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RESUMO 

 

Os hormônios tireoidianos são essenciais no controle de múltiplas funções envolvidas 

na manutenção da homeostase, incluindo os processos de produção de calor e 

balanço energético. As relações entre o eixo hipotálamo-hipófise-tireoide e a função 

imunológica são complexas e ainda carecem de mais investigações. Comportamento 

doentio é uma expressão de um estado motivacional desencadeada pela ativação do 

sistema imune inato periférico, pelo qual um organismo organiza suas funções para 

combater a infecção. O objetivo deste trabalho foi avaliar a influência do estado 

tireoidiano sobre as respostas comportamentais ao desafio imunológico. O 

hipotireoidismo experimental foi induzido por propiltiouracil (PTU) por 30 dias (0,05%), 

adicionado à água de beber. As doses de 100, 200 e 500 ug/Kg de lipopolissacarídeo 

foram testadas para evidenciarmos o comportamento doentio. Após, camundongos 

controle e tratados com PTU receberam a dose de 200 ug/kg de LPS ou solução salina 

(ip) e as respostas comportamentais foram avaliadas durante 24 horas. Nos 

camundongos com hipotireoidismo induzido pelo PTU observou-se aumento do tempo 

de imobilidade no nado forçado (FST), maior número de esferas escondidas (MB) e 

comprometimento das respostas mneicas nas tarefas de reconhecimento de objetos 

de longa duração (LTM) e no labirinto aquático de Moris (MWM). Durante o desafio 

imunológico, a locomoção em campo aberto (OF) e o tempo de floating no nado 

forçado (FST) não foram modificados duas horas após a aplicação do LPS. Porém, 

nas análises após 24 horas, houve redução da atividade locomotora, aumento do 

tempo de floating, diminuição da ingestão de alimentos e maior perda de peso, 

comprometimento da memória e menor tempo de investigação social nos 

camundongos tratados com PTU. Além disto, observamos um menor índice térmico 

associado à redução da expressão de c-Fos no núcleo paraventricular (PVN) e na 

área pré-optica mediana (MPOA). Estes resultados demonstram que o estado 

tireoidiano modifica as respostas comportamentais ao desafio imunológico, sugerindo 

que os hormônios tireoidianos são essenciais para a manifestação do comportamento 

doentio durante a endotoxemia. 

Palavras-chave: Hipotireoidismo. Endotoxemia. Comportamento doentio. Febre. 
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ABSTRACT 

 

Thyroid hormones are essential to control of multiple functions involved in maintaining 

homeostasis, including heat production and energy balance processes. Relations 

between the hypothalamic-pituitary-thyroid axis and immune function are complex and 

still require further investigation. Sickness behavior is an expression of a motivational 

state triggered by the activation of the peripheral innate immune system, by which an 

organism organizes its functions to combat the infection. The aim of this study was to 

evaluate the influence of thyroid status on behavior responses during endotoxemy. 

Experimental hypothyroidism was induced by propylthiouracil (PTU) for 30 days 

(0.05%, added to drinking water). Different doses (100, 200 and 500 ug/Kg) of 

lipopolysaccharide were tested to evidence sickness behavior. Then, control and 

treated with PTU mice received a 200ug/Kg LPS dose or saline (ip), and behavioral 

responses were evaluated for 24 hours. In mice with hypothyroidism PTU-induced 

were observed an increase in immobility time in the forced swimming (FST), a largest 

number of hidden balls (MB) and an impairment of memory answers in the long term 

object recognition tasks (LTM) and water maze Moris (WMM). During the immune 

challenge, locomotion in the open field (OF) and the floating time in the FST are not 

modified two hours after LPS administration. However, in the analysis after 24 hours, 

there was a reduction in locomotor activity, increased floating time, decreased food 

intake and higher weight loss, learning and memory impairment and also shorter social 

investigation time in PTU mice. In addition, we observed a lower thermal index and 

reduction of c-Fos expression in the paraventricular nucleus (PVN) and medial pre-

optic area (mPOA). These results demonstrate that the thyroid status modifies the 

behavioral responses to immune challenge, suggesting that the thyroid hormones are 

essential for the manifestation of sickness behavior during endotoxemy. 

Keywords: Hypothyroidism. Endotoxemy. Sickness Behavior. Fever. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

Os hormônios tireoidianos (HTs) são essenciais no desenvolvimento do 

Sistema Nervoso Central e no controle do metabolismo, sendo necessários para 

regular o consumo e armazenamento de energia a longo prazo (YEN, 2001). A 

manutenção de níveis adequados destes hormônios é crucial para a homeostase 

energética, pois controlam a síntese de ATP e a taxa de fosforilação oxidativa, 

ocupando papel importante nas taxas de consumo de oxigênio celular e mitocondrial. 

Desta forma, os HTs exercem controle sobre diversas reações metabólicas, regulando 

o balanço energético por diferentes mecanismos (BIANCO et al., 2006; BRIX; FUHER; 

BIEBERMANN, 2011). 

 

A primeira etapa na formação dos HTs consiste no transporte do iodeto do 

sangue para as células foliculares, onde é oxidado, e adquire a capacidade de se 

combinar com o aminoácido tirosina. A tirosina é inicialmente iodetada a 

monoiodotirosina e, em seguida, a diiodotirosina. A combinação de uma molécula de 

monoiodotirosina com uma de diiodotirosina forma a triiodotironina (T3), enquanto o 

acoplamento de duas moléculas de diiodotirosina forma a tiroxina (T4).  Cerca de 93% 

dos hormônios são produzidos e liberados no sangue na forma de T4, enquanto 7% 

são produzidos na forma de T3. Entretanto, cerca de 50% da tiroxina sofre lenta 

desiodetação, formando quantidade adicional de triiodotironina. Assim, o hormônio 

que é liberado e utilizado pelos tecidos consiste em T3, que é cerca de 4 vezes mais 

potente que T4 (HEDGE; WRIGHT; JUDD, 1981). 

A produção dos HTs é controlada pelo hormônio estimulador da tireoide (TSH) 

ou tireotrofina, sintetizada pela hipófise anterior, em resposta ao hormônio liberador 

de tireotropina (TRH), secretado pelo hipotálamo. Por sua vez, T3 e T4 não ligados 

(livres) exercem retroalimentação negativa sobre a síntese e liberação de TRH e 

TSH, objetivando manter os níveis circulantes adequados de HTs. Por outro lado, a 

redução nos níveis de T3 e T4 estimulam a hipófise a liberar TSH, com o intuito de 

evitar a redução da biodisponibilidade dos HTs para o metabolismo (KIM, 2008). 

O eixo hipotálamo-pituitária-tireoide (HPT) mantém os níveis normais de HTs 

no plasma, através da coordenação da conversão de T4 para T3 entre tireotrófos e 
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tanicitos (FONSECA et al., 2013; GOTHE et al., 1999;). A desiodação dos HTs é 

catalisada pelas deiodinases teciduais que são expressas em três isoformas (D1, D2, 

D3). Estas isoenzimas apresentam diferentes padrões de expressão durante o 

desenvolvimento, sendo específicas para cada tecido (YEN, 2001).  

Após a estimulação pelo TSH a tireoglobulina é reabsorvida nas células 

foliculares e as moléculas de T4 e T3 são liberadas na circulação. O T3 pode também 

ser formado a partir da monodeiodinação de T4. Esta reação, catalisada pela 

deiodinase tipo I iodotironina (D1), consiste na fonte predominante de circulação de 

T3. D1 encontra-se em grande parte no rim, fígado e tireoide, enquanto que o tipo II 

deiodinase iodotironina (D2) está presente principalmente no músculo esquelético, 

sistema nervoso central e na hipófise. A iodotironina deiodinase tipo III (D3), 

encontrada no cérebro, pele e placenta, inativa T4 e T3 por desiodinação do anel 

interior, produzindo T3 reverso (rT3), uma forma inativa de T3 (BIANCO; KIM, 2008; 

BRENT, 2012).  

Estudos sugerem que a manutenção dos níveis adequados de HTs são 

fundamentais na mediação da resposta inflamatória e contribuem para complexa 

relação entre os sistemas imune e endócrino (HODKINSON, 2009). Os HTs estão 

envolvidos na manutenção da função imune em resposta a estímulos ambientais e na 

imunossupressão mediada por estresse. Estas ações dos HTs podem ser moduladas 

tanto através de receptores nucleares (TRs) para regular genes-alvo quanto por ações 

não-genômicas, independente da síntese de proteínas (YEN, 2001: HIROI, 2006). 

As alterações dos níveis ideais de HTs podem impactar a habilidade do 

organismo para reagir às situações de estresse, uma vez que participam das mais 

variadas funções metabólicas. A modulação do sistema neuroendócrino sobre a 

atividade do sistema imune é particularmente importante nas interações mediadas 

pelo eixo hipotálamo-hipófise-tireoide (HPT), uma vez que as células do sistema 

imune contribuem para a regulação da atividade deste eixo, especialmente nos 

períodos de estresse imunológico. Desta forma, os HTs são agentes essenciais no 

processamento da resposta imune, participando diretamente da ativação dos 

mecanismos de defesa durante a infecção aguda (KLEIN, 2006). 

Na fase inicial da resposta inflamatória, os níveis de T3 estão diminuídos e os 

níveis de T3 inativos (rT3) estão aumentados. Os níveis séricos de T4 diminuem entre 

24 a 48 horas, enquanto os níveis de TSH permanecem inalterados. Estudos em 
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humanos demonstraram que os mecanismos que determinam estes ajustes incluem 

a diminuição da conversão do T4 e T3 nos tecidos extra-tireoidianos, menor taxa de 

fixação do T4 em proteínas através da inibição das proteínas de transporte; disfunção 

do feedback negativo no eixo hipotálamo-hipofisário e inibição dos receptores 

nucleares dos HTs pelas citocinas (PEETERS et al., 2005). 

