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APRESENTACAO

Conforme as normas do Programa de Pds Graduacdo em Ciéncias Bioldgicas:
Bioquimica, esta dissertacdo de mestrado esta organizada em trés partes e os resultados estdo
apresentados na forma de artigo cientifico em preparagdo para ser submetido.

Parte I: contém o Resumo, Abstract, Lista de Abreviaturas, Introducdo e Objetivos do
trabalho.

Parte Il: contém o capitulo 1, apresentado na forma artigo cientifico em preparacdo para ser
submetido.

Parte 111: contém a Discusséo, Conclusdes e Referéncias Bibliogréaficas.

A Introducdo apresenta uma revisdo bibliografica sobre o tema discutido ao longo da
dissertacdo. Os resultados sdo apresentados na Parte Il, sob a forma de manuscrito a ser
submetido em periddico de circulacdo internacional, onde ha a descricdo da metodologia
utilizada, bem como os resultados e interpretacdes dos mesmos. A Discussdo engloba o
capitulo descrito na Parte 1l, com interpretaches e comentarios gerais sobre os resultados
apresentados. As Referéncias Bibliograficas ao final da dissertacdo representam as utilizadas

apenas na Introducéo e Discussao.
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RESUMO

O Transtorno de Déficit de Atencdo e Hiperatividade (TDAH) é um dos transtornos
neuropsiquiatricos mais prevalentes da infancia caracterizado pelos sintomas de desatencéo,
hiperatividade e impulsividade. O TDAH ¢é uma desordem neurocomportamental heterogénea
e fenotipicamente complexa e sua etiologia ainda ndo foi completamente esclarecida, mas
sabe-se que a interacdo de fatores ambientais e genéticos e o acimulo de seus efeitos
possivelmente aumenta a vulnerabilidade ao transtorno. Nesse estudo, foram investigados o
imunocontetdo de proteinas sinapticas e do desenvolvimento a partir de neurdnios da regido
do cértex pre-frontal de animais SHR, um dos modelos animais mais validados para o estudo
do TDAH. Também foi realizada uma analise morfomética do padrdo de desenvolvimento
dessas células ao longo de diferentes dias in vitro e o papel do BDNF, fator neurotréfico
crucial para a sobrevivéncia e maturacdo das sinapses, no desenvolvimento dos neur6nios
SHR. A andlise do imunocontetdo da SNAP-25 mostrou aumento nos niveis dessa proteina
no 2° DIV e diminui¢do no 5° DIV nos neur6nios SHR em relagdo ao controle WKY, sem
alteracdes entre as cepas nos outros dias analisados. Em relacdo aos niveis de sinaptofisina
nos neurdnios SHR, foi observado aumento somente no 5° DIV. A anélise do proBDNF
mostrou diminui¢do nos neurénios SHR no 5° DIV e aumento no 8° DIV. A imunodetecgdo
do CREB mostrou que 0s neurbnios SHR apresentam niveis diminuidos dessa proteina
somente no 1° DIV. O receptor TrkB também apresentou alteragdes no seu imunocontetdo,
com aumento no 2° DIV e diminui¢do no 5° DIV nos neurdnios SHR. O imunoconteudo do
BDNF e do TrkB fosforilado ndo apresentaram alteracdes entre as linhagens nos dias
analisados. Além disso, foi realizada uma analise morfométrica de diferentes parametros de
desenvolvimento dos neurénios ao longo de diferentes dias in vitro por meio da marcacgéo da
proteina da regido somatodendritica MAP-2. Foi observada diminui¢cdo no comprimento total
dos neuritos dos neurdnios SHR no 5° DIV em relacdo aos neurénios WKY. Também foi
verificado reducdo no numero de raizes no 2° DIV e redugdo no numero de pontos de
ramificacdo no 5° DIV nos neurénios SHR. As alteragdes observadas em proteinas que séo
relacionadas aos processos de sinapses e de desenvolvimento neuronal podem auxiliar na
compreenssdo das diferencas encontradas no padrdo de desenvolvimento dos neurdnios SHR.
Essas modificacbes a nivel proteico podem estar alterando o crescimento e o padrdo de
arborizacdo dendritica e implicar em modificagdes na funcionalidade dessas células
importantes para a melhor compreenséo das bases neurobiolégicas do TDAH.

Palavras-chaves: TDAH, SHR, proteinas sinapticas, neurodesenvolvimento



ABSTRACT iii

Attention deficit hyperactivity disorder (ADHD) is one of the most common
neuropsychiatric disorders of childhood characterized by symptoms of inattention,
hyperactivity and impulsivity. ADHD is a heterogeneous and phenotypically complex
neurobehavioral disorder with unknown etiology, but the interaction between environmental
and genetic factors have been described to increase the vulnerability to the disorder. In this
study, we investigated the immunocontent of synaptic and development proteins of prefrontal
cortex neurons from one of the most validated animal models for the study of ADHD (SHR).
We also performed a morphometric analysis along development of these cells at different
days in vitro and the role of a neurotrofic factor (BDNF) in neuronal outgrowth. SNAP-25
immunocontent was increased at 2 DIV and decreased at 5 DIV in SHR neurons.
Synaptophysin levels show increases only at 5 DIV in SHR neurons. The levels of proBDNF
were decreased at 5 DIV and increased at 8 DIV in SHR neurons. CREB immunodetection
showed that SHR neurons present decreased levels only at 1 DIV. The TrkB receptor also
presented changes in immunocontent, with increase at 2 DIV and decrease at 5 DIV in the
SHR neurons. Morphometric analysis during neuronal development by immunostaining with
MAP-2 somatodendritic protein show decrease in total length at 5 DIV in SHR neurons in
relation to WKY neurons. Besides that, SHR neurons exhibit reduction in number of roots at
2 DIV and number of branch points at 5 DIV. Changes in proteins related to synaptic
processes and neuronal during development can help to understand differences found in the
pattern of development of the neurons SHR. These changes at protein level may be altering
neuronal outgrowth and dendritic arborization and possible involve modifications in
functionality of these cells important for better understanding the neurobiological bases of
ADHD.

Key-words: TDAH, SHR, synaptic proteins, neurodevelopment



LISTA DE ABREVIATURAS

BDNF — Fator neurotrofico derivado do encéfalo

CREB - Proteina ligante do elemento responsivo ao AMPc
DAT - Transportador de dopamina

DIV — Dias in vitro

DRD4 - Receptor de dopamina D4

DSM - Manual Diagnéstico e Estatistico de Transtornos Mentais
MAP-2 — Proteina associada a microtubulo-2

MAPK - Proteinas cinases ativadas por mitdgenos

MRI — Imagem por ressonancia magnética

NGF - Fator de crescimento nervoso

NT - Neurotrofina

PET - Tomografia por emisséo de positrons

p75NTR - Receptor de neurotrofina p75

PI3K - Fosfatidilinositol-3-cinase

PLC - Fosfolipase C

proBDNF — Forma precursora do fator neurotréfico derivado do encéfalo

SHR — Ratos espontaneamente hipertensos, do inglés spontaneoulsy hypertensive rats

SNAP-25 - Proteina associada ao sinaptossoma de 25 kDa
TDAH - Transtorno de déficit de atencao e hiperatividade
TrkA - Receptor do tipo tirosina cinase A
TrkB - Receptor do tipo tirosina cinase B
TrkC - Receptor do tipo tirosina cinase C

WKY — Wistar-Kyoto
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1 INTRODUCAO

1.1 O TRANSTORNO DE DEFICIT DE ATENCAO E HIPERATIVIDADE

O Transtorno de Déficit de Atencdo e Hiperatividade (TDAH) é um dos transtornos
neuropsiquiatricos mais prevalentes da infancia caracterizado pelos sintomas de desatencao,
hiperatividade e impulsividade. Essa sindrome foi descrita pela primeira vez em 1775 pelo
médico alemdo Melchior Adam Weikard (revisado por FARAONE et al., 2015), mas o
primeiro relato de criancas apresentando um comportamento mais proximo ao que hoje se
conhece pelo TDAH foi feito pelo médico britanico George Still em 1902 (BARKLEY;
PETERS, 2012). No entanto, somente em 1980 foi definido o primeiro critério de diagndstico
para esse transtorno na terceira edicdo do Manual Diagnostico e Estatistico de Transtornos
Mentais (DSM-3, do inglés Diagnostic and Statistical Manual of Mental Disorders), da
Associagao Americana de Psiquiatria (APA).

De acordo com a edi¢do mais recente do DSM (DSM-5; APA, 2013), cerca de 5% da
populacdo infantil é diagnosticada com TDAH. Das criangas diagnosticadas,
aproximadamente 60% continuam apresentando o0s sintomas na vida adulta (WILENS;
BIEDERMAN; SPENCER, 2002), correspondendo a 2,5% da populacdo adulta diagnosticada
(SIMON et al., 2009). No Brasil, os dados de prevaléncia sdo escassos. Em 1999, Rohde e
colaboradores avaliaram jovens de 12 a 14 anos de 64 escolas em Porto Alegre e estimaram a
prevaléncia do TDAH em 5,8%. Embora essa faixa etaria estudada foi bem restrita, em 2012
um outro estudo brasileiro avaliou criangas e adolescentes entre 5 e 13 anos de idade, obtendo
uma taxa de prevaléncia em torno de 5,1% (ARRUDA et al., 2012). Essas taxas de
prevaléncia do transtorno costumam variar conforme o pais estudado, pois aspectos sociais e
culturais e diferentes formas de avaliacdo e interpretacdo dos sintomas influenciam

diretamente no diagnostico e na evolugdo do TDAH de criancas e adolescentes (PALMA,;
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NATALE; CALIL, 2015). Estudos epidemiolégicos tém mostrado que o sexo masculino, o
baixo nivel socioeconémico e a idade jovem estdo associados a maior prevaléncia do
transtorno (BIEDERMAN; FARAONE, 2005). A taxa de diagndstico é maior em meninos do
que em meninas, na propor¢do de 2,4:1 em estudos de populacéo e de 4:1 em estudos clinicos,
respectivamente (revisado por FARAONE et al., 2015). O diagndstico é mais frequente em
meninos porque eles apresentam principalmente 0s comportamentos externalizantes
relacionados a hiperatividade e a agressividade. As meninas apresentam comportamentos
mais internalizantes relacionados a ansiedade e a desatencéo, tornando a identificacdo desses
sintomas como caracteristicas do TDAH mais laboriosa de ser estabelecida (BIEDERMAN et

al., 2002; VILLEMONTEIX et al., 2015).

