-

View metadata, citation and similar papers at core.ac.uk brought to you by .{ CORE

provided by Repositério Institucional da UFSC

Vanessa Aranega Pires

Antagonistas adenosinérgicos revertem prejuizos coivos

em modelo animal do transtorno de déficit de atenga

Florianopolis — SC
2008


https://core.ac.uk/display/30373184?utm_source=pdf&utm_medium=banner&utm_campaign=pdf-decoration-v1

UNIVERSIDADE FEDERAL DE SANTA CATARINA
CENTRO DE CIENCIAS BIOLOGICAS
CURSO DE POS-GRADUACAO EM FARMACOLOGIA

Antagonistas adenosinérgicos revertem prejuizos coivos

em modelo animal do transtorno de déficit de atencga

Vanessa Aranega Pires

Florianopolis — SC
2008



UNIVERSIDADE FEDERAL DE SANTA CATARINA
CENTRO DE CIENCIAS BIOLOGICAS
CURSO DE POS-GRADUACAO EM FARMACOLOGIA

Vanessa Aranega Pires

Antagonistas adenosinérgicos revertem prejuizos cofivos em modelo animal

do transtorno de déficit de atencao

Dissertacdo apresentada ao Curso
de Pés-Graduacdo em Farmacologia
do Centro de Ciéncias Bioldgicas da
Universidade Federal de Santa
Catarina como requisito parcial a
obtencdo de titulo de mestre em
Farmacologia.

Orientador: Prof. Dr. Reinaldo Naoto
Takahast

Florianopolis — SC
2008



Aos meus pais, Lourdes e José Wilson, por todo @am
carinho, incentivo e dedicagéo; e em especial

a minha avo Terezinha pela realizagéo

deste sonho, amo muito vocés !



“ Sao futeis e cheias de erros

as ciéncias que nao nasceram da

experimentacao, mae de todo
conhecimento.”

Leonardo da Vinci



AGRADECIMENTOS

Aos meus pais Lourdes e Wilson, seres humanos adeis; que exalam bondade e sempre
abriram méao dos préprios sonhos para realizacameas. Pessoas que tento seguir, mas que

nao consigo chegar aos pés. Meu porto seguro, lbeires e maiores incentivadores;

Aos meus avols paternos Terezinha e José, e tandmmaternos Nair e Gines, por ndo terem
poupado amor e dedicacédo durante grande parterderoiiacéo, eles infelizmente ja se foram,

mas certamente estao felizes por mais esta etapalag

A minha irm& Izadora, que nasceu para completainharvida e me mostrar o quanto o mundo
pode ser diferente, ela que sempre vibra com aBamivitorias e apesar de crescida sera sempre

a minha pequena;

Ao Professor Dr. Reinaldo Naoto Takahashi, pelends de convivio e orientagdo, por ter me
aceitado em seu laboratério como aluna de iniciagdifica e ter me incentivado a continuar e

hoje estar aqui;

Aos meus padrinhos Fatima e Martin, que semprerfoneus segundos pais e dividiram comigo
cada etapa da minha vida, seres iluminados os geaipre terei respeito e admiracao e também

a minha prima e hoje afilhada Taciana;



A D. llze e Sr. Lidio, os pais que me acolheramngoaeu ainda uma menina cheguei a
Floriandpolis, e com carinho e amor me incentivasanontinuar e a aprender a crescer com 0S

meus proprios erros;

A Ana Luisa e a Lisiane, com quem divido minhagjaées e tristezas todos os dias ao chegar em

casa, amigas que amenizam a saudade que sicésale sdo minha familia em Florianopolis;

As velhas e eternas amigas, Barbara, Débora, Lhaiza, Marina, Taisinha, Thalita, Thanea,
as quais morro de saudades, mas que sempre esEgntes em meus pensamentos e me
recebem de bracos abertos a cada reencontro, afgeeatarmos tdo longe e muito gratificante

perceber que a nossa amizade continua a mesma,

A minha irm& do coragcdo Luana, a irma que a vidgperenitiu escolher, a irma que mesmo a
quildmetros de distancia dividiu comigo cada momesivido nestes 6 anos longe de casa e que

muitas vezes foi a minha maior conselheira, mesmeopglo telefone ou pela internet;

As minhas grandes amigas da faculdade, Ana Eliamli@e, Denise, Gabriela, Julia e Stela,
Suelen que dividiram comigo os melhores anos daaniida, as amigas que ganhei como

presente de formatura, algumas ja4 tomaram seu bamioutras ainda estdo préximas



de mim, mas todas estdo guardadas com muito cadahtto da minha memdéria e do meu

coracao;

As amigas que surgiram logo apos o termino da dacd, no periodo em que me senti mais
sozinha, ja que a “turma” da faculdade ndo existéds, as amigas que séo tao recentes, mas
parecem que conheco desde que nasci, amigas @a &sdhoras, amigas que sempre serao

amigas, as minhas amoras Aline, Betina, Cristieraciane, Lisiane, Mércia e Nicolle;

Aos meus amigos que ndo se enquadram a nenhunautlas cole¢cdes de amigos, mas que
possuem uma participacdo ndo menos especial namidd, pessoas que pra sempre vou amar,

Ana Paula, Daniela, Emerson, Fernanda, Flavinhata®a, Moises e Roberto;

Ao professor Dr. Rui Daniel Prediger, por me ap@aambém orientar durante os obstaculos

encontrados no percurso;

Aos demais professores do Curso de Pos Graduacdaenacologia, que sempre me guiaram

com entusiasmo e competéncia,

Aos colegas e ex-colegas do laboratério Aderbalni@aRial, Fabricio Assini, Fabricio
Pamplona, Leandro, Luciano, Pablo, Rafael e emcedpa Cristiane e Meigy pela amizade

durante estes anos de convivio;

A minha amiga Meigy, pelas infinitas ajudas duraoto o mestrado, por estar sempre pronta

para ajudar independente do dia ou da hora e tampéla agradavel companhia;



Aos amigos e colegas da “Farmaco”, pelas convegsdasadas nos corredores, pelos apoio
sempre que precisei, pelos congressos, encontmas da farmacologia e pela agradavel

companhia;

Aos colaboradores Claudia, Daniel, Pablo, PampriRui pelas discussdes que ajudaram a

realizar este trabalho;

Aos demais e funcionarios do Curso de Pos Graduaigdbarmacologia, por terem de alguma

forma contribuido para a realizacdo deste trabalho;

Ao Conselho Nacional de Desenvolvimento Tecnolo¢ieldPq), pelo apoio financeiro;

Acima de tudo e de todos agradeco a Deus, que amongpresenca regeu minha vida, dando-me

amparo e equilibrio nos momentos em que mais giedénha eterna gratidao.



INDICE

LISTA DE FIGURAS ...ttt ettt et ee s I
LISTA DE TABELAS ...ttt ettt et nte e e e e \Y
LISTA DE ABREVIATURAS .....cooiiitie ettt \Y,
RESUMO ..ottt ettt e e e s bbbt e e e st e e e et e e e e e annbeeee s \
ABSTRACT ..ttt emm e ettt e e e s bbbt e e e e n et e e e s e e e e ea e e e e Vil
1. INTRODUGAO......oii et ete ettt ettt ereeteseeateseesteneenneeeeeens 1
2. OBUIETIVOS ...ttt bttt ee e e et e e 17
3. MATERIAIS E METODOS.......ociiteiteete oottt 19
3L ANIMAIS ..t s e et e e brebrnnrne 19
T B (0o = L TP U PPPPPPTTRR 20
3.3. Procedimentos eXPEerimENTAS .......... .o e eeereeererermrernernerennrerennerrnsrrnneneeeee 21
3.3.1. Reconhecimento de ODJELOS ......uuutceeeeeeeeiieiieiiiieeieeiee et reeeee e 21
ICTRC 720 Mo Tolo ] 1 4T Lo%= Lo LU PRTPPPPPPRTTRR 26
3.3.3. PES0 COIPOral ..o e 26
3.3.4. PreSSA0 ArterIal......ccueieiiiiiiiiiieieeei e en e 26
3.3.5. Reacdo de IMuno-hiStOQUIMICA .......commeeeeeeeeeeeeiiiiiiiieiir e e eeeeenes 27
3.4. ANALISE ESTALISTICA ....eeeiieeeeeee et 30
4. RESULTADOS ... .ottt ettt eemmme sttt e e st e e e e a st tae e e s sntbee e e s s nnneeasnsaeeeenas 32

4.1. Comparacao entre as linhagens WIS e SHR tedegeconhecimento de objetos32
4.2. Efeitos da administracdo aguda de metilfenidat de cafeina na performance de ratos

machos WIS e SHR no teste de reconhecimento d®shje...............ooeeeee. 36



4.3. Efeitos da administracdo aguda de metilfenidat de cafeina na performance de ratos

fémeas WIS e SHR no teste de reconhecimento deoshje.................euveviveviiiinnnnns 39

4.4. Efeitos 24 horas apdés a administracdo agudmetdfenidato ou de cafeina no teste de

reconhecimento de objetos em ratos fémeas WIS e.SHR.............ccccevivvnine 43

4.5. Efeitos da administragdo aguda de antagorsstatvos para receptores adenosinérgicos Al

e A2A no teste de reconhecimento de objetos ers fatoeas WIS e SHR................ 46

4.6. Efeitos da administracdo aguda de metilfenjdeafeina e de antagonistas seletivos para

receptores adenosinérgicos Al e A2A na pressaochde ratos fémeas WIS e SHR49

4.7. Efeitos do tratamento repetido com metilfetddau cafeina, durante a idade adulta, no teste

de reconhecimento de objetos, em ratos fémeas \BHERe.........ccooovevevvviiiiiiiin e, 53

4.8. Efeitos do tratamento repetido com metilfetadau cafeina, no teste de reconhecimento de

objetos, durante a adolescéncia, de ratos fEMe8EVBHR..............cvvvvviviiiniiinininnnns 56

4.9. Efeitos do tratamento repetido com metilfetidau cafeina, durante a idade adulta ou

durante a adolescéncia, na pressao arterial deféateas WIS e SHR ..................... 60

4.10. Efeitos do tratamento repetido com metilfatodou cafeina, durante a idade adulta ou

durante a adolescéncia, sob o peso corporal deféateas WIS e SHR.................... 63

4.11. Analise imuno-histoquimica para expressaaedgeptores de adenosina Al e A2A em
cérebros de ratos fémeas adultos das linhagen®WHR ...........cccoiiiiiiiiiiee e, 66

5. DISCUSSAOD ... e e e e e e e e e e e e e e e e et e e e e e e e e e eeie e e, 69

Xl



6. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS ........cooiiticememeeeteee e, 79

Xl



LISTA DE FIGURAS

Figura 1 - Representagdo esquematica de receptores adeg@siser..................... 10
Figura 2 —Representacdo esquematica da expressao de resegdenosinérgico... 11

Figura 3 —Representacdo esquematica do mecanismo de agaetitfenidato........ 5

Figura 4 - Vista lateral dos trés objetos utilizados no modddoreconhecimento de objeto.

............................................................................................................................ 22
Figura 5 — Representacado da fase de habituacdo (campo)aberto...................... 23
Figura 6 — Representacdo da fase de apresentacdo aosabjeto................evevennes 24
Figura 7 — Representacdo da fase de reconhecimento ddesabje.............c.eeveeeeee 25

Figura 8 — Comparacao entre ratos machos WIS e SHR nodestronhecimento de
(0] 0] 123 (0 133 33

Figura 9 — Comparagédo entre ratos fémeas WIS e SHR no tksteeconhecimento de
(0] 0] =3 0 73RO 35

Figura 10 — Efeitos da administracdo de metilfenidato eafeina, no tempo de investigacao (A)

e no indice de reconhecimento (B) em ratos madMiS e SHR, no teste de reconhecimento do

Figura 11 — Efeitos da administracdo de metilfenidato eafeina, no tempo de investigacao (A)
e no indice de reconhecimento (B) em ratos fém&éS e SHR, no teste de reconhecimento do
(0] o] 1] (o TR 40



Figura 12 — Efeitos da administracdo de metilfenidato eafeina, no tempo de investigacao (A)
e no indice de reconhecimento, realizado 24 hqués a fase de apresentacéo aos objetos (B),

em ratos fémeas WIS e SHR, no teste de reconhetrde objeto...........ccccceev oeeee. 45

Figura 13 — Efeitos da administracdo de antagonistas sefefiara receptores adenosinérgicos
Al - DPCPX e A2A — ZM241385, no tempo de investiga¢A) e no indice de reconhecimento

(B) em ratos fémeas WIS e SHR, no teste de recankato do

Figura 14 — Efeitos da administracdo de metilfenidato e afeina, sob a pressédo arterial, em
ratos fEMEAS WIS € SHR.......uuuuiiiiiiiiiiieiiierer ettt reneree e eeeeeeeees 50

Figura 15 — Efeitos da administracdo de antagonistas sefefiara receptores adenosinérgicos
Al - DPCPX e A2A — ZM241385 sob a presséao artesia ratos fémeas WIS e SHR.51

Figura 16 — Efeitos da administracdo repetida, de metilf@oice de cafeina, durante a idade
adulta no tempo de investigagédo (A) e no indiceedenhecimento (B) em ratos fémeas WIS e

SHR, no teste de reconhecimento dO ODJET0. cummeumeiciiiiiiiiiieie e 54

Figura 17 — Efeitos da administracdo repetida, durante deidadulta, de metilfenidato e de
cafeina na atividade locomotora de ratos WIS e $iftas durante a fase de apresentacédo dos

objetos, no teste do reconhecimento de ObjetOS.........coooeieiiiiiiiii e, 55

Figura 18 — Efeitos da administracdo repetida, de metilfeimde de cafeina, durante a
adolescéncia, no tempo de investigacdo (A) e neémde reconhecimento (B) em ratos fémeas
adultos WIS e SHR, no teste de reconhecimento pib...........cccooeeeiiii. 58

Figura 19 — Efeitos da administracdo repetida, durante deaéncia, de metilfenidato e de
cafeina na atividade locomotora de ratos fémeas &\$HIR durante a fase de apresentacédo dos

objetos, no teste do reconhecimento de ObJetOS..........uvvvviviiiiiiiiiiiiiiiieeeeens 59

Figura 20 — Efeitos da administracdo repetida, durante deidadulta, de metilfenidato e de

cafeina, sob a presséo arterial em ratos fémeéoaddlS e SHR.................oooee. 61



Figura 21 — Efeitos da administracdo repetida, durante aeadéhcia, de metilfenidato e de

cafeina, sob a presséo arterial em ratos fémeéeaddlS e SHR............................ 62

Figura 22 — Efeitos da administracao repetida, durante aeadéhcia (A), ou durante a idade
adulta (B) de metilfenidato e de cafeina, sob chgade peso corporal em ratos fémeas adultos
WIS € SHR ... e 65

Figura 23 — Figura da expressao de receptores de adenoginatravés de analises de imuno-
histoquimica, no hipocampo e no cortex parietaltiess WIS e SHR...........c.ccvvveee ... 67

Figura 24 — Figura da expressao de receptores de adenosihaaftavés de analises de imuno-
histoquimica, no hipocampo, cortex parietal e notrisep de ratos WIS e

Figura 1 — Representacdo esquematica do mecanismagé&d do metilfenidato (elaborada por
RIAI, 2008). ...eeeieeiiieiie ettt e e nnre s 5

Figura 2 - Representacdo esquematica de recegtdee®sinérgicos (elaborado por Rial, 2008).