A produção local de citocinas exerce um importante feedback negativo na 

regulação da liberação do TRH pela tireotrofina na hipófise. Citocinas pró-

inflamatórias produzidas perifericamente agem diretamente na tirotrofina hipofisária 

para diminuir a liberação do TSH, em especial a IL-6, que apresenta potente 

supressão do TSH no plasma. Apesar das mudanças na concentração dos hormônios 

tireoidianos, a infecção aguda não causa alteração direta da função tireoidiana. Tais 

mudanças decorrem de modificações no eixo hipotálamo-hipofisário, alteração nos 

hormônios tireoidianos circulantes aderidos às proteínas, modificação na captação 

tecidual e metabolismo dos HTs e em seus receptores TRα e TRβ (PEETERS et al., 

2003). 

Enquanto a glândula tireoide estabelece somente a origem do T4 para os 

tecidos periféricos, a fina regulação dos HTs no meio tecidual extrapiramidal é 

possível pela expressão tecidual diferenciada das iodotironina deiodinases, as quais 

são responsáveis pela metabolização do T4 para forma biologicamente ativa do T3 ou 

bio-inativa rT3 (MEINHOLD et al., 2010). A expressão destas deiodinases é 

modificada durante o curso da infecção, podendo resultar em modificações teciduais 

específicas do estado tireoidiano (RAY et al., 2002). 

A diminuição nos níveis séricos de T3 e o aumento nos níveis de rT3 podem 

ser explicados pela ativação reduzida do T4 pelo tipo I deiodinase (D1) ou tipo II 

deiodinase (D2), mas também por um aumento na inativação do tipo III deiodinase 

(D3). O T3 plasmático está diminuído e rT3 plasmático está aumentado durante 

doenças gravemente críticas, sendo que a magnitude destas variações está 

relacionada com a severidade da doença. O declínio no T3 e no T4 sérico em modelos 

de doenças agudas precede a falência no D1 hepático, sugerindo que muito da 

falência inicial destes hormônios deve ser atribuída à resposta de fase aguda, 

causando a redução dos hormônios tireoidianos ligados no plasma. (HAMBLIN et al., 

1986.) 
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As citocinas produzidas no início da resposta inflamatória modulam a produção 

de tireoglobulina, reduzindo os níveis de AMP cíclico nos folículos tireoidianos, com 

consequente diminuição da liberação dos HTs. Mesmo após a recuperação dos níveis 

de TSH, que ocorre cerca de 12 a 24 horas após o contato com o agente infeccioso, 

os HTs permanecem em concentrações inferiores ao estado pré-infecção (LO et al., 

1998). Estas respostas sinalizam a presença de um mecanismo intrínseco de controle 

do sistema imune sobre o eixo HPT, indicando a participação dos HTs nos 

mecanismos que determinam a resposta inflamatória, tais como a modulação da 

atividade das células apresentadoras de antígenos e da velocidade da síntese de 

citocinas (VAN HAASTEREN et al., 1994). 

Um dos modelos mais comumente usados para simular a evocação do sistema 

imune a partir de estressores biológicos consiste na aplicação de lipopolissacarídeo 

(LPS), componente estrutural da membrana esquelética de bactérias Gram-negativas, 

o qual é facilmente reconhecido por células imunes, principalmente macrófagos. Após 

ser reconhecido pelos receptores Toll-like 4 (TRL4) presente na superfície de células 

apresentadoras de antígenos (monócitos e macrófagos), o LPS torna-se um potente 

estimulador da liberação de mediadores pró-inflamatórios como prostaglandinas, 

histamina e serotonina (KELMER, 2009); citocinas como fator de necrose tumoral α 

(TNF- α), interleucina 6 (IL-6) e interleucina 1β (IL1β) e ainda é capaz de estimular a 

óxido nítrico sintetase induzível (iNOS) e a cicloxigenase 2 (COX 2) (NISHIO et al., 

2013).  

O LPS medeia a liberação de citocinas por células imunológicas e estas serão 

responsáveis por induzir, por vias neurais ou humorais, a produção de 

prostaglandinas, em especial a prostaglandina E2 (PGE2), responsável pela ativação 

de neurônios termossensíveis, na POA, gerando o estado febril (BLATTEIS, 2006). As 

citocinas podem sinalizar sua presença na corrente sanguínea por diferentes 

mecanismos. Podem alcançar o sistema nervoso central por transportadores 

específicos localizados na barreira hematoencefálica ou passar para o cérebro através 

dos órgãos circunventriculares. A sinalização das citocinas pode também ser realizada 

pelos nervos periféricos ou induzir a produção de prostaglandinas na interface entre o 

cérebro e a corrente sanguínea (ENGBLOM et al., 2002). 

A liberação destes mediadores, por diversas vias, leva sinais para o cérebro, 

que alcançam direta ou indiretamente neurônios e células de apoio (micróglia e 

astrócitos) que promoverão alterações no sistema nervoso autônomo e endócrino, 
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regulando a resposta do indivíduo à infecção (MARTIN et al., 2013). Em especial, as 

citocinas atuam na comunicação entre os sistemas imune e neuroendócrino, 

regulando a proliferação celular, a secreção de hormônios, a atividade do eixo HPA e 

o comportamento (DANTZER, 1998). 

A resposta de fase aguda produz sintomas comportamentais como mal-estar, 

perda de interesse em atividades próprias da espécie, redução da ingestão de 

alimentos, piloereção, anorexia, diminuição do comportamento exploratório, redução 

do comportamento social e perda do apetite sexual (AUBERT, 1999). A este conjunto 

de manifestações comportamentais dá-se o nome de comportamento doentio 

(Sickness behavior), caracterizando uma estratégia evocada para poupar energia 

(DANTZER et al., 2001). O aparecimento do comportamento doentio é uma resposta 

adaptativa do animal, elaborada para combater a infecção, na medida em que cria um 

ambiente desfavorável ao patógeno e adequado ao estabelecimento de uma resposta 

imune eficaz. Tais sintomas são atribuídos à realocação de recursos energéticos para 

combater a infecção (HART, 1988). 

Estas respostas comportamentais surgem em decorrência de uma complexa 

interação entre os sistemas imune e endócrino, na qual diversas moléculas têm papel 

de destaque como PGE2, cicloxigenase, óxido nítrico e principalmente as citocinas 

(DANTZER, 2009; DE PAIVA et al.; 2010; KELLEY et al.,2003). A liberação periférica 

de citocinas pode alcançar diretamente o cérebro através dos órgãos 

circunventriculares, e desencadear respostas adaptativas, ou podem lançar mão de 

sistemas de sinalização indiretos por meio de nervos periféricos; como vago, 

glossofarígeo e hipoglosso; podem ainda interagir com células endoteliais e 

perivasculares que levarão à ativação de células do sistema nervoso, como 

micróglias, capazes de produzir citocinas centralmente. A produção destas citocinas 

aliada à uma maior síntese de prostaglandinas leva ao aparecimento do 

comportamento doentio (BANKS, ERICKSON, 2010; MCCUSKER, KELLEY, 2013; 

SERRATS, SAWCHENKO, 2009).  

As alterações comportamentais que surgem na endotoxemia são essenciais 

para a sobrevivência do animal, bem como as respostas termorregulatórias que levam 

à febre, tendo em vista a criação de um ambiente desfavorável ao patógeno e o 

aumento da eficácia da resposta imune (MOLTZ, 1993). A febre potencializa a 

imunidade inata, fazendo aumentar a capacidade fagocítica de neutrófilos, e também 
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a imunidade adaptativa, induzindo a proliferação de linfócitos e aumentando a 

produção de anticorpos (KLUGER, 1986). 

O eixo hipotálamo-pituitária-adrenal (HPA) desempenha importante papel na 

manutenção da homeostase durante a endotoxemia. A produção de (IL) -1, IL-6 e 

TNFα, as principais citocinas inflamatórias produzidas, estimulam a atividade do eixo 

HPA, demonstrada pelo aumento do hormônio adrenocorticotrófico (ACTH) e, por 

conseguinte, dos glicocorticoides. A regulação da secreção de ACTH é um processo 

multifatorial que envolve principalmente dois neuro-hormônios do hipotálamo, 

hormônio liberador de corticotrofina (CRH) e arginina-vasopressina (AVP), sendo que 

as citocinas podem estimulam a secreção do primeiro. Os glicocorticoides, por sua 

vez, exercem feedback negativo sobre o eixo HPA, reduzindo sua atividade, ao 

mesmo tempo em que controlam a infecção, devido à sua potente ação 

antiinflamatória. Esta interação bidirecional entre os sistemas imune e neuroendócrino 

é crucial para a manutenção da homeostase, em especial em situações de sobrecarga 

para o organismo. (BEISHUIZEN; THIJS, 2003).  

Como há interação entre o eixo HPA e o sistema imune, ocorre também 

comunicação bidirecional entre este e o eixo HPT. O eixo HPT exerce um efeito 

imunomodulador na maioria dos aspectos do sistema imune (KLECHA et al., 2006).  

Durante a inflamação, há um ligeiro aumento nos HTs nas primeiras quatro horas, 

resultando em rápida inibição do eixo HPT. A integração entre os eixos HPA e HPT 

em resposta a endotoxemia são bem conhecidos, ocorrendo aumento da ativação do 

eixo HPA enquanto a atividade do eixo HPT é suprimida, durante o desafio imune 

agudo (BOELEN et al., 2004; DI COMITÉ et al., 2007; STRAUB, 2014).  