1.2 SINTOMAS E COMORBIDADES

O sintoma de desatencdo em criancas se manifesta pela sua dificuldade no
desempenho de tarefas escolares, enquanto que os sintomas de hiperatividade ou
impulsividade sdo comportamentos geralmente confundidos com indisciplina (SPENCER,;
BIEDERMAN; MICK, 2007). Eles também podem apresentar dificuldade na execucdo de
algumas tarefas que envolvam a parte motora, sensorial e a linguagem (KIELING; ROHDE,
2012). Com o avanco da idade, os sintomas de hiperatividade e impulsividade diminuem,
prevalecendo o sintoma de desatencdo (PALMA; NATALE; CALIL, 2015). A populacao
adolescente pode apresentar baixo rendimento académico, suspensdes por ma conduta e maior
probabilidade de abandono escolar, além de dificuldades nas relacbes interpessoais e
parentais. Sem o tratamento adequado durante esse fase, ha relatos de maior risco para
delinquéncia, tabagismo e abuso de substancias (BIEDERMAN et al., 2005). Nos adultos, 0s

sintomas do TDAH tornam-se menos evidentes e mais heterogéneos. Essas pessoas procuram
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estar em constante atividade, excesso de programag0es e empregos com cargos atarefados
devido a hiperatividade, e também apresentam comportamentos impulsivos como término
prematuro de relacionamentos e impaciéncia para execucdo de tarefas (KIELING; ROHDE,
2012). A desatengdo é evidenciada pela dificuldade em estar envolvido com tarefas que
necessitam de maior atencdo e gerenciamento do tempo (KIELING; ROHDE, 2012). Estes
comportamentos podem causar transtornos nas relacGes interpessoais, perturbacdo do
ambiente de trabalho e, inclusive, causar danos ao proprio paciente (BIEDERMAN et al.,
2005).

O TDAH pode estar associado a outras comorbidades de ambito psiquiéatrico,
incluindo transtorno opositivo desafiador, transtorno de conduta, dificuldades de
aprendizagem, desordem afetiva, ansiedade e transtornos de humor unipolar e bipolar
(KADESJO; GILLBERG, 2001). Em uma populacéo de criancas e adolescentes (6-17 anos de
idade) as principais comorbidades associadas foram desordem de conduta, depressdo maior,
desordem bipolar e desordem de ansiedade multipla (BIEDERMAN et al., 2005). Alem disso,
também foi relatada a associacdo do TDAH com maior risco de transtorno de personalidade
borderline na vida adulta (PHILIPSEN, 2006). A depressdao maior compartilha critérios de
diagnostico de distdrbios psicomotores e incapacidade de concentracdo, enquanto o transtorno
bipolar compartilha caracteristicas de agitacdo psicomotora, distracdo e falar mais do que o
habitual. Finalmente, o transtorno de ansiedade generalizada compartilna os sintomas de
inquietacdo e diminuicdo da capacidade de concentracdo (KATZMAN et al., 2017). A
ansiedade pode alterar a forma como o TDAH se apresenta no paciente, por exemplo, quando
ela diminui o sintoma da impulsividade (SCHATZ; ROSTAIN, 2006), e isso dificulta um

diagndstico clinico mais preciso do transtorno.
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1.3 ETIOLOGIA DO TDAH

O TDAH € uma desordem neurocomportamental heterogénea, fenotipicamente
complexa e sua causa ainda ndo foi esclarecida. A interacdo de diferentes fatores, ambientais
e genéticos, e 0 acumulo de seus efeitos possivelmente aumenta a vulnerabilidade ao
transtorno (FARAONE; BIEDERMAN, 1998). Baixo peso ao nascer, parto prematuro,
hipoxia pré-natal (SAIGAL et al., 2003), complicaces do feto durante a gestacdo como a
toxemia e exposicdo crbnica do feto a nicotina (LINNET et al., 2003) sdo alguns fatores
biologicos de risco associados ao TDAH (BRADLEY; GOLDEN, 2001). Além desses, a
exposicdo a toxinas como organofosforados, bifenilos policlorados, zinco e chumbo também
contribuem para o desenvolvimento do transtorno (revisado por FARAONE et al., 2015).
Dentre os fatores psicossociais, classe social baixa, criminalidade paterna, desordem mental
materna, tamanho da familia grande e discordia conjugal também podem influenciar no

TDAH (BURGUERO et al., 2007).

1.3.1 INFLUENCIA DOPAMINERGICA

Diferentes estudos em pacientes e em modelos animais ja& mostraram que ha uma
hipofuncdo dopaminérgica relacionada ao transtorno. Estudos utilizando modelos de roedores
e humanos encontraram disfuncdo nas vias dopaminérgica, noradrenérgica, colinérgica
(TERRY et al., 2000) e serotoninérgica (revisado por MENESES et al., 2011). Esse transtorno
apresenta polimorfismos no alelo 480-bp do transportador de dopamina (DAT) (BARR et al.,
2001) e no receptor de dopamina D4 (DRD4) (FARAONE et al., 2001).

Um estudo utilizando animais modelo do TDAH identificou aumento na expressdo do
DAT em cértex pré-frontal e estriado, mas diminuicdo na sua atividade, indicando hipofuncéo

desse transportador (VIGGIANO; VALLONE; SADILE, 2004). Isso também foi observado
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em pacientes com TDAH (TRIPP; WICKENS, 2009). A hipofuncdo do DAT em recaptar
dopamina da fenda sinaptica pode levar a diminuigdo da liberacdo desse neurotransmissor e
refletir em sinalizacdo dopaminérgica alterada (Figura 1) (JONES, MOUSSAUD e
MCLEAN, 2014). Em estudo realizado em 2015, verificou-se que animais SHR apresentaram
baixa recaptacdo de dopamina em relacdo ao controle na regido do cértex pré-frontal (DOS
SANTOS PEREIRA et al., 2015). Outros estudos utilizando modelos animais também
confirmaram que as anormalidades na neurotransmissdo dopaminérgica resultam na falta de
controle motor e em outras condigdes do transtorno (OADES et al., 2005). Também foi
observado em pacientes com TDAH pequenas reducgdes de volume em areas com inervacao
dopaminérgica predominante, tais como o cortex pré-frontal, giro cingulado e ganglio basal

anterior (FASSBENDER; SCHWEITZER, 2006).
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Figura 1: Sinapse dopaminérgica (Jones, Moussaud e McLean, 2014)

A hipotese dopaminérgica para o TDAH sugere que a hipofuncdo da dopamina em

determinadas regifes encefalicas que normalmente sdo ricas nessa monoamina, como o cortex
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e 0 estriado, 0 que resultaria nos sintomas observados nesse transtorno (GENRO et al., 2010).
A dopamina tem papel em diversos processos da funcdo neuronal, como liberagdo pré-
sinaptica do neurotransmissor, detec¢do pos-sindptica do neurotransmissor, excitabilidade da
membrana, integracdo sinaptica e plasticidade (TRITSCH; SABATINI, 2012). Em situacdes
de desordens que causam disfuncdo dessa monoamina, o funcionamento desse processo fica
comprometido. Além disso, a dopamina e a norepinefrina atuam em equilibrio em vias
sinapticas e um desbalanceamento de seus niveis levam a prejuizos na funcionalidade.
InervacOes dessas catecolaminas tém um papel essencial na modulacéo da atividade neuronal,
principalmente na regido do cortex pré-frontal: a norepinefrina afeta especialmente fungdes
relacionadas a atencéo e ao estresse e a dopamina tem papel em fungdes associadas a memoria

de trabalho (XING; LI; GAO, 2016).

1.3.2 INFLUENCIA GENETICA

O TDAH apresenta uma etiologia complexa e multifatorial com um forte componente
genético que desempenha um papel importante no desenvolvimento e evolugdo da doenca.
Sprich e colegas (2000) analisaram criangas com e sem TDAH e observaram se 0s pais,
biolégicos ou adotivos, também eram diagnosticados com o transtorno. Nesse estudo,
verificaram que 18% dos pais bioldégicos com TDAH tinham filhos com o transtorno,
enquanto que a taxa de pais adotivos de criancas com TDAH era de 6%. Estudos comparando
gémeos monozigoticos, que compartilham todos os genes, e dizigoticos, que compartilham
somente metade de seus genes, mostraram que a taxa de herdabilidade do TDAH é maior nos
monozigéticos (revisado por FARAONE et al., 2005), refor¢ando assim a influéncia do fator
genético no transtorno. Outras desordens do neurodesenvolvimento, como transtorno de

conduta (CHRISTIANSEN et al., 2008), problemas de desempenho cognitivo, desordens do
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espectro autista (ROMMELSE et al., 2010) e os transtornos de humor também apresentam
influéncia genética (revisado por FARAONE et al., 2015).

Os estudos de associacdo gendmica ampla (GWAS, do inglés genome-wide
association studies), utilizados para verificar variagdes no genoma associadas com o TDAH,
ndo identificaram genes relacionados diretamente ao transtorno. No entanto, alguns estudos de
meta-andlise identificaram genes candidatos relacionados ao sistema monoaminérgico, sendo
a associacdo mais forte nos genes que codificam os receptores de dopamina D4 e D5 (GIZER,;

FICKS; WALDMAN, 2009).

