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RESUMO

Fontes, Phelipe Fontanezi Campos Garcia. EFEITOS DA REPOSICAO COM TIROXINA
NAS ALTERACOES COMPORTAMENTAIS INDUZIDAS PELO
HIPOTIREOIDISMO EM RATOS. 2015. 40p Dissertacdo (Mestrado em Ciéncias
Fisiologicas). Instituto de Biologia, Departamento de Ciéncias Fisiologicas, Universidade
Federal Rural do Rio de Janeiro, Seropédica, RJ, 2015.

O hipotireoidismo ¢ a patologia relacionada a deficiéncia hormonal mais comum, afetando
mais de 10 milhdes de pessoas nos Estados Unidos das Américas e cerca de 6,6 % da
populagdo adulta de Sdo Paulo. Nesta doenga ¢ comum aparecerem sintomas de depressao e
transtorno de ansiedade que sdo os disturbios comportamentais mais comuns. Essas doengas
comportamentais possuem alta comorbidade e podem agravar o quadro clinico quando
ocorrem em individuos doentes. Sendo assim, a depressdo aparece como a maior causa de
incapacidade e acomete mais de 350 milhdes de pessoas. Os transtornos de ansiedade
possuem alta prevaléncia, por exemplo, 18,1% da populacdo Norte Americana sofre deste
transtorno. Neste contexto, cerca de 5-10% dos pacientes que sofrem de hipotireoidismo e sdo
tratados com levotiroxina (L-T4) apresentam sintomas de depressdo ou transtornos de
ansiedade. Mesmo apresentando niveis de TSH e T4 dentro dos valores de referéncia a L-T4
parece ndo ser eficaz em reverter estes sintomas e isto pode estar associado ao fato desta
abordagem farmacologica ndo reestabelecer o eutireoidismo e m todos os tecidos. Somado a
isto, hd poucos estudos que avaliam estes transtornos comportamentais no hipotireoidismo e
os respectivos efeitos da tiroxina. Portanto, o presente trabalho estudou as alteracdes
comportamentais ocasionadas pelo hipotireoidismo através do protocolo de tircoidectomia
total. Além disso, este estudo objetivou-se em verificar quais os efeitos da reposi¢do com
tiroxina sobre essas alteragdes. Para tanto, os animais foram divididos em 3 grupo: 1) Grupo
controle/falso operado (SHAM); 2) Grupo tireoidectomizado (TX); 3) Grupo
tireoidectomizado submetido a reposicdo hormonal (TX+T4). Estes animais foram
submetidos a uma bateria de testes comportamentais para verificar comportamentos
semelhantes a depressao e ansiedade. Também foi verificado o peso corporal dos animais
durante o experimento, para verificar o aparecimento de hipotireoidismo, € o peso da adrenal.
O grupo TX apresentou comportamentos analogos a depressao e ansiedade aumentados em
relagdo ao SHAM. Ja o tratamento com T4 reverteu tais comportamentos parcialmente.
Diante destes resultados, observamos que a terapia convencional, monoterapia, falha em
reverter todos os sintomas comportamentais ocasionados pelo hipotireoidismo. Estes dados
estdo em concordancia com os apresentados na literatura que demonstram na clinica a
ineficacia da L-T4 em reverter os referidos sintomas para uma parcela de pacientes.

Palavras-chaves: Hipotireoidismo, tiroxina, comportamento



ABSTRACT

Fontes, Phelipe Fontanezi Campos Garcia. EFFECTS OF THYROXINE
REPLACEMENT ON THE BEHAVIORAL ALTERATIONS INDUCED BY
HYPOTHYROIDISM IN RATS. 2015. 40p Dissertation (Master in Physiological Sciences).
Instituto de Biologia, Departamento de Ciéncias Fisiologicas, Universidade Federal Rural do
Rio de Janeiro, Seropédica, RJ, 2015.

Hypothyroidism is the most common disease caused by hormone deficiency, affecting more
than 10 million people in the United States of America and about 6.6% of the adult population
of Sdo Paulo. Symptoms of depression and anxiety often occurs in hypothyroid pacients.
Depression and anxiety disorders are the most common behavioral disorders. These
behavioral disorders has high comorbidity and could aggravate the clinical progress when
they occur in ill people. Thus, the depression is the major cause of disability and affects more
than 350 million people. Anxiety disorders are highly prevalent, for example, 18.1% of the
North American population suffers from this disorder. In this context, about 5-10% of
hypothyroid patients shows symptoms depression and anxiety disorders even under treatment
with levothyroxine (L-T4). Despite levels of TSH and T4 within the reference values L-T4
did not appear effective in reversing these symptoms and this can be linked to the fact that this
pharmacological approach not restore euthyroidism in all tissues. Added to this, there are few
studies that evaluate these behavioral disorders in hypothyroidism and effects of thyroxine.
Therefore, this work studied the behavioral changes caused by hypothyroidism by total
thyroidectomy protocol. Furthermore, this study aimed to verify in which the effects of
replacement with thyroxine against these behavioral alterations. Therefore, the animals were
divided into 3 groups: 1) Control group / false operated (SHAM); 2) thyroidectomized group
(TX); 3) thyroidectomized Group receiving hormone replacement (TX + T4). These animals
were subjected to a battery of behavioral tests to check behaviors similar to depression and
anxiety. It was also observed body weight of the animals during the experiment to verify the
onset of hypothyroidism, and adrenal weight. The TX group presented similar behavior to
depression and anxiety increased when comparated with the SHAM group. The treatment
with T4 reversed partially these behaviors. Given these results, we found that conventional
therapy alone, failure to reverse all the behavioral symptoms caused by hypothyroidism.
These data are in agreement with data presented in the literature and it shows in clinical the L-
T4 ineffectiveness in reverse the symptoms reported for a portion of patients.

Key words: Hypothyroidism, thyroxine, behavior



SUMARIO

L INTRODUGAO ...ttt sttt 1

1.1 Transtornos de Ansiedade € HUMOT ...........c.cooiiiiiiiiiieniiieiieeecee e 1
1.2Tireoide, Sintese e Regulagdo dos Hormonios Tireoidianos ..........ccceecveeeeveeniersieneenennens 3
1.3 HIPOTITEOIAISINO .. .eeeviiiiiieeiiieeiee et e ettt et e e ae e e saaeeesaaeeeebeesnsaeessseeessseeessseessseessseenns 7
1.4 Hipotireoidismo e sintomas de trantornos de ansiedade € depressao .........ccoceeevveeereveennns 9
1.5 Tratamento farmacoldgico do hipotireo1diSMO ........cccueeeviieeiiieeieecie e 9

2. JUSTIFICATIVA ...ttt ettt ettt et ettt e te st e beenseeneenseenseenean 12
SOBIETIVOS ...ttt ettt ettt e bt et e e neesaeenteeneenseenaenseenes 13
3.1 ODJELIVOS GETAL ...eviiieiiie ettt ettt e e e et e e e teeesneeessseeessseeesseeenseeens 13
3.2 ODbJetiVOS ESPECTIICOS .uviiruriiiiiiiiiiiie ettt ettt ettt e e e st eessteeessaeeesssaeesseeesaeeenns 13
4 MATERIAL E METODOS .....cooovtiimiireieiseesseessee i eses s ssses st 14
A1 ANINALS ©eieuvieiiieiieitie et et et e et e et e e s tte e bt e teeeabeeseeeaseeseeesbeeseeesseeseeenseenseesnbeenseeenseenseennns 14
4.2 DIOZAS ..eeeueveeeiiieeiieeeette et te ettt e ettt e ettt e sttt e s bt e e st e e e e s bt e e abe e e abee e ateeenbeeenbeesbtee e beeeenbeeens 14

4.3 TIrCOIACCTOMIA ...ttt ettt ettt et sh e et e st e et e s bt e e bt e sbeeeabeesaeeenbeeneee 14
4.4 Tratamento POS-OPETALOTIO ...c.uveeerureeeieeeeiieeeitreesteeesaeeessaeeessseeessseesssseesseeessseesseesssseesnnns 16
4.5 Ganho de PeSO COTPOTAL ....cccuuiieiiiiiiiie ettt et e et e e e e e tae e e treeeraeessseeeseneeennnes 16
4.6 Peso relativo da adrenal .........oc.eoevieiiiiiieiieeeee e 16
4.7 TesteS COMPOTLAMEIIEALS .....ccveerueeeiieriieetierteeteesteeeteeseeeeteesseesseessnesseesseeesseenseesseenseeanns 17
4.7.1 Teste dO CAMPO ADETTO ...uvvieeiieeiiiieeiieeecieeeieeeteeeeieeeeaeeeebeeesbeeesabeeesaseeessseesnneessseeens 17
4.77.2 CalX@ ClATO-CSCULO ...ueieutieitieiie et ette ettt et et e et e bt e sabe e bt e eabeebeesate e bt e esbeebeesabeenbeeeane 18
4.7.3 Teste do labirinto em cruz elevado ........c.ceouiiiiiiiiiiiiieeee e 19
4.7.4 Nataga0o fOr¢ada .......oviiiiiiiii e et 20

4.7.5 Teste de preferéncia POT SACATOSE ......eeecvvreervreeriireerireesreeesreeessreeessseeessseesssseessseeessseeenns 21



