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RESUMO

O transtorno de déficit de atencdo e hiperatividade (TDAH) é o transtorno mais
comum na infancia e a droga mais utilizada em seu tratamento é o metilfenidato. Um
modelo animal que tem sido utilizado para estudo do TDAH é a linhagem de ratos
SHR, que apresentam hiperatividade locomotora, impulsividade e problemas de
atencdo sustentada. Até o momento o efeito do metilfenidato sobre a ritmicidade
circadiana nao foi avaliado em ratos SHR, sendo o objetivo deste estudo avaliar o
efeito da administragcdo de metilfenidato sobre a ritmicidade circadiana neste modelo
animal. Para avaliar parametros do ritmo de atividade/repouso destes animais, ratos
Wistar e SHR foram mantidos isolados em gaiolas individuais a partir do dia pos-
natal 28 em ciclo claro/escuro 12:12 ou em escuro constante, com a atividade
locomotora registrada durante 40 dias. Os dados de atividade foram agrupados em
blocos de 5 minutos para a construcao de actogramas e para a realizagdo de analise
espectral. Ambas as linhagens mostraram-se sincronizadas ao ciclo claro/escuro,
com ritmo circadiano de atividade/repouso com periodo de 24h. N&o foram
encontradas diferengas entre as linhagens quando a atividades motora foi
comparada na fase clara, na fase escura e durante 24 horas. Em escuro constante,
Ratos Wistar expressaram um periodo endoégeno maior {24,73(0,29)h} quando
comparados aos ratos SHR {24,06(0,07)h}. Para a escolha da dose de metilfenidato
a ser utilizada durante o tratamento cronico foram realizadas administracdes agudas
de diferentes doses do medicamento (3;5;7 e 10 mg/kg), as quais tiveram seus
efeitos sobre a locomocéo no aparato de Campo Aberto comparados com animais
que receberam solucdo salina. No parametro locomocao periférica ndo foram
encontradas diferencas entre os tratamentos. Entretanto, com a dose 10mg/kg
houve um aumento no tempo gasto nos quadrantes centrais em relagdo as demais
doses. Na locomogédo total, a dose de 10 mg/kg aumentou a frequéncia de
exploragdo em comparagéo a todos os tratamentos, e ratos que receberam a dose
de 7 mg/kg apresentaram maior frequéncia de exploragdo em relacdo ao grupo
tratado com solucéo salina. Entre as doses testadas, a de 5 mg/kg foi a maior dose
que néo interferiu na locomogéo, sendo entdo a dose escolhida para o tratamento
cronico. O tratamento cronico foi realizado durante trés semanas com metilfenidato
ou solucdo salina, sendo que o metilfenidato foi capaz de adiantar o horéario de
acrofase em ratos WIS e SHR em relagdo ao tratamento controle. Esse
adiantamento ndo se manteve nos finais de semana, momento em que 0S animais
ndo eram manipulados. Por esse motivo, concluimos que o efeito do metilfenidato
ndo caracterizou um adiantamento de fase e sim um mascaramento. Os resultados
néo dao respaldo a ideia de que ratos SHR sdo um bom modelo para TDAH.

Palavras chave: TDAH, metilfenidato, SHR, ritmos circadianos.



ABSTRACT

The attention-deficit/hyperactivity disorder (ADHD) is the most common disorder in
childhood and methylphenidate is the most used treatment. A widely used animal
model for ADHD is the spontaneously hypertensive rats (SHR), that exhibit locomotor
hyperactivity, impulsivity and poor sustained attention. So far, the effect of
methylphenidate on circadian rhythms was not evaluated in SHR rats. The aim of this
study was evaluate the effect of administration of methylphenidate on circadian
rhythms in this animal model. To evaluate parameters of rest/activity cycle, Wistar
and SHR rats were maintained isolated in individual cages from postnatal day 28 in
light/dark cycle 12:12 or constant darkness during 40 days. Locomotor activity was
recorded during all the experiment. Activity data was grouped in 5-min bins, plotted in
actograms and spectral analysis was performed. Both strains were synchronized to
light/dark cycle, showing period of rest/activity cycle of 24 hours. Under constant
darkness, Wistar rats expressed longer free-running periods {24.73(0.29)h} when
compared to SHR rats {24.06(0.07)h}. To choose the dose of methylphenidate to use
during the chronic treatment, acute administration of different doses of the drug (3; 5;
7 and 10 mg/kg) were performed in comparison to saline in rats with evaluation of
treatment effect on locomotion parameters in the Open Field. There were no
differences between treatments in peripheral locomotion. However, with the 10 mg/kg
dose there was an increase in the time spent in the central quadrant compared to the
other doses. In total locomotion, the dose of 10 mg/kg increased the frequency of
exploration compared to other treatments, and the dose of 7 mg/kg increased the
frequency compared to the saline control. Among the tested doses, 5 mg/kg was the
highest dose that did not affect the locomotion and was chosen for the chronic
treatment. Chronic treatment was carried out for three weeks with saline or
methylphenidate. Methylphenidate was able to advance the time of acrophase in WIS
and SHR rats compared to control treatment. This advance was not maintained
during the weekends, when animals were not manipulated. Therefore, we conclude
that the effect of methylphenidate did not feature an advance phase, but a masking
condition. Also, the present results do not support the idea that SHR rats are a good
model for ADHD.

Keyword: ADHD, methylphenidate, SHR, circadian rhythms.
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1 INTRODUCAO

1.1 TRANSTORNO DE DEFICIT DE ATENCAO/HIPERATIVIDADE

O transtorno de déficit de atencdo e hiperatividade (TDAH) é
considerado o transtorno psiquiatrico mais comum na infancia e na
adolescéncia. Esse transtorno € caracterizado por um padrdo cronico de
desatencdo e/ou hiperatividade/impulsividade, apresentando uma alta
heterogeneidade clinica. Devido a seus sintomas, pode causar prejuizos ao
desempenho académico, a capacidade intelectual e as habilidades sociais
(CORTESE et al.,, 2006; TSAlI e HUANG, 2010). Nao existe um marcador
bioldgico para identificagdo do TDAH, portanto seu diagnéstico é fundamentado
em um quadro clinico comportamental, de acordo com a quarta edigdo do
Manual Diagnéstico e Estatistico de Transtornos Mentais (DSM-1V). Nesta
versdo do manual existem nove sintomas de hiperatividade/impulsividade e
nove sintomas de desatencdo. De acordo com a quantidade de sintomas que o
individuo apresenta e o tempo de duragcdo dos mesmos, pode ser
diagnosticado como TDAH do subtipo predominantemente desatento, subtipo
predominantemente hiperativo/impulsivo ou subtipo combinado (PEREIRA et
al., 2005).

A etiologia do Transtorno de Déficit de Atenc@o/Hiperatividade ndo esta
esclarecida, mas € considerado um transtorno complexo e multifatorial,
causado pelas relacdes de fatores de risco genéticos e ambientais. A hipétese
dopaminérgica para a explicacdo da fisiopatologia do TDAH aponta para um
déficit de dopamina na regido do cértex frontal e nacleo estriado. Esta hipétese
é favorecida por evidéncias farmacoldgicas. Esse déficit levaria a manifestagédo
dos sintomas cognitivos apresentados em pacientes com TDAH (COELHO et

al., 2009).

