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Resumo

Romano, Victor Conceigdo; Krahe, Thomas Eichenberg. Efeitos opostos da
ioimbina no condicionamento de medo ao contexto em ratos Cariocas de Alto
e Baixo congelamento. Rio de Janeiro, 2021. 89 p. Dissertacdo de Mestrado -
Departamento de Psicologia, Pontificia Universidade Catolica do Rio de Janeiro.

A noradrenalina desempenha um papel central em diversos transtornos
relacionados ao medo, como o transtorno de ansiedade generalizada (TAG). Estudos
farmacoldgicos em humanos e animais mostraram que os comportamentos relacionados
ao medo podem ser regulados pela aplicacdo sisttmica de drogas noradrenérgicas. No
entanto, as diferencas individuais na ansiedade-traco sao frequentemente negligenciadas
ao estudar os efeitos ndo apenas de drogas noradrenérgicas, mas de outros compostos. No
presente estudo, examinamos os efeitos da ioimbina, um antagonista do receptor o2-
adrenérgico, em duas linhagens de ratos criados para respostas de alto e baixo
congelamento a pistas contextuais previamente associadas a choques nos pés (ratos
Carioca de Alto e Baixo Congelamento - CAC e CBC, respectivamente). Descobrimos
que a administracdo sistémica de ioimbina no segundo dia de condicionamento do medo
contextual (sessdo de teste) diminuiu significativamente as respostas de congelamento de
fémeas CAC, mas ndo de machos. No entanto, o tratamento com ioimbina induziu um
aumento significativo no comportamento de congelamento de ratos CBC machos e
fémeas. Resultados semelhantes foram observados quando os grupos foram novamente
expostos a mesma camara de condicionamento 6 dias depois. Nossos resultados indicam
que, embora a ioimbina leve a efeitos ansioliticos em ratos CAC, ela tem um efeito
ansiogénico nos ratos CBC. Entretanto, esse efeito foi mais evidente nas fémeas do que
nos machos. Nossas descobertas apontam para o papel da noradrenalina na regulacao e
mediacdo das respostas de medo em diferentes tracos de ansiedade. Além disso, Nnossos
resultados também ressaltam a relevancia do uso de ambos os sexos em estudos

comportamentais e farmacoldgicos usando modelos animais de transtornos de ansiedade.

Palavras-chave
Comportamentos relacionados ao medo; Linhas de reproducdo; Fendtipos

contrastantes; Diferengas de sexo; Antagonista do receptor adrenérgico a2.
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Abstract

Romano, Victor Conceigédo; Krahe, Thomas Eichenberg (Advisor). Opposite
effects of yohimbine on context fear conditioning of Cariocas High- and Low
Conditioned rats. Rio de Janeiro, 2021. 89 p. Dissertacdo de Mestrado -
Departamento de Psicologia, Pontificia Universidade Catolica do Rio de Janeiro.

Norepinephrine plays a central role in several fear-related disorders, such as
generalized anxiety disorder (GAD). Pharmacological studies in humans and animals
have shown that fear-related behaviors can be regulated by the systemic application of
noradrenergic drugs. However, individual differences in trait anxiety are often overlooked
when studying the effects of not only noradrenergic drugs, but other compounds. In the
present study we examined the effects of yohimbine, an a2-adrenergic receptor
antagonist, in two lines of rats bred for high and low freezing responses to contextual cues
previously associated with footshocks (Carioca high- and low-conditioned freezing rats -
CHF and CLF, respectively). We found that systemic administration of yohimbine on the
second day of contextual fear conditioning (test session) significantly decreased the
freezing responses of CHF females, but not CHF males. Yet, yohimbine treatment
induced a significant increase in freezing behavior of both male and female CLF rats.
Similar results were observed when groups were re-exposed to the same conditioning
chamber 6 days later. Our findings indicate that while yohimbine leads to anxiolytic
effects on CHF rats, it has an anxiogenic effect on CLF ones. However, such effect was
more evident in females than in males. Our findings point to the role of norepinephrine
in regulating and mediating fear responses in different anxiety traits. Furthermore, our
findings also underscore the relevance of using both sexes in behavioral and
pharmacological studies using animal models of anxiety disorders.

Keywords

Fear-related behaviors; Breeding lines; Contrasting phenotypes; Sex differences;

a2-adrenergic receptor antagonist.
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1. Introducéo

O medo pode ser etologicamente definido como um estado motivacional
provocado por estimulos especificos que dao origem a um comportamento defensivo ou
de fuga (Steimer, 2002; Boissy, 1995). Numa perspectiva evolutiva, 0 medo promove
mecanismos de enfrentamentos comportamentais que aumentam as chances de
sobrevivéncia (Perusini & Fanselow, 2015; Adolphs, 2013). No entanto, quando é
desproporcional e excessivamente prolongado, pode contribuir para o desenvolvimento
de transtornos de ansiedade em humanos (American Psychiatric Association, 2013;
Graeff, 2011). Portanto, ha um grande interesse em compreender as bases neurais das
disfunces relacionadas ao medo. Em particular, o sistema monoaminérgico tem sido alvo
de varias investigaces e intervencdes farmacéuticas (Hillhouse & Porter, 2015). A
noradrenalina, por exemplo, desempenha um papel central em varios transtornos
relacionados ao medo, como transtorno de ansiedade generalizada (TAG), transtorno de
estresse poés-traumatico (TEPT), transtorno de déficit de atencdo e hiperatividade
(TDAH), entre outros (Hohmann et al., 2015; Pietrzak et al., 2013; Ressler & Nemeroff,
1999). Estudos em animais mostraram que 0s comportamentos relacionados ao medo
podem ser regulados por drogas noradrenérgicas, incluindo, entre outras, a ioimbina, um
antagonista do receptor o2-adrenérgico. A ativacdo deste receptor tem levado a um
aumento do medo em ratos e camundongos (Gazarini et al., 2013) e precipitado ataques
de panico em pacientes humanos com transtornos de ansiedade (Pietrzak et al., 2013;
Olson et al., 2011).

E bem conhecido que os fatores genéticos desempenham um papel fundamental
no tratamento de distdrbios neuropsicolégicos relacionados ao medo [para uma reviséo,
consulte Norrholm & Ressler (2009)]. Para estudar esta questdo, muitos grupos
empregaram programas de reproducdo seletiva bidirecional para produzir linhagens de
ratos para respostas comportamentais e/ou neuroenddcrinas altas e baixas aos desafios
ambientais (Gomes et al., 2013). Empregando esse procedimento de criagéo seletiva
bidirecional, com base em respostas de congelamento ao medo contextual, nosso grupo
desenvolveu duas linhagens de animais denominados ratos Carioca com Alto
Congelamento (CAC) e Carioca com Baixo Congelamento (CBC) (de Castro Gomes &
Landeira-Fernandez, 2008). Em comparac¢do com ratos normais, os animais CAC e CBC
apresentam alta e baixa suscetibilidade ao condicionamento de medo contextual,

respectivamente. Além disso, os ratos CAC exibem respostas neuroenddcrinas
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aumentadas, como niveis elevados de corticosterona sérica e hiperativacao das regides
cerebrais responsaveis pela regulacéo do eixo hipotdlamo-pituitaria-adrenal (HPA) (Ledn
etal., 2013).

Curiosamente, resultados recentes do nosso grupo revelaram que as injecoes
corticais sisttmicas e infralimbicas de ketanserin (cetanserina), um bloqueador do
receptor 5-HT2A, exerceram efeitos do tipo ansiolitico em ratos CAC, mas efeitos do tipo
ansiogénico em ratos CBC (Ledn et al., 2017), apoiando a influéncia de fatores genéticos
sobre os efeitos de drogas usadas para o tratamento de doencas relacionadas ao medo.
Assim, considerando as interagcBes substanciais entre os sistemas serotoninérgico e
noradrenérgico (Kato et al., 2006; Peters et al., 2004; Lopez-Rubalcava & Lucki, 2000),
aqui, investigamos se a ioimbina, um antagonista dos receptores o2-adrenérgicos,
também exerce perfis distintos de ansiedade em ratos CAC e CBC. Além disso, 0 sexo é
um fator importante no desenvolvimento de transtornos relacionados ao medo (Day &
Stevenson, 2020; Velasco et al., 2019; Ramikie & Ressler, 2018), e j& demonstramos
diferencas de sexo no comportamento de congelamento defensivo em nossa linha de
reproducdo (Gomes et al.,, 2011; de Castro Gomes & Landeira-Fernandez, 2008).
Portanto, no presente estudo, também investigamos os efeitos da ioimbina em animais
CAC e CBC machos e fémeas.

11
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2. Materiais e métodos
2.1 - Animais

Neste estudo foram utilizados 20 machos (CAC, n = 10; CBC, n=10) e 22 fémeas
(CAC, n =11; CBC, n = 11) ratos adultos (209-370 g). Todos 0s animais nasceram e
foram mantidos no biotério da Pontificia Universidade Catdlica do Rio de Janeiro (PUC-
Rio). As linhagens Carioca foram seletivamente criadas com base em sua resposta de
congelamento alto (CAC) ou baixo (CAC) ao condicionamento do medo contextual
(Landeira-Fernandez, 1996). Os animais foram alojados em grupos de quatro, de acordo
com sua linha, em temperatura ambiente controlada (24 = 1 °C) e em ciclo claro/escuro
de 12/12h (luzes acesas: 7:00h - luzes apagadas: 19:00h). Comida e &gua estavam
disponiveis ad libitum durante todas as fases do estudo. O teste comportamental foi
realizado durante o periodo claro do ciclo claro-escuro. Todos os procedimentos
experimentais foram realizados em conformidade com o Comité de Cuidado e Uso de
Animais da Universidade do Estado do Rio de Janeiro (CEUA 234/2012), de acordo com
a declaracdo de Helsinque e com o Guia para o Cuidado e Uso de Animais de Laboratorio
conforme adotado e promulgado pelo National Institutes of Health.

2.2 - Droga

A ioimbina (Sigma, Brasil) foi solubilizada em solucdo salina estéril (cloreto de
sodio a 0,9%) e injetada por via intraperitoneal (1,0 ml/kg) na dose de 1,0 mg/kg (Gazarini
etal., 2013). A solucéo salina foi administrada no mesmo volume de dose para 0s grupos

de controle.