1.4 ESTUDOS DE IMAGEM

Além dos estudos geneticos, analises por imagem podem fornecer informacgdes sobre a
funcionalidade de regibes cerebrais que podem estar relacionadas direta ou indiretamente com
a patofisiologia do TDAH. Por meio da meta-analise de diferentes estudos que utilizaram
MRI funcional, foi possivel identificar alteracbes na funcionalidade cerebral de criangas e
adultos. Criancas e adolescentes apresentaram menor ativacdo em regides associadas ao
controle inibitorio, funcGes executivas e atencdo (regides frontoestriatal, frontoparietal e
ventral) e hiperativacdo em regifes relacionadas ao sistema somatomotor e visual (CORTESE
et al., 2012). Nos pacientes adultos, a regido frontoparietal era menos ativada e as regifes do
sistema visual e de atencdo (rede de atencdo dorsal) eram hiperativadas. Outros estudos de
imagem também mostraram prejuizo nos cortices anterior cingulado e pré-frontal, o que reduz
a eficiéncia em recrutar outras regifes cerebrais necessarias para realizar determinadas tarefas
(FASSBENDER; SCHWEITZER, 2006). Essas alteracdes funcionais resultam em hipo ou

hiperativacdo de outras regides cerebrais provavelmente como um mecanismo compensatorio.
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A eficiéncia das proje¢des dos neurénios dopaminérgicos da area tegmental ventral no
mesencefalo para o estriado e cortex pré-frontal pode estar comprometida pelas alteracfes
dopaminérgicas no TDAH (EELLS, 2003). O cortex pré-frontal participa do controle,
organizagdo e coordenacdo de diversas fungbes cognitivas, incluindo planejamento, tomada
de decisdo, controle de impulso, memdria de trabalho, fun¢Bes que requerem atencdo,
estimulos sensoriais e motores (FASSBENDER; SCHWEITZER, 2006). Sendo assim,
alteracbes que implicam em funcionalidade podem ser refletidas em mudancas
comportamentais.

Por meio da tomografia por emisséo de positrons (PET), pacientes adultos com TDAH
apresentaram metabolismo de glicose diminuido, principalmente nas regides do cortex pre-
frontal e da area pré-motora (FASSBENDER; SCHWEITZER, 2006). Em 2012, Frodl e
Skokauskas, por meio da meta-analise avaliando varios estudos de MRI de criangas e adultos
com TDAH, confirmaram o volume reduzido nas regides encefalicas do globo palido direito,
putdmen direito e ndcleo caudado nas criancas, e na regido do cortex cingulado anterior nos
adultos. E possivel que a maioria destas alteragdes de volume observadas durante a infancia e
a adolescéncia sejam normalizadas com o decorrer da idade. O atraso na maturacdo cortical
cerebral foi observado por imagens neuroanatdmicas de criangas com TDAH, onde foi
possivel avaliar o desenvolvimento do cdrtex desses pacientes ao longo dos anos. Ao avaliar o
pico da espessura cortical, que indica a maturacdo cerebral, observaram que criangas com
TDAMH atingiram esse pico com 10,5 anos de idade, enquanto pacientes controle atingiram o
pico com 7,5 anos (SHAW et al., 2007). Além disso, também verificaram que esse atraso de
maturacao ocorreu principalmente na regido do cortex pré-frontal, que é associada a funcdes
executivas e motoras, planejamento e atencao.

Por ser uma desordem multifatorial, o0 TDAH apresenta muitas variagdes nos déficits

neurocognitivos e nas alteragbes estruturais e funcionais. As vias relacionadas as regides
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frontal, subcortical e cerebelar provavelmente estdo desreguladas, o que afeta diretamente
comportamentos relacionados a atencdo, controle inibitério, funcdo motora e resposta a

recompensa (revisado por FARAONE et al., 2015).

1.5 DIAGNOSTICO E TRATAMENTO

Diversos estudos tém ampliado o entendimento sobre as bases bioldgicas do TDAH,
mas o critério para diagnéstico clinico permanece sendo essencialmente comportamental
(KIELING; ROHDE, 2012), baseado no DSM-5 (Manual Diagndstico e Estatistico de
Transtornos Mentais), da Associacdo Americana de Psiquiatria Americana (APA, 2013), e na
CID-10 (Classificacdo Internacional de Doencas), da Organizagao Mundial da Saade (WHO,
1992). O DSM-5 identifica trés principais apresentacdes de TDAH: a predominantemente
desatenta, a predominantemente hiperativa/impulsiva e a combinada. Os subtipos do
transtorno podem ser dificeis de serem estabelecidos em certos casos devido a sua
complexidade, e a gravidade dos sintomas para cada individuo pode depender de fatores
ambientais e de outros sintomas psiquiatricos comorbidos (BEANE; MARROCCO, 2004).
Séo utilizadas diferentes ferramentas para diagnosticar esses pacientes, sendo importante
diferencia-los conforme a idade (revisado por FARAONE et al., 2015). As taxas de
prevaléncia na infancia e na vida adulta variam conforme o pais em analise, e isso
provavelmente é devido ao critério utilizado para definir o transtorno. No entanto, o histérico
familiar de TDAH, a comorbidade psiquiatrica e a adversidade psicossocial tém sido relatados
como fatores que aumentam a probabilidade de haver persisténcia do transtorno na vida adulta
(BIEDERMAN et al., 2005).

Os estimulantes sdo a intervencdo de primeira escolha (MORIYAMA et al., 2013),

sendo o metilfenidato o farmaco mais prescrito para adultos e o mais recomendado para
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criancas e adolescentes para alivio dos sintomas do TDAH (SEIXAS; WEISS; MULLER,
2012). O mecanismo de agédo ainda ndo foi totalmente esclarecido, mas sabe-se que ocorre o
blogueio dos transportadores de dopamina e norepinefrina (VOLKOW et al.,, 2001)
impedindo a recaptacdo dessas catecolaminas no neurénio pré-sindptico e/ou o aumento da
sua liberacdo, levando a um aumento da concentracdo desses neurotransmissores na fenda
sinaptica (INGLIS et al., 2016). Dessa forma, a neurotransmissdo dopaminérgica e
noradrenérgica tem seu efeito potenciado, levando a melhora nos déficits comportamentais
observados no transtorno. Metilfenidato é considerado uma das drogas mais eficazes da
Psiquiatria e da Medicina (LEUCHT et al., 2012). Seu tratamento em pacientes com TDAH
foi capaz de normalizar a hipoativacdo na regido do estriado (WILENS, 2008) e melhorar
respostas comportamentais associadas ao cortéx pré-frontal em criancas e adultos
(ARNSTEN; PLIZSKA, 2011). Além do tratamento farmacoldgico, tratamentos psicossociais
ou intervencdes terapéuticas comportamentais sdo utilizadas para melhorar a qualidade de

vida do paciente (SWANSON et al., 1998).

1.6 MODELO ANIMAL PARA O ESTUDO DO TDAH

Como a fisiopatologia do transtorno ainda ndo foi bem elucidada, o uso de modelos
animais é uma importante ferramenta para a compreensdo mais detalhada de fatores
comportamentais e genéticos que exercem influéncia significativa no TDAH. O pesquisador
tem maior facilidade para interpretar o comportamento observado pelos animais, pode
controlar o ambiente onde vivem, realizar intervencbes farmacoldgicas e utilizar animais
geneticamente mais similares, no intuito de facilitar a identificacdo de fatores etiol6gicos.

Diversos modelos, baseados em teorias genéticas e ambientais, tém sido sugeridos e

utilizados para os estudos do TDAH, como por exemplo: camundongos nocaute para o
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transportador de dopamina (DAT-KO), ratos Wistar-Kyoto Hiperativos (WKHA), ratos
Naples com alta excitabilidade (NHE) e camundongos mutantes coloboma (nocaute no gene
SNAP25) (SAGVOLDEN et al., 2005). H4 também animais criados em isolamento social,
expostos a poluentes ambientes e expostos a andxia neonatal (SAGVOLDEN, 2000). No
entanto, poucos preenchem os trés critérios de validacdo essenciais para um bom modelo:
validade de face, validade de construto e validade preditiva (SAGVOLDEN et al., 2009).
Nesse sentido, um dos modelos animais mais apropriados para o estudo do TDAH é a cepa de
ratos espontaneamente hipertensos (SHR, do inglés spontaneoulsy hypertensive rats)
(ROESSNER et al., 2010).

Esse modelo foi desenvolvido em 1963 na cidade de Kyoto, no Japéo, por Okamoto e
Aoki a partir de progenitoras Wistar-Kyoto (WKY). Os animais SHR apresentam hipertensdo
durante a vida adulta, sendo um modelo muito utilizado em estudos sobre doengas
cardiovasculares (LI et al., 2007). Entretanto, antes da vida adulta (4-6 semanas de idade) eles
apresentam manifestacdes comportamentais que se correlacionam com as caracteristicas
classicas do TDAH: comprometimento da atencdo, maior atividade locomotora
(hiperatividade) e impulsividade (MENESES et al., 2011), preenchendo assim o critério de
validade de face. Os SHR apresentam anormalidades no sistema dopaminérgico que incluem
diminuicGes dos niveis de dopamina no estriado, nicleo caudato e accumbens, bem como
reducdes no volume do estriado, apresentando assim validade de construto (SIMCHON;
WEIZMAN; REHAVI, 2010). O modelo responde ao metilfenidato, sendo capaz de prever
correlatos de TDAH em seres humanos no que se refere ao comportamento, genética e
funcbes neuronais ndo mostrados anteriormente na pratica clinica. Portanto, o modelo
preenche o critério de validade preditiva (SAGVOLDEN, 2000; SAGVOLDEN et al., 2005).