Existem diversos estudos sobre o ciclo vigilia/sono em pacientes com
TDAH feitos por meio de relatos, actimetria ou polissonografia. Uma maior

atividade motora durante a noite foi detectada em pacientes adultos com TDAH
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em relacdo aos controles saudaveis (BAIRD et al., 2011). De acordo com o
relato de pais, criangas diagnosticadas com TDAH apresentam pior qualidade
de sono quando comparadas as criangas controle, entretanto esses resultados
ndo se confirmam quando avaliadas em exame de polissonografia (CHOI et al.,
2010). Uma meta-andlise publicada em 2009, incluindo dezenove estudos,
mostrou que existe uma maior resisténcia das criancas diagnosticadas com
TDAH para se deitar, maior nimero de despertares noturnos e maior
dificuldade para se levantar de manhd, quando comparadas a criangas
controle, de acordo com o relato dos pais. Além disso, por meio da analise de
dados de actimetria e polissonografia, foi observada maior laténcia, menor
duracéo e menor eficiéncia de sono em criangas com TDAH (CORTESE et al.,
2009). Apesar da variedade de estudos realizados até o momento, ainda néo
existe consenso sobre as relagbes entre sono, ritmicidade circadiana e TDAH
(YOON et al., 2011).

1.2 TRATAMENTOS PARA TDAH

O tratamento para o TDAH é principalmente realizado com metilfenidato,
psicoestimulante estruturalmente similar as anfetaminas (SWANSON et al.,
2011), e tem sido o tratamento preferencial tanto para criangas quanto para
adultos hd décadas (BOONSTRA et al., 2007). O efeito do metilfenidato se
daria pelo bloqueio da receptagdo da dopamina e noradrenalina em neurdnios
pré-sinpticos, levando a uma maior disponibilidade destas catecolaminas na
fenda sinaptica. A atomoxetina, um inibidor seletivo da recaptacdo de
noradrenalina sem acdo psicoestimulante, também ¢é utilizada para o
tratamento do TDAH (CORMAN et al., 2004). Entretanto, 0 uso da atomoxetina

em pacientes com TDAH né&o é liberado no Brasil.

Alteragdes de sono tém sido propostas como associadas tanto ao TDAH
como a medicagdo para o0 seu tratamento. Um estudo observou que o
tratamento com metilfenidato aumenta a atividade motora entre se deitar e
dormir, além de atrasar os horarios de sono e diminuir a amplitude da

ritmicidade circadiana (IRONSIDE et al., 2010). Outro estudo demonstra que
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criangas tratadas com metilfenidato apresentam maior laténcia de sono,
passam menos tempo na cama e menos tempo dormindo. Porém, quando o
uso do metilfenidato € suspenso, essas variaveis se assemelham as das
criangas controle (GALLAND et al., 2010). Os ritmos circadianos possuem
duracdo aproximada de 24 horas, tendo como principal caracteristica seu
carater enddgeno e a capacidade de sincronizagdo com pistas ambientais,
principalmente o ciclo claro/escuro. O periodo de um ritmo bioldgico é resultado
de sua ritmicidade enddégena gerada por um oscilador interno e sua interagdo
com o ambiente. Ainda que em condigbes ambientais constantes, 0S ritmos
continuam a ser expressos, evidenciando seu carater enddégeno. Essa situacao
em que se exibe ritmicidade na auséncia de pistas e em condigdes constantes
€ chamada de livre-curso (GOLOMBEK e ROSENSTEIN, 2010). Além do
estimulo fotico, calendario social e disponibilidade de comida sdo exemplos de
sincronizadores. Em mamiferos, a estrutura responsavel pela integragdo de
informacdes ambientais ao ritmo enddgeno se localiza nos ndcleos

supraquiasmaticos do hipotalamo.

Sabe-se que em roedores, a administragdo cronica de anfetaminicos
regularmente no mesmo horario, leva a uma antecipagdo comportamental a
droga, que estaria relacionada ao hipotético oscilador sincronizado pela meta-
anfetamina (TATAROGLU et al., 2006). Dessa forma, psicoestimulantes seriam
capazes de promover a sincronizagédo da ritmicidade circadiana em roedores.
Além disso, alteracbes de fase também foram observadas com uma
administragdo Unica de atomoxetina em camundongos (O'KEEFFE et al.,
2012).

Parametros de atividade locomotora e comportamento estereotipado
foram avaliados apdés administracdo Unica de metilfenidato em diferentes
concentragdes em ratos Sprague—Dawley (GAYTAN et al., 1996; GAYTAN et
al., 1997). Efeitos do tratamento prolongado com metilfenidato também foram
avaliados por meio de variagdes nos padrbes de atividade comportamental
diurna em ratos Sprague—-Dawley e ratos Wistar (ALGAHIM et al., 2009;
ALGAHIM et al., 2010; GOMES et al., 2009; LEE et al., 2011). Assim como as
relacbes entre sono, ritmicidade circadiana e TDAH, o efeito da utilizacdo de

estimulantes sobre parametros de atividade/repouso ainda néo esta claro.
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1.3 MODELOS ANIMAIS DE TDAH

Existem diversos modelos animais de TDAH (ARIME et al., 2011), dentre
eles camundongos nocaute para o transportador de dopamina (DAT) e
modelos baseados em exposicdes a toxinas, como a administragdo
intracisterna de 6-hidroxidopamina em ratos neonatos. Estes modelos devem
mimetizar 0s principais comportamentos encontrados no transtorno
(hiperatividade locomotora, impulsividade e atengdo reduzida), sendo

revertidos por meio de tratamento farmacolégico.

Camundongos nocaute para DAT n&o expressam o transportador de
dopamina, responsavel pela remocdo da dopamina extracelular. Esses
camundongos apresentam hiperatividade locomotora quando colocados em
ambientes novos, além de aprendizagem e memoria prejudicada. A validade
deste modelo se da pelo fato do tratamento com metilfenidato reduzir a
hiperatividade. Todavia, existem limitacbes para estes animais, como o fato de
ndo possuirem a proteina DAT, alvo da acdo do metilfenidato e anfetamina
(ARIME et al, 2011). O modelo de administracdo intracisterna de 6-
hidroxidopamina em ratos neonatos se baseia na lesdo de neurodnios, levando
a uma diminuicdo nos niveis de noradrenalina e dopamina. Esses animais
lesionados possuem hiperatividade locomotora entre os dias pds-natal 21 e 45,
assim como déficit na aprendizagem e memoria (BREESE et al., 2005).
Camundongos mutantes coloboma (nocaute do gene SNAP-25) apresentam
hiperatividade locomotora espontanea, mas o tratamento com metilfenidato n&o
€ capaz de diminuir a hiperatividade, e sim aumenté-la (ARIME et al., 2011).
Pela auséncia de efeito do metilfenidato e a falta de evidéncia de outros
comportamentos que mimetizam os de TDAH, a validagéo deste modelo ainda
é questionavel. O modelo de hipoxia neonatal gera sintomas de hiperatividade
e dificuldade de aprendizagem, sendo que a hiperatividade locomotora é
normalizada entre a sexta e nona semana de vida. O tratamento com

anfetamina é capaz de reduzir a hiperatividade locomotora, mas este modelo
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ainda necessita de outros estudos para atestar sua validade (VAN DER KOOIJ
& GLENNON, 2007).

Existem outros modelos menos utilizados, mas que também simulam os
sintomas encontrados no TDAH. Entretanto, o0 modelo mais estudado e mais
validado é o que utliza animais espontaneamente hipertensos (SHR)
(SAGVOLDEN et al., 2009).