2.3 - Procedimento

Os animais foram manuseados diariamente por 2 minutos durante 5 dias
consecutivos antes do teste comportamental. Os procedimentos contextuais de
condicionamento do medo foram realizados em dois dias consecutivos e um terceiro dia
adicional de reteste, 6 dias depois, conforme ja descrito previamente (Gazarini et al.,
2013). O teste de condicionamento do medo contextual ocorreu simultaneamente em
quatro camaras de condicionamento (25cm x 20cm x 20cm), cada uma dentro de uma

caixa de atenuagdo de som iluminada por uma lampada vermelha (25W). A camara de
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condicionamento possuia piso gradeado (15 eixos de aco inoxidavel com espacamento de
1,5cm) conectado a gerador de choque elétrico e misturador (AVS SCRO04, Séo Paulo,
SP, Brasil). Cameras de video, montadas dentro de cada cdmara de observacdo e
conectadas a 4 monitores localizados fora da sala de experimento, permitiram o registro
e observacédo do comportamento dos animais em tempo real. Resumidamente, ratos CAC
e CBC machos (n = 20) e fémeas (n = 22) foram aleatoriamente designados para receber
ioimbina (ioi) ou solucédo salina (sal) 30 minutos antes da sesséo de teste (machos: CAC
ioi, n =6; CAC sal, n =4; CBC ioi, n =6, CBC sal, n = 4; fémeas: CAC ioi, n =7; CAC
sal, n = 4; CBC ioi, n =7; CBC sal, n = 4). Para minimizar o viés do estresse induzido
pela injecdo, todos os grupos receberam injecdes de solugdo salina no primeiro dia de
condicionamento de medo contextual. Trinta minutos apds as inje¢des, 0s animais foram
colocados individualmente nas camaras (4 animais testados de uma vez) e habituados por
8 minutos (linha de base). A aquisicdo do medo pareado ao contexto foi induzida em
seguida pela administracdo de trés choques elétricos ndo sinalizados nos pés,
administrados com uma forca de 1mA, com cada choque durando 1s e um intervalo entre
choques de 20s. Apds a ultima apresentacdo do choque nas patas, um observador treinado,
cego ao grupo experimental do animal, pontuou episodios de congelamento - definido
como auséncia completa de movimentos, exceto aqueles relacionados a respiracéo - em
um intervalo de 2 segundos por 3 minutos. Apds este periodo, o animal foi devolvido a
sua gaiola e a camara foi higienizada com solucéo de hidréxido de aménia (0,2%). Vinte
e quatro horas depois, 0s animais receberam injecdes de ioimbina ou soro fisioldgico e
30 minutos depois foram colocados nas mesmas camaras por 8 minutos para avaliar o
condicionamento do medo as pistas contextuais (sessao de teste). Nenhum choque nos
pés ou qualquer outro estimulo foi administrado durante esta sessdo. O congelamento foi
marcado para todo o periodo que o animal permaneceu na camara. Apds o término da
sessdo, os animais foram devolvidos as suas gaiolas e levados de volta ao biotério. Uma
sessdo de reteste foi conduzida 6 dias depois, repetindo exatamente 0S mesmos

procedimentos descritos para a sessao de teste.

2.3 - Andlise estatistica

Todas as anélises estatisticas foram realizadas com o software IBM SPSS 23
(SPSS Inc., Chicago, IL, EUA). Uma analise de variancia de trés fatores (ANOVA) foi
usada para analisar a porcentagem do tempo de congelamento durante o condicionamento

13
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do medo contextual, com linhagem reprodutiva (CAC e CBC), droga (ioimbina e solugéo
salina) e sexo como cofatores. Quando efeitos significativos de linhagem reprodutiva e
droga, ou interagdes entre eles foram detectadas, ANOVAs de ordem inferior apropriados
foram realizadas, seguido por testes post hoc de Fisher Protected Least Significant
Difference (FPLSD). Para todos os testes estatisticos, a significancia foi estabelecida em
p <0,05 (bicaudal).

14
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3. Resultados

A Tabela 1 mostra as médias e EPM do percentual do tempo de congelamento dos
diferentes grupos experimentais para a linha de base e p6s-choque. Como podemos
verificar, ndo foram observadas diferencas significativas, tanto para a linha de base como
para 0 pods-choque, entre as meédias dos valores de congelamento dos grupos
experimentais que receberam ioimbina e as dos seus respectivos grupos controle que

receberam apenas salina.

Tabela 1: Nenhuma diferenca na linha de base e nas respostas de congelamento

pos-choque (%) dentro dos grupos (dia 1).

linhadebase  Valorde p Pés-choque  Valorde p
Sal ioi Sal joi

cac Macho 625(tL10) WREBS) 040 BBELT) NSEBI 0T

Femea 313(t110) 1094(442) 013 96.88(t104) 97.02(tL19) 0.7

cac Macho 000(000 130(07 04 S521(922) 000(221) 077

Femea 195(t1.95 134(t0.72) 073 68.75(t6.48) 77.98(:7.48) 0.3

CAC macho: sal (n = 4), ioi (h = 6); CBC macho: sal (n = 4), ioi (n=6); CAC fémea: sal (n = 4), ioi (n =
7); CBC fémea: sal (n = 4),ioi (n = 7). Os dados sdo média £ SEM. Teste t de Student (bicaudal).

A Figura 1 mostra o efeito da ioimbina no comportamento de congelamento de
ratos CAC e CBC machos (Fig. 1A) e fémeas (Fig. 1B) na sessdo de teste. Uma ANOVA
de trés fatores do comportamento de congelamento na sessdo de teste revelou um efeito
principal da linhagem [F (1,42) = 168,21, p <0,001] e sexo [F (1,42) = 11,02, p <0,001]
bem como da linha de reproducdo x interacdo de tratamento farmacoldgico [F (1,42) =
9,93, p <0,001]. Nenhum efeito principal do tratamento farmacolégico [F (1,42) = 0,15,
p = 0,70] ou da interagéo bidirecional entre linhagem reprodutiva e sexo [F (1,42) = 1,56,
p = 0,22], tratamento farmacologico e sexo [ F (1,42) = 0,49, p = 0,48] nem da linhagem
reprodutiva x tratamento farmacoldgico x interacdo de trés vias sexo [F (1,42) = 0,78, p
= 0,38] foi observado. Conforme ilustrado na Figura 1, a administracdo sisttémica de
ioimbina em ratos CAC machos e fémeas diminuiu a quantidade de congelamento na
sessdo de teste, mas este resultado foi estatisticamente significativo apenas entre as

fémeas (Fig. 1B). Por outro lado, o tratamento com ioimbina em ambos 0s animais CBC
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machos e fémeas induziu um aumento significativo no comportamento de congelamento
(Fig. 1). Estes resultados indicam que a administracdo sistémica de ioimbina 30 minutos
antes da sessdo de teste leva a efeitos opostos no condicionamento do medo contextual

de ratos CAC e CBC, e que tal efeito foi mais evidente nas fémeas.

A CAC CBC B CAC CBC
100 A 100 -~ 100 - 100 -
1 { o 1 . |
gso-—}— 80 - @ foi 5\380- _]_ 80
s 1| ' T i
g 60 1 60 - & 60 A 60 .
£ £
S 40 40 2
Q 7 -1 - .
g g 40 40
5 6
O 20 A 20 A - O 20 4 20 A
Test Test Test Test
Machos Fémeas

Figura 1 - Efeito da ioimbina nas respostas de congelamento de ratos CAC (esquerda) e CBC
(direita) machos (A) e fémeas (B). Os gréficos ilustram as respostas médias de congelamento (em %) para
a sessdo de teste (dia 2). ioi, ioimbina; sal, solu¢éo salina. Em A, CAC: ioi (n = 6), sal (n=4); CBC: ioi (n
=6),sal (n=4). Em B, CAC: ioi (n=7), sal (n = 4); CBC: ioi (n=7), sal (n = 4). Barras e simbolos sdo
médias + SEM. Teste post hoc FPLSD, * p <0,05.

Em seguida, examinamos se a exposicao anterior a ioimbina teria um efeito na
extincdo da memoaria de medo. Assim, 6 dias apds a sessdo de teste, todos os grupos foram
reexpostos a mesma camara de condicionamento (sessao de reteste). A Figura 2 ilustra o
comportamento de congelamento de ratos CAC e CBC machos (Fig. 2A) e fémeas (Fig.
2B) na sessdo de reteste. Um padrdo semelhante de efeitos e interacdes foi observado para
esta sessdo. Uma ANOVA de trés fatores indicou um efeito principal da linhagem
reprodutiva [F (1,42) = 90,17, p <0,001], sexo [F (1,42) = 15,27, p <0,001] e interacao
linhagem reprodutiva x tratamento farmacologico [ F (1,42) = 11,93, p <0,01]. Nenhum
efeito principal do tratamento farmacologico [F (1,42) = 0,82, p = 0,37], interagédo
bidirecional entre linhagem reprodutiva e sexo [F (1,42) = 1,77, p = 0,19), tratamento
farmacolégico e sexo [ F (1,42) = 0,28, p = 0,60] e linhagem reprodutiva x tratamento
farmacologico x interacdo de trés vias sexo [F (1,42) = 1,58, p = 0,22] foi observado.
Conforme a Figura 2, todos o0s grupos exibiram aproximadamente o mesmo padréo de

congelamento observado na sessdo de teste. Fémeas CAC, administradas previamente
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com ioimbina, apresentaram significativamente menos congelamento do que CAC
controles, enquanto os animais CBC tratados exibiram significativamente mais
congelamento, quando comparados com seus controles (Fig. 2B). Entre os ratos machos,
os animais CAC, que foram expostos a ioimbina, apresentaram significativamente menos
congelamento do que o grupo controle (Fig. 2A). No entanto, ndo foram observadas

diferencas significativas entre os animais CBC (Fig. 2A).

A CAC CBC B CAC CBC
100 - 100 - 100 - 100 -
1 E 0 sal 1 ™
BS’ 80 4 80 A O ol § 80 - o 80 A
0 E * 4 1
ol ol
g 607 S g § 60 A 60 - *
5 l £ ; ]
[7] - . -
& 40 40 0 40 - 40 |
c o
8 5
20 20 1 0 20 A 20 -
6 . ol . i
Retest Retest ) ’
Machos Retest Retest
Fémeas

Figura 2 - Efeito da ioimbina nas respostas de congelamento de machos (2A) e fémeas (2B). Os
gréficos ilustram as respostas médias de congelamento (em %) para as sessdes de reteste (dia 8). Observe
gue nem a ioimbina nem as injecBes de solucdo salina foram administradas antes da sesséo de reteste
(consultar Métodos). ioi, ioimbina; sal, solugéo salina. Em A, CAC: ioi (n = 6), sal (n = 4); CBC: ioi (n =
6), sal (n = 4). Em B, CAC: ioi (n = 7), sal (n = 4); CBC: ioi (n =7), sal (n = 4). Barras e simbolos sdo
médias + SEM. Teste post hoc FPLSD, * p <0,05, ** p <0,01.