Estudos sugerem que ocorre uma hiperfuncdo do sistema noradrenérgico e uma

hipofuncdo do sistema dopaminérgico na regido do cortex pré-frontal de ratos SHR quando
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comparados ao seu controle WKY (RUSSELL, 2002). Esse desbalanco entre os dois sistemas
acarreta em alteracbes comportamentais semelhantes as observadas no TDAH. A atividade
dopaminérgica neuronal é essencial para a execucdo de algumas fungdes atribuidas ao cértex
pré-frontal tais como: o controle do impulso, resposta inibitéria, memdria de trabalho,
flexibilidade cognitiva, planejamento, julgamento e tomada de decisdo (LOGUE; GOULD,
2014). Alem disso, Li e colaboradores (2007) mostraram que a expressao do gene que
codifica o receptor de dopamina D4 (DRD4) e o nivel dessa proteina no cortex pré-frontal de
ratos SHR foi menor quando comparado ao controle WKY. O transportador de dopamina
(DAT), responsavel pela captacdo de dopamina na fenda sinaptica, apresenta aumento de sua
expressdo no cortex pre-frontal e no estriado de ratos SHR, embora a transmisséo
dopaminérgica esteja reduzida (PANDOLFO et al, 2013; VIGGIANO; VALLONE;
SADILE, 2004).

Outros estudos utilizando camundongos (TSAI, 2007) e ratos SHR adultos (JEONG et
al., 2014) observaram reducdo na expressdao do fator neurotréfico derivado do encéfalo
(BDNF), proteina essencial para o desenvolvimento e maturacdo das sinapses, e que essa
alteracdo pode desempenhar um papel na patogenia do TDAH. Analise de polimorfismos nos
genes que codificam a SNAP-25 (proteina de 25 kDa associada ao sinaptossoma) e a
sinaptofisina, proteinas que participam da neurotransmissdo, reforcou a evidéncia de
associacdo desses genes com o transtorno em diferentes populacdes (GALVEZ et al., 2014;
GAO et al., 2015). Camundongos mutantes coloboma, com mutacdo por delecdo do gene que
codifica a SNAP-25, apresentaram hiperatividade espontanea e atraso em algumas habilidades
motoras neonatais (WILSON, 2000). O aumento da sinalizacdo do CREB (proteina de ligacdo
ao AMPCc), envolvido na transcricdo de genes essenciais para o desenvolvimento e a fisiologia
do sistema nervoso central, como o BDNF (CONNOLLY; KINGSBURY, 2010), também

pode estar relacionado com o transtorno (D’ANDREA et al., 2015).
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1.7 BDNF

Os fatores neurotroficos sdo essenciais para o funcionamento adequado do sistema
nervoso central, atuando na diferenciacdo celular, sobrevivéncia neuronal, migracéo,
arborizacdo dendritica, maturacdo das sinapses durante o desenvolvimento e plasticidade
sindptica (REINHART et al., 2015). Dentre as neurotrofinas mais conhecidas, pode-se citar o
fator de crescimento nervoso (NGF), o fator neurotréfico derivado do encéfalo (BDNF), a
neurotrofina-3 (NT-3) e a NT-4/5. Essas moléculas sdo primeiramente sintetizadas em pré-
pro-neurotrofinas e clivadas no reticulo endoplasmatico, originando pré-neurotrofinas. Essas
pro-neurotrofinas podem sofrer clivagem intracelular e serem liberadas, podem ser liberadas e
posteriormente clivadas no meio extracelular ou podem ser liberadas sem sofrer clivagem. As
pro-neurotrofinas que sdo clivadas originam as neurotrofinas maduras, no entanto ambas
podem atuar em processos de sinalizacdo (revisado por LIU et al., 2015). Essas neurotrofinas
em sua forma madura ligam-se a familia de receptores do tipo tirosina cinase: trkA, trkB e
trkC. O NGF tem maior afinidade pelo receptor trkA, o NT-3 liga-se principalmente ao trkC e
0 BDNF e o NT-4 ligam-se especificamente aos receptores do tipo trkB. Além disso, essas
neurotrofinas também podem se ligar com baixa-afinidade ao receptor de neurotrofina p75
(p75NTR, do inglés, p75 neurotrophin receptor). Quando a ativacdo dos receptores Trk esta
reduzida ou ausente, os receptores p75NRT podem induzir apoptose em oligodendrdcitos,
neurdnios e células da musculatura lisa vascular (LEE et al., 2001). A sinalizacdo mediada
pela ligacdo do BDNF ao seu receptor TrkB forma o complexo BDNF-TrkB. Ocorre
dimerizacdo dos receptores e ativacdo via fosforilagdo das cinases presentes nos dominios
citoplasmaticos. Esse processo pode ativar diferentes vias de sinalizacdo, como via proteinas

cinases ativadas por mitdgenos (MAPK), via fosfolipase C (PLC) e via fosfatidilinositol-3-
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quinase (PI3K). A sinalizagcdo via MAPK pode resultar na ativagéo de fatores de transcricao,
inclusive do CREB, que por sua vez ativa a transcricdo de genes essenciais para a
diferenciagéo e sobrevivéncia neuronal (REICHARDT, 2006).

O BDNF possui um papel importante na regulagdo da sobrevivéncia dos neur6nios
durante o desenvolvimento, além de atuar na diferenciacdo e manutencdo de neurbnios
maduros e prevenir a morte dessas células (TSAI, 2003). A forma precursora do BDNF, o
pro-BDNF, pode ser secretada da célula dessa forma ou clivada intracelularmente em sua
forma madura (mBDNF), sendo importante que exista equilibrio entre as duas formas para a
fisiologia normal das células (FOLTRAN; DIAZ, 2016). A deficiéncia na funcionalidade dos
genes que codificam NGF, BNDF e NT3 esté associada a déficits neuronais e a maioria dos
camundongos deficientes em BDNF ndo sobrevivem ap0s a segunda semana poés-natal
(revisado por LIU et al., 2015). Além disso, a delecdo de BDNF em neurdnios de
camundongos causou deficiéncia no desenvolvimento dessas células, principalmente com
prejuizo no crescimento dos dendritos e na densidade dos espinhos na regido do estriado
(DEINHARDT; CHAO, 2014). Devido a importancia do BDNF em diversas fun¢des no SNC,
a investigacdo da sua influéncia na morfologia, funcionalidade e sobrevivéncia de neurdnios e
na eficiéncia das sinapses deve ser melhor compreendida para que seja possivel identificar a

etiologia de transtornos que apresentam alteraces nessa neurotrofina.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Identificar alteracbes em parametros neuroquimicos e morfométricos em neurdnios de

cortex pré-frontal do modelo murino do TDAH.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

« Analisar o imunocontetdo das proteinas sinaptofisina, SNAP-25, CREB, pro-BDNF,
BDNF, TrkB e pTrkB na linhagem SHR e comparar com o seu controle (WKY).

» Realizar uma comparagdo morfométrica do desenvolvimento dos neurdnios das

linhagens SHR e WKY ao longo de diferentes dias in vitro.

 Verificar o papel do BDNF no desenvolvimento dos neurénios das linhagens SHR e
WKY.
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Abstract

Attention deficit hyperactivity disorder (ADHD) is one of the most commonly diagnosed
neurodevelopmental disorder characterized by symptoms of inattention, hyperactivity and
impulsivity. In this study, cultured prefrontal cortical neurons from most validated animal
model for ADHD studies were evaluated for synaptic proteins, BDNF and its related proteins
levels, as well their differentiation over the course of development. SNAP-25, CREB and
TrkB receptors increased during the first days in vitro (DIV) in SHR neurons. At 5 DIV SHR
neurons showed increased synaptophysin and decreased SNAP-25, proBDNF and TrkB
receptors. BDNF and phospho-TrkB levels were not altered over the course of neuronal
development. Morphometric analysis revealed reduction in the total neurite length and the
number of branch points in SHR neurons at 5 DIV. Altogether, our findings suggest that both
changes in synaptic and BDNF-related proteins may be associated to the delayed neuronal
development and differentiation of SHR neurons. These changes found in the neuronal

outgrowth and dendritic arborization help to understand the neurobiological basis of ADHD.
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Introduction

Attention deficit hyperactivity disorder (ADHD) is one of the most common
neuropsychiatric disorders of childhood affecting 5% of the child population (DSM-5; APA,
2013) and 2.5% of the adult population (Simon et al., 2009). ADHD is characterized by
symptoms of inattention, hyperactivity and impulsivity. This disorder may be associated with
other psychiatric comorbidities including oppositional defiant disorder, conduct disorder,
learning disabilities, affective disorder, anxiety, and unipolar and bipolar disorders (Kadesjo
and Gillberg, 2001). ADHD is a heterogeneous and phenotypically complex neurobehavioral
disorder with unknown etiology, but the interaction between environmental and genetic
factors have been described to increase the vulnerability to the disorder (Faraone and
Biederman, 1998).

Studies in patients and animal models have shown that there is a dopaminergic
hypofunction related to ADHD, and also noradrenergic and cholinergic dysfunction (Terry et
al., 2000; reviewed by Meneses et al., 2011). The prefrontal cortex participates in the control,
organization, and coordination of several cognitive functions, including planning, decision
making, impulse control, working memory, functions requiring attention, sensory and motor
stimuli (Fassbender and Schweitzer, 2006). It has been described that the efficiency of
dopaminergic neuron projections from the ventral tegmental area of the midbrain to the
striatum and prefrontal cortex may be compromised in ADHD (Eells, 2003). Besides,
polymorphisms have also been found for dopamine transporter (DAT) (Barr et al., 2001) and
dopamine D4 receptor (DRD4) (Faraone et al., 2001)

SNAP-25 (synaptosomal-associated protein 25) is also involved in the processes of
neurite sprouting (Kimura et al., 2003; Shirasu et al., 2000), neurite outgrowth (Osen-Sand et
al., 1996) and axonal differentiation (Osen-Sand et al., 1993). Polymorphisms in genes

encoding proteins that participate in the neurotransmission such as SNAP-25 and
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synaptophysin have been reported in ADHD patients from different populations (Gélvez et
al., 2014; Gao et al., 2015). Some studies have also pointed to an association of single
nucleotide polymorphisms (SNPs) in the SNAP25 gene with ADHD (Faraone et al., 2005;
Hawi et al., 2013). In experimental models, the deletion of the gene encoding SNAP-25 in
mice (Coloboma mice) causes spontaneous hyperactivity and delay in some neonatal motor
skills (Wilson, 2000).