4.8 Protocolo eXperimental ............cccuiiiiiiiiiieiiieiie ettt et ens 22

F R B AN 1T Y TR 1] 221 1] 4 (o7 N 22
S RESULTADOS ..ottt ee e eeeeeaeaeeeaeeeeeeeaeeeaeaees 23
ST PESO COTPOTAL ...ttt ettt et e st e et e e b e snbeenbeesaaeenseennnas 23
5.2 PeSO Relativo da AATENAL ........eeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e eenes 24
5.3 CaMPO ADCITO ....eeiiiieiiieiieeie ettt ettt ettt e st e et e e s aae e bt essee et eenaaeenbeesabeenseeenaeenne 24
5.4 CaIXA CLATO-ESCUIO et et e e e e e e e e e e aaeeeeeeeneeannns 25
5.5 Labirinto €m Cruz ELEVAAO .....ooveumeeeee et ae e e e e eeereenan 26
5.6 Nataga0 FOICada ........cooouviiiiiiiie ettt et aae e e e e 27
5.7 Prefer€ncia POT SACATOSE .....eecvieeeeieeeiieeeiieeeieeesteeesteeesereeessseessseessseessseessseesssseessseenns 28
G DISCUSSAOD ... e aseeeeeees 29
T CONCLUSAOQ ...ttt ettt ettt ev ettt et ettt et et s et et e et ettt et et et et eeesereseseseneeas 33
B P E R S P E C T IV A S e, 34

9 REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS ... 35



1 INTRODUCAO

1.1 Transtornos de humor e ansiedade

Dentre os disturbios comportamentais mais comuns estao os transtornos de ansiedade
e a depressdao que possuem forte relagdo. A comorbidade entre depressdo e ansiedade ¢ muito

marcante e implica na gravidade dos sintomas (APOSTOLO et al, 2011).

A depressao que ¢ a principal causa de incapacidade em todo o mundo, mais de 350
milhdes de pessoas sofrem deste transtorno de humor. Casos mais severos de depressdo
podem levar ao suicidio, este aparece como causa de aproximadamente 1 milhdo de mortes
por ano (WHO, 2012). Vale ressaltar que a depressao ¢ o transtorno de humor mais comum, e
os transtornos de humor sao alteragdes médicas com alta incidéncia dentro do cenario mundial
acometendo individuos de todas as idades. Sdo doengas de natureza cronica, na maioria das
vezes, recorrentes, € que levam os individuos a perdas substanciais na capacidade de exercer
suas atividades diarias (UEBELACKER et al, 2004). Além de estarem envolvidos com fatores
psicossociais e capacidade cognitiva de um individuo, fatores genéticos e ambientais podem
favorecer o aparecimento de sintomas em individuos ja predispostos. Vale ressaltar que existe

uma maior incidéncia desses transtornos em mulheres (FELDER et al, 2012).

A depressao maior ¢ caracterizada pela perda de prazer (anedonia), apatia, alteragdes
cognitivas (diminui¢do da capacidade de raciocinar adequadamente, de se concentrar ou/e de
tomar decisoes), psicomotoras (lentidao, fadiga e sensacdao de fraqueza), alteracdes do sono
(mais frequentemente insOnia, podendo ocorrer também hipersonoléncia), alteragdes do
apetite (mais comumente perda do apetite, podendo ocorrer também aumento do apetite),
redu¢do do interesse sexual, retraimento social, ideacdo suicida e prejuizo funcional
significativo (DEL PORTO et al, 1999; GORMAN, 2010). Segundo o manual diagndstico e
estatistico de transtornos mentais da associacdo norte-americana de psiquiatria, o que
diferencia essa condi¢do do humor “triste” ¢ que se trata de uma condig¢ao persistente (a maior
parte do dia, quase todos os dias, por, pelo menos, duas semanas), de maior intensidade ou
mesmo por uma tristeza de qualidade diferente da tristeza habitual, acompanhada de sintomas
especificos e que trazem prejuizo a vida (APA, 1994). Os principais fatores causadores da

depressdo sdo os psicossociais, relacionados principalmente com a qualidade de vida, como a
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perda de entes queridos, soliddo, alteragdes de convivéncia e em relacionamentos no ambiente
de trabalho e vida pessoal, baixos niveis de socializagdo e o desamparo apreendido,
caracterizado pela diminui¢do consideravel no numero de comportamentos “saudaveis”,

resultando em varios tipos de “punicdes nao contingentes” (SELIGMAN, 1992).

Além disto, a associagdo entre depressdo e outras doengas ¢ muito frequente, levando
a pior evolugdo tanto do quadro psiquiatrico como das outras doencgas associadas, com menor
aderéncia as orientagdes terapéuticas, além de maior morbidade e mortalidade. (TENG et al.,
2005). Frequentemente observa-se que pacientes com depressdo podem apresentar alteragdes
tiroidianas, sendo a mais comum o hipotireoidismo, que pode ocorrer em formas
subsindromicas em até 17% dos pacientes com transtornos do humor (TENG et al., 2005). Foi
observado que no hipotireoidismo subclinico os sintomas de depressdo sdo cerca de 2,3 vezes

mais frequentes que entre os eutireoidianos.

Nao menos impactante, os transtornos de ansiedade sdo os que tém maior prevaléncia
tanto em adultos quanto em criangas (CASTILLO ef al. 2000) como ¢ mostrado neste grupo
de pacientes dos quais cerca de 22,6% apresentam sintomas de transtorno de ansiedade
(WHO, 2001). A alta incidéncia destes transtornos também se distribui em outros paises, por
exemplo, alguns estudos estimam que 26,2% da populagdo dos Estados Unidos da América
apresentam sintomas de transtornos psiquidtricos classificados segundo o Diagnostic and
Statistical Manual of Mental Disorders, e que cerca de 18,1% da populacdo Norte Americana
apresentam sintomas de transtornos de ansiedade, obviamente ndo excluindo os casos em que
essas doencgas estdo em comorbidade com outras condi¢des psiquidtricas (KESSLER et. al.

2005).

Em relagdo a ansiedade, considera-se que ¢ um sentimento natural assim como o medo
e ocorrem naturalmente em resposta a ameaca. Porém enquanto o medo esta associado com a
presenca de um estimulo aversivo real e hd apenas o estimulo para o afastamento deste, a
ansiedade ocorre quando hd um potencial risco, seja pela novidade ou pela memoria de outras
situacdes de risco. Além disso, na ansiedade ocorre o conflito entre aproximagdo e
afastamento do perigo (GRAEFF, 2007). Levando em conta que a ansiedade ¢ uma resposta
fisiologica alguns autores estabelecem que a ansiedade s6 € patologica quando € exagerada e

interfere na qualidade de vida do individuo (SINGEWALD, 2007; CASTILLO et al. 2000).



Os transtornos de ansiedade sdo caracterizados por um conjunto de transtornos
heterogéneos que incluem diferentes condi¢des patoldgicas, tais como transtorno do panico,
fobia especifica, fobia social, estresse pos-traumatico, transtorno de ansiedade generalizada
(TAG), transtorno obsessivo compulsivo, transtorno de estresse agudo, transtorno de
ansiedade devido a condi¢des médicas e transtorno de ansiedade induzido por substancias
(APA, 1994; GASCON et al, 2011; FARRIS et al, 2012;) . O TAG ¢ caracterizado por
ansiedade e preocupacdo excessiva a situacdes novas e persistentes, dificuldade de
descontragdo e de controle das preocupacdes (VAN DER HEIDEN et al, 2011). Todas estas,
na maioria das vezes, sdo acompanhadas por trés dos sintomas: inquietagdo, fadiga,
irritabilidade, perturbagdo do sono, dificuldade de concentragdo e tensdo muscular (APA,
1994). Além disso, a TAG -caracteriza-se por ser o transtorno de humor de maior

concomitancia com a Depressao maior (STOOP et al, 2011)..

Da mesma forma, sintomas de ansiedade também sdo mais frequentes no
hipotireoidismo subclinico (ALMEIDA et al., 2007) . Recentemente nosso grupo demonstrou
relacdo entre alteracdes do eixo tireoidiano e aumento de comportamentos andlogos a
depress@o em modelos animais. Neste protocolo foi utilizado estresse psicossocial e observou-
se reducdo de hormonios tireoidianos no plasma, bem como, da atividade da desiodase do tipo
2. Vale salientar que os animais com estas alteragdes apresentam comportamentos que sao
relacionados a anedonia em humanos (OLIVARES et al. 2012). Para um melhor entendimento
aqui se faz necessaria uma explanagdo sobre a economia de hormonios tireoidianos, antes que

se fale da influéncia da desregulagdo destes hormonios sobre o comportamento.

1.2 Tireoide, Sintese e Regulacio dos Hormonios Tireoidianos

A tireoide ¢ uma glandula endocrina, localizada na regido cervical sobre os primeiros
anéis da traqueia. Produz dois hormonios, o T4 (3,5,3°,5 -tetraiodo-Ltiroxina ou tiroxina) € o
T3 (3,5,3 -triiodo-L-tironina), os hormonios tireoidianos (HT) que participam de etapas
criticas da diferenciagdo, crescimento e metabolismo. Os HT controlam o funcionamento de
diversos o6rgdos como cérebro, coracdo, figado, rins, ovarios, e outros, por isso, interferem
diretamente em processos como: crescimento, ciclo menstrual, fertilidade, sono, raciocinio,

memoria, temperatura do corpo, batimentos cardiacos, eliminagdo de liquidos, funcionamento

3



intestinal, forca muscular e controle do peso corporal. A tireoide ¢ constituida
histologicamente pelos foliculos tireoidianos preenchidos com coldide e revestidos por células
epiteliais. Estas células, denominadas células foliculares, sdo responsaveis pela captagdao de

1odo para o foliculo e secrecao dos HT. (MAZZAFERRI, 1980; NUNES, 2003).

