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RESUMO

O Transtorno de Déficit de Atencédo e Hiperatividade (TDAH) é um dos transtornos psiquia-
tricos mais comuns do desenvolvimento, afetando cerca de 3,4% das criancas e adolescentes e
2,8% dos adultos no mundo. A triade sintomatica do TDAH é caracterizada pela desatencéo,
hiperatividade e impulsividade, sendo que nos meninos com o transtorno prevalece o subtipo
impulsivo e hiperativo, enquanto que nas meninas a desatencdo é o sintoma mais evidente. Os
meninos sao mais diagnosticados com TDAH do que a meninas em uma proporcao de 2,28:1,
sendo que uma possivel explicacdo para esse diagnostico diferencial esta na dificuldade de
identificacdo da desatencdo das meninas com o transtorno. Além disso, estudos de neuroima-
gem ja revelaram que os pacientes com TDAH apresentam um processo de maturacgéo do sis-
tema nervoso central (SNC) mais lento do que pessoas sem o transtorno. Duas proteinas im-
portantes no desenvolvimento e funcionamento do SNC sé&o a SHH (do inglés Sonic He-
dhehog) e Proteina Associada ao Crescimento 43 (GAP-43, do inglés Growth Associated Pro-
tein 43), sendo que alterages nas suas expressoes ja foram identificadas em desordens neuro-
I6gicas, como, autismo e esquizofrenia. A linhagem dos ratos espontaneamente hipertensos
(SHR, do inglés spontaneoulsy hypertensive rats) € um dos modelos animais mais validados
para os estudos sobre 0 TDAH. Embora na vida adulta os animais SHR manifestem hiperten-
sdo, durante a infancia e adolescéncia eles apresentam as principais caracteristicas do trans-
torno, tais como, desatencdo, impulsividade e hiperatividade. Com base nas diferencas de
género e nas alteracfes no desenvolvimento do SNC nesse transtorno, torna-se importante
analisar parametros comportamentais e neuroquimicos durante infancia de animais modelo do
TDAMH. Assim, o objetivo deste trabalho foi avaliar o padrdo de imunoexpressao das proteinas
SHH e GAP-43 e investigar aspectos comportamentais durante a infancia em ambos 0s sexos
dos animais SHR comparados com os animais controles Wistar Kyoto (WKY). Quanto aos
testes comportamentais, realizou-se o teste de preferéncia pelo odor materno no 8° dia pés-
natal (DPN) dos animais e o teste de preferéncia pelo objeto novo no 22° DPN em ambos 0s
sexos e linhagens. Nos mesmos dias pds-natais, o imunocontedo das proteinas SHH e GAP-
43 foram analisados pela técnica de Western blot no hipocampo, no cortex pré-frontal e no
bulbo olfatério de ambos os sexos e linhagens. No modelo animal do TDAH, somente as fé-
meas apresentaram um prejuizo cognitivo em ambos os testes comportamentais durante a in-
fancia. Observou-se um aumento no imunocontetddo da SHH no 22° DPN em comparacgédo
com o 8° DPN no hipocampo de ambas as linhagens e sexos, enquanto que a GAP-43 aumen-
tou no bulbo olfatério e no cortex pré-frontal em ambos os sexos e linhagens. Contudo, 0s
niveis da GAP-43 nessas duas regides, ndo aumentaram nos SHR tanto quanto nos WKY.
Portanto, foi possivel identificar prejuizos cognitivos e diferencas entre os sexos em idades
precoces nos animais modelo do TDAH. Enquanto as alteracdes observadas no imunoconteu-
do das proteinas SHH e GAP-43 também podem estar envolvidas no desenvolvimento do
transtorno e contribuem para um melhor entendimento das bases neurobiolégicas do TDAH.

Palavras-chave: TDAH. Ratos Espontaneamente Hipertensos (SHR). Infancia. Diferencas de
sexo. GAP-43. SHH.
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1. INTRODUCAO COMPREENSIVA

1.1 TRANSTORNO DE DEFICIT DE ATEN(;AO E HIPERATIVIDADE (TDAH)

O Transtorno de Déficit de Atencdo e Hiperatividade (TDAH) é uma desordem psi-
quiatrica do desenvolvimento caracterizada primordialmente pelos sintomas da desatencéo,
hiperatividade e impulsividade, prevalecendo em cerca de 3,4% das criancas e adolescentes
no mundo (POLANCZYK et al., 2015). Entretanto, esse ndo é um transtorno exclusivo do
desenvolvimento, visto que cerca de 65% das criancas diagnosticadas persistem com o trans-
torno até a vida adulta (FARAONE, et al., 2006). Nos adultos, a prevaléncia do TDAH ¢é cer-
cade 2,8% (FAYYAD et al., 2017).

A sintomatologia do TDAH ¢ influenciada pelo género do paciente, as meninas apre-
sentam um subtipo onde predomina a desatencdo enquanto que 0s meninos manifestam de
forma mais robusta a hiperatividade e a impulsividade (BIEDERMAN et al., 2002). Como o
TDAH é frequentemente mais diagnosticado nos meninos do que nas meninas, numa propor-
cdo de 2,28 : 1 (RAMTEKKAR et al., 2010), uma possivel explicacdo para esse diagnostico
diferencial reside na maior facilidade de identificacdo dos sintomas da hiperatividade e impul-
sividade que sdo mais evidentes nos meninos, enquanto que o predominio da desatencdo nas
meninas dificulta o diagnoéstico do TDAH nas pacientes do sexo feminino (BIEDERMAN et
al., 2002).

1.1.1 Etiologia

A base etioldgica do TDAH é complexa e multifatorial, onde tanto fatores ambientais
como genéticos contribuem para o desenvolvimento do transtorno. A transmissdo genética do
TDAH familiar é um dos componentes etioldgicos mais importantes e evidencia a alta herita-
bilidade do transtorno (75%) (BIEDERMAN; FARAONE, 2005). Dentre os fatores que con-
tribuem para o risco de desenvolver o TDHA estdo o parto prematuro, o baixo peso ao nascer,
as complicacGes no parto (HALM@Y et al., 2012; SILVA et al., 2014; HENRIKSEN et al.,
2015), o uso de alcool e tabaco durante a gravidez (LANGLEY et al., 2012; SILVA et al.,
2014). As adversidades psicossociais tais como: discordia conjugal, classe social baixa, tama-
nho familiar, criminalidade paterna e desordem mental materna também aumentam as chances
de desenvolvimento do transtorno (BIEDERMAN; FARAONE; MONUTEAUX, 2002).

A hipofungdo dopaminérgica também se enquadra nas bases neurobiolégicas do
TDAH. Os estudos de neuroimagem ja revelaram redugdes no volume de diversas regides

encefalicas que incluem as areas de sinalizacdo dopaminérgica, tais como: as areas frontocor-



ticoestriais, os ganglios da base, a amigdala, o hipocampo, o tdlamo, o cerebelo e os lobos
temporo parietais (CASTELLANOS, F. X. et al., 2002; SHAW, P. et al., 2006; VALERA et
al., 2007; CORTESE, 2012;). Os modelos animais com disfuncbes dopaminérgicas, polimor-
fismos no transportador de dopamina (DAT) e nos receptores de dopamina também evidenci-
am a hipofungdo dopaminérgica como base do transtorno (GENRO et al., 2010). Aléem disso,
a alta eficiéncia do tratamento com psicoestimulantes, como o metilfenidato, um inibidor do
transporte de dopamina na pre-sinapse via DAT (VOLKOW et al., 2002), contribui para evi-
denciar o papel crucial da dopamina no TDAH (GENRO et al., 2010).

1.1.2 Sintomas e diferencas de género

O TDAMH é caracterizado pela impulsividade, hiperatividade e déficit de atencéo, ou
uma combinacdo desses sintomas de acordo com o DSM-5 (Manual Diagndstico e Estatistico
de Transtornos Mentais 5% edicdo). Os sintomas geralmente sao identificados pelos pais antes
do paciente completar 5 anos de idade (N@VIK et al., 2006). No entanto, a sintomatologia
pode ser influenciada conforme o género, visto que nas meninas diagnosticadas prevalece o
subtipo desatento, enquanto que nos meninos predomina a combinacao entre a impulsividade
e a hiperatividade. Durante o periodo escolar 0s meninos apresentam maiores prejuizos no
convivio social e na aprendizagem do que as meninas. (BIEDERMAN et al., 2002). Além
disso, uma grande proporcao de criangas com TDAH participam de episodios de bullying na
escola, sendo que as meninas normalmente estdo mais envolvidas como vitimas da situacéo,
enquanto que 0s meninos com transtorno praticam mais o ato do bullying por si s6 (N@VIK et
al., 2006).

Além disso, o TDAH frequentemente é acompanhado de outras comorbidades como
desordens primarias de leitura e aprendizagem, transtorno opositivo-desafiador, ansiedade,
depressdo e dificuldades de coordenacdo (WOLRAICH et al., 2011). O autismo, a sindrome
do X fragil, a epilepsia, a injuria cerebral traumatica, a sindrome de Tourrete e os distarbios
do sono também podem acompanhar os pacientes com TDAH (FELDMAN; REIFF, 2014).
Por outro lado, os adultos com TDAH tendem a ter menor grau educacional, menor sucesso
vocacional, prejuizo social e menor cuidado pessoal comparado com pessoas sem o transtorno
(KESSLER et al., 2006;BARKLEY et al., 2008; MANNUZZA et al., 2011). As mulheres
adultas diagnosticadas com TDAH apresentam maiores chances de desenvolver durante a vida
transtornos de ansiedade, depressdo, sintomas somaticos e bulimia quando comparadas aos

homens com 0 mesmo transtorno. Enquanto que os pacientes do sexo masculino se expde com



mais frequéncia a comportamentos de risco, abuso de substéncias ilicitas,alcoolismo, além de
transtornos de conduta e de personalidade (WILLIAMSON; JOHNSTON, 2015).

1.1.3 Diagnostico e tratamento

Embora os estudos estejam aprofundando o conhecimento sobre as bases neurobiolo-
gicas do TDAH a nivel mundial, ndo h& ainda nenhum biomarcador do transtorno, o que res-
tringe o diagndstico somente a observacdo dos sintomas clinicos. Como os sintomas do
TDAMH séo evidenciados durante o desenvolvimento normal das criancas e adolescentes (hipe-
ratividade, desatencao e impulsividade), o diagndstico do transtorno deve priorizar a identifi-
cacdo desses sintomas quando eles se apresentam de maneira exacerbada e persistente, e que
também nédo se adequam ao comportamento normal da idade. Portanto, os critérios utilizados
atualmente para diagnostico de TDAH baseiam-se no DSM-5 (Manual Diagnostico e Estatis-
tico de Transtornos Mentais), da Associacdo Americana de Psiquiatria Americana (APA,
2013) e na CID-10 (Classificagdo Internacional de Doengas), da Organizagao Mundial da
Saude (WHO, 1992). No caso de pacientes em idade escolar, as informag6es sobre o compor-
tamento para auxiliar no diagnostico sdo fornecidas pelas pessoas que convivem diariamente
com a crianga, normalmente os pais ou responsaveis e o0s professores. Na populacdo adoles-
cente e adulta o auto-relato é um elemento adicional importante na identificagdo do TDAH
(FELDMAN; REIFF, 2014).

Os pais de criancas com TDAH normalmente buscam o primeiro tratamento quando 0s
pacientes apresentam cerca de 7 anos de idade (N@VIK et al., 2006). O tratamento para o
TDAH ndo se limita a intervengdes farmacoldgicas, mas também necessita de uma colabora-
cdo entre os profissionais de saude, os educadores, o0 paciente e a sua familia para realizar o
tratamento de forma conjunta e coordenada a longo prazo (WOLRAICH et al., 2011). Quanto
aos medicamentos, 0s psicoestimulantes, como o metilfenidato e a anfetamina sdo a primeira
escolha de tratamento farmacoldgico para 0 TDAH. O metilfenidato é o medicamento mais
utilizado, sendo que cerca de 70% das criangas diagnosticadas respondem bem ao seu trata-
mento e reduzem em 50% os sintomas do TDAH. O metilfenidato atua inibindo o transporta-
dor de dopamina (DAT) promovendo o aumento desse neurotransmissor na fenda sinaptica
(GENRO et al., 2010). As formulacbes para a liberagdo lenta ou sustentada desses medica-
mentos sdo as mais indicadas do que as de liberacéo rapida e curta, pois garantem que o efeito
do psicoestimulante perdure durante todo o dia, amenizando os sintomas durante o horario
escolar e reduzindo os efeitos adversos mais comuns, como, a perda do apetite e perturbagoes

do sono. A atomexitina que € um inibidor seletivo da recaptacdo de noradrenalina, a guanfa-
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cina e a clonidina, agonistas seletivos do receptor ao-adrenérgico também podem ser utiliza-
dos no tratamento do TDAH, porém os seus efeitos ndo sédo tdo potentes quando comparados
aos dos psicoestimulantes (FELDMAN; REIFF, 2014).

