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Atraso no desenvolvimento neuronal e alteracdes em proteinas sinapticas em cultura de neuronios corticais

de um modelo animal do Transtorno de Déficit de Atencéao e Hiperatividade
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Transtorno do Déficit de Atencao e Hiperatividade (TDAH) € um dos transtornos do
desenvolvimento mais comuns, caracterizado pelos sintomas de inatencao,
hiperatividade e impulsividade. A etiologia do TDAH ainda n&o foi totalmente
esclarecida, mas polimorfismos em genes que codificam o transportador de dopamina 2
(DAT), a proteina de 25 kDa associada ao sinaptossoma (SNAP-25), e o fator
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neurotrofico derivado do encéfalo (BDNF) ja foram reportados. Os ratos WSk W SRoWSROW . dento e 105 0 et o s Y
espontaneamente hipertensos (SHR) sao considerados o0 modelo animal mais validado R Vo L
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realizados com estes animais, ha escassa literatura com estudos a nivel celular. O c- iferente enire 1 & 5 DIV dentro do suieito SHR
Porcentagem de neuronios corticals de ratos WKY e SHR Porcentagem de neurdnios corticais de ratos WKY e SHR exibindo

ObjEtiVO deste trabalho fOI caracterizar O desenvolvimento in vitro de neurﬁnios exibindo 0,2,3,4 ou 5+ raizes durante os diferentes dias in 0,2,3,4 ou 5+ pontos de ramificacdo durante os diferentes dias in vitro

iIsolados a partir do cortex frontal de ratos SHR e Wistar- Kyoto (W KY, cepa Contro|e)_ vitro (DIV). ANOVA de duas vias para medidas repetidas  (DIV). ANOVA de duas vias para medidas repetidas com correcdo de
com correcao de Tukey. Tukey: *P<0,05
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_ ) _ ) Imunocontetldo da sinaptofisina e SNAP-25 na cultura Imunoconteddo do proBDNF, BDNF, pTrkB/TrkB e CREB na cultura
pr anhgmﬁé _;aSmbimast Olﬁrf;?nn;wgtglétéo neuronal primaria de ratos SHR durante os diferentes dias in  neuronal primaria de ratos SHR durante os diferentes dias in vitro (DIV).
'(; B\  DrOBDNF, BDNF e seu recept’orTrkB_ ’ vitro (DIV). Dados representados como média + S.E.M (n = 6- Dados representados como média + S.E.M (n = 6-9 culturas diferentes)

8 culturas diferentes) da % da imunorreatividade em relagdo da % da imunorreatividade em relagédo ao controle.Teste de Wilcoxon: * P

ao controle. Teste de Wilcoxon: * P <0,05. <0,05
Analise morfométrica a partir da imunofluorescéncia para MAP-2 Pontos de ramificagao
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- diferenca entre WKY e SHR, sendo P < 0,05

- diferenca entre WKY e SHR, sendo P < 0,001

- diferenca no veiculo entre as cepas, sendo P < 0,0¢
- diferenca no BDNF entre as cepas, sendo P < 0,05

Analise morfomeétrica de neurdnios corticais de ratos WKY e
SHR em 5 DIV. Os neurdnios foram analisados pela
imunofluorescéncia da MAP-2 apds 24h de tratamento com

BDNF (20 ng/mL). Dados expressos como meédia *  porcentagem de neurdnios corticais de ratos WKY e SHR exibindo 0, 1, 2,
1DV 2.0y 2 By GO S.E.M(n=5 culturas independentes, media de 50 neuronios 3 4 oy 5+ pontos de ramificacdo em 5 DIV ap6s 24h de tratamento com

por condi¢do). ANOVA de duas vias. BDNF (20 ng/mL). ANOVA de duas vias para medidas repetidas com
i correcdo de Bonferroni.
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Painel representativo da analise morfométrica dos neurdnios corticais frontais. A morfologia neuronal em 1, 2, 5 e 8 DIV de ambas as a - diferenca entre WKY e SHR, sendo P < 0,05
linhagens foi avaliada por imunofluorescéncia do marcador somatodendritico MAP-2 (vermelho) e os nucleos s&o visualizados por b - diferenca entre WKY e SHR, sendo P < 0,01
coloragao com DAPI (azul). Barra de escala = 20pum. ¢ - diferenga no BDNF entre as cepas, sendo P < 0,05 Painel representativo da analise morfométrica dos neurdnios corticais
Porcentagem de neurénios corticais de ratos WKY e SHR apos 24h de tratamento com BDNF (20 ng/mL). A morfologia neuronal
exibindo 0, 1, 2, 3, 4 ou 5+ raizes em 5 DIV ap6s 24h de em 5 DIV de ambas as linhagens foi avaliada por imunofluorescéncia do
tratamento com BDNF (20 ng/mL). ANOVA de duas vias marcador dendritico MAP-2 (vermelho) e os nucleos séo visualizados
Comprimento total dos neuritos Comprimento do maior neurito para medidas repetidas com correcéo de Bonferroni. por coloracéo com DAPI (azul). Barra de escala = 20um
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- s Nossos achados corroboram estudos de neuroimagem em pacientes com TDAH, pois
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E 5 209 revelam que o0s neurbnios do modelo animal apresentam atraso no seu
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o-—r— T ! S o — r . desenvolvimento e maturacdo. Este atraso se refletiu no imunocontetddo de proteinas
dias in vitro dias in vitro importantes para o funcionamento das sinapses e nao foi associado a modificagcdes no
Anélise morfométrica dos neurdnios corticais frontais por imunofluorescéncia com MAP-2 durante diferentes dias in vitro (DIV): 1, 2, 5 BDNF. Essas alteragbes na arborizagdo dendritica no modelo do TDAH podem
and 8 DIV. Os seguintes parametros foram avaliados: A) Comprimento total dos neuritos em micrémetros (um); B) Comprimento do COﬂtl’ibUil’ para compreender as bases neurobiolégicas dO TDAH e servir como
maior neurito (um). Dados expressos como a média de 5 culturas independentes (cerca de 50 neurénios por condi¢cdo). ANOVA de Lo .
duas vias com medidas repetidas: * P<0,05; #interac&o ferramentas para futuros estudos sobre estratégias farmacoldgicas para o tratamento

deste transtorno do desenvolvimento.
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