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APRESENTACAO

Conforme as normas do Programa de Poés-Graduagcdo em Ciéncias Biologicas:
Bioquimica, esta dissertacdo de mestrado estd organizada em 3 partes e os resultados estdo
apresentados na forma de artigo cientifico em preparacdo para ser submetido.

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

Parte II: contém o capitulo 1, apresentado na forma de artigo cientifico em preparagao
para ser submetido.

Parte I1I: contém a Discussao, Conclusdes e Referéncias Bibliograficas.

A Introdugdo apresenta uma revisao bibliografica sobre o tema discutido ao longo da
dissertacdo. Os resultados sdo apresentados na Parte II, sob a forma de manuscrito a ser
submetido em peridédico de circulagdo internacional, onde hd a descrigdo da metodologia
utilizada, bem como os resultados e interpretacdes dos mesmos. A Discussdo engloba o
capitulo descrito na Parte II, com interpretacdes e comentdrios gerais sobre os resultados
apresentados. As Referéncias Bibliograficas ao final da dissertacdo representam as utilizadas

apenas na Introdu¢do e Discussao.
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RESUMO

O Transtorno de Déficit de Atencdao e Hiperatividade (TDAH) ¢ um transtorno do
neurodesenvolvimento caracterizado por sintomas de desatencdo, hiperatividade e
impulsividade, com a hiperatividade mais frequente em meninos e a desaten¢ao mais frequente
em meninas. Alteracdes no desenvolvimento cerebral e nos sistemas dopaminérgico e
noradrenérgico ja foram reportadas como alteracdes fisiopatologicas no TDAH. Do ponto de
vista funcional, ¢ sugerido que altera¢des nas oscilagdes cerebrais entre os hemisférios podem
desempenhar um papel na neurobiologia ndo s6 do TDAH, mas de transtornos psiquiatricos
em geral. Porém, elas foram pouco estudadas abordando diferengas sexuais. Nosso objetivo foi
investigar as alteragdes comportamentais e avaliar as assimetrias nas oscilagdes cerebrais e
neuroquimicas em ambos os sexos em um dos modelos murinos mais utilizados para o estudo
do TDAH, os animais SHR (ratos espontaneamente hipertensos, do inglés Spontaneously
Hypertensive Rats). Ratos machos e fémeas das linhagens do modelo do TDAH e controle
Wistar Kyoto (KYO) foram submetidos a cirurgia para implantacdo de eletrodos superficiais
para os registros eletroencefalograficos (EEG) entre os dias pds-natal (DPN) 48-52. Apos 7
dias de recuperacgdo, nos DPN 55-59, foram realizados os registros do EEG concomitantemente
com a andlise da atividade locomotora e exploratoria pela exposi¢do ao aparato de campo
aberto por 20 minutos. Apos a realizagdo da tarefa, os animais foram eutanasiados e foram
avaliados os imunocontetidos do transportador de dopamina (DAT), do transportador de
noradrenalina (NET) e da proteina sinaptica sinaptofisina, e de forma separada nos hemisférios
cerebrais direito (HD) e esquerdo (HE) do cortex frontal e do hipocampo. Os dados foram
analisados por ANOVA de duas vias, por teste t pareado ou pelo teste de Wilcoxon. Os animais
SHR apresentaram um aumento da distancia percorrida e da velocidade média no campo
aberto, além de maior numero de paradas, rearings e groomings. No EEG, as fémeas SHR
exibiram maior poténcia de ondas alfa, beta e gama no HD do cortex frontal em relagdo ao HE.
O imunocontetdo de NET dos ratos KYO de ambos os sexos apresentou aumento no HD do
cortex frontal em relagdo ao HE, e nenhuma outra assimetria foi encontrada para o cortex
frontal e hipocampo de ambas as linhagens. As assimetrias encontradas no padrao do EEG nas
fémeas do modelo animal do transtorno sao descritas nas comorbidades envolvendo transtornos
de humor, como depressao e ansiedade. Estes achados podem corroborar com os dados clinicos
em que meninas diagnosticadas com TDAH apresentam transtornos de humor como
comorbidades com uma maior frequéncia que meninos. Nossos resultados revelaram
dimorfismo sexual nas assimetrias das oscila¢des cerebrais no modelo do TDAH. Entretanto,
os sistemas de neurotransmissdo mais afetados no TDAH ndo apresentaram assimetrias e,
portanto, ¢ fundamental para a compreensdo da heterogeneidade dos sintomas conhecer o
substrato neurobiologico envolvido nessas alteragdes eletroencefalograficas observadas nas
fémeas do modelo do TDAH. Nossos dados sugerem que as diferengas de sexo presentes no
TDAH podem ser influenciadas por assimetrias cerebrais e refor¢am a necessidade de futuras
investigagdes sobre o fenotipo.

Palavras-chave: TDAH, SHR, diferenc¢as de sexo, assimetrias cerebrais, EEG



ABSTRACT

Attention-Deficit/Hyperactivity Disorder (ADHD) is a neurodevelopmental disorder
characterized by hyperactivity, impulsivity and inattention with sex differences in the
symptom’s presentation. Dopaminergic and noradrenergic systems dysfunction have been
implicated in the ADHD etiology. Electroencephalography has been used as a potential
biomarker in neuropsychiatric disorders. In this sense, alterations in the brain oscillations
pattern have been documented in ADHD patients, but interhemispheric analysis considering
sex differences have not been investigated yet. In this work, asymmetries in brain oscillations
were investigated over the course of locomotor activity as well as the immunocontent of
dopamine (DAT) and norepinephrine (NET) transporters in both sexes of an ADHD animal
model. Adolescent Spontaneously hypertensive rats (SHR, used as ADHD model) and Wistar
Kyoto rats (KYO, used as control strain). Electroencephalographic recordings were obtained
from superficial electrodes implanted in the frontal and parietal cortex during the open field
task. Right (RH) and left (LH) hemispheres from frontal cortex and hippocampus were
separated for quantification of DAT, NET, and synaptophysin protein immunocontent. In the
open field task, the ADHD rat model exhibited hyperlocomotion by an increased distance
traveled, mean speed, number of stops, rearing, and grooming. In the frontal cortex, females
from the ADHD model showed asymmetries in alpha, beta, and gamma with higher power in
the RH than in the LH. NET immunocontent was increased in the frontal cortex of the RH
compared to the LH in the control strain (KYO). Our findings revealed that DAT and NET
were not associated with the inter hemispheric asymmetries in brain oscillations observed in
females from the ADHD model. Considering that EEG asymmetries described were similar to
those found in mood disorders such as depression and anxiety, our data suggest that these sex
differences may be relevant for the neurobiology of the ADHD and its comorbidities,
reinforcing the need for future research on the phenotype.

Key-words: ADHD, SHR, sex differences, brain asymmetries, EEG
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1 INTRODUCAO

1.1 Historico do diagndstico do Transtorno de Déficit de Atengdo e Hiperatividade

Atualmente, o Transtorno de Déficit de Atengdo e Hiperatividade (TDAH) ¢ o
transtorno do neurodesenvolvimento mais comum na infancia, com uma prevaléncia mundial
de cerca 4% em criangas e adolescentes (MOHAMMADI et al., 2019). E caracterizado pela
persisténcia de 3 sintomas principais: hiperatividade, impulsividade e desatencao
(KENEMANS, 2005), os quais formam 3 apresentacdes do transtorno, de acordo com o
Manual Diagnostico de Desordens Mentais, 5* edigdo (DSM-V): predominantemente
hiperativa/impulsiva, predominantemente desatenta e apresentacdo combinada dos 3 sintomas
(APA, 2013). Apesar de ser considerada uma desordem do neurodesenvolvimento, relatos
recentes da literatura revelam que uma parcela significativa dos pacientes persiste apresentando
sintomas até a adolescéncia (75%) e a idade adulta (66%) - a prevaléncia mundial em adultos
¢ de cerca de 2,8% (SPENCER; BIEDERMAN; MICK, 2007; PALMA; NATALE; CALIL,
2015; FAYYAD et al., 2017), justificando a avalia¢do de sintomas ao longo de toda a vida. No
geral, os sintomas de hiperatividade/impulsividade reduzem ao longo do desenvolvimento e a
desatencdo € o sintoma com maior persisténcia até a idade adulta (PALMA; NATALE; CALIL,
2015).

Desde o século XVIII, os pacientes com sintomas que atualmente sdo atribuidos ao
TDAH ja tinham sido descritos por médicos de paises europeus em locais como a Gra-
Bretanha, Alemanha e Franca. Na época, os sintomas foram descritos como distragao,
instabilidade mental, inquietagdo, hiperexcitabilidade, entre outros. Os individuos, por sua vez,
eram descritos como “incontroldveis”, apresentando alteracdes nas “faculdades morais da
mente” (CRICHTON, 1798; MARTINEZ-BADIA; MARTINEZ-RAGA, 2015). Em 1902, o

médico inglés George Frederick Still descreveu seus pacientes em uma série de palestras no



Hospital King's College em Londres, discorrendo sobre as caracteristicas de criangas com
problemas de atencdo e inquieta¢do, mas que tinham sua capacidade intelectual intacta. Para
Still, havia uma alteragdo na fisiologia que causava essas alteragdes, e a condi¢do poderia se
tornar um objeto de estudo da ciéncia (STILL, 1902). Na década de 1950, a descrigao cientifica
de criangas com sintomas semelhantes aos atualmente relevantes no TDAH foi ampliada,
descrevendo problemas de atencdo e propondo a hipotese de que um “minimo dano cerebral”
poderia ser a causa dos sintomas (LAUFER; DENHOFF; SOLOMONS, 1957; MAYES;
RAFALOVICH, 2007).

Foi somente na década de 1950 que a visdo médica sobre o que posteriormente seria
chamado de TDAH pode ser combinada com um tratamento efetivo, as anfetaminas (LAUFER;
DENHOFF; SOLOMONS, 1957, MAYES; RAFALOVICH, 2007). A Benzedrina, uma
anfetamina, havia apresentado, por acidente, efeito na hiperatividade e na aten¢do de criangas
em idade escolar (BRADLEY; BOWEN, 1941; COMSTOCK, 2011), e comegou a ser utilizada
para esse fim na década de 1950 em criangas diagnosticadas com “Transtorno Hipercinético”,
termo utilizado na época (LAUFER; DENHOFF; SOLOMONS, 1957; COMSTOCK, 2011).
A Ritalina (metilfenidato), foi aprovada pela Food and Drug Administration (FDA) dos
Estados Unidos da América para alteragdes comportamentais em criangas em 1961 (MAYES;
RAFALOVICH, 2007). Porém, os mecanismos de agao desses medicamentos e as alteragdes
responsaveis pelos sintomas do TDAH foram sendo elucidados a partir desse periodo, ja com
o diagndstico e medicacao de individuos em curso. Até o momento, had muito o que se conhecer
sobre a fisiopatologia do TDAH e sobre efeitos a longo prazo da utilizagdo de
psicoestimulantes (CORTESE et al., 2018).

