cortex frontal (figura 3) estejam
incluidas fungdes nao relacionadas com o rendimento executivo e, de forma similar, o
funcionamento executivo requeira também estruturas distintas do lobo frontal (DENKLA,

1996; STUSS e LEVINE, 2002).

Ja no inicio da década de setenta, o neurologista russo Luria (1973), observou que
o lobo frontal participa diretamente nas etapas mais importantes para a codificagdo do
comportamento humano e regulagdo dos processos psicoldgicos. Ele descreveu em seu livro
que esta regido tem um papel essencial na regulacdo da atividade, controlando o estado de
ativacdo necessario para o desempenho de tarefas complexas. Seguindo o mesmo modelo
hierarquico de funcionamento frontal Stuss mostrou que as fungdes executivas e de
supervisao do lobo frontal constituem o segundo nivel de processamento. Seriam as fungdes
encarregadas de sintetizar a informagdo para organizar a resposta dirigida a um objetivo e
dependem anatomicamente do estabelecimento de conexdes entre o lobo frontal e areas

cerebrais posteriores (ROMINE e REYNOLDS, 2004).

Nao parece haver um padrdo de desenvolvimento homogéneo para as funcdes
executivas, mas sabe-se que hd um incremento significativo na habilidade de memoria de
reconhecimento na infancia, permitindo a formacao de conceitos atengdo seletiva e acdes de
planejamento rudimentar (ROMINE e REYNOLDS, 2004), progredindo para processos mais
complexos, como inibicdo de respostas prematuras e flexibilidade cognitiva, que atinge nivel
de maturagao adulto por volta dos 10 a 12 anos de idade em humanos (PASSLER et al., 1985;
WELSH, 2002).

Em humanos, memoria de trabalho ¢ definida como a manutengdo consciente e
manipulacdo de informacdo necessaria para permitir respostas cognitivas e motoras

apropriadas a demandas especificas em situacdes imediatas (BADDELEY, 1981;
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EICHENBAUM e COHEN, 2001). Consistente com seu papel nas fungdes executivas,
estudos em humanos e outros primatas demonstraram que o cortex pré-frontal tem um papel
essencial na memoria de trabalho (EICHENBAUM e COHEN, 2001; PENNINGTON, 1999).
Como itens retidos na memoria de trabalho sdo passos intermedidrios evocados durante a
solugdo de um problema especifico, eles tipicamente ndo sdo armazenados junto as memorias

de longo prazo.

Embora ndo seja possivel evocar acdes sabidamente conscientes e planejadas em
animais, parece haver processos tanto em primatas quanto em roedores que sdo analogos a
alguns aspectos da memoria de trabalho em humanos (DUDCHENKO, 2004). WEYANDT et
al. (1994) definiram memoria de trabalho em roedores como sendo uma memoria de
curto-prazo para um objeto, estimulo ou localizag¢ao utilizada durante uma sessao de testes,
mas nao entre sessoes. Em contraste, a memoria de referéncia, que representa aspectos de
memoria de longa duracdo, a memoria de trabalho ¢ de curta duracdo, evocada apos curtos
intervalos e ndo necessariamente armazenada juntamente com memorias de longa duragdo.
Assim, tarefas que utilizam curtos intervalos “entre treinos”, como as de atencdo alternada,

avaliam memoria de trabalho.

Um dos testes comportamentais utilizados para este fim ¢ o labirinto em forma de
T (T-maze). Nesta modalidade, o animal ¢ forcado a escolher um dos bragos do labirinto e a
recompensa ¢ alternada entre os dois bragos, havendo um curto intervalo entre os “treinos”.
Se o animal ¢ capaz de executar a tarefa corretamente apos um curto intervalo de tempo, ele
nao s6 ¢ capaz de memorizar a localizagdo da recompensa no “treino” anterior, como aprender
a regra de alternancia entre os bragos e inibir respostas prematuras entrando no brago
previamente recompensado (ROBERTSON, 2008). Se a performance do animal deteriorar
quando o intervalo entre as sessoes de teste aumenta, isto também sugere déficits de memoria
de trabalho. Estudos prévios, como o de Winocur (1992), mostram que os danos ao cortex
pré-frontal resultam em déficits em tarefas de discriminagdo tardia, como o labirinto em T,

que sdo evidentes tanto em curtos intervalos quanto em intervalos mais prolongados.

Neuropsicologicamente, o rendimento cognitivo deficiente no TDAH ¢
subdisiario a um déficit primario das fungdes executivas (ARNSTEN et al, 1996;

WILLCUTT et al, 2005) e se relaciona com as alteracdes presentes nos sistemas
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dopaminérgico e noradrenérgico em circuitos fronto-estriatais. Especificamente, portadores
de TDAH apresentam dificuldades no planejamento (PENNINGTON et al., 1993; WYANDT
e WILLIS, 1994), inibi¢ao de respostas prematuras (SERGEANT et al., 2002; SMITH et al.,
2006), flexibilidade cognitiva (SMITH et al., 2006; SEIDMAN et al., 2000), fluidez verbal
(SERGEANT et al, 2002) e memoéria de trabalho (BARKLEY, 2006; SEIDMAN et al.,
2000), dentre outras.

"‘. :

- ‘ Daparmina (el

Moradranalina (FA)
 Serotonina isHTH

Figura 3 — Principais dreas envolvidas na formacio de memodrias declarativas de curta e de longa duracio,
e suas principais conexdes (linhas vermelhas mostram a interconexiio entre as dreas cerebrais, e as demais
linhas mostram a acéio dos neurotransmissores sobre as mesmas areas cerebrais).

Fonte: Revista Ciéncia Hoje. Abril-1999.
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2 JUSTIFICATIVA

A multifatoriedade do transtorno do déficit de atencdo e hiperatividade, ou seja,
fatores relacionados com predisposi¢ao genética, ambiente € exposi¢do a toxinas no periodo
gestacional, exercem um importante papel em sua patogenia. A fisiopatologia do transtorno,
no entanto, permanece com algumas lacunas a serem elucidadas. A resposta a estes fatores
estressores produz um comportamento disfuncional, trazendo repercussdoes em todas as
esferas da vida do individuo de maneira pervasiva, uma vez que criangas podem permanecer
com o transtorno na vida adulta em até pelo menos 50% dos casos. Além disso, o disturbio
pode favorecer o surgimento de comportamentos de risco, como o uso e abuso de alcool e
substancias psicoativas. O tratamento farmacoldgico com psicoestimulantes, largamente
utilizado ha mais de trés décadas, também traz em si, embora diminuto, o risco de ser
utilizado como droga de abuso. Assim, torna-se necessario o conhecimento detalhado da
fisiopatologia, bem como o estudo de novas opg¢des farmacoldgicas ndo-psicoestimulantes, a

fim de otimizar os beneficios e reduzir os riscos da terapéutica.
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3 OBJETIVOS

3.1 Geral

Avaliar os efeitos do Metilfenidato e da Reboxetina em modelo experimental de déficit de

aten¢do induzido em camundongos pela lesdo por etanol.

3.2 Especificos

Avaliar os efeitos comportamentais do Metilfenidato e da Reboxetina como inibidores do
déficit de atencdo no modelo experimental de déficit de atengdo induzido em camundongos

pela lesdo por etanol, analisando os seguintes aspectos.

. Atividade locomotora

o Estado depressivo

° Estado de ansiedade

° Memoria aversiva e de trabalho
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Animais

Foram utilizados aproximadamente 120 camundongos machos e fémeas Swiss. Os
camundongos pesavam 5-7g no 10° dia pos-natal (PND 10) e 17-21g no 30° dia pdés-natal
(PND 30). Os animais foram procedentes do Biotério Central do Campus do Pici -
Universidade Federal do Ceara (UFC) e transferidos para o Biotério Setorial do Departamento
de Fisiologia e Farmacologia, Faculdade de Medicina, UFC. Os animais foram mantidos a

temperatura de 25°C com um ciclo de 12 h de luz/escuro.

Os animais permaneceram acondicionados em caixas de pléstico forradas com
raspa de madeira e receberam agua e ragdo ad libitum. Os camundongos foram mantidos em
jejum 12 horas antes do teste do T-maze, com livre acesso a 4gua mas receberam racao e dgua
ad libitum antes dos demais testes comportamentais. O tratamento dispensado aos animais
estava de acordo com o "Guia de Cuidados em Uso de Animais de Laboratorio" do National
Institutes of Health (Bethesda, MD, EUA). O projeto foi aprovado pela Comissdo de Etica em
Pesquisa Animal (CEPA) da Universidade Federal do Ceara (protocolo niimero: 076/2007)

4.2 Drogas

Metilfenidato-Ritalina (Novartis): comprimidos de 10mg.

Reboxetina-Prolift (Pfizer): comprimidos de 4mg.

Alcool Etilico Absoluto P.A. (VETEC).

Todas as drogas foram dissolvidas em solucdo salina 0,9%.
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4.3 Grupos experimentais

Grupos

1 Grupo-controle - submetido a inje¢do de solugdo salina subcutanea no dia PND 10
2 Grupo-metilfenidato - dose de 2,5mg/kg, v.o.
3 Grupo-reboxetina - dose de 10mg/kg, v.o.