1.1.4 Modelo Animal

Os modelos animais sdo muito Uteis nas pesquisas biomédicas devido a facilidade de
analisar o seu sistema nervoso central, 0 seu comportamento e controlar a sua exposi¢éo ao
ambiente, além de possibilitar a realizacdo de diversas intervencdes. Isso é particularmente
relevante em estudos sobre distarbios do desenvolvimento, pois ao contrario de outras desor-
dens psiquiatricas, ndo ha bancos de amostras de tecido cerebral. Assim, ja foram desenvolvi-
dos alguns modelos animais para o estudo do TDAH, que incluem os ratos Naple com alta
excitabilidade, os camundongos nocaute para o transportador de dopamina e 0s camundongos
mutantes coloboma (nocaute no gene SNAP-25), que embora sejam Uteis em algumas aborda-
gens, esses animais ndo preenchem os trés critérios mais utilizados para determinar a validade
de modelo animal (SAGVOLDEN et al., 2005).

De fato, os Unicos animais que apresentam a validade de face, construto e preditiva séo
0s ratos espontaneamente hipertensos (SHR, do inglés spontaneoulsy hypertensive rats)
(SAGVOLDEN et al., 2005) e, portanto, sdo o modelo animal mais utilizado nos estudos so-
bre o TDAH. Esse modelo foi originado a partir de ratos progenitores Wistar Kyoto (WKY)
em 1963 no Japdo (OKAMOTO; AOKI, 1963). Na vida adulta, os animais SHR desenvolvem
hipertensdo, sendo Uteis em estudos cardiovasculares (TAYEBATI et al., 2012). No entanto,
durante a infancia e adolescéncia, esses animais apresentam impulsividade, hiperatividade e
desatencdo, caracteristicas fundamentais do TDAH preenchendo a validade de face do mode-
lo. Como validade de construto, os ratos SHR apresentam disfuncdes dopaminérgicas em re-
gides mesolimbicas, mesocorticais e nigroestriatais. Por fim, os SHR também respondem
adequadamente ao tratamento com metilfenidato prevendo correlatos de TDAH em seres hu-
manos no que se refere ao comportamento, a genética e as funces neuronais ainda ndo mos-
trados na pratica clinica, preenchendo o critério de validade preditiva (SAGVOLDEN et al.,
2005, 2009; SIMCHON et al., 2010).

1.1.5 Desenvolvimento do sistema nervoso central — Comparacéo entre humanos e roe-
dores
O desenvolvimento do sistema nervoso central (SNC) depende interacdo entre fatores

genéticos e estimulos externos, o qual estendem desde da vida uterina até a vida adulta. Sim-
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plificadamente, o processo de desenvolvimento do SNC envolve a transformagio de estrutu-
ras imaturas e ineficientes em estruturas maduras e eficientes (EL-SAYED et al., 2007).
Comparando o processo de amadurecimento do SNC entre roedores e humanos, quanto as
regides do hipocampo e do cértex, os dias embrionarios 18 e 20 dos ratos podem representar o
final do primeiro trimestre e o inicio do segundo trimestre da gestacdo humana (CLANCY et
al., 2001). Enquanto que durante a segunda e terceira semana pos-natal dos roedores equiva-
lem ao desenvolvimento do SNC de criancas de 3 a 6 anos de idade, respectivamente
(MARCO et al., 2011). O esquema abaixo ilustra uma comparacao do periodo de desenvol-

vimento do SNC entre humanos e roedores (Figura 1).

_ o Nascimento Dias pés-natal (DPN)
Dias embrionario (DPN 0) Lactagdo (21 dias)
(DE)
. Gestagdo.(21.dias). ... .. I . I N I I I
DE DE I
18 20 DPN 7 DPN 14 DPN 21
Nascimento
(DPN 0)
Gestacdo (38-42 semanas)
............................................. [ |
| | 1 |
12 trimestre 22 e 32 trimestres
3 anos 6 anos

Figura 1. Comparacéo entre o desenvolvimento do SNC entre roedores e humanos. DE: dia embrioné-
rio; DPN: dia pos-natal (Adaptado de CLANCY et al., 2001; MARCO et al., 2011,
TCHEKALAROVA et al., 2005; WILLIAMS et al., 2008).

No TDAH, estudos de neuroimagem ja relataram que nos pacientes com o transtorno o
processo de maturagdo do SNC ocorre de forma mais lenta e atrasada em diversas regides
encefalicas se comparado com o de pessoas sem o transtorno (EL-SAYED et al., 2007;
RUBIA, 2007; SHAW et al., 2007). Além disso, alteracbes na conectividade na Rede em
Modo Padrdo (DMN, do ingés Default Mode Network), nas redes associadas as fungdes
executivas e no sistema limibico também foram oberservadas no TDAH (CAO et al., 2009;
CASTELLANOS et al., 2009; WANG et al., 2009; FAIR et al., 2010).
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1.1.5.1 Sonic Hedhehog

A SHH (do inglés Sonic Hedhehog) € participante da familia de proteinas Hedgehog e
estd diretamente envolvida no desenvolvimento do sistema nervoso central, especialmente
modelando o tubo neural. A SHH também induz a neurogénese no mesencéfalo dopaminérgi-
co, na corda espinhal e no prosencéfalo basal, assim como regula os neurénios serotoninérgi-
cos e dopaminérgicos da placa neural inferior. Alem disso, a SHH apresenta efeitos neuropro-
tetores e neurotréficos em diversos tipos de neurbénios no sistema nervoso central (CHIANG
et al., 1996; CHARYTONIUK et al., 2002; PATEL et al., 2017). A sua expressao ja foi quan-
tificada em varias espécies, incluindo ratos, camundongos, peixes, sapos, aves e humanos
(CHIANG et al., 1996). No cérebro de ratos, a SHH e os seus receptores, Smoothened (Smo) e
Patched (Ptch), ja foram identificados em diversas regides como no cértex, nos ganglios da
base, no hipotalamo, no cerebelo, no hipocampo, no bulbo olfatério, no talamo e nas menin-
ges (TRAIFFORT et al., 1999; CHARYTONIUK et al., 2002; TRAIFFORT et al., 2010).
Além da importancia durante o desenvolvimento embrionério, a SHH continua sendo secreta-
da apos o0 nascimento. Varios estudos ja demonstraram o envolvimento da sinaliza¢do da SHH
em neuropatologias como, doenca de Parkinson (TSUBOI; SHULTS, 2002; COOPER et al.,
2010), desordens do espectro autista (AL-AYADHI, 2012), epilepsia (LONG, F. et al.,
2001;BANERJEE et al., 2005; FENG et al., 2016), sindrome de Down (DAS et al., 2013;
DUTKA et al., 2015) e alteracGes de locomogéo (DASS et al., 2002). Enquanto que a hipera-
tivacdo da sinalizacdo da SHH relaciona-se com o desenvolvimento de tumores cerebrais, tais
como, gliomas, meduloblastoma, adenomas pituarios, glioblastoma multiforme, astrocitoma,
hemartoma hipotalamico e tumores primitivos do neuroectoderma (revisado em PATEL et al.,
2017).

1.1.5.2 GAP-43

A Proteina Associada ao Crescimento 43 (GAP-43, do inglés Growth Associated Pro-
tein 43) esta presente de forma abundante nos cones axonais em crescimento, desempenhando
papel fundamental na plasticidade neural durante o desenvolvimento do sistema nervoso cen-
tral (GRASSELLI et al., 2013). Camundongos que ndo expressam a proteina GAP-43 apre-
sentam prejuizos em diversas vias de sinalizacdo no SNC e menores taxas de sobrevivéncia
apos o nascimento (STRITTMATTER et al., 1995; MAIER et al., 1999). A GAP-43 néo ¢
importante somente durante o desenvolvimento, visto que ela também participa da remodela-
cao axonal no encefalo adulto (GRASSELLI et al., 2013). Alteraces na sua expressdo ja fo-

ram observadas em algumas neuropatologias humanas, tais como, esclerose multipla, doenca
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de Alzheimer e esquizofrenia, assim como nos seus respectivos modelos animais, 0s quais
podem sugerir a ocorréncia de danos axonais (GRASSELLLI et al., 2013). Em pacientes com a
doenca de Alzheimer, a expressdo de GAP-43 estd diminuida no cértex frontal e em algumas
areas do hipocampo, havendo uma correlacdo positiva entre a presenca da proteina com as
placas senis (BOGDANOVIC et al., 2000). Na esclerose multipla, a GAP-43 também apre-
senta-se em menor quantidade em 74% das lesGes na matéria branca, independentemente do
grau da lesdo (TEUNISSEN et al., 2006). Na esquizofrenia por sua vez, analises de tecidos
post-mortem ja identificaram uma maior quantidade de GAP-43 nas regifes do cortex frontal
e visual de pacientes esquizofrénicos (PERRONE-BIZZOZERO et al., 1996). Diversos estu-
dos ja reportaram o envolvimento da GAP-43 na liberacdo dos neurotransmissores e na plasti-
cidade sinaptica, interagindo com 0s componentes da maquinaria sindptica, como a Proteina
Associada ao Sinaptossoma 25 (SNAP-25, do inglés Synaptosomal-associated protein 25), a
sintaxina, a Proteina de Membrana Associada a Vesicula (VAMP, do inglés Vesicle associa-
ted membrane proteins) e a rabaptina-5, a qual regula a reciclagem das vesiculas sinapticas
(revisado em GRASSELLI et al., 2013).
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1.2 JUSTIFICATIVA

Durante as fases iniciais da vida, o sistema nervoso central naturalmente passa por um
intenso processo de maturacdo e remodelacao sinaptica. Algumas alteragdes comportamentais
e neuroguimicas ja sdo conhecidas para 0 TDAH e ocorrem no decorrer da infancia do pacien-
te, mas nédo explicam na sua totalidade as diferencas na sintomatologia e na resposta ao trata-
mento. De fato, cerca de 30% das criancas ndo respondem bem ao tratamento e ainda neste
contexto ha uma clara diferenca de género na sintomatologia. Com isso, surge a necessidade
de analisar minuciosamente e identificar tais alteracbes ao longo da infancia nos ratos SHR
machos e fémeas, com o intuito de contribuir para o entendimento da neurobiologia do TDAH

bem como investigar novas drogas com melhor potencial terapéutico.
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1.3 OBJETIVO

1.3.1 Objetivo geral
O presente estudo visou investigar aspectos comportamentais ¢ o padrdo de expressao

de proteinas envolvidas no desenvolvimento do SNC durante a infancia, com énfase nas dife-
rengas entre os sexos de um modelo animal do Transtorno de Déficit de Atencédo e Hiperativi-
dade (TDAH), mimetizados pelos ratos SHR e comparados ao seu controle Wistar Kyoto
(WKY) a fim de aprofundar os conhecimentos sobre as bases neurobioldgicas desse transtor-

no.