A etiologia do TDAH segue ndo sendo completamente compreendida, mas abrange
aspectos genéticos, psicologicos e ambientais (THAPAR et al., 2013). Estudos em gémeos

demonstraram que o TDAH tem uma herdabilidade de cerca de 80% (COOLIDGE et al., 2000;
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MARTIN; SCOURFIELD; MCGUFFIN, 2002). A herdabilidade se refere a extensdo em que
gémeos monozigoéticos sdo mais concordantes para o TDAH do que gémeos dizigdticos
(FARAONE et al., 2005). Alteracdes nos genes DRD4, DRDS5 e SLC6A3, que codificam os
receptores de dopamina dos tipos 4 e 5 e o transportador de dopamina (DAT), respectivamente,
sdo presentes no TDAH, assim como mutag¢des no gene da proteina pré-sinaptica SNAP-25 e
gene HTR1B dos receptores de serotonina 1B (FARAONE; MICK, 2010). Ja do ponto de vista
ambiental, fatores como complicagdes durante a gravidez, prematuridade e deficiéncias
nutricionais ja se mostraram associados com a apresentacdo do transtorno (NIGG; BRESLAU,
2007; SUCKSDOREFF et al., 2021), assim como baixa classe social, abuso sexual e negligéncia
familiar (FARAONE; BIEDERMAN, 1998; OUYANG et al., 2008).

O TDAH acarreta em impactos negativos sobre os pacientes do ponto de vista
psicolégico, social e académico (FARAONE; BIEDERMAN, 1998). Pacientes com TDAH
apresentam reducdo na qualidade de vida (LEE et al., 2016), problemas em relagdes e
habilidades sociais (STRINE et al., 2006; ROS; GRAZIANO, 2018), maiores indices de abuso
de substancias (SUNDQUIST et al., 2015), maior chance de se envolver em acidentes ¢ em
crimes (MCCAULEY etal., 2015; YEH et al, 2020) e mostram menor nivel de educagao formal
(BRESLAU et al., 2011). Essas caracteristicas justificam a importancia do TDAH como um
problema de satide publica com impacto econdmico significativo para individuos, familias e
para a sociedade em geral (SPENCER; BIEDERMAN; MICK, 2007; DALSGAARD et al.,

2015; CHANG et al., 2019).

1.2 Diagnostico e Tratamento
Apesar do avango na compreensao da fisiopatologia do TDAH pelas ferramentas atuais
de biologia molecular, bioquimica e neuroimagem, o diagndstico ainda permanece

essencialmente clinico (KIELING; ROHDE, 2012). Para o TDAH, assim como para os
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transtornos psiquiatricos de forma geral, a identificacdo de biomarcadores com potencial de
auxilio no diagnostico apresenta uma série de dificuldades, como a determina¢do de um
marcador com sensibilidade e especificidade suficientes considerando a heterogeneidade da
apresentacdo da desordem (ROHDE, 2008). Um estudo da World Federation of Societies of
Biological Psychiatry (Federagdo Mundial de Sociedades de Psiquiatria Biologica, em
traducao livre) e da World Federation of ADHD (Federagdo Mundial de TDAH, em tradugdo
livre) analisou candidatos a biomarcadores para o TDAH na literatura cientifica e avaliou a sua
qualidade através de 4 critérios: minimo de 80% de sensibilidade; minimo de 80% de
especificidade; biomarcador confiavel, replicavel, barato, ndo-invasivo e de facil aplicacdo; e
confirmado por pelo menos duas pesquisas originais independentes. Como resultado, apesar
de existirem alguns candidatos com potencial para investigacdo futura, ndo ha biomarcadores
identificados para o TDAH considerando os critérios adotados pelos autores, de modo que a
sugestdo do trabalho ¢ que a utilizagdo de uma série de marcadores em conjunto apresente
vantagens em relacdo ao uso de apenas um marcador isolado (THOME et al., 2012).

Assim sendo, atualmente o diagnéstico de TDAH ¢ baseado no Manual Diagndstico de
Desordens Mentais, 5* edicdo (DSM-V), da Associacdo Americana de Psiquiatria (APA, 2013)
e na CID-11 (Classificagdo Internacional de Doengas), da Organizagdo Mundial da Saude
(WHO, 2018). O diagndstico clinico requer uma avaliagdo detalhada dos sintomas atuais e
prévios, além da consideracdo do seu impacto funcional. Ademais, por se tratar de um
transtorno que apresenta fatores genéticos, a investigacdo do histérico dos sintomas na familia
também ¢ essencial, bem como por ser um transtorno do neurodesenvolvimento, as
informagdes sobre o seu inicio e desenvolvimento s3o fundamentais (POSNER;
POLANCZYK; SONUGA-BARKE, 2020).

Segundo o DSM-V, o TDAH tem 3 apresentagcdes, como citado anteriormente:

predominantemente desatenta, predominantemente hiperativa/impulsiva e apresentagdo
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combinada dos 3 sintomas. Para ser diagnosticado, o paciente deve apresentar ao menos 6 entre
9 sintomas de desaten¢do (para a apresentacdo desatenta), ao menos 6 entre 9 sintomas de
hiperatividade/impulsividade (para a apresentagdo hiperativa/impulsiva), ou 6 entre 9 nas duas
dimensdes de sintomas (para a apresentacdo combinada). Dentre os sintomas de desatengdo,
destacam-se: facilidade de distragdo, dificuldade em realizar tarefas que requeiram
organizac¢do, dificuldade de seguir instrucdes e de atentar para detalhes. J4 na dimensdo
hiperatividade/impulsividade, temos como exemplos: constante movimento de bracos ou
pernas, constante interrup¢ao da fala de outros individuos e dificuldade em permanecer sentado
por longos periodos de tempo, mesmo quando esse € o comportamento esperado (APA, 2013).
Além disso, os sintomas devem estar presentes desde antes dos 12 anos de idade, persistirem
por pelo menos 6 meses sendo inconsistentes com a fase do desenvolvimento, impactarem de
forma negativa a vida social e/ou profissional do paciente, se apresentem em diferentes
contextos: em casa, escola, trabalho, amigos, familia, etc., ¢ ndo possuirem uma melhor
explicacdo pela presenca de outras alteracdes neuropsiquidtricas e/ou neurologicas (APA,
2013).

O tratamento para o TDAH envolve multiplos aspectos, uma vez que as implicagdes
funcionais do transtorno impactam diversas dimensdes da vida de um paciente, e o sucesso das
intervengdes pode ser medido através do aumento da funcionalidade nesses aspectos
(POSNER; POLANCZYK; SONUGA-BARKE, 2020). O tratamento farmacologico ¢
inicialmente recomendado, exceto quando o diagndstico ¢ realizado antes dos 6 anos de idade,
caso em que intervengdes comportamentais e de psicoeducagdo devem ser implementadas
anteriormente ao uso de medicamentos (os EUA sdo uma excegdo nesse caso), (PLISZKA,
2007; POSNER; POLANCZYK; SONUGA-BARKE, 2020).

Os medicamentos utilizados no tratamento do TDAH podem ser divididos em

psicoestimulantes e ndo-estimulantes (POSNER; POLANCZYK; SONUGA-BARKE, 2020).
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O tratamento de primeira escolha ¢ o metilfenidato, um psicoestimulante cuja acdo se baseia
no bloqueio do transportador de dopamina (DAT) e do transportador de noradrenalina (NET),
aumentando a concentragdo de ambos neurotransmissores na fenda sinaptica, e, por
consequéncia, sua atividade a partir da maior ligacdo a receptores pos-sinapticos (SEIXAS;
WEISS; MULLER, 2012). O metilfenidato ¢ eficaz em cerca de 70% dos casos, sendo assim
uma das medicagdes mais eficazes da psiquiatria e da medicina (LEUCHT et al., 2012). Os
efeitos no sistema dopaminérgico possivelmente se ddo pelo enfraquecimento de conexdes
inapropriadas, enquanto os efeitos da estimulacdo do sistema noradrenérgico podem se dar pelo
fortalecimento de conexdes no cortex frontal, onde esse sistema € importante para processos
de atencdo e de regulagdo emocional (ARNSTEN, 2009). Esses dois sistemas de
neurotransmissores estdo alterados no TDAH, contribuindo para a apresentacdo de sintomas
(CURATOLO et al., 2009). Ilustragcdes de sinapses dos dois sistemas, assim como os alvos
farmacologicos dos psicoestimulantes, sdo apresentado na figura 1. O metilfenidato ¢
considerado seguro para o tratamento de TDAH em criancas, adolescentes e adultos
(CORTESE et al., 2018), mesmo no que concerne ao abuso de substancias, preocupacio
recorrente com o uso de psicoestimulantes (CHANG et al., 2014). O tratamento com
psicoestimulantes ndo aumenta as chances de desenvolvimento de transtorno de abuso de
substancias, e estudos longitudinais evidenciam que o seu uso adequado pode até mesmo
reduzir esse risco associado ao TDAH, assim como os riscos de acidentes, de envolvimento
em atividades criminosas e as de taxas de suicidio (BIEDERMAN, 2003; LICHTENSTEIN et
al., 2012; CHANG et al., 2014; CHEN et al., 2014; CHANG et al., 2017).

Outra op¢do de psicoestimulante € o uso de anfetaminas, nas formas dextroanfetamina
e lisdexanfetamina, cujo mecanismo de a¢do ¢ muito similar ao do metilfenidato, adicionando
o efeito de aumento do efluxo pré-sinaptico de dopamina (FARAONE, 2018). Alguns autores

sugerem que a anfetamina deveria ser a primeira escolha de medicamento para o TDAH em
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adultos, mantendo o metilfenidato para criangas e adolescentes (CORTESE et al., 2018). Ja
dentre as opc¢des de medicamentos nao-estimulantes, temos principalmente a atomoxetina,
inibidora do NET, a guanfacina e clonidina, agonistas dos receptores a-2 (receptores de
noradrenalina) e os antidepressivos triciclicos (SEIXAS; WEISS; MULLER, 2012; POSNER;
POLANCZYK; SONUGA-BARKE, 2020). A eficacia desses medicamentos ¢ reduzida se
comparada aos psicoestimulantes, e o seu uso ¢ iniciado quando a primeira linha de tratamento
ndo apresenta os resultados esperados ou causa efeitos adversos importantes. Além disso,
podem ser indicados dependendo das comorbidades apresentadas pelo paciente (SCAHILL et
al., 2001; SEIXAS; WEISS; MULLER, 2012; SCHWARTZ; CORRELL, 2014; WILENS et
al., 2015).