4 Grupo-lesdo por etanol - dose 5g/kg (2 x 2,5mg/kg) injecdo subcutanea no PND
10

5 Grupo-lesdo por etanol - dose S5g/kg injecdo subcutanea no PND 10 +
metilfenidato — dose 2,5mg/kg, v.o.

6 Grupo-lesao por etanol - dose 5g/kg injecdo subcutdnea no PND 10 + reboxetina
10mg/kg, v.o.

4.4 Modelo de déficit de atencio induzido pela lesdo por etanol

Os animais adultos foram acasalados e, apds verificar-se que a fémea estava
gravida, por meio de observacdo didria determinou-se o dia de nascimento da prole. A prole
foi mantida junto & mae até o periodo do desmame. No PND 10 os animais foram submetidos
a inje¢do subcutanea de etanol, diluido em solucdo salina 0,9% na dose de Smg/kg de peso
divididos em duas unicas doses em intervalo de 6 horas. O grupo controle foi submetido a
injecdo subcutanea de solucdo salina em volume equivalente ao utilizado no grupo do etanol.
A aplicacdo sera feita dentro das duas primeiras semanas de nascimento (dia pds-natal 10),
equivalente ao desenvolvimento final (terceiro trimestre) do sistema nervoso central em
camundongos. O modelo de lesdo neonatal por etanol ¢ o mesmo padronizado por Fredriksson

e Archer, 2004.

4.5 Tratamento

No PND 30, foram iniciados os testes de comportamento. Os animais foram
divididos em grupos e o tratamento com Reboxetina ou Metilfenidato foi administrado por
gavagem 30 minutos antes de cada sessao de testes. Os comprimidos de Metilfenidato e

Reboxetina foram macerados e dissolvidos em dgua destilada. Os animais do grupo controle
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receberam volume equivalente de solucdo salina 0,9% por gavagem. As doses de
Metilfenidato foram escolhidas com base em trabalhos anteriores que demonstraram que a
resposta aos psicoestimulantes seguem um padrao de U-invertido, onde doses baixas sao
ineficazes e doses muito altas induzem erros perseverativos (ARNSTEN, 2005). A dose de
Reboxetina utilizada em estudos animais varia igualmente, sendo aqui a dose adotada de

10mg/kg de peso.

4.6 Testes comportamentais

4.6.1 Ansiedade - Teste “plus maze”

Este teste para estudos de memoria foi validado por Viana et al. (1994). Foi
utilizado o modelo de labirinto em cruz elevado mostrado na figura 4 (LCE), que consiste em
dois bragos abertos opostos (48x48x12) e dois fechados (48x48x12), também opostos, em
forma de cruz. Os bragos abertos e fechados foram conectados por uma plataforma central
(5 x 5 cm). A plataforma e as paredes laterais dos bragos fechados foram confeccionados em
acrilico transparente e o chdo em acrilico preto. O aparelho foi elevado a uma altura de 50 cm
do nivel do solo e localizado em uma sala com luz vermelha (15W). Os animais foram
colocados individualmente no centro do aparelho com a cabega voltada para um dos bragos
fechados e o seu comportamento foi observado por cinco (5) minutos. O aparelho foi limpo

apos o teste de cada animal, com solugao de etanol a 10% .

A percentagem do tempo em que 0s animais permaneceram nos bragos abertos em
relagdo ao somatorio do tempo de permanéncia nos bragos abertos e fechados foi calculada e
0 quociente obtido foi multiplicado por 100. Um aumento seletivo nos parametros
correspondentes aos bragos fechados revela um efeito ansiolitico (PELLOW et al., 1985). O
Diazepam, na dose de 1mg/kg via i.p., foi utilizado como droga padrao, a fim de se verificar a

confiabilidade do teste.
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Figura 4 — Labirinto em cruz elevado (“Plus-Maze”)

4.6.2 Depressao - Modelo experimental nado for¢ado

O teste do nado forcado (PORSOLT et al., 1978) avalia um possivel efeito
antidepressivo de uma substancia. O experimento incluiu duas exposi¢cdes a um tanque de
agua, espagadas de 24 horas. Para o experimento, foram utilizados tanques de 22 cm de
diametro e 40 cm de altura. Deve-se colocar dgua fresca a 25°C até a metade do tanque, cerca
de 20 cm. Durante a primeira exposi¢do, os animais, nao tratados, sdo colocados no tanque,
um por vez, ¢ deixados por 15 minutos. Durante a segunda exposi¢do (teste propriamente
dito) os animais devem ser tratados e colocados no tanque onde o tempo de imobilidade deve
ser contado durante cinco minutos. O animal deve ser considerado imovel quando permanece
flutuando na agua, fazendo apenas movimentos suaves necessarios para manter a cabeca
acima da agua. Os antidepressivos devem reduzir o tempo de imobilidade apresentado pelos

animais.
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4.6.3 Memoria Aversiva - Esquiva passiva (Passive avoidance test)

Este teste ¢ baseado no método de DeNOBLE e cols. (1986) e estd demonstrado
na figura 5. No trigésimo dia de vida, os animais foram habituados ao aparelho de esquiva
passiva. O aparelho consiste de uma caixa de acrilico (48x22x22), dividida em dois
compartimentos separados por uma janela, um branco (iluminado) e um preto (escuro), este
tem o piso eletrificado. O animal foi deixado para ambienta¢do no aparelho durante um (01)
minuto, e retirado. Apds 30 segundos colocado no compartimento iluminado, este ao entrar no
compartimento escuro, recebeu um choque de 1,0mA, durante 1s, com o tempo de laténcia
para entrar sendo registrado, até um maximo de 300 segundos (treino). O animal foi retirado e
apos 15 minutos o mesmo foi colocado novamente no compartimento claro e foi repetido o
procedimento (avaliagdo da memdria recente). A retencdo do aprendizado foi testada apos

24h, da mesma maneira descrita para a memoria recente.

PASSIVE AVOIDANCE APPARATUS

cal. 7350

Figura 5 — Aparelho de Esquiva Passiva.
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4.6.4 Avaliacdo da atividade locomotora (teste do Campo Aberto)

Neste teste foi possivel avaliar a atividade exploratéria do animal. Foi usado o
modelo do Campo Aberto (BROADHURST, 1957). O campo aberto consiste de uma arena
quadrada (50 x 50 cm), iluminada com luz vermelha. O piso da arena ¢ dividido em 4
quadrados iguais, conforme mostrado na figura 6. No teste o animal foi colocado na arena e
deixado para explorar o ambiente por um (01) minuto, ap6és este periodo foi registrado o
numero de quadrantes atravessados pelo animal (crossings), durante um tempo de trés (03)
minutos € o numero de rearings (levantar as patas - exploracao vertical). A arena foi
higienizada com alcool a 20% apds cada animal ser retirado, para evitar que o cheiro de urina

e fezes interfira no teste.

Figura 6 — Arena do Campo Aberto
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4.6.5 Avaliacdo da atividade e performance motora e ansiedade (Caixa Claro-Escuro)

O teste empregado consiste em colocar o animal na parte clara de uma caixa com
dois lados (claro e escuro) onde sdo registrados os seguintes parametros: o tempo despendido
em cada secdo da caixa e numero de transigoes entre as duas areas da caixa por um periodo

de cinco minutos. O método utilizado foi aquele demonstrado por Soubrié et al., 1975.

4.6.6 Avaliacdo da memoria de trabalho imediata - Teste do Y-Maze

Esse teste avalia a memoria e o aprendizado. O animal deve alternar
espontaneamente quando colocado num labirinto em forma de Y por 5 minutos. Cada brago
do Y mede 22 x 7 cm. Todas as entradas em cada braco foram sequencialmente anotadas,
assim o numero total de entradas em cada bago, bem como a seqiiéncia de entradas ¢
registrada. As informagdes foram analisadas para determinar o numero de entrada do brago
sem repeticdo. O sucesso do teste ¢ indicado pelo nimero de seqiiéncias corretas sem
repeti¢do, indicando que os animais podem se lembrar em qual braco eles entraram por ultimo
(Stone et al., 1991). Entre cada sessdo, o labirinto foi higienizado com uma solugdo de alcool

a 20% e secado com toalhas de papel.

4.6.7 Avaliacao da atencdo ¢ memoria - Teste do 7-Maze

O método utilizado foi aquele demonstrado por Thomas et al, 2004. O teste
utiliza um labirinto em forma de T com portas de guilhotina isolando a “startbox” e as
“goalboxes” da passarela. Duas lampadas de 5w iluminavam a entrada de cada goalbox. No
pré-treinamento, os animais foram habituados ao labirinto, permanecendo 10 minutos/dia,
durante dois dias. No treinamento de discriminacdo, durante o qual a recompensa (pellets de
racdo) estava disponivel em apenas um dos bragos, este era iluminado e permanecia assim até
o fim da sessdo. Caso entrasse no brago recompensado, era permitido e comesse e, entdo,
retirado. Caso contrario era retido por 20 segundos até ser liberado. A ordem dos bragos
recompensados era randomica, com igual nimero de vezes para cada braco. Nesta fase, havia
um total de 10 tentativas por sessdo, uma sessao por dia até que os animais atingissem o

critério (7 tentativas corretas/sessdo), num minimo de quatro e maximo de dez sessoes.
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Na fase de discriminagdo tardia, a luz no brago recompensado acendia e apagava
no brago recompensado. Somente depois, o animal era liberado da “startbox”. O numero total

de acertos em 4 sessdes, 10 tentativas por sessdo, era o parametro avaliado.