1.4 RATOS ESPONTANEAMENTE HIPERTENSOS (SHR)

Os SHR séao usualmente utilizados como modelo animal de hipertenséo
(SAFAR et al., 2001). Entretanto, além de alteracbes no sistema
cardiovascular, os SHR também apresentam comportamento diferenciado em
relagdo as linhagens Wistar, Wistar-Kyoto e Sprague-Dawley (SAGVOLDEN et
al., 2009). Uma destas diferencas comportamentais € a hiperatividade
locomotora. Devido a hiperatividade, esta linhagem passou também a ser
utiizada como modelo animal de déficit de atengao/hiperatividade
(SAGVOLDEN et al., 1993). Apesar das caracteristicas encontradas em ratos
SHR serem compativeis com TDAH, a hipertensdo ndo € uma comorbidade
comum em pacientes com o transtorno. Porém, esses animais ndo apresentam
hipertensdo antes da fase adulta, sendo mais fi€éis as caracteristicas do
transtorno em criangas quando utilizados na fase pré-pubere (ARIME et al.,
2011).

Outros comportamentos comumente associados com o TDAH além da
hiperatividade também foram observados nos SHR em relagdo a animais
controles. Em estudo envolvendo procedimento de escolha intertemporal, na
qual o individuo pode escolher entre uma pequena recompensa de entrega
imediata ou uma maior recompensa com um maior tempo de espera, os SHR
mostraram realizar mais escolhas impulsivas do que o controle Wistar-Kyoto
(FOX et al, 2008). Ratos SHR apresentam também atencdo reduzida
(SAGVOLDEN, 2000) e pior desempenho em testes de memoria espacial e
memoria de trabalho quando comparados a ratos controle (CLEMENTS e
WAINWRIGHT, 2006; NAMAKURA-PALACIOS et al., 1996; PREDIGER et al.,
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2005). Estes parametros associados com o TDAH foram revertidos em
tratamento cronico com metilfenidato, a droga comumente utilizada no
tratamento do TDAH (THANOS et al, 2010). Além de parametros
comportamentais, ratos SHR apresentam deficiéncia na liberagdo de dopamina

no coértex pré-frontal, nicleo accumbens e estriado (ARIME et al., 2011).

Apesar da existéncia de diversos estudos sobre ratos SHR, ainda
existem poucas pesquisas acerca do efeito do tratamento cronico com

metilfenidato sobre parametros de ritmicidade circadiana neste modelo animal.

1.5 OBJETIVOS

Comparar parametros do ritmo atividade/repouso de ratos Wistar e SHR.

Avaliar o efeito da administragdo cronica de metilfenidato sobre a
ritmicidade circadiana em ratos espontaneamente hipertensos, modelo animal
de TDAH.
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2 MATERIAIS E METODOS

2.1 ANIMAIS

Ratos Wistar (WIS) machos e fémeas adultos foram fornecidos pelo
biotério do Setor de Ciéncias Biologicas da Universidade Federal do Parana
(UFPR). Ratos SHR machos e fémeas adultos foram fornecidos pelo professor
Reinaldo Takahashi do Departamento de Farmacologia da Universidade
Federal de Santa Catarina. Os animais foram mantidos sob temperatura
controlada (22+3°C), ciclo claro/escuro de 12:12 (luzes acessas as 7h e
apagadas as 19h), com agua e racgdo ad libitum. Os experimentos realizados
foram aprovados pela Comiss&o de Etica no Uso de Animais (CEUA-UFPR,
protocolo #630) (ANEXO 1).

Para cada um dos experimentos que envolvia o registro de atividade
locomotora, foram realizados os cruzamentos entre ratos machos e fémeas de
cada linhagem, sempre mantidos em ciclo claro/escuro 12:12. Vinte e um dias
apds o nascimento foi realizado o desmame, com os filhotes sendo separados
por sexo, e os machos de cada ninhada colocados no aparato de registro de
atividade locomotora para uma semana de adaptagéo. A partir deste momento
os animais foram mantidos isolados em gaiolas individuais. O registro de
atividade para cada experimento teve inicio no dia pos-natal (PN) 21, sendo
registrada como semana de adaptacdo até o dia PN28, quando iniciaram os

experimentos.

2.2 REGISTRO DA ATIVIDADE LOCOMOTORA

Para o registro da atividade locomotora o Sistema de Aquisicdo de
Controle, desenvolvido pela Universidade Federal do Rio Grande do Norte
(UFRN), foi utilizado. O sistema consiste em um sensor de presenca acoplado

acima da caixa do animal conectado a uma placa de aquisicdo de dados
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(IUSBDAQ — U120816A0) ligada via USB em um computador (FIGURA 1). Os
dados da placa de aquisicdo sdo computados pelo programa SAP (Software de
Acionamento Programado). Durante todos os experimentos, enquanto 0s ratos
estiveram isolados e em suas respectivas caixas, a atividade locomotora foi

registrada para andlises posteriores.

FIGURA 1. Exemplo de uma estante com o sensor de presenca acoplado acima das caixas. A

seta preta indica o sensor de presenca.

2.3 DESENHO EXPERIMENTAL

2.3.1 Comparacéao entre ratos Wistar e SHR em ciclo claro/escuro 12:12

Para avaliagdo da sincronizacdo ao ciclo claro/escuro, ratos Wistar e
SHR (cinco animais por grupo) foram mantidos isolados em gaiolas individuais
a partir do dia PN28 em ciclo claro/escuro 12:12, temperatura controlada
(22+3°C) e agua e racdo ad libitum, durante 40 dias. Os dados de atividade
foram agrupados em blocos de 5 minutos para a construgcdo de actogramas. A
capacidade de sincronizagao ao ciclo claro/escuro, atividade locomotora total e
durante a fase clara e escura e a atividade locomotora hora a hora foram
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comparadas entre as linhagens. Para comparar as meédias obtidas entre as
linhagens foi utilizado o teste t de Student. Valores de p<0,05 foram

considerados estatisticamente significativos.

2.3.2 Comparagéo do ritmo enddgeno entre ratos Wistar e SHR

Para avaliacdo da ritmicidade circadiana em situagdo de livre-curso,
ratos Wistar e SHR (cinco animais por grupo) foram mantidos isolados em
gaiolas individuais a partir do dia PN28 em escuro constante (<0.5 lux),
temperatura controlada (22+3°C) e 4gua e racéo ad libitum, durante 40 dias. Os
dados de atividade foram agrupados em blocos de 5 minutos para constru¢céo
de actogramas. O periodo circadiano enddgeno foi avaliado por meio da
andlise do periodogramas, utilizando o algoritmo de Sokolove-Bushell. Para
avaliar possiveis diferencas entre as linhagens foi utilizado o teste t de Student

e valores de p<0,05 foram considerados estatisticamente significativos.

2.3.3 Escolha da dose de metilfenidato

Para a escolha da dose de metilfenidato a ser utilizada no tratamento
cronico, foram feitas aplica¢cdes agudas de solugéo salina ou metilfenidato nas
doses de 3 mg/kg, 5 mg/kg, 7 mg/kg e 10 mg/kg, por via intraperitoneal, em
ratos Wistar machos adultos, pesando em média 325(23)g. Foram utilizados 11
animais por grupo, exceto para a maior dose que possuia apenas cinco
animais. A dose de 10 mg/kg foi feita com menor quantidade de animais devido
ao aumento de comportamentos estereotipados, tendo menor efeito na
locomogdo. Trinta minutos apds administragdo da droga os animais foram

testados no campo aberto.