17


DBD
PUC-Rio - Certificação Digital Nº 1912279/CA


PUC-Rio- CertificagaoDigital N° 1912279/CA

4. Discussao

O efeito ansiogénico da ioimbina no condicionamento contextual do medo foi
demonstrado anteriormente em ratos normais (Gazarini et al., 2013; Johnston et al.,
1988). Aqui, um efeito semelhante foi observado em ratos CBC machos e fémeas. No
entanto, em ratos CAC, a ioimbina exerceu um efeito ansiolitico caracterizado por uma
diminuicdo no tempo de congelamento. Portanto, € importante considerar que a ioimbina
pode desempenhar um papel regulador ou homeostatico na disponibilidade de
noradrenalina no sistema nervoso central (SNC). Por um lado, pode atuar favorecendo o
aumento dos comportamentos relacionados ao medo em sujeitos com respostas
diminuidas em contextos potencialmente perigosos. Em contraste, a ioimbina também
pode favorecer a reducao de comportamentos defensivos nesses contextos em individuos

com um padrao excessivo de respostas relacionadas ao medo.

Considerando que a noradrenalina é necessaria para a expressao da ansiedade
induzida por estresse agudo (Tillage et al., 2020; Gazarini et al., 2013;), a ioimbina pode
atuar em ratos CBC neutralizando a acéo inibitéria mediada por neurénios adrenérgicos
no locus coeruleus e estimular a liberacdo de noradrenalina em vérias regides do cérebro
(Giustino & Maren, 2018; Tully & Bolshakov, 2010; Bremner et al., 1996). Em ratos
CAC, um modelo animal de TAG (Macédo-Souza et al., 2020; Gomes et al., 2011), a
inibicdo dos receptores a2-adrenérgicos pela ioimbina pode minimizar os altos niveis de
noradrenalina cerebral nesses animais e, por sua vez, produzir um efeito ansiolitico. Sabe-
se que animais submetidos a estresse cronico (Jedema et al., 1999; Irwin et al., 1986;) e
pacientes que sofrem de transtornos de ansiedade tém taxas aumentadas de noradrenalina
cerebral (Liu et al., 2018; Goddard et al., 2010). Estudos prospectivos Sd0 necessarios
para analisar os niveis de noradrenalina no cérebro desses animais e investigar 0s
mecanismos bioldgicos que sofrem as alteracfes causadas pela ioimbina. As implicacdes
de um papel homeostatico da ioimbina podem adicionar informacGes valiosas aos
comportamentos de ansiedade mal adaptativos em individuos que sofrem de transtornos
relacionados ao medo, como TAG, TEPT e TDAH (Hohmann et al., 2015; Pietrzak et al.,
2013; Ressler & Nemeroff, 1999).

Além disso, nossos resultados mostraram que os efeitos opostos da ioimbina, ou
seja, ansiolitico em CAC e ansiogénico em CBC, foram mais fortemente evidenciados
em fémeas do que em machos. Diferengas relacionadas ao sexo na suscetibilidade a

drogas exdgenas, como anfetamina, metanfetamina, cocaina, morfina, 3,4-
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metilenodioximetanfetamina e 9-tetrahidrocanabinol ja foram amplamente relatadas. Por
exemplo, enquanto a 3,4-metilenodioximetanfetamina e o 9-tetrahidrocanabinol
induziram efeitos ansiogénicos em ratos machos e fémeas, tal efeito foi mais evidente nas
fémeas (Macuchova et al., 2016). Da mesma forma, descobertas recentes do nosso grupo
demonstraram que fémeas CAC consumiram mais alcool do que os machos CAC em um

protocolo de consumo de escolha forgada (Bezerra-Karounis et al., 2020).
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5. Conclusao

Nossos resultados sugerem que os efeitos comportamentais da ioimbina podem
depender do histdrico genético associado as respostas a situacdes ameacadoras e, assim,
destacam o papel da noradrenalina na regulacdo e mediagédo do comportamento de medo
em diferentes tragos de ansiedade. Além disso, nossas descobertas também reforcam a
relevancia do uso de ambos 0s sexos em estudos dos efeitos comportamentais de drogas

em modelos animais de transtornos de ansiedade.

As investigacGes acerca do papel fundamental da noradrenalina, em disturbios
neurocomportamentais humanos, levaram ao desenvolvimento dessa dissertacdo, e
culminaram na producdo de dois artigos cientificos. O primeiro foi conduzido pelos
achados de que a noradrenalina é necessaria para a expressdo do medo, levando a
producdo de um experimento que avaliou o efeito de uma droga noradrenérgica, ioimbina,
na expressao do comportamento de medo (Anexo 1). O segundo artigo foi conduzido pelo
envolvimento da noradrenalina no Transtorno de Déficit de Atencdo e Hiperatividade
(TDAH), o qual tem sido amplamente estudado por modelos animais desse transtorno,
cuja validade de constructo tem determinado, entre outros fatores, o envolvimento do
sistema monoaminérgico da noradrenalina na etiologia do TDAH. Os principais modelos
animais correntes foram analisados, com foco nas validades de face, de construto e

preditiva, e estdo descritos e discutidos em um dos artigos anexados (Anexo 2).

Por fim, nossos achados, relacionados a um possivel papel regulador e
homeostatico da ioimbina, levam a hipotetizar que nossos animais com baixa expressao
comportamental do medo condicionado (CBC) apresentam alteracdo no sistema
monoaminérgico da noradrenalina, a qual € possivelmente revertida pela estimulacdo
noradrenérgica central da ioimbina. Tal fato caracteriza uma provavel validade de
construto e preditiva, e elege 0 CBC para estudos futuros acerca de um possivel modelo
animal de TDAH.
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Anexo 1

Artigo 1: Opposite effects of yohimbine on context fear conditioning of Cariocas

High- and Low conditioned freezing rats
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Abstract

Norepinephrine plays a central role in several fear-related disorders, such as
generalized anxiety disorder (GAD). Pharmacological studies in humans and animals
have shown that fear-related behaviors can be regulated by the systemic application of
noradrenergic drugs. However, individual differences in trait anxiety are often overlooked
when studying the effects of not only noradrenergic drugs, but other compounds. In the
present study we examined the effects of yohimbine, an a2-adrenergic receptor
antagonist, in two lines of rats bred for high and low freezing responses to contextual cues
previously associated with footshocks (Carioca high- and low-conditioned freezing rats -
CHF and CLF, respectively). We found that systemic administration of yohimbine on the
second day of contextual fear conditioning (test session) significantly decreased the
freezing responses of CHF females, but not CHF males. Yet, yohimbine treatment
induced a significant increase in freezing behavior of both male and female CLF rats.
Similar results were observed when groups were re-exposed to the same conditioning
chamber 6 days later. Our findings indicate that while yohimbine leads to anxiolytic
effects on CHF rats, it has an anxiogenic effect on CLF ones. However, such effect was
more evident in females than in males. Our findings point to the role of norepinephrine
in regulating and mediating fear responses in different anxiety traits. Furthermore, our
findings also underscore the relevance of using both sexes in behavioral and

pharmacological studies using animal models of anxiety disorders.

Keywords: Fear-related behaviors; Breeding lines; Contrasting phenotypes; Sex

differences; ao-adrenergic receptor antagonist.
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1. Introduction

Fear can be ethologically defined as a motivational state elicited by specific
stimuli that give rise to defensive behavior or escape [1,2]. In an evolutive perspective, it
promotes behavioral coping mechanisms that enhance the chances of survival [3,4].
However, when it is out of proportion and excessively prolonged, it can also contribute
to the development of anxiety disorders in humans [5,6]. Thus, there is a great interest in
understanding of the neural underpinnings of fear-related dysfunctions. In particular, the
monoaminergic system has been the target of several investigations and pharmaceutical
interventions [7]. Norepinephrine, for example, plays a central role in several fear-related
disorders, such as generalized anxiety disorder (GAD), post-traumatic stress disorder
(PTSD), attention deficit hyperactivity disorder (ADHD), among others [8-10]. Animal
studies have shown that fear-related behaviors can be regulated by noradrenergic drugs,
including, among others, yohimbine, an az-adrenergic receptor antagonist. The activation
of this receptor leads to an increase in fear in rats and mice [11] and precipitates panic

attacks in human patients with anxiety disorders [9,12].

It is well known that genetic factors play a pivotal role in the treatment of fear-
related neuropsychological disorders (for a review, please see [13]). To study this issue,
many groups have employed bidirectional selective breeding programs to produce strains
and lines of rats for high and low behavioral and/or neuroendocrine responses to
environmental challenges (Gomes et al., 2013). Employing such a bidirectional selective
breeding procedure based on freezing responses to contextual fear, our group developed
two lines of animals named Carioca High-conditioned Freezing (CHF) and Carioca Low-
conditioned Freezing (CLF) rats [14]. Compared to normal rats, CHF and CLF animals
display high and low susceptibility to contextual fear conditioning, respectively.
Moreover, CHF rats display increased neuroendocrine responses such as elevated serum
corticosterone levels and overactivation of brain regions responsible for regulating the

hypothalamic-pituitary-adrenal (HPA) axis [15].

Interestingly, recent results from our group revealed that both systemic and
infralimbic cortical injections of ketanserin, a 5-HT.a receptor blocker, exerted
anxiolytic-like effects in CHF rats, but anxiogenic-like effects in CLF rats [16],
supporting the influence of genetic factors on the effects of drugs used for the treatment
of fear-related diseases. Thus, considering the substantial interactions between the
serotonergic and noradrenergic systems [17-19], here we investigated whether
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yohimbine, an antagonist of az-adrenergic receptors, also exerts distinct anxiety-like
profiles in CHF and CLF rats. Moreover, sex is an important factor in the development
of fear-related disorders [20-22], and we have previously demonstrated sex differences
in defensive freezing behavior in our breeding line (Castro-Gomes and Landeira-
Fernandez, 2008; Castro-Gomes et al., 2011). Therefore, in the present study, we also

investigated the effects of yohimbine in male and female CHF and CLF animals .

2. Materials and methods
2.1 - Animals

In this study were used 20 male (CHF, n = 10; CLF, n = 10) and 22 female (CHF,
n=11; CLF, n=11) adult rats (209-370 g). All animals were born and maintained in the
animal facility of the Pontifical Catholic University of Rio de Janeiro (PUC-Ri0). The
Carioca lines have been selectively bred based on their high (CHF) or low (CLF) freezing
response to contextual fear conditioning [23]. The animals were housed in groups of four,
according to their line, in controlled room temperature (24 + 1 °C) and on a 12/12 h
light/dark cycle (lights on: 7:00 h - lights off: 19:00 h). Food and water were available ad
libitum during all phases of the study. Behavioral testing was performed during the light
period of the light-dark cycle. AIll experimental procedures were performed in
compliance with the Animal Care and Use Committee of the State University of Rio de
Janeiro (CEUA 234/2012), in accordance with the declaration of Helsinki and with the
Guide for the Care and Use of Laboratory Animals as adopted and promulgated by the
National Institutes of Health.