Figura 3 — Representacdo esquematica da express@&ceaptores adenosinérgico, (adaptado de
Ribeiroet al.,;2003). ....ccoooiieee s 11

Figura 4 - Vista lateral dos trés objetos que forgiizados no modelo de reconhecimento do

(0] o] =1 (o TR TR RRRTRTRTRRR 22
Figura 5 — Representacéo da fase de habituaca@gcaperto)................coeeeeeeeee. 23
Figura 6 — Representacgéo da fase de apresentag@bjatos..............ccoeeeeeeeeeeeeenenn. 24



Figura 7 — Representacgéo da fase de reconhecimestobjetos..................eevveveennee 25

Figura 8 — Comparagéo entre ratos machos WIS e &HiRos no teste de reconhecimento de
(0] o] 1] (0 1S 33

Figura 9 — Comparacao entre ratos fémeas WIS e &HiRos no teste de reconhecimento de
(0] o] 1] (0 1S 35

Figura 10 — Efeitos da administracdo de veiculg (Wetilfenidato (MFD) 2 mg/kg ou cafeina
(CAF) 1, 3 e 10 mg/kg, 30 min antes da fase desaptacdo aos objetos, no tempo de
investigacdo (A) e no indice de reconhecimentogi)ratos machos WIS e SHR adultos, no
teste de reconhecimento dO ODJELO..........coueeemeriiiiiii e 37

Figura 11 — Efeitos da administracdo de veiculg (a@tilfenidato (MFD) 2 mg/kg ou cafeina
(CAF) 1, 3 e 10 mg/kg, 30 min antes da fase desaptacdo aos objetos, no tempo de
investigacdo (A) e no indice de reconhecimentogiB)ratos fémeas WIS e SHR adultos, no
teste de reconhecimento dO ODJEtO..........coiirimiiiii e 40

Figura 12 — Efeitos da administracdo de V, MFD 2kgg de cafeina CAF 3 mg/kg, 30 min
antes da fase de apresentacdo aos objetos, no tdenpovestigacdo (A) e no indice de
reconhecimento, realizado 24 horas apos a fasprdsemtacdo aos objetos (B), em ratos fémeas
WIS e SHR adultos, no teste de reconhecimento f®D.............cceeevvvevvieiiieienenne. 45

Figura 13 — Efeitos da administracdo de antagaistdetivos para receptores adenosinérgicos
Al - DPCPX (1, 3 e 5 mg/kg) e A2A — ZM241385 (0,3 eng/kg) e também da administracdo
combinada de DPCPX (3 mg/kg) e ZM (0,5 mg/kg) (MIZ) min antes da fase de apresentacao
aos objetos, no tempo de investigacdo (A) e naénde reconhecimento (B) em ratos fémeas

WIS e SHR, no teste de reconhecimento dO ODJEL0 .. ..uuiiiiiiiie e 47



Figura 14 — Efeitos da administracdo (i.p.) V, MEDmg/kg) ou CAF (1, 3 e 10 mg/kg), sob a
pressédo arterial (média zE.P.M., in mmHg), emgdémeas WIS e SHR. # p<0,05 comparado
A0S ratoS WIS CONLIOIE. (N = 4) ..o s senn e 50

Figura 15 — Efeitos da administragéo (i.p.) de giduveiculo ou dos antagonistas seletivos para
receptores adenosinérgicos Al - DPCPX (1, 3 e kghg A2A — ZM241385 (0,5 e 1 mg/kg) e
também da associacdo das doses de 3 mg/kg de DE@RX),5 mg/kg de ZM241385 (MIX),
sob a pressao arterial (média +E.P.M., in mmHg), ratos fémeas WIS e SHR. # p<0,05
comparado aos ratos WIS controle. (N = 3 = 4)eucoeiiiiiiiieis i 51

Figura 16 — Efeitos da administracdo (i.p.) re@et{di4 dias), de veiculo (V), metilfenidato
(MFD) 2 mg/kg ou cafeina (CAF) 3 mg/kg, durantdade adulta no tempo de investigacéo (A)
e no indice de reconhecimento (B) em ratos fémel& a\5HR, no teste de reconhecimento do
(0] o] 11 (o TR TR RRRTRTRRRRR 54

Figura 17 — Efeitos da administracao (i.p.) re@e(it4 dias) durante a idade adulta, de veiculo
(V), metilfenidato (MFD) 2 mg/kg ou cafeina (CAF)n3g/kg na atividade locomotora de ratos
WIS e SHR fémeas durante a fase de apresentacaubpies, no teste do reconhecimento de
0DJELOS. (N =8 — L10).ciiiiiiiiiiiiii ittt a b nrrnnrne 55

Figura 18 — Efeitos da administracdo (i.p.) re@et{dl4 dias), de veiculo (V), metilfenidato
(MFD) 2 mg/kg ou cafeina (CAF) 3 mg/kg, durantelagdeéncia, no tempo de investigacao (A) e
no indice de reconhecimento (B) em ratos fémeaftosdWIS e SHR adultos, no teste de
reconhecimento do ODJEtO. .......ccooo oo 58

Figura 19 — Efeitos da administracao (i.p.) re@e(it4 dias) durante a adolescéncia, de veiculo
(V), metilfenidato (MFD) 2 mg/kg ou cafeina (CAF)n3/kg na atividade locomotora de ratos
fémeas WIS e SHR adultos, durante a fase de apa€den dos objetos, no teste do

reconhecimento de 0bjet0s. (N = 10 -12). ...ouummumeeeeeereieeieeieiieieeieeaeeeeeeeeeeeeeeneees 59



Figura 20 — Efeitos da administracéo (i.p.) remetidurante a idade adulta, de veiculo (V),
metilfenidato (MFD) 2 mg/kg ou cafeina (CAF) 3 mgylsob a pressao arterial (média +E.P.M.,
in mmHg), em ratos fémeas WIS e SHR adultos. #Q&<0omparado aos ratos WIS tratados
com V, * p<0,05 comparado aos ratos SHR tratados¥a...........cccccevvvvveivviiennnnnn. 61

Figura 21 — Efeitos da administracdo (i.p.) remetidurante a adolescéncia, de veiculo, V,
metilfenidato (MFD) 2 mg/kg ou cafeina (CAF) 3 kmy/sob a presséo arterial (média +E.P.M.,
in mmHg), em ratos fémeas WIS e SHR adultos. #Q&<08omparado aos ratos WIS tratados
COM VEICUIOD. ...ttt e e e e s s e e e e e e e n e 62

Figura 22 — Efeitos da administracdo (i.p.) remetidurante a idade adulta (A) ou durante a
adolescéncia (B) de veiculo (V), metilfenidato (MFDmg/kg ou cafeina (CAF) 3 mg/kg, sob o
ganho de peso corporal (média +tE.P.M.), em raoeés adultos WIS e SHR........ 65

Figura 23 — Figura representativa da expressdeadptores de adenosina Al, através de analises
de imuno-histoquimica, na regido do hipocampo - (AX sub-regibes hipocampais CAl -
20X(B), CA2 - 20X(C), CA3 - 20X (D) e GD — 20X (Eho cortex parietal — 20X (F) de ratos
WIS € SHR. e ettt e e e e e e e e ne e 67

Figura 24 — Figura representativa da expressaoedeptores de adenosina A2A, através de
analises de imuno-histoquimica, no hipocampo —AX B), cortex parietal — 20X(C e D) e no

estriado — 40X (E e F) de ratos WIS € SHR. e eeeevviiiiiiiiiiiieiiiiiiie e eeeieeen. 68

Vi



LISTA DE TABELAS

Tabela 1- Efeitos da administracdo (i.p.) de veiculo, ifeztidato ou cafeina, 30 min antes da

fase de apresentacdo aos objetos, na atividadentboma de ratos machos WIS e SHR

Tabela 2—- Efeitos da administracdo (i.p.) de veiculo, Hfextidato ou cafeina, 30 min antes da

fase de apresentacao aos objetos, na atividade¢doa de ratos fémeas WIS e SHR.....42

Tabela 3— Efeitos da administracéo (i.p.) de veiculo owadtagonistas seletivos para receptores
adenosinérgicos Al - DPCPX e A2A — ZM241385, 30 mumes da fase de apresentacdo aos

objetos, na atividade locomotora de ratos féme&S \BHR ............ccc. coceeeiviiiiieinn, 49

Vil



ANOVA
CA
CAF
DA
DMSO
I.p.
MAO
MFD
MIX
PN
SHR
SNC
TDAH
WIS

WKY

LISTA DE ABREVIATURAS

analise de variancia
campo aberto

cafeina

dopamina

dimetilsulfoxido

intraperitoneal

monoamino-oxidase

metilfenidato
DPCPX (3 mg/kg) e ZM241385 (0,5 mg/kg)
pos-natal

ratos espontaneamente hipertensos
sistema nervoso central

transtorno do déficit de atencao e faifpeadade
wistar

wistar Kyoto

solucéo veiculo

VIiI



RESUMO

O transtorno de déficit de atencéo e hiperatividdd®AH) € um dos transtornos psiquiatricos
mais comuns em criancas e adolescentes, afetamda de 2 a 12% das criancas em idade
escolar A linhagem de ratos espontaneamente hipertensoR)($Mm sido utilizada como
principal modelo animal para o estudo deste transtoja que estes animais apresentam
caracteristicas comportamentais (hiperatividadepuigividade e prejuizo atencional) e
neuroquimicas semelhantes as observadas nestéotnangm humanos. Trabalhos recentes
demonstraram que a administracdo de cafeina, uaga@msta adenosinérgico ndo seletivo,
reverteu 0s prejuizos apresentados pelos ratos 1&tdRarefas de aprendizado espacial e de
memoria social. Sendo assim o objetivo do presasteido foi caracterizar o prejuizo
apresentado por ratos SHR machos e fémeas na threfeconhecimento de objetos quando
comparados aos ratos Wistar (WIS). Investigamodaamefeito agudo do metilfenidato, cafeina
e de antagonistas seletivos de receptores adergiso®na idade adulta e também o efeito da
administracdo repetida de metilfenidato e cafema&ade adulta ou durante a adolescéncia. Os
resultados demonstraram que os ratos WIS discrimbod@os os objetos apresentados, enquanto
gue os ratos SHR discriminam apenas o0s objetosgcantes diferengas estruturais. Foi também
observado que o tratamento intraperitoneal comlfer@tiato (2 mg/kg), cafeina (1-10 mg/kg),
antagonistas adenosinérgicos seletivos para ragespfol - DPCPX (5 mg/kg), antagonistas
adenosinérgicos seletivos para receptores A2A -ZIN85 (1 mg/kg) e também a associacdo de
doses néo efetivas de DPCPX (3 mg/kg) + ZM241385 rfth/kg) na idade adulta reverteram o
prejuizo apresentado pelos ratos SHR na tarefaeamninecimentos de objetos, sem alterar a
atividade locomotora ou a hipertensdo apresentadagses animais. Além disso, o tratamento
repetido de metilfenidato (2 mg/kg) ou cafeina (kg) durante a idade adulta ou durante a
adolescéncia reverteram de forma persistente aipoegpresentado nesta tarefa pelos ratos SHR,
no entanto a administracdo de ambas as drogastelusaadolescéncia causou prejuizo na
capacidade discriminatoria dos ratos WIS quandades na idade adulta. Surpreendentemente
ndo ocorreram diferencas entre as linhagens, neessgo de receptores adenosinérgicos do
subtipo Al e A2A avaliada através da técnica denoroistoquimica. Estes resultados sugerem
gue o desempenho dos ratos SHR na tarefa de rexowmo de objetos parece estar
relacionado com prejuizos no aprendizado discritaiitg aos déficits atencionais e ndo com a
capacidade de armazenar informagdes. O presentoamonstra também que os antagonistas
seletivos e ndo seletivos de receptores adenogiogrgevertem o prejuizo apresentado pelos
ratos SHR, sendo que os efeitos da administrag@ida destas drogas podem persistir mesmo
apos o termino do tratamento, sugerindo assim enp@l destas drogas para o tratamento dos
prejuizos cognitivos associados ao TDAH.



ABSTRACT

Attention deficit hyperactivity disorder (ADHD) i®ne of the most common childhood
psychiatric disorders, affecting between 2 and 126 primary-school children. The
spontaneously hypertensive rat (SHR) is considargenetic model for the study of this disorder
since it displays behavioral and neurochemical adtaristics of ADHD. Recent studies
demonstrated that administration of the non selectidenosine receptor antagonist caffeine
improved memory impairments in SHR rats. Therefthe objective of this study was to
investigate whether adult male and female SHR dxlibered short-term object recognition
abilities compared to Wistar rats (WIS). The acaftects of methylphenidate, caffeine, or
selective adenosine receptor antagonists in thierpeance of adults WIS and SHR rats in the
object recognition task and the effects of repeatidinistration of methylphenidate and caffeine
in adult age and adolescence were also evaluatesl.r@sults show that WIS rats displayed
discrimination ability for all the objects employedhile, SHR only discriminated “distinct” pairs
of objects, they were not able to discriminate gairobjects with subtle structural differences. In
addition, the acute intraperitoneal (i.p.) injentiof methylphenidate (2 mg/kg), caffeine (1-10
mg/kg), the selective adenosine; Aeceptor antagonist DPCPX (5 mg/kg), the selective
adenosine A receptor antagonist ZM241385 (1.0 mg/kg) or asgmm with low doses with
DPCPX (3 m/kg) and ZM242385 (0,5 mg/kg), reverdssl impairment of object recognition in
SHR, without altering the locomotion or hypertemsigtate. The repeated treatment with
methylphenidate (2 mg/kg) and caffeine (3 mg/kgjhe adult age or in adolescence improved
the object recognition deficits in the SHR rats.wdweer, in WIS rats these treatments during
adolescence impaired the recognition task. Intexglg, no major differences in the
immunoreactivity of adenosine;fAand A receptors were observed in brain areas of WIS and
SHR rats. These findings suggest that the prewodskcribed inability of SHR in cognitive
paradigm may not be associated with their capaoitstore information for short-term periods
but rather may reflect discriminative learning inmpeents associated with attentional deficits.
The present work also shows that selective and sebective adenosine receptors antagonists
improved the cognitive impairment in SHR rats. Btorer, the effects of repeated administration
of these drugs were persistent after the end afrtrent, suggesting the potential of adenosinergic
drugs for the treatment of cognitive impairmentassted to ADHD.
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1. INTRODUCAO

1.1. TRANSTORNO DO DEFICIT DE ATENGCAO E HIPERATIVID ADE (TDAH)

O transtorno de déficit de atencdo e hiperativid@BAH) é um dos transtornos
psiquiatricos mais comuns em criancas e adoles;eafietando cerca de 2 a 12% das criancas
mundiais em idade escolar (Sagvoldgral, 2005). Este transtorno costuma manifestar-se em
idade inferior a 7 anos, e cerca de 20 a 30% dbgiduos que apresentaram TDAH na infancia
ou adolescéncia continuam com a patologia na iddd#a (Mugliaet al, 2000). No entanto, o
mais comum € que os sintomas de hiperatividadepdesgam com o tempo, permanecendo
apenas os sintomas relacionados ao déficit deadi$yvansort al.,1998). Essa desordem em
criancas é mais comum em meninos do que em mempiossN quando analisados o género dos
pacientes que apresentaram o0s sintomas durantdamcian ou adolescéncia e continuam
apresentando na idade adulta o nimero de mulheresoé do que o de homens (Biedernetn
al., 1994; Muglieet al, 2000).

O primeiro relato n&o cientifico utilizado parasiltar o TDAH é o poema de 1865
“Felipe o inquieto” do médico alemdo Heinrich Ho#in. Ja as primeiras referéncias aos
transtornos hipercinéticos na literatura médicaegen na metade do século XIX. Entretanto,
somente no inicio do século XX comecou-se a descre\quadro clinico de uma maneira mais
sistematica (Petry, 1999).

Apesar do grande namero de estudos ja realizad@s\usas precisas do TDAH ainda néo

sdo conhecidas. Entretanto, a influéncia de fageagticos e ambientais no seu
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desenvolvimento é amplamente aceita na literatliear(ock, 1998; Thapaet al., 1999). A
procura pela associacao entre TDAH e complicac@egestacdo ou no parto tem resultado em
conclusbes divergentes, mas tende a suportar a @ique tais complicacbes (toxemia,
eclampsia, pos-maturidade fetal, duracdo do paestresse fetal, baixo peso ao nascer,
hemorragia pré-parto, ma saude materna) predispomwatranstorno (Faraone e Bierderman,
1998). Recentemente, Mickt al. (2002) documentaram uma associacdo significativiae e
exposicdo a fumo e alcool durante a gravidez eesepca de TDAH nos filhos, a qual se
manteve mesmo apos controle para psicopatologididantincluindo TDAH), adversidades
sociais e comorbidade com transtorno de condutdro®uatores, como danos cerebrais
perinatais no lobo frontal, podem afetar processesatencdo, motivacdo e planejamento,
relacionando-se indiretamente com a doenca (letvgl., 1998). E importante ressaltar que a
maioria dos estudos sobre possiveis agentes amiSiaagenas evidenciaram uma associacao
desses fatores com o TDAH, ndo sendo possivelastay uma relacdo clara de causa e efeito
entre eles (Faraone e Biederman, 1998).

Apesar dos critérios de diagndéstico ainda ndo estaompletamente definidos, pode-se
considerar que a sintomatologia primaria do TDAH cmacteriza por hiperatividade,
impulsividade e déficit de atencdo (Taylor, 1998melstein et al, 2000). Os prejuizos
atencionais costumam ser bastante importantesleemadistracdo exagerada e dificuldade em
manter a atencdo focada em um determinado assunabjeto, 0 que costumeiramente traz
consigo dificuldades de aprendizado e problemaslass (Sagvolden, 2000; Daviés$ al,
2003). Os individuos frequientemente apresentano®ptioblemas cognitivos, como dificuldade
em planejar tarefas, demora em realizar tarefaslertuiais simples, impetuosidade e

esquecimentos frequentes. Além disso, o TDAH éidersdo um dos grandes fatores de risco
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para a delingiéncia juvenil, abuso de drogas dirtisis de personalidade, sendo bastante
comum a comorbidade com depresséao e ansiedade(€agl.,1998).

Existem trés subtipos de diagnésticos para o TDAH:DAH onde os individuos sdo
predominantemente desatentos, distraidos e deszaidan que ocorre mais em meninas do que
em meninos; o TDAH predominantemente hiperativmpuisivo que ocorre mais em meninos
do que em meninas; e o0 subtipo combinado onde disidnos apresentam dificuldades
atencionais e prejuizos cognitivos e ainda aprasesintomas de hiperatividade e impulsividade
(Tayloret al.,1998).

Pouco se sabe sobre a origem neurobiologica desmtstdrno psiquiatrico e, até o
momento, a hipétese mais provavel é de que altesacérebrais no sistema monoaminérgico
estejam envolvidas. Evidéncias clinicas, por exemp¢monstram que inibidores da recaptacéo
de catecolaminas, como d-anfetamina ou metilfeaidRitalinal), ou inibidores seletivos da
recaptacdo de noradrenalina, como o0s antidepresdivciclicos, provocam uma melhora
substancial na qualidade de vida dos portadordDddd (Biederman e Spencer, 1999; Seeman
e Madras, 1998). Por outro lado, a serotonina ra@ece ter grande relevancia na etiologia do
TDAH, visto que o tratamento com inibidores seletivda recaptacdo de serotonina promove
apenas beneficios limitados nos pacientes com TDBHrrickman et al., 1991). Mais
especificamente, considera-se que uma hipofunc&istema dopaminérgico em areas corticais,
limbicas e motoras do cérebro seja a principalarsfvel pelas alteracdes comportamentais
observadas nos pacientes com TDAH (Sagvolden ee&etgl998). De fato, faz bastante sentido
gue a dopamina esteja envolvida em uma patologiacqugrega sintomas motores e cognitivos,
visto que duas das principais vias dopaminérgiaassistema nervoso central (SNC) estéo

envolvidas diretamente nestes processos (as vigso-@striatal e mesolimbica-cortical,
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respectivamente) (Sagvolden e Sergeant, 1998). Al&wo, sugere-se que uma atividade
aumentada dos transportadores de dopamina (Ketuak, 2003) ou da monoamino-oxidase
(MAO), a enzima responsavel pela metabolizacdo apmmina (Stoff et al., 1989), poderiam
contribuir para a hipofuncéo do sistema dopamicérgpresentada pelos portadores de TDAH.
Como consequéncia provavel do hipofuncionamenttedgstema, criancas com sintomas de
hiperatividade relacionados ao TDAH apresentam émluma concentracdo aumentada de
receptores dopaminérgicos b cérebro em relacdo aos individuos sadios de en&sira etaria
(Jucaiteet al., 2005).