Durante a fase inicial da infecção a produção de citocinas estimula a conversão 

de T4 em T3 central, causando supressão na produção do TRH e, consequentemente, 

do TSH. Como resultado, ocorre redução nos hormônios tireoidianos periféricos, o que 

contribui para as manifestações próprias do comportamento doentio, uma vez que 

este estado tireoidiano reduz a atividade metabólica como parte das adaptações para 

a conservação de energia em momentos críticos de estresse fisiológico (KLEIN, 

2006). À medida que a infecção é controlada, a diminuição do T3 central estimula a 

produção de TRH, que resultará no restabelecimento das concentrações periféricas 

dos HTs. Este reajuste no estado tireoidiano é fundamental para a recuperação do 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Beishuizen%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=12691614
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Beishuizen%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=12691614
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organismo ao estado pré-infecção, quando a mobilização de recursos energéticos é 

decisiva (KRUGER, 1986). 

Neste contexto, alterações do estado tireoidiano podem potencialmente afetar 

a capacidade do organismo para reagir à infecção. Tanto o aumento na síntese e 

liberação dos HTs (hipertireoidismo) como sua redução (hipotireoidismo) são capazes 

de alterar a resposta imune, modificando as respostas metabólicas ao estresse 

biológico (KLECHA et al., 2006). Em geral, no hipertireoidismo ocorre uma 

exacerbação da resposta imune, com aumento da produção de anticorpos, maior 

proliferação de linfócitos, migração celular e produção de espécies reativas de 

oxigênio, concomitante à redução da atividade anti-inflamatória, por comprometer a 

atividade das enzimas anti-oxidantes (DE VITO et al., 2011). Por outro lado, o 

hipotireoidismo produz efeitos opostos sobre os parâmetros da função imunológica, 

modulando negativamente as respostas humoral e celular (KLECHA et al., 2006).  

O hipotireoidismo é caracterizado por um conjunto de fatores associados à 

redução do o metabolismo, incluindo o ganho de peso, a longo prazo, fadiga e 

fraqueza, intolerância ao frio e lentidão mental (THE ENDOCRINE SOCIETY’S 

CLINICAL GUIDELINES, 2007). A redução do metabolismo basal na condição de 

hipotireoidismo resulta em efeitos centrais e periféricos no comportamento alimentar, 

termogênese, ativação locomotora e regulação autonômica (LÓPEZ et al., 2013), além 

de associar-se à sintomas depressivos e redução das funções cognitivas, haja visto 

sua participação essencial no processamento nervoso e nas funções mais elevados 

de aquisição e consolidação de memórias. (DE VITO et al., 2011; ANNERBO; LOKK, 

2013). 

Diversas drogas têm habilidade de interferir direta ou indiretamente síntese de 

hormônios tireoidianos. As drogas antitireoidianas mais importantes são   os 

tiourilenos, sendo o propiltiouracil (6-n-propil-2-tiouracil, PTU) e o metimazol (1-

metil- mercaptoimidazole, MMI) as mais utilizadas clinicamente.  Os tiourilenos 

atuam inibindo de maneira potente a reação de iodinização da tirosina, a qual é 

catalisada pela tireoperoxidase – TPO. O propiltiouracil, além dos efeitos 

antitireoidianos promovidos por sua ação inibidora da TPO é também um potente 

inibidor da iodotironina-deiodinase tipo I, que converte o hormônio T4 em seu 
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metabólito ativo T3, sendo um fármaco eficaz na indução do hipotireoidismo 

experimental (FERREIRA et al., 2007). 

Os modelos comportamentais são úteis para identificar o curso e a gravidade 

do comprometimento imunológico (GRANGER et al., 2013) porém, não identificamos 

nenhum trabalho que tenha investigado o comportamento doentio em condições de 

redução dos hormônios tireoidianos. Partindo do pressuposto que o hipotireoidismo 

afeta a capacidade de resposta imunológica e que as manifestações do 

comportamento doentio são úteis para se estudar a resposta à infecção, o objetivo de 

nossa investigação foi avaliar o comportamento doentio em camundongos com 

hipotireoidismo. 
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1. OBJETIVOS 

 

Os objetivos deste trabalho estão descritos abaixo. 

 

2.1  OBJETIVO GERAL 

 

Avaliar o comportamento doentio durante a endotoxemia em camundongos com 

hipotireoidismo. 

 

2.2  OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 

a) Determinar a eficácia do modelo de indução crônica do hipotireoidismo por 

propiltiouracil adicionado à água de beber; 

b) Estabelecer a menor dose de LPS (100, 200 ou 500 µg/Kg) que evidencie as   

alterações comportamentais nos testes estudados; 

c) Avaliar a influência do hipotireoidismo nas respostas comportamentais à 

endotoxemia; 

d) Avaliar a influência do hipotireoidismo na febre induzida por LPS; 

e) Avaliar a influência do hipotireoidismo na ativação de áreas cerebrais durante 

a endotoxemia. 
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3 MATERIAL E MÉTODOS 

 

Os materiais e métodos utilizados neste estudo estão descritos a seguir. 

 

3.1  ANIMAIS 

 

Foram utilizados camundongos machos da linhagem Swiss, com peso entre 25 e 

30 gramas, provenientes do Biotério Central da Universidade Federal de Alfenas. Os 

animais foram mantidos em gaiolas de polipropileno, agrupados em número de até 

12 animais por gaiola. A alimentação foi oferecida na forma de ração peletizada 

normoproteica e água ad libitum. Foram mantidos à temperatura de 23 ± 2º, umidade 

de 55±15%; em fotoperíodo definido de 12 horas, com as luzes acesas às 07:00. 

Todos os procedimentos foram aprovados pelo Comitê de Ética em Pesquisa com 

Animais da Universidade Federal de Alfenas, sob o número de protocolo 395/2012. 

 

3.2   PROCEDIMENTOS EXPERIMENTAIS 

 

Os procedimentos deste estudo foram realizados conforme descrição a seguir. 

 

3.2.1 Indução ao hipotireoidismo experimental 

 

Nesta fase, foram utilizados camundongos com 5 semanas e pesando no 

mínimo 35 gramas no primeiro dia de tratamento. Para a indução do hipotireoidismo 

nos grupos experimentais foi utilizado propiltiouracil (6-propil-2-tiouracil, Sigma 

Aldrich®, USA) a 0.05%, diluído na água de beber, durante 30 dias. Os grupos 

controle receberam água filtrada (DONG; WADE; WILLIANS et al., 2005). 
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3.2.2 Parâmetros biométricos e hormonais 

 

Os animais foram pesados para avaliação do ganho de peso e sacrificados 

por inalação com isoflurano. Foram realizadas as medidas do comprimento naso-

anal, tomando-se a medida do focinho até o início da cauda (em centímetros) e o 

calculado o índice de Lee, dado pela razão entre a raiz cúbica do peso corporal e o 

comprimento naso-anal. O valor resultante indica a massa corporal em relação ao 

comprimento do animal, sendo, portanto, útil para se identificar animais com propensão ao 

acúmulo de gordura. Embora seja análogo ao IMC, utilizado em humanos, o índice de Lee 

não é classificatório e, portanto, não deve ser utilizado isoladamente. (ROGGERS; 

WEBB, 1980; FERREIRA et al., 2007).  As gorduras epididimal e retroperitoenal e 

as glândulas tireoide e paratireoides foram excisadas e pesadas.  

 

3.2.2.1 Dosagens hormonais 

 

Após o trigésimo dia do tratamento com o PTU, os camundongos foram 

decapitados e amostras de sangue foram coletadas e colocadas em tubos 

Eppendorfs®. As amostras sanguíneas foram centrifugadas (3000 rpm, durante 20 

min), o soro separado e armazenado a -20ºC. Os níveis séricos de T3 e T4 foram 

determinados por Radioimunoensaio (RIA) em kits específicos (MP Biomedicals, 

LLC, EUA). Os procedimentos foram realizados de acordo com as recomendações 

do fabricante. 

 

3.2.3 Dose de LPS 

 

Para a determinação da melhor dosagem de LPS para a verificação dos 

efeitos sobre o comportamento doentio, foram utilizadas as dosagens de 100, 200 e 

500 µg/Kg de lipopolissacarídeo de Escherichia coli (026: B6 – Sigma Aldrich, USA). 
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A administração do LPS ou do veículo foi realizada uma única vez, por via 

intraperitoneal. 

 

3.2.4 Testes comportamentais 

 

 Os testes comportamentais foram realizados de acordo com a descrição a 

seguir. 

 

3.2.4.1 Teste do Campo Aberto 

 

A avaliação em campo aberto permite a verificação tanto da atividade motora 

voluntária quanto de sinais de ansiedade. Cada animal testado foi colocado no 

centro de um aparato circular, com 30 cm de diâmetro, com o piso dividido em 

quadrantes centrais e periféricos. A avaliação da atividade locomotora foi realizada 

considerando-se o número de cruzamentos que o animal realiza com as quatro 

patas nos quadrantes centrais e periféricos, a soma dos cruzamentos totais e a 

exploração vertical (rearings) (WILCONSON et al., 2007). 