A sintese dos HT ocorre no foliculo e depende da captacao de lodeto pela célula
folicular. Para que estes processos ocorram normalmente deve haver uma ingestao satisfatoria
de iodo. A necessidade diaria de iodo ¢ de 90 pg para recém-nascidos e criangas, 120-150 pg
para criancas em idades escolar e adolescéncia, 150-200 pg para adultos e 250-300 pg para
gestantes e lactantes. Desta forma, uma baixa ingestdo de iodo acarreta em uma baixa
producdo de HT e uma alta ingestao pode levar a uma elevada produgao de HT ou até mesmo
na baixa produc¢do de HT por consequéncia de um efeito chamado de Wolff-Chaikoff que
diminui a fungdo tireoidiana e secrecdo de HT (NUNES, 2003, SCHOMBURG, 2011). A
sintese dos HT seguem os eventos descritos: Inicialmente ocorre captagao do Iodeto (I'), pela
célula folicular, através da proteina NIS (sodium iodide symporter) que se localiza na
membrana basolateral. Este transporte para o interior da célula ocorre contra um gradiente
negativo pois, a célula tem uma concentragdo de I' maior no seu interior em comparagdo com
o meio extracelular. E este processo de captacdo ocorre gragas a atividade da Na'/ K' -
ATPase que através de um transporte ativo promove o efluxo de 2 Na' e o influxo de 1 K" e
concomitantemente a NIS transporta para o interior da célula 2 Na" e 11", sendo que o influxo
sodio ocorre a favor do gradiente proporcionado pela Na'/ K' - ATPase. O ITodeto captado se
difunde para a membrana apical e ¢ transportado para o limen, concentrado com coloide.
Quando no limen o Iodeto ¢ oxidado pela tireoperoxidase (TPO) e esta etapa ¢ catalizada pelo
peréxido de hidrogénio (H,O;) que ¢ gerado pela enzima Dual Oxidase ou DUOX. Em
seguida ocorre a incorporacdo do iodo a tireoglobulina (TG), organificagdo do iodo ou
iodagao da TG, etapa também catalisada pela TPO. Ocorre a formacao de diiodotirosina
(DIT), quando duas moléculas de iodo sdo incorporadas a (TG), e monoiodotirosina (MIT),
quando uma molécula de iodo ¢ incorporada a (TG). Posteriormente ocorre o acoplamento de
iodotirosinas, etapa também dependente de H,O, e catalizada pela TPO. O acoplamento de
MIT com DIT leva a formagao de dois tipos de tironinas: a T3 e a triiodotironina reversa (ou
T3 reversa ou rT3) que diferem quanto a posi¢ao de iodagdo, enquanto o acoplamento de duas
DIT resulta na geragdo de tiroxina (T4, ou tetraiodotironina). Por fim, o acoplamento de duas
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MIT da origem a diiodotironina (T2), que, como o rT3, ndo apresenta efeito bioldgico
reconhecido. O coloide contendo tireoglobulinas ligadas a DIT, MIT, T4 e T3 ¢ absorvido por
micropinocitose ou macropinocitose, quando hd o estimulo do hormoénio tireotréfico ou
hormonio estimulador da tireoide (TSH). A TG sera degradada por um processo enzimatico
liberando DIT, MIT, T4 e T3 e rT3. O iodo de MIT e DIT sdo removidos pela enzima
desalogenase de tirosina e serdo reutilizados em sinteses futuras de HT. Aproximadamente
10% do T4 sofre desiodagdo, sendo convertido em T3. Ao final do processo, glandula tireoide
de um adulto normal libera cerca de 100 pg de T4/dia e 10 pg de T3/dia na
circulagdo.(NUNES, 2003, SCHOMBURG, 2011). O processo de sintese dos HT esta
demonstrado na Figura 1, abaixo.

Basolateral Apical

membran membran .
embrane brane Colloid

e Na® TPO L TPO L
@ _ @ = | : -4 - + DIT
' | Pendrin)  H,0, or Tg |pT|H:0. |MIT
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Figura 1. Etapas na sintese e¢ secrecdo dos HT. As estapas estdo representadas pelas letras em
vermelhos: A: Captagdo de iodo, B: Iodacdo da TG, C: Acoplamento de iodotirosinas, D: Reabsor¢do
de coldide, E: Desiodagdo de DIT e MIT, F: Desiodacdo de T4. Adaptado de GOODMAN e
GILMAN, 2012.

A regulacdo da glandula tireoide se da principalmente pelo eixo HPT (Hipotalamo-

pituitaria-tiredide) ou HHT (Hipotalamo-hipofise-tire6ide). O TRH, hormonio liberador de



tireotrofina, ¢ expresso em neurdnios parvicelulares dos nticleos paraventriculares do
hipotdlamo, sendo armazenado nos axdnios e liberado sob condi¢des especificas, ao sistema
porta hipotalamo-hipofisario, participando, assim, da regulagdo da atividade tireotrofica. A
regido promotora do gene do pré-pro-TRH apresenta elementos responsivos a varios
hormdnios e fatores transcricionais, o que revela a complexa regulagdo da sua expressao (

NUNES, 2003, SCHOMBURG, 2011).

O TRH atua em receptores de membrana nos tireotrofos da glandula hipofise
estimulando a transcricdo génica e a secre¢do de TSH . O horménio tireotréfico ou
tireotrofina (TSH) € sintetizado e secretado pelos tireotrofos, que compdem cerca de 5 a 10%
das células da adeno-hipofise. O TSH ¢ o principal regulador do crescimento e da fungdo da
glandula tiredide. Ele interage com receptores presentes na membrana da célula folicular
ativando simultaneamente as proteinas Gs e Gq levando a ativacdo de vias intracelulares
envolvidas na indugdo de seus efeitos proliferativos e na biossintese e secre¢ao de hormonios
tireoidianos. Os principais reguladores da atividade do eixo HPT sdo os proprios horménios
tireoidianos que atuam no hipotdlamo e hipofise, modulando tanto a sintese quanto a secregao
de TRH e de TSH. Além da regulacdo neuroendécrina, os efeitos fisiologicos dos hormonios
tireoidianos sdo regulados pelo metabolismo periférico dos hormoénios exercido pela agao
enzimatica das selenioproteinas desiodases e da disponibilidade de iodo no organismo. Outros
fatores, sdo capazes de alterar a atividade desse eixo, como: temperatura e luz ambiente,
estado alimentar e estresse, levando a ajustes homeostaticos que confirmam a importante
funcdo desse sistema na adaptacdo ao frio, e as alteracdes no metabolismo energético € ao

estresse (NUNES, 2003, SCHOMBURG, 2011).

Os HT sao secretados em menor parte na forma biologicamente ativa, T3,
aproximadamente 20%. Deste modo, a maior parte do T3 circulante ¢ originado da
desiodacdo do anel externo da molécula de T4 nos tecidos periféricos, através da agdo de
enzimas denominadas iodotironinas desiodases (BIANCO et al., 2002). Considerando a meia-
vida longa do T4, uma semana em humanos, o papel do eixo HPT em regular a
disponibilidade de T3 ¢ complementado pela agdo das iodotironinas desiodases, enzimas que
ativam ou inativam os hormonios tireoidianos (BIANCO et al., 2002; BIANCO & KIM,

2006). Como demonstrado na figura 2, essas enzimas sdo divididas em duas classes: as



ativadoras (desiodase tipo 1, D1; desiodase tipo 2, D2) e a inativadora (desiodase tipo 3, D3 ;
desiodase tipo 1, D1) dos hormdnios tiredideos. A diferengca quanto ao papel ativador ou
inativador dessas enzimas sobre T3 e/ou T4 estd no local de desiodagdo, mais
expecificamente, no anel interno ou externo. As enzimas D1 e D2 retiram removem o iodo da
posicdo 3’ ou 5’ do anel externo da tiroxina, enquanto que a D3 remove o iodo do anel interno
do T4 e do T3 (BIANCO & KIM, 2002; GEREBEM et al., 2007). A desiodase tipo 1 (D1) ¢
expressa no figado, tiredide e rim e catalisa conversao de T4 em T3. A desiodase tipo 2 (D2),
que também converte T4 em T3, ¢ expressa na tireoide, tecido adiposo marrom, pituitaria € no
cérebro onde se considera que sdo importantes locais para a manuten¢do estiavel da

concentracdo dos hormonios tireoidianos (BIANCO & KIM, 2006).