O metilfenidato, comercialmente conhecido como IR&a®, € um estimulante utilizado
como principal tratamento para o TDAH em criancaadelescentes (Goldmast al, 1998).
Quando utilizado nas doses recomendadas, essapbsgiai um elevado indice de seguranca, no
entanto pouco se sabe sobre a consequéncia detmcocdesta substancia durante a infancia e
adolescéncia, idades nas quais estd ocorrendo tensin desenvolvimento e indmeras
modificagbes neuronais. No entanto, resultadosnteseobtidos em roedores demonstraram
evidéncias comportamentais que sugerem prejuizoguagdes cerebrais induzidos pelo uso
repetido de metilfenidato, e ainda, que essas maddes persistiram por um longo periodo apos
o termino do tratamento e apos a droga ter sidoptamente excretada do organismo (ver
LeBlanc-Duchin e Taukulis, 2007).

O metilfenidato é um estimulante e seu mecanismagd® ¢é similar a observada na
cocaina e em anfetaminas (Volketval., 1995; Solanto, 2000). A conseqiéncia da exposicao
esses estimulantes é o aumento dos niveis singate&cdopamina e de noradrenalina em varias
regides do cérebro como hipocampo e coértex prédrofiKkuczenski e Segal, 2001). Esse
medicamento possui como principal mecanismo de acédonibicdo de transportadores de

dopamina (DAT) aumentando assim o0s niveis de doparektracelular, modificacdes ainda

4
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podem ser observadas nos receptores dopaminérgioossubtipo R e também na
neurotransmissao dopaminérgica (Gateyal., 1996; Kuczenski e Segal, 1997; Volkaw al.,
1998, 1999, 2001; Russet al., 1998). Adicionalmente o metilfenidato pode afetarsistemas
noradrenérgicos e serotoninérgicos através do bloqips transportadores de noradrenalina e
serotonina, no entanto a afinidade por esses waasiores € menor do que pelos transportados

de dopamina (Gatlest al, 1996; Kuczenski e Segal, 1997).

Mecanismo de acédo o
do Metilfenidato :

Dopamina

Inibicdo da recaptacio de Dopamina

Figura 1 — Representacdo esquematica do mecanismo de acaetilfemdato (elaborada por
Rial, 2008).
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A administracdo crbnica de cocaina ou anfetamimaam@mais de laboratério, durante o
inicio da fase de desenvolvimento ou durante aedadulta, resultaram em modificacOes
funcionais no SNC que trouxeram como consequénéizitd cognitivos e modificagbes
comportamentais (ver Robinson e Kolb, 2004). Devddosemelhancas neurofisioldgicas entre
esses estimulantes e o metilfenidato, imagina-seoquatamento crénico com essa droga possa
afetar varios processos criticos para o aprendizmgoocessos envolvidos na memoria de
trabalho. A memoria de trabalho esta relacionaigegridade funcional do cortex pré-frontal, o
qgual depende dos niveis sinapticos de dopaminaagmemalina (Arnsten e Li, 2005). Evidéncias
sugerem que o metilfenidato ajuda na manutenc&esesveis e restaura fungdes cognitivas de
individuos que apresentam diminuicdo nos niveigpmicos de catecolaminas (Arnsten e Li,
2005). No entanto, em individuos que apresentameisiimormais de catecolaminas, o uso
prolongado de metilfenidato pode induzir perturlesc@ue irdo causar adaptacdes neuronais
podendo prejudicar a eficiéncia das funcdes cogsti Heyser, Pelletier e Febres (2004)
encontraram prejuizos ha memoaria de reconhecinggntanimais jovens que foram tratados com
metilfenidato 5 mg/kg (i.p.) duas vezes ao dia digd dias.

O numero de prescricdes desse medicamento aumerasticamente na ultima década
(Olfsonet al, 2002), isso tem ocorrido devido a um diagnéstigoivocado, j& que comumente
criancas que sdo um pouco mais agitadas sao rejptasre diagnosticadas como portadoras do
TDAH. Sendo assim, se torna claro a necessidad@edguisas clinicas para determinar
precisamente a severidade dos sintomas que justifigo uso de estimulante como tratamento
para esse transtorno, ja que esse diagnésticdizadeacada vez mais cedo, colocando em risco
o desenvolvimento cerebral de criancas que estéiando esse tratamento antes mesmo dos 2

anos de idade (Zitet al., 2000).
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1.2. RATOS ESPONTANEAMENTE HIPERTENSOS (SHR)

Diversas tentativas tém sido realizadas na expestale se desenvolver um modelo
animal que represente fielmente as particularidadi@sTDAH. Isto €, que mimetize as
caracteristicas comportamentais, apresente uml p@rfilar de resposta aos tratamentos
farmacoldgicos vigentes e apresente caracteristieasobiologicas semelhantes aos portadores
deste transtorno. Até o momento, alguns modelanasiforam propostos: ratos selecionados
para hiperlocomocdo a partir de uma populacdo dgdeea (Puumalat al., 1996), ratos
expostos a toxinas ambientais (Silbergeld e Goild74; Holenet al, 1998), ratos com lesdes
neuroldgicas induzidas por toxinas dopaminérgiGsaywitzet al, 1976) e pelo menos trés
modelos genéticos: Ratos Espontaneamente HipestenSbIR (Sagvolden, 2000), ratos Naple
com alta e baixa excitabilidade (Sadeal.,1996) e camundongos deletados geneticamente para
o transportador de dopamina (Giegisal, 1996). Cada um destes modelos animais apresgssa
vantagens e desvantagens e, de certa forma, cadielamé capaz de mimetizar uma ou outra
caracteristica do TDAH. No entanto, os ratos daagem isogénica SHR tém sido considerados,
até o momento, o modelo animal mais completo, egsoro mais utilizado, no estudo do TDAH
(Davidset al, 2003).

A linhagem de ratos SHR foi desenvolvida a padisdlecéo de ratos Wistar-Kyoto com
fenotipo de hipertensdo e, surpreendentemente,novaid apresentavam também indices
aumentados de atividade locomotora (Mostral., 1988). Entdo, Okamoto e Aoki (1963)
utilizando-se da técnica de cruzamentos parer@&@am a linhagem isogénica SHR, que além
de hiperlocomocéao, apresentou dificuldades de igdoisem tarefas de memodria e respostas
excessivas em tarefas de condicionamento operafittjindo aspectos fundamentais do TDAH,

como o déficit de aprendizado, a hiperatividaderapulsividade, respectivamente (Sagvolden e
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Sergeant, 1998; Sagvolden, 2000; Russell, 2002YesEsnimais apresentam também
caracteristicas neurobiologicas semelhantes asagkppara os pacientes de TDAH, como uma
hipofuncéo do sistema dopaminérgico, resultantendie baixa liberacdo de dopamina (Russel
al., 1995) aliada a uma atividade aumentada da MAQyeodjminuiria a disponibilidade deste
neurotransmissor na fenda sinaptica (Bzial., 1998).

Foram também encontrados niveis aumentados desidamos cérebros de ratos SHR,
juntamente a uma baixa atividade da enzima ademosi@aminase, responsavel pela
metabolizacdo de adenosina, sugerindo uma posiisfehcdo do sistema adenosinérgico que
poderia contribuir para a disfungcéo primaria obaéavno sistema dopaminérgico (Dawesl.,
1987). Existem também varias evidéncias que supodd@apel modulatorio da adenosina em
processos de aprendizado e memaria, podendo sedessquilibro no sistema adenosinérgico o
responsavel pelos déficits apresentados por esseais.

Outra importante caracteristica dos ratos SHR é aps®s animais apresentam uma
relativa diminuicdo na atividade locomotora e umalhora nos déficits de aprendizado em
resposta ao tratamento com metilfenidato, o quieasddrmacologicamente este modelo animal
(Uenoet al., 2002; Foxet al., 2002, Adrianiet al., 2004). Como consequéncia, eles tém sido
intensamente estudados com o objetivo de se igaesis processos de aprendizado e memodria
dos portadores de TDAH, visando a possibilidadeddsenvolvimento de novas terapias
farmacoldgicas.

O déficit de aprendizado apresentado pelos ratoR 8H demonstrado em diversas
tarefas, tais como a esquiva ativa de duas viadtefBuet al., 1980), o modelo de
reconhecimento social (Predigetral.,2005a), o labirinto radial (Wysst al, 1992; Moriet al.,
1995; Nakamura-Palaciat al.,1996) e o labirinto aquatico de Morris (Gagtual., 1997; Wyss

et al.,2000; Terryet al.,2000; De Bruiret al.,2003, Predigeet al.,2005b). Outros estudos tém
8
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demonstrado que esses prejuizos cognitivos apeekEntpelos ratos SHR podem estar
relacionados com a falta de atencdo apresentadaegs®s animais causando assim uma
dificuldade de aprendizado (De Brugt al., 2003; Ferguson e Cada, 2004). No entanto, outros
estudos tém criticado o uso de ratos SHR parawm@sio TDAH, j4 que esses animais nao
demonstraram apresentar prejuizos cognitivos eomelg das tarefas avaliadas e apresentaram
hiperlocomocéo, quando comparados a outras linlsagen apenas algumas idades especificas.
Foi possivel também observar que os ratos SHR e&ponderam ao tratamento com
metilfenidato, que é a droga mais utilizada pateatamento do TDAH (van den Bergt al,

2006; Alsop, 2007; Bizagt al, 2007).

1.3. SISTEMA ADENOSINERGICO

A adenosina € um neuromodulador, presente em grgodetidade no SNC, que
desenvolve um importante papel na regulacdo dasrrigsdo sinaptica e na excitabilidade
neuronal (Cunha, 2001). A relevancia dos receptdeeadenosina foi inicialmente reconhecida
através da cafeina, que atua antagonizando de fiimaeletiva receptores adenosinérgicps A
Aza(Synderet al., 1981). Até o presente momento, quatro diferenib§Eos de receptores para
adenosina (A Aoa, Azs € Ag) foram clonados e identificados em humanos e mesgsendo que
todos os subtipos séo receptores acoplados amad®iAs agdes fisioldgicas da adenosina no
SNC parecem ser mediadas, principalmente, peloBpesbA; e A, que possuem elevada
afinidade pela adenosina, além de serem altamepiessos em diversas areas cerebrais. Os
receptores Ae As estdo acoplados a proteinas G “inibitérias” (GiGm) e os receptores,Ae

A.g estdo acoplados a proteinas G estimulatoria f@sjifiolmet al,, 2001; Linden, 2001).
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Mecanismos dos Receptores Adenosinérgicos

Adenosina

Proteina
Quinase

Figura 2 - Representacédo esquematica de receptores adegazisdelaborado por Rial, 2008).

O receptor adenosinérgico do subtippéfo mais abundante no SNC, principalmente na
regido do neocortex, cerebelo, hipocampo e cormsatl@a coluna vertebral. J& os receptores
Aop s@0 altamente expressos em neurdnios palido-aestriat no bulbo olfatério, uma leve
expressao desses receptores também € encontradauteas regides cerebrais como, por

exemplo, o hipocampo (Fredhoknal.,2001; Ribeircet al.,2003).
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Figura 3 — Representacdo esquematica da expressao de reseauderesinérgico, (adaptado de
Ribeiroet al.,2003).

Vérias evidéncias suportam o papel modulatério danasina em processos de
aprendizado e memodria, inclusive mecanismos ceklll®asicos envolvidos na formacdo da
memoaria, como a potencializacdo de longa duracd®)l(de Mendonca e Ribeiro, 1994) e
depressdo de longa duracdo (LTD) (de Mendosical., 1997). De fato, diversos estudos
demonstram o envolvimento do sistema adenosinérgicatencao, bem como nos processos de
aprendizado e memdéria tanto em humanos quanto ienmaianKenemans e Verbaten, 1998), mas
poucos estudos tém relacionado as propriedadesadatagicas de drogas que atuam neste
sistema com o TDAH (Bizarret al., 2004). Grande parte dos efeitos da cafeina no §MC

decorrentes da sua interacdo com os receptorededesina presentes no cérebro, atuando como
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um antagonista nao-seletivo destes receptores. ikzagfio de agonistas de receptores
adenosinérgicos Al (Zarrindast e Shafaghi, 1994)passivelmente de ambos os subtipos Al
e/lou A2A (Prediger e Takahashi, 2005c), esta diretde relacionada a prejuizos cognitivos,
enguanto o antagonismo dos receptores A2A (Predigal, 2005a) ou de ambos 0s receptores
Al elou A2A (Prediger e Takahashi, 2005c) é capazeverter o desempenho de animais
submetidos a tarefas de aprendizado e memoria.

Evidéncias sugerem que a maioria dos efeitos @sivefcologicos da cafeina sejam
mimetizados somente pelos antagonistas dos reeepAd@A e ndo pelos antagonistas do subtipo
Al, embora a cafeina seja um antagonista ndo \selale receptores adenosinérgicos
(Svenningssoret al, 1997; Huanget al, 2005). Estima-se que os efeitos de antagonistas
adenosinérgicos estejam intimamente relacionadwsacativacao de receptores dopaminérgicos,
sugerindo inclusive que a integridade do sisten@ahinérgico seja imprescindivel para que a
cafeina exerca seus efeitos estimulatérios (Ferrél, 1992). De fato, h4 uma grande co-
localizacdo entre os receptores adenosinérgicogpananérgicos no SNC, sendo possivel a
formacéo de heterodimeros entre os receptores AA/BAA/D2, levando a alteracOes alostéricas
gue afetam a afinidade e o acoplamento a proteimao@ulando a eficacia de ativagdo de ambos
os receptores (Fwet al, 1998), interferindo assim em processos de apadal e de formacéo
de memodria (Franco et al., 2000; Hilli@t al, 2002; Francaet al, 2007). Por este motivo,
aparentemente, os agonistas dos receptores desauernmoduzem efeitos comportamentais
similares aos dos antagonistas da dopamina, erxjupe os efeitos dos antagonistas da
adenosina assemelham-se aqueles induzidos porstagoiopaminérgicos (Fuxet al, 1998).
Além dos efeitos cognitivos, h& evidéncias de qudratamento repetido com drogas
psicoestimulantes, como a cafeina, poderia dimiraiiratividade locomotora exagerada

apresentada pelos ratos SHR, possivelmente tambeoivendo uma interagdo com o sistema
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dopaminérgico (Wultzt al., 1990). Portanto, levando-se em consideracao a€msias acima
expostas, parece bastante factivel que a maniputbdistema adenosinérgico possa resultar em
uma intervencao farmacoldgica no TDAH para ambaseescteristicas de déficit de atencéo e de
hiperatividade observadas neste distlrbio comp@néah

A cafeina pertence ao grupo dos compostos qusnticamados de metilxantinas, ela € a
substancia psicoativa mundialmente mais consura@lagrande consumo ocorre principalmente
pelo fato de que ela € um constituinte quimico ingmde de varias bebidas alimenticias ou
estimulantes ndo alcodlicos e esta presente enosvaimentos utilizados diariamente na
alimentacdo mundial, como no café, chas, chocokatem refrigerantes a base de guarana ou
cola, seja como preparacfes caseiras ou produthstitalizados, com grande importancia
econdmica e cultural. A cafeina é obtida de fomeggetais, principalmente do café.

Bebidas contendo metilxantinas s&o consumidas désd®wos remotos, datando
provavelmente da era paleolitica. A mais antigasiglarece ser o cha-da-india, cuja primeira
mencdo documentada de uso é atribuida ao imperdulogs Shen Nung, em 2737 a.C. O
primeiro relato escrito do uso do café data dolsé€uutilizado como bebida quente na Arabia,
por volta de 1000 d.C. Porém, este vegetal é adtvna Etiopia desde 575 d.C., onde foi
inicialmente utilizado triturado com gordura, coalonento e a partir da fermentacéo dos frutos,
como vinho. O cacau também tem uma longa histdéima bebida doce, considerada um
presente dos deuses e obtida a partir da fermentdedominada chocolate, foi oferecida pelo
imperador asteca Montezuma aos conquistadorestesipam 1519. Esta bebida foi introduzida
na Europa, onde se popularizou e, em 1876, passeumoduzida com leite, na Suica, de onde
se originaram as mais variadas formas, consumidapreciadas mundialmente (Roberts e

Barone, 1983; Stefanovich, 1989).
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A farmacocinética da cafeina depende de variogefatoomo idade, peso, tabagismo,
regime alimentar, insuficiéncia hepatica e outrasdcdes patoldgicas. A cafeina é absorvida
facilmente por via oral, sendo que 99 % da absoog&ore no trato gastrintestinal e os picos
plasméticos sdo obtidos em 15 a 45 minutos. Elauyporetabolizacdo hepatica sendo que o
principal metabdlito da cafeina no homem é a patibraetina (70%), a excrecdo é urindria e o
tempo de meia-vida da cafeina esta entre 5 e 6 (Boastel, 1983; Sawynok, 1995).

A cafeina possui varios alvos farmacoldgicos, cammibicdo da fosfodiesterase e o
bloqueio de receptores GARAFredholm et al.,, 1999), no entanto seu princigab & o
antagonismo da acdo da adenosina, um neuromodydeskente em grande quantidade no SNC,
gue ocorre através do impedimento da ligacdo deoatlea em seus receptores metabotropicos
Aje Apa de forma néo seletiva (Snydsral, 1981).