 

3.2.4.2 Teste do Nado Forçado 

 

O teste de nado forçado é utilizado para a verificação de sintomas depressivos 

em roedores. O teste foi realizado em um béquer cilíndrico de 12 cm de diâmetro, 

com água mantida à temperatura de ± 25º. O animal é colocado para nadar por um 

período de 6 minutos, registrando-se o teste através de filmagem.  Para fins de 

avaliação, considera- se, nos 04 minutos finais do teste, o tempo em que o animal 

realiza apenas o mínimo de movimentos para não afundar (tempo de imobilidade) 

(WILCONSON et al., 2007) ou quantifica-se o número de vezes em que o animal 

é encontrado em um dos 3 comportamentos, a cada 5 segundos: floating 
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(considerado de maneira semelhante ao tempo de imobilidade); swimming (quando 

o animal se movimenta e realiza rotações na periferia do aparato) e climbing (onde 

se verificam tentativas de escape do aparato, escalando suas paredes). (PORSOLT; 

BERTIN; JALFRE, 1977). 

3.2.4.3 Teste de Interação Social 

 

A interação social reflete um estado psicofisiológico saudável, manifestado 

por reações próprias da espécie. O teste em Arena consiste em confrontar o animal 

a ser avaliado (residente) com outro desconhecido da mesma espécie de idade 

inferior (visitante ou intruso). São considerados como parâmetros de avaliação a 

exploração anogenital, seguir o visitante ou colocar as patas dianteiras sobre ele, 

somando-se o tempo total em que o residente interage com o visitante. A 

indiferença ao visitante ou comportamentos de submissão indicam a presença de 

sintomas depressivos no residente. (FILE; SETH, 2003). 

 

3.2.4.4 Avaliação da Ingestão Alimentar e Ganho de Peso 

 

Os animais foram submetidos a 12 horas de jejum previamente à administração 

do LPS para estimular a ingestão de alimentos. Antes do teste, foram mensurados o 

peso corporal e da ração a ser oferecida. Imediatamente após as injeções, o alimento 

foi reapresentado a cada animal e pesado nos intervalos de 2, 4, 6, 8, 10 e 24 horas. A 

ingestão alimentar foi calculada a partir da diferença entre o peso inicial e o peso obtido 

a cada intervalo. A variação do peso corporal foi mensurada 24 horas após os 

tratamentos (DE PAIVA et al., 2010). 

 

3.2.4.5 Teste de Memória de Reconhecimento de Objetos 

 

A memória de reconhecimento de objetos foi avaliada utilizando-se o mesmo 

aparato utilizado no teste de Campo Aberto. Nos três dias anteriores ao teste os 
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animais passaram por sessões de habituação à arena, por 15 minutos. Foram 

apresentados ao animal 2 objetos de formas idênticas (A e B), aguardando-se a 

exploração dos mesmos, por 5 minutos. Logo em seguida, foi aplicado o veículo ou 

uma das dosagens do lipopolissacarídeo. A memória de curta duração (MCD) foi 

verificada após 1 hora e 30 minutos, quando se apresentou ao animal um dos 

objetos do treino (A ou B) e um novo objeto, de forma diferente (C). A memória de 

longa duração (MLD) foi verificada 24 horas após, quando se apresentou ao 

animal um dos objetos do treino (A ou B) e outro novo objeto, de forma diferente 

(D). Os animais foram filmados durante 5 minutos para análise posterior. 

São considerados como parâmetros de avaliação o tempo de exploração de cada 

um dos objetos, o tempo de não exploração e o índice de reconhecimento (IR), 

calculado de acordo com a equação IR = TEC / TEA + TEC para MCD e IR = TD 

/ TEA + TED para MLD, sendo TEA (tempo de exploração do objeto A; TEC (tempo 

de exploração do objeto C) e TED (tempo de exploração do objeto D). (HABA et 

al.,2012; SIOPI et al., 2012). 

 

3.2.4.6 Labirinto Aquático de Morris 

 

O Labirinto Aquático de Morris consiste em um tanque circular com 150 cm 

de diâmetro, no qual se encontra uma plataforma com 10 cm de superfície. O tanque 

é preenchido até uma altura em que a plataforma fique cerca de 1,5 cm emersa. 

Utiliza-se água corada com tinta não tóxica branca para impedir a visualização da 

plataforma nas sessões de aprendizado (trainning trials). São estabelecidos 4 

pontos de partida dos animais (N, S, L e O) e quatro quadrantes imaginários para 

a colocação da plataforma (NE, NO, SE, SO). Nas paredes da sala são colocados 

desenhos ou quadros, servindo de pistas visuais para o aprendizado espacial. O 

examinador e a câmera de filmagem permanecem sempre no mesmo ponto, pois 

também são utilizados como referência espacial. Os animais são liberados de um 

dos pontos da superfície do tanque, voltados para a parede, aguardando-se que 

encontrem a plataforma de escape e nela permaneçam por 10 segundos 

seguidos. Caso o animal não localize a plataforma em um período de 120 segundos, 

o examinador o guia gentilmente até a superfície da plataforma e permite que 
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ele permaneça sobre ela durante 10 segundos. O tempo para alcançar a 

plataforma foi registrado em segundos (latência de escape). Os animais foram 

submetidos a 3 dias consecutivos com 4 largadas, com intervalo de 10 segundos, 

totalizando 12 largadas. Após o período de treino os animais foram submetidos a 

uma única largada (Probe Trial) com a retirada da plataforma de escape do tanque 

de nado. O tempo em que o animal permanece no quadrante onde se encontrava a 

plataforma (quadrante alvo) é contabilizado para avaliação da memória espacial 

(WILCONSON et al., 2007).  

 

3.2.4.7 Teste do Labirinto em Cruz Elevado 

 

O teste de labirinto em cruz elevado consiste em um aparato com dois braços 

abertos e dois braços fechados, ligados por uma plataforma central. Os animais 

foram colocados no centro do aparato, de frente para um dos braços fechados. O 

comportamento do animal foi filmado durante 5 minutos, avaliando-se como 

parâmetros de ansiedade a frequência de entradas e o tempo despendido nos 

braços abertos e fechados. A diminuição do número de entradas nos braços 

abertos sugere aumento de ansiedade no animal testado. O aumento no tempo 

de permanência nos braços fechados indica mesmo sintoma ou ainda pode revelar 

alterações da atividade motora voluntária (WILCONSON et al., 2007). 

 

3.2.4.8 Teste de Esconder Esferas 

 

O teste de esconder esferas (Marble Burying) é utilizado para a verificação da 

ansiedade em roedores, bem como dos efeitos ansiolíticos ou ansiogênicos de 

fármacos e condições experimentais. Utiliza-se uma caixa de dimensões 30X60 cm 

com cerca de 5 cm de serragem bem compactada. Nesta serragem, dispõe-se 24 

esferas de vidro translúcidas, separadas equidistantes. O animal é exposto ao 

ambiente com esferas por 30 minutos. A análise é realizada pela contagem do 
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número de esferas escondidas completamente sob a serragem. (BOER; 

KOOLHAAS, 2002). 

 

3.2.5 Temperatura Corporal 

 

Para avaliação da temperatura corporal os camundongos foram submetidos a 

procedimento cirúrgico para a implantação de um transmissor de temperatura no 

interior da cavidade peritoneal. Este procedimento foi realizado sob anestesia 

(cetamina-xilazina (42,0 e 4,8 mg / kg, respectivamente, IP) e ao final foi aplicado 

antibiótico (pentabiótico, 3,75 mg / kg im). A partir de uma laparotomia mediana, foi 

inserido o transmissor de temperatura (série 4000 E-Mitter; Mini Mitter, Bend, OR) na 

cavidade peritoneal e suturados o músculo e a pele com fio de algodão. Para evitar 

a hipotermia pós-cirúrgica, todos os animais foram colocados à temperatura de 32 

°C durante a recuperação da anestesia. (STEINER et al., 2011).  

Nos dias subsequentes à cirurgia, os animais foram mantidos em gaiolas 

individuais, nas mesmas condições anteriores. Depois de um período de cinco a sete 

dias, as caixas foram colocadas sobre um receptor de telemetria (Data Sciences) 

ligado a um computador. Após aplicação do LPS ou veículo, o registro da 

temperatura do corpo foi realizado em intervalos de 5 minutos, durante 08 horas. Os 

dados foram colhidos, exibidos graficamente no monitor e armazenados em arquivo 

digital. A temperatura basal foi calculada pelas médias das temperaturas aferidas nos 

30 minutos antes do início do experimento. A diferença entre a temperatura basal 

média e a temperatura obtida a cada intervalo foi calculada para obtenção do delta 

de temperatura. Os dados da telemetria foram demonstrados pelo gráfico linear e 

estatísticas foram realizadas pela área sob a curva (AUC) calculada entre o intervalo 

da primeira à quarta horas e da quarta à sétima horas do teste, obtendo-se o índice 

térmico para estes períodos (GIUSTI-PAIVA et al., 2003.) 
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3.2.6 Expressão de Fos 

 

Os animais receberam as injeções de LPS ou do veículo e duas horas depois 

foram anestesiados (cetamina-xilazina (42,0 e 4,8 mg / kg, respectivamente, IP) e 

perfundidos através de punção intracardíaca com salina (40 mL) contendo 1000U/l de 

heparina, seguida por paraformaldeido 4% em tampão fosfato (PBS 0,1 M; 500 mL). 

Após sua remoção, os encéfalos foram mergulhados em fixador durante 4 horas e em 

seguida colocados em solução de sacarose a 30% em PBS (0,1 M) a 4ºC. 