2.2 - Drugs

Yohimbine (Sigma, Brazil) was solubilized in sterile saline (0.9% sodium
chloride) and injected intraperitoneally (1.0 ml / kg) at the dose of 1.0 mg / kg [11]. Saline

was administered in the same dose volume for the control groups.
2.3 - Procedure

Animals were handled daily for 2 min for five consecutive days before behavioral
testing. Contextual fear conditioning procedures were conducted on two consecutive days
and a third additional day of retest 6 days later, as described previously [11]. Contextual

fear conditioning testing occurred simultaneously in four conditioning chambers (25 cm
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x 20 cm x 20 cm), each inside a sound attenuating box illuminated by a red lamp (25 W).
The conditioning chamber had a meshed floor (15 stainless steel shafts with 1.5 cm
spacing) connected to an electric shock generator and mixer (AVS SCR04, S&o Paulo,
SP, Brazil). Video cameras, mounted inside of each observation chamber and connected
to 4 monitors located outside the experiment room, allowed for the recording and
observation of the animals’ behavior in real time. Briefly, male (n = 20) and female (n =
22) CHF and CLF rats were randomly assigned to either receive yohimbine (yoh) or saline
(sal) 30 minutes before the testing session (males: CHF yoh, n = 6; CHF sal, n = 4; CLF
yoh, n = 6, CLF sal, n = 4; females: CHF yoh, n = 7; CHF sal, n = 4; CLF yoh, n =7,
CLF sal, n = 4). To minimize bias of injection-induced stress, all groups received saline
injections on the first day of contextual fear conditioning. Thirty minutes after injections,
animals were individually placed into the chambers (4 animals tested at once) and
habituated for 8 minutes (baseline). Context fear acquisition was next induced by
administering three unsignaled electrical foot shocks delivered at a strength of 1 mA, with
each shock lasting 1 s and with an inter-shock interval of 20 s. After the last foot shock
presentation, a trained observer, blind to the experimental group of the animal, scored
freezing episodes - defined as a complete absence of movements except those related to
breathing - within a span of 2 seconds for 3 minutes. After this period, the animal was
returned to its home cage and the chamber was cleaned with an ammonium hydroxide
solution (0.2%). Twenty-four hours later, animals received injections of yohimbine or
saline, and 30 min later were placed in the same chambers for 8 minutes to evaluate fear
conditioning to contextual cues (testing session). No footshocks or any other stimuli were
administered during this session. Freezing was scored for the whole period that the animal
remained in the chamber. After the end of the session, animals were returned to their
home cages and taken back to the animal facility. A retest session was conducted six days

later by repeating the exact same procedures described for the testing session.
2.3 - Statistical analysis

All statistical analyses were performed using IBM SPSS 23 software (SPSS Inc.,
Chicago, IL, USA). A three-way analysis of variance (ANOVA) was used to analyze the
percentage of time freezing during the contextual fear conditioning, with breeding line
(CH and CLF), drug (yohimbine and saline), and sex as cofactors. When significant
effects of breeding line and drug, or interactions between these were detected, appropriate
lower-order ANOVAs were performed, followed by Fisher Protected Least Significant
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Difference post hoc tests (FPLSD). For all statistical tests, significance was set at p<0.05
(2-tailed).

3. Results

No differences in baseline and post-shock freezing responses (%) within groups
(day 1, Table 1).

- Table 1 here —

Figure 1 shows the effect of yohimbine on freezing behavior of male (Fig. 1A)
and female (Fig. 1B) CHF and CLF rats in the test session. A three-way ANOVA of the
freezing behavior in the test session revealed a main effect of breeding line [Fu42) =
168.21, p<0.001] and sex [Fu42 = 11.02, p<0.001] as well as a breeding line x
pharmacological treatment interaction [F@a42 = 9.93, p<0.001]. No main effect of
pharmacological treatment [F42) = 0.15, p=0.70] or two-way interaction between
breeding line and sex [F42) = 1.56, p=0.22], pharmacological treatment and sex [F(142)
=0.49, p=0.48] nor a breeding line x pharmacological treatment x sex three-way
interaction [F42) = 0.78, p=0.38] were observed. As illustrated in Figure 1, systemic
yohimbine administration in CHF male and female rats decreased the amount of freezing
in the test session, but this result was only statistically significant among females (Fig.
1B). On the other hand, yohimbine treatment of both male and female CFL animals
induced a significant increase in freezing behavior (Fig. 1). These results indicate that
systemic yohimbine administration 30 minutes prior to the test session leads to opposite
effects on the contextual fear conditioning of CHF and CLF rats, and that such effect was

more evident in female rats.

- Figure 1 here -

Next, we examine whether previous exposure to yohimbine would have an effect
on the extinction of fear memories. Hence, 6 days after the testing session, all groups

were re-exposed to the same conditioning chamber (retest session). Figure 2 illustrates
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the freezing behavior of male (Fig. 2A) and female (Fig. 2B) CHF and CLF rats in the
retest session. A similar pattern of effects and interactions were observed for the retest
session. A three-way ANOVA indicated a main effect of breeding line [F(1,42) = 90.17,
p<0.001], sex [F42) = 15.27, p<0.001] and breeding line x pharmacological treatment
interaction [F 42 = 11.93, p < 0.01]. No main effect of pharmacological treatment [F(1 42
= 0.82, p=0.37], two-way interaction between breeding line and sex [Fu42) = 1.77,
p=0.19), pharmacological treatment and sex [F42) =0.28, p=0.60] and breeding line x
pharmacological treatment x sex three-way interaction [F42) = 1.58, p=0.22] were
observed. As can be observed in Figure 2, all groups displayed roughly the same freezing
pattern observed in the test session. CHF females previously administered with
yohimbine presented significantly less freezing than CHF controls, whereas CLF treated
ones displayed significantly more freezing when compared to their control counterparts
(Fig. 2B). Among male rats, CHF animals that were once exposed to yohimbine
significantly presented less freezing than the control group (Fig. 2A). However, no
significant differences were observed among CLF animals (Fig. 2A).

- Figure 2 here -

4. Discussion

The anxiogenic effect of yohimbine in contextual fear conditioning has been
previously demonstrated in normal rats [11,24]. Here, a similar effect was observed in
both male and female CLF rats. However, in CHF rats, yohimbine exerted an anxiolytic
effect characterized by a decrease in freezing time. Therefore, it is worth considering that
yohimbine could play a regulatory or homeostatic role in the availability of
norepinephrine in the central nervous system (CNS). On one side, it may act favoring the
increase of the fear-related behaviors in subjects with diminished responses in potentially
dangerous contexts. In contrast, yohimbine might also favor the reduction of defensive

behaviors in these contexts in individuals with an excessive pattern of response.

Considering that noradrenaline is necessary for the expression of anxiety induced
by acute stress [11,25], yohimbine may act in CLF rats by neutralizing the inhibitory

action mediated by adrenergic neurons in the locus coeruleus and stimulate the release of
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noradrenaline in various regions of the brain [26-28]. In CHF rats, an animal model of
GAD [29,30], the inhibition of a2-adrenergic receptors by yohimbine might downplay
the high levels of brain norepinephrine in these animals, which in turn produces an
anxiolytic effect. It is known that animals subjected to chronic stress [31,32] and patients
suffering from anxiety disorders have increased rates of cerebral norepinephrine [33,34].
Prospective studies are needed to analyse the noradrenalin levels in the brain of these
animals and investigate the biological mechanism that undergo the alterations caused by
yohimbine. The implications of a homeostatic role of yohimbine could add valuable
information to maladaptive anxiety behaviors in subjects suffering from fear-related
disorders such as GAD, PTSD and ADHD [8-10].

In addition, our results show that the opposing effects of the yohimbine, i.e.
anxiolytic in CHF and anxiogenic in CLF, were more strongly evidenced in females than
males. Sex related differences in the susceptibility to exogenous drugs, such as
amphetamine, methamphetamine, cocaine, morphine, 3,4-
methylenedioxymethamphetamine, and 9-tetrahydrocannabinol have already been
extensively reported. For instance, while both 3,4-methylenedioxymethamphetamine and
9-tetrahydrocannabinol induce anxiogenic effects in males and females rats, such effect
is more evident in the latter [38]. In the same way, recent findings from our group
demonstrated that CHF females consume more alcohol than CHF males in a forced choice

drinking protocol [39].

5. Conclusions

Our results suggest that the behavioral effects of yohimbine might depend on the
genetic background associated with responses to threatening situations, and thus,
highlight the role of norepinephrine in regulating and mediating fear behavior in different
anxiety traits. Moreover, our findings also reinforce the relevance of using both sexes in

studies of the behavioral effects of drugs in animal models of anxiety disorders.
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Figure legends

Figure 1 — Effect of yohimbine on freezing responses of CHF (left) and CLF
(right) male (A) and female (B) rats. Graphs illustrate the average freezing responses (in
%) for the test (day 2) session. yoh, yohimbine; sal, saline. In A, CHF: yoh (n = 6), sal (n
= 4); CLF: yoh (n = 6), sal (n = 4). In B, CHF: yoh (n = 7), sal (n = 4); CLF: yoh (n =
7X), sal (n = 4). Bars and symbols are means £ SEM. FPLSD post hoc test, *p<0.05.

Figure 2 — Effect of yohimbine on freezing responses of CHF (A) and CLF (B)
female rats. Graphs illustrate the average freezing responses (in %) for the test (day 2)
and retest (day 8) sessions. Note that neither yohimbine nor saline injections were
administered prior to the retest session (please see Methods). yoh, yohimbine; sal, saline.
In A, CHF: yoh (n = 6), sal (n = 4); CLF: yoh (n = 6), sal (n = 4). In B, CHF: yoh (n =7),
sal (n = 4); CLF: yoh (n =7), sal (n = 4). Bars and symbols are means + SEM. FPLSD
post hoc test, *p<0.05, **p<0.01.
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Table 1

Baseline p-value Post shock p-value

sal yoh sal yoh
cup  Male 6.25(+1.10)  14.80 (+8.50) 0.40 95.83 (+1.70) 80.55 (+13.16) 0.76
Female  3.13 (+1.10)  10.94 (+4.42) 0.13 96.88 (+1.04) 97.02 (+1.19) 0.27
oL Male 0.00 (+0.00)  1.30 (+0.75) 0.14 55.21(+9.22) 50.00 (+12.27) 0.77
Female  1.95(+1.95)  1.34 (0.72) 0.73 68.75 (£6.48) 77.98 (+7.48) 0.43

CHF male: sal (n = 4), yoh (n = 6); CLF male: sal (n = 4), yoh (n=6); CHF female: sal

(n=4), yoh (n =7); CLF female: sal (n = 4), female yoh (n = 7). Data are mean = SEM.

