CAFEINA PREVINE ATRASOS NA DIFERENCIACAO DE NEURONIOS CULTIVADOS A PARTIR DO CORTEX
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INTRODUCAO

O Transtorno do Déficit de Atencdao e Hiperatividade (TDAH) é um dos transtornos neuropsiquiatricos do
desenvolvimento mais comuns. Parte da sintomatologia do TDAH é explicada por estudos de neuroimagem que
revelam um atraso no desenvolvimento de algumas regides encefalicas tais como o cortex pré-frontal. A cafeina é o
psicoestimulante cuja administracdo cronica tem prevenido e/ou revertido prejuizos cognitivos no modelo mais
utilizado para o estudo sobre o TDAH, os ratos espontaneamente hipertensos (SHR). A sinalizacdo adenosinérgica
também participa do desenvolvimento e diferenciacdao dos neurbnios, e a cafeina, via bloqueio ndao seletivo dos
receptores de adenosina Al e A2A, é capaz de alterar proteinas que participam do desenvolvimento e diferenciacao
neuronal. Entretanto, no modelo do TDAH ainda ndao foram caracterizadas modificagdes nos neurdnios corticais in
vitro e tampouco o efeito da cafeina sobre o seu desenvolvimento e diferenciacao.
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Figura 3: A- Nado houve diferenca significativa no comprimento total dos neuritos entre as linhagens SHR e WKYO. B- Os neurf6nios SHR tratados com cafeina
aumentaram em 44 % o seu comprimento total de neuritos (P = 0,003) em relagdo aos ndo tratados. O inibidor da proteina cinase A (KT 5720, 5 pM), e da PI3K
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As analises foram feitas por imunocitoquimica com fluorescéncia para a proteina MAP-2 (regido somatodendritica) e a proteina axonal Tau.
Foram utilizadas cerca de 7-10 culturas independentes, com uma média de 70 neurdnios analisados por cada condigdo.
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Figura 1: A - Nos neur6nios do coértex frontal dos ratos SHR o n° de pontos de ramificac6es dos neuritos (34 %, P<0,01) foi reduzido quando comparado a linhagem
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controle WKYO. B - O percentual de neurdnios com nenhum ponto de ramificagdo diminuiu com o tratamento com cafeina, enquanto o percentual de neurdénios com 1

ponto de ramificacdo aumentou.

*diferenca entre WKO e SHR, #interacgdo entre linhagem e tratamento, a: diferente do WKY e b: diferente do SHR veiculo
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Figura 2: A,B — N&o houve diferenca significativa no niumero de brotamentos de neuritos entre as linhagens estudados ou entre tratamento e controle.
*diferenca entre WKO e SHR, #interagdo entre linhagem e tratamento, a: diferente do WKY e b: diferente do SHR veiculo

(LY294002, 50 uM) bloqueou completamente o efeito da cafeina em aumentar o comprimento total dos neuritos.
* * diferenca entre tratamento e veiculo.
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Figura 4: A- Nos neurbnios do cortex frontal dos ratos SHR o comprimento méaximo dos neuritos foi reduzido e também a imunorreatividade para a proteina Tau no
5°DIV (42%, P<0,05). B - Os neurdnios SHR tratados com cafeina aumentaram em 38% o comprimento maximo de neuritos no 2° DIV (P = 0.015). * diferenga entre WKYO e
SHR, ** diferenca entre tratamento e veiculo.
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Figura 5: A- O crescimento do ax6nio mostrou-se significativamente menor nos animais SHR quando comparados a linhagem controle WKY. B — O tratamento com
cafeina ndo gerou diferencas no comprimento do axénio entre as linhagens estudadas, porém gerou maiores crescimentos dentro do mesmo grupo015). * diferenga entre

WKYO e SHR, a: efeito do tratamento com cafeina.
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Figura 6: O inibidor da protelna cinase A (KT 5720, 5 uM) blogueou completamente o efeito da cafeina em aumentar o comprimento total dos neuritos e blogqueou
completamente o efeito da cafeina em aumentar o comprimento maximo do neurito. *SHR diferente do WKO, #interagdo entre inibidor e tratamento com cafeina, a: efeito do

tratamento com cafeina, B: efeito do inibidor.
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Figura 7: O inibidor da fosfatidil inositol fosfato cinase 3 (PI3K) (LY294002, 50 uM) bloqueou completamente o efeito da cafeina em aumentar o comprimento total dos neuritos
e bloqueou o efeito da cafeina em aumentar o comprimento maximo do neurito. *SHR diferente do WKO, #interacéo entre inibidor e tratamento com cafeina, a: efeito do tratamento

com cafeina, B: efeito do inibidor.

CONCLUSAO

Este estudo demonstra pela primeira vez que o modelo murino para o estudo do TDAH apresenta um padrdao de diferenciacao
neuronal mais comprometido e que a cafeina foi capaz de reverter este atraso na diferenciacdo neuronal. Este efeito foi mediado
pelos receptores de adenosina A2A e as vias de sinalizacdo da PKA e PI3K. Nossos dados mostrando que a cafeina atua a nivel
neuronal no modelo murinho do TDAH reforcam o seu potencial como uma estratégia para o tratamento deste transtorno.




