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INTRODUCAO METODOLOGIA

O Transtorno de Deficit de Atencao e Hiperatividade (TDAH) € um dos A cyltura priméaria de neurdnios corticais foi feita a partir de embrides de ratos
transtornos neuropsiquiatricos mais comuns da infancia caracterizado por SHR e a estirpe controle Wistar-Kyoto (WKY). Em diferentes dias in vitro (DIV)
sintomas de desatencao, hiperatividade e impulsividade. De etiologia ainda foi feita a imunodeteccio das seguintes proteinas: sinaptofisina, SNAP-25,
pouco esclarecida, o gue se encontrou foram polimorfismos no transportador CREB e pro-BDNF (n = 5-6 culturas independentes). Também foi feita uma
de dopamina e no receptor D4, e nos genes que codificam a proteina de 25 gngjise morfométrica (regido somatodendritica) a partir da imunocitoguimica
kDa associada ao sinaptossoma (SNAP-25) e a sinaptofising, alem de uma .o fluorescéncia para a proteina MAP-2. Foram analisados os seguintes
reducéo nos niveis sericos do fator neurotrofico derivado do encefalo (BDNF). parametros: comprimento total dos neuritos, nimero de raizes, nimero de
Este trabalho buscou mapear o desenvolvimento in vitro dos neuronios do  pontos de ramificagio e comprimento do maior neurito. A analise estatistica foi
cortex pré-frontal utilizando a estirpe de ratos espontaneamente hipertensos realizada por teste t de Student e as diferencas foram consideradas
(SHR), um dos modelos animais mais validados para estudar o TDAH. estatisticamente significativas quando P<0,05.

Adicionalmente, foram analisados 0s niveis de proteinas sinapticas que

recapitulam as alteracOes genéticas encontradas nos pacientes com TDAH.

RESULTADOS
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Fiz. 1. Immmocontendo da simaptofizima (&), da SHAP-25 (B), do CEEE (T} e do pro-BDNFE (1Y) de culturas primarias corticals nearonals das linhagens WEY e SHE no primeiro dia m vitro (1 DIV). Os dados =30 representados
por meadia = amro padrae da media (p=3-6 amostras de diferentes culturas por linhazem) da densitometna obtida da razdo protena’P-actina (4 & B) ou protema/B-tubulma (C & I, *P<0,02, quando sizmficativeamente diferente do
contrale TWEY ). Dados analizados por teste t de Studert.
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Fig. 1. Immmecontende da smaptofizna (A), da SHAP-23 (B), do CFEE (C) e do pro-BDINF (D) de culturas primarasz corbicals neuronais das lmhagens WEY e SHE no segundo dia in witro (2 DIV). Os dades s3o
representados por media = erro padrio da media média (n=3-6 amostras de diferentes cultmras por linhagem) da densiftometria obbida da raz3o proteina/B-actina (A e B) ou protema P-tubuling (C & I, *P<0.03, quando
significativaments diferente do controle (WEY ). Dados analizados por teste t de Student.

5° DIV
Aumento no imunoconteido da sinaptofisina nos neurdonios SHR e reducido da SNAP-25 e do pro-BDNF

A 5 C D
Sinaptofisina SNAP-Z3 CREB pro-BONF
1.5- 1.5, 5. L5
E o =
o E =
s 104 B 1 E 18- Z 10
P | = B —— : E i
= = = — £
£ 0.5 i 0.5 E 8.5 é 0.5
£ o = g
s | 00 . - oo Fig. 5. Pamnel reprezentativo dos neurdmos marcados com o anticorpo
& & 2 + e anti-AMAP-2 (em vermelho) para anahize da regido somatodendrifica e
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[ G 5icupoivinn 34 415 [———] . . -+ peo BENE 28 kDe com DAPI (em azul) para marcagao dos nucleos. A coluna da esquerda
[ - ;... I ..o 5 [ —— .. ftsblinn 3 s representa a linhagem controle WEY & a coluna da direita representa a
Fiz, 3. Innmoconteido da sinaptofizina (4), da SNAP-25 (B), do CREB (C) & do pro-BDNF (D) de culfuras primdrias corticais neuronais das linkagens WEY = SHE no quinto diz in vitro (5 DIV). Os dados sdo ]J-ﬂhﬂg'i[ﬂ SHE. nos diferentes diaz im vifro (DIV): 1, 2, 3 e &
representados por media =+ amo padrac da média (n=3-6 amostras de diferentes culturas por inhagem) da dessitometna obtida da raz3o protema’P-actina (A e B) ou proteina/B-tubulma (C e D). *P=0,03, quando
e e e ET) Dot o i Fotografados com objetiva de 40x. Barra de escala representa 20 um.
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Fig. 4. Aralizs morfometrica dos peurdrios marcadoes com 0 anticorpo amti-MAP-2 para analize da regiZo somatodendriica O= pardmetros apalizados foram: comprimentoe tofal dos neurito: (A), comprimento maximo do peurito (B),
mamers de raizes () e numers de pentos de ramificaczo (D). Oz dados sao reprezentados pela media ao lonze de diferentes dizz i vitre (0 = 3 culturzs distintas, zende analisados 20-40 meuronios por cultora conforme o dia i vitro)
* P03, quando significativaments diferente do controle (WEY). Dadoes analizados por teste © da Student.

CONCLUSAO

O conjunto de resultados sugere que 0s neurdnios corticais do modelo de TDAH apresentam um padrédo de desenvolvimento in vitro alterado, resultando em um
atraso na diferenciacao destes neurdnios. Adicionalmente, foram detectadas alteracoes em proteinas que fazem parte da eficiéncia da neurotransmissao tais como a
sinaptofisina e a SNAP-25. O fator de transcricao CREB e a forma precursora do BDNF estao diminuidos nos neuronios do modelo do TDAH, e estas reducdes
podem estar associadas ao atraso no desenvolvimento in vitro observado nestas culturas. Numa perspectiva translacional, as alteracdes encontradas nos neuronios
do modelo murino do TDAH permitem futuras investigacoes para a melhor compreensao da neurobiologia do transtorno.
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