Student's t-test (two-tailed).
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Figure 1
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Anexo 2

Artigo 2: Transtorno de Déficit de Atencdo e Hiperatividade (TDAH) em estudos

com animais
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Resumo

O Transtorno de Déficit de Atencdo e Hiperatividade (TDAH) é uma desordem
neurobioldgica que afeta entre 3% a 7% da populacao infantil mundial. Estima-se que de 50% a
80% das criancas diagnosticadas continuardo apresentando sintomas quando adultas. Embora
o TDAH descreva caracteristicas definidas, desatencdo e hiperatividade sdo também
encontradas em outros transtornos e podem ndo ser, em si, bons marcadores desta sindrome.
Portanto, pesquisas pré-clinicas tém sido utilizadas principalmente para avaliar seguranga,
tolerabilidade e mecanismo de acdo de psicofdrmacos, e para elucidar os substratos
neurobioldgicos dos transtornos mentais. Neste cenario, modelos animais ajudam a simplificar
e promover a compreensdo de desordens psiquiatricas. Este artigo descreve os principais
achados dos modelos animais correntes de TDAH e analisa seus critérios de validagao.

Palvras-chave: tdah, modelos animais, critérios de validacao, revisao da literatura

Abstract

Attention Deficit Hyperactivity Disorder (ADHD) is a neurobiological disorder that
affects between 3% to 7% of the child population worldwide. Approximately 50% to 80% of
the diagnosed children will continue to show symptoms in adulthood. Although ADHD
describes definite characteristics, inattention and hyperactivity are also found in other
disorders and may not constitutegood markers of this syndrome. Therefore, preclinical
research has been mainly used to assess safety, tolerability and the mechanism of action of
psychotropic drugs, and to help elucidate the neurobiological substrates of mental disorders.
In this scenario, animal models help to simplify and promote the understanding of psychiatric
disorders. This article describes the key findings of the current animal models of ADHD and
analyses their validation criteria.

Keywords: adhd, animal models, validation criteria, literature revision
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O Transtorno de Déficit de Atencdo e Hiperatividade (TDAH) é uma desordem
neurobioldgica que afeta entre 3% a 7% da populagao infantil, tanto no Brasil quanto em outros
paises. Atualmente, estima-se que de 50% a 80% das pessoas que tiveram o TDAH na infancia
continuardo a apresentar na vida adulta sintomas significativos associados a importantes
prejuizos em diversas esferas da vida (Peroni, 2015). Psicostimulantes como metilfenidato, D-
anfetamina e pemolina sdo os tratamentos mais comuns para TDAH (Moreno-Garcia et al., 2019;
Sagvolden et al., 2005) Os critérios de diagndstico evoluiram para incluir trés subtipos de TDAH:
predominantemente desatento (mais prevalente em meninas), predominantemente hiperativo
/ impulsivo (mais prevalente em meninos) e combinado (Aldemir et al., 2018; Silva, 2014; Taylor,
1998). Frequentemente, criancas com esse transtorno apresentam problemas de recuperacdo
de membdria, exibem um comportamento agressivo e de oposicdo que leva a delinquéncia
adolescente e ao abuso de substancias; sofrem rejeicdo pelos colegas e dificuldade nas relacdes
familiares (Barkley, 1997; Peroni, 2015). Além disso, o TDAH pode estar associado a disturbios
do humor como depressao, ansiedade e bipolaridade (Moraes et al., 2007), e a transtornos de
aprendizado (Peroni, 2015). Apesar de a sindrome de TDAH descrever grupos definidos de
sintomas, desatencdo e hiperatividade sdo caracteristicas inespecificas encontradas em muitos
transtornos psiquidtricos e podem nao ser, em si, bons marcadores de TDAH (Moraes et al.,
2007). Diante disso, a pesquisa pré-clinica tem sido utilizada principalmente com objetivo de
avaliar a seguranca, a tolerabilidade e a possivel eficadcia de novas drogas; de estudar o
mecanismo de acdo de psicofarmacos; e de auxiliar na elucidagdo dos mecanismos
neurobioldgicos dos transtornos mentais (Aldemir et al., 2018; Andreatini, 2002; Moraes et al.,
2007). Portanto, modelos animais ajudam a simplificar e promover a compreensao de desordens
psiquidtricas. Este artigo descreve os principais achados dos modelos animais correntes de TDAH
e analisa seus critérios de validagao.

Vantagens do estudo com animais
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O TDAH é um disturbio heterogéneo e de dificil tratamento, com individuos
apresentando sintomas comportamentais bastante diversos, provavelmente como resultado de
diferentes combinacdes de fatores genéticos e ambientais. Apesar das suas limita¢des, os
estudos com modelos animais, através de controles experimentais desenvolvidos em uma
espécie para compreender determinados fenOmenos em outra espécie, permitem a andlise da
contribuicdo de um fator em determinado transtorno mental isolando-o de outras variaveis
externas, assim como a interacdo de multiplas varidveis de um disturbio. Considerando-se a
caracteristica multifatorial dos transtornos mentais, esta abordagem torna-se extremamente
valida (Andreatini, 2002; Moraes et al., 2007). As diferencas entre o comportamento de um
modelo animal e seu controle podem ser correlacionadas com diferengas em sua neuroquimica
e na resposta a farmacos. Os modelos animais ideais devem apresentar etiologia, bioquimica,
sintomatologia e tratamento semelhantes aos casos clinicos (Russell et al., 2005). Os modelos
geralmente tém sistemas nervosos mais simples e seus comportamentos sdo mais faceis de
interpretar do que os casos clinicos, além de serem geneticamente mais homogéneos, com

ambiente mais controlavel e maior possibilidade de intervengGes (Sagvolden et al., 2005).

CRITERIOS GERAIS DE VALIDACAO PARA MODELOS ANIMAIS

Um modelo animal para transtornos mentais e de desenvolvimento deve obedecer a
trés critérios de validagdo: validade de face, validade de construto e validade preditiva. A
validade de face é a capacidade de imitar as caracteristicas clinicas comportamentais que sao
fundamentais para caracterizagdo do transtorno, sem a presenga de caracteristicas que nao
sejam vistas clinicamente. A validade de construto deve refletir a homogeneidade entre o
comportamento e a fundamentacdo tedrica do transtorno, de forma a evitar interpretacdes
ambiguas. Ja a validade preditiva é a capacidade de prever aspectos previamente desconhecidos
do comportamento, da genética e da neurobiologia do disturbio a partir de sua similaridade com

a sua contraparte humana e da extrapolacdo da eficiéncia de drogas, correlacionando, assim, a
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poténcia do modelo com a poténcia clinica. A validade de face e preditiva representam o
estatuto empirico de um modelo, enquanto a validade de construto representa o seu estatuto
tedrico (Willner, 1986). Um modelo pode ser aceito se algumas validades de face ou preditivas
ndao forem atendidas, embora ndo possa ser aceito se a validade de construto for violada

(Sagvolden et al., 2005).

CRITERIOS ESPECIFICOS PARA MODELOS ANIMAIS DE TDAH

Critérios para validade de face

Alteragcdo comportamental para reforco e extingdo. O modelo de processo duplo
sugere que processos de reforco menos eficientes e de extingdo deficiente de comportamento
previamente reforcado sdo fundamentais para os problemas descritos como inibicdo de
resposta (Faraone, 2004) e fung¢des executivas deficientes (Bobb et al., 2006) presentes na

sintomatologia do TDAH.

Gradiente de atraso de reforco. No condicionamento operante, a relagdo entre o efeito
do reforgo e o intervalo entre a resposta e o refor¢o é conhecido como "gradiente de atraso de
refor¢o" ou "gradiente de atraso" (Catania, 1998; Johansen et al., 2002; Sagvolden et al., 2005).
A fungdo retroativa dos reforgadores de respostas passadas aumenta a probabilidade de
ocorréncia de respostas futuras da mesma classe operante (Catania, 1998). Observa-se que
efeito de reforgo é maior quando este é aplicado imediatamente apds a resposta e diminui
quando o reforgo é adiado em individuos neurtipicos. Argumenta-se que essa discrepancia é
exacerbada em sujeitos com TDAH, os quais apresentariam gradientes de atraso mais

acentuados e curtos (Johansen et al., 2002; Sagvolden et al., 2005).

Impulsividade motora. E possivel que a impulsividade seja o sintoma mais significativo
do TDAH (Johansen et al., 2002; Sagvolden & Sergeant, 1998; Taylor, 1998). A impulsividade
motora é compreendida como surtos de respostas com tempos de interrespostas (TIRs) curtos

(Johansen et al., 2002; Sagvolden et al., 2005), caracterizando um padrao ineficiente de resposta
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em esquemas de intervalo fixo e extingdo, ja que ndo resulta em um numero maior de
reforcadores. E importante ressaltar que criancas com TDAH n3o apresentam impulsividade
motora em novas situacdes. Ao contrdrio, a impulsividade se desenvolve gradualmente ao longo

do tempo (Sagvolden et al., 1998).

Atencgao sustentada deficiente. Em ambientes clinicos, o déficit de atencdo sustentada
ocorre quando os estimulos estdo amplamente espacados no tempo (Sagvolden et al., 2005) ou
a tarefa é indesejavel, ou desinteressante (Taylor, 1998). Um estudo demonstrou que criangas
com TDAH apresentam atencdo sustentada normal no inicio do teste, com diminuicdo
acentuada com as repetigdes do teste ao longo do tempo. Tanto criangas com TDAH quanto
criangas neurotipicas notaram o inicio do componente de extingdo (um sinal de luz) e pararam
de responder. Todavia, as criancas com TDAH voltaram a responder apds um curto periodo
(Sagvolden et al., 1998). A relacdo da triplice contingéncia — estimulo — resposta —
consequéncia (Catania, 1998) — ¢é importante para compreender a atengdo sustentada
prejudicada no TDAH. Quando os reforgos sao infrequentes, o gradiente de atraso curto pode
impedir uma associagdo entre o estimulo discriminativo e a contingéncia de reforgo, resultando
em controle de estimulo mais pobre e possivel atengdo sustentada prejudicada como acontece

no TDAH (Sagvolden et al., 2005).

Hiperatividade. Assim como a impulsividade, a hiperatividade estd ausente em novas
situagOes, incluindo o inicio de testes para sua identificacdo (Sagvolden et al., 2005). O estudo
de Sagvolden et al. (1998), envolvendo esquemas de extingdo de um reforcamento de intervalo
fixo, demonstrou que criangas com e sem TDAH apresentaram niveis de atividade semelhantes
no inicio do teste de extincdo. A hiperatividade desenvolveu-se gradualmente em criangas com
TDAH a medida que o teste prosseguia (Sagvolden et al., 1998). O efeito reforcador é mais
potente quando o atraso entre a resposta e o reforgo é curto que quando o atraso é longo. Se o

gradiente de atraso for mais acentuado e curto em criangas com TDAH, os reforgos atrasados
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terdo pouco efeito em seu comportamento. Quanto a extingdo, esta ocorrerd em menor
extensao do que o normal em criancas com TDAH. Assim, a hiperatividade pode ser adquirida e
mantida por uma combinacdo de reforcadores programados e ndao programados e falha na
extincdo, aumentando a frequéncia de respostas adquiridas sem suprimir respostas ineficazes e

inadequadas (Sagvolden et al., 2005).

