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RESUMO

MEMORIA, ANSIEDADE E FUNCAO MOTORA NA PROLE DE RATAS COM
HIPOTIREOIDISMO GESTACIONAL, Edénia da Cunha Menezes, Sdo Cristévao,
2014.

Os hormonios tireoidianos (HTs) maternos sao essenciais para o desenvolvimento organico
do feto, sobretudo na maturacdo do sistema nervoso central. Alteragdes na concentracdo dos
HTs maternos durante a gestacdo podem implicar no aparecimento de distarbios organicos
diversos ao longo da vida da prole. O objetivo do estudo foi investigar as repercussdes da
caréncia dos hormonios tireoidianos maternos durante a gestacdo na memoria, ansiedade e
funcéo motora na prole de ratas. O hipotireoidismo foi induzido pela administragéo ad libitum
de metimazol 0,02% na &gua de beber, do 9° dia de gestacdo até o dia do parto. Aos 75 e 120
dias pds-natal (75 e 120 DPN), machos das proles de maes hipotireoidianas (PMH) e
eutireoidianas (PME) foram submetidos aos testes de alternacdo espontanea (TAE),
reconhecimento de objetos (RO), placa perfurada (PP), paradigma da exploracéo livre (PEL),
teste de catalepsia (TC) e campo aberto (CA). Para avaliar memdria de curto prazo foram
utilizados TAE e RO. Ansiedade estado e trago foram avaliadas respectivamente pelo teste de
PP e pelo PEL. A funcdo motora foi acessada pelo TC e CA. Os dados obtidos foram
analisados por meio dos testes de homocedasticidade (Levene) e de normalidade (Shapiro-
Wilks). Para dados com distribui¢cdo normal e homocedasticos foram realizados os testes t de
Student ndo pareado e de uma amostra. Dados ndo normais ou ndo homocedasticos foram
analisados pelo teste ndo paramétrico de Mann Whitney. Quando sob influéncia de dois
fatores de variacdo, os dados foram analisados por ANOVA de duas vias, seguido do pds-
teste de Bonferroni. O TAE e o RO mostraram que PMH tém comprometimento da memoria
de curto prazo. O TAE revelou que a PMH apresentou menor porcentagem de alternacdes
completas quando comparada a PME, tanto aos 75 quanto aos 120 dias pds-natal (DPN),
(p<0,001; p<0,01, respectivamente). Aos 75 e 120 DPN, a PMH ndo foi capaz de discriminar
0 objeto novo do antigo (p=0,26; p=0,70, respectivamente) no RO. Somente aos 120 DPN se
observou menor tempo total de exploracdo de objetos na PMH, independente da sessdo
(p<0,01). Menor estado ansioso foi evidenciado na PMH pelo maior nimero de head-dip na
PP, tanto aos 75 DPN (p < 0,05) como aos 120 DPN (p< 0,05), bem como pelo maior tempo
de permanéncia no head-dip, somente aos 120 DPN (p< 0,01). Por outro lado, ndo foram
identificadas mudancgas no perfil ansioso da PMH submetidas ao PEL em nenhuma das idades
estudadas. Aumento do comportamento de catalepsia foi observado na PMH, que apresentou
maior o tempo de permanéncia na barra do aparato, tanto aos 75 DPN (p < 0,05) quanto aos
120 DPN (p< 0,01). A ambulacdo no CA né&o diferiu entre os grupos. Assim, este trabalho
demonstrou, pela primeira vez, que a caréncia de HTs maternos durante gestacdo reduz a
memoria de curto prazo, a fungdo motora e a ansiedade estado da prole de ratas. O aumento
do comportamento de catatonia na PMH aventa ainda a possibilidade de perda de motivacéo
e/ou anedonia.

Palavras chave: hipotireoidismo gestacional; sistema nervoso; memoria; ansiedade; funcao
motora; rato.
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ABSTRACT

MEMORY, ANXIETY AND MOTOR FUNCTION IN OFFSPRING OF RATS WITH
GESTATIONAL HYPOTHYROIDISM, Edénia da Cunha Menezes, Sao Cristovao,
2014.

Maternal thyroid hormones (THSs) are crucial for fetal development, especially to the central
nervous system. Changes in maternal THSs levels during pregnancy can result in many organic
disorders over the life of the offspring. We aimed to investigate the impact of the lack of
maternal THs during the pregnancy in the memory, anxiety and motor function in the
offspring. Hypothyroidism was induced by ad libitum administration of 0.02% methimazole
(MMI) in drinking water, from 9" day of pregnancy until delivery day. At 75 and 120
postnatal day (75 and 120 PND), the offspring (males) from MMlI-treated dams (OMTD) and
water-treated dams (OWTD) were subjected to different tests: i. spontaneous alternation
(SAT), object recognition (OR), hole board (HB), free exploration paradigm (FEP), catalepsy
(CT) and open field (OF). To evaluate short term memory we used SAT and OR. State and
trait anxiety were evaluated by HB and FEP, respectively. The motor function was accessed
by CT and OF. Statiscal test for homoscedasticity (Levene) and normality (Shapiro-Wilks)
were applied. Data with normal distribution and homoscedastic were analyzed by unpaired
one sample t-test. Non-normal and non-homoscedastic data were analyzed by non-parametric
Mann Whitney test. When required, two-way ANOVA followed by Bonferroni post-hoc was
used. Both, SAT and OR showed that OMTD had lower short term memory. In SAT, OMTD
presented lower percentage of complete alternations compared to OWTD, at 75 and 120 PND,
(p<0.001; p<0.01, respectively). At 75 and 120 PND, OMTD were not able to discriminate
new and old objects (p=0.26; p=0.70) in OR test. OMTD spent less time exploring both
objects, but only at 120 PND, regardless of the session (p<0.01). A decreased anxiety state
was evidenced in OMTD by the increased number of head-dip on the HB test, both at 75
(p<0.05) and 120 PND (p<0.05), as well as by the increase in time spent in head-dip, only at
120 PND (p<0.01). Moreover, no changes were observed on the anxiety profile of OMTD
subjected to FEP in both studied ages. We also observed an increase on the cataleptic
behavior on OMTD, by the greater time spent in the apparatus bar, both at 75 (p<0.05) and
120 PND (p<0.01). The ambulation on OF didn’t differed between the groups. Thus, this
study demonstrated, for the first time, that the lack of maternal THs during the pregnancy
reduces the short-term memory, motor function and state anxiety of offspring of rats. The
increased catatonic behavior in OMTD suggests loss of motivation and/or anhedonia.

Key words: gestational hypothyroidism; nervous system; memory; anxiety; motor function;
rats
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1. INTRODUCAO

Inimeros disturbios organicos e comportamentais, comumente diagnosticados,
ndo tém suas etiologias seguramente determinadas. Neste contexto, recentes abordagens
experimentais tém imputado valor aos eventos ocorridos durante a vida intrauterina
como decisivos no aparecimento destas doencas em diferentes momentos da vida pos-
natal (ENTRINGER et al., 2011; FOWDEN; FORHEAD, 2004a).

O desenvolvimento intrauterino é um processo complexo e dindmico que se
caracteriza como o resultado da interacdo de fatores ambientais (maternos) e fetais em
mamiferos. O desenvolvimento fetal adequado depende de condicGes ideais para a
manutencdo da biodisponibilizacdo de fatores pro-proliferativos, de crescimento e
diferenciacdo celular, caracteristicos desse processo (FOWDEN et al. 2006; KANAKA-
GANTENBEIN et al. 2010).

Os hormonios tireoidianos (HTs) exercem acdes fisiologicas essenciais na
regulagdo do crescimento e desenvolvimento dos diversos sistemas organicos,
sobretudo no sistema nervoso central e, ativamente, das fun¢Ges motoras, memoria e
ansiedade (VENERO et al., 2005). Os HTs tambem afetam a sintese e degradacdo de
outros hormonios e fatores de crescimento e, assim, indiretamente, influenciam a
sinalizacdo enddcrina (SMITH et al., 2002). A caréncia na producdo ou na atuagao dos

hormdnios tireoidianos (HTs) leva ao quadro de hipotireoidismo (PATEL et al., 2011).

Dados epidemiologicos recentes (BLATT, 2011), utilizando o mais novo
critério de diagnostico do hipotireoidismo, que considera valores de corte mais baixos
para a normalidade de TSH, tém apontado, que em humanos, o hipotireoidismo é mais
prevalente do que descrito em estudos anteriores. De acordo com este estudo, ele ocorre
em 15,5% das mulheres norte-americanas gestantes, entre 18 e 40 anos. Dentro desta
prevaléncia estdo agrupados os hipotireoidismos clinico e subclinico (BLATT, 2011;
KLEIN et al., 1991; LI et al., 2010; VAIDYA et al., 2007). Neste contexto, ressalta-se
que, em periodos criticos da gestacdo, o feto de mamiferos encontra-se inapto a suprir,
sozinho, as suas necessidades de HTs. Assim, os HTS maternos sdo essenciais para o
adequado desenvolvimento do feto (KLEIN et al., 1991; VAIDYA et al., 2007).
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As baixas concentracbes de HTs promovem alteragOes generalizadas no
desenvolvimento e maturacdo do sistema nervoso (SN) (FOWDEN; SILVER, 1995). As
acoes moleculares desses hormdnios modificam a expressao de receptores, de canais
ibnicos, de transportadores e de proteinas do citoesqueleto (PASCUAL; ARANDA,
2012).

A ocorréncia dessas alteracdes devido a insuficientes quantidades dos HTs,
durante a vida intrauterina, juntamente com fatores ontogenéticos, por exemplo, a
ansiedade materna, podem predispor o feto a manifestar diversos distirbios organicos e
comportamentais mais tardiamente, ao longo de toda a vida da prole (FOWDEN;
FORHEAD, 2004b).

Ademais, deve-se destacar que j& € bem conhecida a influéncia da caréncia
severa de HTs maternos sobre o desenvolvimento orgénico do feto, que em geral produz
aborto, malformacédo, deslocamento prévio da placenta, prematuridade, baixo peso ao
nascer, hipertensdo materna, entre outros distirbios (BUCKSHEE et al., 1992;
WASSERSTRUM; ANANLA, 1995).

Porém, pouco se sabe a respeito da caréncia mais branda, e muitas vezes
subclinica, do aporte materno de HTs ao feto. Soma-se a isto, a existéncia de diversos
distdrbios funcionais cognitivos, mneménicos, motores e emocionais, ainda sem
etiologia conhecida em humanos. Sendo assim, estariam estes disturbios implicados
com a caréncia mais branda de HTs maternos durante este periodo critico (i.e.: vida

intrauterina) para o desenvolvimento fetal?

E sabido que diversos protocolos experimentais estdo disponiveis para indugéo
de hipotireoidismo classico em roedores. Dentre eles a tireoidectomia total ou parcial, a
restricdo de iodo na dieta, a administracdo de iodo radioativo, e a administracdo de
diferentes concentracdes de drogas antitireoidianas como metimazol e propiltiouracil
(PTU) (ARGUMEDO; SANZ; OLGUIN, 2012). No entanto, um modelo experimental
que mimetizasse o hipotireoidismo mais brando, ou seja, sem a presenca de sinais
clinicos aparentes na gestante e sem impedir 0 curso da gestacdo e o desenvolvimento
“aparentemente normal” dos fetos, poderia ser de grande valia para o estudo dos reais
impactos da hipofuncdo tireoidiana subclinica no desenvolvimento funcional da prole
(ALVES et al., 2013).
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Neste contexto, estudos tém demonstrado que a oferta de metimazol ad libitum,
a 0,02% na agua de beber, portanto bem abaixo das concentracGes utilizadas em estudos
classicos de inducdo de hipotireoidismo, poderia atender a esta demanda. Nestes
estudos, em que MMI foi ofertado a partir do nono dia de gestacdo, observou-se que a
inexisténcia de prejuizos aparentes para a gestante, que ndo sofre mudanga no seu
escore corporal, e tampouco para a gestacdo, que dura 0 mesmo tempo da observada em
gestantes eutireoidianas, e produz ninhadas de mesmo tamanho. Além disso, os filhotes
nascem com peso corporal semelhantes aos das ninhadas controle (ALVES et al., 2013).
Deve-se destacar ainda, que no protocolo utilizado neste estudo, a administracdo de
MMI produz hipotireoidismo que progride lentamente até o final da gestacdo, quando
coincide com o inicio da funcéo tireoidiana fetal (DE CARO et al., 2012; HASEBE et
al., 2008).

Contrariamente, protocolos que induzem hipotireoidismos mais severos elevam
0 namero de natimortos, a incidéncia de anormalidades anatdmicas e/ou morfoldgicas
ao nascer, menor peso ao nascer (HAPON et al., 2003). Ademais, ndo faltam dados na
literatura sobre os impactos negativos aparentes de hipotireoidismos considerados
severos ndao compensados (ndo tratados) sobre o desenvolvimento da prole. Portanto,

este ndo é o objetivo do presente estudo.