Brain-derived neurotrophic factor (BDNF) is a neurotrophic factor essential for the
development and maturation of synapses, and involved in axonal outgrowth and dendritic
arborization (Jeong et al., 2014). BDNF levels in serum from ADHD patients present different
alterations, with lower levels in adult patients and higher levels in children diagnosed with
ADHD (Liu et al., 2015). Other studies using mice and adult SHR rats observed reduced
expression of BDNF (Jeong et al., 2014; Tsai, 2007). One of the most validated animal model
for ADHD studies is Spontaneously hypertensive rats strain (SHR) (Roessner et al., 2010).
These animals before adulthood (4-6 weeks of age) filling the three criteria of face (Meneses
et al.,, 2011), construct (Simchon et al., 2010) and predictive validity (Sagvolden, 2000;
Sagvolden et al., 2005).

In this work, cultured prefrontal cortical neurons from most validated animal model
for ADHD studies were evaluated for synaptic proteins, BDNF and its related proteins levels,

as well their differentiation over the course of development.

Material and Methods

Animals

Pregnant female Wistar-Kyoto (WKY/NIcoCrl) and SHR (NCrl) rats from our own breeding
colony were used in this study. The project was approved by the ethical committee of the

Federal University of Rio Grande do Sul (CEUA-UFRGS number 29196) and the procedures
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used in the present study follow the rules of the NIH Guide for Care and Use of Laboratory
Animals as well as the Brazilian Society for Neuroscience and Behavior (SBNeC)
recommendations for animal care. Animals were maintained in standard animal housing
conditions, under 12-12 h light/dark cycle (lights on 7:00 a.m.), at constant temperature (22

1°C) and with food and water ad libitum.

Primary neuronal cultures

Cortical neuronal cultures were prepared from E16-17 WKY and SHR embryos. Prefrontal
cortices were dissected out from embryos in Hank’s balanced salt solution (HBSS) medium
supplemented with glucose. The tissue was enzymatically digested in 0.25 % trypsin (Gibco)
for 10 min at 37 °C and after centrifugation the pellet was mechanically dissociated with
0.001 g/mL DNase (Sigma, Sdo Paulo/Brazil). The cell suspension was re-suspended in
Neurobasal medium supplemented with 0.2 mM L-glutamine, B27 supplement and 1%
penicillin/streptomycin (Gibco, Sdo Paulo/Brazil). Cells were plated in 50 pg/mL poly-D-
lysine-coated coverslips and maintained at 37 °C, 5 % COg cell incubator. For morphometric
analysis experiments during development and BDNF treatment, cells were plated at a density
of 0.3x10° cells/mL in a 12-well plate. For immunoblotting experiments, cells were plated at a
density of 1.5-3 x 10%cells/mL in a 6-well plate. Cortical neurons at 4 DIV were incubated

with 20 ng/mL BDNF (ProSpec Protein Specialists, Israel) during 24 h.

Immunoblotting

At different days in vitro (DIV), 1, 2, 5 and 8, cells from 6-well plates were washed in
phosphate-buffered saline (PBS) and scrapped in 5% Sodium dodecyl sulfate (SDS) solution
containing a cocktail of 0.1 % protease and phosphatase inhibitors (Sigma, Sdo Paulo/Brazil).

Cells were kept at -20 °C and immediately after defrost the protein content was determined by
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bicinchoninic acid assay (BCA) (Pierce, S&o Paulo/Brazil) using bovine serum albumin
(BSA) as standard. The samples were diluted to a final protein concentration of 0.15-0.5
pg/pL in SDS PAGE sample buffer and the amount of protein applied was 5 pg for SNAP-25,
synaptophysin, CREB, proBDNF, BDNF, TrkB full length and phospho-TrkB. Proteins were
separated together with the prestained molecular weight marker (Bio-Rad, Sdo Paulo/Brazil)
in SDS-PAGE gels (10-14 % for resolving gel and 4 % for stacking gel) and transferred to
nitrocellulose membranes (Amersham, Sdo Paulo/Brazil). After electrotransferring, the
membranes were blocked during 1 h in Tris-buffered saline solution containing 0.1 % Tween-
20 (TBS-T) and 3 % BSA or TBS-T containing 5 % non-fat dry milk. After blocking,
nitrocellulose membranes were incubated overnight at 4 °C with the primary antibodies rabbit
anti-SNAP-25 (1:10,000; Sigma, Sdo Paulo/ Brazil), rabbit anti-synaptophysin (1:5000;
Abcam, Sdo Paulo/Brazil), rabbit anti-CREB (1:1000; Cell Signaling, Sdo Paulo/Brazil),
rabbit anti-proBDNF (1:1000; Abcam, Sdo Paulo/Brazil), rabbit anti-BDNF (1:1000; Abcam,
Sdo Paulo/Brazil), rabbit anti-TrkB (1:1000; Abcam, S&o Paulo/Brazil), rabbit anti-
phosphoTrkA/TrkB (1:1000; Cell Signaling, S&o Paulo/ Brazil). As a control of the protein
loading, membranes were incubated with mouse anti-B-actin (1:30000; Santa Cruz
Biotechnologies, S&o Paulo/Brazil) or mouse anti-p-tubulin (1:10000; Santa Cruz
Biotechnologies, Sdo Paulo/Brazil). The membranes were washed and incubated with
horseradish peroxidase conjugated secondary antibodies for 1-2 h at room temperature and
developed with chemiluminescence ECL kit (Amersham, Sao Paulo/Brazil).
Images were acquired with ImageQuant LAS 4000 image system (GE Healthcare Life

Sciences) and densitometric analysis were performed using the NIH ImageJ software.

Immunocytochemistry
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Cortical neurons at different DIV and 24 h after treatment with BDNF were washed with pre-
warmed phosphate-buffered saline (PBS) and fixed with 4 % paraformaldehyde (PFA) in PBS
at 37 °C for 10 min. After blocking with PBS containing 1% BSA, 5% normal goat serum and
0.2% Triton X-100 for 1 h at room temperature, cells were incubated with monoclonal
primary antibody mouse anti-MAP-2 (1:200; Santa Cruz Biotechnology, Sdo Paulo/Brazil)
for 2 h at room temperature or overnight (1: 500) at 4 °C. After primary antibody incubation,
cells were incubated with anti-mouse secondary antibody conjugated to Alexa Fluor 594
(1:200; Invitrogen, S&o Paulo/Brazil) for 2 h at room temperature. After the incubation with
secondary antibody, cells were counterstained with DAPI (4',6-diamidino-2-phenylindole).
The coverslips were mounted on microscopy slides with fluorescence mount medium (Dako,
S&o Paulo/Brazil). For analysis during neuronal development, neurons were captured using
Olympus IX-70 inverted fluorescence microscope, with a 40x objective. A total of around 50
neurons were analyzed per condition and per culture, taken from at least 4 independent
cultures. For analysis of treatment with BDNF, cells were fixed at 5 DIV and the images of
neurons were captured using Nikon Eclipse E600 microscope, with a 40x objective. On
average 50 neurons were analyzed per condition and per culture, taken from 3 independent

cultures. The images were captured in 1376 x 1038 pixels size.

Morphometric analysis

The morphometric analysis of neurons were performed using the NIH Image] software
evaluating the following parameters: i) total neurite length, which corresponds to the sum of
all neurite length from a single neuron; ii) maximum neurite length, which corresponds to the
length of the longest process in each neuron; iii) number of branch points, which corresponds
to the total number of ramification points from a single neuron; iv) number of roots, which

corresponds to the number of primary neurites in each neuron.
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Statistical analysis

Data were analyzed by using Paired t test to compare differences between neurons from both
strains. Data from BDNF treatment were analyzed by using two-way ANOVA with strain and
treatment as factors. Data are expressed as means + SEM from independent cultures.
Morphometric analysis in each culture was performed from an average of 50 individual cells.
For the statistical analysis, differences were considered for P < 0.05. GraphPad Prism 6.0 was

the software used for statistical analysis and figures.

Results
Synaptic and BDNF-related proteins in cortical neurons from WKY and SHR rats

Different proteins were evaluated in primary neuronal cultures of Wistar-Kyoto and SHR
rats. The immunocontent of SNAP-25 was increased in SHR neurons at 2 DIV (t = 2.555; P <
0.05) (Fig. 1 B) and decreased at 5 DIV (t = 2.960; P < 0.05) (Fig. 1 C), while at 1 and 8 DIV
remained unchanged between strains (Fig.1 A and D). Synaptohysin was also
immunodetected in neurons from both strains. It can be observed an increase of this protein in
SHR neurons only at 5 DIV (t = 2.615; P < 0.05) (Fig. 2 C).

The analysis of proBDNF revealed decreased levels in SHR neurons at 5 DIV (t = 2.723; P <
0.05) (Fig. 3 C) and increased levels at 8 DIV (t = 2.573; P < 0.05) (Fig. 3D), with no evident
alterations between strains at 1 and 2 DIV (Fig. 3 A and B). When BDNF was
immunodetected, neurons from SHR rats presented a trend toward decrease at 1 and 5 DIV
(Fig. 4 A and C). Regarding to CREB, SHR neurons displayed decreased levels only at 1 DIV
(t = 2.846; P < 0.05) (Fig. 5 A), while no evident alterations were observed over time (Fig. 5

B, C and D).
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The TrkB receptors were analyzed in its full length and phosphorylated form (phospho-
TrkB). While TrkB levels were increased in SHR neurons at 2 DIV (t = 3.809; P < 0.05) (Fig.
6 B) and decreased at 5 DIV (t = 3.494; P < 0.05) (Fig. 6 C), its phosphorylated form was not

significantly altered over time (Fig. 7).