Thyroxine, T4 Reverse T3

Figura 2. Reagdes basicas de desiodagao (Adaptado de BIANCO & KIM, 2006)

1.3 Hipotireoidismo

O hipotireoidismo ¢ a patologia mais comum dentre as patologias ocasionadas por

deficiéncia hormonal, dados mostram que o hipotireoidismo afeta mais de 10 milhdes de
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norte-americanos. No Brasil, um estudo transversal realizado em Sdo Paulo verificou que
6,6% dos individuos adultos analisados apresentavam a doenga (DA SILVA et al., 2011 ;DE
CASTRO et al., 2015)

Esta condicao ¢ definida como um estado clinico resultante de quantidade insuficiente
de hormoénios circulantes da glandula tireoide para suprir uma fungdo organica normal. As
manifestagdes clinicas desta doenca ¢ composta por uma extensa variedade de sinais e
sintomas: fadiga/exaustdo, sonoléncia, perda de concentracdo/memdria, intolerancia ao frio,
constipagdo, depressdo, ganho de peso, aumento de volume da tireoide, menstruagdo irregular,
sindrome do tinel do carpo, déficit de audi¢do, pele seca, unhas quebradicas, edema
palpebral/ pretibial ndo compressivo, bradicardia, pressdo alta e alteracdo do reflexo de

aquiles (NOGUEIRA et al., 2011)

A forma mais comum ¢ a doenga tireoidiana primaria, denominada de hipotireoidismo
primario e ¢ ocasionado por uma faléncia da propria glandula, mas também pode ocorrer
hipotireoidismo devido a doenca hipotalamica ou hipofisaria, denominado hipotireoidismo
central (MULLER et al., 2008). E suas causas sao: doencga autoimune da tireoide, também
denominada de Tireoidite de Hashimoto, deficiéncia de iodo, redugdo do tecido tirecoidiano
por iodo radioativo ou por cirurgia usada no tratamento de Doenga de Graves ou do cancer da
tireoide. Raramente a etiologia ¢ relacionada a doencga infiltrativa ou infecciosa da tireoide

(NYS et al., 2009).

O hipotireoidismo central ocorre por estimulo insuficiente da glandula tireoide pelo
TSH, por prejuizo na secre¢ao ou hipofun¢do hipotalamica (hipotireoidismo terciario) ou
hipofisaria (hipotireoidismo secundario). A ocorréncia de hipotireoidismo central ¢ menos

frequente que do hipotireoidismo primario (PIMENTEL et al., 2005)

Jé& o hipotireoidismo subclinico, também denominado de doenca tireoidiana minima, é
diagnosticado quando os niveis de hormonios tireoidianos estdo dentro do valor de referéncia.
No entanto, o horménio tireotréfico (TSH) aparece elevado (FALASCHI et al., 2004). E
importante destacar que ndo existe na literatura nivel de TSH definido para o diagnostico de
hipotireoidismo subclinico. Esta condi¢do pode representar uma faléncia inicial da glandula

tireoide, principalmente por tireoidite autoimune e pode ocorrer na auséncia de sintomas. O



hipotireoidismo subclinico pode progredir para o hipotireoidismo clinico e manifesto, manter-
se relativamente estdvel por longos periodos ou regredir para normalizacdo da funcdo

tireoidiana (NYS et al., 2009; SGARBI et al., 2013).

1.4 Hipotireoidismo e sintomas de transtornos de ansiedade e depressao

Doencas como depressdo ou transtornos de ansiedade afetam cerca de 5-10%
pacientes que sofrem de hipotireoidismo, em tratamento com levotiroxina (L-T4) , apesar de
niveis normais de Hormonio Tireotrofico (TSH). Essas queixas podem estar relacionada o
aumento da razao tiroxina (T4) livre / triiodotironina (T3) livre, que ocorre em 30% dos
individuos tratados em levotiroxina. Além disso, ha evidencias de que a levotiroxina nao
reestabelece o eutireoidismo em todos os tecidos e os niveis de TSH normalizados refletem
apenas o eutireoidismo hipofisario (WIERSINGA, 2014). Isto pode estar relacionado com o
fato das enzima desiodase do tipo 2 sofrer inativacdo pelo T4. Portanto a elevada
concentracdo de tiroxina em individuos tratados pode resultar na inativagao da D2 levando a

menor producdo de T3 .

No entanto ¢ possivel que este fato nao ocorra em todos os tecidos. Assim, a
ubiquitinagdo ,que leva a inativacdo da D2 pode estar ocorrendo de forma distinta nos
diferentes tecidos. Neste contexto, De Castro et al. (2015) descreveram que a D2 hipotaldmica

¢ menos sensivel a ubiquitinagdo (DE CASTRO et al., 2015).

1.5 Tratamento farmacologico do hipotireoidismo

Inicialmente, o tratamento padrdo para o hipotireoidismo era a administracdo de
preparacdes de extratos de tireoide. No entanto, o uso destes extratos foram substituidos por
uma outra opg¢ao, a levotiroxina. Trés fatores foram os provaveis responsaveis para a
levotiroxina ter se tornando a terapia predominante: em primeiro lugar, o isolamento de T4 em
1927 por Kendall; em segundo lugar, a sintese de T4 e a seu sal sodico que apresentava
melhor absor¢do; e em terceiro lugar, a demonstragdo de que T4 ¢ largamente convertido para
3,5,3'-tri-iodotironina, fora do parénquima tireoidiano, em humanos. Estes fatores fizeram

com que a levotiroxina e a normalizagdo dos niveis de TSH se tornassem a abordagem padrao
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no tratamento do hipotireoidismo. J4 a utilizagdo da liotironina ndo mostrou vantagens devido
sua curta meia-vida, aparecimentos de efeitos adversos e necessidade de se utilizar uma
posologia de dificil aderéncia, trés doses diarias. (DE CASTRO et al., 2015; JONKLAAS et
al., 2014)

Apesar de ser considerada a droga padrao ouro para o tratamento do hipotireoidismo,
a levotiroxina falha em reestabelecer melhoras nos sintomas de alguns pacientes.
Provavelmente por ndo atingir o eutireoidismo em todos os tecidos e orgdos (DANZI &
KLEIN., 2005) Ademais, alguns pacientes apresentam melhora dos sintomas quando se
adiciona liotironina (L-T3) ao tratamento (GRABENSTEIN., 2005; NYGAARD et al.,
2009). Em um estudo duplo-cego com pacientes hipotireoideos foi constatado que 49%
preferiu a terapia combinada (L-T4 + L-T3) enquanto 15% preferiu a monoterapia. Ademais,
foi observado que os pacientes que preferem a terapia combinada sdo os que apresentam
maior incidéncia de sintomas de depressao (NYGAARD et al., 2009). Estes resultados estao
em concordancia com outro estudo clinico duplo-cego em que objetivou-se a comprar a
efetividade da monoterapia e a terapia combinada em reverter esses sintomas ( SAWKA et al.,

2003).

Portanto, considerando que a depressdo e o transtorno de ansiedade estdo associados
ao hipotireoidismo (MILLER et al., 2006; ITTERMANN et al., 2015) e levando em conta que
uma parcela de pacientes ndo responder adequadamente a monoterapia com levotiroxina,
postulou-se a hipotese de que a terapia combinada, isto ¢ L-T4 + L-T3, pudesse ser mais

efetiva nestes pacientes.

No entanto, pouco se sabe sobre as alteragdes comportamentais induzidas pelo
hipotireoidismo em ratos. Quando se usa a base de dados ‘“hipotireoidismo”, “ratos” e
“comportamento” no portal ,http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed encontram-se poucos
trabalhos que objetivaram caracterizar tais alteragdes. Além disso, nao foram encontrados
estudos aprofundados de avaliacdo comportamental de ansiedade/depressdo no modelo de

hipotireoidismo induzido por tireoidectomia em ratos.

10



Assim, considera-se imperativo estudos que caracterizem tais alteracdes em nivel
experimental, para servirem de base para estudos futuros comparando a eficacia dos dois tipos

de abordagem farmacologica.
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2 JUSTIFICATIVA

Atualmente o tratamento padrdo para o hipotireoidismo ¢ a reposicao hormonal com
levotiroxina. Apesar deste tratamento normalizar os niveis de TSH e T4, parametros principais
utilizados na clinica, em alguns casos o tratamento padrdo ndo ¢ capaz de reverter os
sintomas. Dentre os sintomas destacam-se o aparecimento de transtornos de ansiedade e
depressao. Nestes casos ¢ comum que se aumente a dose diaria da droga, atitude a qual pode
trazer efeitos adversos importantes e indesejaveis, como osteoporose € eventos

cardiovasculares.

Neste contexto se fazem necessarios estudos visando o melhor entendimento dos
aspectos fisiopatologicos, comportamentais e comparativos entre a monoterapia e terapia
combinada (T4 + T3). No entanto, devido a escassez de trabalhos na literatura sobre as
alteragdes comportamentais induzidas pelo hipotireoidismo, € imperativo que se desenvolva

estudos pré-clinicos para servirem de base aos estudos supracitados.

Dessa forma o presente estudo através de um protocolo de inducao de hipotireoidismo
pela remocgdo cirtirgica da tireoide (tireoidectomia) visa pesquisar inicialmente o possivel
efeito do hipotireoidismo no comportamento analogo a depressdo/ansiedade e, em um

segundo momento, o papel da tiroxina no controle de tais alteragdes.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivos Geral

Estudar as alteragdes comportamentais induzidas pelo hipotireoidismo e avaliar a

eficacia da reposi¢do de tiroxina na reversao de tais alteragdes em ratos Wistar.
3.2 Objetivos Especificos

I. Avaliar os efeitos do hipotireoidismo induzido por tireoidectomia total:
- No ganho de peso corporal;
- Na atividade exploratoria;
- Na emocionalidade;

- Na indugdo de comportamentos analogos a ansiedade/depressao.