Portanto, este estudo se fez necessario pelas poucas evidéncias acerca das
repercussdes do hipotireoidismo gestacional menos severo na memodria, ansiedade e
funcdo motora, além da alta prevaléncia de hipotireoidismo materno durante a gestacao

e da conhecida influéncia dos HTs maternos no desenvolvimento fetal.

Este modelo experimental pode permitir identificar os mecanismos bioldgicos
afetados e fornecer subsidios tedricos que permitam um delineamento de abordagens
terapéuticas mais adequadas para os disturbios observados na prole de mées com
hipotireoidismo. Além disso, os achados obtidos no presente estudo devem reforcar a
recente ideia de instituicdo compulsoria do rastreamento da funcgéo tireoidiana materna
nas politicas publicas de salde, o que ainda ndo é mandatério em muitos paises,

inclusive no Brasil.

Neste contexto, o presente estudo avaliou as repercusses do hipotireoidismo

gestacional experimental na memoria, ansiedade e funcdo motora da prole de ratas.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Programacao Intrauterina

O desenvolvimento do feto durante o periodo gestacional corresponde a um
processo complexo e que envolve multiplos mecanismos em um curto periodo. Para que
ocorra o crescimento fetal ideal € necessaria a interacdo de fatores maternos e fetais,
dentre eles os hormoénios. Em condi¢Ges normais tem-se um ambiente que mantem os
indices ideias de proliferacdo, crescimento e diferenciacdo, caracteristicos desse
momento (WARNER; OZANNE, 2010).

Assim, disturbios que prejudiquem a interacdo de fatores fetais e maternos,
podem comprometer o desenvolvimento do feto e resultar em consequéncias na vida
pos-natal. Portanto, o comprometimento da plasticidade caracteristica da vida
intrauterina pode permanentemente influenciar o binbmio saude-doenca a curto, médio
e longo prazo. Por exemplo, ha evidéncias de que a restricdo do crescimento
intrauterino, devido tanto a fatores maternos, como placentarios e genéticos, podem
alterar o desenvolvimento do cérebro do feto (KANAKA-GANTENBEIN, 2010).

A hipotese da origem fetal das doencas nos adultos foi inicialmente proposta
por Barker (1989) que realizou estudo epidemioldgico nas cidades inglesas de
Hertfordshire, Preston e Sheffield. No estudo foi demonstrado que a mortalidade por
doenca coronariana na vida adulta era duas vezes maior nos individuos que se
localizavam no limite inferior da curva de distribuicdo do peso ao nascimento, 0 que

ficou conhecido como “Hipotese de Barker”.

Periodos de rapida divisdo celular ocorrem durante o desenvolvimento do feto,
conhecido como periodos criticos, nos quais sdo formados os diversos 6rgdos e tecidos.
De acordo com Barker (1993), eventos ocorridos durante estes periodos podem alterar a
estrutura e funcdo dos sistemas em desenvolvimento gerando consequéncias precoces

e/ou tardias.
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Apos a proposicao de Barker (1989), ganha forgca o conceito que estabelece a
influéncia do ambiente, especialmente o ambiente perinatal, sobre o genotipo. Este
campo do saber é denominado de epigenética (RAO; PADMAVATHI; RAGHUNATH,
2012; SUTER; ANDERS; AAGAARD, 2013). Desde entdo, diversos pesquisadores
tém se dedicado ao estudo das bases moleculares da epigenética. Atualmente, é sabido
gue mudancas conformacionais nas fitas de DNA, decorrentes de reac6es, por exemplo,
metilacdo e modificacdo das histonas dos mesmos, impedem a adequada expressao
génica dos segmentos de DNA acometidos, ainda que a genotipagem néo seja capaz de
detectar qualquer alteracdo na sequéncia de bases de nucleotideos (RUCHAT; HIVERT;
BOUCHARD, 2013).

Quando em concentragbes plasmaticas maternas inadequadas, os HTs, que
atravessam facilmente a barreira placentaria e exercem importante funcdo na regulacao
do crescimento e desenvolvimento organicos, apresentam alto potencial para
reprogramar os sistemas bioldgicos fetais, que podem passar a funcionar indevidamente
desajustados. Adicionalmente, 0 momento da vida intrauterina em que o insulto ocorre,
afeta de modo diferente os sistemas bioldgicos. Isto porque a organogénese dos
diferentes tecidos ocorre de acordo com padrdes de desenvolvimento préprios
(GICQUEL; EL-OSTA; LE BOUC, 2008).

2.2. Sintese dos hormonios tireoidianos

A glandula tireoide é constituida por uma grande quantidade de foliculos
preenchidos por substancia coloide. As células que compBem esta glandula sdo as
células foliculares, tiredcitos, o lumen folicular é composto de tireoglobulina. Cada
molécula de tireoglobulina contém o aminoacido tirosina em sua composi¢do, sendo
esta a base de construcdo para 0s hormonios tireoidianos (KIRSTEN, 2000). A
tireoglobulina, produzida no citoplasma da célula da tireoide, é depositada no lumen
folicular, servindo como matriz para a sintese e 0 armazenamento dos horménios
tireoidianos (BERNAL; GUADANO-FERRAZ; MORTE, 2003a).
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A sintese de hormonios tireoidianos esta diretamente ligada ao iodo e envolve
alguns passos basicos (CARAYANNIOTIS, 2007). Primeiramente, 0 iodo proveniente
da dieta é absorvido pelo trato digestorio e transportado para a corrente sanguinea onde
é captado para o interior da glandula tireoide, através da membrana basolateral dos
tiredcitos (COLIN et al., 2013). O iodo captado pela célula folicular serd oxidado e
convertido para sua forma ativa (I") pela enzima tireoperoxidase (COLIN et al., 2013;
COOPER, 1984).

A tireoperoxidase € responsavel pela catélise da incorporagdo do I” aos residuos
tirosina e pela ligagdo das moléculas de iodotirosina na tireoglobulina, o qual
determinara a formacdo dos horménios tireoidianos. As moléculas de tirosina iodinadas
sdo agrupadas formando as moléculas dos horménios tireoidianos. Uma diiodototirosina
acrescida de uma monoiodotirosina resultara na 3,5,3" triodotirosina (T3), ja duas
diiodotirosinas irdo formar a tiroxina (T4) (GHAFOOR, 2006).

Apos a sua formacdo, uma parte dos HTs fica armazenada e uma parte é
liberada pela acdo do hormonio estimulante da tireoide (TSH). A producéo diaria de T3
é de aproximadamente 20% do total de hormdnios produzidos pela glandula tireoide, a
qual € liberada diretamente na circulacdo pela glandula tireoide, ja que a maior parte da
conversdao de T4 em T3 se da em tecidos periféricos (CASSIO et al., 2003). Este
processo no qual o precursor do T4 é convertido na forma ativa do horménio T3 é

conhecido como deiodinacdo central e periférica (WU et al., 2005).

2.3. Atividade das deiodases

As reacOes de deiodinacdo sdo catalisadas por trés enzimas, denominadas
iodotironinas deiodases tipo 1 (D1), tipo 2 (D2) e tipo 3 (D3). Essas enzimas possuem
caracteristicas distintas baseadas na distribuicdo tecidual, substrato de preferéncia,
cinética e sensibilidade a inibidores (BIANCO et al., 2002; ST GERMAIN; GALTON,
1997).
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A atividade coordenada das deiodases nos diferentes tecidos confere
homeostase plasmatica dos HTs, assim como uma adequada exposicdo dos tecidos a
esses horménios. A concentracdo tecidual de T3 varia conforme o transporte do
hormonio para o tecido e a atividade local das deiodases, capazes de aumentar ou
diminuir o T3, independente das concentracGes séricas dos HTs (DONALD L.
GERMAIN; GALTON; HERNANDEZ, 2009; SILVA; LARSEN, 1983).

A D1 é uma proteina integral de membrana. Em ratos, essa enzima é
encontrada principalmente na tireoide, figado, rim, hipofise, SNC, intestino e musculo
(BIANCO et al., 2002; CHOPRA; TAING; MIKUS, 1996; LISBOA et al., 2003) . Sua
expressdo aumenta em resposta aos HTs, tanto em ratos como em humanos (BIANCO
et al., 2002). A D1 apresenta sua atividade aumentada no hipertireoidismo, diminuida
no hipotireoidismo, sendo bloqueada pelo uso de propiltiouracil (PTU), um composto
antitireoidiano que também inibe a atividade da tireoperoxidase e, por conseguinte, a
biossintese dos HTs (GEREBEN et al., 2008).

Da mesma forma, a D2 é uma proteina transmembrana, também localizada no
reticulo endoplasmatico. Essa enzima € altamente expressa no sistema nervoso central
(SNC), na hipofise, no tecido adiposo marrom e placenta. A D2 regula a concentragdo
intracelular de T3 (SILVA; LARSEN, 1985).

A D3 ¢é a principal enzima inativadora dos HTs, localizada na membrana
plasmatica, com maior parte de sua molécula na face extracelular. Essa enzima é muito
expressa nos tecidos em desenvolvimento, principalmente no SNC, embora também
seja detectada em tecidos como pele, placenta e figado de humanos e em ratos (BATES
et al., 2000). A D3 apresenta sua atividade aumentada no hipertireoidismo e diminuida
no hipotireoidismo. No entanto, gera apenas produtos inativos, rT3 e 3,3°T2, a partir do
T4 e T3, pois atua removendo o iodo da posi¢cdo 5 destas iodotironinas (CROTEAU et
al., 1995).
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2.4, Receptores tireoidianos

As acdes biologicas dos HTs dependem de forma importante de sua interacao
com receptores de alta afinidade (receptores tireoidianos - TRs), localizados no nucleo
das suas células alvo. Os TRs sdo fatores de transcricdo dependentes de ligante codificados
por dois genes diferentes o ¢ f (THOMPSON; EVANS, 1989; FLAMANT; SAMARUT,
2003). Cada um destes genes codifica varias proteinas (TRal, TRa2, TRB1, TRB2,
TRP3) que sdo resultado do processamento alternativo do 4acido ribonucleico
mensageiro (RNAm) (FLAMANT; SAMARUT, 2003; ROBERTS; LADENSON,
2004)

O TRal e TRP1 seriam as formas biologicamente ativas desses receptores,
enquanto o TRa2 ¢ o tnico que ndo tem capacidade de ligar-se a0 hormonio e ao sitio
de ligacdo no acido desoxirribonucleico (DNA), assim, atua como antagonista da
transcricdo génica mediada pelos outros TRs (BAXTER; TYRRELL, 1994; ROBERTS;
LADENSON, 2004).

Os receptores TRB1 ¢ TRP2 contribuem na regulacao da liberagdo do hormonio
liberador de tireotropina (TRH), pois estas isoformas sdo expressas no hipotalamo e na
hipofise. O TRB3 é também uma forma biologicamente ativa e esta expresso, em ratos,
no figado, rim e pulméo. Esses receptores possuem papel chave no mecanismo de
feedback negativo que os HTs circulantes desempenham sobre a producdo hipotalamica
e pituitaria de TRH e TSH, respectivamente (DUPRE et al., 2004).

Os HTs classicamente regulam a expressdo génica ao se ligar a receptores
tireoidianos de alta afinidade que reconhecem elementos de respostas especificas por
meio de genes alvos. Tal efeito resulta na ativagdo ou inibicdo da transcricdo desses
genes. Entretanto, alguns efeitos dos HTs ocorrem rapidamente e ndo sdo afetados por
inibidores de transcricdo e tradugdo, devido & mediacdo do T3 em a¢des ndo-gendmicas.
Esses efeitos ja foram descritos em muitas células e tecidos, incluindo tecido adiposo
marrom, coracao e hipofise (BASSETT; HARVEY; WILLIAMS, 2003).

A acdo ndo-gendmica ocorre pela regulacdo de canais ionicos, fosforilacdo

oxidativa e transcricdo génica mitocondrial que envolve a geracdo de segundos
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mensageiros intracelulares e inducdo de cascata de sinalizacdo levando a um aumento
da concentracdo de célcio intracelular, AMP-c e acdo das proteinas cinases (BASSETT;
HARVEY; WILLIAMS, 2003).

2.5. Regulacao neuroendocrina do eixo hipotdlamo-hipofise-tiredide

O eixo hipotalamo-hipofise-tiredide (HHT) é o principal regulador da funcéo
tireoidiana. Neurbnios hipotalamicos produtores de TRH possuem seus pericarios
localizados predominantemente no ndcleo paraventricular (BAXTER; TYRRELL,
1994; VOLPATO; NUNES, 2001). Seus terminais axonais fazem contatos sindpticos
com capilares da capsula externa da eminéncia média do hipotalamo onde liberam o
TRH.