O aparato de campo aberto consiste em circulo de acrilico com 90 cm de
didmetro e paredes de 30 cm de altura. O fundo do aparato é branco e

marcado por trés circulos concéntrico. O circulo mais externo € dividido em 12
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retdngulos disformes, o circulo médio é dividido em seis retdngulos e o circulo
central ndo apresenta divisdes. No teste de campo aberto, o animal é colocado
no centro da arena e é deixado para explorar durante 5 minutos.
Comportamentos como a locomogéo total e a frequéncia da exploragcdo do
circulo central podem ser analisadas por registros de video feitos durante o
teste. A locomogéo é contabilizada pelo nimero de retangulos invadidos com
as quatro patas pelo animal. Por meio deste teste é possivel avaliar a
locomogdo do animal e a reagcdo a tratamentos farmacolégicos. Foram
analisadas a frequéncia de entrada na periferia, frequéncia de entrada na
regido central e locomogéo total. A dose a ser utilizada nos experimentos
seguintes foi escolhida de maneira a ndo afetar a locomog¢ao do animal, ou
seja, a maior dose testada que ndo provoca aumento da atividade locomotora

do animal.

As varidveis de locomogé&o obtidas foram analisadas por ANOVA de uma
via, seguidas por post-hoc Fisher. Valores de p<0,05 foram considerados

estatisticamente significativos.

2.3.4 Efeito do tratamento crénico com metilfenidato sobre a ritmicidade

circadiana de ratos SHR e Wistar

Ratos Wistar e SHR foram mantidos isolados em gaiolas individuais a
partir do dia PN21 em ciclo claro/escuro 12:12, temperatura controlada
(22+3°C) e 4gua e ragdo ad libitum. Os animais foram tratados cronicamente
com metilfenidato 5m g/kg (via intraperitoneal) durante trés semanas a partir do
dia PN28. A administracdo foi realizada as 17h30 e ocorreu apenas de
segunda a sexta-feira. O tratamento ocorreu do mesmo modo como feito em
criangas que séo tratadas com metilfenidato, as quais utilizam o medicamento
cerca de uma hora antes do periodo escolar. A administracdo foi escolhida
para ser realizada neste horario coincidindo com o aumento antecipatério da
atividade motora devido ao apagar das luzes as 19h. Os dados de atividade

foram agrupados em blocos de 5 minutos para construgido de actogramas, e 0s
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parametros analisados foram a acrofase’ da atividade dos animais e as médias
de atividade locomotora de hora em hora. As médias das acrofases obtidas
foram comparadas por meio de ANOVA de medidas repetidas, seguidas por
post-hoc Fisher. A atividade locomotora foi avaliada a cada hora por ANOVA
de uma via, seguidas por post-hoc Fisher. Valores de p<0,05 foram

considerados estatisticamente significativos.

! Acrofase: Horario no qual a probabilidade de se encontrar o valor mais elevado de uma variavel, a
partir da curva senoidal ajustada aos dados, € maior.
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3 RESULTADOS

3.1 RITMO ATIVIDADE/REPOUSO DE RATOS WISTAR E SHR

Ambas as linhagens estudadas mostraram-se sincronizadas ao ciclo
claro/escuro, com ritmo circadiano de atividade/repouso com periodo de 24h

durante o primeiro experimento, como mostrado na figura 2.
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FIGURA 2. Actogramas de ratos mantidos em ciclo claro/escuro 12:12. O gréfico esta duplicado
na horizontal para facilitar a visualizacdo dos dados. Cada linha representa um dia, e as barras
verticais pretas indicam atividade do animal. Ritmo de atividade/repouso sincronizado com
acender e apagar das luzes. WIS — Exemplo de actograma de rato Wistar. SHR — Exemplo de
actograma de rato espontaneamente hipertenso.
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As atividades nas fases clara e escura, assim como a atividade motora
total, ndo foram diferentes entre ratos Wistar {fase clara: 730,35(129,89); fase
escura: 2320,85(426,18); atividade total: 3051,22(506,81)} e ratos SHR {fase
clara: 757,73(100,60); fase escura: 2279,00(218,40); atividade total:
3036,72(289,76)} (p=0,7191; p=0,8499; p=0,9571, respectivamente) (FIGURA
3). Nao houve diferengca entre as linhagens para a razdo entre a fase de

atividade (fase escura) e fase de repouso (fase clara) (p=0,6111) (FIGURA 4).

Atividade Locomatara -
Atividade Locomotora -

Atividade Locomotera Total

FIGURA 3. (A) Atividade locomotora média durante a fase escura. (B) Atividade locomotora
média durante a fase clara. (C) Atividade locomotora média durante as 24 horas. Ndo foram
encontradas diferengas significativas entre as linhagens. WIS — Ratos Wistar. SHR — Ratos
espontaneamente hipertensos.
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Razéo Atividade/Repouso

FIGURA 4. Razao entre a atividade locomotora nas fases de atividade e repouso (atividade na
fase escura/atividade na fase clara). Ndo foram encontradas diferencas significativas entre as
linhagens. WIS — Ratos Wistar. SHR — Ratos espontaneamente hipertensos.

A figura 5 representa a média de atividade locomotora de ambas as
linhagens de hora em hora, ao longo de 24 horas. Ratos SHR apresentaram
maior atividade locomotora em comparacgéo a ratos Wistar em 4 horérios: a 1
hora {WIS: 10,48(3,17); SHR: 15,67(3,36); p=0,0365}, as 16 horas {WIS:
2,52(1,15); SHR: 5,04(0,77); p=0,0036}, as 18 horas {WIS: 6,65(2,13); SHR:
10,30(1,72); p=0,0177} e as 19 horas {WIS: 13,30(5,22); SHR: 24,03(4,40);
p=0,0136}.

wis
—— SHR

30
25
20

15

Atividadade Locomotora
*

1
2|
3|
4
5|
6l
7l
8|
9
0l
1
2|
3l
4
5
6h -
7l
8|
9
20h
21h
22h
23h

FIGURA 5. Curva representando padrao de atividade locomotora ao longo de 24 horas. Ratos
Wistar representados em linha cinza. Ratos SHR representados em linha preta. Foram
encontradas diferencas na atividade locomotora a 1, 16, 18 e 19 horas. *p<0,05.
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No experimento para comparagdo do ritmo em livre-curso entre as

linhagens, houve perda dos dados de atividade de um rato Wistar devido a

problemas no sensor de locomocédo. Portanto, o grupo Wistar ficou com

amostra final de 4 animais e o grupo SHR com 5 animais. Em escuro constante

houve diferencas no periodo enddégeno quando as duas linhagens foram

comparadas (FIGURA 6). Ratos Wistar expressaram um periodo enddgeno
maior {24,73(0,29)h} quando comparados aos ratos SHR {24,06(0,07)h}
(p=0,0015), como pode ser visto nas figuras 7 e 8.

I

WIS

l..

Llu 1|IL t
' IJnlll.HLL ....‘UI )

TN BT
I Y RO
bl od

i '”:I Hllﬂt ’u

J Jlilnll.

A
‘ll _ll
. :_“"Juﬂ

Lok
P R

14

11 |1\1‘
Lovoy

L) ol
.I.J .lt‘. NS
bl wa od

STy J '

(- 4l
- ..L..l\:ul.ur

sl ki
I J.I.u...JL

L u‘ﬁjml
o l“”‘a‘“

]

L
m.l; a . _ |I. N A

Lﬁl : ‘ . I. J .;jnlL .‘L:-J.“}l“ N
J JA L.
J|JJ o
. du '. '
w o . .l.u.llJul

I.J.Ilj.lJ |j }
S ,1

....hil .1.