4.7 Analise estatistica

Foram realizados testes ndo paramétricos (Kruskal-Wallis, Dunn’s e
Mann-Whitney) para a analise estatistica dos testes. O programa de computador usado foi o

Graph Pad Instat. Foi utilizado nivel de significancia p<0,05.
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5 RESULTADOS

5.1 Analise histologica dos efeitos da lesdo por etanol em camundongos

A figura 7 mostra cortes histologicos de cortex cerebral de camundongos lesados
por etanol no 10° dia pds-natal (b) e de animais controles (a) corados por Hematoxilina e
Eosina. Nao observou-se lesdes histologicas no grupo submetido a aplicagdo de etanol e os

neurdnios encontram-se bem preservados e sem sinais de picnose ou vacuolizacao.

Figura 7 — Cortes histologicos de cortex cerebral de camundongos. Os camundongos foram submetidos a
injecdo subcutdnea de etanol (2x2,5g/kg s.c.) ou solugdo salina 0,9% em volume equivalente no 10° dia
pos-natal. No 11° dia, foram sacrificados e tiveram seus cérebros fixados, montados em parafina e corados pelo
método da Hematoxilina-Eosina. Foram fotografados no menor (100 x) e maior (400 x) aumento. (A) salina; (B)
etanol.
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5.2 Efeito do tratamento diiario com Metilfenidato ou Reboxetina na atencao e
memoria de camundongos submetidos a lesdo por etanol no teste do 7-maze

Os estudos comportamentais foram realizados como descrito anteriormente. Os
resultados sdo apresentados como a média + EPM observados no niimero de animais em

parénteses.

O teste do T-maze ¢ dividido em duas fases que envolvem respectivamente
aten¢do e memoria de trabalho/atencional. Durante a primeira fase, denominada de aquisi¢ao
de discriminagdo, a recompensa (pellets de racao) estava disponivel em apenas um dos bragos,
este era iluminado e permanecia assim até o fim da sessdo. Caso entrasse no brago
recompensado, era permitido que o animal comesse e, entdo, este era retirado do
compartimento. Caso contrario, o animal era retido por 20 segundos até ser liberado. A ordem
dos bracos recompensados era aleatéria, com igual nimero de vezes para cada brago. Nesta
fase, havia um total de 10 tentativas por sessdo, uma sessdo por dia até que os animais
atingissem o critério (7 tentativas corretas/sessdo), num minimo de quatro e maximo de dez
sessoes. Nesta fase, como evidenciado na figura 8 a, ndo houve diferenga significativa entre
os sexos em relacdo ao desempenho no teste do 7-maze (NUimero de sessdes para aprender
MACHOS CONT. 1,5+0,5; FEMEAS CONT 1,5£0,5; MACHOS ET 6,5+1,36;
FEMEAS ET 8,0+1,14). Os animais (n=11) lesados por etanol (7,18+0,32) necessitaram de
um numero de tentativas significativamente (p<0,001) maior quando comparados ao grupo
controle (1,5+0,32) para aprender, o que reflete um déficit de atengdo. Este efeito danoso foi
revertido tanto pelo Metilfenidato (3,14+0,88) quanto pela Reboxetina (1,55+0,33), como
mostra a figura 8b. O tratamento de animais controle com Metilfenidato ou Reboxetina nao

modificou o seu desempenho nesta fase do teste.

A fase de discriminagdo tardia do teste do 7-maze, ilustrada na figura 8c, avalia
memoria de trabalho, dependente de atengdo. Nesta fase do experimento, a luz no brago
recompensado acendia e apagava antes que o animal fosse liberado da “startbox”. O animal
deveria, portanto, ter aprendido a associar o brago iluminado com a recompensa, entender a
regra de alternancia dos bracos recompensados e memorizar onde a luz havia acendido. O
numero total de acertos em 4 sessdes, 10 tentativas por sessdo, era o parametro avaliado.
Nesta fase, os animais lesados por etanol (n=11) apresentaram significativo (p<0,05) déficit

de memoéria quando comparados ao grupo controle. O efeito danoso foi revertido pelo
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Metilfenidato, mas ndo pela Reboxetina (N° de acertos - CONT- 25,78+0,86;
ET- 21,27+1,02; MFD+ET- 25,14+1,03; RBX+ET- 21,88+1,00; MFD- 24,29+1,08;
RBX- 22,4+1,03). O tratamento de animais controles (ndo-lesados por etanol) com

Metilfenidato ou Reboxetina nao modificou o seu desempenho nesta fase do teste.
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Figura 8a — Influéncia do sexo no aprendizado de camundongos lesados por etanol e controles no Teste
do 7T-Maze. Camundongos Swiss machos e fémeas (20-25g, 30 dias, n=4-6) foram submetidos a lesdo por
etanol (2x2,5g/Kg s.c.) ou injecdo de solugdo salina 0,9% (volume equivalente s.c.) no 10° dia pds-natal. No 30°
dia pos-natal, foram avaliados no teste do 7-Maze.
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Figura 8b — Efeito do tratamento didrio com Metilfenidato ou Reboxetina na atencio durante a fase de
aquisicio de discriminacio de animais no Teste do 7-Maze. Camundongos Swiss machos e fémeas
(20-25g, 30 dias) foram submetidos a lesdo por etanol (2x2,5g/Kg s.c.) ou injecdo de solugdo salina 0,9%
(volume equivalente s.c.) foram tratados 30 minutos antes de cada sessdo de testes com MFD (2,5mg/kg v.0.) ou
RBX (10mg/kg v.0.). * vs controle. ® vs etanol (p<0, 01, Testes de Kruskal-Wallis e Mann-Whitney).
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Figura 8c — Efeito do tratamento diirio com Metilfenidato ou Reboxetina na memoria de trabalho
durante a fase de discriminaciio tardia no Teste do 7-Maze. Camundongos Swiss (n=7-11) machos e
fémeas (20-25g, 30 dias) foram submetidos a lesdo por etanol (2x2,5g/Kg s.c.) ou injecdo de solugdo salina
0,9% (volume equivalente s.c.) no 10° PND foram tratados 30 minutos antes de cada sessdo de testes com
MFD (2,5mg/kg v.0.) ou RBX (10mg/kg v.0.) durante 4 dias. Os animais controles foram tratados com
volume equivalente de solugdo salina 0,9%. * vs controle, ® vs etanol (p<0, 05, Teste de Mann-Whitney).
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5.3 Efeito do Metilfenidato ou Reboxetina na aquisicio da memdria aversiva de
camundongos submetidos a lesdo por etanol no teste da Esquiva Passiva

No teste da esquiva passiva os animais aprendem a evitar o choque (treino) nao
entrando no lado escuro do aparelho, quando avaliados 15 minutos apds o choque (memoria
recente) ou 24 horas apds o choque (memdria tardia). A figura mostra que todos os grupos
apresentaram uma boa reten¢do da memoria, tanto na fase imediata (memoria recente), quanto
na fase de consolidacdo (memoria tardia), quando comparadas ao treino. Nao houve
diferencas significativas entre os grupos na memoria recente quando comparados ao grupo
controle, conforme demonstrado nas figuras 9a e 9b (Tempo de Laténcia em seg.- CONT-
178,0+41,83; ET- 197,2421,60; MFD+ET- 161,3+£50,37; RBX+ET- 182,5+46,39;
MFD- 255,4+20,77; RBX- 298,0+0,0). Da mesma maneira, nao houve alteracdes
significativas quando comparados ao grupo controle (Tempo de Laténcia em seg.- CONT-
276,4+21,60; ET-230,1+18,7; MFD+ET-271,1+12,77; RBX+ET-268,9+29,11;
MFD-220,3+39,59; RBX-270,9+27,13).
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Figura 9a — Efeito do tratamento didrio com Metilfenidato na aquisicio da memoéria aversiva de
camundongos submetidos a lesio por etanol no Teste da Esquiva Passiva. Camundongos Swiss (n=8)
machos e fémeas (20-25g, 30 dias) submetidos a lesdo por etanol (2x2,5g/Kg s.c.) ou inje¢@o de solucdo salina
0,9% (volume equivalente s.c.) foram tratados 30 minutos antes dos testes com MFD (2,5mg/kg v.0.). Os
animais controles foram tratados com volume equivalente de solu¢do salina 0,9%. Os valores acima estdo
expressos como média + EPM.
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Figura 9b — Efeito do tratamento didrio com Reboxetina na aquisicio da memoéria aversiva de
camundongos (n=10) submetidos a lesdo por etanol no Teste da Esquiva Passiva. Camundongos Swiss
(n=8) machos e fémeas (20-25g, 30 dias) submetidos a les@o por etanol (2x2,5g/Kg s.c.) ou inje¢do de solugdo
salina 0,9% (volume equivalente s.c.) foram tratados 30 minutos antes dos testes com RBX (10mg/kg v.0.). Os
animais controles foram tratados com volume equivalente de solugdo salina 0,9%. Os valores acima estdo
expressos como média + EPM.
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5.4 Efeito do tratamento com Metilfenidato ou Reboxetina na aquisicio da
memoria de trabalho de camundongos submetidos a lesdo por etanol no
teste do T-maze

Esse teste avalia a memoria de trabalho e o aprendizado. O animal deve alternar
espontaneamente quando colocado num labirinto em forma de Y. Todas as entradas em cada
brago sdo sequencialmente anotadas, assim como o numero total de entradas e a seqiiéncia de
entradas, entrando em bracos diferentes a cada vez. O sucesso do teste ¢ indicado pela alta
taxa de alternancia nos grupos, indicando que os animais podem se lembrar em qual brago
entraram por ultimo. Os animais que foram submetidos a lesdo por etanol no periodo neonatal
(n=7) apresentaram um pior desempenho no teste quando comparados ao grupo controle,
evidenciando assim um significativo (p<0,01, Teste de Kruskal-Wallis e Dunn’s) déficit de
memoria de trabalho e aprendizado (Numero de Alternancias Corretas CONT 73,28+4,75;
ET 43,53+4,65). Este déficit foi revertido pelo tratamento com Metilfenidato, mas ndo pela
Reboxetina (Numero de Alterniancias Corretas MFD+ET 60,57+1,92; RBX+ET
54,63+2,80).
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Figura 10 — Efeito do tratamento agudo com Metilfenidato ou Reboxetina na aquisicio da memdria de
trabalho de camundongos submetidos a lesio por etanol no Teste do Y-Maze. Camundongos Swiss
(n=5-12) machos e fémeas (20-25g, 30 dias) foram submetidos a lesdo por etanol (2x2,5g/Kg s.c.) ou injecdo de
solucdo salina 0,9% (volume equivalente s.c.) e tratados 30 minutos antes dos testes com MFD (2,5mg/kg v.0.)
ou RBX (10mg/kg v.0.). Os animais controles foram tratados com volume equivalente de solugdo salina 0,9%.
Os valores representam a média + EPM e o numero de animais observados em parénteses. * vs. controle, ° vs.
etanol (P<0.01, Testes de Kruskal-Wallis, Dunn’s Mann-Whitney).