Esta substancia é conhecida pela sua capacidadecitierar a atencdo e a memdria
(Fredholmet al., 1999), efeitos esses que estdo sendo estudadamanstrados em diferentes
laboratorios. Estudos pré-clinicos em roedores destr@am o potencial da cafeina na melhora de
prejuizos cognitivos relacionados a dificuldadespiendizado e déficits de memaria (Takahashi
et al.,2008), como os recentemente executados em ndss@iério onde a cafeina foi capaz de
reverter o prejuizo na performance de ratos SHRagefas de memoaria espacial no labirinto
aquatico de Morris e na tarefa de memoria socia@diBeret al., 2005a, b). J& em humanos,
estudos sobre possiveis efeitos do consumo denaafem processos cognitivos, ainda séo
contraditérios jA que ndo se demonstram claraseeids da melhora dos individuos quando
submetidos a testes cognitivos (Hameletral.,2000; Smit e Rogers, 2000; Rogetsal., 2003;

van Boxtelet al.,2003; Haskelet al.,2005).
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1.4. RECONHECIMENTO DO OBJETO

A tarefa de reconhecimento do objeto, originalmgatgosto por Ennaceur e Delacour
(1988), € uma ferramenta experimental de bastatilidade. O protocolo fundamental deste
modelo é bastante simples e utiliza basicamenteampo aberto e pelo menos dois modelos
diferentes de objetos, que serdo apresentadosi@oais Primeiramente 0s animais precisam ser
habituados ao campo aberto, de modo a se famdiarizao aparelho, o que aguca a curiosidade
dos animais pelos objetos que posteriormente seli@mnados ao ambiente (Besheer e Bevins,
2000). ApoOs esta etapa, dois objetos idénticosadémonados ao campo aberto e se observa o
tempo que o animal permanece investigando cada asmobjetos (fase de apresentacdo dos
objetos). Depois de um intervalo de tempo variddelpendendo da intencdo em se avaliar
memoria de curta ou longa duracédo), substitui-selasnobjetos e avalia-se novamente o tempo
gue o animal permanece investigando cada um desoshjfase de reconhecimento dos objetos).
Nesta etapa, a tendéncia natural é que o animahimeca o objeto exposto na primeira etapa e
investigue o objeto novo por um maior periodo depe em relacdo ao objeto familiar. A
popularidade desde modelo tem aumentado ja quér@ainéo precisa ser exposto a estimulos
aversivos, restricdo de 4gua ou de alimentos, cedmmento ndo necessita de varias sessoes de
treino e ainda pode ser facilmente replicado ererdos laboratérios tanto para ratos como para
camundongos (Bevins e Besheer, 2006). Embora ddesraxecucao, este modelo experimental
envolve aspectos de locomocao, atencdo, aprendizadonoria, que podem torna-lo um modelo
bastante util para avaliacdo de drogas com potguenia o tratamento do TDAH.

Além da possibilidade de se avaliar possiveis afeite drogas sobre o comportamento
exploratério durante as sessfes de habituacdo,-geoddservar efeitos de drogas sobre a

aquisicao de informacdes durante a fase de apegsentlos objetos e sobre a capacidade visual
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discriminatéria durante a fase de reconhecimentordesmos. Ambas as tarefas sdo processos
mnemonicos nos quais a atencao possui uma imp@tamodamental (Norman e Eacott, 2004).
No desenvolvimento do presente estudo, utilizaremmoa versdo modificada do modelo

de reconhecimento do objeto, sugerida recentenpentlorman e Eacott (2004), que intensifica
a dificuldade da tarefa e aumenta ainda mais atdidade como modelo de atencg&o. A principal
diferenca da modificagdo proposta por estes auéogee na fase de reconhecimento dos objetos,
ao inves de se utilizar apenas uma opc¢ao de obgeto, 0s animais sdo expostos a objetos com
diferentes niveis de complexidade estrutural, coagms ao objeto familiar. Desta forma, uma
maior capacidade discriminatoria € requerida aosas, havendo necessidade de maior atencao
na fase de reconhecimento dos objetos para quenwlaperceba as diferencas sutis entre o
objeto familiar e 0 novo. Sendo assim sera possvaliar a capacidade discriminatéria das
linhagens utilizadas e investigar a participacdo siktema adenosinérgico nos resultados
encontrados, com a expectativa de caracterizart@ipacdo do mesmo como um possivel alvo

farmacoldgico para o tratamento dos prejuizos ¢wgsicaracteristicos do TDAH.
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2. OBJETIVOS

Considerando os fatos relatados na introducaojatiat do presente estudo foi comparar
a performance dos ratos WIS e SHR na tarefa denhecimento de objetos, e investigar a
participacdo do sistema adenosinérgico nos preuiagnitivos encontrados na linhagem SHR.

Para tanto, as seguintes etapas seréo realizadas:
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Caracterizar o prejuizo atencional dos ratos SHRcemparacdo ao desempenho dos

ratos WIS na versdo modificada do modelo de recomt@nto do objeto;

Investigar o envolvimento do sistema adenosinérgic prejuizo cognitivo apresentado

pelos ratos SHR através da administracéo de cafeina

Comparar os efeitos do tratamento com cafeina atilfen&lato, principal terapia

farmacoldgica utilizada para o TDAH;

Identificar em qual subtipo de receptores adenagicEs ocorre a agdo da cafeina,

através da administracdo de antagonistas selgiarasreceptores AU Aoa -

Investigar o efeito do tratamento agudo com cafemmatilfenidato e antagonistas
seletivos de receptores adenosinérgicos sobre ssgurearterial, a fim de descartar o

papel da pressao arterial nos resultados encostrado
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Avaliar os efeitos do tratamento repetido com cefaiu metilfenidato em ratos WIS e
SHR adultos na tarefa de reconhecimento de objetmsnocao, presséao arterial e ganho

de peso corporal;

Avaliar a persisténcia do efeito do tratamento tidpecom cafeina ou metilfenidato em
ratos WIS e SHR durante a adolescéncia na tarefaectenhecimento de objetos,

locomocao, presséao arterial e ganho de peso cormordade adulta;

Investigar possiveis diferencas na expressao @éptaes adenosinérgicos Al e A2A no

cortex parietal e hipocampo entre as linhagens 8/85R através da técnica de imuno-

histoquimica.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1. Animais

Ratos machos e fémeas, adolescentes e adultodindagens SHR e Wistar foram
utilizados para os procedimentos experimentaisd@escéncia foi definida entre periodo pos-
natal (PN) 20 e 34 dias, idade correspondete agwéescencia em humanos (Anderseral.,
2001), ja a idade adulta foi definida pelo periedtre PN 75 e PN 90.

A colbnia de ratos SHR utilizada neste estudo @iraaiia da Universidade de Harvard
(Boston, MA) sendo obtida a partir da UNESP (Botuc&P, Brasil) em 1999. A partir dai, os
ratos SHR foram mantidos no laboratério de Genética Comportamento da UFSC
(Floriandpolis, SC, Brasil) sob um sistema de deasento irm&o/irma como recomendado para
todas as linhagens consangiineas (ILAR, 1992). nhatiem SHR foi considerada como
isogénica uma vez que 0s animais apresentaram ltmah@mnologia de DNA entre seus
individuos (Ramot al., 1997). Para realizacdo deste estudo as col6niaatoe SHR foram
criadas e mantidas em nosso laboratorio.

Embora a linhagem Wistar Kyoto possua um backgraggritico semelhante aos do
SHR, o que faz dela a melhor linhagem para compasague visam buscar explicagdes sobre
fenbmenos dos ratos SHR, especialmente em estuEldsipdrtensdo, traco para o qual a
linhagem SHR foi desenvolvida a partir da WKY (Okdme Aoki, 1963), ndo a utilizamos
como linhagem controle, ja que nosso estudo irgeestiparticipacdo do sistema adenosinérgico
nos prejuizos cognitivos dos ratos SHR, e algutsdes demonstram que a linhagem WKY

também possui prejuizos em relacdo as linhagersogénicas mais comuns (Grauer e Kapon,
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1993; De Bruinet al, 2003; Clements e Wainwright, 2006). Por essevmpoe apés validacao
das habilidades cognitivas da linhagem WIS em sanwodelos experimentais utilizados
anteriormente em nosso laboratorio, resolvemoraiti linhagem de ratos WIS como controle,
refletindo uma populacdo geneticamente heterogénica

Sendo assim a coldnia de ratos Wistar € origindsidePM/UNIFESP (Séo Paulo, SP,
Brasil), sendo criadas e mantida no biotério cémtaaUFSC (Florianépolis, SC, Brasil) desde
1991. Para a realizacdo deste estudo as colonisstate Wistar, considerados uma populagéo
heterogénea, foram obtidas do biotério central B&CI

Os animais foram desmamados e separados por sexquadro semanas de idade, € apos
isso, foram agrupados em cinco ou seis em gaiddeasiqas (42 x 34 x 17 cm), e mantidos em
ambiente com temperatura controlada (23 + 1 °Cicle claro-escuro de 12 horas (fase clara
7:00-19:00). Alimento e agua foram disponibilizadaklibitum O estagio do ciclo estral das
fémeas WIS e SHR néo foi analisado nos experimestdizados, ja que se pretendeu avaliar o
comportamento de uma populacdo heterogénea. Talpsocedimentos experimentais foram
realizados entre as 09:00 e 17:00 horas e ocorrdeaactordo com as normas de conduta com
animais experimentais do Comité de Etica para o désé\nimais da Universidade Federal de

Santa Catarina (CEUA-UFSC).

3.2. Drogas

As drogas utilizadas foram metilfenidato (Ritalinorvartis, Brasil) na dose de 2 mg/kg
e 0 antagonista de receptores adenosinérgico Ihétoveecafeina (Sigma., USA) nas doses de 1,

3 e 10 mg/kg que foram dissolvidas em 0,9 % de Naéllna). Também foram utilizados os
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antagonistas adenosinérgicos seletivos para reesptdl ciclopentil-1,3-dipropilxantina
(DPCPX) nas doses de 1, 3 e 5 mg/kg e o antagomiltaosinérgico seletivo para receptores
A2A  4-(2-[7-amino-2-{2-furil{1,2,4}triazolo-{2,3-8{1,3,5} triazin-5-il-amino]etil)fenol
(ZM241385) nas doses de 0,5 e 1 mg/kg (Tocris GogkdSA) que foram dissolvidos em salina
com 10 % de dimetilsulfoxido (DMSO). A solugédo aqoie consistiu do veiculo utilizado para
dissolver as drogas. Todas as doses foram seleeisra partir de experimentos pilotos ou de
estudos prévios (Prediger al.,2005a,b, Anderseet al.,2001).

As drogas foram administradas intraperitonealméijie no volume de 1ml/kg de peso
corporal para os animais tratados na idade aduitawlume de 5 ml/kg de peso corporal para
0s animais tratados na adolescéncia. A adminigtracarreu trinta minutos antes da fase de
apresentacado aos objetos, no tratamento agudo eemao dia, durante 14 dias no tratamento

repetido. O tratamento teve inicio no 20° dia RiXaps animais tratados na adolescéncia.

3.3. Procedimentos experimentais

3.3.1. Reconhecimento de objetos

Campo aberto

O campo aberto (CA) para ratos consiste em umadesta de madeira com 100x100
cm de base, pintada de branca e dividida por liphetss formando 25 quadrados de 20x20 cm.
A base é cercada por paredes brancas de madeirad@om de altura. A luminosidade do
ambiente foi mantida em cerca de 10 Lux. ApGs alfite sessdo de analise comportamental o

campo aberto foi limpo com alcool 10 % e papeltaal
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Objetos

Trés cubos, um "T" e uma piramide (“P”) feitos decbs plasticos desmontaveis,
medindo 10 X 10 cm, foram utilizados na tarefa e@nhecimento do objeto (ver Figura 1). A
fim de se verificar a influéncia do nivel de amliigidle entre os objetos na capacidade de
reconhecimentos dos mesmos, graus crescente ddex@hape estrutural foram utilizados no

presente estudo. Os objetos Al, A2 e A3 foram sgprtados pelos cubos e os objetos B

representados por um dos outros dois objetos disgisr(piramide ou “T").

Figura 4 - Vista lateral dos trés objetos que foram utilizadosmodelo de reconhecimento do
objeto.
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Teste do reconhecimento do objeto
O teste do reconhecimento do objeto foi adaptadardeprocedimento experimental

previamente descrito (Norman e Eacott, 2004; éted, 2004) e consistiu de trés fases:

Fase de habituacdo (Dias 1 e 2Em dois dias consecutivos, os animais foram exposato

campo aberto e o exploraram livremente por 10 fBgsa fase é realizada com o objetivo de
familiarizagdo dos animais no aparelho, para quéiaalo teste a exploracdo de um ambiente
novo nao interfira na investigacdo dos objetos.ddegdeste periodo os animais foram colocados

novamente em suas respectivas gaiolas e retorraardiotério.

Figura 5 —Representacdo da fase de habituacdo (campo aberto).
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Fase de apresentacao dos objetos (Dia B)esta fase os animais foram apresentados pon3 mi
a dois objetos idénticos (nomeados de Al e A2)cemlos em duas extremidades opostas do
campo aberto. Cada objeto foi posicionado a ceeca0dcm das paredes do aparelho e a 60 cm
do outro objeto. ApGs a fase de apresentacao detospos animais foram retirados do campo

aberto e mantidos em suas respectivas gaiolas.

Figura 6 —Representacdo da fase de apresentacdo aos objetos
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Fase de reconhecimento dos objetos (Dias Jyinta minutos apos a fase de apresentacdo dos
objetos os animais foram re-expostos ao campoa@pert3 min para avaliacdo de memoria de
curta duracdo. Nesta fase, um objeto idéntico ateiares (nomeado de A3) e um objeto novo
(nomeado de B) foram colocados nas posicOes am@sadas pelos objetos A1 e A2. O
posicionamento dos objetos foi balanceado entrsegsdes. O tempo de investigagdo (s),
definido como o tempo em que o animal permanece @dotinho posicionado em dire¢cdo ao
objeto a uma distancia igual ou inferior a 2 cmtecando o objeto, foi registrado e utilizado
como indice de meméria (Norman e Eacott, 2004; Abal, 2004). Além do tempo de
investigacdo, a razdo de discriminacdo foi utilizadomo indice da capacidade de
reconhecimento dos objetos diferentes (A e B) edtiulada dividindo-se a diferenca do tempo
de exploracdo entre o objeto novo e o conhecido fehpo total de exploracdo na fase de

reconhecimento dos objetos (B - A3)/(B+A3).

Figura 7 —Representacdo da fase de reconhecimento dos objetos
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3.3.2. Locomocgéo

Durante a fase de apresentacdo aos objetos e/antelua fase de discriminacdo dos
mesmos foi analisado a atividade locomotora dos)asi Este procedimento foi realizado para
avaliar tanto a diferenca na atividade locomot@tacionada as diferentes linhagens utilizadas
(WIS e SHR) quanto para avaliar o efeito das dragdigadas na locomocdo desses animais. A
locomocéo foi analisada por 3 min onde o numerordeamentos horizontais totais dos animais
no campo aberto foram registrados através de commdnanuais. O cruzamento foi considerado

guando os animais cruzavam a linha com as quatas.pa

3.3.3. Peso Corporal

O peso corporal dos animais WIS e SHR foi medidaddis em dois dias durante o
tratamento repetido (14 dias) com solucdo veicoddgina ou metilfenidato, tanto durante a
adolescéncia quanto na idade adulta. Esse procettirfa realizado para verificar o efeito das

drogas utilizadas na ingestao de alimentos e nait@agéo do peso corporal.

3.3.4. Pressao arterial

A pressao arterial (mmHg) de ratos fémeas adultéS ¥ SHR foi medida apds o
tratamento agudo com: solucdo veiculo (salina dinssacom DMSO 10 %), metilfenidato
(2mg/kg), cafeina (1, 3 ou 10 mg/kg), DPCPX (1u3®ang/kg), ZM241385 (0,5 ou 1 mg/kg) ou
MIX (3 mg/kg de DPCPX e 0,5 mg/kg de ZM241385) mliém apos o tratamento repetido com
veiculo, metilfenidato (2mg/kg) ou cafeina (3 mg/kyrante a adolescéncia ou durante a idade

adulta. Para realizagdo desta medida os animamfanestesiados com uma mistura contendo
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cetamina (90 mg/kg) e xilazina (15 mg/kg), injetagela via intramuscular. Uma vez
anestesiados, os animais foram posicionados embitiecdorsal sobre uma mesa cirdrgica
aguecida (temperatura entre 35 e 36° C). Paramrevdéormacéo de coagulos e a obstrucéo das
canulas os animais receberam uma injecao intrapeat de heparina (300 Ul) 10 minutos antes
da anestesia. Para facilitar a respiragdo espantdndos os animais foram submetidos a
traqueostomia. Na sequUéncia, a artéria carotidacedq foi localizada e, de forma cuidadosa e
rapida, separada do nervo vago e tecidos adjacedtéaxo sanguineo da artéria carotida foi
interrompido na extremidade distal através da lUgactom fio de sutura, enquanto o fluxo da
extremidade proximal foi temporariamente suprinpdo compressdo com uma pinga curva. Um
pequeno corte foi realizado na regido medial dggmwda artéria cardtida clampeada, servindo
como via de insercdo de um catéter de polietileogipcath’, nimero 19), devidamente
heparinizado, o qual foi frmemente amarrado nérarte conectado ao transdutor de pressao
(Mikro-Tip®, Millar Instruments, Inc., Houston, Tag, USA) acoplado a um sistema de
aquisicao Powerlab 8/30 (AD Instruments Pty Ltchstle Hill, Australia). Apoés um periodo de
estabilizagdo de 30 minutos os valores de press@iiahmédia (PAM), sistolica e diastélica (em
mmHg) e da freqUéncia cardiaca (em batimentos pauto) bpm) foram registrados. Ao término
dos experimentos, todos 0s animais foram sacrdEadravés da administracdo intravenosa de

altas dosede xilocaina.

3.3.5. Reacéo de Imuno-histoquimica

Apés o termino dos testes comportamentais, ratobkas WIS e SHR foram perfundidos
transcardicamente com solucdo PBS contendo 4% rdéopaaldeido (w/v). Os cérebros foram
cuidadosamente removidos e mantidos na mesma safiecparaformaldeido por 24 horas, apos
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esse tempo os cérebros foram mantidos em alcoolat®% momento da confec¢do dos blocos
de parafina.