Apesar da eficacia do tratamento farmacoldgico no TDAH, ainda existem algumas
limitagdes, como a redugdo apenas parcial de sintomas e a verificagdo de efeitos adversos
provocados principalmente pelos psicoestimulantes, como insonia, redugdo do apetite e ndusea
(WILENS; MORRISON; PRINCE, 2011). Em conjunto, essas limitacdes justificam a
necessidade de outras modalidades terapéuticas, especialmente para criangas até 5 anos, para
as quais ndo ha indicagdo de inicio imediato de tratamento medicamentoso, assim como para
os casos de resisténcia ao uso de medicamentos pela familia ou pelo paciente, para pacientes
com sintomas leves e em casos de diagndstico incerto (PLISZKA, 2007; POSNER;
POLANCZYK; SONUGA-BARKE, 2020).

O estudo realizado pelo MTA Cooperative Group em 1999 (Grupo Cooperativo de
Estudo de Tratamento Multimodal, em tradu¢do livre) verificou que, em um periodo de
tratamento de 14 meses em criancas diagnosticadas com TDAH de 7 a 9 anos, o
tratamento apenas com metilfenidato ou combinado de metilfenidato com intervengdes
psicossociais geraram resultados similares na diminuicdo dos sintomas do TDAH, porém, a

estratégia combinada foi mais eficaz em aspectos funcionais, como a performance escolar,
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relacdes entre pais e filhos e habilidades sociais (MTA COOPERATIVE GROUP, 1999).
Desde entdo, outras intervengdes ndo-farmacoldgicas ja se mostraram promissoras no
tratamento do TDAH, apesar de apresentarem eficécia inferior ao tratamento farmacoldgico
(PLISZKA, 2007). Dentre elas, temos a psicoterapia (PLISZKA, 2007), o treino
computadorizado da memoria de trabalho, que apresenta beneficios no controle inibitdrio e nos
sintomas de desatencao (KLINGBERG et al., 2005), e alteragdes na dieta que podem reduzir
moderadamente a apresentacdo de sintomas (SONUGA-BARKE et al., 2013; STEVENSON
etal., 2014).

Outras alternativas de terapia ndo-farmacoldgica sdo avaliadas atualmente, como
Neurofeedback — treinamento de auto regulacdo de atividade cerebral através de software
(CORTEZE et al., 2016; SUDNAWA et al., 2018), treino cognitivo — tarefas de atengdo,
processamento de informacao, entre outros (CHACKO et al., 2013; CORTESE et al., 2015),
treino de habilidades sociais (STOREB® et al., 2019) e exercicio fisico regular (GELADE et
al., 2016). Todavia, essas alternativas ainda ndo apresentam evidéncias consistentes de sua
eficacia, e mais estudos devem ser realizados até que possam ser indicadas por associacdes
médicas, de modo que seus possiveis beneficios possam ser avaliados tendo em conta
potenciais riscos e custos (COGHILL et al., 2021). Dessa maneira, 0o TDAH ¢ uma desordem
com a disponibilidade de tratamentos eficazes, mas ainda limitados em alguns aspectos

(POSNER; POLANCZYK; SONUGA-BARKE, 2020).
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Figura 1: Sinapses noradrenérgica e dopaminérgica (RANJBAR-SLAMLOO; FAZLALI, 2020).

1.3 Diferencas de Sexo

O TDAH apresenta variabilidade na sua apresentagdo entre os sexos, tendo 5,2% de
prevaléncia mundial em meninos contra 2,7% em meninas (MOHAMMADI et al., 2019); além
disso, os meninos apresentam com mais frequéncia o subtipo hiperativo/impulsivo, enquanto
o subtipo desatento ¢ predominante nas meninas (GERSHON, 2002). A apresentacdo desatenta
do TDAH esta mais associada com pior desempenho académico, baixa autoestima e pior
adaptacdo funcional em contexto escolar/profissional. Por outro lado, a apresentacdo
hiperativa/impulsiva esta mais associada com agressividade, comportamentos de risco e
acidentes (WILLCUTT et al., 2012). As diferencas na prevaléncia do diagnostico podem ser
parcialmente explicadas pelos sintomas que predominam em meninos em meninas, ja que
individuos com o subtipo hiperativo/impulsivo costumam ser mais disruptivos em ambientes

sociais e profissionais, como a sala de aula, facilitando a identifica¢do e o encaminhamento
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para avaliacdo e diagndstico, de forma que a real diferenca na prevaléncia de TDAH entre os
sexos ¢ dificil de ser medida (GAUB; CARLSON, 1997). Criangas ¢ adolescentes do sexo
masculino com TDAH recebem prescricdo de medicamentos com maior frequéncia, o que
também pode estar relacionado com a diferente apresentacdo de sintomas (SONG et al., 2017,
VUORI et al., 2020).

Encontramos dimorfismos sexuais também na resposta ao tratamento. Em adultos, o
tratamento com metilfenidato j& mostrou maiores efeitos na reducao de sintomas em homens
(BUITELAAR et al., 2019), apesar de reduzir sintomas em ambos os sexos. Por outro lado, o
tratamento com anfetaminas evidenciou resultado oposto, de maiores efeitos na reducio de
sintomas em mulheres (WEISS et al., 2010). Também ja foram verificadas maiores
diminui¢des das taxas de criminalidade em mulheres (46%) do que em homens (32%)
promovidas pelo tratamento com metilfenidato (LICHTENSTEIN et al., 2012). Porém,
considerando diferentes faixas etdrias, uma quantidade maior de estudos ndo encontrou
diferengas de sexo na resposta ao tratamento com psicoestimulantes (SPENCER et al., 2005;
BUITELAAR et al., 2012; para uma revisao, ver WILLIAMSON; JOHNSTON, 2015). No
caso da atomoxetina, ndo ha diferencas quanto a reducdo de sintomas, mas mulheres
apresentam mais beneficios na regulagdo emocional (ROBINSON et al., 2008), bem-estar
(SPENCER et al., 2006) e relagdes familiares (WIETECHA et al., 2012).

Para além das diferencas no diagndstico e no tratamento, a prevaléncia de
comorbidades também varia entre meninos € meninas com TDAH. Individuos diagnosticados
com TDAH frequentemente apresentam comorbidades psiquidtricas, incluindo transtorno de
ansiedade, depressdo maior, transtorno opositivo desafiador, transtorno de conduta, desordem
do espectro autista, transtorno de abuso de substincias, entre outros (JENSEN;
STEINHAUSEN, 2014). No sexo masculino, ha aumento do risco de exposi¢do a

comportamento de risco, de abuso de substancias (especialmente a partir da adolescéncia), do
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desenvolvimento de transtornos de conduta e de transtornos externalizantes no geral, enquanto
meninas ¢ mulheres t€ém maiores riscos de desenvolverem transtornos de ansiedade (mesmo
quando meninos apresentam transtorno de ansiedade, os efeitos sociais parecem ser mais
brandos — BECKER et al., 2019), depressao, problemas de sono, bulimia, problemas de
relacionamento com seus pares e transtornos internalizantes de forma geral (SKOGLI et al.,
2013; WILLIAMSON; JOHNSTON, 2015; BECKER et al., 2018; KANG; KWACK, 2019;
BABINSKI; KUJAWA, 2021). Contudo, os controles em alguns estudos que avaliaram
comorbidades no TDAH considerando sexo como uma varidavel fazem comparagdes de
meninos/homens — TDAH ¢ meninas/mulheres — TDAH, e ndo de meninas/mulheres com ¢
sem TDAH, o que ¢ essencial quando consideramos que transtornos neuropsiquiatricos
apresentam dimorfismos sexuais independentemente do TDAH, e, dessa forma, as diferengas
de sexo encontradas para essa desordem podem apenas seguir as mesmas tendéncias da
populacao em geral (TUNG et al., 2016). Aliado a isso e/ou por consequéncia, os resultados
obtidos por esses estudos nem sempre sao replicados (BABINSKI et al., 2011). Esses fatores
justificam a importancia da continuidade na investigacdo do impacto do sexo na apresentacao
de comorbidades no TDAH, utilizando os controles adequados, ou seja, individuos
diagnosticados com TDAH de ambos os sexos e individuos controle de ambos os sexos (TUNG
et al., 2016).

Apesar de todas as evidéncias supracitadas, trabalhos na pesquisa pré-clinica com
modelos animais em laboratério utilizam exclusivamente animais machos na maioria dos
casos, especialmente na neurociéncia (BEERY; ZUCKER, 2011; MAMLOUK et al., 2020), o
que dificulta a compreensdo das influéncias do sexo em processos bioldgicos e de satide, uma
vez que diferengas estruturais, bioquimicas e fisioldgicas no sistema nervoso central (SNC) de
machos e fémeas vém sendo reconhecidas (SHANSKY; WOOLEY, 2016). A justificativa

comumente empregada para a utilizacdo exclusiva de machos ¢ a de que fémeas apresentam
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maior variabilidade e de que a complexidade dos experimentos aumenta significativamente
com o controle da fase do ciclo estral, contudo, evidéncias empiricas sugerem que esse nao
seja o caso para medidas comportamentais, morfoldgicas, fisioldgicas e moleculares no SNC
(PRENDERGAST; ONISHI; ZUCKER, 2014; MCCARTHY, 2015), de modo que a
variabilidade em fémeas nao ¢ maior do que em machos, nem mesmo quando elas sdo utilizadas
sem controle do ciclo estral (BECKER et al., 2016). Embora os fatores sociais e culturais sejam
importantes na avaliagdo das diferencas de sexo em doencas que acometem o SNC, as
diferencas biologicas também desempenham papel fundamental na etiologia e fisiopatologia
destas desordens e ndo podem ser negligenciadas (SHANSKY; WOOLEY, 2016).