Apobs a captacdo capilar, o neuropeptideo alcanca os tireotrofos hipofisarios
pelo sistema porta hipotalamo-hipofisario, promovendo a producdo e a secre¢do de
tireotropina, ou hormonio tireoestimulante da tireoide (TSH). O TSH estimula a sintese
de tireoglobulinas, o processo de sequestro de iodeto e todas as etapas subsequentes
para a formacdo de T3 e T4 (BAXTER; TYRRELL, 1994).

As acbes que os HTs desencadeiam nas células alvo repercutem em efeitos
bioldgicos marcantes na atividade dos varios tecidos e sistemas, o qual, eleva a
expressdao e a atividade de varias enzimas do metabolismo oxidativo, ATPases,
transportadores idnicos e proteinas importantes (VOLPATO; NUNES, 2001).

2.6. Funcdo tireoidiana e gestacao

A gestacdo induz alterac¢des funcionais na glandula tireoide interferindo, assim,
na fisiologia tireoidiana por diversas vias. Durante a primeira metade da gestacdo até o
termo h& o aumento da concentracdo da globulina transportadora da tiroxina (TBG)

decorrente dos niveis elevados de estrogeno que aumenta a sintese hepatica e diminui a
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depuragdo da TBG (GLINOER, 1997). Como consequéncia, os niveis de T3 e T4 total
aumentam durante a gestacdo com tendéncia a situar-se no limite superior da
normalidade (DAVID HOTELLING; SHUERWOOD, 1971).

Em humanos, a tireoide fetal comeca a se desenvolver durante na décima
semana de gestacdo é totalmente funcional na vigésima sexta semana de gestacdo. Em
ratos, comeca a se formar no décimo sexto dia gestacional e finaliza no sexto dia pds-
natal. Atualmente é bem aceito que o desenvolvimento fetal, particularmente a
maturacdo neuronal de mamiferos, é dependente de uma adequada concentracdo de T4
disponivel nos tecidos fetais, que é entdo convertido a T3 para iniciar a acdo dos HTs
(MORREALE DE ESCOBAR; OBREGON; ESCOBAR DEL REY, 2000; HERC,
2013).

Basicamente, a fonte hormonal do embrido durante a gestacdo em mamiferos é
materna. Assim, experimentos em ratos demonstraram que até mesmo pequenas
deficiéncias de iodo materno sdo capazes de diminuir as concentracdes de T4 do feto.
Isto implica que as concentracdes adequadas de T4 no soro materno sdo fundamentais
para a manutencdo das concentragcdes adequados deste hormdnio no embrido e para

adequada converséo local em T3 (KLEIN et al., 1991).

Entdo, a maior mudanca no funcionamento da tireoide associada ao periodo
gestacional é no requerimento do aumento da producdo dos HTs que sdo dependentes
diretamente de um adequado suprimento na dieta de iodo e da integridade da glandula
tireoide. Deste modo, a insuficiente ingestdo de iodo pode modificar a homeostase dos
de HTs (GLINOER, 2007; PEARCE, 2009a; SMALLRIDGE et al., 2005).

Dados epidemioldgicos recentes (BLATT, 2011), utilizando o mais novo
critério de diagndstico do hipotireoidismo, que considera valores de corte mais baixos
para a normalidade de TSH, tém apontado, que em humanos, o hipotireoidismo & mais
prevalente do que descrito em estudos anteriores. De acordo com este estudo, ele ocorre
em 15,5% das mulheres norte-americanas gestantes, entre 18 e 40 anos. Dentro desta
prevaléncia estdo agrupados os hipotireoidismos clinico e subclinico (BLATT, 2011;
KLEIN etal., 1991; LI et al., 2010; VAIDYA et al., 2007).

Deve ser notado, entretanto, que A&reas endémicas de hipotireoidismo

gestacional estdo em regibes com acentuada deficiéncia na provisdo de iodo,
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destacando-se no contexto de prevaléncia mundial deste distdrbio (CASEY et al., 2005;
NEGRO; MESTMAN, 2011). Essa deficiéncia de iodo em criancas pode levar a danos
cerebrais, anomalias e produzir sequelas neuroldgicas severas (FENZI et al., 1990;
GLINOER, 1999; VERMIGLIO et al., 1990). O hipotireoidismo na gestacdo é uma
alteragdo no funcionamento da tireoide que se torna mais acentuada pelo aumento do
requerimento na producdo de HTs, levando a hipotiroxinemia e aumento Sérico nos
niveis de TSH (KRASSAS; POPPE; GLINOER, 2010).

No periodo gestacional, € fundamental o diagndstico precoce do
hipotireoidismo, uma vez que este pode trazer consequéncias para 0 concepto e para a
propria gestante (LAZARUS, 2005). Nesse periodo, o organismo materno sofre uma
série de modificacbes hormonais e metabolicas e a ocorréncia de alguma falha na
adaptacdo dessas mudancas fisiologicas que pode resultar em disfuncdes tireoidianas
(MANNISTO et al., 2010).

2.7. Hipotireoidismo e sistema nervoso

Varios fendbmenos do desenvolvimento do sistema nervoso sdo influenciados
pelos HTs, como: crescimento axonal e neuritico, sinaptogénese, migracdo e
sobrevivéncia neuronal, mielinizagdo e eficacia sinaptica (FENZI et al., 1990). Na
ontogénese cerebelar, por exemplo, experimentos demonstraram que 0s hormoénios
tireoidianos atuam pela mediacéo do fator de crescimento epidermal (EGF), propiciando

um aumento no numero de astrécitos (GLINOER, 1999).

A regulacdo da liberagdo de neurotransmissores no hipocampo também se
mostrou influenciada pela presenca de HTs (THOMPSON; POTTER, 2000). Estudo
sobre a proliferacdo celular na zona sub-ventricular do hipocampo demonstrou que o T3
e seu receptor alfa (TRa) desempenham um importante papel na neurogénese desta
regidao (MARTINEZ; GOMES, 2002). Efeitos sobre a sintese de matriz extracelular
também foram observados no cerebelo. A auséncia dos hormonios tireoidianos, no
cerebelo, foi responsavel por atraso na expressdo de laminina (proteina da lamina basal)

e reducdo nos seus niveis, quando comparado ao grupo controle (VARA et al., 2002).
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A deficiéncia dos HTs durante a vida intrauterina e no periodo pds-natal
mantém a imaturidade do SNC, leva a hipoplasia dos neurbnios corticais, atrasa a
mielinizacdo e reduz a vascularizacdo encefalica. Se a reposicdo hormonal ndo se fizer
de imediato ap0s o nascimento, essas lesdes podem tornar-se irreversiveis, com prejuizo
no desenvolvimento neuropsicomotor (DNPM) em humanos (GOODMAN; GILBERT,
2007; LEMKINE et al., 2005; SARLIEVE; RODRIGUEZ-PENA; LANGLEY, 2004).

Ademais, neonatos expostos a niveis consideravelmente reduzidos de HTs
durante a vida uterina e durante a vida neonatal apresentaram, posteriormente, retardo
no crescimento, defeitos neurolégicos e desempenho reduzido em diversas habilidades
cognitivas (CHAN; ROVET, 2003; MORREALE DE ESCOBAR; OBREGON;
ESCOBAR DEL REY, 2000; PEARCE, 2009b; SHIBUTANI et al., 2009). A acdo dos
hormdnios da tireoide sobre o sistema nervoso central ocorre, principalmente, do
periodo intrauterino até os dois primeiros anos de vida em humanos. As consequéncias
especificas da deficiéncia dependem do periodo e severidade da exposicdo
(KOIBUCHI; CHIN, 2000).

Diferentemente do que ocorre em humanos, em ratos, parte do
desenvolvimento do cérebro ainda ocorre ap6s 0 nascimento, ao passo que em humanos
este desenvolvimento é praticamente concluido durante a vida intrauterina (OWEN;
BRENNER, 2012). Assim, possiveis implicacdes funcionais observadas na vida pos-
natal em ratos, decorrentes da caréncia de HTs durante a vida intrauterina, poderiam ser,
a priori, extrapoladas de modo ainda subestimados para humanos, que s&o
aparentemente mais dependentes dos hormonios tireoidianos maternos no que diz

respeito ao desenvolvimento do SN.

2.8. Hormonios tireoidianos e memdria

O homem, entre outros animais, tem a capacidade notavel de armazenar
informacdes que sdo mediadas através da experiéncia, a memdria. Esta, por sua vez,
descreve as alteracGes comportamentais trazidas durante a vida (KANDEL; SQUIRE,

2000). A aprendizagem entra como processo para a aquisicdo dos conhecimentos,
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enquanto a memodria é o funcionamento pelo qual o conhecimento € codificado,
armazenado e, posteriormente, recuperado (MOZZACHIODI; BYRNE, 2010).

Os mecanismos empregados pelo SNC para formar e armazenar diferentes
tipos de memdrias sdo multiplos. As memdrias podem ser didaticamente separadas pelo
tempo compreendido entre a sua formacdo e a sua evocacdo. Desta forma podem ser
classificadas como memoria de curto prazo ou memoria de longo prazo. O processo
para a formacdo da memoria de longo prazo requer eventos moleculares que duram
vérias horas e podem estar susceptiveis a influéncias durante este periodo de formacao
(IZQUIERDO et al., 1999, 2002).

A memoria de curto prazo é encarregada de manter a informacéo disponivel
enguanto se consolida lentamente o traco de longa duracdo. Constitui somente a etapa
inicial desse mecanismo consolidatério, e, muitas vezes, representa um processo
mnemdnico independente, mesmo que vinculada & memoria de longo prazo. Trata-se de
eventos por vezes paralelos. Ambas as memorias sdo processadas nas mesmas regides:
hipocampo, cortex entorrinal e o cortex parietal associativo (IZQUIERDO et al., 1999,
2002).

Em ratos, estudos moleculares e celulares revelam que a aprendizagem e
memoria sdo induzidas pela modulacdo de atividade sinaptica que proporcionam
alteracdes nas modalidades de transmissdo quimica/elétrica entre os neurdnios, ou seja,
plasticidade sindptica (IZQUIERDO; MEDINA, 1997; IZQUIERDO et al., 2006). O
descobrimento destes fendbmenos neurais de curto prazo e o aumento da eficiéncia
sinaptica sd0 mecanismos necessarios para a consolidacdo da memdria de longo prazo
(COOKE; BLISS, 2006).

Essa estimulacdo por longo prazo, referenciada como um dos mecanismos para
formacdo da memoria de longo prazo, proporciona a modulagdo heterosinaptica, que
necessita de neurotransmissores, como a serotonina, proveniente de interneurdénios
modulatorios. Dentre outras proteinas, estdo envolvidas na formagdo da LTP (Long-
term potentiation), a proteina cinase C (PKC) e calmodulina (Cam) (COOKE; BLISS,
2006).

Os HTs estdo diretamente relacionados com a regulacéo das bases moleculares

da génese das memorias. A caréncia de HTs determina o aumento na expressdo da
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Na*/K*-ATPase (CARAGEORGIOU et al., 2005). Além disso, os HTs também afetam
a liberacdo e sintese de neurotransmissores, por exemplo, serotonina e glutamato
(AHMED; ABD EL-TAWAB; AHMED, 2010). Desta forma, participam diretamente
da consolidacdo da memoria, como demonstrado em estudo realizado em ratos
(SCHMITT; MCDONOUGH, 1988a).

2.9. Hormonios tireoidianos e ansiedade

Genericamente, as emocdes sdo constituidas por dois componentes, uma
sensacdo fisica e um sentimento consciente. Estas percepcdes sdo mediadas por
estruturas corticais cerebrais, especificamente pelo cértex cingulado e pelos lobos
frontais. Porém, dada a complexidade destas circuitarias, deve-se considerar em similar
grau de importancia a interferéncia de componentes periféricos, autbnomos, endocrinos
e do sistema motor. Estas respostas envolvem, também, estruturas subcorticais tais
como, a amigdala, o hipotalamo e o tronco encefalico (KANDEL; SQUIRE, 2000).

A ansiedade, por sua vez, € uma modalidade de emocdo que pode ser
constitutiva (ansiedade traco) ou adaptativa evocada por condig¢des estressoras, ou seja,
em resposta a uma ameaca potencial (ansiedade estado). A ansiedade estado representa,
portanto, um estado emocional transitorio e consiste em sensac¢des de tensdo, apreenséo,
nervosismo e aumento da atividade do sistema nervoso autdbnomo, em constante
variacdo. O surgimento desta ansiedade pode estar relacionado a estimulos externos,
mas pode abranger também eventos internos. Por outro lado, ansiedade trago provém de
manifestacfes ansiosas estaveis ao longo do tempo (ENDLER; KOCOVSKI, 2001;
SPIELBERGER, 1966).