Critérios para validade de construto

Genética. Vdrios genes estdo possivelmente envolvidos a etiologia do TDAH, entre eles:
os genes que codificam o transportador de dopamina e serotonina, SLC6A3 / DAT1 e SLC6A4 /
5HTT; os genes que codificam para os receptores de dopamina D4 e D5, DRD4 e DRD5, e um
receptor de serotonina, HTR1B; o gene para a proteina 25 sinaptossomal associada, SNAP25.
Recentemente, genes adicionais foram incluidos como possiveis candidatos: genes que
codificam dopamina beta-hidroxilase [DBH], adrenoceptor alfa 2A [ADRA2A], triptofano

hidroxilase 2 [TPH2] e monoamina oxidase A [MAOA]) (Klein et al., 2017).

Neuropatologia. Um modelo animal deve exibir a neuropatologia estrutural e funcional
do TDAH, ou seja, redu¢do da atividade do lobo frontal, aumento do fluxo sanguineo cortical
somatossensorial, caudado anormal e volumes cerebrais reduzidos (Lou et al., 1989; Paule et al.,

2000; Castellanos et al., 2002).

Disfungao de neurotransmissores. A disfun¢ao do sistema dopaminérgico e de outros
sistemas de monoaminas no TDAH estabeleceu-se em decorréncia da eficacia de
psicostimulantes no bloqueio dos transportadores de dopamina e noradrenalina, reduzindo
sintomas do transtorno. Os modelos animais devem apresentar disfun¢Ges neurotransmissoras
semelhantes e fornecer informacdes sobre as disfuncées neurais do disturbio (Sagvolden et al.,

2005).

Problemas de controle motor. O neostriado é central para integrar a produ¢do motora

e recebe a maior densidade de dopamina de todas as estruturas nervosas centrais (Sagvolden
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et al., 2005). A hipofun¢do de dopamina estriatal pode estar associada a problemas sutis de
controle motor, sendo considerados "sinais suaves" do transtorno neuroldgicos em criancas
com TDAH (Sagvolden et al., 2005). O hipofuncionamento neostriatal pode contribuir para o

mau desenvolvimento motor associado a casos graves de TDAH (Taylor, 1998).

Critérios para validade preditiva

Efeitos psicostimulantes. As drogas psicostimulantes aumentam a disponibilidade de
dopamina sindptica e de outros neurotransmissores, aumentando os efeitos dos reforcadores
(Sagvolden et al.,, 2005; Volkow et al.,, 2002). Drogas que modulam a transmissdo da
norepinefrina (NE) também sdo eficazes em pacientes com TDAH, levando a hipétese de um
transtorno envolvendo também o sistema noradrenérgico (Viggiano et al., 2004). As drogas
estimulantes psicomotoras devem ter os mesmos efeitos em modelos animais que em criancas

e adultos com TDAH.

MODELOS ANIMAIS

Os primeiros modelos animais de TDAH (Zametkin & Rapoport, 1987) buscaram emular
a hiperatividade através de lesGes das vias dopaminérgicas com a aplicagdo de 6-
hidroxidopamina em ratos em desenvolvimento. Esses estudos mostraram que, embora ndo
sejam suficientes, altera¢ées na fun¢do dopaminérgica e noradrenérgica parecem necessarias
para a eficacia clinica dos estimulantes, elevando as influéncias inibitérias da atividade cortical
frontal nas estruturas subcorticais. Posteriormente, diversos outros modelos animais para o

TDAH foram propostos.

MODELOS GENETICOS

Rato Nocaute do Transportador de Dopamina (DAT-KO, do inglés Dopamine
Transporter Knockout). Esses ratos carecem do gene que codifica para DAT-1, que é responsavel

pela captagdo sinaptica de dopamina. Logo, esse modelo apresenta elevagdo nos niveis de
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dopamina extracelular no corpo estriado, o que possivelmente leva a observada hiperatividade
(Gainetdinov & Caron, 2000; Gainetdinov et al., 2001; Trinh et al., 2003) e assemelha-se a
estudos que verificaram a elevacao dopaminérgica no corpo estriado de paciente com TDAH
(Cheon et al., 2003; Dougherty et al., 1999; Krause et al., 2000). Segundo Gainetdinov e Caron
(2000), nesse modelo, os animais sdo incapazes de inibir o comportamento continuo e
apresentam prejuizos em tarefas de aprendizagem e memdria. A impulsividade ndo foi
sistematicamente investigada nos ratos DAT-KO. Apesar da auséncia de DAT, os
psicostimulantes atenuam sua hiperatividade, aparentemente por mecanismos que envolvem
sistemas ndo-dopaminérgicos em dareas limbicas do cérebro. Enquanto os inibidores do
transportador de norepinefrina ndo afetaram a hiperatividade de DAT-KO, as drogas que ativam
o sistema serotoninérgico reduziram drasticamente a hiperatividade. Os ratos DAT-KO fornecem
evidéncias convincentes de que a hiperatividade induzida por altos niveis extracelulares de
dopamina pode ser reduzida aumentando o ténus serotoninérgico, isto é, os psicostimulantes
ndo agem via DAT para reduzir a hiperatividade neste modelo. Esses dados sao reforcados pelos
achados de Trinh et al. (2003), os quais sugerem que os mecanismos dopaminérgicos podem
mediar as respostas em animais controles, enquanto os sistemas ndao dopaminérgicos
predominam nos animais nocautes. Nestes, provavelmente, as areas limbicas e os sistemas
transmissores nao-dopaminérgicos do cérebro podem mediar as respostas aos

psicostimulantes.

O Rato de Alta Excitabilidade de Naples (NHE, do inglés Naples High-Excitability). Este
modelo foi selecionado por sua maior atividade exploratéria no labirinto (Russell, 2011; Sadile
et al., 1988) e hiperatividade induzida por novidades aumentada em fun¢do da complexidade
do ambiente (Sadile, 1993; Viggiano et al., 2002). Os NHEs ndo exibem hiperatividade em sua
gaiola quando comparados aos ratos de baixa excitabilidade de Napoles (NLE, do inglés Naples
Low-Excitability) (Sadile, 1993). Ambos NHE e NLE demonstraram prejuizos na memoaria de

trabalho e na memdria de referéncia em comparagdao com os ratos controles de cruzamento
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aleatério de Napoles (NRB, do inglés Naples Random-Bred). NHE tem disturbios no sistema
dopaminérgico, com aumento da dopamina e diminui¢do dos receptores D1 (DRD1) no cértex
pré-frontal. A administracdo intranasal de dopamina melhora o seu desempenho em tarefas de
novidade espacial ndo reforcada (Ruocco et al.,, 2009a). Ratos NHE também apresentam
concentracdes elevadas de L-glutamato, D-glutamato e L-aspartato em vdrias dreas do
prosencéfalo, incluindo o cértex pré-frontal e foram propostos como um modelo util para o
estudo de hiperatividade, déficit de atencao, dificuldades de aprendizagem e memdéria (Ruocco

et al., 2009b).

O Rato de Baixo Desempenho na Tarefa de Escolha por Tempo de Reagao para 5
Opcoes (5-CSRT, do inglés Poor 5-choice serial reaction time). Neste modelo, os ratos sdo
selecionados pelo baixo desempenho quando treinados em uma tarefa visuoespacial de atencao
sustentada, baixa precisdo de escolha no final das sessGes de teste, impulsividade como resposta

prematura e auséncia de hiperatividade (Puumala et al., 1996; Barbelivien et al., 2001).

No estudo de Puumala et al. (1996), para a sele¢do dos ratos de baixo desempenho na
tarefa 5-CSRT, os ratos foram privados de comida por 16 horas antes de serem treinados para
focinhar um buraco iluminado de modo a obter um pellet de comida. Focinhar um buraco
apagado ou uma falha em responder durante o estimulo visual resultava em um periodo de
escuriddo como puni¢do. Os ratos com baixo desempenho foram definidos como aqueles que
obtiveram menos de 64% de respostas corretas. O percentual de acertos forneceu uma medida
de atencdo sustentada, uma vez que o animal tinha que vasculhar a matriz de buracos para que
pudesse responder rapidamente ao sinal. As respostas registradas durante o intervalo entre as
tentativas foram consideradas prematuras e forneceram uma medida de impulsividade. A
laténcia para obter a recompensa foi usada como medida de motivagcdo. Nesse modelo, o
tratamento com metilfenidato melhorou a precisdo e reduziu a impulsividade (em baixas doses)

em sujeitos com baixo desempenho.
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As evidéncias apoiam um papel da dopamina na regulacdo do nivel de desempenho dos
ratos de baixo desempenho na tarefa de 5-CSRT. Em animais controles, a D-anfetamina
estimulou a liberacdao de dopamina no nucleus accumbens e causou um aumento dependente
da dose na resposta prematura (Robbins, 2002). A microinfusdo de um agonista DRD1 no cértex
pré-frontal medial prejudicou seletivamente a precisdao do desempenho atencional em ratos de
alto desempenho na tarefa 5-CSRT. Em contraste, a microinfusdo do agonista DRD1 no cértex
pré-frontal medial em ratos de baixo desempenho na tarefa 5-CSRT aumentou a precisdo do
desempenho atencional; uma dose baixa aumentou a velocidade de resposta correta (Granon
et al., 2000). Esses resultados sugerem que a fun¢do da dopamina é reduzida em ratos de baixo
desempenho na tarefa 5-CSRT, um modelo putativo para TDAH com desatenc¢do predominante

(Russell, 2011).

O Rato Espontaneamente Hipertenso (SHR, do inglés Spontaneously Hypertensive Rat).
Esses animais ndo apresentam problemas sensoriais claros e exibem todas as caracteristicas
comportamentais do TDAH: atencdo sustentada prejudicada, impulsividade motora, e
hiperatividade que ndo esta presente em situagdes novas e ndo ameagadoras, mas que se
desenvolve temporalmente quando os reforgos sdo infrequentes (Sagvolden, 2000; Sagvolden
et al., 2005). Semelhante as criangas com TDAH, os ratos SHR apresentam maior variabilidade
comportamental, reengajamento de resposta deficiente e cometem significativamente mais
erros do que os controles (Sagvolden et al., 2005; Sagvolden 2000; Wiersema et al., 2005). Além
disso, esse modelo cumpre um critério adicional, comparado aos demais, por ser um modelo
genético de TDAH criado a partir de ratos progenitores normotensivos Wistar-Kyoto (WKY), com
os quais sdo comparados. A linhagem WKY serve, entdo, como um controle valido para o SHR,
uma vez que suas caracteristicas comportamentais sdo semelhantes as de outras linhagens de

ratos (Sagvolden 2000; Okamoto & Aoki, 1963).
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Em aspectos neurobioldgicos, a liberacdo de dopamina é diminuida no cértex pré-frontal
do SHR e as concentracdes de noradrenalina sdo elevadas (Okamoto e Aoki, 1963), além de
apresentarem patologia cerebral semelhante ao TDAH, com volumes cerebrais —
especificamente do cértex pré-frontal, do cdrtex occipital e do hipocampo — menores do que
os controles. Um estudo por ressonancia magnética nuclear revelou um volume ventricular
significativamente aumentado em SHR em comparagao com WKY aos 3 meses de idade (Bendel
& Eilam, 1992), e menos neurdnios nessas areas do cérebro foram detectados em comparacgao

com WKY (Mignini et al., 2004; Tomassoni et al., 2004).