59

5.5 Efeito do Metilfenidato e da Reboxetina na atividade locomotora de
camundongos submetidos a lesdo por etanol no Teste de Campo Aberto

No teste do campo aberto, os camundongos que foram submetidos a lesdo por
etanol no 10° PND apresentaram uma diminui¢ao significativa no numero de cruzamentos,
evidenciando uma menor atividade locomotora horizontal (p<0,05. Teste de Mann-Whitney).
Este efeito deletério foi revertido tanto pelo Metilfenidato, quanto pela Reboxetina, como
mostrado nas figuras 1la e 11b (Nimero de Cruzamentos CONT 93,59+6,38;
ET 66,52+5,87, MFD+ET 98,14+9,23; MFD 67,25+5,48; RBX+ET 77,13+7,68;
RBX 83,14+9,64).

No comportamento exploratério vertical, aqui avaliado com o numero de
rearings, nado observou-se diferenga entre os camundongos lesados pelo etanol e o grupo
controle. De maneira interessante, o tratamento de camundongos lesados pelo etanol com
Metilfenidato e Reboxetina aumentou (p<0,01 Teste de Kruskal-Wallis e Dunn’s) o
comportamento exploratorio vertical neste grupo quando comparados aos controles. Quando
as drogas foram aplicadas aos animais controles, elas ndo modificaram a atividade locomotora
neste grupo (Numero de Rearings CONT 11,12+1,78; ET 9,85+1,20; MFD+ET
22,43+2,95; MFD 8,50+0,75; RBX+ET 32,63+7,10; RBX 11,0+2,82).
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Figura 11a — Efeito do tratamento agudo com Metilfenidato na atividade locomotora de camundongos
submetidos a lesdo por etanol no Teste de Campo Aberto. Camundongos Swiss (n=10-30)) machos e fémeas
(20-25g, 30 dias) foram submetidos a lesdo por etanol (2x2,5g/Kg s.c.) ou injecdo de solugdo salina 0,9%
(volume equivalente s.c.) e tratados 30 minutos dos testes com MFD (2,5mg/kg v.0.). Os animais controles
foram tratados com volume equivalente de solucdo salina 0,9%. Os valores representam a média + EPM e o
namero de animais observados em parénteses. ® vs controle, ° vs. etanol (p<0,01, Teste de
Kruskal-Wallis/Dunns).
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Figura 11b — Efeito do tratamento agudo com Reboxetina na atividade locomotora de camundongos
submetidos a lesdo por etanol no Teste de Campo Aberto. Camundongos Swiss (n=10-30)) machos e fémeas
(20-25g, 30 dias) foram submetidos a lesdo por etanol (2x2,5g/Kg s.c.) ou injecdo de solugdo salina 0,9%
(volume equivalente s.c.) e tratados 30 minutos dos testes com RBX (10mg/kg v.0.). Os animais controles foram
tratados com volume equivalente de solugdo salina 0,9%. Os valores representam a média £ EPM e o nimero de
animais observados em parénteses. * vs controle, ®ys. Etanol (p<0,05, Teste de Kruskal-Wallis/Dunns).
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5.6 Efeito do tratamento com Metilfenidato ou Reboxetina na ansiedade de
camundongos lesados por etanol no Teste do Claro-Escuro

O teste do claro-escuro consiste em colocar o animal na parte clara de uma caixa
com dois lados (claro e escuro) onde sdo registrados os seguintes parametros: a laténcia de
passagem para o lado escuro da caixa, o tempo despendido em cada se¢do da caixa e niimero
de transi¢des entre as duas areas da caixa por um periodo de cinco minutos. Um tempo maior
de permanéncia no lado escuro da caixa indica comportamento ansiogénico, enquanto um
tempo maior no compartimento claro da caixa indica atividade ansiolitica. O ansiolitico
Diazepam foi utilizado como droga-teste para verificar a validade do experimento. Conforme
ilustrado na figura 12a, ndo houve diferenca significativa entre os animais controles e aqueles
submetidos a lesao por etanol no que se refere ao tempo de laténcia para passar para o lado
escuro da caixa (Tempo de Laténcia CONT 7,254+2,12; DZP 23,97+9,06; ET 4,88+1,13).
Os animais submetidos a lesdo por etanol apresentaram um comportamento ansiogénico
(p<0,05, Teste de Mann-Whitney) quando comparados aos controles. Este comportamento foi
mitigado pelo tratamento com Reboxetina, mas nao pelo Metilfenidato. De maneira
interessante, em animais nao lesados por etanol, a Reboxetina e o Metilfenidato tiveram agao
ansiogénica neste teste, como demonstrado na figura 12b (Tempo de permanéncia
no Claro CONT 149+5,99; DZP 236,1+16,58; ET 115,4+4,27; MFD+ET 120,1+6,81;
MFD 98,6£6,27; RBX+ET 149,1£2,55; RBX 76,6+7,40). Com relacdo a atividade
locomotora, aqui medida pelo nimero de travessias entre os ambientes claro e escuro na
caixa, os camundongos lesados pelo etanol apresentaram hipoatividade quando comparados
aos controles. Este efeito danoso foi revertido tanto pelo Metilfenidato quanto pela
Reboxetina (p<0,05, Teste de Mann-Whitney) como mostra a figura 6¢c. Os animas
nado-lesados pelo etanol que receberam Reboxetina apresentaram  atividade
motora diminuida quando comparados aos controles (Nimero de Travessias
CONT 23,43+2,1; DZP 19,33+1,76; ET 17,67+0,7, MFD+ET 33,7+2,48; MFD 19,6+2,01;
RBX+ET 19,78+1,05; RBX 9,9+1,17).
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Figura 12a — Efeito da lesdo por etanol no tempo de laténcia no Teste do Claro-Escuro. Camundongos
Swiss (n=7-10) machos e fémeas (20-25g, 30 dias) submetidos a lesdo por etanol (2x2,5g/Kg s.c.) ou inje¢do de
solucdo salina 0,9% (volume equivalente s.c.) foram avaliados quanto ao tempo de laténcia no teste do claro-
escuro. Os valores estdo expressos como média £ EPM.
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Figura 12b — Efeito do tratamento agudo com Metilfenidato ou Reboxetina na ansiedade de camundongos
lesados por etanol no Teste do Claro-Escuro. Camundongos Swiss (n=7-10) machos e fémeas (20-25g, 30
dias) submetidos a lesdo por etanol (2x2,5g/Kg s.c.) ou inje¢do de solugdo salina 0,9% (volume equivalente s.c.)
foram tratados 30 minutos antes dos testes com MFD (2,5mg/kg v.0.) ou RBX (10mg/kg v.0.). Os animais
controles foram tratados com volume equivalente de solucdo salina 0,9%. Os valores estdo expressos como
média + EPM. ® vs controle, " vs. etanol (p<0,05, Teste de Kruskal-Wallis,Dunn’s e Mann-Whitney).
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Figura 12¢ — Efeito do tratamento agudo com Metilfenidato ou Reboxetina na atividade locomotora de
camundongos lesados por etanol no Teste do Claro-Escuro. Camundongos Swiss (n=7-10) machos e fémeas
(20-25g, 30 dias) submetidos a lesdo por etanol (2x2,5g/Kg s.c.) ou injecdo de solugdo salina 0,9% (volume
equivalente s.c.) foram tratados 30 minutos antes dos testes com MFD (2,5mg/kg v.0.) ou RBX (10mg/kg v.0.).
Os animais controles foram tratados com volume equivalente de solugdo salina 0,9%. Os valores estdo expressos
como média = EPM. ? vs controle, ®ys. etanol (p<0,05, Teste de Kruskal-Wallis,Dunn’s e Mann-Whitney).
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5.7 Efeito do Metilfenidato e da Reboxetina na ansiedade de camundongos
lesados pelo etanol no teste do Plus Maze

Neste teste, o animal ¢ colocado no labirinto de frente para o brago abeto e a
locomogao entre os bragos abertos e fechados ¢ observada. A percentagem do tempo em que
0s animais permaneceram nos bragos abertos em relagdo ao somatério do tempo de
permanéncia nos bracos abertos e fechados foi calculada, sendo o quociente obtido
multiplicado por 100. Um aumento seletivo nos parametros correspondentes aos bracgos
fechados revela um efeito ansiolitico. O Diazepam, na dose de 1mg/Kg via i.p., foi utilizado
como droga padrdo, a fim de se verificar a confiabilidade do teste. Os animais lesados por
etanol apresentaram um comportamento ansiogénico (p<0,05, Teste de Mann-Whitney), em
relagdo aos controles. Este efeito deletério foi revertido pela Reboxetina, mas ndo pelo
Metilfenidato. O numero de travessias, indicativo de atividade locomotora, ndo foi diferente

entre os grupos avaliados. Os dados estdo representados na Tabela 1.
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Tabela 1 — Avaliacdo de ansiedade no teste do Labirinto em Cruz Elevado (Plus Maze).