Em 2015, o National Institute of Health (NIH) dos Estados Unidos da América
anunciou a inteng¢ao de aplicar regras de uso de fémeas para aplicantes de projetos com modelos
animais de vertebrados, e instru¢des gerais para a aplicabilidade vém sendo discutidas
(MCCARTHY, 2015; MILLER et al., 2017, GARCIA-SIFUENTES; MANEY, 2021). Na
neurociéncia, o viés de utilizagdo exclusiva de machos ou de ndo-especificacdo do sexo em

trabalhos esta reduzindo, porém ainda € presente em grande propor¢do (WILL et al., 2017).

1.4 Fisiopatologia do TDAH

Inicialmente, devido ao seu impacto em fungdes executivas, como controle inibitdrio,
aten¢do, memoria de trabalho, planejamento e organizacdo (BROWN, 2009), a pesquisa das
alteracdes neurobiologicas no TDAH explorou a regido do cortex pré-frontal com maior énfase,
e esses estudos verificaram alteragdes funcionais e atraso no desenvolvimento dessa regido
(CASTELLANGOS et al., 1996; FILIPEK et al., 1997). Estudos posteriores replicaram esses
resultados iniciais e demonstraram uma média de 2-3 anos de atraso no neurodesenvolvimento
de criancas com TDAH (SHAW et al., 2007; HOOGMAN et al., 2017). Os estudos mais

recentes também ampliaram as areas de interesse, ¢ encontraram redu¢do de volume em
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diversas estruturas, como o Nucleus Accumbens, hipocampo e amigdala (HOOGMAN et al.,
2017) e alteracdes em circuitos frontoparietais, frontocerebelares, mesocorticolimbicos, na
conexao entre o Estriado Ventral e no Cortex Pré-Frontal dorsolateral (regulacdo emocional)
(POSNER et al., 2013; GALLO; POSNER, 2016).

No aspecto neuroquimico, pacientes com TDAH apresentam reducdes na atividade
dopaminérgica nas vias mesolimbica, mesocortical e nigroestriatal que possivelmente estdo
relacionadas com problemas no controle executivo em regides anteriores do cérebro
(CURATOLO et al., 2009). O sistema noradrenérgico também apresenta modificagao,
afetando os processos de atencdo em regides corticais posteriores (CURATOLO et al., 2009),
e de processo inibitorio em regides anteriores (RUSSELL, 2002).

Outro aspecto da fisiopatologia sugerido como potencial base para o TDAH ¢ o de
assimetria cerebral (BOIX et al., 1998). Assimetrias cerebrais sdo diferengas de estrutura e/ou
funcdo entre o hemisfério cerebral direito (HD) e o hemisfério cerebral esquerdo (HE) (WANG
et al.,, 2020). As evidéncias para o envolvimento de assimetrias cerebrais no TDAH serdo

discutidas com mais detalhes nas se¢des seguintes.

1.5 Assimetrias cerebrais

Assimetria cerebral ou lateralidade sdo termos que se referem a dominancia de um
hemisfério cerebral sobre atividades e fungdes especificas, processo essencial para o
processamento cognitivo e emocional (WANG et al., 2020) e que consiste em diferencas em
circuitos neurais entre os hemisférios, correlacionadas com assimetrias nas substancias branca
e cinzenta (DUBOC et al., 2015). Individuos saudaveis apresentam assimetrias na espessura e
area de superficie do cortex cerebral (KONG et al., 2018), e também em estruturas subcorticais
como a amigdala, hipocampo, Nucleus Accumbens e tdlamo (GUADALUPE et al., 2017).

Ademais, assimetrias fisiologicas sdo fundamentais para fungdes como a linguagem (WANG
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et al., 2020; KUO; MASSOUD, 2022) e atengdo espacial (SZCZEPANSKI; KASTNER,
2013). Pacientes que passaram por uma remoc¢do cirdrgica do corpo caloso, estrutura
responsavel pela conexdo entre os hemisférios cerebrais, oferecem uma oportunidade unica
para a compreensdo da importancia fisiologica das assimetrias (DUBOC et al., 2015), e vém
sendo investigados desde a década de 1960 (GAZZANIGA; BOGEN; SPERRY, 1962). Esses
sujeitos sdo incapazes de nomear objetos apresentados no seu campo visual esquerdo ou
tocados pela mao esquerda, mas conseguem identificar a presenca de objetos nesse campo
visual através da realizagdo de desenhos ou com o dedo indicador, confirmando que o HD
percebeu a informagdo (GAZZANIGA; BOGEN; SPERRY, 1962). Outros estudos similares
evidenciam a dominancia do HE para a linguagem, solu¢do de problemas, interpretacdes
logicas e percepcao de detalhes, enquanto hd dominancia do HD para tarefas de atencdo
espacial e percepgdo visual global (GAZZANIGA, 2005).

As assimetrias cerebrais também estdo presentes em outros vertebrados, e até mesmo
em invertebrados. Primatas mostram assimetrias faciais na expressao de emog¢des (LINDELL,
2013), preferéncia lateral nas habilidades motoras e dominancia do HE nas vocalizagdes, assim
como roedores (EHRET, 1987, ROGERS, 2009; OCKLENBURG; STROCKENS;
GUNTURKIN, 2013). Ainda em roedores, a redugdo da assimetria na circuitaria do hipocampo
estd relacionada com déficits de memoria espacial e de trabalho (GOTO et al., 2010), e
assimetrias de neurotransmissores ja foram verificadas (OKE; LEWIS; ADAMS, 1980;
BARNEOUD et al., 1990), assim como em Peixes-Zebra (HONG et al., 2013;
DECARVALHO et al., 2014). Roedores também apresentam assimetria estrutural
(DIAMOND et al., 1983; SLOMIANKA; WEST, 1987; BULMAN-FLEMING et al., 1992;
KAPLAN et al., 2003).

A existéncia de lateralidade em diferentes espécies sugere que essa caracteristica é

evolutivamente importante, podendo ter sido preservada ou adquirida independentemente
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(DUBOC et al., 2015). Em humanos, a assimetria inter-hemisférica ja& mostrou ser importante
para a funcdo cognitiva através de técnicas de neuroimagem (GOTTS et al., 2013). A
lateralidade pode ser vantajosa por permitir que os hemisférios realizem diferentes fungdes em
paralelo (ROGERS; ZUCCA; VALLORTIGARA, 2004, DADDA; BISAZZA, 2006),
podendo ser o resultado de um espagco limitado para regides no cortex cerebral (BARNEOUD;
DER LOOS, 1993). Ainda, a lateralizacdo de fung¢des pode ocorrer por uma desvantagem na
duplicacdo de estruturas cerebrais e pelos limites de tempo para a transmissdo de estimulos
através do corpo caloso de um hemisfério para outro (TOGA; THOMPSON, 2003).

Do ponto de vista funcional, as oscilacdes cerebrais registradas no eletroencefalograma
(EEG) apontam para a presenca de assimetrias fisioloégicas (WEBER, 2005), com possiveis
influéncias reciprocas entre o0 HD e o HE na regido frontal para a regulacao de func¢des, como
em comportamentos de aproximacao/afastamento e cogni¢do social (GARTSTEIN et al.,
2020). A assimetria de ondas alfa (8-12 Hz) no cortex frontal ¢ um dos fendtipos mais
investigados nesse aspecto (METZEN et al., 2022), e ja foi proposta como biomarcador para
depressao maior (QURAAN et al., 2014), uma vez que o aumento de ondas alfa na regido
frontal do HE em relagdo ao HD ¢ associado com alteracdo na resposta a estimulos negativos,
com reagdes hormonais e do sistema nervoso autonomo exacerbadas frente ao estresse,
acarretando em aumento do medo e redu¢do da motivacdo (MEYER et al., 2015). A assimetria
frontal de alfa também ja foi investigada em transtornos de ansiedade, TDAH, transtornos
internalizantes, entre outros (ALLEN et al., 2018), porém, seu papel como biomarcador de uma
desordem especifica ainda ¢ questionado, considerando que a interpretagdo do fendtipo ¢
complexa e outros aspectos afetivos e cognitivos podem estar envolvidos (GABLE et al., 2018;
METZEN et al., 2022). A assimetria de ondas alfa também apresenta replicabilidade no cortex

parietal de individuos saudéaveis, ou seja, se apresenta de forma fisiolégica (KOLLER-
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SCHLAUD et al., 2020), também podendo estar envolvida com regulacdo emocional
(METZEN et al., 2022).

Assume-se que as lateralizagdes funcionais devem apresentar substratos neuroquimicos
(RAMIREZ-SANCHEZ et al., 2021), e, os sistemas de neurotransmissores dopaminérgico e
noradrenérgico apresentam lateralidade nas suas concentragdes e atividade em humanos (OKE
et al., 1978; GLICK; ROSS; HOUGH, 1982; WAGNER JR. et al., 1983) ¢ roedores (OKE;
LEWIS; ADAMS, 1980; ROSEN et al.,, 1984; SHAPIRO; GLICK; HOUGH, 1986;
SULLIVAN, 2004; YOUNG; WILLIAMS, 2010). Em humanos, estudos post-mortem
evidenciaram a lateralizacdo de neuronios noradrenérgicos no niicleo ventrolateral do tdlamo
direito (OKE et al., 1978) e dos niveis de dopamina nos nucleos da base e no Globo palido no
HE (GLICK; ROSS; HOUGH, 1982; WAGNER JR. et al., 1983). Em roedores, porgdes
anteriores do tdlamo apresentam maiores concentragdes de noradrenalina no HE, oposto do que
¢ exibido em porg¢des posteriores (OKE; LEWIS; ADAMS, 1980, 1980). Quando os animais
sdo submetidos a um protocolo de recompensa a partir do comportamento de pressionar uma
alavanca, ocorre um aumento na liberagdo de noradrenalina somente na amigdala esquerda
apos a experiéncia positiva de incremento na quantidade de recompensa de comida, enquanto
a experiéncia oposta acarreta em aumento de liberacdo de noradrenalina apenas na amigdala
direita (YOUNG; WILLIAMS, 2010). No cortex frontal de ratos, a dopamina liberada pela via
mesocortical tem papel na resposta ao estresse de forma lateralizada, de maneira que a atividade
dopaminérgica no HD ¢ responsavel pela ativacdo de respostas ao estresse, enquanto o HE tem
papel de inibic¢do inter-hemisférica dessa resposta (SULLIVAN, 2004).