Um estudo com ratos evidenciou aumento da ansiedade em animais na vida
adulta com mutacdo no receptor tireoidiano TRal, provavelmente decorrente da
reducdo do numero de interneurbnios GABAérgicos na regido CA1 do hipocampo que
foi observada. Assim, uma diminuicdo da atividade inibitéria GABAE€rgica poderia
levar a hiperatividade de neurbnios hipocampais, resultando no aumento da emotividade

e da ansiedade (VENERO et al., 2005). Em conjunto, alteracbes na excitabilidade
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neuronal e na liberagdo de neurotransmissores, pela deficiéncia de horménios
tireoidianos, causam o aumento da ansiedade na vida adulta de ratos (SCHMITT,;
MCDONOUGH, 1988).

E sabido que o hipotireoidismo no periodo gestacional determina alteracdes
importantes em diversos circuitos neurais da prole. Por exemplo, contrariamente ao ja
evidenciado em animais adultos, o hipotireoidismo em estagio inicial do
desenvolvimento induz o aumento da concentracdo do GABA no cérebro (cortex
cerebral), cerebelo e medula espinhal da prole de ratas (AHMED; ABD EL-TAWAB;
AHMED, 2010). Neste sentido, no hipotireoidismo perinatal, se observa em ratos a
diminuicao da ansiedade estado (DARBRA et al., 2004).

2.10.  Hormonios tireoidianos e fungcdo motora

Os horménios tireoidianos, sobretudo durante a vida fetal, sdo criticos para o
desenvolvimento do sistema locomotor como um todo. No SNC, de maneira
abrangente, como foi dito previamente, sdo importantes para a diferenciacdo celular,
migracdo e maturacdo neuronal de estruturas responsaveis pela funcdo motora (ALVES
et al., 2013; BERNAL; GUADANO-FERRAZ; MORTE, 2003b).

Ratos que tiveram hipotireoidismo perinatal apresentaram disfungdo motora.
Isso pode ser observado pelo atraso no desenvolvimento cerebelar destes animais. Vale
destacar que essa alteracdo pode ser prevenida por meio de tratamento com T3 durante o
periodo de desenvolvimento do cerebelo (HASEBE et al., 2008). Similarmente, o
hipotireoidismo congénito promove prejuizo no desempenho locomotor de ratos machos
(VENERO et al., 2005).

Em estudo clinico no qual se avaliou 57 criangas com diagndstico de
hipotireoidismo congénito, foi demostrado um déficit importante nas suas habilidades
motoras, particularmente em relacio ao equilibrio (FUGGLE et al., 1991). E conhecido
que o controle de equilibrio exato requer processamento central eficiente para gerar

respostas motoras adequadas. Além destes aspectos, o fator neurotréfico derivado do
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cérebro (BDNF), que eleva o tempo de viabilidade funcional dos neurdnios motores,
estd menos expresso na prole quando da ocorréncia do hipotireoidismo gestacional. Por
isto, pode estar relacionado com atraso no desempenho motor durante o periodo pos-
natal da prole (SINHA et al., 2009).

Portanto, neste estudo experimental de hipotireoidismo gestacional dentro do
contexto de programacao fetal, a prole possivelmente ndo apresenta hipotireoidismo na
vida adulta, uma vez que esses ratos possuem niveis de T3 e T4 totais adequados, com
15 e 30 dias pds-natal, em estudo que utiliza o protocolo de indu¢do de hipotireoidismo
durante exclusivamente a gestacdo (ALVES et al., 2013). O presente trabalho se fez
necessario pelas poucas evidéncias acerca das repercussdes do hipotireoidismo
gestacional na memoria, ansiedade e funcdo motora, além da alta prevaléncia de
hipotireoidismo materno durante a gestacdo e da conhecida influéncia dos HTs

maternos no desenvolvimento fetal.
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3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo geral

Investigar as repercussdes da caréncia dos hormonios tireoidianos durante a

vida intrauterina, nas fungdes cognitivas, motora e emocdes na prole de ratas.

3.2. Objetivos especificos

Investigar, comparativamente, em machos adultos da prole de ratas

eutireoidianas e hipotireoidianas:

I. A memo@ria de curto prazo;
ii.  Aansiedade estado;

iii.  Aansiedade traco;

iv. Acatalepsia; e,

v. A deambulagéo.
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4. MATERIAL E METODOS

41. Animais utilizados

Foram utilizados 200 ratos (Rattus norvegicus) da linhagem Wistar, sendo 56
provenientes do Biotério Central da Universidade Federal de Sergipe —UFS e 144 prole
das ratas adquiridas, como previsto no procedimento experimental deste projeto (prole
de mées eutireoidianas e prole de maes hipotiroidianas). Tais animais foram mantidos
na sala de manutencéo e experimentacao do Laboratorio de Neuroendocrinologia Béasica
e Comportamental / DFS / UFS.

Durante todo o periodo, os animais tiveram livre acesso a agua de torneira e
racdo especifica para roedores (Labina, da marca Presence). As salas de manuteng&o dos
animais e experimentacgdo, localizadas no Laboratorio de Neuroendocrinologia Bésica e
Comportamental (LANBAC, UFS), tiveram luminosidade controlada com ciclo claro-
escuro de 12/12h (luz das 6 as 18h00), e temperatura de 23 + 2°C.

4.2 Aspectos éticos

Todos os procedimentos aos quais 0os animais foram submetidos estavam de
acordo com as normas e principios éticos preconizados pela Diretriz Brasileira para o
Cuidado e a Utilizagdo De Animais Para Fins Cientificos e Didaticos — DBCA, bem
como pelas Diretrizes da Pratica de Eutanasia, ambas do Conselho Nacional de Controle
de Experimentacdo Animal (CONCEA). Toda a equipe executora deste projeto estava
ciente do conteudo da lei n°® 11.794, de 8 de outubro de 2008 (Lei Arouca), em tempo
para a execucdo do mesmo. O projeto de pesquisa foi submetido e aprovado pelo
Comité de Etica em Pesquisa com Animais (CEPA) da Universidade Federal de Sergipe

(UFS), sob 0 n° 39/13 (Anexo A). Todos os esforcos foram feitos para minimizar o
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nimero de animais a serem utilizados, bem como a geracdo de desconforto e

sofrimento.

4.3. Procedimentos experimentais
Os experimentos seguiram o delineamento experimental a seguir.
Os animais foram separados em 3 categorias:

A Categoria I, composta por 56 fémeas adultas (150 a 200g) acompanhadas
para acasalamento programado. Cerca de 65% das ratas possuiram ciclo estral regular e
emprenharam de modo programado. Confirmadas 36 gestacfes, 18 ratas foram
submetidas ao protocolo de inducdo de hipotireoidismo durante a gestacdo (grupo de
méaes hipotireoidianas; MH) e 18 receberam veiculo (grupo de mées eutireoidianas;

ME), as quais foram acompanhadas para a producéo dos ratos da Categoria Ill.

A Categoria ll, por sua vez, foi composta por 15 ratos machos adultos (250 a
300g) para acasalamento com as fémeas adultas da Categoria I. Estes machos foram
utilizados em séries de acasalamento programado, em intervalos que variaram de 15 a
30 dias.

A Categoria Il foi composta por 144 ratos, prole das ratas da Categoria I,
sendo 72 ratos prole de mées eutireoidianas (PME) e 72 ratos prole de maes
hipotireoidianas (PMH).

Assim, foram realizados 0s passos como descritos a seguir:

1. As 56 ratas da Categoria | foram acompanhadas para detec¢do do proestro e

acasalamento com os ratos da Categoria Il.

2. O dia da copula foi confirmado atraves da detec¢do de espermatozdides pela
analise colpocitoldgica, realizada com uma micropipeta feita de ponteira de polietileno
acoplada a uma pipeta Pasteur contendo NaCl 0,9%. Este dia foi chamado dia zero de
gestacdo (0 DG). As ratas foram posicionadas ventralmente na bancada, a cauda foi
elevada e a vagina visualizada para posterior infuséo da solugédo salina e sucgdo do

lavado. A confirmacéo da gestacao, foi realizada pela observacao do diestro permanente
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durante toda a primeira semana pos-cOpula. Desta forma, das 56 ratas, 36 fémeas

ficaram prenhas.

3. No 9° dia de gestacdo, 18 ratas foram submetidas ao protocolo de inducéo
do hipotireoidismo gestacional experimental (HGE, grupo de maes hipotireoidianas), e
outras 18 receberam apenas veiculo (i.e.. agua de torneira) (grupo de maes

eutireoidianas).

4. Ao final da gestacdo (dia do parto, ou seja, entre 0 20° e o 22° dia de
gestacéo), foi interrompida a administracéo da droga indutora do HGE (metimazol, vide

capitulo “Drogas utilizadas” para maiores informag0es).

No dia 3 apds o nascimento, os filhotes (Categoria Ill1) foram sexados e
mantidos até o desmame em ninhadas compostas sempre por 8 animais, sendo
invariavelmente 4 fémeas e 4 machos. Este procedimento visou evitar o efeito da
composicdo da ninhada (relacdo machos/fémeas) sobre o grau de requerimento das
maes, uma vez que foi demonstrado que filhotes machos requerem mais cuidados
maternos, 0 que pode afetar consideravelmente o comportamento das mades, e
consequentemente dos seus filhotes (WEINSTOCK, 2011).

Os animais sobressalentes foram eutanasiados no momento da sexagem. No
desmame, todas as fémeas das Categorias | e I11 foram eutanasiadas conforme descrito
em item especifico, j& que apenas os machos da Categoria Il foram utilizados nos
experimentos previstos neste projeto. Da mesma forma, os machos da Categoria Il
foram utilizados para acasalamentos em outros estudos em andamento no laboratdrio ou
em outros laboratorios. Ndo havendo essa necessidade, eles foram eutanasiados apds a
realizacdo dos acasalamentos. No dia 21 ap6s o nascimento, a ninhada foi desmamada e

os filhotes transferidos para caixas coletivas, com até 5 animais por caixa.

Os machos da Categoria 111 foram submetidos a procedimentos experimentais
realizados em duas diferentes idades (aos 75 e 120 dias pds-natal; DPN). Cada
procedimento teve em torno de 12 ratos controle (prole de mées eutireoidianas, PME) e

12 ratos prole de maes hipotireoidianas (PMH).

Aos 75 e 120 DPN, machos PME e PMH foram utilizados para os estudos

comportamentais de memoria, ansiedade e funcdo motora. Para tanto, oS mesmos
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animais foram utilizados nos seguintes testes: A) Memdria e Funcdo motora: teste de
alternacdo espontanea, teste de reconhecimento de objetos, teste de catalepsia e
atividade geral em campo aberto; e B) Ansiedade: testes de ansiedade estado e
ansiedade traco (respectivamente, placa perfurada e Paradigma da Exploragéo Livre —
PEL).

4.4, Acasalamento

Enquanto ndo estavam gestantes, as fémeas da Categoria | foram mantidas em
caixas de policarbonato coletivas, com dois animais por caixa. Diariamente, por no
minimo uma semana antes do acasalamento, as ratas foram submetidas a anéalise
colpocitolégica para confirmacédo da regularidade de seu ciclo reprodutivo (ciclo estral).
Quando estiveram na fase apropriada para acasalamento (Proestro), as fémeas foram
colocadas na presenca de machos (Categoria I1), na proporcdo de duas fémeas para
cada macho. Na manha seguinte, as ratas foram novamente submetidas a analise
colpocitoldgica para a verificagdo da presenca de espermatozolides e, desta forma,
confirmacdo da ocorréncia de cépula. Em caso positivo, este foi determinado como

sendo o dia zero da gestagéo (0 DG).

4.5. Drogas utilizadas

Para a inducdo de HGE foi utilizado o inibidor da iodoperoxidase, metimazol
(MTZ), um metabdlico ativo do carbimazol, pertencente ao grupo de tiocarbamidas com
meia-vida plasmatica entre 6-15 horas (ABRAHAM et al., 2005; DE CARO et al.,
2012). O MTZ foi administrado ad libitum na concentracdo de 0,02% na agua de beber
(Agua de torneira) a partir do nono dia de gestacdo (DG) até o dia do parto (SALA-
ROCA et al.,, 2002). Esta concentracdo ofertada por 10 dias é capaz de gerar
hipotireoidismo em ratas prenhas, visto que se evidencia reducdo nos niveis circulantes
de T3 total e T4 total (ALVES et al., 2013). Esta solucéao foi protegida da luminosidade
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e trocada a cada trés dias. As fémeas controle (ME) receberam agua de torneira ad

libitum, durante toda a gestacéo.