1.3.2 Objetivos especificos
e Avaliar diferencas comportamentais durante o inicio e o final da infancia dos animais
da linhagem SHR (modelo de TDAH) comparados a linhagem controle WKY em am-
bos os sexos.
o Verificar diferengas no imunocontetdo de proteinas relacionadas ao desenvolvimento
em periodos iniciais e finais da infancia de ambos sexos da linhagem SHR comparadas

a linhagem controle WKY.
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RESUMO

O Transtorno de Déficit de Atencédo e Hiperatividade (TDAH) é um dos transtornos psiquia-
tricos mais comuns da infancia, cuja sintomatologia sofre forte influéncia do género. Os estu-
dos de neuroimagem revelam que no TDAH ocorre um atraso na maturacdo do sistema nervo-
so central (SNC) dos pacientes. Neste trabalho, foram utilizados os ratos espontaneamente
hipertensos (SHR, do inglés spontaneoulsy hypertensive rats), pois sdo considerados 0 mode-
lo mais validado para os estudos sobre 0 TDAH. No decorrer da infancia desses animais, fo-
ram realizados testes comportamentais e analisados os niveis de duas proteinas envolvidas
com o desenvolvimento do sistema nervoso central: a SHH (do inglés Sonic Hedhehog) e a
Proteina Associada ao Crescimento 43 (GAP-43, do inglés Growth Associated Protein 43).
No 8° dia pés-natal realizou-se o teste de preferéncia pelo odor materno e no 22° dia pos-
natal, o teste de preferéncia pelo objeto novo foi aplicado nos animais Wistar Kyoto (WKY) e
SHR de ambos os sexos. O imunocontetdo das proteinas SHH e GAP-43 foram analisados no
8° e no 22° dia pos-natal no hipocampo, cértex pré-frontal e bulbo olfatério de ambos os se-
xo0s dos animais WYK e SHR. Somente as fémeas SHR apresentaram um prejuizo cognitivo
em ambos os testes comportamentais durante a infancia. Além disso, observou-se um aumen-
to no imunocontetdo da SHH no 22° dia p6s-natal (DPN) em comparacdo com o 8° DPN em
ambas as linhagens e sexos no hipocampo, enquanto que a GAP-43 aumentou dessa forma no
bulbo olfatério e no cortex pré-frontal em ambos os sexos e linhagens. Contudo, no bulbo
olfatdrio e no cortex pré-frontal ambos o0s sexos dos animais SHR ndo aumentaram o0s niveis
da GAP-43 na mesma proporcao que os animais controles WKY. Os dados comportamentais
mostram que ja é possivel identificar prejuizos cognitivos e diferencas entre os sexos em ida-
des bastante precoces dos animais modelo do TDAH. Enquanto que a analise neuroquimica
revela que as alteracBes na imunoexpressdo de proteinas importantes no desenvolvimento do

sistema nervoso central também podem estar envolvidas na neurobiologia do TDAH.

Palavras-chave: TDAH. Ratos espontaneamente hipertensos (SHR). Infancia. Diferencgas de
sexo. GAP-43. SHH.
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1. Introdugéo

O Transtorno de Deficit de Atencdo e Hiperatividade (TDAH) é uma desordem psi-
quiatrica do desenvolvimento caracterizada pelos sintomas da desatencdo, hiperatividade e
impulsividade, prevalecendo em cerca de 3,4% das criancas e adolescentes no mundo [1].
Outra caracteristica importante reside na influéncia que a sintomatologia do TDAH sofre de
acordo com o género do paciente, visto que 0s meninos com o transtorno manifestam de for-
ma mais evidente a hiperatividade e impulsividade, enquanto que nas meninas com TDAH

prevalece o sintoma da desatengéo [2].

Embora diversos estudos estejam aprofundando o conhecimento sobre as bases neuro-
bioldgicas desse transtorno, ainda ndo ha nenhum biomarcador do TDAH, restringindo o seu
diagndstico a identificacdo dos sintomas clinicos dos pacientes. Além disso, 0 TDAH é fre-
quentemente mais diagnosticado nos meninos do que nas meninas, numa proporgéo de 2,28 :
1 [3]. Uma possivel explicacdo para esse diagnostico diferencial reside na maior facilidade de
identificacdo dos sintomas da hiperatividade e impulsividade que sdo mais evidentes nos me-
ninos, enquanto que o predominio da desatencdo nas meninas dificulta o diagndstico do
TDAH nas pacientes do sexo feminino [2].

O modelo animal mais utilizado nos estudos sobre 0 TDAH sdo 0s ratos espontanea-
mente hipertensos (SHR, do inglés spontaneoulsy hypertensive rats), visto que sdo 0s Unicos
animais que apresentam validade de face, construto e preditiva, trés critérios que o determi-
nam como um bom modelo animal [4]. Na vida adulta, os animais SHR desenvolvem hiper-
tensdo, sendo Uteis em estudos cardiovasculares [5]. No entanto, durante a infancia e adoles-
céncia, esses animais apresentam impulsividade, hiperatividade e desatencdo, as caracteristi-
cas fundamentais do TDAH [4].

Estudos de neuroimagem ja relataram que nos pacientes com TDAH o processo de
maturacdo do sistema nervoso central (SNC) ocorre de forma de mais lenta e atrasada em di-
versas regides encefalicas se comparado com o de pessoas sem o transtorno [6-8]. A proteina
SHH (do inglés Sonic Hedhehog) e proteina a Proteina Associada ao Crescimento 43 (GAP-
43, do inglés Growth Associated Protein 43) estdo diretamente envolvidas no desenvolvimen-
to, plasticidade e maturacdo do SNC [9-11]. Além disso, alteracBes nas expressdes e vias de
sinalizacdo da SHH e da GAP-43 ja foram identificadas em neuropatologias, tais como, de-

sordens do espectro autista [12] e esquizofrenia [13], respectivamente.
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Com base nas diferencas de género e nas alteragcdes no desenvolvimento do SNC no
TDAMH, torna-se importante analisar parametros comportamentais e neuroquimicos na infan-
cia de animais modelo do TDAH. Assim, o objetivo deste estudo € investigar os aspectos
comportamentais e as variacdes do imunoconteddo das proteinas SHH e GAP-43 durante a
infancia, com énfase nas diferencas entre os sexos de um modelo experimental do Transtorno
de Déficit de Atencgdo e Hiperatividade (TDAH), mimetizados pelos ratos SHR comparados
ao seu controle (WKY) a fim de aprofundar os conhecimentos sobre as bases neurobioldgicas

desse transtorno.

2. Materiais e Métodos

2.1 Animais

Ratos da linhagem SHR criados a partir de progenitores Wistar Kyoto (WKY) foram
utilizados e assim a linhagem de ratos WKY foi selecionada como controle para os SHR. Os
animais foram provenientes do Biotério Setorial do Departamento de Bioquimica da UFRGS.
Os animais foram alimentados com racdo comercial e 4gua a vontade e mantidos em gaiolas
residéncia nas salas de experimentacdo do préprio Biotério, as quais apresentam temperatura
de 22 £+ 2 °C, umidade entre 60-80 % e ciclo claro/escuro de 12 horas. Apos as realizacdo dos
testes comportamentais no 8° e no 22° dia pos-natal (DPN), os animais foram eutanasiados
por decapitacdo, sendo dissecadas as regies encefalicas do hipocampo, cortéx pré-frontal e
bulbo olfatério para posterior analise por imunoblotting. Todos os procedimentos experimen-
tais estdo de acordo com o Guia para Cuidados e Utilizacdo de Animais de Laboratério (Guia
do Instituto Nacional de Salde dos Estados Unidos - NIH) e com a Sociedade Brasileira de
Neurociéncias e Comportamento (SBNeC). Este trabalho foi aprovado pela Comisséo de Eti-
ca no Uso de Animais da UFRGS (CEUA-UFRGS — Numero de protocolo 29196).

2.2 Desenho experimental

O dia pds-natal (DPN) zero representa o dia de nascimento dos animais, a partir de en-
tdo foi dado inicio ao protocolo do estudo. Apds 8 dias (DPN 8), os animais de ambas as li-
nhagens e sexos foram submetidos ao teste de preferéncia de odor materno e, em seguida,
metade da ninhada de animais foi eutanasiada e amostras de hipocampo, cortex pré-frontal e
bulbo olfatorio foram armazenadas para posterior anélise por Western Blot. No DPN 21, os
animais realizaram o 1° dia de habituacdo ao aparato do campo aberto. No dia seguinte (DPN
22), os animais foram submetidos ao 2° dia de habituacdo e imediatamente apos foi realizado

0 teste de reconhecimento de objeto novo. Finalmente, novamente amostras de hipocampo,
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cortex pré-frontal e bulbo olfatério dos animais foram armazenados para posterior analise
neuroquimica por Western Blot. O esquema abaixo ilustra o desenho experimental realizado

nesse trabalho (Figura 2).

DPN O DPN 8 DPN 21 DPN 22

| | | |
[ I | |

Nascimento Teste de Preferéncia 1° dia de 2° dia de RO - Sesséo de RO - Sessdo de
pelo Odor Materno Habituagdo Habituagio Treino Teste

e © O-0-©

l |

Hipocampo Hipocampo
\fé CD:'I:ex ::Irfe-frc:.ntal (D Cortex pré-frontal
“Pmeg Bulbo Olfatério Q & Bulbo Olfatério

Figura 2. Desenho Experimental ilustrado do estudo. (DPN: dia po6s-natal; RO: Teste de Reconhecimento de
Objeto Novo).

2.3 Teste de Preferéncia pelo Odor Materno

No 8° dia pds-natal, os grupos de animais WKY e SHR de ambos 0s sexos realizaram
a tarefa comportamental de preferéncia pelo odor materno. Essa tarefa avalia o vinculo exis-
tente entre os filhotes e a mae, visto que estudos anteriores ja demonstraram que uma relacéo
estavel entre a mae e a prole é fundamental para que haja um crescimento e desenvolvimento
comportamental adequado dos roedores. A tarefa de preferéncia pelo odor materno foi reali-
zada em uma caixa de plastico (34 cm x 24 cm x 40 cm), dividida em 2 &reas sendo separadas
por uma zona neutra de 2 cm. No inicio de cada teste, foram colocadas no canto de cada area
300 ml de maravalha limpa, considerada como odor neutro, e 300 ml de maravalha da caixa
de moradia, considerada como odor materno. O filhote foi posicionado na regido correspon-
dente a area neutra. Para cada animal foram realizadas 5 sessdes com duracdo de 1 minuto
cada e 1 minuto de intervalo entre elas. Ao fim de cada sessdo, a caixa foi higienizada com

alcool 70% e as maravalhas randomicamente posicionadas [14].

2.4 Teste de Reconhecimento de Objeto Novo

O teste de reconhecimento de objeto novo foi baseado no estudo de Morgan et al.,
(2011). Utilizou-se o aparato do campo aberto, que consiste em uma caixa de madeira preta de
formato redondo (50 cm x 41 cm). Os animais foram habituados ao aparato durante dois dias
que consistiram em sessdes de exposi¢do ao aparato por cinco minutos seguidos de intervalos
de dois minutos. A habitacdo foi de um total de oito sessdes por dia sendo que foi permitido
aos animais explorarem livremente o aparato. A habituacdo ao aparato foi realizada no 21° dia

pos-natal e novamente no 22° dia pos-natal, sendo a sesséo de treino realizada logo em segui-
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da ao término do segundo dia de habituacdo. Nessa sessdo, 0s animais sdo expostos durante 5
minutos aos dois objetos idénticos dispostos no aparato. Apds o intervalo de dois minutos da
sessdo de treino foi realizada a sessdo de teste. Nessa sessdo, um dos objetos foi substituido
por um objeto novo e os animais 0s exploraram por 5 minutos. Os objetos consistiam em gar-
rafas (13 cm de altura) que diferiam em cor, formato e textura que foram posicionadas em
cantos opostos do aparato e 9 cm de distancia da parede. O aparato e os objetos foram higie-
nizados com alcool 70% entre cada sessdo. Para calcular o tempo de exploracdo nos objetos,
foi cronometrado o tempo em que o animal direcionou o nariz para 0 objeto a uma distancia
de <2 cm e/ou tocou o objeto com o nariz ou com as patas dianteiras. O software Anymaze

filmou e quantificou a locomogéo dos animais.