  Os encéfalos foram seccionados em cortes de 30 μm de espessura utilizando-

se um criostato e coletados em PBS (0,01 M) e armazenados em solução anti-freezing 

até o momento dos procedimentos imunohistoquímicos. Realizou-se o bloqueio da 

peroxidase endógena (solução de H2O2 ,1%) por 30 minutos e os cortes foram 

lavados com PBS (0,01 M) 3 vezes, por 5 minutos. Posteriormente, foi feito o bloqueio 

das ligações inespecíficas com albumina bovina 5% em 0,1 M de PBS durante uma 

hora. Os cortes foram processados para imunorreatividade para c-Fos, ficando 

incubados durante a noite com o anticorpo primário anti-fos de coelho (Ab-5, 

Oncogene Science, Manhasset, NY, USA) diluído 1:10.000 em PBS (0,1 M) contendo 

2% de normal goat serum e 0.3% Triton X-100 (Sigma Chemical Co., St. Louis, MO, 

USA). Após lavagem, os cortes foram incubados com segundo anticorpo biotinilado 

(Vector Laboratories Inc., Burlingame, CA, USA, diluído 1:200 em 1.5% de normal goat 

serum - PBS) seguido pelo complexo avidina-biotina-peroxidase (Vector Elite, 1:200 

em PBS), ambos por 1 hora a temperatura ambiente.  

Para coloração, foi empregado diaminobenzidina (DAB, Sigma - Aldrich Co., St. 

Louis, MO, USA) intensificado com cloreto de cobalto 1% e sulfato de níquel 1%. O 

produto da reação conferiu uma coloração violeta escuro – preto ao núcleo (FLEMING; 

WALSH, 1994). Por último, os cortes foram montados utilizando Gelatina de Albrecht 

(1,5% gelatina/álcool 80%). As lâminas foram secas à temperatura ambiente, 

desidratadas com xileno e cobertas com Entellan. 

As células imunorreativas para Fos foram contadas no PVN, SON, BST e 

mPOA, com auxílio de um microscópio Nikon modelo H55L. As imagens foram   

capturadas e o número de cortes representativos para cada grupo experimental foi de 

4 a 7. 
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3.2.7 Drogas 

 

Durante a execução deste trabalho foram utilizadas as seguintes drogas:  

Lipopolissacarídeo de Escherichia coli sorotipo 026:B6 e Propiltiouracil (6-propyl-2-

thiouracil), ambos adquiridos da Sigma-AldrichCo (EUA); Pentabiótico (Fort Dodge 

Saúde Animal LTDA), Ketamina (Dopalen) e Xilazina (Dopaser). Todas as drogas 

administradas ip foram solubilizadas em soro fisiológico livre de pirógeno (NaCl; 0,9%; 

Isofarma). 

 

3.3 ANÁLISES ESTATÍSTICAS 

 

Os dados foram analisados utilizando-se o programa do software GraphPad 

versão 5.0 e expressos como média ± erro padrão da média (EPM). Nas análises 

dos parâmetros biométricos e hormonais, foi utilizado o teste T. Para a comparação 

dos efeitos das diferentes doses de LPS foi utilizada análise de variância ANOVA de 

uma via, seguida pelo pós-teste de Newman-Keuls. Nos demais experimentos, o 

estado tireoidiano (pré-tratamento com ou sem PTU em água) e o desafio 

imunológico (tratamento com solução salina ou com LPS) foram utilizados como 

fatores para análise de variância (ANOVA) de duas vias, seguido pelo pós-teste de 

Tukey. O nível de significância foi baseado em valores de p inferiores a 0,05 (p 

<0,05). 
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4 PROTOCOLOS EXPERIMENTAIS 

 

 Os protocolos experimentais utilizados neste estudo foram realizados conforme 

descrição a seguir. 

 

4.1 EFEITOS DO HIPOTIREOIDISMO SOBRE PARÂMETROS BIOMÉTRICOS E 

HORMONAIS 

 

 Após o trigésimo dia de tratamento com o PTU os animais (n=7 a 12) foram 

sacrificados para a avaliação dos parâmetros biométricos e hormonais. 

 

4.2 EFEITOS DA ADMINISTRAÇÃO DO LPS SOBRE O COMPORTAMENTO EM 

CAMUNDONGOS 

 

Para avaliar os efeitos do LPS nos testes comportamentais os animais foram 

divididos em 4 grupos, sendo 1 controle, que recebeu injeção de salina (veículo) e 3 

que receberam uma das doses de LPS (100, 200 ou 500 µg/Kg, por via 

intraperitoneal). Duas horas após os animais foram submetidos aos testes de campo 

aberto (n = 8 animais por grupo), nado forçado (n = 8 a 12 dose animais por grupo); 

esconder esferas (n = 8 animais por grupo) ou labirinto em cruz elevado (n = 8 animais 

por grupo). Para o teste de memória de reconhecimento de objetos, após a fase de 

treino, os animais (n= 8 por grupo) receberam as injeções do veículo ou uma das doses 

do LPS e foram filmados por 5 minutos 01hora e 30 minutos depois para memória de 

curta duração e 24 horas depois para memória de longa duração. 
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4.3 EFEITOS DO HIPOTIREOIDISMO SOBRE AS RESPOSTAS 

COMPORTAMENTAIS DURANTE A ENDOTOXEMIA 

 

 Para avaliar os efeitos do hipotireoidismo sobre as respostas durante a 

endotoxemia os animais foram divididos em quatro grupos, sendo 2 controles e 2 

tratados com PTU. Cada um dos grupos recebeu as injeções do veículo ou de LPS 

(200 µg/kg) e foram testados nos intervalos descritos a seguir. Nos testes de campo 

aberto e nado forçado (n=8 a 10 animais por grupo) ou interação social (n=9 animais 

por grupo) as análises foram realizadas 02, 06 e 24 horas após as injeções. No teste 

de esconder esferas (n = 8 animais por grupo) os animais foram filmados 02 horas 

após as injeções. Para o teste de memória de reconhecimento de objetos, após a fase 

de treino, os animais (n= 8 por grupo) receberam as injeções do veículo ou uma das 

doses do LPS e foram filmados por 5 minutos 01 hora e 30 minutos depois para 

memória de curta duração e 24 horas depois para memória de longa duração. No 

Labirinto Aquático de Morris foram testados os intervalos de 24 horas antes do 

primeiro dia de treino (Pré 1T), logo após o primeiro dia de treino (Pós 1T) e logo 

após o 3º dia de treino (Pós 3T) em animais controle (n=9) controle para se avaliar a 

melhor fase para aplicação do LPS, definindo-se o intervalo Pré 1T como o mais 

adequado. 24 horas antes do primeiro dia receberam as injeções de veículo ou LPS 

(n=8 a12 animais por grupo) foram submetidos às fases de treino. 24 horas depois do 

último dia de treino, os animais foram avaliados no Probe Trial. 

 

4.4 EFEITOS DO HIPOTIREOIDISMO SOBRE A TEMPERATURA CORPORAL 

DURANTE A ENDOTOXEMIA 

 

Após o trigésimo dia de tratamento com o PTU os animais (n= 6 a 9) receberam 

as injeções do veículo ou de LPS (200 µg/kg) e foram monitorados por biotelemetria 

durante 08 horas para avaliação da temperatura corporal. 
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4.5 EFEITOS DO HIPOTIREOIDISMO SOBRE A ATIVAÇÃO NEURONAL 

DURANTE A ENDOTOXEMIA 

 

Após o trigésimo dia de tratamento com o PTU os animais (n= 4 a 7) receberam 

as injeções do veículo ou de LPS (200 µg/kg) e duas horas após foram perfundidos 

para os procedimentos imunohistoquímicos. 
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5 RESULTADOS 

 

Os resultados do presente estudo estão apresentados a seguir.  

 

5.1 EFEITOS DO HIPOTIREOIDISMO SOBRE PARÂMETROS BIOMÉTRICOS E 

HORMONAIS 

 

A Tabela 1 mostra os resultados dos parâmetros biométricos e hormonais dos 

animais controle (CON) e tratados com propiltiouracil (PTU) durante 30 dias. Os 

camundongos do grupo PTU apresentaram maior Índice de Lee, comprimento   naso-

anal inferior e diminuição no ganho de peso durante os 30 dias de tratamento. As 

gorduras epididimal e retroperitoneal foram maiores no grupo PTU e o peso da 

glândula da tireoide aumentou significativamente. Os níveis séricos dos hormônios 

tireoidianos foram menores no grupo PTU quando comparados ao grupo controle. 

 

Tabela 1: Parâmetros biométricos e hormonais em camundongos controle (CON) 
e tratados com propiltiouracil (PTU) por 30 dias. 

 CON PTU 

Índice de Lee 3.01 ± 0.02 3.09 ± 0.02 ** 

Comprimento naso-anal (cm) 11.63 ± 0.12 10.97 ± 0.09 *** 

Ganho de peso (g)  11.82 ± 1.04 6.67 ± 0.71*** 

Gordura Epidimal (g/10g) 0.21 ± 0.01 0.29 ± 0.02 ** 

Gordura Retroperitoneal (g/10g) 0.07± 0.01 0.11±0.01* 

T3 sérico (ng/dL) 55.65 ± 2.07 45.39 ± 1.53** 

T4 sérico (µg/dL) 3.93 ± 0.46 1.43 ± 0.06 *** 

Peso glandular (mg) 4.17± 0.15 10.78 ±0.29*** 

Nota: Valores expressos como média (±EPM) *P<0,05; **p<0,01 *** P<0,001 

Fonte: Da autora 
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5.2 EFEITOS DA ADMINISTRAÇÃO DO LPS SOBRE O COMPORTAMENTO EM 

CAMUNDONGOS 

 

 Os resultados das avaliações comportamentais, de temperatura e expressão 

neuronal estão descritos a seguir. Detalhes das análises estatísticas podem ser 

consultados no Anexo A, nas tabelas indicadas ao final de cada descrição. 