Morphometric analysis during development of cortical neurons from WKY and SHR rats

To assess somatodendritic region outgrowth, MAP-2 immunostaining was performed at 1,
2, 5 and 8 DIV. The reduction on total neurite length was detected in SHR neurons at 5 DIV,
when compared to WKY neurons (t = 3.594; P < 0.05) (Fig.8 A). When the number of roots
was evaluated, which corresponds to the number of primary neurites in each neuron, SHR
neurons presented reduction at 2 DIV in relation to WKY neurons (t = 3.299; P < 0.05) (Fig.8
C). The number of branch points was decreased in SHR neurons at 5 DIV (t = 2.710; P <
0.05) (Fig.8 D). The maximum neurite length was not different between neurons from both

strains during outgrowth (Fig. 8 B).

Preliminary results
Morphometric analysis after treatment with BDNF

To assess neurons outgrowth after treatment with BDNF, MAP-2 immunostaining was
performed at 5 DIV. It can be noted a trend toward increase in the number of primary neurites
in each neuron (number of roots) in WKY neurons after BDNF treatment, when compared to
SHR neurons in the same condition (Fig. 9 C). No differences were found for any parameter

of morphometric analysis (Fig. 9).

Discussion
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In this study, we analyzed the development in vitro of prefrontal cortical neurons from most
validated animal model for the study of ADHD. Besides, the immunocontent of synaptic
proteins and the participation of BDNF and its related proteins in the neuronal development
were also investigated. Prefrontal cortical neurons from ADHD model displayed alterations
during their development course and changes in the immunocontent of the SNAP-25,
synaptophysin, proBDNF, CREB and TrkB proteins were also observed at different days in
vitro.

SNAP-25 is a presynaptic plasma membrane protein belonging to SNARE complex, being
crucial for synaptic function of specific neuronal systems, vesicle docking and membrane
fusion (Chen et al., 2002). Synaptophysin is a synaptic vesicle protein that is now recognized
as the first identified intrinsic trafficking partners (iTRAPs), belonging to a group of proteins
that provide a final “fail-safe” mechanism to ensure accurate clustering and retrieval
endocytosis (for recent review see Gordon and Cousin, 2016). Synaptophysin after binding to
synaptobrevin (another protein from SNARE complex), ensures the correct stoichiometry of
synaptobrevin trafficking, as revealed in synaptophysin knockout neurons where
synaptobrevin was mislocalized from nerve terminals and stranded at the plasma membrane
(Gordon et al., 2011). Our findings revealed that prefrontal cortical neurons from SHR rats
presented a transitory increase in the SNAP-25 at the beginning of their development, which
was accompanied by decreasing number of roots. However, SNAP-25 was found be
decreased over time in SHR neurons, being also accompanied by increasing synaptophysin
and reductions in the total neurite length. This decreased SNAP-25 found in SHR neurons
corroborates with previous data showing reduction in the SNAP25 gene expression in the
prefrontal cortex of SHR rats (Li et al., 2009). Both SNAP-25 and synaptophysin have been
reported to be expressed in the developing brain prior to the onset of synaptogenesis

(Marqueze-Pouey et al., 1991); hence it is conceivable to suggest that those early transient
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increase in the SNAP-25 could be an initial compensatory response for the subsequent
delayed development of SHR neurons. Likewise, decrease in the SNAP-25 may be associated
with morphometric alterations found during the course of SHR neurons development. This
hypothesis is supported by previous studies in which suppression of SNAP-25 expression or
its cleavage by botulinum neurotoxin type A decreases total length of neurites (OSEN-SAND
et al.,, 1993; 1996). Besides, the imbalance between SNAP-25 and synaptophysin levels in
SHR neurons might lead to disturbances in the SNARE complex, resulting in inefficiency of
the neurotransmittion. Of note, patients diagnosed with ADHD presented a single nucleotide
polymorphism in the gene encoding the protein synaptophysin, indicating a possible
association of this gene with the pathophysiology of this disorder (Brookes et al., 2006).
BDNF is a neurotrophin that promotes synapse formation by regulating axonal branching,
dendritic growth and activity-dependent synapse refinement (Cohen-Cory and Fraser, 1995;
McAllister et al., 1995; Park and Poo, 2013). BDNF is synthesized first as a precursor protein
(proBDNF), which is subsequently converted into mature BDNF through proteolytic
processing, either extracellularly or intracellularly (Lee et al., 2001; Mowla et al., 2001; Pang
et al., 2004; Seidah et al., 1996). The CREB transcription factor is also involved in neuronal
growth and plasticity by regulating the expression of several genes (Barco and Marie, 2011;
Lonze and Ginty, 2002). The decreased CREB at the beginning of neuronal development in
vitro of SHR neurons could be involved in the subsequent morphological changes observed in
SHR neurons, for example, decreased number of roots at 2 DIV. In fact, CREB inhibition has
been described to decrease dendrite growth of cortical neurons (Barco and Marie, 2011;
Lonze and Ginty, 2002), pointing to the crucial role of this transcription factor during
neuronal development (Landeira et al., 2018). Another imbalance found in SHR neurons was
the fluctuations of proBDNF that did not match with BDNF levels. While proBDNF varied

across neuronal development BDNF had remained unaltered in the SHR neurons. Serum
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levels of BDNF presented mixed results according to the population diagnosed with ADHD
(Liu et al., 2015), whereas BDNF levels were unaltered in the hippocampus of young
adolescent rats (Nunes et al., 2018).

The proBDNF, binds preferentially to p75NTR receptor leading to programmed cell death
and pruning of axons, but recently the signaling through p75NTR also leads to decreased
neurite outgrowth and inhibition of growth cone formation (Deinhardt and Chao, 2014). As a
result, it cannot be excluded the influence of proBDNF in the morphological alterations
observed in SHR neurons. In parallel, TrkB receptors were initially increased at 2 DIV in the
SHR neurons; then TrkB receptors decreased over time, which was coincident with reduced
branch points and total neurite length along with no changes in its phosphorylated form.
BDNF and its TrkB receptor play an important role during development in the neuronal
survival, morphogenesis and plasticity (Jeong et al., 2014). At a first glance, these reductions
in the branch points and total neurite length observed in SHR neurons suggest disturbances in
the BDNF signaling. In fact, preliminary results have revealed that SHR neurons seem to be
irresponsive to BDNF, since after 24 h of BDNF the reduced number of roots and branch
points remained unaltered.

Overall, our finding revealed that neurons from the most validated model for ADHD studies
displayed alterations in synaptic proteins and in the signaling of the most documented
neurotrophic factor. From our knowledge, this is the first report in which developing
prefrontal neurons of this model were investigated. Some studies have already reported the
relationship between reduced dendritic arborization of cortical and hippocampal neurons and
some developmental disorders (Yang et al., 2014). Since neuronal morphology is directly
correlated with functionality, understanding the mechanisms and modifications at the protein
level that lead to changes in neuronal growth and dendritic arborization is fundamental to

understanding the neurobiological basis of neurodevelopmental disorders such as ADHD.
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Figure legends:

Figure 1: Immunocontent of SNAP-25 in the primary neuronal culture of WKY and SHR rats
during different days in vitro (DIV): A) 1 DIV; B) 2 DIV; C) 5 DIV; D) 8 DIV. Data are
represented as means £ S.EM (n = 6-8 different cultures) of the density unit lines
(normalized by [-actin). Below are representative bands for each protein. Statistical

significance was assessed by Student’s paired t test: *P < 0.05

Figure 2: Immunocontent of synaptophysin in the primary neuronal culture of WKY and SHR
rats during different in vitro (DIV): A) 1 DIV; B) 2 DIV; C) 5 DIV; D) 8 DIV. Data are
represented as means = S.E.M (n = 6-9 different cultures) of the density unit lines (normalized
by PB-tubulin). Below the graphs are the representative bands for each protein. Statistical

significance was assessed by Student’s paired t test: *P < 0.05

Figure 3: Immunocontent of proBDNF in the primary neuronal culture of WKY and SHR rats
during different days in vitro (DIV): A) 1 DIV; B) 2 DIV; C) 5 DIV, D) 8 DIV. Data are
represented as means = S.E.M (n = 6-7 different cultures) of the density unit lines (normalized
by PB-tubulin). Below the graphs are the representative bands for each protein. Statistical

significance was assessed by Student’s paired t test: *P < 0.05

Figure 4: Immunocontent of BDNF in the primary neuronal culture of WKY and SHR rats
during different days in vitro (DIV): A) 1 DIV; B) 2 DIV; C) 5 DIV; D) 8 DIV. Data are
represented as means = S.E.M (n = 5-6 different cultures) of the density unit lines (normalized
by B-tubulin). Below the graphs are the representative bands for each protein. Statistical

significance was assessed by Student’s paired t test. *P < 0.05
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Figure 5: Immunocontent of CREB in the primary neuronal culture of WKY and SHR rats
during different days in vitro (DIV): A) 1 DIV; B) 2 DIV; C) 5 DIV; D) 8 DIV. Data are
represented as means £ S.EM (n = 6-9 different cultures) of the density unit lines
(normalized by B-tubulin). Below the graphs are the representative bands for each protein.

Statistical significance was assessed by Student’s paired t test: *P < 0.05

Figure 6: Immunocontent of TrkB in the primary neuronal culture of WKY and SHR rats
during different days in vitro (DIV): A) 1 DIV; B) 2 DIV; C) 5 DIV, D) 8 DIV. Data are
represented as means = S.EM (n = 4-5 different cultures) of the density unit lines
(normalized by B-tubulin). Below the graphs are the representative bands for each protein.