II. Avaliar os efeitos da reposi¢do com tiroxina nas alteragdes comportamentais

observadas no hipotireoidismo induzido por tireoidectomia total em ratos.

13



4 MATERIAL E METODOS
4.1 Animais

Foram obtidos 27 ratos Wistar machos do biotério de criagao da Universidade de Sao
Paulo (USP) — Ribeirdo Preto — SP. Os Ratos foram alocados no biotério experimental do
departamento de Ciéncias Fisiologicas da Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, em
caixas (4 -5 animais por caixa). Todos animais foram mantidos em temperatura controlada (22

+ 2 °C), com ciclo claro-escuro 12/12 h (luz 7:00 as 19:00 horas) e ragao e agua ad libtum.

Todos os procedimentos realizados neste estudo estavam de acordo com as normas e
principios éticos preconizados pela Comissdo de Etica no Uso de Animais da Universidade

Federal Rural do Rio de Janeiro (CEUA/IB/UFRRIJ), n. 6436/2015.

Apos os protocolos de tireoidectomia, tratamento e testes comportamentais, os animais
foram submetidos a eutandsia por decapitacdo. Imediatamente apds a eutandsia, foram

recolhidas amostras de tecido e sangue para analises posteriores.
4.2 Drogas

Para indu¢do da anestesia durante o procedimento cirurgico foi utilizado cetamina
10% (Cetamin®, Syntec) e xilazina 2% (Xilazin®, Syntes). Apés o procedimento cirargico foi
utilizado, para antibioticoterapia profilatica (Pencivet PPU Plus ® MSD Saude animal),
contendo: benzilpenicilina procaina 10.000.000 UI, benzilpenicilina benzatina 10.000.000 UI,
sulfato de dihidroestreptomicina 10.500 mg e piroxicam 1.000 mg em 100 mL. Para o
tratamento de ratos tireoidectomizados foi utilizado metimazol (Sigma-Aldrich), visando a
garantia da indugdo do hipotireoidismo, e para reposi¢ao hormonal tiroxina (Sigma-Aldrich).
Vale destacar que o farmaco foi diluido em solucdo salina fisioldgica e permaneceu sob

refrigera¢do em aliquotas contendo 3 ml e concentragdo de 10pg/ml.

4.3 Tireoidectomia

Animais pesando 200-320g foram anestesiados por injecdo intraperitoneal com uma

mistura de cetamina e xilazina contendo 60 mg/kg e 8 mg/kg, respectivamente. Todo o
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procedimento cirirgico seguiu as recomendacdes da Associacdo Americana de Tireoide (ATA)
(BIANCO et al., 2014), e de DE CASTRO et al., 2015 e ALZOUBI et al., 2009. E foram
procedidos da seguinte forma: foi feita assepsia e tricotomia da regido cervical anterior do
animal. Apos estes procedimentos iniciais uma incisdo foi feita, em seguida foi procedida a
abertura e, cuidadosamente, o afastamento das glandulas salivares e divulsdo das metades do
musculo esterno-hioideo que foi separado e afastado lateralmente, assegurando a visualizagao
completa da glandula tireoide (figura 3). Em seguida a tireoide foi removida, bilateralmente,
com o auxilio de uma tesoura Castroviejo. Vale ressaltar que todo o procedimento de remogao

foi realizado com extremo cuidado para ndo danificar o nervo laringeo.

savay o |l

Figura 3. Representacéo esqueniética do acesso a glandula tireoide. A: Incisdo e abertura da pele. B:
Afastamento das glandulas salivares. C: Separagdo do musculo esterno-hioideo. D: Afastamento
lateral dos musculos. E e F: Visualizacao da tireoide. (Adaptado de BIANCO et al., 2014)

Apobs a remocgdo da tireoide os musculos e as glandulas salivares foram acomodados
nas suas respectivas posi¢des anatomicas originais. Posteriormente, foi realizada sutura
simples e imediatante apos isto, foi administrado por via intramuscular uma droga (Pencivet
PPU Plus ) a fim de proceder a profilaxia antimicrobiana. Para tal, foi utilizada a dose de

0,1ml1/100g de peso corporal.

O mesmo procedimento foi realizado com o grupo controle (SHAM) com excegdo da

remogao da tireoide. Este grupo permaneceu com a glandula tireoide intacta sendo submetido
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apenas a falsa cirurgia. Todos os animais foram observados até a recuperacdo da anestesia e

foram tomados cuidados referentes a higienizagdo da sutura até a cicatrizacao total destas.
4.4 Tratamento pos-operatorio

Apobs procedimento cirurgico os animais tireoidectomizados foram mantidos com
metimazol 0,05% na 4gua de beber e foram divididos em dois grupos: 1) Grupo (Tx+T4):
Tratados com tiroxina, por gavagem, na dose de 1ug/100g de peso corporal/ dia, preconizada
por DE CASTRO et al., 2015. Portanto, foi administrado 0,1 ml para cada 100g de peso
corporal, tendo em vista que a concentragdo da solucdo de tiroxina ¢ de 10pg/mL. 2) Grupo

(TX) submetidos a gavagem com NaCl 0,9% 0,1ml /100g de peso corporal/ dia.

Os ratos do grupo controle (SHAM) obedeceram ao mesmo procedimento de
tratamento do grupo TX, ou seja, gavagem com NaCl 0,9% 0,1ml /100g de peso corporal/
dia. E importante salientar que o tratamento dos animais foi iniciado no dia posterior a

cirurgia e se manteve até o dia da eutanasia.
4.5 Ganho de peso corporal

O ganho de peso dos animais foi verificado a cada 2-3 dias com o auxilio de uma
balanca de mesa. O ganho de peso esta diretamente ligado ao funcionamento da glandula
tireoide, em ratos, quando se atinge um platd no acréscimo de peso pode-se definir um estado
de hipotireoidismo sistémico (BIANCO et al., 2014). As diversas pesagens realizadas a cada 2
-3 dias também serviram para manter uma dose adequada ao animal, conforme este vinha

ganhando massa corporal.
4.6 Peso relativo da adrenal

Apos a decapitagdo, as adrenais foram coletadas e pesadas. Através deste e do peso
corporal final (peso obtido no dia da eutanésia), foi calculado o indice adrenal, com o intuito
de avaliar a influéncia do estresse no aparecimento de hipertrofia adrenal (por atuagdo no eixo
hipotalamo-hipofise-adrenal). O calculo foi feito normalizando-se o peso dos Orgaos
dividindo o peso do o6rgdo pelo peso corporal, permitindo assim a comparagdo entre os

resultados.

Peso relativo da adrenal = Peso do 6rgdo (g) / Peso Corporal (g)
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4.7 Testes comportamentais

Ap6s 21 dias, da cirurgia e do inicio do tratamento, foram iniciados os protocolos de
testes comportamentais listados: campo aberto, caixa claro-escuro, labirinto em cruz elevado,
natacdo forg¢ada e preferéncia por sacarose. Entre cada teste foi dado intervalo de um dia. Os
testes foram realizadas entre 18:00 e 21:30 horas, exceto o teste da caixa claro-escuro que foi
realizado entre 8:00 e 12:00 e o teste de preferéncia por sacarose, iniciando 8:00 e realizado
por 24h. Durante cada teste, os experimentadores ficavam do lado de fora da sala de
comportamento. No entanto, no intervalo entre os testes, os mesmos entravam na sala,
retiravam os animais e higienizavam devidamente os aparatos com alcool 10%. Para o teste de
preferéncia por sacarose o procedimento realizado sera abordado detalhadamente adiante.
Ademais, ¢ importante salientar os testes foram realizados em sala escura (luz vermelha),
isolada acusticamente e com temperatura ideal (~22°C), sendo monitorados e gravados por

camera infravermelho.
4.7.1 Teste do campo aberto

Este teste ¢ um simples protocolo, cuja avaliacdo dos seus componentes tém sido
amplamente utilizada para determinacdo de emocionalidade (ROTH & KATZ, 1980) e da
atividade locomotora espontanea e exploratéria em roedores (WALSH & CUMMINS, 1976).
Além disso, este teste também ¢ considerado um modelo confidvel para se testar drogas com

propriedades ansioliticas (PRUT & BELZUNG, 2003).

Cada animal foi inserido individualmente no centro de uma caixa de acrilico (80 cm x
80 cm x 30 cm) dividida igualmente em 25 quadrantes distribuidos em trés diferentes zonas
(central, intermediaria e periférica), onde os mesmos foram permitidos a explorar o ambiente
por 5 minutos (figura 4). Nesse protocolo, foi avaliada a distdncia, ou quadrantes, total
percorrida, distdncia, quadrantes, percorrida na zona central, o numero de rearings
(levantamento das patas dianteiras apoiadas contra a parede da arena), o tempo de
permanéncia na zona central, razdo central (relagdo entre distancia percorrida no centro e
distancia total). Terminado o ensaio, o numero de bolos fecais na arena ¢ contabilizado. Neste
teste, a atividade locomotora/exploratoria ¢ indicado pela distincia total percorrida e pelo

numero de rearings, enquanto o tempo de permanéncia nos cantos € o nimero de bolos fecais
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sdo utilizados para avaliar o grau de emocionalidade. Por fim, as respostas semelhantes a
ansiedade estdo ligadas ao tempo de permanéncia no centro e pela razao central (MCILWAIN

etal., 2001).