R ;;L .
o .Ini hi_‘!

ik

Ladow buk .‘Ju.. iu
|l|L.-&|[L L |
tnf ]‘IL LlE

b il

lw
.ll

R ¥ S T

..um.,.u“ll.h .
b ule 1R A owd s

[T T Jil#]ﬁ .1'. .
gy

i
Iu al

il

ol

Lol
LLowal wn
J....a Jllu
I [0 I P

il dud
. 1.“111

(RIS

| THRFI
T A

B J ol

Lfly:“ S

1l l.l.l "

[RIRFINITRPU R

v il 1 i

SEL
%

ah

Sl LhJLhL
HlJl
ce L ﬁ [an
l . .|.L1§l
Co e
Lll.uli.l 0

Ald

0 12

Haras

I -

SHR

o bd e R T
Do b b owdde o w ki L hwead s
[T ) m.l a e akle Lk .1L.|.u.l.| .. | Jl
I o e ,.lun. - hd
cwl L ool ‘I.JI Y § A
J.m 1l E.a. n Cwaouea A ed i al
TR T A T T I P o
b doudn o allla u.“.uu.n.lihm..h. i o
LHJ.lI.ld Lak ek L 1 S R A
L, u . k Low o dodl b cwar ow a0
ok vilde s L bk wle ook
TV RV TR TR W' R TR 11 FEUR S
TR Y S Y I N AR R |
I @ dde s . b bbbl .umh K 1y
s dad sl o Ldadd P!
N I TS MY 'Y T TR Ll‘.h =
b b ad llu i |.l|. ‘h ul
T T S AT W
J(.. ch b 0l R T PR J
Wl wl, .ube . o dlbdibd ddi. Lo
1 AT Y S A1 YY" PR | ¥ .
M abia. . Dlid . \u do il Wl wdd '
. i id &i i bow | bl i h.lu Ch
.u. et .Iﬂ gl u
il coalee ik dall
:Pn“l. FI e hdwde, C
dodit L P R O I S YT P i
Lol N TN |17 TR
i.uuululL lL.h PTO T
Ry - | A T
ﬂ l:i Jﬁn n .T I B
uu.ml .Lll . .i L. ,1 ._.LM. 1
IIIII'LII‘JI alai v i 1 P
l. mnn [T
wl 1 nt N Jll.iﬂﬂi
u“ .o .ITHM N i
Jlil TN "
ol &‘EJ uﬁ' “m ) %f (-
Lllhi i T TE | [
fﬂ 4 R Voo T
Lall bl
[ AT ! N
0 12 2. 38 438

FIGURA 6. Actogramas de ratos mantidos em escuro constante, expressando seus periodos
enddgenos. O grafico esta duplicado na horizontal para facilitar a visualizagédo dos dados. Cada
linha representa um dia, e as barras verticais pretas indicam atividade do animal. WIS —

Exemplo de actograma de

rato Wistar.

espontaneamente hipertenso.

SHR

Exemplo de actograma de

rato



25

1505 A 1450
40 - 40 -
TP X4
- - =
;i““' M Y
10 10 j\
.-'"_“'\,_ \
e ——— — i — = el e —
L E R R e e SRR e U
1200 1300 1400 1500 1600 1200 1300 1400 1500 1600
[ ] L2 !

FIGURA 7. Resultado da analise de periodograma de Sokolov-Bushell. WIS — Exemplo de rato
Wistar, expressando periodo endégeno maior do que 24 horas (1440 minutos). SHR — Exemplo
de rato SHR expressando periodo endégeno proximo de 24 horas (1440 minutos).
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FIGURA 8. Periodo enddgeno médio das duas linhagens mantidas em escuro constante.
*Diferenca no periodo endégeno entre ratos WIS e SHR (p<0,05).
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3.2 ESCOLHA DA DOSE DE METILFENIDATO

No teste de campo aberto realizado para escolha da dose de
metilfenidato a ser utilizada no tratamento crénico, ndo foram encontradas
diferencas entre as doses do medicamento utilizadas no parametro locomocéo
periférica (p=0,4352) (FIGURA 9). Entretanto, com a dose 10 mg/kg houve um
aumento no tempo gasto nos quadrantes centrais em relacdo as demais doses
(p=0,0144) (FIGURA 10).

500
450 |
400 |
350 |
300
250 |

200

.

Salina 3 mg'kg 5 mg/kg 7T mg/kg 10 mg'kg

Locomocao Periférica

FIGURA 9. Locomocdo periférica no aparato de Campo Aberto nas cinco doses utilizadas. Nao
foram encontradas diferencas entre os tratamentos no parametro locomocao periférica.
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FIGURA 10. Locomocédo central no aparato de Campo Aberto nas cinco doses utilizadas.
*Diferenca entre os tratamentos no parametro locomocéo central (p<0,05).

Na locomogéo total, a dose de 10 mg/kg aumentou a frequéncia de
exploragdo em comparagdo a todos os tratamentos, e a dose de 7 mg/kg
mostrou-se maior em relagdo ao controle salina (p=0,0026) (FIGURA 11). Entre
as doses testadas, a de 5 mg/kg foi a maior dose que nao interferiu na

locomogéo, sendo entéo a dose escolhida para o tratamento cronico.
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FIGURA 11 Locomogdo total no aparato de Campo Aberto nas cinco doses utilizadas.
*Diferenca entre os tratamentos no parametro locomocgéo total (p<0,05).

3.3 EFEITO DO TRATAMENTO CRONICO COM METILFENIDATO SOBRE A
RITMICIDADE CIRCADIANA DE RATOS SHR E WISTAR

Para avaliar o tratamento com metilfenidato, foram utilizados os dados
do inicio da segunda ao final da terceira semana de tratamento (PN35 a PN48),
devido a maior consolida¢do do ritmo em relacdo as outras semanas (semana
de habituagdo — PN21 a PN27 e primeira semana de tratamento — PN28 a
PN34). Os actogramas abaixo demonstram exemplos de ratos WIS e SHR,

com os dados de todas as quatro semanas de experimento (FIGURA 12 e 13).
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FIGURA 12. Actogramas de ratos mantidos em ciclo claro/escuro 12:12. O gréfico esta
duplicado na horizontal para facilitar a visualizagcao dos dados. Cada linha representa um dia, e
as barras verticais pretas indicam atividade do animal. Ritmo de atividade/repouso sincronizado
com acender e apagar das luzes. WIS — SAL: Exemplo de actograma de rato Wistar tratado
com solugdo salina. WIS — MTP: Exemplo de actograma de rato Wistar tratado com
metilfenidato. As barras pretas continuas demarcam perda de dados.

Para avaliar a acrofase, ou seja, o horario no qual existe a maior

probabilidade de se encontrar o pico de atividade locomotora destes animais

durante o tratamento com solugdo salina ou metilfenidato, foram utilizados

dados de 48 horas de cada uma das semanas (SEM — com tratamento) e 48

horas de cada fim de semana (FDS — sem tratamento). Os valores de acrofase

para cada grupo em cada um dos momentos analisados podem ser
encontrados na tabela 1 (ANEXO 2).
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FIGURA 13. Actogramas de ratos mantidos em ciclo claro/escuro 12:12. O gréfico esta
duplicado na horizontal para facilitar a visualizagcao dos dados. Cada linha representa um dia, e
as barras verticais pretas indicam atividade do animal. Ritmo de atividade/repouso sincronizado
com acender e apagar das luzes. SHR — SAL: Exemplo de actograma de rato SHR tratado com
solucéo salina. SHR — MTP: Exemplo de actograma de rato SHR tratado com metilfenidato. As
barras pretas continuas demarcam perda de dados.