Statistical significance was assessed by Student’s paired t test: *P < 0.05

Figure 7: Immunocontent of phospho-TrkB in the primary neuronal culture of WKY and SHR
rats during different days in vitro (DIV): A) 1 DIV, B) 2 DIV; C) 5 DIV; D) 8 DIV. Data are
represented as means = S.E.M (n = 4-5 different cultures) of the density unit lines (normalized
by PB-tubulin). Below the graphs are the representative bands for each protein. Statistical

significance was assessed by Student’s paired t test: *P < 0.05

Figure 8: Morphometric analysis of frontal cortical neurons by immunostaining with MAP-2
during different days in vitro (DIV): 1, 2, 5 and 8. Schematic images from neurons represent
the morphometric analysis. Red lines and dots represent the quantifications. The following
parameters were analyzed: A) total neurite length in micrometer (UmM); B) maximum neurite
length (pm); C) number of roots; D) number of branch points. E) Neuronal morphology at 1,
2, 5 and 8 DIV from both strains was assessed by immunostaining the dendritic marker MAP-

2 (red) and nuclei are visualized by DAPI staining (blue). Scale bar = 20um. Data are
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expressed as means from 4 independent cultures (around 50 individual neurons/per

condition). Statistical significance was assessed by Student’s paired t test: *P < 0.05

Figure 9: Morphometric analysis of frontal cortical neurons from Wistar-Kyoto (WKY) and
SHR rats at 5 DIV. Neurons were immunostained with MAP2 after 24 h of treatment with
BDNF (20ng/mL). Schematic images from neurons represent the morphometric analysis. Red
lines and dots represent the quantifications. Graphic shows the following parameters
analyzed: A) total neurite length in micrometers (m); B) maximum neurite length (um); C)
number of roots; D) number of branch points. E) Neuronal morphology from both strains was
assessed by immunostaining the dendritic marker MAP-2 (red) and nuclei are visualized by
DAPI staining (blue). Scale bar = 20pum. Data are expressed as means + S EM n = 3
independent cultures, an average of 50 individual neurons/per condition). Statistical
significance was assessed by two-way ANOVA with strain and treatment as factors. P = 0.06

and *P < 0.05 for strain effect.
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Figure 2
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Figure 3
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Figure 4
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Figure 5
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Figure 6
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Figure 7

phospho-TrkB
1 DIV
A B 2 DIV
2.0+ 2.0~
= £
S S
o
S 15- S 15
2 7 °
2 2 *
o ad e
° | |
o ) —_—
< L
2 0.5- ° u '§ 0.5 ]
=] =] L ]
= =
(=3 [=3
0.0 T T 0.0 r r
WKY SHR WKY SHR
140 kDa phospho-TrkB 140 kDa [ ohospho-TrkB
55 kDa S @ R-tubulin 55 kDa N W R-tubulin
WKY SHR WKY SHR
c 5 DIV 8 DIV
D
2.0 3.0-
= £
= = ]
12 ° 3 2.5-
3 1.5- S =
-
2 & 204 —_
@ o
: ° —= = b
< = S 10 .
< = 1
S 0.5 s —— um
o o 0.54 *
& &
0.0 T T 0.0 . .
WKY SHR WKY SHR

140 kDa [ phospho-TrkB
55 kDa N B-tubulin

WKY SHR

140 kDa [ ohospho-TrkB
55 kDa s s (-tubulin
WKY SHR

50



Figure 8
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Figure 9 — Preliminary results
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DISCUSSAO

Neste estudo, analisamos o desenvolvimento in vitro de neurdnios obtidos a partir de
culturas primérias de cortex pré-frontal do modelo animal mais validado para o estudo do
TDAH. Também investigamos o0 imunoconteldo de proteinas sinapticas e do
desenvolvimento, e a participacdo do BDNF no desenvolvimento neuronal. Foi possivel
identificar alteracdes no imunoconteddo das proteinas SNAP-25, sinaptofisina, pro-BDNF,
CREB e TrkB dependendo dos diferentes dias in vitro analisados. Além disso, detectamos
alteragbes em pardmetros morfométricos dos neurbnios SHR pela imunorreatividade da
proteina MAP-2, considerada um marcador da regido somatodendritica. No inicio do
desenvolvimento, 0s neurdnios projetam neuritos principalmente durante o 1° e 2° DIV. Ao
longo do tempo, esses neurdnios projetam seus axonios (2°-4° DIV) e posteriormente ocorre a

ramificacao e crescimento do axénio e dos dendritos (4°-15° DIV) (Figura 2).

Estagio 4
i i . E14 + 4-15div
Estagio 1 Estagio 2 Estagio 3
E14 + Odiv E14 + 1-2div E14 + 2-4div }
\4
[ \/ ‘/
. #‘ ” N Y \ 7/‘{\.
}A){\ = L «.‘~‘\:.~‘.
) : “w A
Protusao bk
lamelipodial e Muiltiplas extensdes Quebra de simetria: '
filopodial de neuritos imaturos especificacio de |
axinia Ramificagdo e crescimento Y

de axonio e dendritos

Figura 2: Desenvolvimento neuronal (Adaptado de Barnes e Polleux, 2009)

A SNAP-25 é uma proteina da membrana plasmatica pré-sindptica envolvida na
exocitose de vesiculas sinapticas que juntamente com a sintaxina 1A, a sinaptobrevina e a
proteina de membrana associada a vesicula-2 (VAMP-2) formam o complexo SNARE (do
inglés, Soluble N-ethylmaleimide-sensitive factor attachment protein receptor) (CUPERTINO

et al., 2016). A SNAP-25 ¢ sintetizada no corpo celular dos neurdnios, transportada para 0s
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axonios e por fim localizada nos terminais pre-sinapticos (OYLER et al., 1991). Além do seu
papel pré-sindptico na sinaptogénese, SNAP-25 possui um importante papel na regulacéo da
excitabilidade neuronal pelo controle da responsividade do calcio a despolarizacdo
(VERDERIO et al., 2004). A sinaptofisina é uma proteina abundante de vesiculas sinépticas
com importante papel na funcéo sinéptica. Essa molécula se liga diretamente a sinaptobrevina
de forma exclusiva, de forma que a sinaptobrevina ndo pode se ligar a VAMP-2, sintaxina e
SNAP-25 para formar o complexo SNARE, e assim o processo de exocitose das vesiculas
sindpticas fica comprometido (EDELMANN et al., 1995). Outro papel dessa proteina ja foi
relatado na literatura, onde animais nocaute para o gene que codifica a sinaptofisina
apresentaram velocidade reduzida na endocitose das vesiculas sinapticas e déficits no
recrutamento da sinaptobrevina para as vesiculas sinapticas, demonstrando a importancia da
sinaptofisina no processo de endocitose (GORDON; LEUBE; COUSIN, 2011).

Nesse estudo, 0s neurdnios de cortex pré-frontal de ratos SHR no inicio do seu
desenvolvimento apresentaram um aumento transitério no imunoconteddo da SNAP-25, e
essa alteracdo foi acompanhada por diminuicdo no numero de raizes desses neurénios. No
entanto, no decorrer do desenvolvimento houve diminuicdo da SNAP-25 e isso foi
coincidente com a diminuicdo no comprimento total dos neuritos dos neurdnios SHR. E
importante ressaltar que a SNAP-25 também esta envolvida nos processos de crescimento e
de diferenciacdo axonal, pois a inibicdo de sua expressao por oligonucleotideos antisense em
neurdnios corticais de ratos e em células PC12 in vitro (OSEN-SAND et al., 1993), bem como
a sua clivagem pela neurotoxina botulinica tipo A, diminuiu 0 comprimento total dos neuritos
(OSEN-SAND et al., 1996). Sabendo da importancia da SNAP-25 no desenvolvimento
neuronal, a diminuicdo no namero de pontos de ramificacdo no 5° DIV dos neurdnios SHR
também pode estar associada ao nivel diminuido dessa proteina. O papel da SNAP-25 no

aumento do numero de brotamentos de neuritos ja foi evidenciado em estudos utilizando
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celulas PC12 (KIMURA; MIZOGUCHI; IDE, 2003; SHIRASU et al., 2000), mas o aumento
do imunoconteudo da SNAP-25 no 2° DIV dos neurdnios SHR ndo se refletiu no nimero de
raizes. O aumento no imunocontetdo dessa proteina pode ser um mecanismo compensatorio
para 0 atraso no desenvolvimento dos neurénios SHR nesse DIV. Sabendo do papel dessa
proteina no brotamento e na elongacdo dos neuritos, niveis alterados de sua expressdo podem
estar relacionados a maior susceptibilidade ao TDAH durante a infancia, que é um periodo
critico para o desenvolvimento neuronal. E possivel que um atraso no desenvolvimento desses
neurbnios ocorrido em periodos especificos possa se refletir em prejuizos nessas células mais
maduras.

Esse desbalanceamento no imunoconteudo da SNAP-25 em neurénios SHR pode
acarretar em disfuncdo do complexo SNARE e afetar a eficiéncia da liberacdo dos
neurotransmissores na fenda sinaptica. A diminuicdo da SNAP-25 a nivel proteico nos
neurdnios SHR pode também corroborar com os achados de Li e colaboradores (2009), em
que a expressao do gene SNAP25 diminuiu no cortex pré-frontal de animais jovens SHR, e
isto resultaria numa diminuicdo da liberacdo de dopamina em decorréncia de um prejuizo no
armazenamento de vesiculas e/ou na reducdo da liberacdo de dopamina nos neurénios SHR.
De fato, reducdo na liberacdo de dopamina nas regides do cortex pré-frontal e do caudado-
putamen ja foram relatadas em animais SHR, e poderia ser devido a deficiéncia no processo
de liberacdo das vesiculas sinapticas (RUSSELL et al., 1995; WILSON, 2000). Regibes
cerebrais onde a expressdo de SNAP-25 esta diminuida, como o giro frontal inferior, regido
cortical critica para a atencdo e inibicdo, podem ter a eficiéncia da liberacdo de
neurotransmissores e da funcdo sinaptica diminuida, prejudicando o comportamento e a
cognicao e conferindo risco ao TDAH (HAWI et al., 2013).