 

5.2.1 Teste de Campo Aberto  

 

A aplicação do LPS causou redução do número de entradas no centro (Figura 

1A) e na periferia (Figura 1B) nas doses de 200 µg/kg (P<0,001) e de 500 µg/kg 

(P<0,01), no número total de entradas (Figura 1C) nas doses de 200 e 500 µg/kg 

(P<0,001) e no número de rearings (Figura 1D) nas doses de 200 µg/kg (P<0,001) e 

de 500 µg/kg (P<0,01), comparados ao controle. Não foram observadas diferenças na 

dose de 100 µg/kg em nenhum dos parâmetros avaliados. (Anexos – Tabela 2). 

 

 

5.2.2 Teste do Nado Forçado 

 

No teste do Nado Forçado observamos que as três doses utilizadas 

produzem aumento do tempo de imobilidade (100 µ/kg – p<0,05; 200 e 500 µ/kg 

– p<0,001. (Figura 2) (Anexos – Tabela 3b). 
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Figura 1: Efeitos do LPS no Teste Campo Aberto. (A) número de cruzamentos centrais; (B) número de 
cruzamentos na periferia; (C) número de cruzamentos totais; (D) número de rearings. Valores 
expressos como média ± EPM. ** p <0.01 e *** p <0.001 quando comparado com veículo.   ANOVA 
One Way, seguido pelo pós-teste de Newman-Keuls. 

Fonte: Da autora 

 

  

      

Figura 02: Efeitos do LPS no Teste do Nado Forçado. Valores expressos como média ± EPM. * p 
<0.05, *** p <0.001 quando comparado com veículo. ANOVA One Way, seguido pelo pós-teste de 

Newman-Keuls. 

Fonte: Da autora 
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5.2.3 Teste de Memória de Reconhecimento de Objetos 

 

Nas análises da memória de curta duração observamos que as doses de 200 

e 500 µ/kg produziram um menor tempo de exploração tanto do objeto A (p<0,01) 

(Figura 3A) quanto do objeto C (p<0,05) (Figura 3B).  Apenas a dose de 500 µ/kg 

produziu aumento do tempo de não exploração (Figura 3C) e não foram observadas 

diferenças entre as doses utilizadas para o índice de reconhecimento. (Figura 3D) 

(Anexos –Tabela 4). 

 

 

Figura 03: Efeitos do LPS no Teste de Memória de Reconhecimento de Objetos (Curta duração). 
(A) tempo de exploração do objeto A em segundos; (B) tempo de exploração do objeto B em 
segundos; (C) tempo de não-exploração em segundosb; (D) índice de reconhecimento. Valores 
expressos como média ± EPM. * P<0,05 e *** p <0.001 quando comparado com veículo. ANOVA 
One Way, seguido pelo pós-teste de Newman-Keuls. 

Fonte: Da autora 

 
 

Nas análises da memória de longa duração identificamos que apenas a dose 

de 500 µg/kg (p<0,001) resultou em diminuição significativa da exploração do objeto 

D (Figura 4B), 24 horas após a fase de treino. Aplicação do LPS reduziu o índice de 

reconhecimento (Figura 4D) nas três doses utilizadas (p<0,05). Não se observaram 
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mudanças no tempo de exploração do objeto familiar ou do tempo de não exploração 

em nenhuma das doses utilizadas. (Anexos – Tabela 5). 

 

 

Figura 4: Efeitos do LPS no Teste de Memória de Reconhecimento de Objetos (Longa duração). 
(A) tempo de exploração do objeto A em segundos; (B) tempo de exploração do objeto D em 
segundos; (C) tempo de não-exploração em segundos; (D) índice de reconhecimento. Valores 
expressos como média ± EPM. * p <0.05 e *** p <0.001 quando comparado com veículo. ANOVA 
One Way, seguido pelo pós-teste de Newman-Keuls. 

Fonte: Da autora 
  

5.2.4 Teste de Esconder Esferas  

 

No teste de esconder esferas a aplicação do LPS causou redução no número 

de esferas escondidas nas 3 doses utilizadas (100 µg/kg – p<0,05; 200 µg/kg – 

p<0,01; e 500 µg/kg – p<0,001).  (Figura 5) (Anexos – Tabela 2a). 
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Figura 05: Efeitos do LPS no Teste de Esconder Esferas. Valores expressos como média ± EPM. * 
p<0,05, ** p<0,01 e *** p <0.001 quando comparado com veículo. ANOVA One Way, seguido pelo pós-
teste de Newman-Keuls. 

Fonte: Da autora 

 

5.2.5 Teste de Labirinto em Cruz Elevado  

  

Após administração do LPS, houve redução do número de entradas nos    

braços abertos (Figura 6A) nas doses de 200 e 500 µg/kg (P<0,01) e no tempo de 

permanência nos braços abertos (Figura 6C) nas doses de 200 e 500 µg/kg (P<0,05). 

O tempo de permanência nos braços fechados (Figura 6D) aumentou nas doses de 

200 e 500 µg/kg (P<0,05).  Não foram encontradas diferenças na dose de 100µg/kg 

em nenhum dos parâmetros (Anexos – Tabela 6). 
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Figura 06: Efeitos do LPS no Teste de Labirinto em Cruz Elevado. (A) número entradas nos braços 
abertos; (B) número de entradas nos braços fechados; (C) tempo de permanência nos braços abertos 
em segundos; (D) tempo de permanência nos braços fechados em segundos. Valores expressos como 
média ± EPM. * p <0.05 e ** p <0.01 quando comparado com veículo; ANOVA One Way, seguida pelo 
teste de Newman-Keuls. 

Fonte: Da autora 

 

5.3 EFEITOS DO HIPOTIREOIDISMO SOBRE AS RESPOSTAS 

COMPORTAMENTAIS DURANTE A ENDOTOXEMIA 

 

5.3.1 Teste de Campo Aberto  

 

 Análises realizadas 02 horas após a aplicação do LPS revelaram a diminuição 

no número de entradas no centro (Figura 7A), número de entradas na periferia (Figura 

7B), número de entradas centrais (Figura 7C) e número de rearings (Figura 7D). Não 

se observaram diferenças em nenhum dos parâmetros nos animais com 

hipotireoidismo induzido por PTU (Anexos – Tabela 7 – 02 horas). 
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06 horas após aplicação do LPS, todos os parâmetros avaliados ainda exibiram 

redução nos animais controle (Figura 7 A, B e C). Adicionalmente, os animais do grupo 

PTU também apresentaram redução no número de entradas no centro (Figura 7A), 

entradas totais, (Figura 7C) e rearings (Figura 7D). O número de entradas na periferia 

não foi modificado (Figura 14B). (Anexos – Tabela 7 – 06 horas). 

Após 24 horas da aplicação do lipopolissacarídeo os animais controle não mais 

apresentaram diferenças em nenhum dos parâmetros avaliados (Figura 7 A, B e C). 

Por outro lado, animais do grupo PTU exibiram redução significativa do número de 

entradas no centro, entradas na periferia, entradas totais e rearings (p<0,001; Figura 

7 A, B e C respectivamente). Houve ainda redução do número de entradas na periferia 

(p<0,05; Figura 7B) e das entradas totais (p<0,05; Figura 7C) nos animais do grupo 

PTU que receberam veículo. (Anexos – Tabela 7 – 24 horas). 
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Figura 07: Efeitos do hipotireoidismo no Teste Campo Aberto durante a endotoxemia. (A) análises após 
02 horas; (B) análises após 06 horas; (C) análises após 24 horas. Valores expressos como média ± 
EPM. * p<0,05 e *** p <0.001 quando comparado com controle ± veículo; +++ P<0,0001 quando 
comparado com controle + LPS; # P<0,05 quando comparado com PTU + LPS. ANOVA Two Way, 

seguido pelo pós-teste de Tukey. 

Fonte: Da autora 
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5.3.2 Teste do Nado Forçado 

 

Nas análises do nado forçado 02 horas a aplicação do LPS houve aumento do 

tempo de floating (p<0,001; Figura A) e diminuição de swimming (p<0,001; Figura 8B) 

e climbing (p<0,001; Figura 8C) nos animais controle. Não foram observadas 

diferenças nestes parâmetros no grupo tratado com PTU. Este grupo também 

apresentou maior tempo de floating (p<0,001; Figura 8A) e menor tempo de swimming 

(p<0,001; Figura 8B) e climbing (p<0,001; Figura 8C) quando receberam salina, 

comparados aos controles. (Anexos -Tabela 8 – 02 horas). 

Resultados semelhantes foram encontrados na sexta hora após aplicação do 

LPS (p<0,001; Figura 8A, B e C). O grupo PTU apresentou aumento do tempo de 

floating (p<0,001; Figura 8A) após receberem a injeção do LPS, neste intervalo de 

tempo. (Anexos -Tabela 8 – 06 horas). 

 Na avaliação do nado forçado após 24 horas do desafio imunológico, enquanto 

os animais do grupo controle não mais apresentaram diferenças quando comparados 

aos tratados com salina (Figura 8A, B e C) o grupo tratado com PTU exibiu aumento 

no tempo de floating (Figura 8A) e redução do tempo de swimming (Figura 8B) e 

climbing (Figura 8C). As diferenças apresentadas pelo grupo PTU tratado com salina 

foram semelhantes às avaliações anteriores. (Anexos -Tabela 8 – 24 horas). 
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Figura 08: Efeitos do hipotireoidismo no Teste do Nado Forçado durante a endotoxemia. (A) análises 
após 02 horas; (B) análises após 06 horas; (C) análises após 24 horas. Valores expressos como média 
± EPM. *p< 0,05 e *** p <0.001 quando comparado com controle + veículo; +++ P<0,0001 quando 
comparado com controle + LPS; ### P<0,0001 quando comparado com PTU + LPS. ANOVA Two Way, 

seguido pelo pós-teste de Tukey. 