2.5 Western Blot

O imunoconteudo das proteinas SHH e GAP-43 foi avaliado no hipocampo, cortex
pré-frontal e bulbo olfatorio de animais WKY e SHR de 8° e 22° dia pds-natal. As estruturas
foram homogeneizadas utilizando SDS 5% (dodecil sulfato de sédio) com 0,1% de inibidores
de fosfatase e de protease (Sigma, Sdo Paulo/Brasil) e armazenadas a -20°C. A quantificacdo
de proteina total foi determinada pelo ensaio de &cido bicinconinico (BCA, Pierce), utilizando
albumina serica bovina (ASB) como padrdo (Sigma-Aldrich, S&o Paulo/Brasil). As amostras
foram normalizadas para a quantidade final de proteina entre 2 pg/uL. Cerca de 40 pg de pro-
teina foram aplicadas e separadas em gel poliacrilamida por SDS-PAGE (12-14% o gel de
corrida). Apds a separacdo por eletroforese, as proteinas foram transferidas do gel para mem-
branas de nitrocelulose (Amersham, Sdo Paulo/Brasil). O blogueio foi realizado durante 1h a
temperatura ambiente. As membranas para marcacdo da Shh foram bloqueadas e incubadas
com 5% leite desnatado em solugéo salina tamponada contendo Tris e 0,1% Tween-20 (TBS-
T). Para a marcagéo da GAP-43, as membranas foram bloqueadas e incubadas com 3% ASB
em solucéo salina tamponada com Tris e Tween-20 0,1% (TBS-T). A incubag&o foi overnight
(durante a noite) a 4°C com os seguintes anticorpos primarios: monoclonal de camundongo
anti-SHH (1:2000, Abcam) e policlonal de coelho anti-GAP-43 (1:4000, Abcam). As mem-
branas foram lavadas com TBS-T e incubadas com seus respectivos anticorpos secundarios
conjugados a horseradish peroxidase (HRP) por 1h a temperatura ambiente e a revelacédo foi
feita com a adicdo do substrato quimioluminescente ECL (Amersham, S&o Paulo/Brasil). A
andlise densitométrica foi realizada utilizando o software ImageJ. A B-tubulina é uma proteina

constitutiva e foi utilizada como controle enddgeno para a expressao de proteinas, sendo
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quantificada pela incubagdo do anticorpo monoclonal de camundongo anti-f-tubulina
(1:10000, Santa Cruz Biotechnologies, Sdo Paulo/Brasil).

2.6 Analises estatisticas

Os dados comportamentais foram expressos como média £ erro padrdo da média e
analisados por teste t de Student pareado ou ndo pareado, ou ANOVA de duas vias seguida de
teste pos hoc de Tukey. Os dados do Western Blot foram expressos como média + erro padréo
da média e analisados por ANOVA de duas vias seguida de teste pos hoc de Tukey para mul-
tiplas comparagdes, cujos fatores foram dias pds-natais e linhagem. As diferencas foram con-

sideradas significativas quando P <0,05.

3. Resultados

3.1 Teste de Preferéncia pelo Odor Materno

A figura 3 mostra o desempenho dos animais Wistar Kyoto (WKY) e SHR de ambos
0s sexos no teste de preferéncia pelo odor materno no 8° dia pés-natal. Os machos WKY néo
apresentaram diferengas no tempo gasto em cada area correspondente a maravalha oriunda do
odor materno ou odor neutro. As fémeas WKY gastaram mais tempo na area com a maravalha
proveniente da caixa de moradia (odor materno) do que a maravalha nova (odor neutro) (t =
3,224; P = 0,0045). Quanto as fémeas SHR, ndo houve diferenca significativa entre os tempos
de cada area. Os machos SHR por sua vez, gastaram mais tempo na area correspondente a
maravalha vinda da caixa de moradia (t = 2,796; P = 0,0093).

Teste de Preferéncia pelo Odor Materno - DPN 8

—_— [ odor materno / machos
150 EB88 odor neutro / machos
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Figura 3. Desempenho de ambos os sexos dos animais WKY e SHR no teste de preferéncia pelo odor materno.
Os dados sdo representados por média + erro padrdo da média do tempo gasto na &rea do odor neutro ou na area
do odor materno por ambos os sexos das linhagens WKY e SHR (n = 17 — 29, por grupo). Dados analisados por
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teste t de Student pareado. **P<0,01, quando significativamente diferente entre o tempo gasto na area do odor
neutro e na do odor materno no mesmo grupo. (DPN: dia pds-natal).

3.2 Tarefa de reconhecimento de objeto novo

A figura 4 representa a locomogao dos animais WKY e SHR de ambos 0s sexos em
cada sessdo da habituagdo ao aparato do teste de reconhecimento de objeto novo no primeiro
dia de experimento. As fémeas SHR apresentaram hiperlocomocdo na 12 (t = 6,034; P =
0,0001) e na 22 (t = 3,147; P = 0,0041) sessdo da habituacdo comparadas as fémeas WKY nas
mesmas sessdes. Os animais machos SHR também apresentaram uma hiperlocomogdo na 12 (t
= 4,287; P = 0,0003) e na 22 (t = 2,582; P = 0,0167) sessdo da habituacdo comparados aos

machos WKY nas mesmas sessoes.
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Figura 4. Desempenho de ambos o0s sexos dos animais WKY e SHR na habituacéo ao aparato do teste de reco-
nhecimento de objeto novo no primeiro dia de experimento. Os dados sdo representados pela media da distancia
total percorrida por ambos sexos e linhagens WKY e SHR (n = 10 — 19, por grupo). Dados analisados por teste t
de Student ndo pareado. *P<0,05, **P<0,01, ***P<0,001 ****P<(0,0001, quando significativamente diferente
entre a distancia total percorrida em cada sessdo de habituag¢do entre machos e fémeas de cada linhagem. (DPN:
dia p6s-natal).

A figura 5 mostra a locomogéo dos animais WKY e SHR de ambos 0s sexos na habi-
tuacdo ao aparato do teste de reconhecimento de objeto novo, no segundo dia de habituacéo.
Na 32 sessao houve uma diferenca significativa entre as fémeas WKY e as fémeas SHR (P =
0,0008; t = 3,798). Na 5? sessdo houve uma diferenca significativa na locomocao entre 0s ma-
chos WKY e os machos SHR (t = 2,059; P = 0,0493).
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2° Dia de Habituacao - DPN 22
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Figura 5. Desempenho de ambos os sexos dos animais WKY e SHR na habituacéo ao aparato do teste de reco-
nhecimento de objeto novo no segundo dia de experimento. Os dados sdo representados pela média da distancia
total percorrida por ambos sexos e linhagens WKY e SHR (n = 10 — 19, por grupo). Dados analisados por teste t
de Student ndo pareado. *P<0,05, ***P<0,001, quando significativamente diferente entre a distancia total per-
corrida em cada sessdo de habituagdo entre machos e fémeas de cada linhagem. (DPN: dia pos-natal).

A figura 6 representa o tempo de exploracdo de ambos 0s objetos na sesséo de treino
no teste de reconhecimento de objeto novo de ambos os sexos e linhagens. Os animais ma-
chos e fémeas SHR exploraram menos tempo 0s ambos 0s objetos na sessao de treino compa-
rados com ambos os sexos dos animais WKY (F (1, 45y = 31,02; P = 0,0001).
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Teste de Reconhecimento de Objeto Novo
Sessdo de Treino - DPN 22
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Figura 6. Exploracéo total em ambos os objetos na sessdo de treino. Os dados sdo representados por média +
erro padrdo da média do tempo total de exploragdo de ambos os objetos na sesséo de treino por ambas as linha-
gens e sexos (n = 7 - 17 por grupo). Dados analisados por ANOVA de duas vias seguida de teste pos hoc de
Tukey. **** P < 0,0001, quando significativamente diferente entre o tempo de exploracdo dos objetos entre as
linhagens. (DPN: dia p6s-natal).

A figura 7 representa o tempo de exploracdo em cada objeto na sessdo de teste por
ambos 0s sexos e linhagens no teste de reconhecimento de objeto novo. Os animais machos e
fémeas WKY mostraram uma tendéncia a explorar mais o objeto novo do que o familiar na
sessdo de teste (P = 0,055 e P = 0,099, respectivamente). Os machos SHR exploraram mais o
objeto novo do que o familiar (t = 5,353; P = 0,0001) enquanto as fémeas SHR exploraram

igualmente ambos 0s objetos na sessdo de teste.
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Figura 7. Exploracdo dos objetos na sessdo de teste pelos animais WKY e SHR de ambos os sexos no teste de
reconhecimento de objeto novo. Os dados sdo representados por média + erro padrdo da média do tempo de
exploracéo em cada objeto na sesséo de teste por ambas as linhagens e sexos (n = 7 - 17 por grupo). Dados anali-
sados por ANOVA de duas vias seguida de pos hoc de Tukey para multiplas comparagdes. **** P < 0,0001,
guando o tempo de exploracéo entre o objeto novo e o familiar for significativamente diferente entre 0 mesmo
grupo. (F: Objeto familiar; N: Objeto novo; DPN: dia p6s-natal).

3.3 Western Blot
3.3.1 Bulbo Olfatorio

A figura 8 mostra o imunoconteudo da proteina SHH no bulbo olfatdrio dos animais
machos e fémeas de ambas as linhagens no 8° e no 22° dia pos-natal. As amostras de bulbo

olfatério dos animais de ambas linhagens e sexo ndo apresentaram nenhuma diferenca no
imunocontetdo da proteina SHH entre os dias pds-natais.



28

SHH - Bulbo Olfatério - DPN 8 e DPN 22

1.5-
& Machos

@ Fémeas

Imunoreatividade
(SHH/B-tubulina)

B-1UDUIING M- —————— - 55kDa
SHH S S S8 S B S B S 45kDa

Figura 8. Imunocontetdo da SHH no bulbo olfatério dos animais WKY e SHR de ambos os sexos no 8° e no
22° dia pos-natal. Os dados sdo representados por média + erro padrdo da média do imunocontetdo em cada dia
e grupo analisado (n = 7 por grupo). O ANOVA de duas vias seguida do pos hoc de Tukey ndo revelou efeito no
imunoconteldo da SHH entre os dias pds-natais, os sexos e as linhagens. (DPN: dia pds-natal).

A figura 9 mostra o imunocontetdo da proteina GAP-43 no bulbo olfatério dos ani-
mais machos e fémeas de ambas as linhagens no 8° e no 22° dia p6s-natal. A ANOVA de
duas vias seguida do pos hoc de Tukey revelou um efeito entre os dias pds-natais, indicando
um aumento do imunocontetudo da GAP-43 no 22° dia pds-natal comparado ao 8° dia pés-
natal em ambas as linhagens e sexos (F (1, 42) = 108,2; P = 0,0001). Houve também um efeito
entre as linhagens WKY e SHR no 22° dia p6s-natal, onde os SHR ndo aumentaram o imu-
noconteudo da GAP-43 tanto quanto 0s WKY (F (1, 23) = 4,527; P = 0,0443).
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Figura 9. Imunocontetdo da GAP-43 no bulbo olfatério dos animais WKY e SHR de ambos 0s sexos no 8° e no
22° dia pos-natal. Os dados sdo representados por media + erro padrdo da média do imunocontetdo em cada dia
e grupo analisado (n = 7 por grupo). Os dados foram analisados por ANOVA de duas vias seguida do pos hoc de
Tukey para miltiplas comparag@es. *#P <0,0001, *P < 0,05. (DPN: dia pés-natal).

3.3.2 Cortex pré-frontal

A figura 10 mostra o imunocontetdo da proteina SHH no cortex pré-frontal dos ani-
mais machos e fémeas de ambas as linhagens no 8° e no 22° dia pds-natal. Ndo foram encon-
tradas nenhuma diferenca estatistica entre os dias pds-natais, nem entre 0s sexos e as linha-

gens.
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Figura 10. Imunocontetdo da SHH no cortex pré-frontal dos animais WKY e SHR de ambos 0s sexos no 8° e
no 22° dia pés-natal. Os dados sdo representados por média * erro padrdo da média do imunocontetido em cada
dia e grupo analisado (n = 7 por grupo). O ANOVA de duas vias seguida do pos hoc de Tukey néo revelou efeito
no imunocontetdo da SHH entre os dias pos-natais, 0s sexos e as linhagens. (DPN: dia p6s-natal).

A figura 11 mostra o imunoconteido da proteina GAP-43 no cortex pré-frontal dos
animais machos e fémeas de ambas as linhagens no 8° e no 22° dia p6s-natal. A ANOVA de
duas vias seguida do pos hoc de Tukey revelou um efeito entre os dias pds-natais, indicando
um aumento do imunoconteddo da GAP-43 no 22° dia p6s-natal comparado ao 8° dia pos-
natal em ambas as linhagens e sexos (F (1, 48y = 235,1; P = 0,0001). Houve também um efeito
entre as linhagens WKY e SHR no 22° dia p6s-natal, onde os SHR aumentaram o imunocon-
teddo da GAP-43 em uma maior proporcdo comparados aos WKY (F (1, 22) = 12,31; P =
0,0020).
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Figura 11. Imunocontetdo da GAP-43 no cortex pré-frontal dos animais WKY e SHR de ambos os sexos no 8°
e no 22° dia pds-natal. Os dados séo representados por média + erro padrdo da média do imunocontedo em cada
dia e grupo analisado (n = 7 por grupo). Os dados foram analisados por ANOVA de duas vias seguida do pos
hoc de Tukey para multiplas comparag@es. ###P<0,0001, **P<0,01. (DPN: dia pos-natal).