Neste trabalho, houve um aumento no imunocontetdo da sinaptofisina no 5° DIV em

neurdnios SHR. Uma hipOtese que precisaria ser testada era se estes niveis alterados de
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sinaptofisina se refletiriam nos niveis da sinaptobrevina, e subsequentemente num possivel
desbalanco e alteracdo na formacdo do complexo SNARE comprometendo a funcionalidade
do processo de exocitose. Seria necessario a avaliacdo do imunocontetdo da sinaptobrevina
para que essa hipotese seja confirmada. De qualquer forma, Bacci e colaboradores (2001)
mostraram que o bloqueio cronico de receptores de glutamato em culturas primarias de
neurdnios de hipocampo resultou na diminui¢do do complexo sinaptobrevina-sinaptofisina e,
consequentemente, no aumento da liberagdo de neurotransmissores. 1sso evidencia a
importancia dessa proteina na regulacdo da disponibilidade da sinaptobrevina e no controle da
exocitose de neurotransmissores na fenda sinaptica (EDELMANN et al., 1995). A nivel
genético, Brookes e colaboradores (2006) encontraram um SNP no gene que codifica a
proteina sinaptofisina (gene SYP) em pacientes com TDAH, indicando uma possivel
associacdo desse gene com a patofisiologia do transtorno.

O BDNF ¢é uma neurotrofina com papel na proliferacdo, diferenciacdo, degeneracao,
sobrevivéncia e neurogénese dos neurbnios (REINHART et al., 2015). E importante
acompanhar ao longo do desenvolvimento se os niveis de BDNF estariam alterados, visto que
esta neurotrofina estd envolvida na sobrevivéncia e diferenciacdo de neurbnios
dopaminérgicos e serotoninérgicos (KENT et al., 2005), sistemas de neurotransmissao ja
relatados na literatura com alteracfes associadas ao TDAH (MENESES et al., 2011).

Os niveis de BDNF no soro de pacientes com TDAH apresentam resultados distintos,
sendo observado niveis mais baixos em pacientes adultos e niveis mais altos em criancas
diagnosticados com TDAH (LIU et al, 2015). Neste estudo, uma diminuicdo no
imunocontetdo do pro-BDNF nos neurdnios SHR foi observada no 5° DIV, enquanto que no
8° DIV houve aumento dessa proteina, ambos acompanhados de auséncia de alteracdo nos
niveis de BDNF nos diferentes dias analisados. Embora as alteracbes no proBDNF néo

repercutiram nos niveis de sua forma madura, as modifica¢cbes na morfologia dos dendritos
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podem estar associadas a essa alteracdo nos niveis do proBDNF. A diminui¢cdo no namero de
raizes observada em neurdnios SHR no 2° DIV corrobora com essa hipotese, pois é possivel
que essas alteracbes pontuais resultem em deficiéncias no desenvolvimento dessas células. E
bastante reconhecido que a forma madura do BDNF e a precursora proBDNF possuem papéis
opostos mediados pela ligagdo preferencial em diferentes receptores. A forma madura se liga
preferencialmente no receptor TrkB levando a sobrevivéncia, morfogénese e plasticidade
sinaptica (JEONG et al., 2014), propiciando aumento do crescimento axonal e crescimento e
arborizacdo dos dendritos. J& a forma precursora, 0 proBDNF, se liga com maior afinidade no
receptor p75NTR, membro da familia do fator de necrose tumoral (TNF), levando a morte
celular programada de neurbnios motores e a poda de axdnios, contribuindo para a morte
celular. Alem disso, a sinalizacdo atraves do p75NTR leva a diminuicdo do crescimento dos
neuritos e inibicdo da formacdo do cone de crescimento (DEINHARDT; CHAO, 2014).

O aumento de proBDNF no 8° DIV poderia favorecer mais a sinalizacdo mediada pelo
receptor p75NTR, sendo importante a andlise do imunoconteudo desse receptor nos neurdnios
SHR para verificar essa hipdtese. A analise por imunocitoquimica da regido axonal através da
marcacdo com a proteina Tau durante o desenvolvimento dos neurdnios pode fornecer
informacGes importantes a respeito de possiveis alteracbes morfolégicas que o desbalanco nos
niveis de proBDNF pode causar nas células. Alguns estudos ja relataram a relagcdo entre a
arborizacdo reduzida dos neurbnios corticais e hipocampais e algumas desordens do
desenvolvimento (YANG et al., 2014). Analisando correntes pds-sindpticas excitatérias em
fatias corticais de camundongos, Gibon, Barker e Séguéla (2016) verificaram que 0 BDNF
através do seu receptor TrkB na membrana pré-sinaptica aumenta a liberagcdo de glutamato em
neurdnios piramidais, enquanto o proBDNF através do receptor p75NTR diminui essa

liberacdo. Yang e colaboradores (2014) mostraram que o proBDNF é liberado por neurdnios
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hipocampais atuando como um fator que altera a arborizacdo dendritica e a densidade das
espinhas dendriticas.

O fator de transcricdo CREB esta envolvido na regulagdo da resposta neuronal frente a
diversos estimulos, sendo crucial no crescimento e plasticidade dessas células por meio da
regulacdo da expressé@o de diversos genes (BARCO; MARIE, 2011; LONZE; GINTY, 2002).
Foi observada uma diminuicdo no imunoconteido do CREB somente no 1° DIV nos
neuronios SHR. Diferentes estudos mostraram a importancia do CREB na sobrevivéncia de
neurbnios in vitro e em camundongos nocaute para o gene que codifica essa proteina
(LONZE; GINTY, 2002). A inibicdo do CREB leva a uma redugdo na sobrevivéncia neuronal
e diminuigdo no crescimento dos dendritos de neurdnios corticais (REDMOND; KASHANI;
GHOSH, 2002), evidenciando a importancia da sinalizacdo desse fator de transcri¢cdo durante
o desenvolvimento celular (LANDEIRA et al., 2018). Portanto, a diminuigéo significativa no
imunocontetdo do CREB em neurénios SHR no 1° DIV também pode promover 0s atrasos
observados no decorrer do desenvolvimento dos neurdnios SHR, tais como a diminui¢do do
comprimento total dos neuritos no 5° DIV. Nos estudo de Paine, Neve e Carlezon Jr (2009), a
inibicdo do CREB mediada por um vetor viral na regido do cortex pré-frontal medial causou
inatencdo em roedores.

O papel do BDNF em modular a liberagcdo de dopamina via ativacao do receptor TrkB
também ja foi estabelecido (BLOCHL; SIRRENBERG, 1996) e uma disfuncdo nesta
neurotrofina poderia melhorar o entendimento das alteracbes nas vias dopaminérgicas e
serotoninérgicas que ja foram relatadas utilizando modelos de roedores e humanos no TDAH
(revisado por MENESES et al., 2011). Durante o desenvolvimento, o BDNF e seu receptor
TrkB tém um papel importante na sobrevivéncia, morfogénese e plasticidade neuronal
(JEONG et al., 2014). Nesse estudo, observamos aumento no imunoconteido do receptor

TrkB no 2° DIV nos neurdnios SHR e diminuicdo dos seus niveis no 5° DIV. Uma vez que
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ndo houve diferengas no imunocontetdo do BDNF nos neurbnios SHR sugere-se que o
desbalanco dos niveis entre as duas proteinas poderia promover uma disfuncdo neuronal
causando alteragdes no desenvolvimento e maturacdo dos neurénios. Esse desbalango também
pode explicar as alteracdes observadas na andlise morfométrica das células em relacdo a
diminuicdo do comprimento total dos neuritos, do numero de raizes e do nimero de
ramificacdes observados nos neurénios SHR. Também é possivel que o aumento no 2° DIV
nos niveis do receptor TrkB seja uma primeira resposta celular compensatéria ao atraso no
seu desenvolvimento, pois o papel do BDNF em promover a sobrevivéncia neuronal ocorre
principalmente via receptor TrkB. No entanto, esse aumento Seria transitorio, ocorrendo
diminuicdo desse receptor nos neurdnios SHR no 5° DIV. E importante que o BDNF e seu
receptor TrkB estejam em niveis equilibrados para a homeostase neuronal, pois a
desregulacdo desses niveis tem sido associada a doencas psiquiatricas, tais como a
esquizofrenia e a depressio (ANGELUCCI; BRENE; MATHE, 2005) e o tratamento com
psicoestimulantes e antidepressivos elevam os niveis de BDNF (TSAI, 2007).

O tratamento dessas células com a neurotrofina BDNF (20 ng/ml) durante 24h néo
causou alteracdo em nenhum parametro morfométrico analisado, indicando que 0s neurdnios
SHR e WKY néo responderam ao tratamento. No entanto, na analise do niamero de raizes
desses neurbnios observamos uma tendéncia dos neurénios WKY em aumentar o nimero de
raizes apos tratamento com BDNF, enquanto os neurénios SHR parecem nao responder a essa
neurotrofina (Fig. 9 C). E importante a realizacdo de mais tratamentos para confirmar esses
resultados, pois o n amostral desse experimento é pequeno (n=3). Outra alternativa seria
avaliar se com doses mais elevadas de BDNF ou com menor tempo de tratamento esses
parametros sdo alterados.

Sendo a morfologia neuronal correlacionada diretamente a funcionalidade celular,

compreender os mecanismos e modificacBes a nivel proteico que levam a alteragdes no
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crescimento neuronal e na arborizacdo dendritica é fundamental para que seja possivel
compreender as bases neurobiol6gicas de transtornos do neurodesenvolvimento como o

TDAH.
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