Fonte: Da autora 
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5.3.3 Teste de Interação Social 

 

 A avaliação do comportamento social revelou que tanto animais controle quanto 

tratados com PTU apresentam diminuição do tempo total de investigação após 02 

horas de aplicação do LPS. Além disto, os animais do grupo PTU exibiram 

comportamento social reduzido quando tratados com salina, comparados ao grupo 

controle (Figura 9A). Resultados semelhantes foram encontrados nas análises    

realizadas após 06 horas (Figura 9B). Contudo, 24 horas após o desafio imunológico 

os animais do grupo PTU apresentavam tempo de investigação social reduzido 

enquanto os animais controle não exibiam mais diferenças em relação ao grupo salina 

(Figura 9C) (Anexos – Tabela 9). 

   

Figura 09: Efeitos do hipotireoidismo no Teste de Interação Social durante a endotoxemia. (A) análises 
após 02 horas; (B) análises após 06 horas; (C) análises após 24 horas. Valores expressos como média 
± EPM. * p<0,05 e *** p <0.001 quando comparado com controle + veículo; +++ P<0,0001 quando 
comparado com controle + LPS; ## P<0,001 quando comparado com PTU + LPS. ANOVA Two Way, 

seguido pelo pós-teste de Tukey. 

Fonte: Da autora 
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5.3.4 Ingestão Alimentar e Ganho de Peso 

 

 Os dados da ingestão alimentar avaliada durante 24 horas após a aplicação da 

solução salina ou LPS são mostrados na Figura 10A. O tratamento com LPS reduziu 

a ingestão de alimentos tanto nos animais controle quanto do grupo PTU em 

comparação aos tratados com solução salina. Ao fim de 24 horas após o LPS o grupo 

PTU apresentou um comportamento hipofágico acentuado em comparação com o 

grupo controle (fator desafio imunológico: F1,34 = 203,4, P <0,001; fator estado 

tireoideano: F1,34 = 4,66, P = 0,038; interação: F1,34 = 15,94 P <0,001). Além disso, os 

animais que receberam LPS apresentaram acentuada perda de peso comparado aos 

tratados com salina, em ambos grupos (fator desafio imunológico: F1,34 = 32,41, P 

<0,001; estado tireoideano: F1,34 = 1,17, P> 0,05; interação: F1,34 = 0,06, P = 0,810; 

Figura 10B). 

 

 

Figura 10: Efeitos do hipotireoidismo na Ingestão Alimentar e Ganho de Peso durante a endotoxemia. 
(A) ingestão alimentar em gramas por 10 gramas de peso corporal; (B) variação do peso corporal em 
gramas. Valores expressos como média ± EPM. *** p <0.001 quando comparado com controle + 
veículo; ++ p,0,01 e +++ P<0,0001 quando comparado com controle + LPS; ### P<0,0001 quando 
comparado com PTU + veículo. ANOVA Two Way, seguido pelo pós-teste de Tukey. 

Fonte: Da autora 
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5.3.5 Memória de Reconhecimento de Objetos 

 

 Na avaliação da memória de curta duração a administração do LPS reduziu os 

parâmetros de exploração do objeto A (p<0,001; Figura11A) e a exploração do objeto 

C (p<0,001; Figura 11B), aumentou o tempo de não-exploração (p<0,001; Figura 11C) 

e reduziu o índice de reconhecimento (Figura 11D) nos animais controles. Resultados 

semelhantes foram observados no grupo tratado com PTU, à exceção do índice de 

reconhecimento, que não foi modificado (Figura 11D). Além disto, o tratamento com 

PTU reduziu a exploração do objeto A (p<0,001; Figura 11A) e do objeto B (p<0,001; 

Figura 11B) e aumentou o tempo de não exploração (p<0,001; Figura 11C) nos 

animais que receberam salina. (Anexos – Tabela 10 – Curta duração). 

 

  

Figura 11. Efeitos do hipotireoidismo no Teste de Memória de Reconhecimento de Objetos (Curta 
duração) durante a endotoxemia. (A) tempo de exploração do objeto A em segundos; (B) tempo de 
exploração do objeto C em segundos; (C) tempo de não-exploração em segundos; (D) índice de 
reconhecimento. Valores expressos como média ± EPM. *** p <0.001 quando comparado com controle 
+ veículo; +++ P<0,0001 quando comparado com controle + LPS; ### P<0,0001 quando comparado 
com PTU + veículo. ANOVA Two Way, seguido pelo pós-teste de Tukey. 

Fonte: Da autora 
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 As análises da memória de longa duração revelaram comportamento 

semelhante à memória de curta duração nos animais tratados com PTU para os 

parâmetros de exploração do objeto A (p<0,001; Figura 12A), exploração do objeto D 

(p<0,05; Figura 12B) e tempo de não exploração.  Ao desafio imunológico, os animais 

controles reduziram a exploração do objeto A (p<0,001; Figura 12A), exploração do 

objeto D (Figura 8B) e o índice de reconhecimento (p<0,05; Figura 12D) e aumentaram 

o tempo de não-exploração (Figura 12C). Os camundongos tratados com PTU 

exibiram respostas semelhantes, com exceção do tempo de exploração do objeto A, 

que não se modificou (Figura 12A). (Anexos – Tabela 10 – Longa Duração). 

 

 

Figura 12: Efeitos do hipotireoidismo sobre o Teste de Memória de Reconhecimento de Objetos (Longa 
duração) durante a endotoxemia. (A) tempo de exploração do objeto A em segundos; (B) tempo de 
exploração do objeto D em segundos; (C) tempo de não-exploração em segundos; (D) índice de 
reconhecimento. Valores expressos como média ± EPM. *** p <0.001 quando comparado com controle 
+ veículo; +++ P<0,0001 quando comparado com controle + LPS; ### P<0,0001 quando comparado 
com controle + veículo. ANO 

VA Two Way, seguido pelo pós-teste de Tukey. 

Fonte: Da autora 

 

 



 
55 

 
 

5.3.6 Labirinto Aquático de Morris 

 

 Para avaliação dos efeitos da endotoxemia na aquisição da memória espacial 

avaliada pelo Labirinto Aquático de Morris (LAM) procedeu-se a aplicação do LPS em 

três momentos distintos: antes do primeiro dia de treino (Pré 1T);  após o primeiro dia 

de treino (Pós 1T) e após o terceiro dia de treino (Pós 3T) e (Figura 13A). A aplicação 

do LPS reduziu o tempo de permanência na plataforma alvo apenas no grupo Pré 1T 

(de 19.40 ± 1.72 para 10.90 ± 1.98; p<0,01 – Figura 13A). Na comparação entre os 

diferentes estados tireoidianos, a aplicação do LPS anterior ao primeiro dia de 

tratamento prejudicou o aprendizado no grupo PTU, aumentando o tempo para atingir 

a plataforma alvo nos primeiro (p<0,001) e segundo (p<0,01) dias de treino (Figura 

13B). Na avaliação do aprendizado espacial (probe trial) a aplicação do LPS diminuiu 

o tempo de permanência apenas nos animais controle (Figura 9C) não tendo efeito 

sobre o grupo pré-tratado com PTU. Por outro lado, observamos que no grupo PTU 

houve redução deste tempo nos animais tratados com salina, indicando que o 

hipotireoidismo per si foi responsável por prejudicar a resposta de aprendizagem 

espacial (fator desafio imunológico F1,48 = 4.52, P =0.0038; fator estado tireoideano 

F1,48 = 27.70, P <0,0001; interação F1,48 = 9.834, P =0.0029). 
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Figura 13: Efeitos do hipotireoidismo no Teste do Labirinto Aquático de Morris durante a endotoxemia. 
Valores expressos como média ± EPM. (A). Diferentes pontos de administração do LPS; (B) Trials após 
administração de LPS (200µg/kg). (C) tempo de permanência no quadrante alvo em segundos no Probe 
Trial. Valores expressos como média ± EPM .** p <0.01 quando comparado com controle; ## p<0.01 e 
### p<0.001 quando comparado com controle+ veículo; xxx p<0.001 quando comparado com PTU + 
veículo. ANOVA One Way, seguido pelo pós-teste de Newman Keuls. C) Probe trial. ***p<0.001 quando 
comparado com controle ± veículo; ### p<0,001 quando comparado com controle ± veículo. ANOVA 
Two Way, seguido pelo pós-teste de Tukey. 

Fonte: Da autora 

 

B 



 
57 

 
 

 

5.3.7 Teste de Esconder Esferas  

 

 No teste de esconder esferas, observamos que a aplicação do LPS produziu 

redução no número de esferas escondidas apenas no grupo controle (p<0,05). Além 

disto, os animais tratados com PTU apresentaram maior número de esferas 

escondidas quando tratados com salina (p<0,001), sugerindo a presença de maior 

ansiedade neste grupo (Figura 14). (fator desafio imunológico F1,28=5.30, p=0.029;  

fator estado tireoidiano F 1,28=36.52 p<0,0001; interação F 1,28=2.070, p= 0.041). 

 

 

Figura 14: Efeitos do hipotireoidismo no Teste de Esconder esferas durante a endotoxemia. Valores 
expressos como média ± EPM. * p <0.05 quando comparado com controle + veículo; +++ P<0,0001 
quando comparado com controle + LPS; ### P<0,0001 quando comparado com controle + veiculo. 
ANOVA Two Way, seguido pelo pós-teste de Tukey. 