3.3.3 Hipocampo

A figura 12 mostra o imunocontetdo da proteina SHH no hipocampo dos animais ma-
chos e fémeas de ambas as linhagens no 8° e no 22° dia pds-natal. A ANOVA de duas vias
seguida do pos hoc de Tukey revelou um efeito entre os dias pds-natais, indicando um aumen-
to do imunocontetido da SHH no 22° dia pds-natal comparado ao 8° dia p6s-natal em ambas

as linhagens e sexos (F (1, 48y = 19,50; P = 0,0001).
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Figura 12. Imunoconteddo da SHH no hipocampo dos animais WKY e SHR de ambos 0s sexos no 8° e no 22°
dia pos-natal. Os dados sdo representados por média * erro padrdo da média do imunocontetdo em cada dia e
grupo analisado (n = 7 por grupo). Os dados foram analisados por ANOVA de duas vias seguida do pos hoc de
Tukey para maltiplas comparagdes. *#P<0,0001. (DPN: dia p6s-natal).

A figura 13 mostra o imunocontetdo da proteina GAP-43 no hipocampo dos animais
machos e fémeas de ambas as linhagens no 8° e no 22° dia p6s-natal. Ndo foram encontrados

nenhuma diferenca estatistica entre os dias pos-natais, nem entre 0s sexos e as linhagens.
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Figura 13. Imunocontetdo da GAP-43 no hipocampo dos animais WKY e SHR de ambos 0s sexos no 8° e no
22° dia pos-natal. Os dados sdo representados por média + erro padrdo da media do imunocontetdo em cada dia
e grupo analisado (n = 7 por grupo). O ANOVA de duas vias seguida do pos hoc de Tukey ndo revelou efeito no
imunocontedo da SHH entre os dias pds-natais, 0s sexos e as linhagens. (DPN: dia p6s-natal).

4. Discussao

O presente trabalho investigou possiveis diferencas comportamentais durante a infan-
cia dos ratos machos e fémeas utilizados e validados como modelo experimental para o estudo
do TDAH. Paralelamente, foram realizadas analises dos niveis proteicos da Sonic hedgehog
(SHH) e GAP-43 em estruturas cerebrais envolvidas nos parametros comportamentais anali-

sados.

O teste de preferéncia pelo odor materno é baseado na aprendizagem pelo olfato [16],
pois o olfato é determinante para a sobrevivéncia dos animais nos primeiros dias pos-natais,
visto que é por meio da identificacdo do odor da mée que os filhotes sdo capazes de se locali-
zarem, buscarem abrigo e se alimentarem [17]. Caso o vinculo mae-prole esteja estabelecido
adequadamente, a tendéncia natural do filhote é preferir a area contendo o odor familiar da
mée. Neste estudo, os animais machos WKY ndo demonstraram preferéncia por nenhum dos
dois odores apresentados, ao passo que as fémeas WKY preferiram a maravalha com o odor
materno. O vinculo estabelecido entre a mée e a prole é essencial para o desenvolvimento
adequado tanto de roedores [18,19] quanto de humanos [20]. Embora ja tenha sido observado
gue ambos 0s sexos de ratos Wistar (animais progenitores dos ratos Wistar Kyoto e ampla-

mente utilizados em diversos estudos), manifestam uma preferéncia pela maravalha que con-
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tém o odor materno [21], hd uma caréncia de estudos com os animais WKY nesse teste com-
portamental. Portanto, esse resultado pode indicar um padrdo comportamental caracteristico
da linhagem WKY. Quanto aos animais SHR, os machos preferiram o odor materno, enquan-
to que as fémeas ndao demonstraram nenhuma preferéncia. No estudo de Prediger et al.,
(2005), ja foi observado que os machos adultos SHR também ndo apresentaram nenhum pre-
juizo na discriminacédo olfatéria comparados aos machos Wistar. Quanto as fémeas SHR, se
faz necessaria a realizacdo de outros estudos que embasem o prejuizo na aprendizagem olfaté-
ria observado nesse trabalho. Entretanto, € importante ressaltar que diferencas na maturacéao
encefélica entre os géneros dos pacientes com TDAH j& estdo descritas nas literatura [23,24] e
podem corroborar com o comportamento distinto apresentado entre machos e fémeas SHR no
8° dia pos-natal. Entdo, a partir desse dado se verifica que as diferencas entre 0s sexos nos
animais modelo do TDAH ja podem ser observadas em idades mais precoces da vida, e influ-

enciam a aprendizagem mediada pelo olfato nos animais modelo do transtorno.

As funcgdes executivas compreendem um conjunto de processos cognitivos, responsa-
veis pelo controle dos nossos pensamentos, emocdes e comportamento. No TDAH, ja esta
bem estabelecido o prejuizo existente nessas funcdes [25], especialmente na memoria de tra-
balho. Ademais, criancas diagnosticadas com o transtorno apresentam déficits na memoria
[26,27], assim como o modelo animal dos ratos SHR [28,29]. A tarefa de reconhecimento de
objetos se baseia na caracteristica inata dos roedores em explorar mais a novidade em um con-
texto que lhe é familiar, tornando possivel avaliar a sua memdria de reconhecimento [30].
Contudo, primeiramente € necessario realizar a habituacdo ao aparato, para que 0s roedores ja
estejam familiarizados ao ambiente do teste e 0s objetos se tornem o principal atrativo explo-
ratorio para os animais. A habituacdo ao aparato nos roedores € realizada através da exposi¢ao
sucessiva do ambiente novo ao roedor, sendo que a reducdo da exploragdo e locomogéo do
animal indica a sua habituag&o ao contexto do aparato [31].

No presente estudo, os animais SHR de ambos os sexos apresentaram uma hiperloco-
moc¢ao na 12 e na 22 sesséo do primeiro dia de habituagdo comparados aos animais WKY. Nas
demais sessdes de habituacdo, ambas as linhagens e sexos percorreram distancias equivalentes
e se mantiveram estaveis. Ja no segundo dia de habituacdo, os SHR ndo apresentaram essa
hiperlocomocéo nas duas sessdes iniciais quando comparados aos animais controle, indicando
que os animais modelo do TDAH foram capazes de habituar ao aparato. Além disso, a hiper-
locomocdo apresentada pelos SHR corrobora com os demais estudos da literatura em animais
adultos [32].



35

No que diz respeito ao teste de reconhecimento de objeto novo, verificou-se que os
animais SHR de ambos 0s sexos apresentaram um menor tempo total de exploragdo aos obje-
tos durante a sessdo de treino. O perfil desatento dos SHR pode ser uma possivel explicacdo
para esse resultado, pois conforme previamente relatado por Langen e Dost (2011), os animais
adultos SHR apresentam um tempo de exploragdo menor aos objetos e, portanto, a desatencao
caracteristica desses animais pode afetar a sua motivacdo e/ou atividade exploratoria desde a
sua infancia. Na sesséo de teste, os animais controle WKY de ambos 0s sexos apresentaram
uma tendéncia a explorar mais o objeto novo. Apesar de serem utilizados como animais con-
trole da linhagem SHR, ja foi descrito que os animais WKY apresentam déficits mneménicos,
visto que Grauer et al. (1993) j& observou prejuizos na memoria de trabalho nos WKY ma-
chos adultos. Entretanto, nossos dados ainda precisam ser confirmados tendo em vista que 0s
animais apresentaram uma clara tendéncia a explorar mais o objeto novo. Quanto aos animais
SHR, somente 0s machos apresentaram um desempenho satisfatério ao explorarem mais o
novo objeto. Porém, as fémeas SHR apresentaram um claro prejuizo na memoria de reconhe-
cimento. Esse prejuizo na memoria de reconhecimento que variou de acordo com o sexo dos
animais SHR corrobora com as diferencas de género existentes nesse transtorno [2,34-36].
Além disso, outros estudos ja observaram déficits na meméria de reconhecimento de fémeas
SHR adultas [37], sugerindo que nas fémeas SHR o prejuizo mnemaonico persiste até a idade
adulta. Os estudos avaliando a meméria de reconhecimento em ratos SHR adultos machos
diferem quanto ao prejuizo mnemonico [38-40]. Mais estudos sdo necessarios a fim de eluci-
dar esse tema, todavia no presente trabalho observou-se que, ao contrario das fémeas SHR, os
animais machos ndo apresentam prejuizos na memoria de reconhecimento durante a infancia.
Essas diferencas entre os achados poderiam ser explicadas pela idade dos animais utilizada
neste trabalho, uma vez que os estudos sobre memoria de geralmente utilizam animais adul-
tos. Portanto, nesse trabalho verificou-se que os machos SHR jovens ainda ndo apresentam o
déficit mnemonico observado em animais adultos, sugerindo que 0s processos mnemonicos

nos animais modelo do TDAH sofrem altera¢6es no decorrer do desenvolvimento.

Os estudos de neuroimagem ja revelaram alteracGes na maturagédo de diversas regides
cerebrais de pacientes com TDAH, enfatizando que se trata de um transtorno do neurodesen-
volvimento. Nesse trabalho, o imunocontetdo da SHH e da GAP-43 foi analisado no bulbo
olfatério, no cortex pré-frontal e no hipocampo. Essas proteinas sdo fundamentais para o de-
senvolvimento do sistema nervoso central, e alteragdes nas suas expressdes ja foram encon-

tradas em outros transtornos neuropsiquiatricos como autismo e esquizofrenia [12,41].
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Alteracdes na via olfatdria e no bulbo olfatorio tambeém ja foram relatadas em desor-
dens psiquidtricas, incluindo o TDAH [42]. No presente estudo, a proteina SHH néo apresen-
tou alteracdes significativas nos seus niveis durante o inicio e final da infancia dos animais de
ambos 0s sexos e linhagens. Foi possivel detectar um aumento no nivel da GAP-43 no 22°
dia pos-natal, em ambos os sexos dos animais WKY e SHR. Esse dado corrobora com o estu-
do de Yasui et al. (2004), em que verificado o aumento gradual da expressdo da GAP-43 no
neuroepitélio olfatério no decorrer do desenvolvimento de camundongos. No presente traba-
Iho também foi observado que os animais SHR de ambos sexos ndo aumentaram os niveis da

GAP-43 no 22° dia pos-natal, diferentemente dos animais WKY.

Durante o desenvolvimento do bulbo olfatorio, a GAP-43 é expressa nos axonios dos
neurdnios e nas células justaglomerulares [44], e é considerada um marcador de células ima-
turas[45]. Portanto, os niveis menores encontrados na GAP-43 no 22° dia p6s-natal dos ratos
SHR podem indicar um nimero menor de células imaturas no bulbo olfatério. Vale ressaltar
que o bulbo olfatério é uma das poucas regides encefalicas onde ocorre a neurogénese durante
a vida pos-natal, pertencendo diretamente as vias migratdrias onde neurénios novos se desco-
lam a partir dali em direcdo a outra regido encefélica como, por exemplo, o giro denteado no
hipocampo [46,47]. Dessa maneira, alteragdes na maturacéo celular do bulbo olfatério podem
afetar a neurogénese em outras estruturas encefalicas e a diferenca de imunoconteddo da
GAP-43 nos ratos SHR no 22° dia p6s-natal poderia acarretar em modificacdes na prolifera-
cao celular em outras regides do SNC. De fato, ja foi relatada uma diminuicdo na neurogénese
no giro denteado de animais machos SHR adultos comparados aos controles WKY [48]. En-
tretanto, se faz necessaria a confirmacdo desse desfecho sobre a neurogénese nos animais
SHR da mesma idade que do nosso estudo a fim de corroborar com os achados da GAP-43 no
bulbo olfatério com a alteracdo da proliferacdo celular no hipocampo dos animais SHR, con-
tribuindo para a etiologia do TDAH.