Figura 4. Teste do campo aberto (Acervo préprio).

4.7.2 Caixa claro-escuro

Este teste se baseia na aversdo inata que os roedores possuem em relacao a ambientes
muito iluminados e no comportamento exploratdrio espontineo dos roedores a fatores
estressores moderados, como, ambientes novos e luz (CRAWLEY & GOODWIN, 1980). Para
a realizacdo do referido teste foi utilizado uma caixa de acrilico com tampa e divisoria preta
entre lado claro e lado escuro, de dimensoes: lado claro A x C x L (cm) 210 x 450 x 410 e
lado escuro: Ax C x L (cm) 210 x 350 x 410 (figura 5). A tampa do lado escuro € opaca, dessa
forma somente um lado ¢ iluminado. Na divisoria entre os lados ha uma pequena abertura
(12,5 cm de comprimento x 8 cm de altura) que permite que os animais transitem de um lado
para outro. Os animais foram colocados individualmente na caixa, do lado claro e de modo
que foi permitido mover-se livremente entre os dois lados, durante 5 min. Durante este tempo,
foram verificados o tempo que o animal permaneceu no lado da claro da caixa, laténcia para
primeira entrada no lado escuro, o nimero de transi¢des, extensdes das patas posteriores

(SAP), levantamentos (rearing) e bolos fecais.
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Figura 5. Caixa claro-escuro (Acervo préprio).

4.7.3 Teste do labirinto em cruz elevado

O labirinto em cruz elevado reflete um conflito entre a preferéncia dos roedores por
areas protegidas e sua motivacao natural de explorar novos ambientes. Dessa forma, este teste
presta-se a avaliacdo de aspectos relacionados a ansiedade e medo (PELLOW et al., 1985).
Além disso, durante este teste ¢ possivel avaliar aspectos que envolvem a tomada de decisao
dos animais, que esta diretamente relacionado a andlise de risco e, consequentemente, com o
status de ansiedade (MIKICS et al., 2005). O aparato utilizado no teste do labirinto em cruz
elevado consiste em dois bracos abertos (50 x 10 cm) cruzados por dois bragos opostos
fechados com as mesmas dimensdes, situados a 40 cm de altura em uma sala com luz
vermelha. Os bragos sdo conectados por uma plataforma central (10 x 10 cm), cuja estrutura ¢
semelhante a uma cruz (figura 6). Desse modo, os ratos foram inseridos individualmente na
plataforma central da cruz com a cabeca voltada para um dos bracos fechados, sendo
permitida a exploracdo do aparato por 5 minutos. Durante este periodo, parametros
relacionados ao comportamento semelhante a ansiedade tais como: o tempo de permanéncia e
a frequéncia de entradas nos bragos abertos e fechados foram registrados. No entanto, ¢
importante frisar que somente era contabilizado como entrada aquela tentativa em que os
animais posicionavam todas as patas em um dos quatro bragos. Apds a avaliagdo dos
parametros anteriores, a percentagem de entradas nos bracos abertos e o tempo de
permanéncia na plataforma central foram calculados. Além disso, a atividade exploratoria e o

comportamento de tomada de decisdo foram avaliados, respectivamente, pelos seguintes
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parametros: numero de imersdes de cabega (head-dipping), movimentos verticais (rearing) e

nimero de extensdes das patas posteriores (SAP) e bolos fecais.

Figura 6. Teste do labirinto em cruz elevado (Acervo proprio).

4.7.4 Natacao forcada

Este teste baseia-se na observacdo de que os roedores apds a execucdo inicial de
movimentos orientados de escape desenvolvem uma postura imével quando colocado numa
situagdo estressante inevitdvel (PORSOLT et al., 1977). Neste teste, os ratos foram
introduzidos individualmente em um cilindro de polipropileno de 25 cm de didmetro contendo
dgua a 25°C a uma profundidade de 50 cm (figura 7). Dessa maneira, os animais eram
incapazes de escapar ou tocar no fundo do cilindro. Para reconhecimento e adaptacao do teste,
vinte e quatro horas antes, os ratos foram submetidos a sessdes de treinamento por 15
minutos. J4 no dia seguinte, os mesmos animais foram submetidos ao teste valido da natacao
forcada por 5 minutos. Durante esse periodo, foram contabilizados os seguintes pardmetros: o
tempo de imobilidade e o tempo de escalada. Sabe-se que a imobilidade pressupde uma baixa

capacidade de resiliéncia e, por conseguinte, um elevado status de comportamento semelhante
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a depressao (PORSOLT et al., 1979). Vale ressaltar que apds os testes os ratos eram

enxugados com uma toalha seca para posteriormente retornarem a suas caixas de origem.

Figura 7. Natagao forgada (Acervo proprio).

4.7.5 Teste de preferéncia por sacarose

Para avaliacdo de comportamento analogo a depressdo, neste caso anedonia, os
animais foram separados em gaiolas individuais e foram oferecidas duas garrafas, uma
contendo agua e outra solugcdo de sacarose 0,08%. Inicialmente as garrafas de dgua pura e
solucao de sacarose foram pesadas (peso inicial) para em seguida, serem oferecidas ambas as
garrafas para os ratos, por um periodo de 24 horas, e depois estas eram novamente pesadas
(peso final). O consumo, tanto de 4gua como de sacarose foi calculado pela diferenca entre os
pesos inicial e final (OLIVARES et al.,, 2012). A preferéncia foi calculada em valores
percentuais, pela razdo entre o consumo de sacarose (peso inicial menos o peso final em
gramas das garrafas de sacarose) e o consumo total (consumo de adgua (peso inicial menos o
peso final em gramas das garrafas de d4gua) + consumo de sacarose (peso inicial menos o peso

final em gramas das garrafas de sacarose)) e multiplicando-o por 100.
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4.8 Protocolo experimental

Dia 0 21°dia 22" dia 24°dia  26°dia 28°dia 30°dia 32°dia
1 1 1 1 1 1 1 1
I T T T T T T 1

A B C D E F G H

A = Procedimento cirirgico

B = Dia que precede a bateria de testes comportamentais
C = Teste do Campo Aberto

D = Teste da Caixa Claro-Escuro

E = Teste do Labirinto em Cruz Elevado

F = Teste de Natagao Forgada

G = Teste de Preferéncia por Sacarose

H = Eutanasia

Obs: O tratamento dos animais teve inicio no dia posterior a cirurgia e se manteve até o dia da eutanasia

Figura 8. Representagao esquematica do protocolo experimental.

4.9 Analise estatistica

Todos os resultados obtidos foram apresentados em valores de média + erro padrdo. A
suposi¢cdo da distribui¢do normal dos dados foi avaliada com o teste Shapiro-Wilk. Dessa
forma, se os dados passassem no teste de normalidade, comparacdes paramétricas foram
realizadas. Nesse caso, foi utilizado a ANOVA de uma via ou de duas vias, seguido do teste de
Tukey. Caso as amostras nao tivessem distribuicdo normal, o teste escolhido foi o Kruskal-
Wallis. Nao obstante, foi usado a estatistica robusta e o teste de Grubbs para deteccao de
valores aberrantes. As diferencgas foram consideradas estatisticamente significativas quando os
valores de p<0,05. Vale destacar que o software GraphPad Prism 5 (La Jolla, CA, EUA) foi

utilizado para todas as analises estatisticas.
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5 RESULTADOS
5.1 Peso Corporal

O peso corporal dos animais foi mensurado ao longo de todo o experimento. De
acordo com teste ANOVA de duas vias, foi verificado um efeito fortemente significativo do
tratamento [F(2,24) = 19,45; p<0,001], do tempo [F(15,360) = 307,8; p<0,001] e da interacao
entre ambas as variaveis experimentais [F(30,360) = 95,34; p<0,001]. Além disso, ao realizar
o teste Tukey, a partir do 12° dia de experimento, foi observada a redu¢ao do peso corporal
dos animais do grupo TX em relagdo ao grupo Sham, que se manteve até o final do protocolo
experimental. Além disso, observou-se que o tratamento com T4 (grupo TX + T4) atenuou a
queda do peso corporal, uma vez que, embora os valores de peso corporal tenham sido
menores em relagdo ao grupo Sham (P < 0,05), esta queda ocorreu somente a partir do 30° dia
pos-cirurgia e apresentou-se sempre maior do que o grupo TX até o fim do experimento.

(Figura 9).

Peso Corporal
600-

500+
— 4004
300+

Peso (g

2004

-~ Sham

1004
-o- TX

01 o TX+T4

2 5§ 7 9 12 14 16 19 21 23 25 27 29 32
Tempo (dias)

Figura 9: Efeito da tireoidectomia e da reposi¢cdo com T4 no peso corporal dos animais ao
longo do experimento. * representa p<0,05, ** p<0,01 e *** p<0,001, quando comparados
ao grupo controle. + representa p<0,05, ++ p<0,01 e +++ p<0,001, quando comparados ao
TX+T4.
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5.2 Peso Relativo da Adrenal

O peso relativo da adrenal dos animais (Figura 10) foi mensurado ao término do
experimento. De acordo com teste ANOVA de uma via, foi verificada uma diferenca
significativa nesse parametro (F = 4,01; p < 0,05). Ao realizar o teste Tukey, ainda foi
observado que a reposi¢ao com T4 reduz o peso relativo da adrenal quando comparado ao

grupo TX (p < 0,05).