Na segunda semana de tratamento (SEM 2), os grupos tratados com
solugéo salina apresentaram o pico de atividade em horario mais tardio {WIS-
SAL: 3:28(0:42)h; SHR-SAL: 3:15(1:29)h} em relacéo aos grupos tratados com
metilfenidato {WIS-MTP: 1:11(2:16)h; SHR-MTP: 0:38(1:35)h}, {(WIS-SAL x
WIS-MTP: p=0,0132); (WIS-SAL x SHR-MTP: p=0,0026); (SHR-SAL x SHR-
MTP: p=0,0053); (SHR-SAL x WIS-MTP: p=0,0245)} (FIGURA 14).
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FIGURA 14. Acrofases médias para os diferentes grupos durante a segunda semana de
tratamento. *p<0,05.

Na terceira semana, tanto o grupo WIS-SAL {3:23(1:48)h} quanto WIS-
MTP {2:47(1:54)h} apresentou acrofase tardia quando comparado ao grupo
SHR-MTP {0:51(1:09)h}, (p=0,0064 e p=0,0344, respectivamente) (FIGURA
15). Durante os finais de semanas, ndo foram encontradas diferencas entre o0s
grupos (FIGURA 16 e 17).
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FIGURA 15. Acrofases médias para os diferentes grupos durante a terceira semana de
tratamento. *p<0,05.
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FIGURA 16. Acrofases médias para os diferentes grupos durante o fim de semana da segunda
semana de tratamento. N&do foram encontradas diferencas significativas.
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FIGURA 17. Acrofases médias para os diferentes grupos durante o fim de semana da segunda
semana de tratamento. N&do foram encontradas diferencas significativas.

Analisando dentro do grupo WIS-SAL, este apresentou horario de pico
de atividade mais cedo na semana 2 {3:38(0:42)h} e semana 3 {3:23(1:48)h}
em relagéo ao FDS 2 {4:52(1:05)h}, (p=0,0315 e p=0,0233, respectivamente)
(ANEXO 3). Do mesmo modo, o grupo WIS-MTP adiantou sua acrofase na
semana 2 {1:11(2:16)h} em relagéo aos FDS 2 {4:01(0:39)h; p<0,0001}, FDS 3
{4:38(1:27)h; p<0,0001} e semana 3 {2:47(1:54)h; p=0,0145}. Neste grupo a
semana 3 mostrou valor de acrofase menor em relagdo ao fim de semana 3
(p=0,0054) (ANEXO 4).

O grupo SHR-SAL apresentou valor maior de acrofase no FDS 2
{4:52(0:49)h} em relacdo a semana 2 {3:15(1:29)h; p=0,0139}, semana 3
{2:38(0:52)h; p=0,0009} e FDS 3 {3:15(1:07)h; p=0,01469} (ANEXO 5). J& para
0 grupo SHR-MTP, o FDS 2 possui maior valor de acrofase {3:25(1:17)h} em
relacdo & semana 2 {0:38(1:35)h; p<0,0001} e a semana 3 {0:51(1:09)h;
p=0,0001}. O FDS 3 também apresentou maior valor de acrofase {3:12(1:56)h}
em relacdo & semana 2 (p=0,0001) e semana 3 (p=0,0005) (ANEXO 6).
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A atividade locomotora destes animais foi avaliada hora a hora ao longo
das 24 horas, para as semanas 2 e 3 (tratamento). Foram encontrados maiores
valores de locomogé&o em ratos SHR tratados com metilfenidato em relagéo aos
tratados com solucdo salina na semana 2 nos horéarios das 17h {SHR-SAL:
23,69(6,33); SHR-MTP: 49,22(13,01); p=0,001} e 18h {SHR-SAL: 8,60(4,26);
SHR-MTP: 43,38(8,99); p<0,001} (FIGURA 18). A mesma diferenca se
manteve na terceira semana de tratamento, com os ratos SHR tratados com
metilfenidato apresentando maior atividade as 17h {SHR-SAL: 13,83(3,99);
SHR-MTP: 38,44(7,37); p<0,001} e 18h {SHR-SAL: 9,74(4,44); SHR-MTP:
40,93(13,39); p<0,001} (FIGURA 19).
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FIGURA 18. Atividade locomotora de ratos SHR tratados com solucdo salina ou metilfenidato
(segunda semana) ao longo de 24 horas. Foram encontradas diferencas na atividade
locomotora as 17 e 18h. *p<0,05.
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FIGURA 19. Atividade locomotora de ratos SHR tratados com solugdo salina ou metilfenidato
(terceira semana) ao longo de 24 horas. Foram encontradas diferencas na atividade
locomotora as 17 e 18h. *p<0,05.

Para os ratos Wistar, o tratamento com solugéo salina aumentou a
atividade locomotora em relagdo ao metilfenidato no horéario das 3h {WIS-SAL:
12,76(2,82); WIS-MTP: 5,02(2,71); p=0,002}. O metilfenidato aumentou a
atividade no horario das 17h {WIS-SAL: 17,86(4,45); WIS-MTP: 39,77(13,23);
p=0,003}, e 18h {WIS-SAL: 5,59(1,77); WIS-MTP: 26,44(5,59); p<0,001}
durante a segunda semana (FIGURA 20), e somente as 17h {WIS-SAL:
11,98(4,87); WIS-MTP: 22,62(9,71); p=0,02} na terceira semana (FIGURA 21).
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FIGURA 20. Atividade locomotora de ratos Wistar tratados com solucao salina ou metilfenidato

(segunda semana) ao longo de 24 horas. Foram encontradas diferencas na atividade
locomotora as 17 e 18h. *p<0,05.
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FIGURA 21. Atividade locomotora de ratos Wistar tratados com solucao salina ou metilfenidato

(terceira semana) ao longo de 24 horas. Foram encontradas diferencas na atividade
locomotora as 17h. *p<0,05.
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Avaliando o tratamento com solugéo salina, foram encontradas diferencas
as 19h {WIS-SAL: 10,59(4,75); SHR-SAL: 25,39(6,04); p<0,001} na segunda
semana (ANEXO 7) e as 19h {WIS-SAL: 8,48(5,34); SHR-SAL: 26,19(2,30);
p=0,003} e 20h {WIS-SAL: 10,85(6,16); SHR-SAL: 19,63(5,65); p=0,02} na
terceira semana (ANEXO 8).

Comparando ratos Wistar e SHR, ambos tratados com metilfenidato, foram
encontradas diferencas na atividade locomotora na segunda semana as 3h
{WIS-MTP: 5,02(2,71); SHR-MTP: 10,97(4,96); p=0,01}, as 18h {WIS-MTP:
26,44(5,59); SHR-MTP: 43,38(8,99); p<0,001} e as 19h {WIS-MTP:
11,67(4,84); SHR-MTP: 27,90(4,98); p<0,001} (ANEXO9). Na terceira semana,
as diferengas encontradas foram nos horarios das 17h {WIS-MTP: 22,62(9,71);
SHR-MTP: 38,44(7,37); p=0,002}, 18h {WIS-MTP: 13,01(4,62); SHR-MTP:
40,93(13,39); p<0,001} e 19h {WIS-MTP: 10,25(4,44); SHR-MTP: 31,45(14,33);
p<0,001} (ANEXO10).

3.4 SINTESE DOS PRINCIPAIS RESULTADOS

» Em ciclo claro/escuro 12:12, ratos SHR e WIS nao diferiram na soma da
atividade locomotora na fase clara, na fase escura e na atividade total.
Entretanto, ao longo de 24 horas, ratos SHR apresentaram maior

atividade média nos horérios da 1, 16, 18 e 19 horas.

» Em escuro constante, ratos SHR apresentaram periodo em livre curso

menor do que ratos WIS.