Varidveis como dimorfismo sexual e periodo do desenvolvimento, ja exploradas por
sua importancia para o TDAH, também sdo essenciais para a compreensdo das assimetrias
cerebrais (HIRNSTEIN; HUGDAHL; HAUSMANN, 2019; GARTSTEIN et al., 2020). Do

ponto de vista estrutural, assimetrias de volume sdo encontradas em dire¢des diferentes em
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homens e mulheres, como verificado por GUADALUPE et al., 2017 e KONG et al., 2018, em
meta-analises envolvendo 15847 e 17141 individuos, respectivamente. Regides encefilicas
como o Globo Pélido e o cortex entorrinal apresentam essas diferencas, e assimetrias de volume
se alteram durante o desenvolvimento fisioldgico e ao longo da vida, fendmeno especialmente
perceptivel pelo aumento da espessura cortical no HE com o avanco da idade (GUADALUPE
et al., 2017; KONG et al., 2018). Além disso, avaliagcdes através de EEG e neuroimagem
demonstram que homens possuem maior assimetria do que mulheres, mas investigacdes
adicionais sd3o necessarias para compreender se hd alguma relagdo desse fendtipo com
desempenho em tarefas cognitivas (HIRNSTEIN; HUGDAHL; HAUSMANN, 2019).

Por outro lado, a relagdo de assimetrias com respostas emocionais ja foi verificada e
mulheres apresentaram maiores respostas na amigdala do HE para estimulos negativos
(STEVENS; HAMANN, 2012). As alteracdes de assimetria ao longo do desenvolvimento de
criangas também ja mostraram relagdo com alteragdes de temperamento, e diferiram entre
meninos e meninas (GARTSTEIN et al., 2020). Roedores exibem assimetrias no cortex frontal
na resposta emocional ao estresse, as quais sdo influenciadas por manipulacdo durante o
desenvolvimento dos animais e pelo sexo, mesmo que o efeito de tais influéncias ainda precise
ser investigado (SULLIVAN, 2004). Assimetrias também ja foram associadas com alteracdes
em genes envolvidos com hormonios esteroides (GUADALUPE et al., 2015), refor¢ando a
relevancia do dimorfismo sexual para o fenotipo, mesmo que nem todas as diferencas
verificadas possam estar relacionadas com hormonios, como aquelas presentes em criangas
antes da puberdade (HAHN; JANSEN; HEIL, 2010).

Em modelos animais, ratas t€ém uma maior concentracdo de dopamina e dos terminais
desse neurotransmissor do que machos no estriado no lado contralateral ao sentido do
movimento de rotacdo (SHAPIRO; GLICK; HOUGH, 1986). Apesar dessas evidéncias, nossa

compreensdo das assimetrias cerebrais ainda ¢ descritiva, e mais investigacdes sdo necessarias
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para a compreensao do seu significado biologico, considerando que esse conceito ¢ dinamico

e global (RAMIREZ-SANCHEZ et al., 2021).

1.6 Assimetrias cerebrais no TDAH

Atentando para a importancia funcional das assimetrias cerebrais, temos que, se elas
forem afetadas de alguma maneira, perturbagdes podem surgir (WANG et al., 2020). Dessa
forma, algumas patologias podem modular, exacerbar ou surgir a partir de alteragdes em
assimetrias cerebrais (DOUGLAS et al., 2018). Os transtornos neuropsiquiatricos e do
neurodesenvolvimento estdo entre essas patologias, como esquizofrenia, TDAH, depressao,
entre outros que podem ser impactados por aumento ou diminui¢ao de lateralidade estrutural
ou funcional (WANG et al., 2020, MUNDORF; PETERBURS; OCKLENBURG, 2021). A
causa da associacdo entre alteragdes de assimetria e transtornos psiquiatricos ainda ndo ¢
compreendida, mas ¢ possivel que as alteracdes genéticas presentes nos transtornos se
sobreponham com alteracdes genéticas envolvidas com a lateralizacdo do SNC (SHA et al.,
2021). O estresse, fator ambiental essencial para a compreensdo de desordens psiquiatricas,
também pode estar envolvido na ontogenia das assimetrias inter-hemisféricas, evidenciando
que tanto fatores genéticos quanto ambientais podem influenciar a apresentacdo de um fendtipo
similar em diferentes transtornos (BERRETZ et al., 2020).

Pacientes apresentam alteracdes na simetria anatomica e funcional de forma relativa,
ou seja, transtornos psiquiatricos nem sempre estdo acompanhados desse fendtipo
(MUNDORF; PETERBURS; OCKLENBURG, 2021). No caso do TDAH, esse aspecto ¢
perfeitamente compreensivel, uma vez que a heterogeneidade da desordem ¢ consideravel e
ainda ndo ¢ completamente elucidada (POSNER; POLANCZYK; SONUGA-BARKE, 2020),
apesar de indicios de que hormonios esteroides, sexo e o subtipo do TDAH exercam papel na

heterogeneidade das assimetrias verificadas no transtorno (ERNST et al., 1998; CHEN et al.,
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2021). No TDAH, a ideia de que assimetrias cerebrais poderiam influenciar o transtorno de
alguma forma veio de estudos nos quais pacientes com lesdes no HD e alteragdes estriatais
exibiram problemas de aten¢do (HEILMAN; VOELLER; NADEAU, 1991). A partir disso,
surgiu a hipdtese de que déficits funcionais no HD seriam responsaveis pela fisiopatologia do
TDAH, especialmente em conexdes frontoestriatais (STEFANATOS; WASSERSTEIN, 2001;
DOI; SHINOHARA, 2017). Dentre as alteragdes no HD, temos redugdo do fluxo sanguineo na
porcdo ventral do cortex pré-frontal medial e do cortex orbitofrontal (LEE et al., 2005), reducao
do volume da regido dorsolateral do cortex pré-frontal (YEO et al., 2003) e reducdo do
processamento do HD em individuos com altos niveis de sintomas de desaten¢ao durante uma
tarefa visual (MOHAMED et al. 2015).

Por outro lado, pacientes com TDAH apresentam alteragcdes no corpo caloso e na
transmissdo de sinais entre os hemisférios, e ndo somente déficits especificos no HD (HALE
et al., 2009b; KEUNE et al.,, 2011). H4 maiores indices de assimetria calculados para
hipocampo, talamo e amigdala no TDAH (DOUGLAS et al., 2018). Essas alteracdes
apresentam correlacdo positiva com o subtipo desatento (ROLFE; KIRK; WALDIE, 2007) e
variam com os sintomas ¢ o sexo (LIN et al., 2020; LIN et al., 2022). Ademais, o HE exibe
reducdo do volume do Nucleo Caudado que estd correlacionada com a desatengdo (HYND et
al., 1993; DANG et al., 2016). No EEG, pacientes exibem assimetrias na poténcia absoluta e
elevacao na coeréncia das oscilagdes entre os hemisférios (CHABOT et al., 1999) e reducao
do envolvimento do hemisfério esquerdo durante uma tarefa de atengdo sustentada
(MOHAMED et al., 2016), de forma que déficits na conectividade entre os hemisférios sdo
mais provaveis do que alteracdes isoladas em um hemisfério (ROESSNER et al., 2004; CHEN
etal., 2016; KIISKI et al., 2020).

Alteragdes como essas também ja foram verificadas em um modelo animal do TDAH,

os animais SHR (ratos espontaneamente hipertensos, do inglés Spontaneously Hypertensive
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Rats). BOIX et al., 1998, avaliando apenas machos, evidenciaram redu¢do da assimetria do
sistema dopaminérgico no Nucleus Accumbens através da avaliagao do turnover de dopamina
e reducdo da assimetria da concentracao de noradrenalina no neoestriado. Os autores sugeriram
que haveria importancia das assimetrias para a fisiopatologia do TDAH e também para a
resposta aos medicamentos, como ja havia sido proposto por outros autores a partir de dados
com pacientes (MALONE; KERSHNER; SWANSON, 1994) e como foi posteriormente
evidenciado a partir da melhora da performance desencadeada pelo metilfenidato em criangas
e adolescentes em tarefas de aten¢do nas quais atividade assimétrica adequada se mostrou
essencial (LUBOW et al., 2005; SILK et al., 2014). Ja HA et al., 2020 encontraram um atraso
na maturagdo de assimetrias através da avaliagcdo de conexdes metabdlicas em machos SHR.
Andlises eletroencefalograficas corroboram a hipotese de alteracdes na conectividade
inter-hemisférica no TDAH (KIISKI et al., 2020). Pacientes com sintomas de desatencao, ¢/ou
de depressdo, e/ou com familiares com TDAH e/ou do sexo feminino apresentam correlaciao
com assimetrias nas bandas theta, alfa e gama na regido frontal (BAVING; LAUCHT;
SCHMIDT, 1999; HALE et al., 2010; KEUNE et al., 2015; LONGARZO et al., 2020), e os
déficits na atengdo seletiva apresentam correlagdo com assimetrias na banda beta na regido
parietal (HALE et al., 2014). As assimetrias frontais na banda alfa sdo as mais descritas e estdo
presentes na infincia e adolescéncia, persistindo até a fase adulta (HALE et al., 2009a),
podendo apresentar relagdo com as alteragdes na assimetria do sistema dopaminérgico
(VOLLEBREGT et al., 2016). Apesar dessas evidéncias, ha problemas na replicagdo de
resultados que podem advir da heterogeneidade do transtorno, das diferentes fases do
desenvolvimento avaliadas e de diferencas metodoldgicas no EEG (HAGEMANN et al., 2005;
SMITH et al., 2017; ALPERIN et al., 2019). Ainda, assimetrias no EEG nao foram avaliadas
considerando ambos os sexos do modelo animal mais validado para o estudo do TDAH, os

animais SHR (MENESES et al., 2011), o que ¢ de grande importancia, uma vez que alteracdes
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do TDAH no EEG variam consideravelmente entre os sexos € ndo podem ser compreendidas
com base na literatura que utiliza com maior frequéncia apenas machos (DUPUY et al., 2014).

Atualmente, alteracdo na assimetria cerebral ¢ considerada como um fendtipo no
TDAH e apresenta correlacio com a severidade dos sintomas, mesmo sendo heterogénea
(SCHRIMSHER et al., 2002; KIISKI et al., 2020; HE et al., 2022). As alteragdes de assimetria
no TDAH podem ser um desvio do neurodesenvolvimento (SHAW et al., 2009; HA et al.,
2020) ou um atraso na matura¢do que ¢ eventualmente normalizado (NAKAO et al., 2011),
considerando que o neurodesenvolvimento fisioldgico envolve o aumento de algumas
assimetrias e a reducdao de outras (SHAW et al., 2009), e ja foi constatado aumento e/ou
diminui¢do da lateralidade no TDAH, dependendo do aspecto avaliado (LI et al., 2019; LI et
al., 2021). Essas evidéncias sugerem que alteragdes da lateralidade inter-hemisférica, sendo
aumentos ou diminui¢des, podem oferecer entendimento importante sobre a neurobiologia do

TDAH (WU et al., 2020; POSTEMA et al., 2021).