4.6. Método de eutanasia

Os animais utilizados nos estudos comportamentais de memdria, ansiedade e
funcdo motora da Categoria Ill, e os animais da Categoria | e Il foram eutanasiados

através do método de dessangramento sob anestesia geral com tiopental sodico (40

mg/kg, i.p.).

4.7. Testes comportamentais

4.7.1. Avaliacdo da memdria

47.1.1. Teste de alternacdo espontanea (TAE)

Este teste foi realizado em um labirinto, constituido de quatro bracos fechados
nas dimensdes de 10 cm de largura e 40 cm de comprimento, com paredes de 40 cm de
altura e teto aberto. A plataforma central tinha as dimensdes de 10 x 10 cm. O labirinto
estava elevado a uma altura de 50 cm da superficie do solo. Os ratos foram colocados
no centro do labirinto para explorar livremente, durante dez minutos os 4 bracos. Nesse
tempo eles alternam espontaneamente entre os quatro bracos utilizando informacdes dos
bracos previamente visitados e pistas ambientais (externas ao labirinto). Os bragos do
labirinto foram individualmente nomeados A, B, C e D. Dessa forma, para a realizagao
do teste de alternacdo espontanea, foram registradas manualmente as sequéncias de
entradas nos bracos (Ex: ABCDBACDB).

Para avaliacdo do desempenho foi calculada a porcentagem de alternagdes
(total de alternacOes realizadas/maximo de alternages possiveis x 100). O numero
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méaximo de alternacdes completas possiveis corresponde ao total de entradas nos bragos
menos trés. Foi considerada alternacdo quando o animal, ap6s uma sequéncia de quatro
entradas nos bracos, ndo retornou a nenhum brago anteriormente visitado, ou seja,
quando o animal entra em quatro bragos distintos seguidamente sem repetir nenhum

deles. Por exemplo, considere-se as situacdes a seguir:
EXEMPLO 1: Alternacao perfeita

Durante todo o tempo do experimento o animal estabelece a seguinte sequéncia
de entradas: ABCDABCD.

Para este caso foram realizadas 5 alternagbes completas das 5 possiveis, a
saber: ABCD; BCDA; CDAB; DABC e ABCD novamente. Assim, calculando-se o

indice de desempenho, este animal apresentaria 100% de desempenho.
EXEMPLO 2: Alternacgdo sub-méaxima

Aqui, suponha-se que durante todo o tempo do experimento o animal
estabelece a seguinte sequéncia de entradas: ABCCDABC. Assim, da mesma forma,

calcula-se que para 8 entradas, 5 alternacdes seriam possiveis.

Ja neste caso, foram realizadas apenas 02 alternagbes completas dentre as 5
possiveis, a saber: CDAB e DABC. Assim, calculando-se o indice de desempenho, este

animal apresentaria 40% de desempenho.

Interpretando o teste, parte-se do pressuposto que, quanto menor o indice de
desempenho, medido pela porcentagem de alternacGes completas dentre as possiveis,
maior sera o déficit de memaria de curto prazo, pois assume-se que este indice infere a
propensdo natural do rato em buscar sempre um novo braco, a despeito do brago recém
visitado na sequéncia de alternacdes em andamento, ao longo de sucessivas sequéncias.
Este teste é amplamente utilizado para esta finalidade por diferentes grupos de
pesquisadores (DUDCHENKO, 2004; KOTERMANSKI; JOHNSON; THIELS, 2013).

Assim, neste teste foi analisada apenas a varidvel porcentagem de alternagdes

realizadas, dentre as possiveis, durante os 10 min de realizagdo do teste.
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47.1.2. Teste de reconhecimento de objetos (RO)

O RO foi realizado em um aparato de campo aberto circular feito em
polietileno com fundo preto de 99 cm de didmetro e paredes na altura de 60 cm, sem
teto. A auséncia de um teto no campo aberto permitiu aos animais o uso de pistas distais
na realizacdo da tarefa. Foi posicionada uma cadmera sobre o campo aberto a uma altura
de 230 cm. A céamera foi conectada a um computador e foram utilizados dois
cronémetros, para o registro temporal de exploragdo dos objetos, registro realizado por

um pesquisador, sentado proximo ao aparato.

Foram utilizados quatro objetos diferentes, cada um com uma cépia, sendo do
mesmo material e diferindo apenas quanto a forma e tamanho. Os objetos eram pesados
o suficiente para ndo serem deslocados pelos animais ou, caso contrario, foram fixados
no campo aberto. ApOs cada série, 0s objetos, assim como o campo aberto, foram
limpos com alcool a 10% para evitar a presenca de dicas olfativas. Nenhum objeto
possuia significado etoldgico, ou seja, eram feitos de plastico nas cores verde e azul, um
par com um formato cilindrico, medindo 18 cm de altura e 8 cm de largura,
denominados garrafas. Um outro par tinha um formato circular, com 18 cm de altura e
20 cm largura, denominados cantis. Ambos os pares tinham tampas na extremidade

superior na cor branca.

Foi, inicialmente, realizada uma tarefa de memoria de reconhecimento padrao,
para avaliar se 0s animais ja apresentavam alguma preferéncia pelos objetos
selecionados, e se eles seriam capazes de discrimina-los. Os animais foram apresentados
a dois objetos iguais na fase de treino e, apo6s um intervalo de retencdo (1h depois da
primeira apresentacdo), foram apresentados a um objeto familiar, no mesmo local da
fase de treino, e um objeto novo posicionado no mesmo local do objeto que fora
removido. Os objetos utilizados na fase de treino e teste foram diferentes entre 0s
animais. As fases de treino e teste tiveram durac¢do de cinco minutos (SANTOS et al.,
2013).

O RO constitui uma importante ferramenta complementar para acessar com
seguranga a memoria de curto prazo. Ademais, podem também ser exploradas a

habilidade discriminativa e exploratéria - componente inato do roedor, a preferéncia de
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novidade, estes diferentes dados, podem fornecer dados sobre a influéncia de diferentes
regibes do cérebro no processo de reconhecimento (ANTUNES; BIALA,
2012;.ENNACEUR; DELACOUR, 1988) . A tarefa do reconhecimento de objetos €
atraente porque ndo exige recompensa ou punicao externa, mas € necessaria uUm pouco
de habituacdo para que exista efeitos apetitivos de receber acesso a novos estimulos
(objeto novo) (BEVINS et al., 2002).

Para tanto, foram medidas as seguintes variaveis: i. taxa de exploragdo do
objeto novo, ii. o indice de discriminacdo do objeto novo, bem como, iii. 0 tempo total
de exploragdo de ambos os objetos.

Foi considerado como tempo de exploracdo de um objeto aquele durante o qual
o animal se posiciona diante do mesmo e com o focinho e membros anteriores
interagem com ele. Assim, o tempo de exploracdo de cada objeto foi registrado em
segundos pelo observador.

A partir destes dados brutos, foi possivel se calcular as variaveis de interesse.
A primeira delas, taxa de exploracdo do objeto novo, que reflete a memoria de curto
prazo, foi expressa como porcentagem do tempo de exploracdo do objeto novo em
relacdo ao tempo total de exploragdo de ambos os objetos [(Tempo no Objeto Novo /
Tempo Total de Exploragdo dos Objetos) x 100]. Estes dados foram analisados pelo
Teste t de Student de uma amostra, onde se estabeleceu o pressuposto de que a
distribuicdo na exploracdo de objetos igualmente novos deveria ser de 50% (MUMBY
et al., 2002).

Adicionalmente, com o registro do tempo, foi possivel ainda realizar a
avaliacdo do indice de discriminacdo de objetos. Este foi calculado a partir da razéo da
medida da diferenca entre os tempos de exploracéo do objeto novo e familiar, durante o
periodo do teste, em relacdo ao tempo total de exploracdo de ambos 0s objetos. Este
calculo, para alcangar o indice de discriminagdo esta expresso na formula a seguir:
[(Tempo no Objeto Novo - Tempo no Objeto Familiar) / (Tempo Total de Exploracéo)],
no qual podemos inferir sobre a habilidade discriminativa do animal testado
(AGGLETON et al., 2010).

Ja a habilidade exploratéria foi inferida pela medida do tempo total de
exploragdo de objetos, contabilizado pelo tempo total de exploragcdo dos pares de
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objetos no momento do treino, comparativamente ao tempo despendido com a mesma

tarefa durante a fase de teste, possibilitando assim perceber diferencas exploratdrias
entre os dois periodos (treino e teste) (MUMBY et al., 2002).

4.7.2. Avaliacio da ansiedade traco e ansiedade estado

47.2.1. Paradigma da exploracdo livre (PEL)

O paradigma da exploracéo livre (PEL) é, atualmente, o Unico paradigma para
roedores proposto e validado para mensuracdo de ansiedade-traco (ANTUNES et al.,
2011). Este foi realizado em um aparato no qual o rato foi monitorado por um sistema
automatizado controlado pelo software ©ANY-MAZE (Stoelting Co., EUA), que

rastreia, em registro de videos, varidveis comportamentais de interesse neste paradigma.

O aparato consistiu numa caixa de madeira dividida em dois compartimentos,
sendo que cada um destes subdividido em trés unidades exploratorias (20 cm x 20 cm),
interligados por aberturas que permitem a passagem do animal. Os dois compartimentos
foram separados por divisoria removivel. A caixa foi colocada em um suporte a 40 cm
do solo. Vinte e quatro horas antes do experimento, o rato foi mantido em uma das
metades do aparato, para ambientacdo. O piso desta metade do aparato era recoberto
com areia granulada sanitaria comercial para gatos. O animal teve livre acesso a comida
e 4gua durante todo o procedimento (ANTUNES et al., 2011).

No dia do teste, foi dado acesso a outra metade (lado desconhecido) através da
remocado da divisoria. Este acesso foi limitado a 15 minutos, periodo no qual o animal
foi monitorado através de camera de video para ambiente escuro (i.e.: com luz infra-

vermelha).

Neste teste, o animal tem oportunidade de mover-se livremente dentro de um
ambiente que tem duas partes: ambiente novo e familiar. Assim, o animal tem livre

escolha entre a novidade e familiaridade. Animais com baixo traco ansioso irdo
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apresentar uma preferéncia por novidade, enquanto animais com alto traco ansioso
preferem o ambiente familiar ( ANTUNES et al., 2011; GRIEBEL et al., 1993). Dentre
os dados coletados no PEL, aqueles que representam o traco ansioso, apresentam
estabilidade durante o tempo, e portanto uma condigédo inerente e constitutiva de cada
animal, caracterizando assim a ansiedade tragco (TEIXEIRA-SILVA et al., 2009).

Neste aparato foram observados os seguintes parametros: a distancia total
percorrida e a porcentagem de tempo despendido no ambiente novo (TAN). Entre testes
individuais, as caixas foram esvaziadas e limpas com alcool a 10% (MATOS et al.,
2011). Para este teste, animais de mesma idade e provenientes de mées submetidas a
diferentes tratamentos (controle e tratadas) foram testados simultaneamente a fim de

eliminar possiveis influéncias do dia do experimento.

4.7.2.2. Teste da placa perfurada (PP)

Cada animal foi colocado, individualmente, no aparato de placa perfurada (hole
board), por um periodo de cinco minutos. O aparato consiste em uma caixa de teste nas
dimensGes de 68 x 68 cm de arestas e paredes de 40 cm de altura, com um fundo de cor
preta contendo perfuragdes circulares de 4 cm de didmetro. A caixa foi elevada a 50 cm
do piso em um suporte de madeira. A cdmera para registro da movimentacdo do animal
foi montada verticalmente sobre a caixa de teste e os ratos observados em um monitor
na sala adjacente (FILE; LISTER; NUTT, 1982).

O aparato da placa perfurada baseia-se no pressuposto de que o nimero de
Head-dip, mergulho nas perfuragdes da placa, e o tempo de permanéncia dos animais
nos orificios da placa é inversamente proporcional ao estado de ansiedade dos mesmos.
Outro ponto observado foi a atividade motora, mensurada pela distancia total percorrida
durante os 5 minutos do teste (FILE; WARDILL, 1975).

Desta forma, foram coletadas as seguintes varidveis: distancia percorrida,

numero de Head-Dip e tempo de permanéncia no Head-Dip. Estes parametros foram
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medidos através do sistema informatizado para rastreamento de animais (Anymaze ®,
Stoelting Co., Wood Dale, Illinois, EUA).