Peso Relativo da Adrenal

1.5=10 -
— 3 Sham
& Em TX
n“é.j 1.0x10 - == mm TX+T4
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w
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=

0-

Figura 10: Efeito da tireoidectomia e da reposi¢ao com T4 no peso relativo da adrenal dos
animais ao término do experimento. + representa p<0,05 quando comparados ao TX+T4.

5.3 Campo Aberto

Nesse classico teste de avaliagdo locomotora e exploratoria (Figura 11), ndo foram
encontradas diferencas significativa no niumero de quadrantes totais percorridos (p = 0,84) e
no numero de rearings (p = 0,13). Também ndo houveram diferengas nas varidveis
relacionadas ao comportamento semelhante a ansiedade, dentre as quais destacamos: tempo
na zona central (p = 0,55), quadrantes centrais percorridos (p = 0,90) e razdo central (p =
0,93). Todavia, houve diferenga significativa no nimero de bolos fecais (F = 12,27; p =
0,0002). Ao realizar o teste Tukey, foi demonstrado que tanto o grupo TX quanto o grupo
TX+T4 tiveram uma redugdo significativas desse parametro quando comparados ao controle

(p<0,001 e p<0,05, respectivamente).
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Figura 11: Efeito da tireoidectomia e da reposi¢cdo com T4 nos parametros comportamentais
do teste do campo aberto. * representa p<0,05 e *** p<0,001, quando comparados ao grupo
controle.

5.4 Caixa Claro-Escuro

Nesse teste, que aborda o medo natural dos roedores por ambiente intensamente
luminosos e brilhantes (Figura 12), ndo foram observadas diferengas significativas nos
seguintes parametros referentes ao comportamento semelhante a ansiedade: transi¢des (p =
0,77), tempo de permanéncia no lado claro (p = 0,64) e SAP (p = 0,32). Também nao foram
verificadas diferencas significativa no numero de rearings (p = 0,60) e bolos fecais (p = 0,30).

Todavia, houve diferenca significativa na laténcia para entrada no lado escuro (F = 7,98; p =
0,002).

Ao realizar o teste Tukey, foi demonstrado que tanto o grupo TX quanto o grupo
TX+T4 tiveram uma reducao significativa desse parametro quando comparados ao controle
(p<0,01). Vale ressaltar que esse parametro sobretudo indica uma alteragdo no

comportamento natural dos animais em reposta a ambientes aversivos.
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Figura 12: Efeito da tireoidectomia e da reposi¢ao com T4 nos parametros comportamentais
do teste da caixa claro-escuro. ** representa p<0,01, quando comparados ao grupo controle.
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5.5 Labirinto em Cruz Elevado.

Nesse teste, que aborda o medo natural dos roedores por ambientes elevados e
desprotegidos (Figura 13), foram observadas diferengas significativas no tempo de
permanéncia nos bragos fechados (F = 3,91; p = 0,03) e na porcentagem de entradas nos
bracos abertos (F = 5,42; p = 0,01). Ao realizar o teste Tukey, foi observado que o grupo TX
apresentou aumento significativo no tempo de permanéncia nos bragos fechados e reducao na
porcentagem de entrada nos bragos abertos quando comparados ao grupo controle (p < 0,05).
Embora ndo tenha sido caracterizada uma diferenga estatistica, foi constatada uma forte
tendéncia a significancia no tempo de permanéncia nos bragos abertos (F = 3,16; p = 0,006).
Também foi verificada diferenca significativa no parametro de exploracdo head dipping (F =
7,45; p = 0,0033), claramente reduzido no grupo TX quando comparado ao grupo Sham
(p<0,01). ¢ necessario destacar que o tratamento com T4 reverte as varidveis ansiogénicas

observadas no grupo TX.
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Figura 13: Efeito da tireoidectomia e da reposi¢cao com T4 nos parametros comportamentais
do teste labirinto em cruz elevado. * representa p<0,05 e **, p<0,01, quando comparados ao
grupo controle.

5.6 Natacao Forcada

Nesse classico teste de avaliagdo de comportamento semelhante a depressao (Figura
14), foram verificadas diferencas significativas tanto no tempo de imobilidade (F = 6,92; p =
0,004) quanto no tempo de escalada (F = 7,35; p = 0,003). Ao realizar o teste Tukey, foi
verificado que o grupo TX teve maior tempo de imobilidade do que o grupo controle (p<
0,05) e a reposicao com T4 foi efetiva em evitar esta alteragcdo, pois nao observou-se diferenca

no grupo TX + T4 em relagdo ao SHAM (p > 0,05).

Em relagdo ao tempo de escalada, também foi observado que o grupo TX teve menor
tempo de escalada do que o grupo submetido a reposi¢do com T4 (p < 0,01). Mais uma vez,
ndo observou-se diferenga no grupo TX + T4 em relacdo ao SHAM refor¢ando a eficacia da

reposicao com T4 em evitar ao surgimento de alteragdes comportamentais afetivas.
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Figura 14: Efeito da tireoidectomia e da reposi¢ao com T4 nos parametros comportamentais
do teste da natacao forgada. * representa p<0,05 , quando comparados ao grupo controle.
++ representa p<0,01 , quando comparados ao grupo TX+T4.
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5.7 Preferéncia por Sacarose

Esse teste ¢ capaz de indicar um dos principais sinais de comportamento semelhante a
depressdo: a anedonia (Figura 15). Embora tenham sido -caracterizadas diferencas
significativas no teste da natagdo forcada, o mesmo nao foi observado no teste de preferéncia

a sacarose em nenhum dos grupos experimentais (p = 0,60).

Preferéncia por Sacarose
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Figura 15: Efeito da tireoidectomia e da reposigdo com T4 nos parametros comportamentais
do teste de preferéncia a sacarose.
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6 DISCUSSAO

A metodologia utilizada para inducdo do hipotireoidismo mostrou-se eficaz, mesmo
sem dados referentes as dosagens de TSH, T4 e T3. Para confirmar a eficacia dos
procedimentos cirtrgicos utilizamos como parametro o ganho de peso corporal até o dia da
eutanasia. Nossos resultados demonstram que o grupo TX apresentou reducao do peso
corporal em relagdo ao grupo SHAM e TX-T4 a partir do 12° enquanto o grupo TX+T4 e
SHAM continuaram a exibir aumentos no peso corporal. Estes dados estdo em concordancia
com o Guia da Associagdo Americana de Tireoide para investigacdo da economia e acdo do
hormonio tireoidiano em roedores ¢ modelos de celulares (BIANCO et al.,, 2014).

Primeiramente, sabe-se que o aumento do TSH e a queda dos niveis de T4 no soro
representam as primeiras alteragdes na disfuncdo do funcionamento da tireoide. No entanto,
um tempo maior ¢ necessario para que os niveis de T3 baixem, levando em conta que 0 T3 ¢ o
hormoénio biologicamente ativo, o hipotireoidismo sist€émico se instalara quando este
apresentar uma queda consideravel, metade do valor de referéncia. Nao obstante, esta queda
pode ndo se traduzir em um hipotireoidismo tecidual pelo fato de que a reducdo da atividade
tecidual do T3 pode ndo ocorrer na mesma velocidade em que as taxas de T3 no soro caem.

Considerando estas questdes e sabendo que os ratos apresentam um continuo
crescimento € o hormonio do crescimento € extremamente sensivel ao T3 em ratos, o
crescimento, mensurado através do ganho de peso, ¢ um pardmetro muito sensivel para

avaliacdo da atividade dos hormonios tireoidianos em ratos (BIANCO et al., 2014).

Além disso, autores destacam a reducdo do ganho de peso corporal por duas semanas
como padrao ouro para definir hipotireoidismo sistémico severo (LARSEN & FRUMESS.,
1977). Outro resultado obtido com esta analise foi a diminui¢do do ganho de peso do grupo
TX+T4 em relacdo ao grupo SHAM, a partir do 30° dia. Este dado sugere que a reposi¢ao
com tiroxina provavelmente ndo foi eficaz em reestabelecer os niveis de T3 no soro e
tecidual. Corroborando o estudo de Escobar-Morreale e colaboradores que demonstronstraram
que a normalizacdo da concentragdo sérica de T4, T3, e TSH, bem como o conteudo do
tecidual de T4 e T3 s6 pode ser alcangcado ao se utilizar a terapia combinada (ESCOBAR-
MORREALE et al., 1996)
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Nossos resultados também indicam que os animais submetidos a tireoidectomia e que
ndo receberam tratamento, grupo TX, apresentaram aumento do peso relativo da adrenal. Este
achado estd relacionado com efeitos do estresse (RYGULA et al., 2005). Na literatura ha
diversos trabalhos que relacionam o aumento do peso da adrenal em individuos depressivos
individuos que cometeram suicidio, (NEMEROFF et al.,, 1992; RUBIN et al., 1995;
SZIGETHY et al., 1994). Portanto, corroborando dados anteriormente descrito, pode-se
reforcar a hipotese de que o hipotireoidismo manifesto esta relacionado a alteragdes
importantes relacionadas ao estresse intenso. O aumento da adrenal no grupo TX pode
também estar relacionado com o fato deste grupo ter apresentado comportamentos andlogos a

depressdo. Ademais. E importante destacar que a reposi¢io com T4 reverteu este efeito.