1.7 Modelos animais para o estudo do TDAH

A utilizagdo de modelos animais para o estudo do TDAH ¢ fundamental para a
compreensdo de aspectos neuroquimicos, genéticos e ambientais que contribuem para a
desordem, permitindo o controle do ambiente e das influéncias e também o emprego de
métodos invasivos que ndo poderiam ser utilizados em pacientes (REGAN; WILLIAMS;
VORHEES, 2022). Desse modo, a utilizacgdo de modelos vem contribuindo para a
caracterizacdo da neurobiologia do TDAH (SIMCHON; WEIZMAN; REHAVI, 2010).

Para que um modelo animal seja vélido, ele deve preencher a validade de face, ou seja,
precisa mimetizar os principais sintomas do transtorno, sendo eles, para o TDAH,
hiperatividade, impulsividade e desaten¢do; deve preencher a validade de construto, o que

significa apresentar alteragdes fisiopatologicas equivalentes aquelas encontradas em pacientes,
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como variantes dos genes do sistema dopaminérgico e/ou alteracdes dos niveis de dopamina
no estriado; e deve preencher a validade preditiva, provendo informagdes anteriormente
desconhecidas sobre a desordem (SONTAG et al., 2010). Assim, hd modelos animais que ja
apresentaram caracteristicas como essas, contudo, tendo em conta as influéncias poligenéticas
e ambientais do transtorno, assim como aspectos ainda desconhecidos da etiologia e da
fisiopatologia, os modelos animais apresentam algumas limitagdes, mas cada um ¢ capaz de
contribuir em diferentes aspectos para a pesquisa (REGAN; WILLIAMS; VORHEES, 2022).

Existem, atualmente, modelos de indugao farmacologica, como a exposi¢ao neonatal a
nicotina, acarretando em hiperatividade e desatencdo que podem ser revertidas com
metilfenidato (ZHU et al., 2017). A destrui¢do de neuronios dopaminérgicos através da
utilizagcdo de 6-hidroxidopamina em roedores neonatos também gera um fen6tipo semelhante
ao TDAH, com hiperatividade que ¢ reduzida por psicoestimulantes (DAVIDS et al., 2002).

Além disso, ha modelos de inducdo por fatores ambientais, como em filhotes cujas
maes foram expostas ao estresse durante a gravidez e que exibem hiperatividade como
consequéncia, a qual € revertida com agonistas dopaminérgicos (SON et al., 2007). Ademais,
a exposi¢do ao chumbo, que ¢ associada com aumento da prevaléncia do TDAH em criangas
(AGUIAR et al., 2010), acarreta em hiperatividade revertida com anfetamina em roedores
(CORY-SLECHTA, 2003), assim como desatengdo (STANGLE et al., 2007) e reducao da
sinalizagdo dopaminérgica (REGAN; WILLIAMS; VORHEES, 2022).

Finalmente, hd modelos genéticos para o estudo do TDAH. Os animais Coloboma sao
Knockout (KO) para a proteina SNAP-25 e podem ser utilizados porque polimorfismos para
esse gene estdo associados com o TDAH (FENG et al., 2005). Eles apresentam hiperatividade
e alteracdes nos sistemas dopaminérgico e noradrenérgico, mas nao tém prejuizos de atencao
(HESS; COLLINS; WILSON, 1996). Os animais DAT-KO apresentam hiperatividade

associada com a alteragdo genética no transportador de dopamina, porém, pacientes com

30



TDAH nao apresentam reducao dos niveis de DAT (SONTAG et al., 2010). A cepa SHR ¢ um
dos modelos animais mais estudados e validados para o TDAH (MENESES et al., 2011). Os
animais SHR apresentam a desordem ao longo do amadurecimento, o que ¢ importante para
desordens do neurodesenvolvimento (WILLNER, 1986). Apesar de desenvolverem
hipertensdo na vida adulta, durante a infincia e adolescéncia eles exibem alteracdes
caracteristicas do TDAH (MENESES et al., 2011). Quanto a validade de face, os SHR
apresentam aumento da locomog¢do na tarefa de campo aberto (SAGVOLDEN et al., 2000),
impulsividade em tarefas de escolha entre recompensas reduzidas e imediatas ou expandidas e
tardias (BOIX et al., 1998), e problemas em sustentar a aten¢ao por periodos prolongados em
tarefas de reforco de intervalo fixo (SAGVOLDEN et al., 2000). Em rela¢do a validade de
construto, a linhagem apresenta reducdo dos volumes do cortex frontal e do hipocampo
(SABBATINI et al., 2000; TOMASSONI et al., 2004), polimorfismos no gene do DAT (BOBB
et al., 2005; MILL; SAGVOLDEN; ASHERSON, 2005) e hipofungdes dopaminérgicas nas
vias mesolimbica e mesocortical (SAGVOLDEN et al., 2005). Por fim, essa cepa também
apresenta validade preditiva porque prevé correlatos de TDAH em seres humanos quanto ao
comportamento, alteragdes genéticas e neurobiologicas (SAGVOLDEN et al., 2005). Na
resposta ao tratamento com metilfenidato, ha uma melhora de atencdo e na impulsividade
(HART et al., 2013), porém o psicoestimulante ndo ¢ capaz de reverter a hiperatividade dos
animais (LEFFA et al., 2019). Quanto as diferencas de sexo, BAYLESS et al (2015)
compararam a validade do uso de SHR machos e fémeas e concluiram que o modelo tem
caracteristicas suficientes para ser utilizado para ambos os sexos, e de fato, os animais SHR
apresentam uma série de caracteristicas importantes no TDAH (REGAN; WILLIAMS;
VORHEES, 2022). Tendo em vista o impacto do dimorfismo sexual na sintomatologia do
TDAH, neste trabalho as abordagens estudadas serdo investigadas em ambos os sexos do

modelo animal do transtorno.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Identificar diferencgas sexuais nas assimetrias cerebrais, do ponto de vista funcional e
neuroquimico, em adolescentes de ambos os sexos do modelo animal mais estudado para o

TDAH, os animais SHR, utilizando animais Wistar Kyoto (KYO) como linhagem controle.

2.2 Objetivos Especificos

e Avaliar a atividade locomotora e o comportamento do tipo-ansioso em ambos 0s sexos
da linhagem SHR e comparar com o seu controle (KYO) nos dias pos-natal (DPN) 55-
59, equivalentes ao periodo do fim da adolescéncia dos animais.

e Verificar a atividade elétrica cerebral nos hemisférios direito e esquerdo (HD e HE) dos
lobos frontal e parietal pelo EEG em ambos os sexos da linhagem SHR e comparar com
o seu controle (KYO).

e Comparar o imunocontetdo do DAT, NET e sinaptofisina em ambos os hemisférios do

cortex frontal e do hipocampo da linhagem SHR com o seu controle (KYO).
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PARTE III
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DISCUSSAO

Neste trabalho foram avaliadas as assimetrias cerebrais em ambos os sexos de um dos
modelos animais mais estudados para o TDAH. Considerando dados prévios da literatura, este
¢ um trabalho pioneiro no estudo ndo somente das assimetrias cerebrais, bem como na
investigacdo do dimorfismo sexual, pois os trabalhos que investigaram esse fendtipo
impactante em transtornos mentais o fizeram apenas em machos, o que limita o papel do
dimorfismo sexual para o entendimento da complexa heterogeneidade do TDAH.

A partir da realizagdo da tarefa de campo aberto em uma unica sessao durante a fase
equivalente a adolescéncia nos animais, fomos capazes de confirmar a hiperatividade do
modelo animal do TDAH pelo aumento de pardmetros locomotores e exploratérios durante os
20 minutos de campo aberto. Além disso, houve efeito de linhagem no numero de groomings
durante a tarefa, ja que a linhagem SHR apresentou aumento em relagdo a KYO. O aumento
da atividade locomotora e hiperatividade estdo entre as principais caracteristicas do TDAH
(APA, 2013) e ja sdo bem estabelecidas em ambos os sexos do modelo SHR (BAYLESS et al.,
2015; NUNES et al., 2018).

Entretanto, quando avaliamos o comportamento de grooming, podemos obter algumas
interpretagdes sobre o autocuidado, o comportamento relacionado a situagdes de estresse e
ansiedade (FRANCA et al., 2018; ROJAS-CARVAIJAL et al., 2018), ou seja, com aspectos
emocionais cuja avaliagdo costuma ser deixada em segundo plano no TDAH, sendo a
prioridade costumeiramente dada aos aspectos cognitivos (ALPERIN et al., 2019). A linhagem
SHR apresentou aumento no grooming, o que sugere que alteracdes emocionais podem estar
presentes. Andlises mais detalhadas do comportamento de grooming seriam capazes de
discernir a presenca de comportamento do tipo-ansioso, tais como as do algoritmo proposto

por KALUEFF; TUOHIMAA (2005) para andlise de grooming durante tarefas
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comportamentais em ratos, que avalia transicdes entre diferentes padroes de grooming,
interrupgdes do comportamento, laténcia para o inicio, tempo total, entre outros.

No TDAH, o sexo feminino apresenta maiores comorbidades com transtornos
emocionais internalizantes, como ansiedade e depressdo, o que ja foi demonstrado em pacientes
criangas e adolescentes (MARTEL, 2013; SKOGLI et al., 2013). Contudo, as diferengas sao
verificadas quando se comparam meninos ¢ meninas com TDAH, e ndo foram comparadas
meninas com TDAH com meninas sem TDAH, o que seria essencial tendo em conta que
transtornos neuropsiquiatricos variam entre os sexos independentemente do TDAH (TUNG et
al., 2016). Sabemos que, apesar de transtornos de ansiedade serem mais comuns € mais severos
em meninas do que meninos com TDAH (BECKER et al., 2019), eles sdo mais comuns em
ambos os sexos quando comparados com a populacdo em geral (TUNG et al., 2016).

O principal propdsito desse trabalho era de identificar alteragdes nas assimetrias
cerebrais acompanhadas de mudancas comportamentais em machos e fémeas do modelo
animal mais validado para o estudo do TDAH. Como mencionado anteriormente, o aumento
ou a diminui¢do da assimetria cerebral fisiologica ja sdo verificados no TDAH pelo volume de
estruturas corticais e subcorticais (KONG et al., 2018), do fluxo sanguineo cerebral (LEE et
al., 2005), nos padrdes de conectividade verificados com métodos de neuroimagem (VAN
EWIJK et al., 2012), da avaliacdo dos niveis e/ou atividade de neurotransmissores (BOIX et
al., 1998), do EEG (HIRNSTEIN; HUGDAHL; HAUSMANN, 2019; LONGARZO et al.,
2020) e ja mostraram diminui¢do com o tratamento com psicoestimulantes (DOUGLAS et al.,
2018).