4.7.3. Avaliacdo de parametros motores

4.7.3.1. Teste de catalepsia (TC)

O comportamento de catalepsia foi avaliado posicionando-se o animal com
ambas as patas dianteiras sobre uma barra cilindrica horizontal de vidro, elevada a 9,0
cm da superficie de apoio das patas traseiras. O tempo que cada animal permaneceu
nessa posicao foi quantificado em segundos, até um limite de 180 segundos em apenas
uma exposicao. Neste Unico dia de exposicao, foram realizadas trés medidas do tempo
de permanéncia em cada uma e em seguida foi calculada a média destes valores, sendo
esta utilizada como valor obtido do referido animal (SANTOS et al., 2013). Assim, o
alto tempo de permanéncia na barra serve como um indicador do aumento da catalepsia
(SANBERG et al., 1988), ou, em outras palavras, como indicador de prejuizo da funcéo

motora.

4.7.3.2. Atividade geral em campo aberto (CA)

O campo aberto € um aparato circular de polietileno com fundo preto, medindo
95 cm de didmetro e 60 cm altura, sem teto. Foi posicionada uma camera sobre o campo
aberto a uma altura de 230 cm. A camera foi conectada a um computador equipado com
um programa de rastreamento de animais (Anymaze, Stoelting, USA) para registro dos
parametros comportamentais. O fundo do campo aberto tinha a cor preta para aumentar
0 contraste, favorecer o desempenho do programa e com baixa luz para ndo

proporcionar ansiogénese.
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Os animais foram colocados no centro do campo circular e tiveram seus
comportamentos avaliados durante 15 minutos. Este teste em baixa luminosidade tem
como principal pressuposto a avaliagdo o comportamento exploratério, através da
medida da ambulagéo e orientagdo quanto ao espago e tempo, pois existe uma tendéncia
de diminuicdo exploratéria ao longo do tempo (GENARO; SCHMIDEK, 2002)

A avaliacdo comportamental incluiu a distancia percorrida total (distancia em
metros do percurso realizado pelo animal) e a distancia percorrida em periodos, durante
0-5 minutos; 5-10 minutos e 10-15 minutos. Cada animal foi avaliado separadamente e
o aparato foi limpo com solugéo de alcool 10% ao final de cada uso.

4.8. Analise estatistica

Apb6s a obtencdo dos dados, foram realizados os testes de Levene, para
verificagdo da homocedasticidade, e o de Shapiro-Wilks, para verificacdo da
normalidade. Os resultados obtidos e destinados a analise paramétrica, foram expressos
em valores de média + erro padrdo da média. Para comparacdo entre dois grupos, sob
influéncia de um unico fator de variacdo, foi realizado o teste t de Student ndo pareado.
Também foi utilizado o teste t de Student de uma amostra em que se estabeleceu um
nivel critico de 50% para considerar um desempenho adequado daquele na variavel

exploracdo de objetos no teste de reconhecimento de objetos (MUMBY et al., 2002)

Os resultados obtidos, destinado a anélise ndo paramétrica, foram expressos em
valores de mediana e intervalo interquartil. Para comparacdo entre dois grupos, sob

influéncia de um Unico fator de variacéo, foi realizado o teste de Mann Whitney.

Quando sob influéncia de dois fatores de variacdo, independente da
normalidade ou da homocedasticidade, os dados foram analisados por ANOVA de duas

vias, seguido do pos-teste de Bonferroni.

O nivel critico fixado foi de 5% (p<0,05). Para realizacdo dos testes estatisticos

foi utilizado o programa Prism 5.0 (GraphPad Software, San Diego, CA, USA).
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5. RESULTADOS

5.1. Teste de Alternacédo Espontanea

No teste de alternacdo espontanea, que acessa a memoria de curto prazo,
observou-se que, o Teste t de Student ndo pareado revelou diferenca estatisticamente
significativa, com a prole de maes hipotireoidianas (PMH) apresentando menor
porcentagem de alternagdes completas no aparato de quatro bragos fechados quando
comparada a prole de mées eutireoidianas (PME). Isso foi observado tanto aos 75 dias
pos-natal (DPN), (29,90 + 3,0 versus 44,43 + 2,1%, t = 3,295, p<0,001), como também
aos 120 DPN (28,69 + 3,17 versus 42,62 + 2,78 %, t=3,295, p<0,01) (Figuras 1A e 1B,

respectivamente).

A B
= 501 = 501
S —— > — 1 PME
8 404 8 40 El PVH
=3 *kk < *
oM 304 m 301
3 3
201 20
l%« li
g 101 £ 10
3 2
< o < o0

Figura 1. Efeito do hipotireoidismo gestacional experimental na memoria de curto prazo, avaliada pelo
teste de alternacdo espontanea, na prole aos 75 DPN (Painel A) e 120 DPN (Painel B). Painel A: PME:
n=11; PMH: n=12. Painel B: PME: n=13; PMH: n=13. Anélise estatistica: Teste t de Student ndo pareado.
(**) p <0,01, (***) p <0,001, comparados aos respectivos controles. DPN: dia pds-natal; PME: prole de
maes eutireoidianas; PMH: prole de mées hipotireoidianas
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5.2. Teste de Reconhecimento de Objeto

No teste de reconhecimento de objetos, que traduz a memdria de curto prazo,
constatou-se que a PMH, explorou menos o objeto novo, tanto aos 75 como aos 120
DPN (Figuras 2A e 2B, respectivamente). Esta analise foi feita por meio do teste t de
Student de uma amostra, comparado ao valor fixo de 50%, o que ndo ocorreu com a
PMH nestas idades (PME 75 DPN: 0,631 + 0,02%, t= 6,18, p < 0,001; PMH 75 DPN:
0,549 + 0,04%, t=1,91, p=0,261; PME 120 DPN: 0,671 + 0,02%, t= 7,053, p<0,001 e
PMH 120 DPN: 0,481 + 0,04%, t=0,3846, p=0,707).

No que diz respeito ao indice de discriminagdo de objetos, avaliado no mesmo
aparato, como um outro indicador de memdria, observou-se que, aos 75 DPN (Figura
2C), o teste Mann-Whitney mostrou ndo haver diferenca estatistica neste indice entre a
PMH e a PME (Figura 2D). Porém, este mesmo indice apresentou-se menor aos 120
DPN para o PMH, quando comparado ao seu controle (0,36 (0,22 — 0,48) versus -0,61 (-
0,23 —-0,25) %, U= 24,00, p< 0,01).

A anélise de variancia de duas vias dos valores de tempo total de exploracéo de
objetos, durante o teste de reconhecimento de objetos, no treino e no teste, evidenciou,
aos 75 DPN (Figura 2E), efeito significativo isolado do fator sessdo (F (1, 20) = 4,588,
p=0,04). J4, aos 120 DPN (Figura 2F), foi observado efeito significativo tanto para o
fator sessdo (F (1, 22) = 39,56, p<0,001) quanto para o fator tratamento (F (1, 22) = 10,12,
p=0,0043). Demonstrando assim, que aos 120 DPN, a PMH tem menor tempo total de
exploracdo do objeto independente da sessdo (treino ou teste). E ainda que, em ambas as
idades, independentemente do tratamento, os animais apresentaram maior tempo total

de exploracdo na sessdo treino que na sessao teste.
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Figura 2. Efeito do hipotireoidismo gestacional experimental na memaria de curto prazo, avaliada pelo
teste de reconhecimento de objetos, na prole com 75 DPN (Painéis A, C e E) e 120 DPN (Painéis B, D e
F). Painéis A, C e E: PME: n=11; PMH: n=11. Painéis B, D e F: PME: n=12; PMH: n=12. Anélise
estatistica: Painéis A e B: Teste t de Student de uma amostra; Painéis C e D: Teste de Mann Whitney;
Painel E e F: ANOVA de duas vias seguido do poOs-teste de Bonferroni. Painéis A e B: (***) p <0,001
comparado a 50%; Painel D (**) p <0,01 comparado ao respectivo controle. DPN: dia p6s-natal; PME:
prole de médes eutireoidianas; PMH: prole de maes hipotireoidianas.
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5.3. Teste de Placa Perfurada

A distancia percorrida durante o teste de placa perfurada (Figura 3A e 3B) néo diferiu
estatisticamente entre os grupos aos 75 DPN e 120 DPN. Na anélise do Head-Dip
(Figuras 3C e 3D), uma medida de ansiedade estado, a PMH apresentou maior nimero
de entradas da cabeca, quando comparada ao seu controle. Isso ocorreu tanto aos 75
DPN (13,5 (11,2 — 16,0) versus 17,0 (14,0 — 19,0) n, U= 48,00, p < 0,05) quanto aos
120 DPN (14,0 (9,0 — 17) versus 17,5 (15,25 — 20,5) n, U=38,00, p<0,05). No tempo
total de permanéncia em Head-Dip, a PMH apresentou maior tempo de permanéncia
(em segundos, s) em relacdo a PME apenas aos 120 DPN (12,0 (8,3 — 20,2) versus 20,2
(17,76 — 29,18) s, U= 28,00, p< 0,01) (Figuras 3E e 3F).
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Figura 3. Efeito do hipotireoidismo gestacional experimental na ansiedade estado, avaliada pelo teste de
placa perfurada, na prole com 75 DPN (Painéis A, C e E) e 120 DPN (Painéis B, D e F). Painéis A, C e E:
PME: n=12; PMH: n=15. Painéis B, D e F: PME: n=13; PMH: n=12. Analise Estatistica: Teste de Mann
Whitney. (*) p<0,05, (**) p<0,01 comparado ao respectivo controle. DPN: dia p6s natal; PME: prole de
maes eutireoidianas; PMH: prole de mdes hipotireoidianas.
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5.4. Paradigma da exploracéo livre

No paradigma da exploragdo livre (PEL), na variavel distancia percorrida
(Figuras 4A e 4B) e na varidvel porcentagem de Tempo de Exploragdo no Lado Novo
(TAN) (Figuras 4C e 4D) ndo foram evidenciadas diferencas significativas em nenhuma

das idades estudadas.
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Figura 4. Efeito do hipotireoidismo gestacional experimental na ansiedade trago, avaliada pelo
paradigma da exploracao livre, na prole com 75 DPN (Painéis A e C) e 120 DPN (Painéis B e D). Painéis
A e C: PME: n=13; PMH: n=16. Painéis B e D: PME: n=13; PMH: n=13. Anéalise Estatistica: Teste t de
Student ndo pareado. DPN: dia pds natal; PME: prole de mdes eutireoidianas; PMH: prole de maes
hipotireoidianas; TAN: Tempo no ambiente novo.
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5.5. Teste de Catalepsia

Na Figura 5 pode-se observar que, no teste de catalepsia, o tempo de
permanéncia na barra, para a PMH, foi superior quando comparada ao seu respectivo
controle, tanto aos 75 DPN [Painel A, (2,76 (2,1 — 3,6) versus 4,76 (3,35 — 15,79) s, U=
21,50, p < 0,05)] quanto aos 120 DPN [Painel B, (0,83 (0,73 — 1,01) versus 2,44 (1,0 —
17,91) s, U= 19,50 p< 0,01)].
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Figura 5. Efeito do hipotireoidismo gestacional experimental na catalepsia, avaliada pelo teste de
catalepsia, na prole com 75 DPN (Painel A) e 120 DPN (Painel B). Painel A: PME: n=11; PMH: n=10.
Painel B: PME: n=12; PMH: n=11. Analise estatistica: Teste Mann Whitney. (*) p <0,05, (**) p <0,01
comparado ao respectivo controle. DPN: dia pos-natal; PME: prole de maes eutireoidianas; PMH: prole
de maes hipotireoidianas.
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5.6. Atividade geral em campo aberto

Na atividade geral em campo aberto, na varidvel distancia percorrida (Figuras
6A e 6B) ndo foi evidenciada diferenca estatisticamente significativa entre os grupos em
nenhuma das idades estudadas. A analise de variancia de duas vias dos valores de
distancia percorrida em periodos (0-5 min; 5-10 min; 10-15min), evidenciou-se aos 75
DPN (Figura 6C), efeito significativo isolado do fator periodo (F ¢, 44y = 267,2 , p=
0,001). Da mesma forma, aos 120 DPN (Figura 6D), foi observado efeito isolado do
fator periodo (F (2, 48) = 137,9, p < 0,001). Demonstrando assim que aos 75 e aos 120
DPN, a PME e PMH vai diminuindo igualmente a atividade locomotora de acordo com

0 tempo do teste.
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Figura 6. Efeito do hipotireoidismo gestacional experimental na fungdo motora, avaliada pelo campo
aberto, na prole com 75 DPN (Painéis A e C) e 120 DPN (Painéis B e D). Painéis A e B: PME: n=12;
PMH: n=12. Painéis B e D: PME: n=13; PMH: n=13. Analise estatistica: Anova de duas vias. DPN: dia
po6s-natal; PME: prole de mées eutireoidianas; PMH: prole de maes hipotireoidianas
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6. DISCUSSAO

Tendo em vista a crucial importancia e dependéncia dos hormdonios
tireoidianos para o desenvolvimento intrauterino do feto, e a ja confirmada participacéo
destes no desenvolvimento e maturacdo do SNC (CHEN et al.,, 2012; FOWDEN;
FORHEAD, 2004b), o presente estudo investigou as repercussdes da inducdo do
hipotireoidismo gestacional experimental na memoria, ansiedade e fungdo motora

durante a vida pos-natal da prole.