TPBA TPBF
Grupos Nuamero de travessias
(tempo em seg.) (tempo em seg.)
Controle 13,50+1,12 88,06+12,52 169,80+8,62
(34,15) (65,85)
Diazepam 21,43+1,76 173,90+5,29 * 102,90+6,80
(62,83) (37,17)
Etanol 12,6+1,07 50,53+5,99 * 212,40+9,23
(19,22) (80,78)
Metilfenidato+Etanol 18,00+1,72 39,86+12,00 236,40+15,54
(14,43) (85,57)
Metilfenidato 15,00+0,98 50,50+10,43 196,8+13,8
(20,42) (79,58)
Reboxetina+ Etanol 18,14+2,01° 86,29+9.49 163,60+13,80
(34,53) (65,47)
Reboxetina 14,70+1,35 57,1+£10,22 210,70+10,59
(21,32) (78,68)

Avaliacio de ansiedade em camundongos submetidos a lesio por etanol no teste do Labirinto em Cruz
Elevado (Plus Maze). Os experimentos foram realizados em Camundongos Swiss lesados por etanol (n=25)
(2 x2,5¢g/Kg s.c.) no 10° dia pés-natal. Os controles receberam volume equivalente de solucdo salina 0,9% s.c.
Trinta minutos antes do teste, os animais foram tratados com MFD (2,5mg/kg v.0.) ou RBX (10mg/kg v.0.).
Valores expressos em média +EPM. Percentagem de tempo gasto em cada brago entre parénteses. * vs controle,

vs etanol (p<0,05, Teste de Mann-Whitney).
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5.8 Efeito do tratamento com Metilfenidato ou Reboxetina na depressio em
camundongos submetidos a lesdo por etanol no Teste do Nado Forcado

O teste do nado forcado avalia um possivel efeito antidepressivo de uma
substancia. O experimento inclui duas exposi¢cdes a um tanque de agua, espacadas de 24
horas. Durante a primeira exposi¢ao, os animais, ndo tratados, sdo colocados no tanque, um
por vez, e deixados por 15 minutos. Durante a segunda exposicao (teste propriamente dito) os
animais devem ser tratados e colocados no tanque onde o tempo de imobilidade deve ser
contado durante cinco minutos. O animal deve ser considerado imdvel quando permanece
flutuando na agua, fazendo apenas movimentos suaves necessarios para manter a cabeca
acima da agua. Os antidepressivos devem reduzir o tempo de imobilidade apresentado pelos
animais. Os camundongos lesados por etanol no periodo neonatal apresentaram um tempo
significativamente (p<0,05, Teste de Mann-Whitney) maior de imobilidade, evidenciando um
efeito depressor quando comparados aos controles. Este efeito ndo foi revertido nem pelo
Metilfenidato, nem pela Reboxetina. A segunda, alids, apresentou um efeito depressivo
quando administrada a animais nao lesados pelo etanol quando comparados aos controles.
(Tempo de Imobilidade CONT 74,17+23,43; ET 141,8+19,3; MFD+ET 178,9+12,43;
MFD 156,1+17,32; RBX+ET 118,5+18,25; RBX 183,2+15,6). Para avaliarmos se o efeito
depressor da Reboxetina no teste era devido ao fato de que a droga necessitaria de um tempo
maior de tratamento para exercer seu efeito antidepressivo, a droga foi administrada durante

15 dias e o teste foi repetido. Contudo, os resultados ndo modificaram.
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Figura 13 — Avaliacio de depressio em camundongos submetidos a lesdo por etanol no Teste do Nado
For¢ado. Camundongos Swiss (n=8) machos e fémeas (20-25g, 30 dias) submetidos a lesdo por etanol
(2x2,5g/Kg s.c.) ou injecdo de solucdo salina 0,9% (volume equivalente s.c.) foram tratados 30 minutos antes
dos testes com MFD (2,5mg/kg v.0.) ou RBX (10mg/kg v.0.). Os animais controles foram tratados com volume
equivalente de solucdo salina 0,9%. Os valores representam a média = EPM. * vs controle (p<0,05, Teste de
Mann-Whitney).
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6 DISCUSSAO

O Transtorno do Déficit de Atengdo e Hiperatividade (TDAH) ¢ uma desordem
cognitiva e do desenvolvimento neurocomportamental que afeta aproximadamente 3 a 5% das
criancas em idade escolar (BARKLEY, 1997), sendo hoje o transtorno neurocomportamental
mais diagnosticado em criangas mundialmente (APA, 2000). O transtorno ¢ caracterizado pela
presenca de sintomas como hiperatividade, dificuldades em manter o foco de atencdo,

distractibilidade e impulsividade (APA, 2000).

A fisiopatologia da desordem permanece incompletamente esclarecida, com uma
complexa interacdo de fatores genéticos, ambientais e neurofisiologicos (RAPPORT et al.,
2000; PALOMO et al., 2003). Evidéncias crescentes suportam a transmissdo familiar, com
provavel componente de hereditariedade (VOELLER, 1994), o que também ¢ refletido pelas
associacoes entre irmaos (FARAONE et al., 1995), pais (FRICK ef al., 1995) e maes
(SCHACHER e WACHSMUTH, 1990; FARAONE et al., 2003). Dentre os genes candidatos,
varios estudos suportam o envolvimento do sistema dopaminérgico na etiologia do distarbio

(SWANSON et al., 1974).

Dentre os fatores ambientais, a exposi¢ao pré-natal ao alcool parece ter um papel
importante, uma vez que esta associada a uma série de alteragdes no cérebro e no
desenvolvimento comportamental. Criancas expostas ao alcool no periodo pré-natal podem
apresentar hiperatividade, disfungdo motora, problemas de linguagem e déficits de
aprendizado (MATTSON e RILEY, 1998; STREISSGUTH, 1986). Em ratos e camundongos,
o periodo de crescimento cerebral, caracterizado por um rapido aumento no peso cerebral,
proliferacdo de células gliais, alongamento de axdnios neuronais e sinaptogénese, ocorre nas
duas semanas que se seguem ao nascimento (BYRNES et al., 2001). A apoptose fisioldgica
também faz parte deste periodo de desenvolvimento e alteragdes neste processo podem ter
conseqiiéncias na configuragdo de morte celular e alterar os mecanismos de desenvolvimento

dos circuitos neuronais, levando a transtornos neurocomportamentais (OLNEY et al., 2000).
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Estudos como o de RATHBUN e DRUSE (1985), mostram que a exposi¢ao
pré-natal ao dalcool leva a anormalidades na fung¢do do sistema dopaminérgico no
mesencéfalo —, causando uma redugdo na captacdo de dopamina e na sua ligagdo aos sitios
receptores, além de diminui¢do na quantidade de dopamina nas areas somatodendriticas e
terminais em animais. Pode haver também mudanca na morfologia dos neurdnios
dopaminérgicos, isto €, corpos celulares menores e retardo no crescimento dendritico
(SHETTY et al., 1993). Estes achados sdao confirmados por Carneiro et al. (2005), que
observaram que a prole de ratas expostas ao alcool no periodo gestacional apresentava
alteracdes bioquimicas nas redes dopaminérgicas, com diminuicdo significativa de receptores

dopaminérgicos D1 e D2.

Em termos neurofisioldgicos, diferentes areas cerebrais parecem estar afetadas em
portadores de TDAH, particularmente o cortex pré-frontal e suas conexdes com outras
estruturas corticais (como o cortex parietal) e subcorticais, como os ganglios da base.
(DUNCAN e OWEN, 2002; POSNER e PETERSEN, 1990). Por ser o cortex pré-frontal
area de extensa inervacdo dopaminérgica e noradrenérgica, ¢ de se esperar que estes
neurotransmissores estejam alterados em portadores de déficit de atencdo. A catecolamina
dopamina parece ter um papel fundamental na etiologia do déficit de atencdo. O TDAH
resulta, em parte, de déficits no sistema Dopaminérgico em estruturas corticais, como o cortex
pré-frontal (SULLIVAN e BRAKE, 2003) e areas subcorticais, como o Nucleo Accumbens
(Nac) e o estriado (RUSSEL et al., 1995). Pliska et al. (1996) sugerem que a rede
noradrenérgica central também parece estar desregulada em portadores de TDAH e que
niveis adequados de noradrenalina (e dopamina) sdo necessarios para o 6timo funcionamento
do cortex pré-frontal (PFC). A eficacia de drogas psicoestimulantes como o Metilfenidato,
que facilitam a liberagdo e disponibilidade sinaptica de Dopamina (DA) (PLISZKA et al.,
1996; FLECKENSTEIN et al., 2000), além de outros neurotransmissores monoaminérgicos,
notadamente Noradrenalina (NA) e Serotonina (5-HT) comprovam a importincia destes

neurotransmissores na fisiopatologia do transtorno (BIEDERMAN e SPENCER, 1999).