O cértex pré-frontal estd diretamente ligado a regulacdo das emocdes, da atencdo e do
comportamento, estando relativamente bem fundamentado o seu envolvimento na neurobio-
logia do TDAH [49]. Neste estudo, ndo foram observadas diferengas nos niveis da SHH nos
dias pds-natais analisados em ambos os sexos e linhagens. Em relagdo a GAP-43, se verificou
um aumento no dia pos-natal 22° em relagdo ao 8° em ambos 0s sexos dos animais controles e
SHR. Contudo, os animais SHR apresentaram um imunocontetdo da GAP-43 ainda maior
quando comparados aos animais WKY no periodo que corresponde ao final da infancia.

Ademais, € importante ressaltar que a GAP-43 é responsavel pela plasticidade neural, regu-



37

lando o crescimento axonal e a formacgdo de novas conexdes entre as células, mas uma ex-
pressdo aumentada pode prejudicar as sinapses e formar conexdes intercelulares defeituosas
[50]. Portanto, o nivel mais elevado de GAP-43 nos animais SHR pode indicar a presenca de
déficits na comunicacdo neural no cértex pré-frontal durante a infancia no TDAH. Os estudos
de neuroimagem de pacientes com TDAH ja revelaram alteracdes nas redes de conexao em
areas encefélicas que incluem o cortex pré-frontal [51]. A GAP-43 também foi encontrada

aumentada em regides frontais e visuais do cortex de pacientes esquizofrénicos [13].

O hipocampo é uma regido encefélica essencial para 0s processos mnemonicos e
aprendizagem, bem como déficits nessa area estdo presentes em desordens neuroldgicas, entre
elas doenca de Alzheimer, depressdo e epilepsia [52]. Nessa regido, os niveis da GAP-43 ndo
foram alterados durante os dias analisados em ambas linhagens e sexos. Entretanto, o imu-
noconteudo da proteina SHH aumentou no 22° DPN quando comparado ao 8° DPN tanto nos
animais SHR como nos controles WKY em ambos os sexos. Estudos ja observaram que a
SHH participa nos processos de elongacdo axonal no hipocampo [53], da neurogénese dos
neurdnios hipocampais [54] e na regulacdo das células progenitoras no hipocampo de ratos
adultos [55]. Portanto, o aumento do imunocontetddo da SHH no 22° dia p6s-natal observado
nesse trabalho sugere uma possivel alteracdo no processo de neurogénese e desenvolvimento
neural no hipocampo dos animais WKY e SHR entre os dias p6s-natais analisados. Ademais,
Shetty et al., (2013) também observou um aumento de expressdo da SHH na regido do giro
denteado do hipocampo com o passar da idade de ratos machos da linhagem Fischer 344. En-
tretanto, mais estudos sdo necessarios para estabelecer uma relacdo causal entre as modifica-
¢es nas proteinas encontradas e os desfechos comportamentais encontrados no modelo de
TDAH.

5. Conclusdo

Neste estudo, a infancia do modelo animal mais validado para o estudo do Transtorno
de Déficit de Atencdo e Hiperatividade foi investigada através de parametros comportamen-
tais e neuroquimicos. Foi possivel identificar alteragdes comportamentais em idades bastante
precoces dos animais SHR, assim como diferengas no imunocontetido das proteinas SHH e
GAP-43, importantes no desenvolvimento e funcionamento do sistema nervoso central, as
quais podem estar envolvidas no desenvolvimento do transtorno. Além disso, também ja foi
possivel observar diferencas entre os sexos dos animais SHR durante a infancia, corroborando

com as diferencas de sexo ja estabelecidas no TDAH. Portanto, tais resultados podem contri-
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buir para o melhor entendimento das bases neurobioldgicas e diferengas de sexo existentes no
TDAH.
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3. CONCLUSOES E PERSPECTIVAS

Os resultados obtidos nesse trabalho verificaram tanto alteracbes comportamentais
como diferencas no padréo de expressdo de proteinas envolvidas no desenvolvimento do sis-
tema nervoso central. No 8° dia pds-natal, observou-se que no teste de preferéncia pelo odor
materno os animais machos Wistar Kyoto ndo apresentaram preferéncia por nenhum dos dois
odores disponiveis, enquanto que as fémeas WKY preferiram a maravalha que continha o
odor materno. Ja os animais SHR, somente os machos apresentaram preferéncia pelo odor
materno. No teste de reconhecimento de objeto novo, realizado no 22° dia pds-natal, os ma-
chos SHR néo apresentaram prejuizo na memoria de reconhecimento, ao contrario das fémeas
SHR, enquanto que ambos o0s sexos dos WKY apenas demonstraram uma tendéncia em ex-
plorar mais o objeto novo na sessdo de teste. Quanto ao imunoblotting, os niveis da proteina
SHH alteraram-se somente no hipocampo, onde 0s seus niveis aumentaram em ambos 0s se-
x0s e linhagens no 22° dia pds-natal em comparacdo com o 8° dia pds-natal. Os niveis da pro-
teina GAP-43 nédo se alteraram no hipocampo dos animais, enquanto que no bulbo olfatério
foi observado um aumento em ambas linhagens e sexos no 22° dia pds-natal, sendo que nos
animais SHR os niveis ndo aumentaram tanto quanto nos WKY. No cortex pré-frontal, os
niveis da GAP-43 também se mostraram aumentados no 22° dia pds-natal, enquanto que hou-
ve um aumento ainda maior nesse dia nos animais SHR comparados aos WKY. Portanto, 0s
dados comportamentais mostram que ja € possivel identificar alteragdes comportamentais e
diferencas entre os sexos em idades bastante precoces dos animais SHR, assim como as dife-
rengas na imunoexpressao de proteinas importantes no desenvolvimento do SNC podem con-

tribuir para um melhor entendimento das bases neurobiolégicas do TDAH.

O metilfenidato é o psicoestimulante de primeira escolha para o tratamento do TDAH,
entretanto cerca de 30% dos pacientes diagnosticados ndo respondem bem ao tratamento. As-
sim, como perspectivas pretendemos investigar o efeito do tratamento com cafeina, outro psi-
coestimulante de consumo mundial, durante a infancia dos animais SHR como terapia adju-
vante ao metilfenidato no TDAH. Além disso, investiremos na técnica de imuno-histoquimica
a fim de observar e localizar visualmente tais alteragdes nos niveis das proteinas SHH e GAP-
43. Pretendemos também acompanhar outros parametros do desenvolvimento dos animais
durante a infancia, através do Fox Test e realizar outros testes comportamentais no 22° dia
pos-natal a fim de aprofundarmos ainda mais os conhecimentos sobre as bases neurobiologi-

cas e o0 desenvolvimento do Transtorno de Déficit de Atencédo e Hiperatividade.
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ANEXO | - NORMAS DE PUBLICACAO DA REVISTA BEHAVIOURAL BRAIN RE-
SEARCH

Submission checklist

You can use this list to carry out a final check of your submission before you send it to the
journal for review. Please check the relevant section in this Guide for Authors for more de-
tails.

Ensure that the following items are present:

One author has been designated as the corresponding author with contact details:
* E-mail address
* Full postal address

All necessary files have been uploaded:

Manuscript:

* Include keywords

* All figures (include relevant captions)

* All tables (including titles, description, footnotes)

* Ensure all figure and table citations in the text match the files provided
* Indicate clearly if color should be used for any figures in print
Graphical Abstracts / Highlights files (where applicable)

Supplemental files (where applicable)

Further considerations

» Manuscript has been 'spell checked' and 'grammar checked'

* All references mentioned in the Reference List are cited in the text, and vice versa

* Permission has been obtained for use of copyrighted material from other sources (including
the Internet)

* Relevant declarations of interest have been made

* Journal policies detailed in this guide have been reviewed

* Referee suggestions and contact details provided, based on journal requirements

Ethics in publishing

Please see our information pages on Ethics in publishing and Ethical guidelines for journal
publication.

Human and animal rights

If the work involves the use of human subjects, the author should ensure that the work de-
scribed has been carried out in accordance with The Code of Ethics of the World Medical
Association (Declaration of Helsinki) for experiments involving humans; Uniform Require-
ments for manuscripts submitted to Biomedical journals. Authors should include a statement
in the manuscript that informed consent was obtained for experimentation with human sub-
jects. The privacy rights of human subjects must always be observed.

All animal experiments should comply with the ARRIVE guidelines and should be carried out
in accordance with the U.K. Animals (Scientific Procedures) Act, 1986 and associated guide-
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lines, EU Directive 2010/63/EU for animal experiments, or the National Institutes of Health
guide for the care and use of Laboratory animals (NIH Publications No. 8023, revised 1978)
and the authors should clearly indicate in the manuscript that such guidelines have been fol-
lowed.

Declaration of interest

All authors must disclose any financial and personal relationships with other people or organ-
izations that could inappropriately influence (bias) their work. Examples of potential conflicts
of interest include employment, consultancies, stock ownership, honoraria, paid expert testi-
mony, patent applications/registrations, and grants or other funding. If there are no conflicts
of interest then please state this: 'Conflicts of interest: none'. More information.

Submission declaration and verification

Submission of an article implies that the work described has not been published previously
(except in the form of an abstract or as part of a published lecture or academic thesis or as an
electronic preprint, see 'Multiple, redundant or concurrent publication’ section of our ethics
policy for more information), that it is not under consideration for publication elsewhere, that
its publication is approved by all authors and tacitly or explicitly by the responsible authori-
ties where the work was carried out, and that, if accepted, it will not be published elsewhere in
the same form, in English or in any other language, including electronically without the writ-
ten consent of the copyright-holder. To verify originality, your article may be checked by the
originality detection service CrossCheck.

Changes to authorship

Authors are expected to consider carefully the list and order of authors before submitting
their manuscript and provide the definitive list of authors at the time of the original submis-
sion. Any addition, deletion or rearrangement of author names in the authorship list should be
made only before the manuscript has been accepted and only if approved by the journal Edi-
tor. To request such a change, the Editor must receive the following from the corresponding
author: (a) the reason for the change in author list and (b) written confirmation (e-mail, letter)
from all authors that they agree with the addition, removal or rearrangement. In the case of
addition or removal of authors, this includes confirmation from the author being added or re-
moved.

Only in exceptional circumstances will the Editor consider the addition, deletion or rear-
rangement of authors after the manuscript has been accepted. While the Editor considers the
request, publication of the manuscript will be suspended. If the manuscript has already been
published in an online issue, any requests approved by the Editor will result in a corrigendum.

Article transfer service

This journal is part of our Article Transfer Service. This means that if the Editor feels your

article is more suitable in one of our other participating journals, then you may be asked to

consider transferring the article to one of those. If you agree, your article will be transferred
automatically on your behalf with no need to reformat. Please note that your article will be

reviewed again by the new journal. More information.
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Copyright

Upon acceptance of an article, authors will be asked to complete a 'Journal Publishing
Agreement' (see more information on this). An e-mail will be sent to the corresponding author
confirming receipt of the manuscript together with a ‘Journal Publishing Agreement' form or a
link to the online version of this agreement.

Subscribers may reproduce tables of contents or prepare lists of articles including abstracts for
internal circulation within their institutions. Permission of the Publisher is required for resale
or distribution outside the institution and for all other derivative works, including compila-
tions and translations. If excerpts from other copyrighted works are included, the author(s)
must obtain written permission from the copyright owners and credit the source(s) in the arti-
cle. Elsevier has preprinted forms for use by authors in these cases.

For open access articles: Upon acceptance of an article, authors will be asked to complete an
'Exclusive License Agreement’' (more information). Permitted third party reuse of open access
articles is determined by the author's choice of user license.

Author rights

As an author you (or your employer or institution) have certain rights to reuse your work.
More information.

Elsevier supports responsible sharing

Find out how you can share your research published in Elsevier journals.

Role of the funding source

You are requested to identify who provided financial support for the conduct of the research
and/or preparation of the article and to briefly describe the role of the sponsor(s), if any, in
study design; in the collection, analysis and interpretation of data; in the writing of the report;
and in the decision to submit the article for publication. If the funding source(s) had no such
involvement then this should be stated.

Funding body agreements and policies

Elsevier has established a number of agreements with funding bodies which allow authors to
comply with their funder's open access policies. Some funding bodies will reimburse the au-
thor for the Open Access Publication Fee. Details of existing agreements are available online.
Open access

This journal offers authors a choice in publishing their research:

Open access

* Articles are freely available to both subscribers and the wider public with permitted reuse.

» An open access publication fee is payable by authors or on their behalf, e.g. by their research
funder or institution.
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Subscription

* Articles are made available to subscribers as well as developing countries and patient groups
through our universal access programs.