Os resultados obtidos com SHR sugerem novas alternativas as teorias existentes sobre
a etiologia do TDAH. Um importante sistema de segundo mensageiro envolvendo a sinalizacdo
de calcio é disfuncional em SHR (Lehohla et al., 2001, 2004), sugerindo que varios sistemas de
neurotransmissores podem estar comprometidos no TDAH. Em comparagdo com os WKY, os
SHR tém menor atividade cerebral de Ca?* ATPase (Horn et al., 1995). Como a liberacdo de
neurotransmissores é dependente do influxo de calcio, um disturbio no gradiente de
concentragdo de calcio através da membrana celular pode diminuir o influxo de ions de cdlcio
na célula e prejudicar a liberagdo do neurotransmissor (Lehohla et al., 2004). A diminui¢do do
influxo de cdlcio através dos canais NMDA também prejudica a sinalizagdo intra e intercelular,
bem como na potenciacdo sinaptica de longa duragdo, interferindo no processo de

aprendizagem (Sagvolden et al. 2005; Malenka & Nicoll, 1999).

Estudos genéticos encontraram associagdes entre os sintomas do TDAH e polimorfismos
em varios genes monoaminérgicos, incluindo os genes dos receptores D1, D4 e D5 da dopamina
(DRD1, DRD4, DRD5) e o gene do receptor adrenérgico a2, além dos transporatores de
dopamina, noradrenalina e serotonina (DAT1, NET1, SERT1) (Biederman & Spencer, 1999; Bobb
et al., 2006; Klein et al., 2017; Park et al., 2005). Os psicostimulantes como D-anfetamina e

metilfenidato sdo capazes de reduzir o comportamento semelhante ao TDAH de SHR (Sagvolden
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et al., 2005; Myers et al., 1982). O aumento na densidade DRD1 observado no estriado SHR pode
ser revertido pelo tratamento com metilfenidato, sugerindo que os psicostimulantes aumentam
a ativacdo da dopamina de DRD1 (Carey et al., 1998; Watanabe et al., 1997); permitindo a
melhora da memaria e dos mecanismos de reforgo.

Coloboma Mutant Mouse. O camundongo mutante deficiente em SNAP-25 (proteina
associada ao sinaptossoma de 25 kDa) fornece um modelo interessante de TDAH, devido os
polimorfismos SNAP-25 terem sido associados ao distUrbio. SNAP-25 é parte integrante do
SNARE (receptor de proteina de fixacdo de fator sensivel a N-etilmaleimida), um complexo
acoplatério para exocitose de vesicula sindptica e liberacdo de neurotransmissor. SNAP-25
regula o trafego de membrana, sendo necessario na pré-sinapse para a liberacdo de
neurotransmissores, bem como na pds-sindpse, onde estd envolvido na translocacdo de
proteinas (por exemplo, subunidades do receptor NMDA) para a membrana celular (Barr et al.,
2000; Mill et al., 2002). A expressao alterada de SNAP-25 pode, portanto, prejudicar a funcdo
neuronal. Camundongos Coloboma exibem hiperatividade espontanea, impulsividade e inibicao
prejudicada em uma tarefa de refor¢co retardado (Bruno et al., 2007; Wilson, 2000). A
hiperatividade é reduzida pela D-anfetamina, mas ndo pelo metilfenidato (Hess et al., 1996;
Wilson, 2000). A diferenca no efeito provavelmente se deve aos diferentes modo de a¢do dessas
duas drogas. Ambas as drogas aumentam a concentracdo extracelular de catecolaminas por
meio do bloqueio dos transportadores de dopamina e norepinefrina, mas a D-anfetamina

também aumenta a liberagdo desses neurotransmissores (Russell, 2011).

A liberacdo de glutamato de sinaptossomas corticais é reduzida no camundongo
Coloboma (Raber et al., 1997). A liberagdo de dopamina evocada por despolarizacdo de fatias
do estriado dorsal também é diminuida, e as concentracbes de metabdlito da dopamina sado
menores no estriado ventral (Jones et al., 2000a; Raber et al.,, 1997). Jones et al. (2001b)
verificaram que a expressdo do receptor D2 da dopamina (DRD2) estda aumentada na area

tegmental ventral e na substancia negra, consistente com o aumento da inibicdo da atividade
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neuronal da dopamina. A fun¢do noradrenérgica parece estar aumentada nesse modelo, além
da expressao da tirosina hidroxilase e do adrenoceptor a2A esta aumentada no locus coeruleus
e as concentracdes de norepinefrina estdo aumentadas no corpo estriado de camundongos
Coloboma. A deplec¢do experimental de norepinefrina com cloridrato de N-(2-cloroetil) -N-etil-
2-bromobenzilamina (DSP-4) reduziu a hiperatividade e restaurou a inibi¢do latente, mas nao
melhorou a impulsividade dos camundongos desse modelo (Bruno et al., 2007; Jones & Hess,
2003). Antagonistas dos receptores adrenérgicos a2C (mas ndo a2A ou a2B) também reduziram
a hiperatividade desses animais (Bruno & Hess, 2006). Segundo Jones e Hess (2003), o
antagonista do receptor B-adrenérgico, propranolol, e o antagonista do receptor al-
adrenérgico, prazosina, tiveram pouco efeito. Isso sugere que a atividade motora em
camundongos Coloboma é causada por um sistema noradrenérgico hiperativo, mas que a
hiperatividade ndo é completamente abolida pela deplecdo de norepinefrina, sugerindo que
fatores adicionais contribuem para o fendétipo mutante. Um desequilibrio entre a hiperfuncao
noradrenérgica e a hipofuncao dopaminérgica pode ser um fator determinante neste modelo

(Russell et al., 2005).

Ratos Nocautes para o Receptor de Neuroquinina-1 (NK1R-KO, do inglés Neurokinin-1
Receptor Knock-out). O receptor de neurokinin-1 (NK-1R) é um receptor para a substancia P, que
é membro da familia de neuropeptideos tackyinin (Maggi, 1995). Os niveis da substancia P sdo
elevados nos nucleos monoaminérgicos, especialmente na substancia negra e na area tegmental
ventral (Ljungdahl et al.,, 1978; Ribeiro-da-Silva & Hokfelt, 2000). A substancia P ativa
preferencialmente os receptores NK1, que sdo o produto do gene TARCI, o qual é um membro
da familia de receptores acoplados a proteina G, sendo principalmente expresso em regides

subcorticais como amigdala, hipocampo e corpo estriado (Yan et al., 2009).

A descoberta de que os camundongos NK1R-KO expressam caracteristicas essenciais de

TDAH surgiu da observacdo de que os camundongos NK1R-KO expressam hiperatividade
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locomotora corrigida por psicostimulantes como anfetaminas. Além disso, a hiperatividade é
induzida em camundongos de tipo selvagem tratando-os com um antagonista de NK1R em doses
gue nao tém efeito sobre o comportamento de camundongos NK1R-KO; essa hiperatividade é
evitada por anfetamina, como ocorre em camundongos NK1R-KO (Yan et al., 2009). Esses
mutantes também exibem outras anormalidades que podem ser relevantes para o TDAH, como
reducdo do efluxo de dopamina no cértex frontal, auséncia de aumento do efluxo
dopaminérgico no estriado dorsal apds administracdo sistémica de anfetamina e falta de
desenvolvimento de preferéncia de lugar condicionada induzida por anfetamina ou morfina (Yan
et al.,, 2009, 2010). Foi relatado que camundongos NK1R-KO expressam desatencdo e
impulsividade em testes de tarefa de tempo de reacdo em série de cinco opgées (5-CSRT), mas
a anfetamina ndo corrige esses déficits (Yan et al., 2011). Em um estudo de caso-controle de 450
pacientes com TDAH e 600 controles neurotipicos selecionados, quatro polimorfismos de
nucleotideo Unico no gene TACRI1, anteriormente conhecidos por estarem associados ao

transtorno bipolar ou alcoolismo, foram fortemente associados ao TDAH (Yan et al., 2010).

Ratos Hipertireoidianos. Sabe-se que muitas criangas com hormoénio estimulador da
tireoide (TSH, do inglés Thyroid-Stimulating Hormone) elevado e com resisténcia ao hormonio
da tireoide apresentam sintomas de TDAH (Burd et al., 2003). O hormonio tireoidiano controla
diretamente o desenvolvimento de varios sistemas cerebrais associados a regulagao da atengao,
atividade locomotora, motivacdo e comportamento impulsivo (Siesser et al., 2006). Os genes
que codificam proteinas envolvidas na mieliniza¢do sugeridos como comprometidos no TDAH
(Russell et al.,, 2006) e o desenvolvimento de sistemas neurotransmissores que regulam a
atencdo e a atividade motora (sistemas de neurotransmissores colinérgicos, dopaminérgicos e
noradrenérgicos) sdo todos regulados pelo horménio tireoidiano (Siesser et al., 2006).
Consistente com o fato de o TDAH ser um disturbio do desenvolvimento, os ratos com

hipertireoidismo transitério quando filhotes (mas ndo quando adultos) sdo hiperativos e exibem
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uma taxa de conversdo de dopamina elevada no estriado (Rastogi & Singhal, 1976; Siesser et al.,

2006).

Em um estudo de Siesser et al. (2006), camundongos transgénicos machos expressando
um receptor de tireoide mutante humano (TRB1) exibiram todos os sintomas caracteristicos de
TDAH como desatencdo, hiperatividade e impulsividade A conversdo da dopamina estriatal foi
aumentada em camundongos transgénicos TRB1 e, semelhante ao que ocorre no TDAH, sua
hiperatividade foi reduzida pelo metilfenidato. Em animais adultos, os transgénicos TRB1 tinham
niveis normais de hormdnio tireoidiano, mas aos 33 dias, quando o sistema tireoidiano estd mais
ativo, esses camundongos apresentaram niveis de TSH significativamente elevados em
comparagdo com os controles. Para Russel (2011), é provavel que a interrupcdo do
desenvolvimento normal dos circuitos neurais no cérebro, por controle de feedback do
hormonio tireoidiano prejudicado, dé origem aos disturbios, por exemplo, na transmissao

dopaminérgica, bem como nos sintomas comportamentais que definem o TDAH.