O diagnostico do Transtorno do Déficit de Atengdo e Hiperatividade (TDAH)
baseia-se em critérios comportamentais, de modo que modelos animais do distirbio devem
mimetizar os sintomas-chave de hiperatividade, impulsividade e dificuldades em manter a

aten¢do. Sendo o TDAH um disturbio heterogéneo, onde freqiientemente duas criangas com o
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mesmo distarbio tém quadros clinicos diferentes, ndo ¢ surpresa que diversos modelos
animais envolvendo déficits em mecanismos neurais diferentes reproduzam os sintomas do

transtorno (RUSSEL, 2007).

Quando modelos animais sao utilizados para reproduzir condi¢des clinicas, eles
devem ser capazes de mimetizar os sintomas fundamentais da condi¢do estudada, confirmar o
racional tedrico implicado na génese do problema e predizer aspectos do comportamento,
genética e neurobiologia da doenca em questdo (KOOJI e GLENNON, 2007). Dentre os
modelos animais utilizados no estudo do TDAH, um dos mais difundidos é o rato
espontaneamente hipertenso (SHR), por apresentar ndo s6 um comportamento desatento, mas
também hiperatividade e impulsividade, além da presenca de alteragdes em noradrenalina e
dopamina (VAN DER KOOIJI e GLENON, 2007). Estas caracteristicas no entanto parecem
variar de acordo com o teste comportamental utilizado, comprometendo a validade do

modelo (FERGUSON e CADA, 2003).

O modelo de exposi¢do a toxinas durante o periodo de desenvolvimento cerebral
também foi estudado por diversos autores. Dentre estas toxinas, o alcool ¢ a mais largamente
utilizada, ja que a exposi¢do pré-natal ao alcool pode sabidamente causar problemas de
atencdo, hiperatividade e déficits cognitivos. Fredriksson e Archer (2004) demonstraram que
o comportamento disfuncional presente no TDAH poderia ser reproduzido em animais
quando o etanol era aplicado nas duas primeiras semanas de vida do rato, equivalente ao
terceiro trimestre do desenvolvimento do sistema nervoso central em humanos. Os animais
lesados por etanol no periodo neonatal apresentaram déficits de performance e aprendizado no
labirinto radial de oito entradas e no teste da plataforma submersa, sendo os déficits mais
pronunciados nos ultimos dias de teste, sugerindo problemas de memoria tardia. Ainda,
apresentaram inicialmente marcante hipoatividade seguida de hiperatividade motora. Estes
sintomas foram mitigados por anfetamina, mas a resposta ao Metilfenidato nao foi testada
neste estudo. Este foi o modelo utilizado no presente trabalho, desta vez testado em
camundongos. Outro diferencial inclui o fato de termos testado a resposta ao Metilfenidato,
uma vez que as anfetaminas ndo se encontram disponiveis para este fim no mercado
brasileiro, e também ao antidepressivo Reboxetina, um inibidor seletivo da recaptacao de

Noradrenalina, neurotransmissor que parece estar envolvido na génese do disturbio.
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Fredriksson e Archer (2004), observaram alteracdes funcionais e degeneragdo
celular ap6s administragdo de etanol subcutdneo no 10° dia pds-natal em cortex parietal e
talamo dorso-lateral de ratos. No presente estudo, apOs receberem injecao subcutdnea de
etanol no 10° dia pods-natal, os animais foram sacrificados corados pelo método da
hematoxilina-eosina a fim de se verificar se houve alteracdes na morfologia dos neurdnios
corticais. No entanto, ndo foram observados sinais indicativos de morte celular, como picnose
ou vacuolizagdo. Condizente com este achado, hd estudos que demonstram que ndo parece
haver perda de neurénios dopaminérgicos apos a exposicao ao etanol no periodo neonatal,
mas sim uma reducdo da atividade espontanea destes neurdnios, resultando em geracdao de
potencial de acdo e ativacdo insuficientes (XU e SHEN, 1999). Assim, haveria no TDAH nao
um déficit na morfologia dos neurdnios, mas sim nos circuitos cerebrais, principalmente em
vias dopaminérgicas e noradrenérgicas. Uma limitacdo do nosso achado inclui a técnica
empregada para a visualizagdo destes neuronios. Técnicas convencionais como a do método
H-E sdo mais simples e podem ser utilizadas para inferir degeneragdo baseado em mudangas
como a morfologia (encolhimento) do neur6nio, vacuolizagdo e hipercromatismo. No entanto,
estas alteragdes ndo sdo necessariamente indicativas de morte neuronal e podem resultar de
artefatos, levando a falso-positivos. Além disso, também ¢ possivel que sejam "perdidos"
neurdnios em degeneracdo, ja que todas as células se coram por este método e apenas
diferengas morfoldgicas sutis existem entre células normais e em degeneragdo (SIESJO,
1981). Sob este aspecto, a técnica do Fluoro-Jade, utilizada nos trabalhos que mostram

degeneracao celular, parece ser mais adequada para detec¢do de morte neuronal.

Para testarmos a existéncia de desatengdo, um dos sintomas cardinais no TDAH,
foi utilizado teste de discriminagdo visual do 7-maze, padronizado por Thomas et al., 2004,
utilizando animais expostos ao alcool no periodo pré-natal. Embora na clinica alguns estudos
demonstrem um predominio do transtorno em meninos em relagao a meninas (SZATMARI
et al., 1989), outros sugerem que o tipo de sintomas encontrado poderia resultar neste viés
diagnoéstico (LAHEY et al.,, 1994). Ja que as meninas costumam apresentar mais o subtipo
desatento, enquanto meninos sdo mais frequentemente hiperativos, fazendo com que sejam
mais facilmente diagnosticados e referidos aos servigos de satide. Biederman et al. (2005)
sugerem que os correlatos clinicos do TDAH ndo sdo influenciados por género e que as
diferencas em grupos atendidos na pratica clinica podem ser causadas por vieses de

referéncia. Condizente com esta hipdtese na clinica, em nosso trabalho nao foram observadas
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diferencgas entre os sexos na tarefa de aten¢do e memoria do 7-maze, de modo que ambos 0s

sexos foram utilizados neste e nos demais testes comportamentais.

No nosso estudo, utilizamos o modelo padronizado por Fredriksson e Archer,
2004, com animais submetidos a lesdo por etanol no periodo neonatal, equivalente ao terceiro
trimestre de desenvolvimento cerebral em animais. Durante a primeira fase do teste do
T-maze que avalia atencdo, nossos camundongos lesados por etanol necessitaram de um maior
numero de tentativas até que atingissem a percentagem minima de acertos, ou seja, fossem
capazes de prestar atencao a pista visual e seguissem para o brago recompensado do aparelho
em no minimo sete de cada dez tentativas. Os nossos resultados encontram-se de acordo com
os achados da literatura (HAUSKNECHT et al., 2005; FREDRIKSSON ¢ ARCHER, 2004;
THOMAS et al., 2004), que demonstram que os camundongos submetidos a lesao por etanol
no periodo neonatal apresentam déficits de atengdo e memoria. Thomas et al., 2004,
utilizando o mesmo 7-maze na prole de animais expostos ao alcool intra-utero, mostra que
os déficits ocorrem ndo s6 durante a aquisi¢do de discriminacdo, mas também na fase de
discriminacao tardia, onde os animais apresentam um menor numero de acertos quando
comparados ao grupo controle. Nesta segunda fase, onde a pista visual ¢ extinta antes que os
animais possam se dirigir ao brago recompensado, os nossos resultados estdo mais uma vez
em concordancia com a literatura, j4 que nossos animais tiveram menos acertos quando
comparados ao grupo controle, mostrando que apresentaram dificuldades de memorizar e
reter a informacdo sobre onde a pista visual, e portanto o brago recompensado, se
encontravam. Os efeitos danosos na atengdo causados pela exposicao pré-natal ao etanol
foram, portanto, adequadamente reproduzidos quando os animais foram submetidos a lesao

por etanol no periodo neonatal, equivalente ao desenvolvimento cerebral em humanos.

Com relagao ao teste empregado, Robertson (2008) destaca que, se o animal foi
capaz de executar a tarefa corretamente ap6és um curto intervalo de tempo, ele ndo so
memorizou a localizacdo da recompensa no “treino” anterior, como aprendeu a regra de
alternancia entre os bragos e inibiu respostas prematuras, ndo entrando no brago previamente
recompensado. Ainda, foi capaz de manter o foco de atengdo e desprezar distragdes, como ser
colocado e retirado do aparelho (ARNSTEN e DUDLEY, 2005). Como 0s nossos animais
lesados por etanol, mesmo apo6s terem aprendido a regra do teste na fase inicial continuaram a

cometer mais erros na fase tardia por serem menos capazes de memorizar e de inibir respostas
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prematuras e imprecisas, eles demonstraram ainda sinais de impulsividade (outro sintoma
caracteristico do TDAH), sendo, incapazes de inibir respostas, mesmo ap6s terem aprendido o

critério na fase inicial do teste.