» Entre as doses de metilfenidato testadas em ratos Wistar no aparato de
campo aberto, a maior dose que nao alterou parametros de locomogé&o
em relagdo ao controle solugéo salina foi a de 5 mg/kg, escolhida para

ser utilizada no tratamento cronico.

» Ratos WIS e SHR adiantaram a acrofase quando tratados com

metilfenidato 5 mg/kg em relagéo aos ratos tratados com solucéo salina.
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Esse adiantamento ndo se manteve nos finais de semana, momento em

gue os animais ndo eram manipulados.

Ratos WIS e SHR tratados com metilfenidato apresentaram maior
atividade locomotora média as 17 e 18h em relagcdo aos tratados com

solucgéo salina.
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4 DISCUSSAO

Entre os objetivos deste estudo estava avaliar diferengcas entre
parametros de ritmicidade em ratos espontaneamente hipertensos, devido ao
uso destes ratos como modelo animal do transtorno de déficit de
atencao/hiperatividade. O principal motivo para o uso da linhagem SHR se
baseia em sua hiperatividade locomotora, impulsividade e atencéo reduzida
(FOX et al., 2008) e o fato destas caracteristicas serem revertidas com 0 uso
do metilfenidato, droga comumente utilizada no tratamento de TDAH em
humanos. Somando estas caracteristicas, esta linhagem mimetiza os sintomas
do subtipo combinado do TDAH (SAGVOLDEN et al.,, 2009). Entretanto,
nossos resultados mostraram que ndo existem diferencas na atividade
locomotora total e nas fases clara e escura quando as linhagens Wistar e SHR
sdo comparadas, resultado discrepante de muitos dados da literatura, os quais

reportam essa hiperatividade locomotora.

Apesar da divergéncia de metodologia, os resultados obtidos por
Rosenwasser e Plante (1993) também mostram que os ratos SHR possuem
periodos endégenos menores do que o controle, no caso ratos Wistar Kyoto
(WKY). Neste estudo, o periodo em livre-curso dos ratos SHR foi proximo de
25,5h e de ratos WKY préximo de 26h, utilizando o protocolo de claro constante
e rodas de atividade. Outro estudo conduzido por Peters et al. (1994),
utilizando o protocolo de escuro constante e rodas de atividade, teve como
resultado periodo em livre curso de 23,54h para ratos SHR e 23,95 para ratos
WKY. Estes estudos, além de apresentarem diferentes condi¢bes (claro
constante e escuro constante, respectivamente) apresentaram valores de
periodo em livre curso diferentes para ambas as linhagens (SHR: 25,5h x
23,54h; WKY: 26h x 23,95h). Nossas comparacdes entre ratos WIS e SHR em
escuro constante demonstraram que ratos SHR apresentam periodo endégeno
muito préximo de 24h, enquanto ratos WIS tendem a apresentar um periodo de
25h. Resultados similares foram encontrados em estudo recente que

demonstra que ratos SHR possuem periodos em livre-curso menores em
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relacdo a ratos Wistar (24,08h e 24,26h, respectivamente) (SLADEK et al.,
2012).

Neste estudo realizado por Sladek et al. (2012), quando analisados os
dados de ratos SHR e WIS mantidos em ciclo claro/escuro, ndo foram
encontradas diferengcas na atividade locomotora das linhagens, assim como
ndo foram encontradas em nosso estudo. Todavia, apesar da auséncia de
diferenca na atividade locomotora como um todo, o que Sladek e
colaboradores encontraram foi uma maior atividade locomotora dos ratos SHR
antes do apagar das luzes, enquanto os ratos Wistar apenas aumentaram a
atividade apds o apagar das luzes. Deste modo, os ratos SRH apresentariam
um padréo de atividade que poderia ser comparado ao cronotipo matutino em
humanos (SLADEK et al., 2012). Resultado semelhante foi encontrado na
andlise de nossos dados, que mostraram maior atividade locomotora em ciclo
claro/escuro de ratos SHR as 16h, 18h e 19h (o apagar das luzes ocorreu as

19h) em comparacéo a ratos WIS.

Ha& alguns anos foi proposta a hipétese de que individuos diagnosticados
com TDAH apresentam um atraso de fase dos ritmos circadiano, ou seja,
teriam uma tendéncia a vespertinidade (CACI et al., 2009). Porém, a maior
atividade locomotora precedente ao acender das luzes encontradas por Sladek
(2013), repetida em nosso estudo, e a extrapolagdo a um cronotipo matutino
em ratos SHR iria contra esta teoria. Esta evidéncia, juntamente com a
discrepéancia entre estudos quanto a hiperatividade locomotora, se contrapdem

a ideia de que ratos SHR seriam bons modelos animais de TDAH,.

Ainda que existam muitos estudos caracterizando essa linhagem como o
melhor modelo animal para TDAH, outros estudos indicam que as
extrapolacdes devem ser feitas cuidadosamente devido a evidéncias de grande
variabilidade entre os ratos SHR e de subpopulagbes impulsivas e nao
impulsivas nesta linhagem (ADRIANI, 2003), além das divergéncias entre os
resultados obtidos em diferentes aparatos utilizados para registro da atividade
locomotora (FERGUSON e CADA, 2003). Além disso, estudos que afirmam

que ratos SHR sdo um bom modelo para TDAH apontam também para a
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importancia da escolha da linhagem correta a ser utilizada como controle,
sugerindo a utilizagéo de ratos Wistar-Kyoto (SAGVOLDEN et al., 2009).

Muitos estudos j& avaliaram o efeito do tratamento com metilfenidato em
diferentes linhagens, avaliando respostas dependentes de dose na locomogéo
dos animais. Gomes et al. (2009) demonstraram que o tratamento com
metilfenidato 2 mg/kg durante 28 dias em ratos Wistar alterou a atividade
locomotora no aparato de campo aberto durante as sessbes de treino e de
teste. Gaytan et. al. (1996) mostraram um aumento na atividade locomotora de
ratos Sprague-Dawley tratados com inje¢do Unica de metilfenidato nas doses
de 2,5, 10 e 40 mg/kg, administrados uma hora ap6s o inicio da fase escura.
Nesse mesmo estudo, a dose de 0,6 mg/kg ndo alterou paréametros de
locomogéo em relagdo ao controle tratado com solugdo salina. Outro estudo
realizado pelo mesmo grupo administrou metilfenidato nestas mesmas doses
em momentos diferentes do dia, com o intuito de avaliar respostas locomotoras
diferentes de acordo com o horéario da administragdo (GAYTAN et al., 1997). O
tratamento realizado uma hora apds o inicio da fase clara mostrou que o
metilfenidato aumentou a atividade locomotora (distancia total percorrida) em
relacdo ao tratamento com solugéo salina, exceto para a dose de 0,6 mg/kg. A
dose de 40 mg/kg apresentou um padréo diferente de resposta, apresentando
dois picos de atividade locomotora interrompidos por um longo periodo de
baixa atividade (120 minutos, aproximadamente) e movimentos estereotipados
(GAYTAN et al., 1997). Quando o tratamento foi realizado no meio da fase
clara, uma hora apos o inicio da fase escura ou no meio da fase escura, ndo
foram encontradas diferencas na atividade locomotora em relagdo ao
tratamento realizado uma hora apos o inicio da fase clara. Deste modo, apesar
das variagdes na atividade durante as fases clara e escura no dia usado como
base, os efeitos na locomocdo gerados pelas doses mais baixas de
metilfenidato (2,5 e 10 mg/kg) ndo sdo dependentes do horario da
administragdo. Outro fato importante é que as alteracdes na locomogéo apos
administragdo Unica de metilfenidato ndo se mantiveram no dia apos o

tratamento para nenhuma das doses testadas (GAYTAN et al., 1997).