Em relagdo aos testes comportamentais, os resultados encontrados indicam que os
ratos tireoidectomizados apresentaram comportamentos analogos a ansiedade e depressdo,
quando comparados com os ratos controles (SHAM). Nosso estudo também demonstrou que a
reposicao hormonal com tiroxina foi capaz de reverter estes comportamentos em quase todos

0s testes.

No teste do campo aberto nenhum comportamento semelhante a ansiedade e
diferencas motivacionais e da atividade exploratoria foram observados. No entanto, o numero
de bolos fecais apresentou diferencas entre os grupos, sendo que o grupo TX apresentou
redugdo deste parametro. O numero de bolos fecais estdo relacionados a emocionalidade,
portanto o nimero de bolos fecais reduzidos poderia ser indicativo de que o animal estaria
menos ansioso (MCILWAIN et al., 2001). Apesar do numero de bolos fecais ser considerado
um parametro de emocionalidade ha autores que ndo consideram este parametro confiavel
para avaliar ansiedade em ratos no teste do campo aberto (STAM et al., 1997) Vale ressaltar
que, nos outros testes, estes mais confidveis (especificos) para avaliacdo da ansiedade
(discutidos porteriormente), mostraram resultados opostos. Ademais, considerando o papel
dos HT na modulacao da ingestao de alimentos e na fisiologia gastrintestinal geral (motilidade
gastrointestinal por exemplo), fica dificil atribuir este achado isolado na possivel alteragao
emocional. Sabe-se que o hipotireoidismo pode ocasionar constipagdo e consequentemente
influenciar neste parametro (NOGUEIRA et al., 2011). A ingestdo de alimentos também

aprece reduzida em ratos hipotireoideos pelo fato destes apresentarem maior expressdo de
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leptina, consequentemente, niveis mais elevados de leptina e menor ingestdo de alimentos
(PINEDA-REYNOSO et al., 2010) Mais importante, foi o fato da ineficacia do tratamento

com T4, pelo menos no protocolo utilizado, na reversao desta alteracdo, seja 14 a sua origem.

No que se refere ao teste da caixa claro/escuro, ambos grupos operados Tx e Tx-T4
apresentaram laténcia para lado escuro diminuido. Este resultado esta relacionado com
aumento de comportamento andlogo a ansiedade, demonstrando que o grupo Tx-T4
apresentou comportamento analogo 4 ansiedade aumentado (CHAOULOFF et al., 1997).
Esse resultado indica que a monoterapia ndo reverteu totalmente comportamentos analogos a
ansiedade, o que corrobora outros trabalhos com pacientes humanos que demonstraram que
individuos tratados com levotiroxina podem apresentar sintomas de transtornos de ansiedade
(DANZI & KLEIN., 2005;GRABENSTEIN., 2005; NYGAARD et al., 2009; WIERSINGA,
2014)..

No teste do labirinto em cruz elevado os animais TX apresentaram redu¢do na
porcentagem de entradas nos bragos abertos. Este parametro ¢ considerado como um dos
principais indices de ansiedade neste teste (WEISS et al. 1998). Somado a isso, os animais TX
tiveram redu¢do do parametro head dipping, tal fato demonstra a diminuicdo da atividade
exploratdria. A atividade exploratdria no referido teste em ratos ¢ inversamente relacionada a
ansiedade (CRUZ et al., 1997; PELLOW et al. 1985). Além disso, o grupo TX também
apresentou reducao no tempo de permanéncia nos bragos fechados, mais um indicativo de
aumento de comportamentos semelhantes a ansiedade nestes animais (CRUZ et al., 1997;
PELLOW et al. 1985). Estes resultados divergem dos resultados encontrados por Pineda-
Reynoso et al. (2010), que nao observaram diferengas entre o grupo controle e hipotireoideo.
Vale lembrar que os protocolos de inducao ao hipotireoidismo foram diferentes e o protocolo

adotado por nosso grupo ¢ conhecido por induzir hipotireoidismo mais intenso.

Os resultados obtidos no teste da natagdo forcada demonstraram aumento nos
comportamentos semelhante & depressdo nos ratos TX e o tratamento com T4 foi capaz de
reverter estes comportamentos. O aumento do tempo de imobilidade est4 associado a reducao
motivacional e ao comportamento de desespero. Este teste também ¢ considerado altamente
especifico para drogas antidepressivas. Portanto, quando h4a aumento da imobilidade, ha

também, aumento do comportamento analogo a depressao (RYGULA et al., 2005). A
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diminuicdo da escalada ¢ outro parametro relacionado a comportamentos analogos a
depressdo e neste pardmetro o grupo TX também apresentou diminuigdo significativa
(PINEDA-REYNOSO et al., 2010). Em relagdo ao grupo tireoidectomizado sem reposicao
hormonal, TX, nossos resultados estdio em concordancia com o trabalho de Kulikov e
colaboradores e com o grupo de Pineda-Reynoso (KULIKOV et al., 1997, PINEDA-
REYNOSO et al., 2010). Ambos trabalhos demonstraram que o hipotireoidismo implica no
aumento do tempo de imobilidade. E importante ressaltar que Kulikov e colaboradores
induziram o hipotireoidismo pelo mesmo método que utilizamos, tirecoidectomia. J4 Pineda-
Reynoso e colaboradores utilizaram um protocolo de hipotiroidismo durante o periodo
perinatal, em que foram utilizados filhotes de ratas tireoidectomizadas. Curiosamente, 0s
nossos resultados acerca do grupo TX-T4 diferem dos resultados de Kulikov e colaboradores
que demonstraram aumento na imobilidade de ratos tireoidectomizados, sob reposi¢do
hormonal (15pg/Kg). Isto pode ter ocorrido pelo periodo de tratamento utilizado, 14 dias, ser
insuficiente para reverter este efeito sobre o comportamento, j& que em nosso protocolo
utilizando doses menores (10ug/Kg), por um periodo maior, revertemos esta condi¢ao. A
diminui¢do da escalada ¢ outro parametro analogo a depressdao observado no grupo TX em
que novamente nossos dados corroboram com outros trabalhos (PINEDA-REYNOSO et al.,

2010).

Em relacdo ao teste da preferéncia por sacarose ndo foi observada nenhuma diferenca
entre os grupos. O referido teste reflete principalmente anedonia e este ¢ um parametro para
se avaliar comportamento analogo a depressio (OLIVARES et al., 2012). Mesmo sem
nenhum resultado neste teste, sobretudo para observacdo de comportamento analogo a
depressdo no grupo TX, obtivemos dois indicativos de comportamentos analogos de
depress@o no teste da natacdo forcada. O que sugere que os animais TX desenvolveram um
estado semelhante a depressao tendo em vista a sensibilidade deste teste para tal (RYGULA.,

2005)

Diante destes resultados faz necessario estudar os efeitos da terapia combinado sobre
os efeitos comportamentais observados neste trabalho para se comparar as duas abordagens

farmacologicas.
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7 CONCLUSAO

O protocolo de hiporireoidismo através da tireoidectomia total em ratos produz

comportamentos semelhantes a ansiedade e depressao.

O ganho de peso corporal foi significantemente diminuido nos animais submetidos a

tireoidectomina e nao tratados.
Nao houve diferenga na atividade locomotora entre os grupos experimentais.

O protocolo de hipotireoidismo utilizado foi capaz de promover reducao do niamero de
bolos fecais. Este dado pode estar relacionado com respostas fisiologicas alteradas
pela falta de HT. Portanto, este resultado pode ndo refletir uma alteracdo

comportamental de diminui¢do de comportamento semelhante a ansiedade.

O hipotireoidismo em ratos acarreta no aumento de comportamentos analogos a
depressdo e ansiedade e a reposicdo com tiroxina ¢ capaz de reverter quase todos os

comportamentos induzidos pelo hipotireoidismo no protocolo em questao.

A tiroxina falhou em reverter todas as alteragdes ocasionadas pelo hipotireoidismo. O
peso corporal apresentou diminui¢do na 30° semana. O tratamento monoteraptico com
tiroxina, pelo menos no protocolo utilizado neste estudo, ¢ parcialmente efetiva em

reverter as alteracdes de ansiedade e depressdao em ratos.
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8 PERSPECTIVAS

Avaliar em diferentes regidoes encefalicas o efeito do hipotireoidismo através da
dosagem das enzimas desiodases, BDNF, e T3.

Verificar a expressdo de enzimas desiodades nos seguintes tecidos: figado, tecido
adiposo marrom e rins.

Verificar os niveis séricos de TSH, T4, T3 e corticosterona.
Estudar o papel da reposi¢do com tiroxina sobre essas alteracdes.

Investigar a eficacia da terapia combinada (T4 + T3) e compara-la com a monoterapia
(T4) na reversao das possiveis alteracdes supracitadas
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