Utilizamos o EEG como método de andlise porque sua utilidade em identificar
alteracdes em pacientes com TDAH ¢ reconhecida pela Agéncia reguladora de drogas e
alimentos (Food and Drug Administration - FDA) dos Estados Unidos da América, que

também aprovou o primeiro biomarcador para o TDAH, em 2013, que se baseia na razdo
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theta/beta no EEG (FDA, 2013). Ademais, a correlagdo entre assimetrias no EEG e em
parametros de neuroimagem com ressonancia magnética funcional também ja foi verificada no
TDAH (LONGARZO et al., 2020). A avaliagdo de proteinas do sistema dopaminérgico,
noradrenérgico e de fun¢do sinaptica no geral fornece uma oportunidade de verificar a
coexisténcia de assimetrias funcionais no EEG com seus substratos neuroquimicos
(RAMIREZ-SANCHEZ et al., 2021). Finalmente, o cortex frontal e parietal foram as regides
escolhidas para andlise porque apresentam alteragdes morfoldgicas e funcionais no TDAH
(CURATOLO et al., 2009).

Somente as fémeas SHR exibiram assimetria no poder do EEG, nas bandas alfa, beta e
gama (lento, médio e rapido), com maior poder no hemisfério direito (HD) para essas bandas.
Os outros grupos ndo apresentaram diferencas entre hemisférios no poder de nenhuma banda
de acordo com o teste de Wilcoxon pareado, onde os 2 hemisférios cerebrais sdo pareados,
permitindo que cada animal seja o seu proprio controle.

Assimetria frontal nas ondas alfa ¢ um dos fendtipos mais estudados quanto a
lateralidade no EEG, demonstrando boa replicabilidade (METZEN et al., 2022). Ele ja foi
proposto como potencial biomarcador para depressao (QURAAN et al., 2014), porém pacientes
com esquizofrenia, ansiedade e outras desordens psiquidtricas também exibem esse padrio
(ALLEN et al., 2018), de modo que sua especificidade para depressao pode ser questionada, e,
por consequéncia, seu potencial como biomarcador. As ondas alfa sdo classicamente
consideradas inibitorias, de modo que seu poder em uma regido estaria inversamente
correlacionado com a atividade neuronal no local (DAVIDSON et al., 1990; COOK et al.,
1998). Entretanto, atualmente elas ja tém papel reconhecido em processos ativos, como de
atencdo e de consciéncia, de forma integrada com as frequéncias beta e gama (PALVA &

PALVA, 2007). Em processos de atencdo, a frequéncia alfa tem importancia no seu aspecto
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inibitorio, de forma a suprimir estimulos irrelevantes, € no seu aspecto ativo, selecionando e
processando temporalmente a informagao (KLIMESCH, 2012).

A assimetria frontal de ondas alfa ja foi verificada em ambos os sexos de pacientes com
TDAH, na infancia (HALE et al., 2010; BAVING; LAUCHT; SCHMIDT, 1999), na
adolescéncia (ELLIS etal.,2017; ALPERIN et al., 2019) e na idade adulta (HALE et al., 2009a;
KEUNE et al., 2011; KEUNE et al., 2015; LONGARZO et al., 2020). No presente trabalho, o
aumento do poder da banda alfa no HD em rela¢do ao HE foi encontrado no modelo animal do
TDAH, mas apenas nas fémeas. BAVING et al., 1999 também encontraram aumento de alfa
no HD quando avaliando criangcas com TDAH, mas o fen6tipo estava presente em meninos,
enquanto meninas apresentavam o oposto (HE > HD). Essa diferenca pode surgir a partir da
diferente fase do desenvolvimento avaliada, considerando que animais adolescentes foram
avaliados no presente estudo, e que, em adultos, KEUNE et al., 2015 encontraram o mesmo
padrdo deste trabalho (HD > HE) tanto em homens quanto em mulheres. Ademais, nesse caso
o aumento de alfa no HD esteve positivamente correlacionado com o sexo feminino e com
sintomas e comorbidades mais comumente apresentadas por pacientes com TDAH do sexo
feminino, como desatencdo e depressdo (KEUNE et al.,, 2015; TUNG et al., 2016). Os
resultados de ALPERIN et al., 2019 corroboram a ideia de que aspectos emocionais impactam
a assimetria frontal de alfa, j4 que os autores, investigando adolescentes com TDAH,
verificaram que aumento do poder de alfa no HD estava presente em ambos 0s sexos € se
correlacionava com os sintomas do transtorno, mas apenas em individuos com menores niveis
de afeto negativo (experiéncia de estresse emocional, raiva, angustia, etc.) € nos casos de maior
inconsisténcia na disciplina aplicada pelos pais, evidenciando que, além da fase do
desenvolvimento e do sexo, a heterogeneidade emocional presente no TDAH precisa ser

considerada na compreensao do fendtipo (ALPERIN et al., 2019).
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De forma complementar a essa complexidade, criancas com TDAH apresentam o
mesmo padrao de aumento de alfa no HD de forma correlacionada com aspectos genéticos.
HALE et al., 2010 demonstrou que criancas ¢ adolescentes com TDAH cujos pais também
apresentavam a desordem exibiam maior assimetria frontal de alfa do que aqueles com TDAH
cujos pais ndo tinham o diagndstico, em uma utilizagdo do histérico familiar como
aproximacdo de um parametro de carga genética correlacionada ao TDAH. Assim, a
heterogeneidade do TDAH pode se originar parcialmente das diferencas na carga genética
associada ao transtorno de cada individuo (HALE et al., 2010), levando em conta que o TDAH,
o EEG e as assimetrias cerebrais tém influéncias genéticas reconhecidas e que podem até
mesmo se sobrepor (GESCHWIND et al., 2002; SMALLEY et al., 2004; LOO; SMALLEY,
2008; POLANCZYK et al., 2015; SHA et al., 2021). A partir dessa perspectiva, consideramos
que o modelo animal do TDAH utilizado neste estudo, sendo um modelo genético e tendo
replicado a assimetria frontal na banda alfa, mesmo que somente em fémeas, ¢ adequado para
mimetizar individuos com maior carga genética associada ao TDAH e apresenta especial
oportunidade na investigagcdo desse aspecto considerando a sua validade preditiva (MENESES
et al.,, 2011;REGAN; WILLIAMS; VORHEES, 2022).

Como citado anteriormente, nesse trabalho replicamos apenas parcialmente os
resultados de assimetria de HALE et al., 2010, uma vez que encontramos, adicionalmente,
diferengas de sexo no fen6tipo de assimetria frontal de ondas alfa, estando esse presente apenas
nas fémeas SHR. Mesmo investigando parametros neuroquimicos no encéfalo desses animais,
ndo fomos capazes de identificar mecanismos responsaveis por esse dimorfismo sexual. Ha
multiplas possiveis explicagdes para esse fendmeno, como as alteragdes na maturagdo do
cortex frontal no HD e diferentes processos de neurodesenvolvimento em meninos € meninas
com TDAH (SHAW et al., 2009; BEARE et al., 2017), onde meninas apresentam atraso na

maturacdo de circuitos que se normaliza ao final da adolescéncia (DUPUY et al., 2013). De
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qualquer forma, nosso trabalho contribui para a importancia da investigacdo das diferencas de
sexo no TDAH, sendo esse um fator essencial para a elucidacdo da consideravel
heterogeneidade dessa desordem (BABINSKI; KUJAWA, 2021). Na pesquisa pré-clinica, as
diferengas entre machos e fémeas SHR ainda sdo pouco exploradas, e investigacdes adicionais
serdo necessarias para compreender os efeitos de sexo especificamente no modelo. Porém,
considerando o fenotipo encontrado e suas apresentagdes em outros trabalhos, € possivel que a
diferenca se apresente a partir da maior propor¢do de meninas e mulheres com TDAH que
apresentam transtornos emocionais como comorbidades (KEUNE et al., 2015; TUNG et al.,
2016; ALPERIN et al., 2019).

Para as assimetrias nas bandas beta e gama encontradas nas fémeas SHR, a
fundamentagdo tedrica para o mecanismo responsavel ¢ menos compreendida, j& que a
assimetria frontal nessas bandas ¢ menos investigada do que na banda alfa (ALPERIN et al.,
2019). O aumento do poder de bandas diferentes no cortex frontal do HD pode indicar
alteracdes na atividade da regido por si s, uma vez que essas frequéncias ndo necessariamente
aumentam concomitantemente em uma area (LONGARZO et al., 2020). Individuos com
TDAH apresentam problemas nas fases iniciais do processamento de informagao (PAPP et al.,
2020), no qual a coeréncia entre ondas beta no cortex frontal ¢ essencial, considerando a
aten¢do necessaria para o maior ganho de informacao visual (LIANG et al., 2002). Apesar de
ndo termos realizado avaliagdo da coeréncia no presente trabalho, sujeitos com TDAH
apresentam redu¢do da coeréncia frontal de ondas beta que estd associada a uma menor
conexdo inter-hemisférica (ROBBIE et al., 2016), que vai ao encontro da nossa hipdtese
apresentada. Uma reducdo de beta no HD ainda ¢ verificada em pacientes que respondem bem
ao tratamento com psicoestimulates (CLARKE et al., 2002), oposto do apresentado por fémeas
SHR no presente estudo, indicando que a variabilidade na assimetria frontal pode apresentar

correlacdo com o sexo, além de potencial na predi¢do da resposta aos medicamentos.
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Redugdo da coeréncia das ondas gama no cortex frontal também ¢ um indicativo de
alteracdo na transmissdo inter-hemisférica (BARRY et al., 2011). O padrao de aumento de
gama no HD, como verificado aqui, ja foi associado com alteragdes de humor
(BONNSTETTER et al., 2018), o que estaria de acordo com a maior prevaléncia de transtornos
de humor no sexo feminino no TDAH (TUNG et al., 2016). TARRANT; COPE, 2016
mostraram que uma interven¢cdo com neurofeedback foi capaz de alterar o aumento da
frequéncia gama no cortex frontal do HD para um aumento na regido no HE, acarretando em
melhorias em escalas de humor em individuos saudaveis.