MODELO QUIMICAMENTE INDUZIDOS

Lesao por 6-Hidroxidopamina. Ratos neonatais com lesdo causada por injecao
intracerebroventricular de 6-hidroxidopamina (6-OHDA) tém sido sugeridos como um modelo
util para o TDAH. Eles exibem hiperatividade e aprendizagem prejudicada em uma tarefa de
discriminacdo espacial, que melhora apds o tratamento com metilfenidato ou D-anfetamina,
mas nao sao impulsivos (Luthman et al., 1989; Shaywitz et al., 1978). No estudo de Luthman et
al. (1989), filhotes de ratos lesionados no dia 1 pds-natal exibiram hiperatividade na idade
adulta. Semelhante a criancas com TDAH, eles mostraram uma diminui¢do inicial no
comportamento motor espontaneo quando colocados em um novo ambiente, mas, apds testes
repetidos, sua atividade aumentou em relagdo aos controles. A hiperatividade foi acompanhada
por diminuicdo da dopamina no estriado, cértex pré-frontal, septo, mesencéfalo e amigdala.

Somado a isso, Zhang et al. (2002b) descrevem em seus achados que a ligacdo do transportador
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de serotonina aumenta no caudato-putamen e no nucleus accumbens apds lesdes neonatais por
6-OHDA. Nesse modelo, a hiperatividade ndo esta alterada pelos inibidores de transportadores
de dopamina, mas foi bastante reduzida pelos antagonistas de DRD4, bem como inibidores de
transportadores de norepinefrina e serotonina (Davids et al., 2002; Zhang et al., 2001, 2002a).
Essas descobertas sugerem que os psicostimulantes reduzem a hiperatividade de ratos
lesionados pela 6-OHDA ao inibir os transportadores de norepinefrina e serotonina. Além de
reduzir a captacdo de norepinefrina, a inibicdo do transportador de norepinefrina reduziria a
captacdo de dopamina para os terminais noradrenérgicos em varias dreas do cérebro, incluindo
o cértex pré-frontal e o nucleus accumbens e, assim, exerceria efeitos na fungdo dopaminérgica

e noradrenérgica no cérebro (Russell, 2001).

ANALISE DE VALIDAGOES

Todos os modelos analisados atendem, em menor ou maior grau, aos critérios de
validacdo (de face, de construto e preditiva), o que determina sua relevancia e lhes confere
confiabilidade cientifica para o estudo e a pesquisa sobre o TDAH (Sagvolden et al., 2005).
Porém, algumas especificidades presentes em determinados modelos podem atribuir maior ou
menor proximidade clinica com o transtorno. A Tabela 1 descreve as especificades de cada

modelo, relacionando suas caracteristicas aos critérios de validagao.

- Inserir Tabela 1 -

A validade de face, cujo atributo principal é a capacidade de imitar as caracteristicas
clinicas comportamentais fundamentais do transtorno (Willner, 1986), ndo foi totalmente
contemplada em quatro estudos. A hiperatividade, por exemplo, ndo esta presente no modelo
“Rato de Baixo Desempenho na Tarefa de Escolha por Tempo de Reacdo para 5 Opgdes (5-
CSRT)”, e a impulsividade ndo se encontra nos modelos “Rato Nocaute do Transportador de
Dopamina (DAT-KO)”, “O Rato de Alta Excitabilidade de Naples” e “Ratos com Lesdo de 6-

Hidroxidopamina (6-OHDA)”. Ressalta-se, todavia, que essas duas caracteristicas clinicas sejam,

70


DBD
PUC-Rio - Certificação Digital Nº 1912279/CA


PUC-Rio- CertificagaoDigital N° 1912279/CA

talvez, as caracteristicas mais marcantes e importantes no TDAH (Russell, 2011; Sagvolden at al.,
2005). Neste critério, “O Rato Espontaneamente Hipertenso (SHR)” é o modelo que atende o
maior numero de caracteristicas clinicas do transtorno, as quais envolvem a hiperatividade, a

impulsividade, o déficit de aprendizagem e de atencdo sustentada.

Sobre a validade de construto, todos atendem a uma fundamentacao teérica do modelo
relacionando o trantorno a uma difungdo comportamental, genética ou neurobioldgica (Willner,
1986), envolvendo, sobretudo, os sistemas monoaminérgicos da dopamina e noradrenalina,
bem como a regulacdo desses neurotransmissores e a reducdo dos sinais do TDAH, como
hiperatividade e impulsividade, por meio do uso de psicostimulantes. Adicionalmente nesse
critério, ressalta-se que “O Rato de Alta Excitabilidade de Naples” e “Coloboma Mutant Mouse”
apresentam dados relacionados ao sistema glutamatérgico e o “O Rato Espontaneamente

Hipertenso (SHR)” revela a presenca de anormalidades neuroanatémicas.

Referente a validade preditiva, todos os modelos atendem ao critério envolvendo a sua
contraparte humana e a extrapolacdo da eficiéncia de drogas, correlacionando, assim, a
poténcia do modelo com a poténcia clinica. Em outras palavras, em todos os modelos, o uso de
psicostimulantes como D-anfetamina, metilfenidato e dopamina tiveram efeito sobre os

sintomas semelhantes ao TDAH.

CONSIDERAGCOES FINALIS.

Todos os modelos analisados podem ser considerados modelos animais compativeis
com o TDAH por serem modelos de neurodesenvolvimento. Todavia, quanto mais caracteristicas
clinicas e neurobiolégicas o modelo abranger, maior proximidade com o transtorno lhe sera
atribuido (Sagvolden at al.,, 2005). Nesse sentido, os modelos “Rato Espontaneamente
Hipertenso (SHR)”, “Coloboma Mutant Mouse”, “Ratos Nocaute para o Receptor de
Taquiquinina-1 (NK1R-KO)” e “Ratos Hipertireoidianos” s3do ratos que apresentam a

hiperatividade, a impulsividade e o déficit atencional no mesmo modelo, o que lhes confere
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maior proximidade ao TDAH. Além disso, o modelo “Rato Espontaneamente Hipertenso (SHR)”
ganha destaque por ser um modelo genético (Kuntsi e Stevenson 2000), dada a alta
hereditdriedade do TDAH ser resultante de complexas interacdes gene-gene e gene-ambiente
(Faraone et al., 2005; Thapar et al., 2005). Faraone et al. (2005) estimaram em um levantamento

envolvendo gemeos e filhos adotivos, cerca de 76% de hereditariedade do transtorno.

No mais, alguns dos modelos aqui revisados apresentam validades de construto que lhes
sdo particulares. Resultados obtidos com os “Ratos Nocaute do Transportador de Dopamina
(DAT-KO)” destacam que o aumento do tdnus serotoninérgico pode estar envolvido na
diminui¢do da hiperatividade. A relevéncia dessa descoberta, porém, mostra-se ainda limitante,
uma vez que os inibidores da recaptac¢do da serotonina sdo de uso limitado no tratamento do
TDAH, pois um dos efeitos colaterais é a estimulacdo da atividade motora (Gainetdinov et al.,
2001). O modelo “Rato Espontaneamente Hipertenso (SHR)” destaca que disfun¢bes na
sinalizagdo de calcio possa estar presente na etiologia do TDAH. J4 os “Ratos Nocaute para o
Receptor de Taquiquinina-1 (NK1R-KO)” prevém uma possivel associacdo do gene TACRI a
etiologia do transtorno. Por fim, o modelo “Ratos Hipertireoidianos” destaca um possivel

envovimento do hormonio TSH a etiologia do TDAH.

Este estudo analisou, por meio de uma revisdo analitica, os principais modelos animais
correntes do Transtorno de Déficit de Atencdo e Hiperatividade, destacando as caracteristicas
de cada modelo responsdveis por suas valida¢des e relevancia clinica. Acredita-se, que essa
anadlise possa ajudar pesquisadores, interessados nessas investigacdes, acerca do modelo que
melhor atenda seus objetivos cientificos e anseios clinicos relacionados a esse transtorno,
tomando como base as validaces de face, de construto e preditiva, as quais sdo premissas para
qualquer estudo cientifico pré-clinico.
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Tabela 1: Validades de face, de construto e preditiva por modelo animal de

TDAH

Modelo

Validade de face

Validade de construto

Validade preditiva

Rato Nocaute do
Transportador de
Dopamina (DAT-KO).

Hiperatividade; Déficit
de aprendizagem e
memoaria.

Disfungdo do sistema
dopaminérgico.

Hiperatividade diminuida
por psicostimulantes.

O Rato de Alta
Excitabilidade de Naples.

Hiperatividade; Déficit
de memoria.

Disfungdo do sistema
dopaminérgico;
ConcentragOes elevadas de
L-glutamato, D-glutamato e
L-aspartato.

Melhora de desempenho
com a administragao de
dopamina.

O Rato de Baixo
Desempenho na Tarefa
de Escolha por Tempo de
Reagdo para 5 Opgdes (5-
CSRT).

Impulsividade; Déficit
de aprendizagem e de
atencgado sustentada.

Disfungdo do sistema
dopaminérgico.

Melhora da aprendizagem,
da atengdo sustentada e da
impulsividade com
metilfenidato.

O Rato Espontaneamente
Hipertenso (SHR).

Hiperatividade;
Impulsividade; Déficit
de aprendizagem e de
atencgdo sustentada.

Disfuncdo dos sistemas
dopaminérgico e
noradrenérgico; Alteracdo
neuroanatémica;
Diminui¢do do nimero de
neurdnios.

D-anfetamina e
metilfenidato reduziram o
comportamento
semelhante ao TDAH;
Metilfenidato reverteu a
densidade de DRD1 no
estriado.

Coloboma Mutant
Mouse.

Hiperatividade;
Impulsividade; Déficit
inibitdrio.

Disfuncdo dos sistemas
dopaminérgico,
noradrenérgico e
glutamatérgico.

Hiperatividade reduzida
pela D-anfetamina e por
deplegdo noradrenérgica.

Ratos Nocaute para o
Receptor de
Taquiquinina-1 (NK1R-
KO).

Hiperatividade;
Impulsividade;
Desatencao.

Disfuncdo dos sistemas
serotoninérgico,
noradrenérgico e
dopaminérgico.

Hiperatividade reduzida por
anfetamina.

Ratos Hipertireoidianos.

Hiperatividade;
Impulsividade;
Desatencao;
Dificuldade de
extingao operante.

Disfungao do sistema
dopaminérgico.

Reducgdo da hiperatividade
por metilfenidato.

Ratos com Lesdo de 6-
Hidroxidopamina (6-
OHDA)

Hiperatividade; Déficit
de aprendizagem.

Disfungdo do sistema
dopaminérgico.

Hiperatividade reduzida por
metilfenidato, D-
anfetamina, antagonistas de
DRD4 e inibidores de
transportadores de
norepinefrina e serotonina.
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