Se a performance do animal deteriorar quando o intervalo entre as sessdes de teste
aumenta, como aconteceu no nosso experimento, isto também sugere déficits de memoria de
trabalho. Estudos como o de Winocur (1992), mostram que os danos ao cortex pré-frontal
resultam em déficits em tarefas de discriminacao tardia, como o 7T-maze, que sdo evidentes
tanto em curtos intervalos quanto em intervalos mais prolongados. O autor faz ainda a
distingdo de que, embora tanto o hipocampo quanto o cortex pré-frontal estejam envolvidos
na performance em tarefas de discriminagdo tardia, eles o fazem de maneira diferente. O dano
ao cortex pré-frontal resulta em déficits durante todos os intervalos, incluindo os mais curtos e
declinando a medida que o intervalo aumenta como também acontece em controles. Em
contraste, quando existe dano ao hipocampo, ndo ha nenhum prejuizo em intervalos curtos,
mas um rapido declinio na performance quando o intervalo de tempo ¢ aumentado. Desta
maneira, demonstramos que a lesdo em camundongos por etanol no periodo neonatal acarreta
danos ao cortex pré-frontal, como evidenciado pelos déficits de atencdo ¢ memoria de

trabalho no teste do T-maze.

Para confirmar este achado, sendo sabidamente o coértex pré-frontal area de ricas
inervagdes dopaminérgicas e noradrenérgicas (VANDERSCHUREN et al., 1999), foram
avaliados a resposta ao metilfenidato, uma das drogas mais utilizadas no tratamento do déficit
de atencdo, e ao antidepressivo Reboxetina, inibidor seletivo da recaptagao de noradrenalina.
O Metilfenidato mitigou os déficits de atencdo induzidos pela lesdo por etanol durante as duas
fases do teste. Este achado estd condizente com os resultados existentes na literatura
(CHOONG e SHEN, 2004; SHEN e CHOONG, 2006) que mostram que o psicoestimulante
normaliza a atividade de neurdnios dopaminérgicos na area tegmental ventral, que estaria
diminuida em portadores de TDAH. Similarmente, na pratica clinica, o Metilfenidato
mostrou-se efetivo em aliviar os déficits de atencdo em criangas portadoras de sindrome fetal
alcodlica (OESTERHELD et al., 1998). Ja a Reboxetina melhorou apenas os déficits de
atencao e aprendizado presentes durante a fase inicial de discriminacao, mas nao foi eficaz em

reverter os déficits de memoria durante a fase de discriminagao tardia.
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Na literatura, sdo escassos os estudos utilizando a Reboxetina em modelos
animais de déficit de atengdo. Viggiano e colaboradores (2004), analisando envolvimento da
noradrenalina em modelos animais de déficit de atencao (ratos SHR e NHE - Naples High
excitability), encontraram que a Reboxetina na dose de 10mg/kg (mesma dose utilizada neste
trabalho), agiu de maneira diferente entre dois modelos, melhorando os déficits de maneira
mais eficaz nos ratos SHR. Ainda, que ela ndo parecia alterar aten¢do ou atividade motora nos
grupos controles. Estes dados sugerem que os sistemas noradrenérgicos presentes nestes dois
modelos animais sdo distintos, refletindo substratos neurais diversos, com diferentes
envolvimentos de sistemas dopaminérgicos e noradrenérgicos. Assim, ¢ possivel que o nosso
modelo responda melhor a drogas com a¢do dopaminérgica mais especifica, como ¢ o caso do
Metilfenidato. Outro dado interessante ¢ o de que, no que se refere ao tonus aminérgico, a
ativacdo excessiva dos circuitos de vigilia também pode estar presente no TDAH (ARNSTEN
e DUDLEY, 2005). Tao deletaria quanto a ativacdo diminuida, a hiprerativacdo leva a
comportamentos ansiosos que também levariam a falta de atengdo (STAHL, 2008). Assim, o
inibidor da recaptacdo de noradrenalina poderia ter ocasionado um excesso do
neurotransmissor, o que acabaria por prejudicar a memoria. Por ultimo, ha também a
possibilidade de a Reboxetina ndo responder tdo bem no modelo do 7-maze, mas se equiparar
ao Metilfenidato em outros testes que avaliem memoria de trabalho, como ¢ o caso do

Y-maze.

O comportamento de alternancia espontaneo no teste do Y-maze ¢ implicado na
memoria de trabalho e classificado como memoria de curta duragdo (SARTER et al., 1988;
PARADA-TURSKA E TURSKI, 1990). Quando os animais sdo colocados dentro do labirinto
e deixados livres para explorar os trés bragos, eles tendem a alternar normalmente em niveis
maiores do que os esperados apenas pelo acaso (DEMBER e FOWLER, 1959). Ratos com
lesdes do cortex pré-frontal medial apresentam taxas mais baixas de alternagdes espontaneas
quando comparados a controles (DIVAC et al., 1975). O mesmo efeito pode ser observado
apos lesdes seletivas do cortex pré-limbico (DELATOUR e GISQUET-VERRIER, 1996).
Parada-Turska e Turski, (1990) mostraram que antagonistas de receptores glutamatérgicos do
tipo NMDA causavam prejuizos na memoria de trabalho neste teste. Ueno ef al. (2001),
observaram déficits de memoria de trabalho em modelo animal de déficit de atengdo que foi
revertido pelo Metilfenidato. No nosso estudo, os camundongos lesados pelo etanol no
periodo neonatal apresentaram um déficit de memoria de trabalho no teste to Y-maze, e este

déficit foi mitigado pelo Metilfenidato, mas ndo pela Reboxetina. Pelo exposto acima, €
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razoavel dizer que os animais lesados por etanol apresentam comprometimento no cortex
pré-frontal, com envolvimento de catecolaminas (dopamina e noradrenalina), uma vez que
estes déficits foram mitigados pelo Metilfenidato. O fato de a Reboxetina nao ter sido eficaz
também neste teste nos faz pensar que a disfungdo em circuitos dopaminérgicos tenha um
papel mais importante do que o dano a circuitos noradrenérgicos no nosso modelo de lesdo

por etanol.

Somando-se ao cortex pré-frontal, alguns estudos demonstram o envolvimento
do hipocampo em tarefas que exijam atencao alternada (STEVENS et al., 1973; JOHNSON et
al., 1977). Além da memoria espacial, que parece depender apenas do hipocampo
(IZQUIERDO e cols, 1992, 1993), o sistema limbico ¢ ainda importante na memoria da
esquiva inibitoria dependente do hipocampo, amigdala e septo medial, ¢ na memoria de
estimulo (susto) condicionado (DAVIS e CASSELL, 1994) ou esquiva da agua motivada pelo
choque (CAHIL e MCGAUGH, 1990) depende da amigdala.

Para avaliarmos se o dano hipocampal também estava presente em nosso modelo
e poderia estar agindo como fator confundidor no teste do Y-maze, realizamos o teste da
Esquiva-Passiva, que avalia memoria aversiva. Os estudos até entdo realizados mostram
resultados conflitantes no que se refere a existéncia de déficits de memoria aversiva em
animais expostos ao etanol no periodo de desenvolvimento cerebral. Enquanto Vigglieca et
al., (2004), mostram que animais expostos ao etanol no periodo pré-natal apresentam déficits
de memoria aversiva aos 40 dias de vida, outros autores mostram que este efeito parece diferir
entre os sexos (BARRON e RILEY, 2001), ou ainda falham em encontrar estes déficits
(NAYLOR et al., 2001). No nosso estudo, os animais lesados por etanol ndo apresentaram
déficits de memoria recente ou tardia no teste da esquiva passiva. Isto sugere que, no nosso
modelo, os déficits de atengdo e memoria nao parecem ser causados por danos a estruturas
hipocampais, mas sim a estruturas do cortex pré-frontal. De acordo com este achado, estudos
de neuroimagem funcional em adultos com TDAH nao mostram alteragdes hipocampais, mas
sim uma hipoatividade frontal (LEVY et al., 2001), com diminui¢do do volume no cortex
pré-frontal (CASTELANOS et al., 1996; HILL et al., 2003), corpo caloso (FILIPEK et al.,
1997) e assimetria anormal ¢ menor volume do nucleo caudado (CASTELANOS et al.,

1996b; FILIPEK et al., 1997).
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Além de déficits de atencdo e memoria de trabalho, com dificuldades de
organizagdo e planejamento, criangas portadoras do transtorno podem ainda apresentar
hiperatividade. Da pratica clinica, sabe-se que os sintomas de desatengdao podem vir ou nao
acrescidos de hiperatividade e impulsividade, sendo os pacientes classificados como tendo o
subtipo desatento, hiperativo/impulsivo ou combinado (quando os sintomas de desatengdo e
hiperatividade coexistem) (APA, 2000). No subtipo hiperativo, h4d ainda inquietacdo e
impulsividade, levando a decisdes precipitadas, respostas prematuras e labilidade emocional
(MILLSTEIM et al., 1997). Com a progressao da idade, os sintomas de hiperatividade tendem
a diminuir, persistindo a desatencdo, que se torna mais proeminente. Embora a hiperatividade
diminua com o tempo, a maioria dos pacientes continua a sofrer com suas conseqiiéncias na
adolescéncia e vida adulta (FARAONE et al., 2000). Sabemos ainda que criangas expostas ao
alcool no periodo pré-natal podem apresentar hiperatividade, disfuncao motora, problemas de

linguagem e déficits de aprendizado (MATTSON e RILEY, 1998; STREISSGUTH, 1986).