As alteragdes na banda gama podem surgir de desbalangos entre excitacdo e inibi¢ao
do SNC, provavelmente através de mudangas nos sistemas glutamatérgico e/ou GABAérgico
(DUNCAN et al., 2014; LALLY etal., 2014). Esses sistemas apresentam desordens no TDAH
(BOLLMANN et al., 2015; PUTS et al., 2020), e dimorfismo sexual (EPPERSON et al., 2002;
ENDE et al., 2016), modificagdes que ja foram inclusive verificadas em machos do modelo
SHR, sem levar sexo e lateralidade como fatores na analise (MILLER et al., 2014). Essas
alteracdes sdo fundamentais para a hipotese de disfun¢do na conectividade entre hemisférios,
uma vez que as oscilagdes gama sdo importantes para a conexdo entre diferentes regides
(RAMS@Y et al., 2018). Dessa forma, a investigagdo das bases neurobiologicas dessas
alteracdes deve receber atencao futura, especialmente no cortex frontal.

Também buscamos encontrar alteracdes neuroquimicas na lateralidade cerebral que
apresentassem correlacdo com aquelas encontradas no EEG, ja que esse elo ainda ¢ pouco
explorado na literatura cientifica (ALLEN; REZNIK, 2015). A utilizagdo de um modelo animal
¢ especialmente importante para o avango na compreensao da fisiopatologia e do diagnostico
nesse caso, uma vez que permite a separacao e analise de regides especificas (YEO et al., 2003;
YOUNG; WILLIAMS, 2010). Encontramos diferencas de linhagem na lateralidade dos niveis

de NET no cortex frontal, onde a linhagem SHR nao apresentou a mesma diferenga inter-
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hemisférica que a linhagem KYO, de aumento dos niveis no cortex frontal direito em relagao
ao esquerdo. Quanto ao aumento de sinaptofisina no HE em relacdo ao HD no coértex frontal
de machos SHR, essa alteracao de lateralidade foi encontrada nesse grupo de animais que nao
apresentou assimetrias no EEG, ndo esclarecendo o substrato neuroquimico das mesmas. E
importante ressaltar que as lateralidades neuroquimicas sao dependentes do ambiente e da
tarefa onde sdo avaliadas, ou seja, sdo um fenotipo dindmico que pode se apresentar de diversas
formas (RAMIREZ-SANCHEZ et al., 2021).

Reducdo da lateralidade em machos SHR em relacdo a controles KYO ja foi
demonstrada anteriormente para os niveis de noradrenalina no neoestriado (BOIX et al., 1998).
Além disso, a redugdo de assimetrias no TDAH em relacdo a controles também ja foi
documentada em estudos de neuroimagem que avaliaram conectividade (SHAW et al., 2009;
LI et al., 2019). Como explorado anteriormente, distirbios em assimetrias cerebrais presentes
em transtornos psiquidtricos podem se caracterizar tanto por aumento quanto por reducgdes de
parametros de lateralidade (WANG et al., 2020). Como assimetrias fisioldgicas no sistema
noradrenérgico j& foram evidenciadas anteriormente, também de forma dindmica em relagdo a
tarefas de aprendizagem e emocionalidade (OKE et al., 1978; OKE; LEWIS; ADAMS, 1980;
HECHT et al., 1982; YOUNG; WILLIAMS, 2010), é razoavel propor que os animais SHR
exibam reducdo em uma assimetria fisioldgica presente nos animais controle. Contudo, o
significado funcional de assimetrias neuroquimicas ainda ndo ¢ bem compreendido
(RAMIREZ-SANCHEZ et al., 2021), e esforgos futuros devem focar na elucidagdo de
possiveis consequéncias de alteracdes como a reportada neste estudo.

A lateralidade do DAT também foi investigada, como parametro do sistema
dopaminérgico, ja que esse sistema estd profundamente envolvido com a fisiopatologia do
TDAH (CURATOLO et al., 2009) e também apresenta assimetrias fisiologicas (GLICK;

ROSS; HOUGH, 1982; TOGA; THOMPSON, 2003). Ademais, hd uma possivel conexao entre
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assimetrias dopaminérgicas e a assimetria frontal de alfa (VOLLEBREGT et al., 2016), a qual
foi verificada nas fémeas SHR nesse estudo. Adiciona-se a essa complexidade no fendtipo o
fato de as respostas ao tratamento com psicoestimulantes no TDAH poderem ser parcialmente
consequéncia da normalizagdo da atividade lateralizada do sistema dopaminérgico (BOIX et
al., 1998). Entretanto, a relacdo entre a lateralidade desse sistema com lateralidades no EEG ¢
pouco investigada. No presente estudo, ndo encontramos lateralidade da concentragdo de DAT
no cortex frontal e hipocampo dos animais controle ou do modelo do TDAH. Esses dados
devem ser interpretados tendo em conta a dinamicidade desses aspectos (RAMIREZ-
SANCHEZ et al., 2021).

A assimetria de dopamina ja havia sido investigada na linhagem SHR, porém somente
em machos (BOIX et al., 1998). Tanto machos SHR quanto KYO exibiram assimetria no
turnover de dopamina avaliado pela relagdo dos niveis de Acido 3,4-di-hidroxifenilacético
(DOPAC — metabélito da dopamina) /dopamina e de Acido homovanilico (HVA — metabélito
de DOPAC) /dopamina no neoestriado ¢ Nucleus Accumbens, mas os resultados ndo indicam
predominancia clara de um hemisfério sobre o outro. As linhagens apresentaram diferenca
somente no Nucleus Accumbens, onde animais SHR mostraram assimetria com maior menor
turnover no HD. As diferencas em relagdo aos achados do presente trabalho podem ter se dado
pela diferenca nos métodos de andlise empregados. BOIX et al., 1998 utilizaram HPLC e
verificaram os niveis de dopamina e de seus metabolitos, enquanto nds avaliamos o
imunoconteudo do DAT, elemento distinto do mesmo sistema. Em pacientes com TDAH, a
dopa-descarboxilase (enzima responsavel pela sintese de dopamina) apresentou assimetria na
sua atividade de forma dependente do sexo (ERNST et al., 1998). Até o momento, os achados
sobre esse fenotipo sdo bastante superficiais, e investigacdes futuras devem utilizar o sexo

como variavel bioldgica.
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Como um marcador ndo-especifico de sinapses, o imunoconteudo da proteina
sinaptofisina foi analisado. A sinaptofisina ¢ uma proteina pré-sindptica encontrada em
neurdnios no geral, ou seja, ndo ¢ especifica para um sistema de neurotransmissores, e foi
selecionada porque o gene que a codifica, SYP, apresenta polimorfismos que se correlacionam
com o TDAH e com a severidade dos seus sintomas (LIU et al., 2013). A lateralidade
apresentada por machos SHR pode ser fisiologica (SHERWOOD et al., 2010), e ndo nos auxilia
na compreensdo das assimetrias verificadas no EEG. Nesse sentido, nossos resultados ndo sao
conclusivos sobre a presenca de assimetrias inter-hemisféricas para proteinas cerebrais para os
animais SHR e controle.

Como limita¢des do trabalho, citamos primeiramente o grande nimero de analises e
comparagdes realizadas na exploracao de mudancas na assimetria inter-hemisférica do modelo
animal do TDAH, uma vez que favorecem a ocorréncia de falso-positivos, justificando que
trabalhos futuros foquem as investigagdes em pardmetros ja sabidamente alterados a partir de
estudos exploratérios como este. Ao mesmo tempo, as analises de assimetria realizadas
utilizam cada individuo como o seu proprio controle, reduzindo a variabilidade nos dados e
aumentando o poder estatistico (DOUGLAS et al., 2018). Ademais, a analise do EEG em
roedores nem sempre desmembra a banda alfa (8-12 Hz) da banda theta (4-12 Hz), uma vez
que elas se sobrepde e que estudos anteriores ndo encontraram frequéncia alfa destacada a partir
da caracterizacdo do EEG dependente de estados fisiologicos em roedores, como sono e vigilia
(CORSI-CABRERA etal., 2021). Levando em conta que outros estudos mais recentes apontam
para a homologia da oscilagdo na frequéncia alfa em roedores e humanos (FRANSEN et al.,
2016), nesse trabalho consideramos essa frequéncia e a analisamos separadamente.

As comparagdes entre os grupos para os resultados do EEG e do imunoconteudo de
proteinas foram realizadas de forma qualitativa, e as andlises dentro dos grupos, de forma

quantitativa. Essa abordagem foi escolhida porque, para uma analise quantitativa/estatistica
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entre os grupos, seria necessario utilizar um valor calculado de indice/score de assimetria (um
unico valor calculado a partir dos valores do HD e do HE). Porém, ndo h4 uma referéncia de
valores conhecidos de indices que representem simetria ou assimetria para os parametros
avaliados, de modo que andlises como essas ndo seriam capazes de indicar o principal
desenlace e objetivo do trabalho: a presenca ou auséncia de assimetrias inter-hemisféricas. A
abordagem de andlise estatistica intra-grupo e pareada nos possibilita tal analise, e por isso foi
escolhida.

Considerando que as alteragdes aqui descritas nao sao exclusivas do TDAH, elas tém
potencial limitado como futuros biomarcadores. Ainda assim, nossos achados auxiliam na
compreensdo da heterogeneidade das alteragdes neurobiologicas da desordem e do modelo
animal mais estudado para o TDAH, especialmente no que diz respeito aos dimorfismos
sexuais, mas também em relacdo a fase especifica do desenvolvimento avaliada, o final da
adolescéncia.

Compreender o substrato neurobioldgico para as alteragdes eletroencefalograficas
encontradas nas fémeas SHR nesse estudo, tendo em vista que ja haviam sido documentadas
de forma similar em pacientes com TDAH, ¢ fundamental para a compreensdo da
heterogeneidade apresentada dentro dos grupos de individuos com TDAH, e apresenta
potencial na identificacdo de marcadores com boa replicabilidade que podem ser uteis no
diagnostico e no acompanhamento do tratamento do TDAH. Com a perspectiva exploratoria
adotada no presente estudo, fomos capazes de contribuir para a compreensdo do modelo animal
mais utilizado do TDAH, sugerindo que as diferencas de sexo possam ser semelhantes aquelas
relatadas em pacientes na clinica. Nossos dados sugerem que as diferencas de sexo presentes
no TDAH podem ser influenciadas por assimetrias cerebrais e levantam a hipotese de que
fémeas SHR podem apresentar alteragcdes emocionais como aquelas apresentadas por pacientes

com TDAH do sexo feminino.
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