Este trabalho demonstrou pela primeira vez, em modelo experimental com
ratos, que a caréncia de horménios tireoidianos maternos, exclusivamente durante a vida
intrauterina, afeta parametros cognitivos, mnemonicos, motores e emocionais, em
diferentes idades da vida pds-natal da prole de ratos. Sendo observado um significativo

prejuizo na memoria de curto prazo, reducao no estado ansioso e aumento da catalepsia.

O papel crucial dos HTs no desenvolvimento do SNC tem sido refor¢ado por
recentes investigacbes que tém evidenciado a participacdo desses hormonios na
expressao e funcionamento de importantes componentes dos sistemas de génese do sinal
elétrico, neurotransmissdo, bem como dos receptores e seus mecanismos de sinalizacdo
pos-sindptica. Sabidamente, alteragdes no status tireoidiano podem afetar vias
colinérgicas, serotonérgicas, gabaérgicas, dopaminérgicas e noradrenégicas (AHMED;
ABD EL-TAWAB; AHMED, 2010; NEGRO; MESTMAN, 2011). Todos estes
constituem componentes neurobioldgicos importantes envolvidos nos padrbes

comportamentais aqui estudados.

Dentre os eventos que acontecem no SNC na auséncia de HTs destacam-se
também a deficiéncia na migracdo e diferenciacdo celular, bem como na formacdo de
sinapses. Além disso, também foi evidenciado o menor nimero de células no giro
denteado do hipocampo e das células granulares no cerebelo (BERNAL; GUADANO-
FERRAZ; MORTE, 2003).

No hipotireoidismo neonatal esta demonstrada a redugdo da excitabilidade
neuronal com efeitos severos sobre as funcBes neuroldgicas (GILBERT;
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PACZKOWSKI, 2003). Tal fenbmeno parece resultar, ao menos em parte, do aumento
da atividade da bomba Na*/K* ATPase, em ratos adultos e neonatos com
hipotireoidismo, especialmente nas membranas sinapticas, sabidamente mantenedoras
do potencial de repouso (LEGROW; FIELDING; PRESSLEY, 1999; SCHMITT;
MCDONOUGH, 1988)

Esta mesma condicdo, hipotireoidismo neonatal, aumenta a concentracdo do
neurotransmissor GABA (acido gama-aminobutirico) no cérebro, cerebelo e bulbo.
Adicionalmente, na condi¢do oposta de hipertireoidismo gestacional, tem sido reportado
a ocorréncia do aumento no contedo de serotonina e dopamina na ponte, bulbo e
diencéfalo da prole, ao passo que, no hipotireoidismo gestacional tem sido observada
reducdo no conteldo dessas monoaminas no cérebro, cerebelo e bulbo da prole
(AHMED; ABD EL-TAWAB; AHMED, 2010).

Estudos tém demonstrado os efeitos deletérios do hipotireoidismo na cognicao
por disfuncdo de neurbnios colinérgicos. Por exemplo, a administracdo de nicotina a
animais com hipotireoidismo reverte o déficit de memoria e aprendizado (ALZOUBI;
ALEISA; ALKADHI, 2007; ALZOUBI et al., 2006). Recentemente, evidenciou-se que
0 hipotireoidismo gestacional induzido pelo tratamento com PTU aumenta
significativamente a atividade de uma importante enzima envolvida na hidrolise da
acetilcolina na fenda sinaptica, a acetilcolinesterase (AChE). Estes autores observaram
que isso ocorre no bulbo, cerebelo e hipocampo da prole de ratas, em diferentes
momentos da vida pos-natal (KOROMILAS et al., 2014). Por outro lado, outro estudo
afirma que a atividade AChE esta significativamente diminuida no coértex frontal e
aumentada no hipocampo de animais filhos de ratas hipotireoidianas (AHMED; ABD
EL-TAWAB; AHMED, 2010).

Em contrapartida, Sawin et al. (1998) verificaram diminuicdo na atividade da
colina-acetiltransferase no cortex pre-frontal e hipocampo da prole com hipotireoidismo
perinatal. Como essa enzima é critica para a sintese de acetilcolina e as vias colinérgicas
estdo envolvidas no aprendizado e memdria, 0s autores especulam que alteracdes nestas
vias durante o periodo perinatal podem repercutir diretamente na génese da memoria e

do aprendizado.
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Na afericdo da memoria, de curto prazo, observou-se no presente estudo que a
prole de mées hipotireoidianas (PMH) apresentou menor nimero de alternacfes quando
comparada a prole de mées eutireoidianas (PME), no teste de alternacdo espontanea
(Figura 1). Akaike et al. (1991), ao induzirem a prole de ratas ao hipotireoidismo
exclusivamente durante o periodo de lactacdo (O DPN até 19 DPN), verificaram que os
animais que receberam PTU (propiltiouracil), um indutor de hipotireoidismo, tiveram
prejuizo no desempenho da memoria de curto prazo quando comparado ao grupo

controle, aos 90 DPN, no labirinto radial de oito bragos.

Na avaliacdo de memoria Chen et al. (2012), com inducdo de hipotireoidismo
durante o periodo gestacional (PTU 500 mg/L, na agua de beber), evidenciaram que a
prole de mdes hipotireoidianas, aos 60 DPN, teve déficit de aprendizado e memoria na
execucdo do teste de Labirinto aquatico de Morris. Os dados do presente estudo
corroboram os achados de Chen et al (2012).

No teste de reconhecimento de objetos, que nos permite inferir a respeito da
memoria de curto prazo, observou-se que a PMH nédo explorou o objeto novo de forma
aumentada como esperado, 0 que sugere a ndo identificacdo da novidade (Figura 2A e
2B). Darbra et al., (2003, 2004) avaliaram a memoria de ratos com hipotireoidismo
perinatal (MTZ 0,02%, do 9° DG até o desmame) e verificaram que a prole de mées
hipotireoidianas, em diferentes idades, 50 e 80 DPN, apresentou menor desempenho na
memoria e aprendizagem no teste de esquiva inibitdria, numa caixa que possui um dos

dois lados escuro.

Achados semelhantes foram obtidos por Tong et al. (2007). Ao realizar o teste
de reconhecimento de objetos em ratos com hipotireoidismo instalado, estes autores
verificaram que a exploracdo de objetos também se apresenta diminuida. Estes autores
induziram e analisaram animais em diferentes fases do desenvolvimento, a saber, aos
dois, oito e quinze meses de idade. Adicionalmente, os autores verificaram que o perfil
diminuido de exploracdo do objeto novo apresentou um carater progressivo com a
idade.

Deve-se ressaltar aqui que, diferentemente do estudo de Tong et al., (2007),
onde os animais avaliados eram hipotireoidianos, no presente estudo os animais sdo

prole de maes hipotireoidianas, e ndo necessariamente hipotireoidianos.
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Interessantemente, dados ja publicados pelo nosso grupo mostraram que a PMH tem
status tireoideano igual ao controle, ao menos aos 15 e 30 DPN (ALVES et al., 2013).
Sendo assim, pode-se estar diante de animais com eu-, hiper- ou hipotireoidismo

tireoidiano e/ou extratireoidiano. Estas possibilidades precisam ainda ser investigadas.

Ainda neste contexto da avaliagdo de memoria, o teste de reconhecimento de
objetos permite a analise do indice de discriminacdo do objeto novo. Nesta abordagem,
observou-se haver diminuicdo desse parametro na PMH, mas apenas aos 120 DPN
(Figuras 2C e 2D). Estes achados corroboram os de Akaike et al., (1991) e Tong et al.,
(2007). O primeiro mostra que a prole de mdes hipotireoidianas apresenta déficit na
discriminacdo, quando submetido ao teste do labirinto radial de oito bracos (AKAIKE et
al., 1991). No mesmo sentido, o hipotireoidismo instalado reduz a capacidade
discriminativa com perfil progressivo de perda desta habilidade com o avangar da idade
(TONG et al., 2007). Como ja citado anteriormente, estes autores utilizaram protocolos

distintos do utilizado no presente estudo para a inducdo do hipotireoidismo.

Tendo em vista os achados do presente estudo, torna-se importante destacar as
repercussdes do modelo de hipotireoidismo gestacional sobre a habilidade
discriminativa na vida pés-natal da prole. Neste contexto, alteracGes no hipocampo ja
demonstradas por outros autores (BERNAL, 2005; WILLOUGHBY; MCANDREWS;
ROVET, 2014) podem embasar os disturbios encontradas, uma vez que esta estrutura
encefalica esta fortemente envolvida na discriminacdo como habilidade crucial para a
génese da memoria e da aprendizagem (OLTON; WERZ, 1978).

No mesmo contexto do teste de reconhecimento de objetos, foi calculado o
tempo total de exploragéo dos objetos, nos momentos do treino e teste, e observou-se
que o tempo total de exploracdo da PMH, aos 120 DPN, foi menor em relacdo a PME,
independente da sessdo, fato que ndo foi observado aos 75 DPN (Figura 2E e 2F).
Isoladamente, este achado pode sugerir que a redugdo no padrdo exploratorio observada
nos animais PMH decorra da presenca de anedonia e/ou de déficit funcional do sistema
de controle motor. Porém, tomado em conjunto a falta de diferenca na distancia total
percorrida observada nos mesmos animais durante o paradigma da exploracéo livre,
teste de placa perfurada e no campo aberto, podemos excluir a influéncia de alteragfes
motoras capazes de afetar a realizacdo das tarefas analisadas nos testes que avaliam

memodria. Isso, paralelamente, reforca a hipdtese da influéncia de uma menor motivacao
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para executar a tarefa exploratéria de ambos os objetos, durante as sessdes treino e teste
na idade de 120 DPN.

Estudo utilizando ratos tireoidectomizados demonstrou ndo existir diferenca
exploratoria entre 0s grupos estudados, independentemente da sessao (treino e teste) no
teste de reconhecimento de objeto. No entanto, os autores observaram padrdes
comportamentais caracteristicos de depressdo no teste de nado forcado. Isto, por sua
vez, pode diminuir o comportamento exploratério destes animais (MONTERO-
PEDRAZUELA et al., 2006).

Achados de Akaike et al. (1991) e Darbra et al (1995) contrapbem-se aos do
presente estudo ao evidenciarem, em relacdo a caracteristica exploratéria, que ratos
expostos ao hipotireoidismo perinatal aumentaram a exploracdo durante os testes
comportamentais de ansiedade, tendo como exemplo o desempenho no teste de placa
perfurada. Contrariamente, estudo que utilizou o modelo de estresse social em ratos,
além de revelar diminuicdo na concentracao sérica dos hormonios tireoidianos, mostrou
que o0s animais apresentam anedonia e diminuicdo na atividade exploratoria
(OLIVARES et al., 2012). Ademais, outros estudos também relacionam alteragdes no
status tireoidiano durante o periodo de desenvolvimento e vida adulta com disturbios
mentais, dentre elas, a depressdo (BERENT et al., 2014; STEIN et al., 2009). Mais uma
vez, deve-se destacar que 0s animais do presente estudo ndo necessariamente sdo
hipotireoidianos, uma vez que somente as suas maes foram induzidas ao

hipotireoidismo.

Os achados aqui demonstrados sugerem a influéncia dos hormonios tireoidianos
maternos no desenvolvimento do encéfalo, especialmente de areas envolvidas na
consolidacdo da memdria e do aprendizado, como também do padrdo exploratério, o
que pode implicar na origem de distarbios do funcionamento do hipocampo, cortex pré-
frontal, amigdala, entre outros (AKAIKE et al., 1991; MORREALE DE ESCOBAR;
OBREGON; ESCOBAR DEL REY, 2004; VACCARI; TIMIRAS, 1981).

Em estudo recente, ao avaliar a memoria de criangas, com 9 a 12 anos, filhos de
méaes com hipotireoidismo gestacional que ndo aumentaram a dose de tiroxina durante a
gestacdo, verificou-se que alteracfes na memoria estdo associadas ao menor volume do
hipocampo (WILLOUGHBY; MCANDREWS; ROVET, 2014). Somado a isto, outro
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estudo revela que o desenvolvimento hipocampal sofre forte influéncia dos HTs
maternos, sobretudo no terco final da gestacdo. Assim, a depender do momento da
ocorréncia da hipofuncdo da tireoide materna, regides do encéfalo fetal, que se
desenvolvem em momentos distintos da vida intrauterina, podem ser diferentemente
acometidos (BERNAL; GUADARNO-FERRAZ; MORTE, 2003).