A expressdo dos receptores de adenosina Al e A2a&mfodetectados em cortes
histologicos confeccionados a partir dos blocopatafina contendo amostras dos cérebros dos
ratos WIS e SHR utilizados no estudo. Os cortaduats de espessura de 3 um foram montados
sobre laminas preparadas com solucdo de ATPS a3&@mifopropyltriethoxysilene; SIGMA
CHEMICAL CO, St. Louis, MO, USA) em acetona PA, denmantidas em estufa a uma
temperatura de 50°C durante 1h para fixacdo daescnas laminas.

Apés fixacdo, os cortes foram desparafinados elol % hidratados por passagens
sucessivas em etanol de concentracdes decres¢etates! absoluto, etanol 90%, etanol 80% e
finalmente etanol 70%). O bloqueio da peroxidasgdgana dos tecidos foi realizado com o
objetivo de eliminar o desenvolvimento de reac@especificas falso-positivas. Para tanto, as
laminas foram imersas em uma solucédo de peroxidoidiegénio a 1,5% e metanol absoluto
(V/V), em uma passagem de 20 min, com posteriadem atraves de duas passagens em agua
destilada.

Previamente a incubacdo com o anticorpo primarso|aminas foram submetidas ao
tratamento para reativacdo antigénica, com a fiadé de recuperar os sitios antigénicos
mascarados pela fixacao e inclusédo do tecido emdioe parafina. Para este fim, foi preparada
uma solucdo composta por 180 mL de &cido citritMQMERCK, Sao Paulo/SP, Brasil) e 820
mL de citrato de sddio 0,1M (MERCK, Séo Paulo/SRsB) pH 6,0. Apés preparo da solucéo,
as laminas foram imersas nesta solucéo de reatiatiénica diluida 1:10 em agua destilada, e
mantidas em banho-maria ajustado para 95-98°Cntiudd min.

Logo apéds, ainda como parte do processo de reativagtigénica através do calor, as

laminas foram retiradas do banho-maria, mantidaande 20 min a temperatura ambiente, e
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posteriormente lavadas em agua destilada. Apdsagéa das laminas, estas foram submersas
em tampao salina fosfato (PBS, composicao: NaCim8If KCl 2 mM e tampéao fosfato 10 mM,
pH 7,2-7,4) (SIGMA CHEMICAL CO., St. Louis, MO, USA

O anticorpo monoclonal primario anti-Al (Sigma®ijr& Louis, USA) foi diluido a 1:100
ja o anticorpo monoclonal primario anti-A2A ( Sar@@ruz Biotechnology) foi diluido a 1:200,
em uma solucdo comercial apropriada a diluiciontie@apos (Dako Cytomation®, Carpinteria,
CA, USA), composta por TRIS-NaCl (Tris Base 13,9gs-HCI 60,69, NaCl 87,669, pH 7,6) e
um reagente comercial bloqueador de reacao indgpeci

Apés esta etapa, a solucdo contendo os anticéopasdicionada sobre os cortes teciduais
e as laminas foram mantidas em camara Umida, € 2d8rante 12h. A seguir, estas foram
lavadas com tampao PBS, por 2 vezes, por 5 min éagmperatura ambiente. Apds lavagem as
laminas foram incubadas com anticorpo secundarieistem plus (Dako Cytomation®,
Carpinteria, CA, USA) conjugado com um polimeropdeoxidase (EN VISION PLUS, Dako
Cytomation, Carpinteria, CA, USA) pronto para uso édmara Umida durante 1h a temperatura
ambiente.

Posteriormente, foram realizadas duas lavagensamilo-se PBS por 5 min, a temperatura
ambiente. As amostras foram submetidas a uma &eelaolorimétrica com uma solucéo
cromogena contendo 0,03% de 3,3’ -diaminobenzidina 3,3',4,4 -
tetraaminobiphenyltetrahydrochloride) (DAB), diloigm tampao imidazol pH 7,2 e perdxido de
hidrogénio a 0,3%. ApoOs a revelacdo, foram readigad contra coloracdo das laminas com
solucdo de Hematoxilina de Harris, desidratacd@vésr de passagem das laminas em
concentracdoes crescentes de etanol (etanol 70%ple&0%, 90% e etanol absoluto),

diafanizagdo em xilol e montagem em ENTELLAN® (MBRG&o Paulo/SP, Brasil).
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O resultado positivo foi revelado pelo aparecimem¢ocoloracdo castanha no local da
marcacao pelos anticorpos. A leitura das lamindgyializacdo das imagens de todas as sub-
regides hipocampais (CA1l, CA2, CA3 e giro denteadodjtex e estriado foram realizadas em
microscopio optico comum (NIKON, 80i) acoplado aneda digital (Digital Sight Camera, DS-
5M-L1; Nikon, Nova lorque, USA). Para quantificacéda expressdo dos receptores
adenosinergicos nas diferentes regifes as imadeita® em aumento de 20X foram analisadas
através de um software de analise de imagens (CoiZyalops, Brasil).

A quantificacdo dos receptores foi expressa pocgraagem de area marcada em relagéo a area

total analisada.

3.4. Analise estatistica

Todos os valores foram expressos como média +padodo da média (E.P.M.), sendo
gue n é igual ao numero de ratos utilizados em gagao experimental. A andlise estatistica foi
realizada utilizando anélise de variancia (ANOVA&)dlas vias, com o fator linhagem, objeto e
tratamento como variaveis independentes ou atrdaé@NOVA) de trés vias, sendo o fator
linhagem, tratamento e repeticdo as variaveis enidgntes. O teste post-hoc de Duncan foi
utilizado para comparacdes adicionais, em decaaé&gcvalores significantes de P95 para a
ANOVA. O teste “t” de Student foi também utilizagara comparacdes diretas. O nivel de
significancia para todos os testes foi de p<0,@®las as analises estatisticas foram realizadas

utilizando o pacote estatistico Statistica® 6.@(S&oft Inc., Tulsa, OK, USA).
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Resultados Tratamento Agudo
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4. RESULTADOS

4.1. Comparacao entre as linhagens WIS e SHR no teglo reconhecimento de objetos

Inicialmente, para avaliar a desempenho dos rat®& a\SHR machos e fémeas no teste
de reconhecimento de objetos, grupos independéetesnbas as linhagens foram designados
para um dos dois grupos experimentais, nomead@alelo com o par de objetos utilizados:
cubo X “T” ou cubo X pirdmide.

Os resultados do desempenho dos ratos WIS e SHRosao tempo de investigacéo,
durante a etapa de apresentacdo aos objetos alide @e reconhecimento, durante a fase de
reconhecimento estdo ilustrados nas figuras 8A .eA8Banalisar o tempo de investigacao dos
objetos, a andlise de variancia realizada atra@@aNOVA de duas vias (fator linhagem X
objeto) ndo revelou efeito significante para osrizd linhagem [F(1,30)=0.88=0.37], objetos
[F(1,30)=0.36,P=0.55] e para a interacdo entre esses fatores3[H€lL.40,P=0.25]. Quando
avaliado o indice de reconhecimento, ndo foi emadot efeito significante para os fatores
linhagem [F(1,30)=1.467=0.24] e objeto [F(1,30)=2.4#=0.13, ja para a interacao entre 0s
dois fatores a ANOVA revelou efeito significarjigl,30)=4.33P<0.05]. Subseqiiente teste
de Duncan indicou que os ratos SHR apresentamipoejo indice de reconhecimento quando
expostos ao objeto “T” durante a fase de recont@tiondos objetos, comparado ao indice de
reconhecimento dos ratos WIS expostos ao mesmiabfambém quando comparado ao grupo
exposto ao objeto “P” da mesma linhagem na mesmsa {@<0.05). Ja os ratos WIS foram
capazes de discriminar ambos 0s objetos investigassim por mais tempo o novo objeto (“T”

ou piramide).
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Figura 8 — Comparacéo entre ratos machos WIS e SHR adultésst® de reconhecimento de
objetos. Apds a fase de habituacdo no campo abest@nimais foram expostos a 2 cubos
idénticos (Al e A2) na fase de apresentacdo a@tosbge 30 min depois eles foram expostos a
outro cubo igual aos anteriores (A3) e a um obpéto familiar (B) na fase de reconhecimento
dos objetos. Os objetos B utilizados foram a pic&a(iP) e o objeto na forma de “T". (A) O
tempo de investigagao (s) foi calculado atravésamaa do tempo de investigacdo dos objetos Al
e A2 durante a fase de apresentacdo aos objefo3a (® indice de discriminacéo foi calculado
pelo tempo que os animais investigaram (B-A3)/(B}AQs valores foram expressos como
média + erro padrdo da média (E.P.#Mpx0.05 quando comparado ao grupo “T” WIS. *p<0.05
guando comparado ao grupo “T” SHR (teste de Dun¢ars 8-9).
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ApGs verificacdo do desempenho de ratos machosnffegens WIS e SHR no modelo
apresentado, analisamos a performance de ratosagéties mesmas linhagens, para verificar se
existe diferencas entre sexo (figuras 9Ae 9B). Aaliaar o tempo de investigacdo dos objetos, a
analise de variancia realizada através da ANOVAlules vias (fator linhagem X objeto) néo
revelou efeito significante para os fatores linmgdF(1,22)=0.01, P=0.92], objeto
[F(1,22)=0.92,P=0.35] ou para a interagdo entre os fatores limmageobjeto [F(1,22)=0.71,
P=0.41]. Quando avaliado o indice de reconhecimemtANOVA de duas vias revelou efeito
significante para os fatores linhagem [F(1,22)=5P%0.05], objeto [F(1,22)=10.07<0.0]] e
para a interacdo entre os dois fatgfs,22)=5.50,P<0.05]. Subsequente teste de Duncan
indicou que os ratos SHR apresentam prejuizo nodrte reconhecimento quando expostos ao
objeto “T” durante a fase de reconhecimento do®tobj quando comparado ao indice de
reconhecimento dos ratos WIS e também quando caahpao grupo exposto ao objeto “P” da
mesma linhagem na mesma fase (p<0.05). Ja os\Wd®doram capazes de discriminar ambos
0s objetos investigando assim por mais tempo o pbjeto (“T” ou piramide).

Apés caracterizar o prejuizo dos ratos SHR, ndibdabe de discriminar o objeto “T”, em
todos os proximos experimentos realizados o cubaitiiizado como objeto familiar e o “T”

como novo objeto.
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Figura 9 — Comparacao entre ratos fémeas WIS e SHR adultdsst® de reconhecimento de
objetos. Apds a fase de habituacdo no campo abest@nimais foram expostos a 2 cubos
idénticos (Al e A2) na fase de apresentacdo a@tosbe 30 min depois eles foram expostos a
outro cubo igual aos anteriores (A3) e a um obféto familiar (B) na fase de reconhecimento
dos objetos. Os objetos B utilizados foram a piden@ o objeto na forma de “T”. (A) O tempo
de investigacéo (s) foi calculado através da soonteihpo de investigacdo dos objetos Al e A2
durante a fase de apresentacdo aos objetos. @)ntfice de discriminacao foi calculado pelo
tempo que os animais investigaram (B-A3)/(B+A3).\@fres foram expressos como média *
erro padrdo da média (E.P.NM.p<0.05 quando comparado ao grupo “T"WIS. *p<0gd@ndo
comparado ao grupo “T” SHR (teste de Duncan). gA73.

35



10

11

12

13

14

15

16

17

18

19

20

21

22

4.2. Efeitos da administracdo aguda de metilfenidatou cafeina na performance de ratos
machos WIS e SHR no teste de reconhecimento de dbg

Os efeitos da administracdo aguda (i.p.) de meitdgo ou cafeina, injetados 30 min
antes da fase de apresentacdo aos objetos, no tdmpmvestigacdo e no indice de
reconhecimento, de ratos machos adultos WIS e StiReste de reconhecimento de objetos
encontram-se nas Figuras 10A e 10B, respectivaméidetempo de investigacdo a ANOVA de
duas vias (linhagem x tratamento) ndo revelou eefsignificativo para o fator linhagem
[F(1,77)=1.22,P=0.27], tratamento [F(4,77)=2.48=0.06] ou para interacdo entre os fatores
linhagem e tratamento [F(4,77)=0.85;0.49]. Ja quando analisado o indice de reconhatinze
ANOVA de duas vias revelou efeito significante erds linhagens [F(1,77)=8.98<0.05], mas
nao entre os tratamentos [F(4,77)=0880.48], no entanto significante efeito foi encodtrao
analisar a interacao entre os fatores linhageratentrento [F(4,77)=2.9B<0.05]. Confirmando
esses resultados, subseqliente teste de Duncaouinglie o grupo controle dos ratos SHR
apresentam prejuizo no indice de reconhecimentadguaomparados ao grupo controle dos
ratos WIS P<0.05). Entretanto a administracao (i.p.), de riegtitlato na dose de 2 mg/kg ou de
cafeina na dose de 10 mg/kg, foram capazes ddaeeweprejuizo na habilidade discriminatéria

dos ratos SHR, sem apresentar qualquer tipo d® efes ratos WIS.
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Figura 10 — Efeitos da administracdo de veiculo (V), metiltatd (MFD) 2 mg/kg ou cafeina
(CAF) 1, 3 e 10 mg/kg, 30 min antes da fase desaptacdo aos objetos, no tempo de
investigacdo (A) e no indice de reconhecimentog(d)ratos machos WIS e SHR adultos, no
teste de reconhecimento do objeto. O tempo desiigagéo (s) foi calculado através da soma do
tempo de investigacdo dos objetos Al e A2 duranfi@sa de apresentacdo aos objetos. J& o
indice de discriminacéo foi calculado pelo tempe @s animais investigaram (B-A3)/(B+A3)
durante a fase de discriminagdo. Os valores forgressos como meédia £ erro padrdo da média
(E.P.M.)¥ p<0.05 quando comparado ao grupo V WIS. *p<0.@8ndo comparado ao grupo V
SHR (teste de Duncan). (n = 8-10).
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A tabela 1 ilustra o efeito do tratamento com rfegtidato ou cafeina na atividade
locomotora de ratos machos das linhagens WIS e SHfedida foi realizada durante a fase de
apresentacao e de discriminacdo dos objetos nagiedo teste de reconhecimento de objetos.
Durante a fase de apresentacdo aos objetos, atav@NOVA de duas vias (linhagem X
tratamento) nenhum efeito significante foi encahdrgpara o fator linhagem [F(1,77)=2.44,
P=0.12], tratamento [F(4,77)=1.84#=0.13] ou para a interacdo entre os fatores linmage
tratamento [F(4,77)=1.13=0.35]. O mesmo ocorreu durante a fase de recameetd dos
objetos, onde nédo foi encontrado efeito signifieapara o fator linhagem [F(1,77)=1.82,
P=0.18], tratamento [F(4,77)=0.9P=0.43] e para a interacdo entre os fatores linhagem
tratamento [F(4,77)=0.762=0.55] no total de cruzamentos dos animais durast& min de
teste.

Tabela 1 — Efeitos da administracédo (i.p.) de veiculo (Metilfenidato (MFD) (2 mg/kg) ou
cafeina (CAF) (1, 3 ou 10 mg/kg), 30 min antesak® fde apresentacdo aos objetos, na atividade

locomotora de ratos machos WIS e SHR durante adesspresentacdo e de discriminagcao de
objetos, no teste do reconhecimento de objetos.8410).

Tratamento \% MFD CAF CAF CAF
(mg/kg, i.p.) 2 1 3 10
Fase Linhagem N° de cruzamentos
Apresentacio WIS | 85.25+5.02] 85.37+3.82] 100,1+5.37| 82.87+4.96] 94.20+5.83
aos objetos SHR | 100,1+6.20| 84.37+4.89 94.11+5.46) 95.22+6.88 103.6+8.64
Reconhecimento, WIS | 69.75+8.66) 81.37+2.28 82.78+4.69| 69.62+7.23| 84.20+5.77
dos objetos SHR | 86.77+7.01| 80.50+6.43| 79.66+5.46 79.44+5.75| 89.33+9.33
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4.3. Efeitos da administracdo aguda de metilfenidatou cafeina na performance de ratos

fémeas WIS e SHR no teste de reconhecimento de dbge

J& que ratos fémeas da linhagem SHR, assim comaiassmachos da mesma linhagem,
demonstraram prejuizos no testes de reconhecimeogo objetos, avaliamos o efeito do
tratamento com metilfenidato ou cafeina nas mestoass utilizadas para avaliar se a resposta
ao tratamento em fémeas e semelhante a encontreateehos.