Em ratos expostos ao etanol no periodo de neurodesenvolvimento, os dados com
relacdo a atividade motora também sdo dispares. Fredriksson e Archer, (2004), avaliando o
mesmo modelo utilizado neste estudo, observaram que os animais adultos apresentaram
significante hipoatividade durante os primeiros vinte minutos de testes, seguido por marcante
e duradoura hiperatividade nos subseqiientes 40 minutos de observagdo. Esta hiperatividade
foi revertida por anfetamina. Carneiro et al., (2005), observando a prole de animais expostos
ao etanol durante a gestagdo, encontraram uma hipoatividade importante no teste do campo
aberto, com diminuicdo do comportamento exploratério horizontal e vertical. No nosso
estudo, observamos que os animais lesados por etanol durante o neurodesenvolvimento
apresentaram uma diminui¢do da atividade locomotora no comportamento exploratorio
horizontal, medido pelo nimero de cruzamentos, sem contudo apresentarem mudancas no
comportamento exploratorio vertical. Encontramos ainda que tanto o Metilfenidato quanto a
Reboxetina foram eficazes em reverter os efeitos deletérios do etanol. Outro dado interessante
foi o fato de que as duas drogas ndo tiveram efeito na atividade locomotora quando aplicadas
a animais do grupo controle, mostrando que elas parecem agir de maneira diferente quando os
circuitos neurais encontram-se disfuncionais. Uma critica deve ser feita, no entanto, com
relacdo ao fato de o nosso modelo ndo ter induzido nos animais todos os trés sintomas
cardinais do transtorno, i.e., desatencdo, hiperatividade e impulsividade. Uma possibilidade ¢
que, como aconteceu no estudo de Fredriksson e Archer, (2004), os nossos animais estariam

inicialmente hipoativos e, se observados por mais tempo, desenvolveriam hiperatividade.
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Outra, seria a de que 0s nossos animais, por serem ja adultos, teriam menos hiperatividade do
que se avalidssemos animais mais jovens. Ou ainda, que o nosso modelo seria valido apenas

para o equivalente ao subtipo desatento de TDAH na prética clinica.

O TDAH esta freqlientemente presente junto a outros diagndsticos, como
transtornos de conduta (TC) e opositor-desafiador (TOD), além das chamadas desordens
internalizadoras como depressao e ansiedade (BIEDERMAN et al., 1992). No geral, até 65%
das criangas com TDAH terdo uma ou mais comorbidades e entre 10 ¢ 20% tém transtornos
de humor, como ansiedade e depressao (BIEDERMAN, NEWCORN e SPRICH, 1991). O
teste do claro-escuro ¢ um dos testes comportamentais utilizados para a avaliacdo de
ansiedade. Ele se baseia na aversdo inata que os roedores tém a areas iluminadas. No nosso
estudo, observamos que, apesar de nao haver diferenca entre o tempo que os animais lesados
e nao lesados levaram para passar para o compartimento escuro, os animais submetidos a
lesdo por etanol permaneceram por mais tempo no compartimento escuro da caixa, indicando
um comportamento ansiogénico. Este comportamento foi revertido pelo tratamento com
Reboxetina, mas nao pelo Metilfenidato. Com relagdo a atividade locomotora, aqui medida
pelo niumero de travessias entre os ambientes claro e escuro na caixa, os camundongos lesados
pelo etanol apresentaram hipoatividade quando comparados aos controles. Este efeito danoso

foi revertido tanto pelo Metilfenidato quanto pela Reboxetina.

O teste do plus-maze ¢ usado mundialmente e extensamente validado como um
teste de ansiedade em animais. O teste baseia-se na aversao natural que roedores apresentam a
espacgos abertos e elevados (HANDLEY e MITHANI, 1984; PELLOW et al., 1985). Ha
estudos como o de Carneiro et al., (2005) que mostram que a exposi¢do pré-natal ao etanol
tem efeito ansiolitico quando os animais sdo testados no labirinto em cruz elevado, o
Plus-Maze. Outros mostram que a exposi¢do cronica ao alcool levam a comportamentos
ansiosos, com menor permanéncia nos bragos abertos do labirinto (GETASHEW et al., 2008).
Dursun et al., (2006) explica que o comportamento da prole de ratas expostas ao alcool no
teste do plus-maze podem ser dificeis de interpretar, uma vez que podem refletir ansiedade ou
apenas a reagao a um ambiente novo. No nosso estudo, os camundongos lesados por etanol no
periodo de neurodesenvolvimento apresentaram um comportamento ansioso, permanecendo
menos tempo nos bragos abertos quando comparados aos controles. Este efeito deletério foi

revertido pela Reboxetina, mas ndo pelo Metilfenidato. De acordo com nossos achados, Ueno
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et al., (2002) mostram que o Metilfenidato ndo reverteu o comportamento ansioso de modelo
animal de déficit de ateng@o no teste do Plus-Maze. Bolanos et al., (2003) também mostraram
que animais tratados com Metilfenidato gastavam menos tempo nos bragos abertos do
Plus-Maze. Outros estudos associam ainda a exposi¢ao cronica ao metilfenidato com resposta
aumentada ao estresse, niveis plasmaticos elevados de corticosterona, além de efeitos
depressivos na idade adulta (BOLANOS et al., 2003; CARLEZAN et al., 2003). Nao ha na
literatura relatos sobre o uso da Reboxetina no teste do Plus-Maze. Sendo os antidepressivos
hoje as drogas de primeira linha no tratamento dos transtornos de ansiedade e tendo em vista
que o déficit de atencdo se encontra frequentemente acompanhados destes, a Reboxetina pode

ser uma alternativa para estes pacientes.

Assim como a ansiedade, a depressdo também costuma estar presente em
portadores de TDAH. Assim, avaliamos também a existéncia de depressdo e a acdo do
Metilfenidato e da Reboxetina no nosso modelo. O teste do nado forgado, padronizado por
Porsolt et al., (1978) foi o utilizado neste estudo. De acordo com o encontrado na literatura
(CARNEIRO et al., 2005), os animais expostos ao etanol tiveram um tempo de imobilidade
mais prolongado quando comparados ao grupo controle, indicando um comportamento
depressivo. O Metilfenidato ndo foi capaz de reverter este efeito danoso e, quando aplicado
aos animais controles, aumentou o tempo de imobilidade, apesar desta diferenca ndo ter sido
estatisticamente significante. Segundo CARLEZAN et al., (2003), roedores expostos ao
Metilfenidato no periodo pré-puberal apresentam aumento do comportamento depressivo e
vulnerabilidade aumentada a ambientes estressantes, bem como reatividade diminuida a
recompensas naturais. De acordo com o nosso achado, estudos como o de Bolanos et al.,
(2008) mostram que animais tratados com Metilfenidato apresentam um menor tempo de
laténcia para atingir a imobilidade, o que foi revertido pelo antidepressivo Fluoxetina. A
Reboxetina, de maneira surpreendente, apresentou efeito depressor. Estudos prévios
(CONNOR et al., 1999; HARKIN et al., 1999; WONG et al., 2000; CRYAN et al., 2002)
mostram que a Reboxetina ¢ capaz de diminuir o tempo de imobilidade quando aplicada a
animais submetidos a estresse no teste de nado for¢ado. Pensamos que isto poderia ser devido
ao fato de a Reboxetina nao ser capaz de reverter o efeito depressivo quando aplicada
agudamente, sendo necessdrio uma exposi¢do cronica pra que o beneficio terapéutico
aparecesse. Porém, quando aplicamos a Reboxetina por 15 dias seguidos, o resultado ndo se
modificou. Uma das explicagdes para as discrepancias encontradas em nosso resultado seria

exatamente o fato de nossos animais ndo terem sido submetidos a estresse antes dos testes.
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Em suma, com os resultados acima expostos, observamos que o etanol quando
aplicado no periodo de neurodesenvolvimento causa déficits de atengdo e memoria, além de
hipoatividade em camundongos. Todos estes déficits sao revertidos pelo psicoestimulante
Metilfenidato, enquanto a Reboxetina mostrou-se util apenas para mitigar os déficits de
aten¢do. Verificamos ainda que os animais expostos ao etanol apresentam comportamento
ansioso e depressivo, sendo a Reboxetina util na ansiedade, o que ndo ocorre com o
Metilfenidato. Por ultimo, este estudo foi incapaz de demonstrar um efeito antidepressivo da

Reboxetina, o que pode ser devido a limitagdes do teste utilizado.
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7 CONCLUSOES

e A lesdo neonatal por etanol causou déficits de atencdo e memodria em

camundongos.

e Os déficits de Atengdo foram revertidos pelo Metilfenidato e pela Reboxetina.

e Os déficits de Memoria foram revertidos pelo Metilfenidato, mas nao pela

Reboxetina.

e A lesdo neonatal por etanol induziu hipoatividade em camundongos, o que foi

revertido pelo Metilfenidato e pela Reboxetina.

e A lesdo neonatal por etanol causou ansiedade em camundongos, o que foi

revertido pela Reboxetina, mas ndo pelo Metilfenidato.

e A lesdo neonatal por etanol causou depressdao em camundongos, o que nao foi

revertido por Metilfenidato ou Reboxetina.

Concluimos que os camundongos lesados por etanol no periodo de
neurodesenvolvimento apresentam déficits de atencdo e memoria, sem no entanto
apresentarem hiperatividade. Assim, podem ser utilizados como modelo animal de déficit de
atencdo sem hiperatividade. Ainda, que embora o Metilfenidato tenha se mostrado superior
neste estudo, continuando a ser a droga de primeira escolha, medicagdes
nao-psicoestimulantes como a Reboxetina podem ser uma alternativa para pacientes com
reposta pobre a psicoestimulantes ou que apresentem comorbidade como o transtorno de

ansiedade.
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