Em estudo conduzido por Algahim et al. (2009), foram demonstradas

mudancgas no padréo de atividade de ratos Sprague-Dawley adultos tratados
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durante seis dias consecutivos com metilfenidato 2,5 mg/kg as 6h30 (acender
das luzes as 6h), levando ao deslocamento de 1,4h da acrofase em direcéo a
fase escura quando comparada ao dia de base com tratamento salina e
deslocamento de 2,4h no fase de retirada do medicamento. Outro estudo
publicado por Algahim et al. em 2010 teve resultados diferentes para ratos
Sprague-Dawley jovens, no qual foram encontradas mudangas no padrdao de
atividade locomotora na dose mais alta (10 mg/kg) na fase de retirada do

medicamento

Em camundongos, o tratamento com metilfenidato durante trés semanas
alterou o padrdo de atividade locomotora, atrasando o inicio e aumentando a
atividade na metade final da noite em relacao ao controle, atrasando o horario
de inicio do sono e diminuindo o total de sono em 24h (ANTLE et al., 2012).
Entretanto, neste estudo o metilfenidato foi disponibilizado em forma de
solugdo na agua fornecida a esses animais, estando disponivel ao animal ao

longo de todo o dia.

Como resultado do tratamento cronico com metilfenidato 5 mg/kg, foi
encontrado um adiantamento da acrofase em relagdo ao tratamento com
solugdo salina de ratos SHR e WIS. Porém, esse adiantamento ndo se
manteve aos finais de semana, na auséncia da manipulagéo dos animais. Por
esse motivo, podemos concluir que o efeito do metilfenidato n&o caracterizou
um adiantamento de fase e sim um mascaramento, ou seja, o0 tratamento com
metilfenidato estd modificando a expressdo do ritmo sem arrasta-lo. Além
disso, o tratamento com metilfenidato aumentou a atividade locomotora em
ambas as linhagens as 17 e 18h, uma hora antes do apagar das luzes (19h) e
proximo ao horéario da administracéo do tratamento (17h30). Esse aumento de
atividade ocorreu em horarios similares ao encontrado sem a manipulagdo dos

animais, avaliando apenas a atividade locomotora das linhagens.

Nossos resultados encontrados de adiantamento da acrofase durante o
tratamento com metilfenidato s&o discrepantes dos resultados encontrados por
Algahim et al. (2009), o qual demonstra um atraso na acrofase de animais
adultos tratados com metilfenidato 2,5 mg/kg. A outra dose testada (10mg/kg)

neste estudo nao teve resultados no padréo de atividade locomotora. Outro
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estudo com ratos jovens realizado por Algahim (2010) demonstrou mudangas
no padrao de atividade em doses altas (10 mg/kg), e ndo em doses baixas
como encontrada com ratos adultos. Apesar dos dados serem discrepantes,
preciso levar em consideragdo a diferenca das linhagens utilizadas (ratos
Sprague-Dawley foram utilizados por Algahim, e ratos Wistar e SHR em nosso
estudo), a idade dos animais e a diferenga nas doses de metilfenidato

utilizadas.

Poucos estudos até o momento avaliaram diferencas de ritmicidade
entre ratos SHR e Wistar, assim como o efeito do tratamento crénico com
metilfenidato no ritmo circadiano nessa linhagem de ratos SHR. Nossos
estudos apontam para a inexisténcia de diferengas na atividade locomotora de
ratos SHR e Wistar, e a existéncia de diferencas no periodo endégenos desses
animais. Desta forma, podemos concluir que ratos SHR né&o caracterizam um

bom modelo para o transtorno de déficit de ateng&o/hiperatividade.

O tratamento com metilfenidato nesses ratos adiantou o horario de
acrofase, o que ndo se manteve na auséncia do tratamento. Esse dado foi
divergente de outros estudos que avaliaram o efeito do metilfenidato em outras
linhagens de animais. Por esse motivo, talvez a linhagem SHR n&o seja um
bom modelo para avaliar efeitos do tratamento com metilfenidato na ritmicidade
circadiana, e outros estudos sdo necessarios para melhor caracterizar a

resposta ao tratamento com esse medicamento.
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CONCLUSOES

- Ratos SHR ndo sao diferentes de ratos Wistar na atividade locomotora

guando mantidos em ciclo claro/escuro.

- Em escuro constante, ratos SHR apresentaram periodo em livre curso

menor do que ratos WIS.

- O tratamento croénico com metilfenidato adiantou o horario de acrofase em
ratos WIS e SHR em relagéo ao tratamento controle com solugéo salina, o qual
ndo se manteve nos finais de semana, momento em que 0s animais ndo eram

manipulados.

- Nossos resultados n&o corroboram a ideia de que ratos SHR s&o um bom

modelo animal para estudo do TDAH.
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ANEXO 2 - TABELA 1

TABELA 1 — VALORES DE ACROFASE DURANTE TRATAMENTO

Grupo Periodo Acrofase®
SEM 2 3:28(0:42)
WIS-SAL FDS 2 4:52(1:05)
SEM 3 3:23(1:48)
FDS 3 4:29(0:43)
SEM 2 1:11(2:16)
FDS 2 4:01(0:39)
WIS-MTP SEM 3 2:47(1:54)
FDS 3 4:38(1:27)
SEM 2 3:15(1:29)
FDS 2 4:52(0:49)
SHR-SAL SEM 3 2:38(0:52)
FDS 3 3:15(1:07)
SEM 2 0:38(1:35)
FDS 2 3:25(1:17)
SHR-MTP
SEM 3 0:51(1:09)
FDS 3 3:12(1:56)

a— Meédia(desvio padrao), em horas.
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ANEXO 3 — GRAFICO COM COMPARAGCAO SEMANA A SEMANA DO
TRATAMENTO COM SOLUGCAO SALINA EM RATOS WISTAR

a:00 * *p<0,05

6:00

4:00

2:00

0:00

22:00 +

20:00

Semana 2 FDS 2 Semana 3 FDS 3

WIS - SAL



54

ANEXO 4 — GRAFICO COM COMPARAGCAO SEMANA A SEMANA DO
TRATAMENTO COM METILFENIDATO EM RATOS WISTAR

*p<0,05

8:00 *
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ANEXO 5 — GRAFICO COM COMPARAGCAO SEMANA A SEMANA DO
TRATAMENTO COM SOLUCAO SALINA EM RATOS SHR

*p<0,05

8:00 *
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ANEXO 6 — GRAFICO COM COMPARAGCAO SEMANA A SEMANA DO
TRATAMENTO COM METILFENIDATO EM RATOS SHR

*p<0,05

8:00 *
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ANEXO 7 - GRAFICO COM COMPARACAO HORA A HORA DO
TRATAMENTO COM SOLUCAO SALINA EM RATOS WISTAR E SHR —
SEMANA 2

80+ —— WIS-SAL
—— SHR-SAL

*p<0,05
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404

Atividadade Locomotora
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ANEXO 8 - GRAFICO COM COMPARACAO HORA A HORA DO
TRATAMENTO COM SOLUCAO SALINA EM RATOS WISTAR E SHR —
SEMANA 3
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GRAFICO COM COMPARAGCAO HORA A HORA DO

TRATAMENTO COM METILFENIDATO EM RATOS WISTAR E SHR -

SEMANA 2

ANEXO 9
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ANEXO 10 - GRAFICO COM COMPARACAO HORA A HORA DO
TRATAMENTO COM METILFENIDATO EM RATOS WISTAR E SHR -
SEMANA 3
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—— SHR-MTP

*p<0,05
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