Sendo assim os efeitos da administracdo agudg @e.metilfenidato ou cafeina,
injetados 30 min antes da fase de apresentac&ubgeies, no tempo de investigacdo e no indice
de reconhecimento, de ratos fémeas adultos WISR i8Hteste de reconhecimento de objetos
encontram-se nas Figuras 11A e 11B. No tempo desiigacdo a ANOVA de duas vias
(linhagem x tratamento) ndo revelou efeito sigativo para o fator linhagem [F(1,71)=1.73,
P=0.19], tratamento [F(4,71)=1.4&=0.21] ou para interacdo entre os fatores linhagem
tratamento [F(4,71)=0.29°=0.88]. Porém quando analisado o indice de recomieato a
ANOVA de duas vias também néo revelou efeito sigaifte entre as linhagens [F(1,71)=0.82,
P=0.77] e tratamentos [F(4,71)=1,03;0.39], no entanto, um significante efeito foi emtado
na interacdo entre os fatores linhagem e tratani€ido/1)=2.57 P<0.05]. Confirmando esses
resultados, subsequente teste de Duncan indicoo gugo controle dos ratos SHR apresentam
prejuizo no indice de reconhecimento quando cordpar@ao grupo controle dos ratos WIS
(P<0.05). Foi também observado que a administragag, (de metilfenidato na dose de 2 mg/kg
ou de cafeina nas doses de 1, 3 e 10 mg/kg, foapawzes de reverter o prejuizo na habilidade

discriminatéria dos ratos SHR, sem apresentar geakipo de efeito nos ratos WIS.
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Figura 11 —Efeitos da administracdo de veiculo (V), metiltato (MFD) 2 mg/kg ou cafeina
(CAF) 1, 3 e 10 mg/kg, 30 min antes da fase desaptacdo aos objetos, no tempo de
investigacdo (A) e no indice de reconhecimentogiB)ratos fémeas WIS e SHR adultos, no
teste de reconhecimento do objeto. O tempo desiigagao (s) foi calculado através da soma do
tempo de investigacdo dos objetos Al e A2 duranfi@se de apresentacdo aos objetos. Ja o
indice de discriminacédo foi calculado pelo tempe @8 animais investigaram (B-A3)/(B+A3)
durante a fase de reconhecimento. Os valores fespressos como média + erro padrdo da
média (E.P.M.J, p<0.05 quando comparado ao grupo V WIS. *p<0.08ngo comparado ao

grupo V SHR (teste de Duncan). (n = 8-9).
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A tabela 2 representa o efeito do tratamento corilfemédato ou cafeina na atividade
locomotora de ratos fémeas WIS e SHR, a medideefdizada durante a fase de apresentacao e
de discriminacédo dos objetos na execucéo do testecdnhecimento de objetos. Durante a fase
de apresentacdo aos objetos, a ANOVA de duas Mmdmgem X tratamento) demonstrou que
nenhum efeito significante foi encontrado para torfdinhagem [F(1,71)=0.82P=0.37],
tratamento [F(4,71)=0.7R=0.58] ou para a interacdo entre os fatores linhagetratamento
[F(4,71)=1.61P=0.18] no total de cruzamentos dos animais dum@t® min de teste. Ja durante
a fase de reconhecimento dos objetos, a ANOVA d@e dias (linhagem X tratamento) revelou
efeito significante para o fator linhagem [F(1,7455, P<0.05] na atividade locomotora dos
animais, porém ndo foi encontrado efeito signifieapara o fator tratamento [F(4,71)=0.68,
P=0.61] ou na interag&o entre os fatores linhagératamento [F(4,71)=1.5#=0.20]. Analises
subsequentes através do teste de Duncan ndo amrdicdiferenca significativa na atividade

locomotora entre os grupos controles das duasdertsautilizadas.
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Tabela 2 — Efeitos da administracéo (i.p.) de veiculo (Wetilfenidato (MFD) (2 mg/kg) ou
cafeina (CAF) (1, 3 ou 10 mg/kg), 30 min antesat® fde apresentacdo aos objetos, na atividade
locomotora de ratos fémeas WIS e SHR durante adasgpresentacdo e de discriminacao de

objetos, no teste do reconhecimento de objetcs 8i9).

Tratamento Vv MFD CAF CAF CAF
(mg/kg, i.p.) 2 1 3 10
Fase Linhagem N° de cruzamentos
Apresentacao WIS 80.2515.41| 90.78+7.45| 89.75+4.43 100.37+10.8 101.00+5.6
aos objetos SHR 96.75%4.68| 105.22+6.6| 94.28+5.38 91.75+6.15| 93,25+6.9
Reconhecimentog WIS 69.75+8.09 68.00+5.00 73.25+8.20| 81.87+10.23 82.62+4.98
dos objetos SHR | 80.0t5.45| 97.44+5.53 78.41+6.79| 83.12+7.09| 83.62+7.1

N

Apés verificar que ratos SHR machos e fémeas api@se prejuizo na tarefa de

reconhecimento de objetos quando estes possuenterésticas muito semelhantes e ainda apés

avaliar a melhora no desempenho de ambos os géagésstratamento com metilfenidato ou

cafeina, optamos por utilizar o género fémea parsspguir nossas investigagoes, ja que estamos

utilizando animais adultos e o TDAH na idade adéltaais comum em mulheres e ainda porque

ratos fémeas da linhagem SHR demonstraram sersgrag$veis ao tratamento com cafeina.
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4.4. Efeitos 24 horas ap6s a administracdo aguda deetilfenidato ou cafeina no teste de

reconhecimento de objetos em ratos fémeas WIS e SHR

Para avaliar se o efeito do metilfenidato e dainafestavam realmente ocorrendo durante
a fase de apresentacdo aos objetos, no momentouenosganimais necessitam adquirir as
informacdes, ou se esse efeito estaria ocorrendnagpdurante a evocagcdo das informacoes
aprendidas que ocorre na fase de reconhecimentoljews. Além disso, para avaliar se os
animais necessitam estar sobre o efeito das di@asque possam apresentar a melhora no
desempenho, um novo grupo de animais foi avaliado.

Para responder essas questdes, foram seleciorsadases de 2 mg/kg de metilfenidato e
a dose de 3 mg/kg de cafeina, ja que essas dassem@jaram efeito em outros grupos avaliados.
Os animais receberam uma administracdo aguda (ie.yeiculo, cafeina ou metilfenidato,
injetados 30 min antes da fase de apresentacdobjet®s. Ja a fase de reconhecimento dos
objetos, que antes era realizada 30 min ap0s alaspresentacdo, foi realizada 24 horas apos
esta fase.

Os resultados encontrados estdo representadosgneasf12A e 12B. Como pode ser
observado no tempo de investigacdo a ANOVA de digas(linhagem x tratamento) ndo revelou
efeito significativo para o fator linhagem [F(1,4@)38, P=0.85], tratamento [F(2,41)=1.87,
P=0.17] ou para interacdo entre os fatores linhagetratamento [F(2,41)=0.3B=0.72]. Ja
guando analisado o indice de reconhecimento a AN@¥ Auas vias também néo revelou efeito
significante entre as linhagens [F(1,41)=2P60.16] e tratamentos [F(2,41)=2,9250.91]. No
entanto, um significante efeito foi encontradomaracéo entre os fatores linhagem e tratamento
[F(2,41)=10.27,P<0.001]. Confirmando esses resultados, analges-hocindicaram que o

grupo controle dos ratos SHR apresentam prejuizoindice de reconhecimento quando
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comparados ao grupo controle dos ratos WPS0(05). E ainda, a administracdo (i.p.), de
metilfenidato na dose de 2 mg/kg ou de cafeinaosa de 3 mg/kg, foram capazes de reverter o
prejuizo na habilidade discriminatéria dos ratogkRSkem apresentar qualquer tipo de efeito nos

ratos WIS, mesmo quando testados 24 horas apduinistlacao.
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Figura 12 —Efeitos da administracdo de V, MFD 2 mg/kg e deicaf CAF 3 mg/kg, 30 min
antes da fase de apresentacdo aos objetos, no tdenpovestigacdo (A) e no indice de
reconhecimento, realizado 24 horas apos a fasprdsemtacdo aos objetos (B), em ratos fémeas
WIS e SHR adultos, no teste de reconhecimento g¢etab O tempo de investigacéo (s) foi
calculado através da soma do tempo de investigdg8oobjetos Al e A2 durante a fase de
apresentacdo aos objetos. Ja o indice de discgé&uorfai calculado pelo tempo que o0s animais
investigaram (B-A3)/(B+A3) durante a fase de reamimento. Os valores foram expressos
como média + erro padrdo da média (E.PMp}0.05 quando comparado ao grupo V WIS.
*p<0.05 quando comparado ao grupo V SHR (testeudean). (n = 7-8).
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4.5. Efeitos da administragdo aguda de antagonistaseletivos para receptores
adenosinérgicos Al e A2A no teste de reconhecimerde objetos em ratos fémeas WIS e
SHR.

Nas figuras 13A e 13B encontram-se os resultadoaddainistracdo aguda (i.p.) dos
antagonistas seletivos para receptores de adend%if@PCPX) nas doses de 1, 3 e 5 mg/kg e
A2A (ZM241385) nas doses de 0,5 e 1 mg/kg e tambéfeito da associacdo das doses de 3
mg/kg de DPCPX e de 0,5 mg/kg de ZM241385 (MIX)etados 30 min antes da fase de
apresentacdo aos objetos, no tempo de investigagém indice de reconhecimento, de ratos
fémeas adultos WIS e SHR. No tempo de investigacANOVA de duas vias (linhagem x
tratamento) revelou efeito significante para o rfditthagem [F(1,102)=5.1F<0.05], mas nao
para o fator tratamento [F(6,102)=2.P50.06] ou para a interacéo entre os fatores lininage
tratamento [F(6, 102)=0.66=0.68]. Ja quando analisado o indice de reconhetimaeANOVA
de duas vias (linhagem e tratamento) revelou efsigmificante para o fator linhagem
[F(1,102)=4.29P<0.05], tratamento [F(6,102)=3.0R<0.05] e para a interagdo entre os fatores
linhagem e tratamento [F(6,102)=4.15,0301]. Confirmando esses resultados, subsequente
teste de Duncan indicou que o grupo controle dtws r8HR apresentam prejuizo no indice de
reconhecimento quando comparados ao grupo contoge ratos WIS e também que a
administracdo aguda de DPCPX na dose de 5 mg/k@4ZB85 na dose de 1 mg/kg, e a
associacao das doses de 3 mg/kg de DPCPX e 0,9 mg/EM241385 reverteram o prejuizo na
habilidade discriminatéria dos ratos SHR(.05), enquanto nenhum efeito foi encontrado para

os ratos WIS apos administracéo das drogas.
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Figura 13 —Efeitos da administracdo de antagonistas selepiaos receptores adenosinérgicos
Al - DPCPX (1, 3 e 5 mg/kg) e A2A — ZM241385 (0,3 eng/kg) e também da administracéo
combinada de DPCPX (3 mg/kg) e ZM (0,5 mg/kg) (MIZ) min antes da fase de apresentacao
aos objetos, no tempo de investigacdo (A) e naénde reconhecimento (B) em ratos fémeas
WIS e SHR, no teste de reconhecimento do objetden@po de investigacao (s) foi calculado
através da soma do tempo de investigacdo dos shbjdie A2 durante a fase de apresentacao
aos objetos. Ja o indice de discriminacao foi tatlmupelo tempo que os animais investigaram
(B-A3)/(B+A3) durante a fase de reconhecimento.v@®res foram expressos como média *
erro padrdo da média (E.P.N.jp<0.05 quando comparado ao grupo V WIS. *p<0.08ngo
comparado ao grupo V SHR (teste de Duncan). (r18)8-

a7



10

11

12

13

14

15
16
17
18
19
20
21
22
23
24
25
26
27
28
29
30
31
32

A tabela 3 representa o efeito do tratamento agimo os antagonistas seletivos na
atividade locomotora de ratos fémeas WIS e SHR,edida foi realizada durante a fase de
apresentacao e de discriminacdo dos objetos. Rusafase de apresentacdo aos objetos, atraves
da ANOVA de duas vias (linhagem X tratamento) ugnsicante efeito foi encontrado para o
fator linhagem [F(1,102)=11.4<0.001] e para o fator tratamento [F(6,102)=240.05] no
total de cruzamentos dos animais durante os 3 miteste. No entanto, a analise n&o revelou
efeito significante na interacdo entre os fatomg@salgem e tratamento [F(6,102)=1.2%0.28].
Comparacdes adicionais ndo revelaram diferencasfisantes entre os grupos controles das
linhagens WIS e SHR ou em relagdo aos grupos tatagiando comparados ao grupo controle
da mesma linhagem. Ja durante a fase de recordr@oirdos objetos, a ANOVA de duas vias
(linhagem X tratamento) revelou efeito significanpara o fator linhagem [F(1,102)=6.7,
P<0.01], mas néo para o fator tratamento [F(6,102f0°=0.84] ou para a interacdo entre os
fatores linhagem e tratamento [F(6,102)=1.D50.40]. Comparacdepost-hocadicionais néo

revelaram diferencas significantes entre os grepagoles das linhagens WIS e SHR
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Tabela 3— Efeitos da administracdo (i.p.) de V, antagosiskletivos para receptores adenosinérgica
Al - DPCPX (1, 3 e 5 mg/kg), A2A — ZM241385 (0,51emg/kg) e também da administracédo
combinada de DPCPX (3 mg/kg) e ZM (0,5 mg/kg) (MIZD min antes da fase de apresentacdo a
objetos, na atividade locomotora de ratos fémeaS WISHR durante a fase de apresentacédo e

discriminacdo de objetos, no teste do reconhecomdmbbjetos. (n = 8-10).

Tratamento
(mg/kg, i.p.)

DPCPX
1

DPCPX
3

DPCPX
5

M
0.5

MIX

Fase Linh

N° de cruzamentos

Apresentacdo | WIS

84.4+2.9

76.6+5.0

71.4+4.3

79.0+4.7

78.2+4.0

69.2+1.6

83.0+5.1

aos objetos SHR

86.8+3.6

73.5+6.9

81.7+4.9

86.6+2.9

95.946.6

86.2+6.8

90.9+4.2

Reconhecimento

WIS

72.3+3.8

72.7+¥4.1

61.7+4.8

70.5+6.4

73.2+6.9

62.1+5.2

70.0+3.6

Dos objetos SHR

81.2+6.8

73.949.5

74.2+8.1

79.7+4.3

68.4+5.7

85.9+9.2

79.9+4.3
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4.6. Efeitos da administracdo aguda de metilfenidat cafeina e de antagonistas seletivos

para receptores adenosinérgicos Al e A2A na pressaderial de ratos fémeas WIS e SHR

Para avaliar se os déficits cognitivos apresentgaeles ratos SHR sdo diretamente
relacionados com a hipertensdo desses animais a8 daas patologias possuem mecanismos
distintos, a pressao sanguinea de ambas as lirdagés o tratamento agudo com metilfenidato,
cafeina ou com os antagonistas seletivos paratmrespadenosinérgicos, foi avaliada. A figura
14 representa os resultados dos efeitos da adragést (i.p.) aguda de veiculo, metilfenidato (2
mg/kg) e cafeina (1, 3 e 10 mg/kg) sob a presdédad (mmHg) de ratos fémeas adultos WIS e
SHR. A ANOVA de duas vias (linhagem x tratamen®jelou significante efeito para o fator
linhagem [F(1,35)=77.20P<0.001], mas nao foi encontrado efeito significaptga o fator
tratamento [F(4,35)=1.94=0.12] ou para a interacdo entre os fatores linhagetratamento

[F(4,35)=0.44P=0.78]. Comparagfes adicionais através do tesf@udean, assim como ja era
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esperado, demonstraram que os animais SHR tratadosolucdo veiculo sado hipertensivos em
relacdo aos animais WIS também tratados com solwedmlo @<0.001). No entanto a
administracdo de metilfenidato ou de cafeina, 30 amtes de mensurar a pressao arterial, nas
mesmas doses que foram capazes de reverter o&zpsefwgnitivos dos ratos SHR no teste do
reconhecimento de objetos, ndo causaram altera@@@ficantes nos valores da pressao arterial

tanto em ratos SHR quanto em ratos WIS.

WIS SHR

150-
<) #
T _ — T
£ 1204 =
E |l L aflss
T 904
gj 60
= -
3
N 30-
7]
Q
a ol L — — — =

V MFD 1 3 10 V MFD 1 3 10 mg/kg, i.p
cafeina cafeina

Figura 14 —Efeitos da administracéo (i.p.) V, MFD (2 mg/kg) GAF (1, 3 e 10 mg/kg), sob a
pressao arterial (media +E.P.M., in mmHg), emgdémeas WIS e SHR. # p<0,05 comparado
aos ratos WIS controle. (n = 4)

J& a figura 15 representa os resultados dos efiatasiministracdo (i.p.) aguda de veiculo ou
dos antagonistas seletivos para receptores adéngisios A1 — DPCPX nas doses de 1,3 e 5
mg/kg, A2A — ZM241385 nas doses de 0,5 e 1 mg/kantém da associacdo das doses de 3
mg/kg de DPCPX e de 0,5 mg/kg de ZM241385 (MIX) sopresséo arterial (mmHg) de ratos

fémeas adultos WIS e SHR. A andlise de variancbzesla através da ANOVA de duas vias
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(inhagem x tratamento) revelou significante efegara o fator linhagem [F(1,41)=200.8,
P<0.001] e para o fator tratamento [F(6,41)=4.R80.001]. Porém nao foi encontrado efeito

significante para a interacéo entre os fatoresatiem e tratamento [F(6,41)=1F30.09].