Em outro estudo que utilizou modelo de inducdo do hipotireoidismo a partir do
segundo terco da gestacdo, considerando-se que o hipocampo de ratos se desenvolve
principalmente neste periodo, os autores especulam que prejuizos na funcdo desta
estrutura possam estar relacionados com os achados de déficit de memoria e
aprendizado nestes animais (BERNAL, 2005).

Além destas modificacGes ontogénicas promovidas pela caréncia de hormoénios
tireoidianos durante a gestacédo, outras repercussdes comportamentais, como reducgéo do
estado ansioso, também foram observadas no presente estudo. Interessantemente,
Shukla et al., (2010) mostraram que o hipertireoidismo na vida adulta é ansiogénico.
Entretanto, outros autores mostraram que o hipotireoidismo em ratos tratados com MTZ
a 0,05%, durante quatro semanas, tem acdo também ansiogénica (BURAS et al., 2014).
Portanto, ambos os achados divergem do encontrado neste estudo, uma vez que a falta

de HTs maternos, exclusivamente durante a gestacdo, teve acdo ansiolitica na prole.

Assim, embora isso pareca um paradoxo, deve-se destacar novamente que se
trata de dois modelos distintos de abordagem, onde em um deles se avalia 0 estado
ansioso em animais conhecidamente hipotireoidianos ou hipertireoidianos, ao passo que
em nosso estudo, a ansiedade e avaliada em animais com fungdo tireoidiana
desconhecida, porém filhos de mées que estavam hipotireoidianas quando estes se

encontravam em seus Uteros.

Similarmente aos nossos achados, a ansiolise em paradigmas distintos de
inducdo de ansiedade, foi observada em animais adultos previamente induzidos ao
hipotireoidismo exclusivamente durante o periodo perinatal. Dentre estes paradigmas,
foram utilizados os testes de campo aberto, placa perfurada e labirinto em cruz elevado
(DARBRA et al., 1995, 2003, 2004). Além disso, observou-se que esses animais
apresentam maior dificuldade de habituacdo nos testes, pelo aumento da atividade
espontanea, o0 que sugere hiperatividade. Adicionalmente, os autores observaram que



56

esses animais também apresentam menor reatividade quando expostos a situacdes de

estresses e condicdes conflituosas.

A diminuicéo da ansiedade estado da PMH observada no presente estudo pode
ser justificada, ao menos parcialmente, pelo acometimento da neurotransmisséo
dopaminérgica e serotoninérgica, ja que ha relatos na literatura que sustentam que o
hipotireoidismo perinatal diminui a expressdao de receptores dopaminérgicos e o
contetdo encefalico de serotonina, aos 7, 14 e 21 dias pés-natal (AHMED; ABD EL-
TAWAB; AHMED, 2010). Isto, consequentemente, promove hipoatividade de vias
estriatais e alteragdes no funcionamento de vias serotoninérgicas (DARBRA et al.,
1995; VAN PRAAG, 1996). Entretanto, outros autores tém demonstrado que a caréncia
de monoaminas, induzida por manipulacdo farmacolégica do SNC de animais ja
adultos, produz aumento do medo, da ansiedade estado e da catalepsia na vida adulta
(COLOMBO et al., 2013; SANTOS et al., 2013).

No entanto, este ultimo achado, ndo pode ser linearmente extrapolado para 0s
do presente estudo, uma vez que a reprogramacdo do sistema dopaminérgico deve ter
ocorrido durante a vida intrauterina. Esta reprogramacdo no sistema dopaminérgico,
pode inferir em um hipo e/ou hiper funcionamento de receptores, na liberacdo do
neurotransmissor, na receptacdo, entre outras compensagdes. Assim, € necessario
investigar os mecanismos bioldgicos envolvidos nestas condi¢cdes de hipotireoidismo
durante a gestacdo. Portanto, num momento critico para o desenvolvimento neuronal, e

distante do momento da avaliagdo comportamental.

Porém, a literatura ainda € escassa no que se refere a relagdo da deficiéncia de
horménios tireoidianos durante a gestacdo e sua influéncia sobre as vias
dopaminérgicas, além das vias GABAEérgicas e serotoninéergicas, que também estdo

envolvidas com o estado de ansiedade na vida pds-natal.

Como observado no paradigma da exploragdo livre (PEL), ndo existiu
diferenca entre os grupos em nenhuma das variaveis (Figuras 4A e 4B). Este paradigma
afere o traco de ansiedade proprio do animal. De modo geral, a ansiedade traco esta
relacionada a uma caracteristica do individuo, ao tempo em que a ansiedade estado

reflete uma situagdo momenténea evocada pela exposicdo a um agente ou ambiente
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ansiogénico, como proporcionado pelo teste da placa perfurada (ANTUNES et al.,
2011).

Nessa perspectiva, 0 presente estudo avaliou pela primeira vez a influéncia do
hipotireoidismo gestacional na ansiedade traco na prole de ratas e mostrou que ndo ha
diferenca do perfil de ansiedade entre os grupos. Em nenhum dos parametros avaliados

se observou diferenca.

A ndo observancia de diferencas na distancia total percorrida tanto no PEL, no
teste de placa perfurada como também na atividade geral em campo aberto entre 0s
grupos estudados, contrasta com as observacdes de Darbra et al., (2003), onde os
autores demonstram que ratos submetidos previamente ao hipotireoidismo perinatal
apresentam, na vida adulta, aumento na distancia percorrida e da atividade locomotora
no teste de placa perfurada aos 40 DPN. Ha de se ressaltar mais uma vez as diferencas
entre ambos os modelos de inducdo de hipotireoidismo, j& detalhado anteriormente. O

que pode justificar as diferencas entre os estudos.

Analisado sob outra perspectiva, os achados do presente estudo mostraram que
a caréncia de HTs maternos na gestacdo ndo modificou a atividade locomotora no
campo aberto (Figura 6) . Portanto, € sabido que mesmo na presenca de distdrbios
motores, como foi demonstrado por estudo de Alves et al., (2013), utilizando 0 mesmo
protocolo de inducdo do HGE, é possivel que a capacidade de ambulacdo ndo seja
prejudicada. Desta forma, podemos afirmar que as alteracdes cognitivas e de ansiedade
observadas neste estudo ndo devem estar sendo influenciadas alteracbes na
deambulacdo nos aparatos utilizados para os diferentes testes (MORSE; GENE
ERWIN; JONES, 1993; SCHIZRRING, 1979).

Também fez parte do escopo do presente estudo a investigacdo de aspectos
relacionados a catalepsia. Neste contexto, foi observado que o presente modelo de HGE
¢ capaz de elevar o tempo de permanéncia na barra, ou seja, de aumentar o
comportamento de catalepsia. E sabido que este aumento pode estar relacionado a
diferentes condicdes, tais como, reducédo na capacidade de tomada de decisdo, anedonia,

reduzida iniciativa motora, entre outros.

Tomado em conjunto com o0 outro parametro motor observado neste estudo,

(i.e: atividade locomotora), e ainda com os obtidos por outro j& publicado também por
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nosso grupo, podemos concluir que a PMH apresenta reducdo na forca de preenséo, do
equilibrio e da coordenacdo motora (ALVES et al., 2013) que ndo afetam a capacidade
de ambulacgéo, mas que, por outro lado, podem ser causa do aumento no comportamento
de catalepsia. Porém, ha de se aventar a possibilidade de estarmos diante de um modelo
de inducdo de Doenga de Parkinson, também caracterizado pela catatonia.

Corroborando estes resultados, Barykina et al., (2002) verificaram que ratos
hipotireoideos passaram mais tempo em posicdo vertical em uma barra, quando
comparados aos controles. Isto sugere que, independentemente do momento em que
faltou hormonio tireoidiano, se durante a vida intrauterina ou na vida adulta, o efeito
observado é o aumento do comportamento de catalepsia, de onde se infere um possivel
prejuizo na funcdo cortical pré-frontal, resultando em perda na capacidade de decidir
adotar uma nova conduta. Outra possibilidade é a existéncia de desordens funcionais
dos ganglios da base, que também contribuem para a génese de movimentos.

A atividade de catalepsia € regulada, sobretudo, por dopamina e serotonina.
Diminuicdo na concentracdo do primeiro esta envolvida em reacdes catalépticas e
reducdo na capacidade de tomada de decisdo, enquanto reducdo do contetdo de
serotonina esta relacionada com a predisposicdo genética para a catatonia (KLEMM,
1989; POPOVA; KULIKOV, 1995).

Segundo Shimokawa et al., (2014), o hipotireoidismo congénito em rato, reduz
significativamente as concentracfes de dopamina no nucleo estriado, que sugere uma
alteracdo na liberacdo deste neurotransmissor na fenda sinaptica. Estes autores sugerem
que esta reducdo se deve, provavelmente, a menor expressdo de B-tubulina 3 em
neurdnios dopaminérgicos do feixe nigroestriatal, em ratos hipotireoidianos. E sabido
que esta proteina compde parte importante do citoesqueleto responsavel pelo transporte
axonal da dopamina. Sabidamente, este circuito € importante na deflagracdo da
iniciagdo de um movimento planejado. Portanto, pode-se elucubrar que a catatonia
observada nos ratos PMH pode, ao menos em parte, se dever a um possivel déficit na
transmissdo dopaminérgica nigroestriatal, o que, mais uma vez, os assemelha ao

observado na doenca de Parkinson.
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Tomados em conjunto, os dados obtido neste trabalho mostram claramente que
0s HTs maternos séo criticos para o desenvolvimento dos sistemas neurais de controle

da memoria aprendizado, ansiedade e funcdo motora da prole.

Portanto, achados da literatura e do presente estudo reforcam a importancia de
levantar conhecimento a respeito da acdo dos HTs durante o desenvolvimento fetal,
principalmente no SNC, sobretudo em sistemas importantes na regulacdo de
comportamentos criticos para a manutencao da vida do individuo e, consequentemente,

da preservacao da espécie.

Paralelamente, a observacdo da alteracdo destes comportamentos na PMH por
si sO, subsidia o fortalecimento de politicas publicas de incentivo ao rastreamento da
funcao tireoidiana de mulheres gestantes, o que atualmente néo € obrigat6rio na maioria
dos paises, incluindo-se o Brasil. A adocdo desta medida permitira o diagnostico
precoce de eventual hipotireoidismo gestacional, antecipando a abordagem terapéutica e
consequentemente reduzindo a incidéncia de doencas mentais e cognitivas, dentre
outras possiveis. Doengas estas que atualmente geram enormes despesas para o sistema
publico de saude. Por fim, a elucidag&o dos mecanismos neurobiologicos que expliqguem
tais fendbmenos poderdo ainda subsidiar o desenvolvimento de novas estratégias
terapéuticas de doencas resultantes da falta de HTs maternos durante a vida intrauterina,
sem contar a possibilidade do impacto cientifico com proposta de uma nova estratégia

de investigacdo de doencas neurodegenerativas como o Mal de Parkinson.
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7. CONCLUSAO

Com base nos resultados obtidos no presente estudo podemos concluir que a
caréncia de hormonios tireoidianos maternos, exclusivamente durante a vida

intrauterina, afeta ontogénese comportamental da prole, promovendo:

o Déficit na memoria de curto prazo;

o Deficit exploratorio e de discriminacéo aos 120 DPN;
e Efeito ansiolitico na ansiedade estado;
e Aumento do comportamento de catalepsia.

Paralelamente, podemos concluir que 0 HGE néo afeta o perfil de ansiedade e

tampouco a habilidade locomotora em nenhuma das idades estudadas.
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8. PERSPECTIVAS

Diante dos resultados obtidos neste trabalho, constatou-se a necessidade do
desenvolvimento de mais estudos a fim de identificar as possiveis regides encefalicas e
processos fisioldgicos, envolvidos na memdria, ansiedade e na fungdo motora, que
podem justificar os distarbios comportamentais encontrados neste estudo da prole de
ratas submetidas hipotireoidismo gestacional. Abordagens metodoldgicas que permitam
entender, por exemplo, o processo de maturacdo neuronal, diferenciagdo e neurogénese
no SNC destes animais, em estudos in vitro, podem complementar os achados do

presente estudo.

Aliado a isto, a identificacdo de possiveis alteragdes no metabolismo de
neurotransmissores e receptores presentes em regides hipocampais, nucleo estriado,
cortex pré-frontal, cortex entorrinal e amigdala forneceriam dados relevantes que
permitiriam uma discussdo mais fundamentada destes achados. Faz-se necessario
também a quantificacdo e a mensuracdo da atividade das desiodases presentes nestas
mesmas estruturas. Adicionalmente, um teste especifico para identificacdo da anedonia
(teste da sacarose) podera contribuir para uma melhor interpretacdo dos resultados que

indicam a possibilidade da sua presenca.
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