* No open access publication fee payable by authors.

Regardless of how you choose to publish your article, the journal will apply the same peer
review criteria and acceptance standards.

For open access articles, permitted third party (re)use is defined by the following Creative
Commons user licenses:

Creative Commons Attribution (CC BY)

Lets others distribute and copy the article, create extracts, abstracts, and other revised ver-
sions, adaptations or derivative works of or from an article (such as a translation), include in a
collective work (such as an anthology), text or data mine the article, even for commercial pur-
poses, as long as they credit the author(s), do not represent the author as endorsing their adap-
tation of the article, and do not modify the article in such a way as to damage the author's
honor or reputation.

Creative Commons Attribution-NonCommercial-NoDerivs (CC BY-NC-ND)

For non-commercial purposes, lets others distribute and copy the article, and to include in a
collective work (such as an anthology), as long as they credit the author(s) and provided they
do not alter or modify the article.

The open access publication fee for this journal is USD 2600, excluding taxes. Learn more
about Elsevier's pricing policy: https://www.elsevier.com/openaccesspricing.

Green open access

Authors can share their research in a variety of different ways and Elsevier has a number of
green open access options available. We recommend authors see our green open access page
for further information. Authors can also self-archive their manuscripts immediately and ena-
ble public access from their institution's repository after an embargo period. This is the ver-
sion that has been accepted for publication and which typically includes author-incorporated
changes suggested during submission, peer review and in editor-author communications. Em-
bargo period: For subscription articles, an appropriate amount of time is needed for journals to
deliver value to subscribing customers before an article becomes freely available to the pub-
lic. This is the embargo period and it begins from the date the article is formally published
online in its final and fully citable form. Find out more.

This journal has an embargo period of 18 months.
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Elsevier Publishing Campus

The Elsevier Publishing Campus (www.publishingcampus.com) is an online platform offer-
ing free lectures, interactive training and professional advice to support you in publishing
your research. The College of Skills training offers modules on how to prepare, write and
structure your article and explains how editors will look at your paper when it is submitted for
publication. Use these resources, and more, to ensure that your submission will be the best
that you can make it.

Language (usage and editing services)

Please write your text in good English (American or British usage is accepted, but not a mix-
ture of these). Authors who feel their English language manuscript may require editing to
eliminate possible grammatical or spelling errors and to conform to correct scientific English
may wish to use the English Language Editing service available from Elsevier's WebShop.

Submission

Our online submission system guides you stepwise through the process of entering your arti-
cle details and uploading your files. The system converts your article files to a single PDF file
used in the peer-review process. Editable files (e.g., Word, LaTeX) are required to typeset
your article for final publication. All correspondence, including notification of the Editor's
decision and requests for revision, is sent by e-mail.

Submission Address
https://www.evise.com/evise/jrl/BBR
Peer review

This journal operates a single blind review process. All contributions will be initially as-
sessed by the editor for suitability for the journal. Papers deemed suitable are then typically
sent to a minimum of two independent expert reviewers to assess the scientific quality of the
paper. The Editor is responsible for the final decision regarding acceptance or rejection of
articles. The Editor's decision is final. More information on types of peer review.

Use of word processing software

It is important that the file be saved in the native format of the word processor used. The text
should be in single-column format. Keep the layout of the text as simple as possible. Most
formatting codes will be removed and replaced on processing the article. In particular, do not
use the word processor's options to justify text or to hyphenate words. However, do use bold
face, italics, subscripts, superscripts etc. When preparing tables, if you are using a table grid,
use only one grid for each individual table and not a grid for each row. If no grid is used, use
tabs, not spaces, to align columns. The electronic text should be prepared in a way very simi-
lar to that of conventional manuscripts (see also the Guide to Publishing with Elsevier). Note
that source files of figures, tables and text graphics will be required whether or not you embed
your figures in the text. See also the section on Electronic artwork.
To avoid unnecessary errors you are strongly advised to use the 'spell-check’ and ‘grammar-
check' functions of your word processor.
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Article structure
Length Of Article

Original Research Articles should not exceed 12,000 words (inclusive of abstract, references,
and figure legends).

Short communications should not exceed 3500 words (inclusive of abstract, references, and
figure legends) and should not be divided into sections. No more than 25 references and four
figures or tables should be included.

Subdivision - numbered sections

Divide your article into clearly defined and numbered sections. Subsections should be num-
bered 1.1 (then 1.1.1, 1.1.2, ...), 1.2, etc. (the abstract is not included in section numbering).
Use this numbering also for internal cross-referencing: do not just refer to ‘the text'. Any sub-
section may be given a brief heading. Each heading should appear on its own separate line.

Introduction

State the objectives of the work and provide an adequate background, avoiding a detailed lit-
erature survey or a summary of the results.

Material and methods

Provide sufficient detail to allow the work to be reproduced. Methods already published
should be indicated by a reference: only relevant modifications should be described.

Results
Results should be clear and concise.

Discussion

This should explore the significance of the results of the work, not repeat them. A combined
Results and Discussion section is often appropriate. Avoid extensive citations and discussion
of published literature.

Conclusions
The main conclusions of the study may be presented in a short Conclusions section, which
may stand alone or form a subsection of a Discussion or Results and Discussion section.

Appendices

If there is more than one appendix, they should be identified as A, B, etc. Formulae and equa-
tions in appendices should be given separate numbering: Eq. (A.1), Eq. (A.2), etc.; in a subse-
quent appendix, Eq. (B.1) and so on. Similarly for tables and figures: Table A.1; Fig. A.1, etc.
Essential title page information

« Title.
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Concise and informative. Titles are often used in information-retrieval systems. Avoid abbre-
viations and formulae where possible.

» Author names and affiliations.

Please clearly indicate the given name(s) and family name(s) of each author and check that all
names are accurately spelled. Present the authors' affiliation addresses (where the actual work
was done) below the names. Indicate all affiliations with a lower-case superscript letter im-
mediately after the author's name and in front of the appropriate address. Provide the full
postal address of each affiliation, including the country name and, if available, the e-mail ad-
dress of each author.

« Corresponding author.

Clearly indicate who will handle correspondence at all stages of refereeing and publication,
also post-publication. Ensure that the e-mail address is given and that contact details are
kept up to date by the corresponding author.

* Present/permanent address.

If an author has moved since the work described in the article was done, or was visiting at the
time, a 'Present address' (or 'Permanent address’) may be indicated as a footnote to that au-
thor's name. The address at which the author actually did the work must be retained as the
main, affiliation address. Superscript Arabic numerals are used for such footnotes.

Abstract

A concise and factual abstract is required. The abstract should state briefly the purpose of the
research, the principal results and major conclusions. An abstract is often presented separately
from the article, so it must be able to stand alone. For this reason, References should be
avoided, but if essential, then cite the author(s) and year(s). Also, non-standard or uncommon
abbreviations should be avoided, but if essential they must be defined at their first mention in
the abstract itself.

The Abstract should not exceed 250 words
Graphical abstract

Although a graphical abstract is optional, its use is encouraged as it draws more attention to
the online article. The graphical abstract should summarize the contents of the article in a
concise, pictorial form designed to capture the attention of a wide readership. Graphical ab-
stracts should be submitted as a separate file in the online submission system. Image size:
Please provide an image with a minimum of 531 x 1328 pixels (h x w) or proportionally
more. The image should be readable at a size of 5 x 13 cm using a regular screen resolution of
96 dpi. Preferred file types: TIFF, EPS, PDF or MS Office files. You can view Example
Graphical Abstracts on our information site.
Authors can make use of Elsevier's Illustration and Enhancement service to ensure the best


http://www.elsevier.com/graphicalabstracts
http://www.elsevier.com/graphicalabstracts
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presentation of their images and in accordance with all technical requirements: Illustration
Service.

Highlights

Highlights are mandatory for this journal. They consist of a short collection of bullet points
that convey the core findings of the article and should be submitted in a separate editable file
in the online submission system. Please use 'Highlights' in the file name and include 3 to 5
bullet points (maximum 85 characters, including spaces, per bullet point). You can view ex-
ample Highlights on our information site.

Keywords

Immediately after the abstract, provide a maximum of 6 keywords, using American spelling
and avoiding general and plural terms and multiple concepts (avoid, for example, 'and’, 'of').
Be sparing with abbreviations: only abbreviations firmly established in the field may be eligi-
ble. These keywords will be used for indexing purposes.

Abbreviations

Define abbreviations that are not standard in this field in a footnote to be placed on the first
page of the article. Such abbreviations that are unavoidable in the abstract must be defined at
their first mention there, as well as in the footnote. Ensure consistency of abbreviations
throughout the article.

Acknowledgements

Collate acknowledgements in a separate section at the end of the article before the references
and do not, therefore, include them on the title page, as a footnote to the title or otherwise.
List here those individuals who provided help during the research (e.g., providing language
help, writing assistance or proof reading the article, etc.).

Formatting of funding sources

List funding sources in this standard way to facilitate compliance to funder's requirements:
Funding: This work was supported by the National Institutes of Health [grant numbers xxxXx,
yyyy]; the Bill & Melinda Gates Foundation, Seattle, WA [grant number zzzz]; and the Unit-
ed States Institutes of Peace [grant number aaaa].

It is not necessary to include detailed descriptions on the program or type of grants and
awards. When funding is from a block grant or other resources available to a university, col-
lege, or other research institution, submit the name of the institute or organization that provid-
ed the funding.

If no funding has been provided for the research, please include the following sentence:


http://webshop.elsevier.com/illustrationservices/ImagePolishing/gap/requestForm.cfm
http://webshop.elsevier.com/illustrationservices/ImagePolishing/gap/requestForm.cfm
http://www.elsevier.com/highlights
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This research did not receive any specific grant from funding agencies in the public, commer-
cial, or not-for-profit sectors.

Footnotes

Footnotes should be used sparingly. Number them consecutively throughout the article. Many
word processors can build footnotes into the text, and this feature may be used. Otherwise,
please indicate the position of footnotes in the text and list the footnotes themselves separately
at the end of the article. Do not include footnotes in the Reference list.

Artwork

Electronic artwork

General points

* Make sure you use uniform lettering and sizing of your original artwork.

* Embed the used fonts if the application provides that option.

* Aim to use the following fonts in your illustrations: Arial, Courier, Times New Roman,
Symbol, or use fonts that look similar.

* Number the illustrations according to their sequence in the text.

* Use a logical naming convention for your artwork files.

* Provide captions to illustrations separately.

» Size the illustrations close to the desired dimensions of the published version.

 Submit each illustration as a separate file.

A detailed guide on electronic artwork is available.

You are urged to visit this site; some excerpts from the detailed information are given
here.

Formats

If your electronic artwork is created in a Microsoft Office application (Word, PowerPoint,
Excel) then please supply 'as is' in the native document format.

Regardless of the application used other than Microsoft Office, when your electronic artwork
is finalized, please 'Save as' or convert the images to one of the following formats (note the
resolution requirements for line drawings, halftones, and line/halftone combinations given
below):

EPS (or PDF): Vector drawings, embed all used fonts.

TIFF (or JPEG): Color or grayscale photographs (halftones), keep to a minimum of 300 dpi.
TIFF (or JPEG): Bitmapped (pure black & white pixels) line drawings, keep to a minimum of
1000 dpi.

TIFF (or JPEG): Combinations bitmapped line/half-tone (color or grayscale), keep to a mini-
mum of 500 dpi.

Please do not:

* Supply files that are optimized for screen use (e.g., GIF, BMP, PICT, WPG); these typically
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have a low number of pixels and limited set of colors;
* Supply files that are too low in resolution;
* Submit graphics that are disproportionately large for the content.

Color artwork

Please make sure that artwork files are in an acceptable format (TIFF (or JPEG), EPS (or
PDF), or MS Office files) and with the correct resolution. If, together with your accepted arti-
cle, you submit usable color figures then Elsevier will ensure, at no additional charge, that
these figures will appear in color online (e.g., ScienceDirect and other sites) regardless of
whether or not these illustrations are reproduced in color in the printed version. For color
reproduction in print, you will receive information regarding the costs from Elsevier
after receipt of your accepted article. Please indicate your preference for color: in print or
online only. Further information on the preparation of electronic artwork.