De acordo com os estudos anteriores, comparac@esreis através do teste de Duncan
demonstraram que os animais SHR tratados com weséd hipertensos em relacdo aos animais
WIS tratados com a mesma solu¢c&x@.001). E demonstrou ainda que os grupos de animais
SHR tratados com as doses de 3 e 5 mg/kg de DPG&Xb&m com a associacdo de 3 mg/kg de
DPCPX e 0,5 mg/kg de ZM apresentaram diminuicaprdasao arterial quando comparados ao
grupo controle dos ratos SHR. Ja quando analisagfeito dos tratamentos na linhagem WIS,
apenas a dose de 1 mg/kg de DPCPX diminuiu a mresd@rial desses animais quando

comparados ao grupo controle da mesma linhagedpx

WIS SHR
150+ #
T = X % *
£ 120 -
E T * o
T 904 L ]
8
£ 604
<
7] 30-'
0
o
a o LHHL e

vV 1 3 5 05 13+05 vV 1 3 5 05 13+05 mg/kg, i.p

DPCPX M MIX DPCPX M MIX

Figura 15 —Efeitos da administracdo (i.p.) de solucéo veiaualos antagonistas seletivos para
receptores adenosinérgicos Al - DPCPX (1, 3 e kghg A2A — ZM241385 (0,5 e 1 mg/kg) e
também da associacdo das doses de 3 mg/kg de DE@RX),5 mg/kg de ZM241385 (MIX),
sob a pressado arterial (média +E.P.M., in mmHg), ratns fémeas WIS e SHR. # p<0,05
comparado aos ratos WIS controle. (n = 3 - 4).
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4.7. Efeitos do tratamento repetido com metilfenid@® ou cafeina, durante a idade adulta, no

teste de reconhecimento de objetos, em ratos féma&asS e SHR

Os efeitos do tratamento repetido durante 14 dias\eiculo, metilfenidato (2mg/kg) ou
cafeina (3 mg/kg), durante a idade adulta, em réoseas WIS e SHR, no tempo de
investigacdo e no indice de reconhecimento. A di@sbabituacdo teve inicio 24h apos o ultimo
dia de tratamento e os resultados encontram-ses&mados nas figuras 16A e 16B. No tempo
de investigacdo a ANOVA de duas vias (linhagematatmento) néo revelou efeito significativo
para o fator linhagem [F(1,61)=2.1250.15]. Quando analisado o fator tratamento, Bagrite
efeito foi encontrado [F(2,61)=3.7R<0,05], no entanto 0 mesmo ndo ocorreu quando adalis
a interacdo entre os fatores linhagem e tratam@r(®,61)=1.49, P=0.23]. Comparacdes
adicionais nao revelaram diferenca significantegeens grupos tratados e o grupo controle da
respectiva linhagem. Ao analisar o indice de reeoimmento a ANOVA de duas vias também
nao revelou efeito significante entre as linhagg{4,61)=0.70,P=0.40], no entanto revelou
efeito significante para o fator tratamento [F(276139, P<0,05], e para a interagdo entre os
fatores linhagem e tratamento [F(2,61)=4.88<0.05]. Confirmando esses resultados,
subsequentes comparac@est-hocindicaram que o grupo controle dos ratos SHR aptam
prejuizo no indice de reconhecimento quando cormdpar@ao grupo controle dos ratos WIS
(P<0.05). No entanto, a administracédo (i.p.) repetitametilfenidato na dose de 2 mg/kg ou de
cafeina na dose de 3 mg/kg, foi capaz de reverfgejoiizo na habilidade discriminatoria dos

ratos SHR, sem apresentar qualquer tipo de efeggatos WIS (Fig 16B).
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Figura 16 — Efeitos da administracéo (i.p.) repetida (14 dia®),veiculo (V), metilfenidato
(MFD) 2 mg/kg ou cafeina (CAF) 3 mg/kg, durantdade adulta no tempo de investigacéo (A)
e no indice de reconhecimento (B) em ratos fémel&aASHR, no teste de reconhecimento do
objeto. O tempo de investigacao (s) foi calculado atralesoma do tempo de investigacdo dos
objetos Al e A2 durante a fase de apresentacaminldice de discriminacéo foi calculado pelo
tempo que os animais investigaram (B-A3)/(B+A3)atlie a fase de discriminacdo. Os valores
foram expressos como média * erro padrdo da médiaN.)? p<0.05 quando comparado ao
grupo V WIS. *p<0.05 quando comparado ao grupdRJteste de Duncan). (n = 8 — 10).
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A figura 17 sumariza o efeito do tratamento remetadm veiculo, metilfenidato ou
cafeina na atividade locomotora, durante a idadétegce ratos WIS e SHR fémeas, a medida
foi realizada durante a fase de apresentacéo ge®®llurante a execugdo do teste. Atraves da
ANOVA de duas vias (linhagem X tratamento) nenhdeit@ significante foi encontrado para o
fator linhagem [F(1,61)=2.842=0.09], tratamento [F(2,61)=1.5P=0.23], ou para a interagéo
entre os fatores linhagens e tratamento [F(2,638;P=0.26] no total de cruzamentos dos

animais durante os 3 min de testes.

Fémeas - adultas

WIS SHR
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Figura 17 —Efeitos da administracéo (i.p.) repetida (14 diaglante a idade adulta, de veiculo
(V), metilfenidato (MFD) 2 mg/kg ou cafeina (CAF)n3/kg na atividade locomotora de ratos
WIS e SHR fémeas durante a fase de apresentacé&ubfies, no teste do reconhecimento de
objetos. (n = 8 — 10).
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4.8. Efeitos do tratamento repetido com metilfenid® ou cafeina, no teste de

reconhecimento de objetos, durante a adolescéncdg ratos fémeas WIS e SHR

Os efeitos do tratamento repetido durante 14 dims solugdo veiculo, metilfenidato
(2mg/kg) ou cafeina (3 mg/kg), durante o inicicadalescéncia (20° ao 34° dia PN) de ratos WIS
e SHR fémeas, no tempo de investigacdo e no imdiceeconhecimento realizados na idade
adulta (2 meses depois da ultima administracdoddagas) encontram-se representados nas
figuras 18A e 18B, respectivamente. Esses expetoweforam realizados para avaliar a
persisténcia do efeito da administracdo repetidaatedrogas quando utilizadas como tratamento
durante a adolescéncia, que é um periodo critiote @arias modificagbes estdo ocorrendo em
todo o SNC tanto humanos como de roedores.

No tempo de investigacdo a ANOVA de duas vias §ggm x tratamento) revelou efeito
significativo para o fator linhagem [F(1,49)=5.52<0.05]. No entanto nenhum significante
efeito foi encontrado para o fator tratamento #9251.60,P<0.20], j& para a interacdo entre os
fatores linhagem e tratamento significante efeitd éncontrado [F(2,49)=3.36P<0.05].
Comparacdes adicionais através do teste de Dumeatou que os ratos WIS tratados com a
dose de 3 mg/kg de cafeina apresentaram aumertempo de investigacdo quando comparado
ao grupo de ratos WIS tratados com veiculo. Quardisado o indice de reconhecimento a
ANOVA de duas vias também ndo revelou efeito sigaifte entre as linhagens [F(1,49)=0.17,
P=0.68], ou entre os diferentes tratamentos [F(2@®pb, P=0.95], ja quando analisado a
interacdo entre os fatores linhagem e tratamentejtoe significante foi encontrado
[F(2,49)=11.68,P<0.001]. Confirmando esses resultados, subsequesiie de Duncan indicou
gue o grupo controle dos ratos SHR apresentamipoepo indice de reconhecimento quando

comparados ao grupo controle dos ratos WIRS0(05). Como pode ser observado, a
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administracdo (i.p.) repetida de metilfenidato msedde 2 mg/kg ou de cafeina na dose de 3
mg/kg durante a adolescéncia dos ratos SHR, forapazes de reverterem o prejuizo na
habilidade discriminatéria apresentado por essénad No entanto, surpreendentemente, as
mesmas doses de ambas as drogas que reverteramiagpno indice de discriminacdo em ratos
SHR causaram prejuizo nesta mesma habilidade &% VS, os quais apresentavam eficiente
capacidade de discriminacdo entre o objeto novo fandliar nos experimentos realizados

anteriormente.

57



N

RPOOOO~NOUL AW

e

Fémeas - adolescentes

WIS SHR
304
*

~—

(2

N—r

3

S, 204

o]

2

=

[%]

[}

>

£

[}

S 104 T
o

Q.

e

(]

=

O- .
vV MFD2 CAF3 V  MFD2 CAF3 mg/kg, i.p

0.759

0.50- T
*
0.25+ i
0.00-
-0.254
*

-0.50- #

indice de reconhecimento

V  MFD2 CAF3 V  MFD2 CAF3 mg/kg, i.p

Figura 18 — Efeitos da administragcéo (i.p.) repetida (14 dia®),veiculo (V), metilfenidato
(MFD) 2 mg/kg ou cafeina (CAF) 3 mg/kg, duranteladcéncia, no tempo de investigacédo (A) e
no indice de reconhecimento (B) em ratos fémea#tosdWIS e SHR adultos, no teste de
reconhecimento do objetdd tempo de investigacao (s) foi calculado atral@soma do tempo

de investigacdo dos objetos Al e A2 durante adasapresentacdo aos objetos. Ja o indice de
discriminacao foi calculado pelo tempo que os amEnravestigaram (B-A3)/(B+A3) durante a
fase de discriminacdo. Os valores foram expressms enédia + erro padrdo da média (E.P'M.),
p<0.05 quando comparado ao grupo V WIS. *p<0.¢ndo comparado ao grupo V SHR (teste
de Duncan). (n =10 — 12).
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A figura 19 expressa o efeito do tratamento repatiurante a adolescéncia com veiculo,
metilfenidato ou cafeina na atividade locomotoraadte a idade adulta de ratos fémeas WIS e
SHR. Através da ANOVA de duas vias (linhagem Xam@ento) nenhum efeito significante foi
encontrado para o fator linhagem [F(1,49)=2®2).16], tratamento [F(2,49)=1.98:=0.15], ou
para a interacdo entre os fatores linhagem e teatm[F(2,49)=1.50P=0.23] no total de

cruzamentos dos animais durante os 3 min de a#aliac
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Figura 19 —Efeitos da administragéo (i.p.) repetida (14 déhgante a adolescéncia, de veiculo
(V), metilfenidato (MFD) 2 mg/kg ou cafeina (CAF)n3g/kg na atividade locomotora de ratos
fémeas WIS e SHR adultos, durante a fase de apa€den dos objetos, no teste do
reconhecimento de objetos. (n = 10 -12).
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4.9. Efeitos do tratamento repetido com metilfenid@ ou cafeina, durante a idade adulta ou

durante a adolescéncia, na presséo arterial de resdémeas WIS e SHR

Novamente para avaliar se os déficits cognitivoesantados pelos ratos SHR estédo
diretamente relacionados com a hipertensdo desg®eaig, a pressao sanguinea foi avaliada. A
figura 20 ilustra os resultados dos efeitos da adhnacédo (i.p.) repetida de veiculo,
metilfenidato (2 mg/kg) ou cafeina (3 mg/kg) dueamt idade adulta, sob a pressao arterial
(mmHg) de ratos fémeas adultos, das linhagensa\88R. A ANOVA de duas vias (linhagem
X tratamento) revelou significante efeito para torfainhagem [F(1,22)=39.7P<0.001] e
também para o fator tratamento [F(2,22)=5P).05], mas ndo para a interagdo entre os fatores
linhagem e tratamento [F(2,22)=1.9870.23]. A andlisepost-hocdestes dados demonstraram
gue os animais SHR tratados com veiculo sdo hipsoteem relacdo aos animais WIS tratados
com a mesma solucadd<0.001). No entanto a administracdo repetida delfer@tiato, na
mesma dose que foi capaz de reverter os prejuiagsitivos dos ratos SHR no teste do
reconhecimento de objetos, causou uma significdinbénuicdo nos valores da pressao arterial

dos ratos SHR, sem causar qualquer tipo de aleragfiressao arterial dos ratos WIS.
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Figura 20 — Efeitos da administracao (i.p.) repetida, durantelamle adulta, de veiculo (V),
metilfenidato (MFD) 2 mg/kg ou cafeina (CAF) 3 mgylsob a pressao arterial (média +E.P.M.,
in mmHg), em ratos fémeas WIS e SHR adultos. #Q&<08omparado aos ratos WIS tratados
com V, * p<0,05 comparado aos ratos SHR tratados\o

J& a figura 21 sumariza os resultados dos efedaadchinistracdo (i.p.) repetida de veiculo,
metilfenidato (2 mg/kg) ou cafeina (3 mg/kg), adstiados durante a adolescéncia, sob a
pressdo arterial (mmHg) de ratos fémeas adultas, lidhagens WIS e SHR. A andlise de
variancia realizada através da ANOVA de duas \iakggem x tratamento) revelou significante
efeito para o fator linhagem [F(1,14)=37.F%0.001]. Porém n&o revelou efeito significante
para o fator tratamento [F(2,14)=0.98+0.57] ou a interacdo entre os fatores linhagem e
tratamento [F(2,14)=0.24P=0.79]. Reproduzindo dados anteriores, comparagiisionais
demonstraram que os animais SHR tratados com weséd hipertensos em relacdo aos animais

WIS também tratados com veiculd®<0.05). No entanto a administracdo repetida de
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metilfenidato ou de cafeina, nas mesmas doses ayaenfcapazes de reverter 0s prejuizos

cognitivos dos ratos SHR e de causar prejuizosratos WIS no teste do reconhecimento de

objetos, ndo causou alteragdes significantes nlesegada pressao arterial tanto em ratos SHR

guanto em ratos WIS.
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Figura 21 — Efeitos da administracdo (i.p.) repetida, durantadalescéncia, de veiculo, V,
metilfenidato (MFD) 2 mg/kg ou cafeina (CAF) 3 kmy/sob a presséao arterial (média +E.P.M.,
in mmHg), em ratos fémeas WIS e SHR adultos. #Q&<08omparado aos ratos WIS tratados

com veiculo.
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4.10. Efeitos do tratamento repetido com metilfenigto ou cafeina, durante a idade adulta

ou durante a adolescéncia, sob o peso corporal detos fémeas WIS e SHR

As figuras 22A e 22B ilustram peso corporal dos animais da linhagem WIS e S}dR,
foram medidos de dois em dois dias durante o texteomrepetido (14 dias) com veiculo,
metilfenidato ou cafeina tanto durante o tratameat@adolescéncia quanto durante o tratamento
na idade adulta. Esse procedimento foi realizada perificar o efeito das drogas utilizadas na
ingestdo de alimentos e na manutencado do pesorabjdaue estudos demonstram a diminuicédo
da ingestdo alimentar e uma consequente perda st qmporal durante a administracao
prolongada das drogas utilizadas tanto em humamm @mn roedores (Rapport e Moffitt, 2002;
Grayet al, 2007).

Na figura 22A pode ser observado que a admin&ragpetida tanto de metilfenidato
guanto de cafeina, durante a idade adulta, ndcaftaz de alterar o ganho de peso corporal de
ambas as linhagens durante os 14 dias de tratanfdrawés da ANOVA de trés vias (linhagem
X tratamento X repeticdo), a Unica diferenca qudepser observada é a ja existente entre o
tamanho e conseqientemente entre o peso corpgrihbdagens WIS e SHR, que ndo sofreram
alteracfes [F(1,26)=28.7P<0.001]. J& que ndo houve diferencas significaterase 0s outros
parametros analisados, além do fator repeticaqQl563=9.56 P<0.001].

Resultados semelhantes foram encontrados com ameato realizado durante a
adolescéncia, como pode ser observado na figura 22&Iministracdo repetida tanto de
metilfenidato quanto de cafeina, durante a adaotesgénao foi capaz de alterar o ganho de peso
corporal de ambas as linhagens durante os 14 digatdmento. A Unica diferenca que pode ser
observada, assim como ocorreu com o tratamentaadeiadulta, € a ja existente entre o

tamanho e consequientemente entre o peso corpardindagens WIS e SHR [F(1,42)=93.13,
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P<0.001], que ndo sofreram alteracdes e também o rigpeticio que também ja era esperado

[F(6,252)=2065.2P<0.001].
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Figura 22 — Efeitos da administracdo (i.p.) repetida, duranidaale adulta (A) ou durante a
adolescéncia (B) de veiculo (V), metilfenidato (MFDmg/kg ou cafeina (CAF) 3 mg/kg, sob o
ganho de peso corporal (média +tE.P.M.), em ra@oeés adultos WIS e SHR.
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4.11. Andlise imuno-histoquimica para expressao deceptores de adenosina Al e A2A em

cérebros de ratos fémeas adultos das linhagens WSSHR

Para investigar se a expressao de receptores aukngos0s poderia estar envolvida com
0 prejuizo cognitivo apresentado pelos ratos SHRanfo realizadas analises de imuno-
histoquimica no hipocampo, nas sub-regides CAl,,@¥B e giro denteado (GD) e no cortex
parietal.

A figura 23 demonstra a expresséo de recept@esddnosina A1 no hipocampo (sub-
regides CAl, CA2, CA3 e GD) e no cortex parietarates fémeas adultos WIS e SHR ambos
tratados com veiculo. Como pode ser observado @ficgrabaixo da figura, ndo ocorreu
diferenca significativa na quantificacdo de receggade adenosina A1 em nenhuma das areas

analisadas entre as linhagens WIS e SHR.
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Figura 23 — Figura representativa da expressao de receptoredel@osina Al, através de
andlises de imuno-histoquimica, na regido do hippoe- 4X (A), sub-regides hipocampais CA1
- 20X(B), CA2 - 20X(C), CA3 - 20X (D) e GD — 20X JEno cortex parietal — 20X (F) de ratos
WIS e SHR.

Na figura 24 encontra-se demonstrado a expresséd@eceptores de adenosina A2A no
hipocampo, cértex parietal e estriado de ratos &naelultos WIS e SHR também tratados com
veiculo. A analise de imuno-histoquimica ndo fqgyaade detectar a expressdo de receptores de
adenosina A2A nas regides hipocampais analisadasc®rtex parietal de ambas as linhagens.
No entanto, como pode ser observado na figura a@paisna pronunciada expressao desses
receptores foi encontrada na regido estriatal dearas linhagens, que foi entdo utilizada como

controle positivo para a reacdo com o anticorpa paceptores de adenosina A2A.
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analises de imuno-histoquimica, no hipocampo —AX B), cortex parietal — 20X(C e D) e no
estriado — 40X (E e F) de ratos WIS e SHR.
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5. DISCUSSAO

Os resultados do presente estudo demonstram peleiar vez que ratos SHR machos e
fémeas apresentam um significante prejuizo naidalié de reconhecimento de objetos, com
sutis diferencas estruturais, quando comparados a&dimhagem de ratos WIS. Observamos
também que esse déficit apresentado pelos ratos BHRficientemente revertidos pela
administracdo aguda de metilfenidato, cafeina, deaganistas seletivos para receptores
adenosinérgicos do subtipo, ADPCPX), Aa (ZM241385) e também pela administracdo da
associacoes de DPCPX e ZM241385 em doses que aszindto foram efetivas. Verificamos
ainda que os diferentes tratamentos néo alteraratividade locomotora e o estado hipertensivo
dos animais, sugerindo que a melhora no prejuigmitteo causado pela administracdo das
drogas utilizadas ndo esta diretamente relaciooadaesses fatores. Além disso investigamos o
efeito da administracéo repetida de cafeina dumaidade adulta e durante a adolescéncia, e em
ambos os periodos a cafeina foi capaz de revadsimm como o metilfenidato, os prejuizos
cognitivos apresentados por esses animais.

Vérios estudos tém investigado a disfuncéo cogniios ratos SHR em diferentes testes
comportamentais, ja que esses animais apresentapriraspais sintomas comportamentais
observados em pacientes que possuem o TDAH comaaliypdade, impulsividade e desatencéo
(Sagvolden e Sergeant 1998; Sagvolden, 2000; Ru28€2). Os prejuizos cognitivos
encontrados neste trabalho estdo de acordo cordossprévios que demonstraram menos
desempenho na performance dos ratos SHR quandoacasms a linhagem utilizada como
controle (Hechtet al., 1978; Suttereret al, 1980; Wysset al, 1992; Moriet al., 1995;

Nakamura-Palaciost al., 1996; Gattuet al., 1997; Terryet al., 2000; Wysset al., 2000; De
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Bruin et al.,2003; Predigeet al, 2005a,b). No entanto é importante salientarajgens autores
criticam o uso desta linhagem como modelo do TDAdHgue resultados comportamentais
indicaram que esses animais ndo apresentam sintaguoasistentes equivalentes aos
diagnosticados no TDAH, como hiperatividade e prejs atencionais (van den Berghal.,
2006; Alsop, 2007), ou ainda estudos os quais amlique os efeitos comportamentais apos
tratamento com metilfenidato, a droga freqienteenantis prescrita para o tratamento do
TDAH, ndo sao especificas para a linhagem SHR (Rizal.,2007; Fergusost al., 2007).

O modelo de reconhecimento de objetos utilizadtengabalho é amplamente utilizado
como um teste de memdria de trabalho, este mod@bora de simples execucéo € bastante util
para investigar processos de atencdo, aprendizaonda diferentes etapas da memoaria. Ele
utiliza como principal ferramenta a tendéncia r@tuyue os roedores possuem de investigar
aquilo que € novo, e requer a habilidade de discaigdio entre o objeto familiar e o ndo familiar.
Predigeret al. (2005a) demonstraram que os ratos SHR, os quaseagam déficits de atencéo
em paradigmas classicos para a avaliagdo de poscasmncionais, sdo capazes de discriminar
objetos com grandes diferencas estruturais. Nonentano presente estudo, utilizamos uma
versdo modificada do teste de reconhecimento dgashjonde os animais foram submetidos a
objetos com diferentes niveis de complexidade &s#is, onde foi possivel observar que ratos
machos e fémeas adultos da linhagem SHR sao capazesscriminar objetos com claras
diferencas estruturais (ex: cubo X piramide), n@aeto ndo possuem a mesma habilidade quando
0s objetos sdo bem semelhantes (ex: cubo X “T"hdo&omparados aos ratos WIS. Este déficit
na capacidade discriminatoria ndo pode ser exmligedia diminuicdo do interesse dos animais
por novidades ou anedonia, ja que durante a fasgpdesentacdo aos objetos, onde os dois
objetos eram novos, os ratos SHR apresentaram téenpwestigacdo semelhante aos ratos WIS

e também ndo podem ser explicados por prejuizeomaat;do da memoria, j& que 0s animais
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foram capazes de discriminar 0os objetos quandosesé® eram tdo semelhantes. As

modificacbes realizadas nesta versdo nos permitrdéo avaliar também processos atencionais,
ja que os objetos sdo bastante semelhantes e eidzg® de manter a atencdo sustentada e
imprescindivel para que os animais possam discahtaig, podendo ser que um prejuizo neste
processo seja 0 responsavel pelo déficit na capdeidiscriminatoria apresentada pelos ratos
SHR.

Considerando a reducdo na performance dos ratés &Hl diferentes paradigmas de
avaliacdo de aprendizado e memoaria, eles tém sidsiderados um modelo interessante para
investigacdo de substancias com potencial teraméptra transtornos de memdria e atencao
(Meneses e Hong, 1998). Com o intuito de validaso da linhagem de ratos SHR no modelo
utilizado, assim como pode ser observado em nagsodtados, realizamos o tratamento com
metilfenidato em todas as etapas da pesquisa. A&mwalidacdo, o uso do metilfenidato teve
como objetivo a investigacao de sua acao em rat#ds §uando submetidos a testes cognitivos,
ja que sdo poucos os trabalhos que abordam o $a dega em ratos SHR para avaliacdo
desses prejuizos. Como pode ser observado, a athaf@io aguda de 2 mg/kg de metilfenidato
antes da etapa de apresentacdo aos objetos, auirisaih¢ado repetida da mesma dose tanto
durante a idade adulta, quanto na adolescéncizaftaz de reverter o prejuizo na capacidade
discriminatéria apresentada por esses animais (8ealy 2002; Foxet al.,2002; Adrianiet al,
2004). Neste trabalho nado foi investigada qual gemsisténcia do efeito desta droga quando
administrada de forma repetida durante a idaddaduw entanto, ao tentar simular o tratamento
gue ocorre na clinica, administramos metilfenigkdorma repetida durante 14 dias no inicio da
adolescéncia e como pode ser observado os efeitars fpersistentes podendo ser detectados 2

meses apods o termino do tratamento, tanto em Vét8omo em ratos SHR.
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O mecanismo exato responsavel pelos déficits dogaitapresentados pelos ratos SHR
ainda é desconhecido, no entanto a hipotese maitaae a existéncia de um distarbio na
neurotransmissdo dopaminérgica (Rusgedl., 1998; Papeaet al., 2002; Russel, 2002) assim
como observado no TDAH. Além disso, varios trabalteon demonstrado alteracdes funcionais
na neurotransmissdo adenosinérgica em ratos SHRiKKa&a et al., 1980; Daviest al., 1987,
llles et al., 1989, Matiast al.,1993). O fato dos ratos SHR apresentarem redugatividade da
enzima adenosina deaminase, que é responsaveipédolizacdo da adenosina em inosina,
causa um consequente aumento na atividade do aistBnosinérgico, que pode ser
parcialmente responsavel pela disfuncdo nos prosessgnitivos, desde que evidéncias
suportam o efeito negativo de agonistas de receptte adenosina no aprendizado e na memoria
de roedores (Normile e Barraco, 1991; ZarrindaShafaghi, 1994; Ohno e Watanabe, 1996;
Homayounret al.,2001; Takahashet al.,2008). Takahastlet al., (2008) revisaram recentemente
estudos psicofarmacologicos pré-clinicos, os qudscavam que a cafeina e antagonistas
seletivos para receptores de adenosina podem raelaomemoéria de roedores assim como
proporcionar efeito protetor nas disfuncdes de mEmgpresentado em modelos animais da
doenca de Alzheimer, Parkinson e TDAH.

No presente estudo, a administracdo aguda cormaafaidose de 10 mg/kg em machos e
nas doses de 1, 3 ou 10 mg/kg em fémeas, antesdalé apresentacdo aos objetos, melhorou
significativamente o indice de reconhecimento ameslos pelos ratos SHR quando objetos com
diferencas estruturais sutis foram apresentadds (BuT). A cafeina foi capaz de promover um
significante aumento no tempo de investigacdo do rabjeto na fase de discriminacdo sem
alterar o tempo de investigar do par de objetoaigydurante a fase de apresentacéo aos objetos.

Esses resultados ndo podem ser explicados pelonéume atividade locomotora, desde que néo
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foi observado alteracdo no numero total de cruzéwmsemo campo aberto, durante a realizacéo
das fases de apresentacao e de reconhecimentbjdtso

Assim como em estudos anteriores que demonstratemacadministracdo de cafeina
antes da sessao de treinamento € ineficaz, ougiédeesmo prejudicar a retencdo da memoria
em roedores (lzquierdet al., 1979; Angeluccet al, 1999, 2002; Prediget al., 2005a, b), no
presente estudo a administracdo de cafeina, n&s dbidizadas, ndo causou nenhum tipo de
efeito quando administrado agudamente em ratosd¥Ii@iando administrado de forma repetida
(14 dias) durante a idade adulta. Por outro ladando administrados de forma repetida durante
a adolescéncia e testados na idade adulta a cafesma como o metilfenidato causaram um
prejuizo na habilidade discriminatoria destes argntgste efeito provavelmente ocorreu devido a
um desequilibrio em processos de neurotransmigsapie a fase onde ocorreu o tratamento €
uma fase onde varias modificacbes e processos tHgapdes neuronais estdo ocorrendo e a
exposicao prolongada a psicoestimulantes nestapiadem causar modificacdes e adaptacdes
permanentes, resultando em disfungcdes no funciomameerebral durante a idade adulta
(Andersen, 2003; Stanwood e Levitt, 2004). Estudesionstram que quando 0s niveis de
catecolaminas estdo normais, a administracdo degpdé metilfenidato induz perturbacdes que
podem causar adaptacdes neuronais, podendo assjodigar o eficiente funcionamento
cognitivo. Heyser, Pelletier e Ferris (2004) encanatm prejuizos na memdéria de reconhecimento
de animais jovens que foram tratados (i.p.) comilieeidato (5 mg/kg), duas vezes ao dia,
durante sete dias. Ja outro estudo demonstrou gdemistracao de metilfenidato nas doses de
3 e 5 mg/kg durante 21 dias causou prejuizo ndatale reconhecimento de objetos quando
testados 14, 28 ou 42 dias apds a ultima admigé&irale metilfenidato (LeBlanc-Duchin e

Taukulis, 2007). Resultados semelhantes foram wvhdes neste mesmo teste quando ratos
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machos foram tratados cronicamente com d-anfetamteatados 7 dias depois (Bisagtal.,
2003).

Possivelmente, a explicacdo para esses resultddpge a dificuldade apresentada pelos
ratos SHR na discriminacdo entre o objeto novofandliar ocorre devido a um prejuizo na
aquisicao de informacdes durante a fase onde @tosb$do apresentados a esses animais pela
primeira vez, que pode ser conseqiiéncia da imjésle ou da dificuldade de manter uma
atencéo sustentada. Assim, a administracdo denaafginhecida por melhorar a atencéo (Nehlig
et al., 1992), teria permitido a melhora e a sustentagdatencdo no momento da apresentacao
aos objetos e, consequentemente, facilitado o heoimento do mesmo durante a fase de
reconhecimento. Este efeito ficou evidente quardhnigistramos a cafeina antes da etapa de
apresentacao aos objetos, e realizamos a fasea®ezimento 24 horas apds, esse experimento
nos permitiu verificar que o efeito da droga est@amente ocorrendo na etapa de aquisicdo das
informacdes, pois na etapa de evocacdo os aniaisig estavam sobre o efeito da droga.
Através destes mesmos resultados foi também posskatuir a existéncia de um efeito
dependente de estado, ja que os ratos SHR denranstnaelhora na habilidade discriminatéria
mesmo sem estar sob o efeito das drogas (Coro@inads2000).

Observamos também que a capacidade da cafeinalderaneo prejuizo na capacidade
de discriminac&o desses animais parece ser mediaiavia receptores,Auanto via receptores
Aoa . j& que resultados similares aos da cafeina fotatidas com a administragdo aguda do
antagonista seletivos para receptores adenosinérgdic subtipo A— DPCPX e também pela
administracdo aguda do antagonista adenosinérgietives para receptores do subtipgn A
ZM24138, observamos ainda que doses desses mestagsrastas que eram ineficazes quando
administradas isoladamente, foram capazes de eevertprejuizo dos ratos SHR quando

associadas.
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Existe uma grande controvérsia a respeito dacgzatao de receptores A1 e A2A em
processos de aprendizado e memodria. Resultadesiores obtidos em nosso laboratorio
demonstraram que o ZM241385, assim como a caf@ran capazes de reverter 0 prejuizo
apresentado pelos SHR na tarefa de reconhecimenial,sutilizado para avaliar memoéria de
trabalho, (Predigeet al, 2005a). Ja quando avaliado o efeito da cafeinteste de memdria
espacial no labirinto aquético de Morris (Predigéral., 2005b), assim como NnosS NOSSOS
experimentos, tanto a administracdo de DPCPX quaradministracdo de ZM241385 foram
capazes de reverter, assim como a cafeina, o pveggpresentado pelos ratos SHR (Takahetshi
al., 2008).

Apesar de néo existir um consenso a respeito desquia o principal receptor envolvido,
evidéncias sugerem que o efeito da cafeina oconeipalmente via receptores,A Higgins et
al., (2007) demonstraram recentemente que o efeit@fddna no aumento do tempo de reacao
durante a realizacdo do teste de atenéifie-thoice”é mediado pelo antagonismo de receptores
de adenosina do subtipo, A Outro trabalho realizado por Gimenez-Llettal, (2007), onde
foram utilizados ratos transgénicos que super-asgara receptores adenosinérgicos humanos do
subtipo Aa demonstrou que esses animais apresentam déficiteenadria de trabalho quando
avaliados no teste de reconhecimento de objetososlesses trabalhos reforcam nossa hipétese
de que um possivel desequilibrio no sistema ade@msco pode ser o responsavel, pelo menos
em parte, pelo déficit atencional apresentado peddes SHR, e que a reversdo deste
desequilibrio pela cafeina (através do bloqueicedeptores de adenosina) seja responsavel pelo
efeito positivo no desempenho dos ratos SHR ne testeconhecimento de objetos.

A memoria de trabalho € um relevante processo tiegrpara aquisicdo de informacdes
importantes e idéias que sao criticas para argag@&mte para o julgamento humano. Casther

al. (2004) através de sua revisdo, demonstraram queeradria de trabalho depende da
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integridade funcional do cértex pré-frontal, embordipocampo, cértex parietal inferior, nlcleo
caudado e nacleo dorsomedial do tdlamo sédo areelsrais conhecidas por apresentarem papel
relevante no circuito neural. Baseado no estudGideenez-llortet al. (2007), onde evidéncias
demonstraram que déficits na memoria de trabalhaatos podem ser consequéncia de uma
expressdo aumentada de receptores de adenosgi@aAregido do cortex cerebral e do
hipocampo, foi avaliado no presente estudo a coamgpar da expressdo de receptores de
adenosina Al e A na regido cortical e hipocampal de ratos WIS e SittRvés da técnica de
imuno-histoquimica. Entretanto, surpreendentement® foram encontradas diferencas
significativas nos niveis de receptores de ademofine Aca entre as linhagens avaliadas.
Embora inéditos esses resultados estdo de acondl@ ¢& sabida escassez de receptoppem
algumas areas cerebrais no SNC de roedores, semdotedos principalmente no estriado,
nacleo acumbens e tubérculo olfatério (Fredhetral.,1998; Rosiret al.,1998, 2003).

Outra possivel especulacdo para os resultados teados no presente estudo € a
interacdo entre receptores de adenosina e de dopandiarios trabalhos demonstraram
evidéncias da existéncia de formacdo de complegtesddimeros entre os receptoras B; e
entre os receptores,A- D,. A formacdo destes complexos pode causar modigsaga
neurotransmissao da dopamina, influenciando tamtmadi¢cdes fisiologicas quando patoldgicas
envolvidas. Estudos farmacoldgicos demonstraramagneuromodulacdo adenosinérgica causa
profundo efeito na funcéo neuronal da dopaminadétial, 1998; Hillionet al, 2002; Canalst
al., 2003; Kamiyaet al., 2003, Fuxeet al, 2007). Os efeitos comportamentais observadds nes
estudo, através da administracdo de antagonista®sidérgicos, podem estar relacionados com
a existéncia desses complexos heterodimeros, dggdeos efeitos encontrados com a

administracdo desses antagonistas foram bastameelsmtes aos encontrados com
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metilfenidato, uma droga que tem como principal anésmo de acado a inibicdo da recaptacao de
dopamina causando assim um aumento na concenttagdesma na fenda sinaptica.

Outro ponto que deve ser discutido € a possibiéiddel algum tipo de relacdo entre os
déficits cognitivos e a hipertensdo apresentaddssp8HR. A ativacdo de receptores de
adenosina demonstrou diminuir a pressao sanguéneaanto seu bloqueio demonstrou causar
hipertensdo (Azevedo e Osswald, 1992; Biaggion21Abdel-Rahman e Tao, 1996). No
entanto, nossos resultados indicaram que apesamaiases doses de DPCPX terem causado
uma diminuicdo na pressdo arterial dos ratos SHRevarsdo dos processos cognitivos
encontrados ndo parecem estar relacionados comiruido da pressao arterial, ja que as doses
utilizadas de metilfenidato, cafeina e ZM241385¢ daram capazes de melhorar a funcéo
cognitiva dos ratos SHR, n&do foram capazes deaalterestado hipertensivo desses animais.
Assim como em nossas evidéncias, estudos préviestajubém demonstraram melhora no
aprendizado de ratos SHR, ndo encontraram nenhmiaréeréncia nos valores da pressao arterial
desses animais (De Brugt al., 2003; Predigeet al., 2005a, b), sugerindo assim que outros
fatores, mas ndo a hipertensdo estdo diretamefdeioreados com os déficits cognitivos
apresentados.

Em conclusdo, o presente estudo caracteriza pigleeipst vez a presencga de prejuizos
cognitivos, no teste de reconhecimento de objetos,ratos SHR machos e fémeas adultos,
possivelmente devido a dificuldade de manter acatesustentada durante o teste. Demonstram
ainda que o déficit apresentado por esses animamfrevertidos pela administracdo aguda de
metilfenidato e de cafeina, de maneira semelhantarebos os sexos. Através da administracao
de antagonistas adenosinérgicos seletivos, obsesvge o efeito encontrado com a cafeina
pode estar relacionado tanto com o bloqueio depteres A1 como A2A. Encontramos ainda

gue a administracao repetida de metilfenidato ouafeina possivelmente sdo responsaveis por
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modificagdes persistentes em processos neuronaisntéfessante ressaltar também que
possivelmente o0s prejuizos apresentados pelos @&ittiR ndo estdo relacionados com a
hipertensdo e que outros estudos sdo necessarmegaarecer se os resultados encontrados
estdo relacionados com alteracdes na expressaceadptores de adenosing Au Apa.
Certamente mais estudos sdo necessarios tambémayai@ o mecanismo pelo qual esses
efeitos estdo sendo realizados, a durabilidadeeflsitos e a existéncia da interacdo entre o
sistema adenosinérgico e outros sistemas de naosatissores que podem estar também
envolvidos com o efeito da cafeina. E ainda deislaro a importancia da descoberta e
desenvolvimento de uma alternativa terapéutica paratamento do TDAH, ja que o diagndstico
desde disturbio esta sendo realizado cada vezaeds sendo que muitas vezes é realizado de
forma errdnea, colocando em risco o desenvolvimerdaiude mental de milhares de criancas e

adolescentes que sao desde cedo submetidos adosmale psicoestimulantes.
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