Figure captions

Ensure that each illustration has a caption. Supply captions separately, not attached to the fig-
ure. A caption should comprise a brief title (not on the figure itself) and a description of the
illustration. Keep text in the illustrations themselves to a minimum but explain all symbols
and abbreviations used.

Tables

Please submit tables as editable text and not as images. Tables can be placed either next to the
relevant text in the article, or on separate page(s) at the end. Number tables consecutively in
accordance with their appearance in the text and place any table notes below the table body.
Be sparing in the use of tables and ensure that the data presented in them do not duplicate
results described elsewhere in the article. Please avoid using vertical rules and shading in ta-
ble cells.

References
Citation in text

Please ensure that every reference cited in the text is also present in the reference list (and
vice versa). Any references cited in the abstract must be given in full. Unpublished results and
personal communications are not recommended in the reference list, but may be mentioned in
the text. If these references are included in the reference list they should follow the standard
reference style of the journal and should include a substitution of the publication date with
either 'Unpublished results' or ‘Personal communication'. Citation of a reference as 'in press'
implies that the item has been accepted for publication.

Reference links

Increased discoverability of research and high quality peer review are ensured by online links
to the sources cited. In order to allow us to create links to abstracting and indexing services,
such as Scopus, CrossRef and PubMed, please ensure that data provided in the references are
correct. Please note that incorrect surnames, journal/book titles, publication year and pagina-
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tion may prevent link creation. When copying references, please be careful as they may al-
ready contain errors. Use of the DOI is encouraged.

A DOI can be used to cite and link to electronic articles where an article is in-press and full
citation details are not yet known, but the article is available online. A DOI is guaranteed nev-
er to change, so you can use it as a permanent link to any electronic article. An example of a
citation using DOI for an article not yet in an issue is: VanDecar J.C., Russo R.M., James
D.E., Ambeh W.B., Franke M. (2003). Aseismic continuation of the Lesser Antilles slab be-
neath northeastern Venezuela. Journal of Geophysical Research,
https://doi.org/10.1029/2001JB000884. Please note the format of such citations should be in
the same style as all other references in the paper.

Web references

As a minimum, the full URL should be given and the date when the reference was last ac-
cessed. Any further information, if known (DOI, author names, dates, reference to a source
publication, etc.), should also be given. Web references can be listed separately (e.g., after the
reference list) under a different heading if desired, or can be included in the reference list.

Data references

This journal encourages you to cite underlying or relevant datasets in your manuscript by cit-
ing them in your text and including a data reference in your Reference List. Data references
should include the following elements: author name(s), dataset title, data repository, version
(where available), year, and global persistent identifier. Add [dataset] immediately before the
reference so we can properly identify it as a data reference. The [dataset] identifier will not
appear in your published article.

References in a special issue

Please ensure that the words 'this issue' are added to any references in the list (and any cita-
tions in the text) to other articles in the same Special Issue.

Reference management software

Most Elsevier journals have their reference template available in many of the most popular
reference management software products. These include all products that support Citation
Style Language styles, such as Mendeley and Zotero, as well as EndNote. Using the word
processor plug-ins from these products, authors only need to select the appropriate journal
template when preparing their article, after which citations and bibliographies will be auto-
matically formatted in the journal's style. If no template is yet available for this journal, please
follow the format of the sample references and citations as shown in this Guide.

Users of Mendeley Desktop can easily install the reference style for this journal by clicking
the following link:http://open.mendeley.com/use-citation-style/behavioural-brain-research
When preparing your manuscript, you will then be able to select this style using the Mendeley
plug-ins for Microsoft Word or LibreOffice.
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Reference formatting

There are no strict requirements on reference formatting at submission. References can be in
any style or format as long as the style is consistent. Where applicable, author(s) name(s),
journal title/book title, chapter title/article title, year of publication, volume number/book
chapter and the pagination must be present. Use of DOI is highly encouraged. The reference
style used by the journal will be applied to the accepted article by Elsevier at the proof stage.
Note that missing data will be highlighted at proof stage for the author to correct. If you do
wish to format the references yourself they should be arranged according to the following
examples:

Reference style

Text: Indicate references by number(s) in square brackets in line with the text. The actual au-
thors can be referred to, but the reference number(s) must always be given.

Example: "..... as demonstrated [3,6]. Barnaby and Jones [8] obtained a different result ...."
List: Number the references (hnumbers in square brackets) in the list in the order in which they
appear in the text.

Examples:
Reference to a journal publication:

[1] J. van der Geer, J.A.J. Hanraads, R.A. Lupton, The art of writing a scientific article, J. Sci.
Commun. 163 (2010) 51-59.
Reference to a book:

[2] W. Strunk Jr., E.B. White, The Elements of Style, fourth ed., Longman, New York, 2000.
Reference to a chapter in an edited book:

[3] G.R. Mettam, L.B. Adams, How to prepare an electronic version of your article, in: B.S.
Jones, R.Z. Smith (Eds.), Introduction to the Electronic Age, E-Publishing Inc., New York,
2009, pp. 281-304.

Reference to a website:

[4] Cancer Research UK, Cancer statistics reports for the UK.
http://www.cancerresearchuk.org/aboutcancer/statistics/cancerstatsreport/, 2003 (accessed
13.03.03).

Reference to a dataset:
[dataset] [5] M. Oguro, S. Imahiro, S. Saito, T. Nakashizuka, Mortality data for Japanese oak
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wilt disease and surrounding forest compositions, Mendeley Data, v1, 2015.
https://doi.org/10.17632/xwj98nb39r.1.

Video

Elsevier accepts video material and animation sequences to support and enhance your scien-
tific research. Authors who have video or animation files that they wish to submit with their
article are strongly encouraged to include links to these within the body of the article. This
can be done in the same way as a figure or table by referring to the video or animation content
and noting in the body text where it should be placed. All submitted files should be properly
labeled so that they directly relate to the video file's content. In order to ensure that your video
or animation material is directly usable, please provide the files in one of our recommended
file formats with a preferred maximum size of 150 MB. Video and animation files supplied
will be published online in the electronic version of your article in Elsevier Web products,
including ScienceDirect. Please supply 'stills' with your files: you can choose any frame from
the video or animation or make a separate image. These will be used instead of standard icons
and will personalize the link to your video data. For more detailed instructions please visit our
video instruction pages. Note: since video and animation cannot be embedded in the print
version of the journal, please provide text for both the electronic and the print version for the
portions of the article that refer to this content.

Supplementary material

Supplementary material such as applications, images and sound clips, can be published with
your article to enhance it. Submitted supplementary items are published exactly as they are
received (Excel or PowerPoint files will appear as such online). Please submit your material
together with the article and supply a concise, descriptive caption for each supplementary file.
If you wish to make changes to supplementary material during any stage of the process,
please make sure to provide an updated file. Do not annotate any corrections on a previous
version. Please switch off the 'Track Changes' option in Microsoft Office files as these will
appear in the published version.

RESEARCH DATA

This journal encourages and enables you to share data that supports your research publication
where appropriate, and enables you to interlink the data with your published articles. Research
data refers to the results of observations or experimentation that validate research findings. To
facilitate reproducibility and data reuse, this journal also encourages you to share your soft-
ware, code, models, algorithms, protocols, methods and other useful materials related to the
project.

Below are a number of ways in which you can associate data with your article or make a
statement about the availability of your data when submitting your manuscript. If you are
sharing data in one of these ways, you are encouraged to cite the data in your manuscript and
reference list. Please refer to the "References"” section for more information about data cita-
tion. For more information on depositing, sharing and using research data and other relevant
research materials, visit the research data page.

Data linking
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If you have made your research data available in a data repository, you can link your article
directly to the dataset. Elsevier collaborates with a number of repositories to link articles on
ScienceDirect with relevant repositories, giving readers access to underlying data that give
them a better understanding of the research described.There are different ways to link your
datasets to your article. When available, you can directly link your dataset to your article by
providing the relevant information in the submission system. For more information, visit the
database linking page.For supported data repositories a repository banner will automatically
appear next to your published article on ScienceDirect. In addition, you can link to relevant
data or entities through identifiers within the text of your manuscript, using the following
format: Database: xxxx (e.g., TAIR: AT1G01020; CCDC: 734053; PDB: 1XFN).

Mendeley data

This journal supports Mendeley Data, enabling you to deposit any research data (including
raw and processed data, video, code, software, algorithms, protocols, and methods) associated
with your manuscript in a free-to-use, open access repository. During the submission process,
after uploading your manuscript, you will have the opportunity to upload your relevant da-
tasets directly to Mendeley Data. The datasets will be listed and directly accessible to readers
next to your published article online.

For more information, visit the Mendeley Data for journals page.
Data in Brief

You have the option of converting any or all parts of your supplementary or additional raw
data into one or multiple data articles, a new kind of article that houses and describes your
data. Data articles ensure that your data is actively reviewed, curated, formatted, indexed,
given a DOI and publicly available to all upon publication. You are encouraged to submit
your article for Data in Brief as an additional item directly alongside the revised version of
your manuscript. If your research article is accepted, your data article will automatically be
transferred over to Data in Brief where it will be editorially reviewed and published in the
open access data journal, Data in Brief. Please note an open access fee is payable for publica-
tion in Data in Brief. Full details can be found on the Data in Brief website. Please use this
template to write your Data in Brief.

Transparency

To foster transparency, we encourage you to state the availability of your data in your submis-
sion. If your data is unavailable to access or unsuitable to post, this gives you the opportunity
to indicate why. If you submit this form with your manuscript as a supplementary file, the
statement will appear next to your published article on ScienceDirect.

ARTICLE ENRICHMENTS
AudioSlides
The journal encourages authors to create an AudioSlides presentation with their published

article. AudioSlides are brief, webinar-style presentations that are shown next to the online
article on ScienceDirect. This gives authors the opportunity to summarize their research in
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their own words and to help readers understand what the paper is about. More information
and examples are available. Authors of this journal will automatically receive an invitation e-
mail to create an AudioSlides presentation after acceptance of their paper.

3D neuroimaging

You can enrich your online articles by providing 3D neuroimaging data in NIfTI format. This
will be visualized for readers using the interactive viewer embedded within your article, and
will enable them to: browse through available neuroimaging datasets; zoom, rotate and pan
the 3D brain reconstruction; cut through the volume; change opacity and color mapping;
switch between 3D and 2D projected views; and download the data. The viewer supports both
single (.nii) and dual (.hdr and .img) NIfTI file formats. Recommended size of a single un-
compressed dataset is maximum 150 MB. Multiple datasets can be submitted. Each dataset
will have to be zipped and uploaded to the online submission system via the '3D neuroimag-
ing data' submission category. Please provide a short informative description for each dataset
by filling in the 'Description’ field when uploading a dataset. Note: all datasets will be availa-
ble for downloading from the online article on ScienceDirect. If you have concerns about your
data being downloadable, please provide a video instead. More information.

Interactive plots

This journal enables you to show an Interactive Plot with your article by simply submitting a
data file. Full instructions.

Online proof correction

Corresponding authors will receive an e-mail with a link to our online proofing system, allow-
ing annotation and correction of proofs online. The environment is similar to MS Word: in
addition to editing text, you can also comment on figures/tables and answer questions from
the Copy Editor. Web-based proofing provides a faster and less error-prone process by allow-
ing you to directly type your corrections, eliminating the potential introduction of errors.
If preferred, you can still choose to annotate and upload your edits on the PDF version. All
instructions for proofing will be given in the e-mail we send to authors, including alternative
methods to the online version and PDF.We will do everything possible to get your article pub-
lished quickly and accurately. Please use this proof only for checking the typesetting, editing,
completeness and correctness of the text, tables and figures. Significant changes to the article
as accepted for publication will only be considered at this stage with permission from the Edi-
tor. It is important to ensure that all corrections are sent back to us in one communication.
Please check carefully before replying, as inclusion of any subsequent corrections cannot be
guaranteed. Proofreading is solely your responsibility.

Offprints

The corresponding author will, at no cost, receive a customized Share Link providing 50 days
free access to the final published version of the article on ScienceDirect. The Share Link can
be used for sharing the article via any communication channel, including email and social
media. For an extra charge, paper offprints can be ordered via the offprint order form which is
sent once the article is accepted for publication. Both corresponding and co-authors may order
offprints at any time via Elsevier's Webshop. Corresponding authors who have published their
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article open access do not receive a Share Link as their final published version of the article is
available open access on ScienceDirect and can be shared through the article DOI link.