Fonte: Da autora 

 

5.4 EFEITOS DO HIPOTIREOIDISMO SOBRE A FEBRE  

 

Os resultados da avaliação da temperatura corporal por telemetria são     

mostrados na Figura 15. A administração do LPS induziu a um aumento da 

temperatura corporal em ambos grupos (Figura 15 A). O índice térmico (área sob a 

curva) do intervalo entre 1 e 4 horas (Figura 15 B) aumentou tanto no grupo controle 

quanto no grupo tratado com PTU (fator de desafio imunológico: F1,25 = 44,35, p 

<0,001; fator estado tireoidiano: F1,25 = 6,28, p <0,05; interação: F1,25 = 13,3, p < 



 
58 

 
 

0,01). Entretanto, esta variação foi mais acentuada nos animais do grupo controle. O 

índice térmico do intervalo entre 4 e 7 horas (Figura 15 C) aumentou de maneira 

semelhante, independente do estado tireoidiano (fator de desafio imunológico: F1,25 

= 78,41, p <0,001; estado tireoideano: F1,25 = 1,01, p> 0,05; interação: F1,25 = 1,2, 

p> 0,05). Estes resultados revelam que a resposta febril ao LPS está atrasada no 

grupo pré-tratado com PTU, comparado ao grupo controle. Porém, quando o estado 

febril é estabelecido, a febre tem a mesma magnitude, tanto no grupo controle quanto 

no grupo com hipotireoidismo. Além disto, os animais pré-tratados com PTU (36,15 ± 

0,06) apresentaram temperatura basal inferior ao grupo controle (36,59 ±0,04; p 

<0,001), sem, contudo, interferir na capacidade de produzir febre (Fator desafio 

imunológico: F1,25 = 42,82, P <0,001; fator estado tireoidiano: F1,25 = 13,50, P = 0,0011; 

interação: F1,25 = 13,50, P = 0,0011). 
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Figura 15: Efeitos do hipotireoidismo sobre a temperatura corporal durante a endotoxemia. (A) Variação 
da temperatura corporal; (B) Índice Térmico I; (C) Índice Térmico II. Valores expressos como média ± 
EPM. *** p <0.001 quando comparado com controle + veículo; +++ P<0,0001 quando comparado com 
controle + LPS; ### P<0,0001 quando comparado com PTU + veículo. ANOVA Two Way, seguido pelo 

pós-teste de Tukey. 

Fonte: Da autora 

 

5.5 EFEITOS DO HIPOTIREOIDISMO SOBRE A ATIVAÇÃO NEURONAL 

DURANTE A ENDOTOXEMIA 

 

A aplicação do LPS produziu aumento no número de células positivas para Fos 

nas 4 áreas estudadas nos grupos controle (Figuras 16 e 17). Porém, no grupo tratado 

com PTU esta resposta foi atenuada no PVN (Figura 16 A). Não houve diferença entre 

A 

B C 
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as respostas ao desafio imunológico apresentadas pelos grupos controle e tratado 

com PTU no SON (Figura 16 B). O grupo PTU apresentou maior número de células 

positivas no BST quando tratado com salina, porém o tratamento com LPS não alterou 

a expressão de Fos (Figura 17A). O aumento da expressão de Fos após o LPS na 

mPOA no grupo PTU foi atenuado em comparação ao grupo controle (Figura 17B) 

(Anexos – Tabela 11). 

 

 

 

 

Figura 16: Efeitos do hipotireoidismo sobre a expressão de Fos no PVN e SON durante a endotoxemia. 
Fotomicrografias representativas de cortes de encéfalos mostrando células positivas para Fos no PVN 
(A) e SON (B). Abaixo, número de células positivas para Fos no PVN (C) e SON (D). Valores expressos 
como média ± EPM. ** p<0.01 e *** p <0.001 quando comparado com controle + veículo; ### P<0,0001 
quando comparado com PTU + veículo. ANOVA Two Way, seguido pelo pós-teste de Tukey. 

Fonte: Da autora 
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Figura 17: Efeitos do hipotireoidismo sobre a expressão de Fos no BST e mPOA durante a 
endotoxemia. Fotomicrografias representativas de cortes de encéfalos mostrando células positivas para 
Fos no BST (A) e mPOA (B). Abaixo, número de células positivas para Fos no BST (C) e mPOA (D). 
Nota: Valores expressos como média ± EPM. *** p <0.001 quando comparado com controle + veículo; 
### P<0,0001 quando comparado com controle + LPS; ++ P<0,01 quando comparado com PTU + 
veículo. ANOVA Two Way, seguido pelo pós-teste de Tukey. 

Fonte: Da autora 
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6  DISCUSSÃO 

 

O tratamento com o PTU foi eficiente em estabelecer as características 

essenciais do hipotireoidismo, resultando em menor ganho de peso, aumento das 

gorduras epididimal e retroperitoneal, redução dos níveis de T3 e T4 e hipertrofia da 

glândula tireoide. Nos animais com hipotireoidismo, identificamos que não há 

alteração da atividade locomotora, porém ocorre comprometimento do 

comportamento social, da capacidade de aprendizado e memória, além do aumento 

dos comportamentos do tipo depressivo e ansioso. Nas análises das diferentes doses 

de LPS, identificamos que 200 µg/Kg foi a que melhor evidenciou as manifestações 

do comportamento doentio nos testes utilizados. Após a administração do LPS, 

animais hipotireoidianos apresentaram um atraso nas manifestações do 

comportamento doentio, porém estas foram acentuadas em momentos mais tardios 

da endotoxemia. Estas respostas são acompanhadas de um menor índice térmico e 

da redução da ativação neuronal no PVN e MPOA nas primeiras horas do desafio 

imunológico. 

Os dados obtidos para os parâmetros biométricos e hormonais em nosso 

trabalho confirmam a eficácia do modelo de indução do estado de hipotireoidismo, 

semelhante a outros estudos (FERREIRA et al., 2007; JENA et al., 2011; WU et al., 

2013). Após 30 dias de tratamento com o PTU os animais apresentaram alterações 

no ganho de peso e na distribuição de gordura corporal, sem, contudo, apresentarem 

diferenças na média de peso em relação aos controles (UETA; OLIVARES; BIANCO, 

2011). Além disto, evidenciamos a redução dos níveis séricos dos hormônios 

tireoidianos associada à hipertrofia glandular, os quais são destacados na literatura 

como os principais critérios diagnósticos para a condição de hipotireoidismo 

(FERREIRA et al., 2007; JOHNSTONE et al., 2013; WEISSEL M, 2014). Estes 

resultados ratificam a propriedade do propiltiouracil em produzir o hipotireoidismo 

sistêmico como proposto pelo American Thyroid Association Guide to Investigating 

Thyroid Hormone Economy and Action in Rodent and Cell Models, nas concentrações 

e no tempo de administração utilizados em nosso estudo (BIANCO et al., 2014). 

No tangente às respostas comportamentais, o hipotireoidismo não alterou a 

atividade motora voluntária, corroborando com estudos envolvendo ratos com 

diferentes estados tireoidianos ou com mutação dos receptores TRH, os quais 
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demostraram não haver nenhuma influência da redução dos hormônios tireoidianos 

sobre a locomoção (SALA-ROCA et al., 2002; KLIEVERIK et al., 2009).  Olivares et 

al. (2012) encontraram diminuição da atividade locomotora em ratos com níveis 

reduzidos hormônios tireoidianos; no entanto, esta redução foi mediada pelo estresse 

no paradigma de derrota social. Outro estudo relatou redução da atividade motora 

associada ao aumento da ansiedade em Campo Aberto em condições de insuficiência 

de hormônios tireoidianos (WILCOXON et al., 2007); no entanto, o comprometimento 

da locomoção foi atribuído ao hipotireoidismo ter sido experimentado na fase perinatal, 

o que pode ter comprometido o desenvolvimento neuromotor dos animais, levando à 

diminuição da neurogênese, com a consequente inibição comportamental. 

Assim, sugerimos que a redução dos hormônios tireoidianos per se, na 

ausência de outros fatores, não altera a atividade motora voluntária avaliada em 

Campo Aberto. Embora o hipotireoidismo seja associado com a diminuição do 

metabolismo basal e do gasto energético (KIM, 2006), o efeito sobre a atividade 

motora só deve ocorrer em situações em que a força muscular e do sistema 

cardiovascular são comprometidas pela ausência prolongada dos hormônios 

tireoidianos (PILHATSCH et al., 2010) ou quando outros fatores estão associados à 

condição de hipotireoidismo (HELMREICH; TYLEE D, 2011). 

Por outro lado, no paradigma de natação forçada, encontramos um aumento 

da imobilidade nos animais hipotireoideos. Estes resultados corroboram com o estudo 

de MONTERO-PEDRAZUELA et al. (2006) que demonstraram que ratos com 

hipotireoidismo ficavam mais tempo em floating no nado forçado apesar de 

apresentarem memória normal no teste de memória de reconhecimento de objetos. O 

comportamento do tipo depressivo nestes ratos foi atribuído à redução da 

neurogênese e à hipoplasia dendrítica no giro denteado, região conhecida por seu 

papel modulatório dos sintomas depressivos. Desta forma, o aumento da imobilidade, 

bem como a diminuição do comportamento social em animais com hipotireoidismo 

poderia ser esperado, haja vista a relação sugerida frequentemente entre insuficiência 

de hormônios tireoidianos e comportamentos do tipo depressivo. (ZENG et al., 2007; 

PILHATSCH et al., 2010; HELMREICH; TYLEE, 2011; GE ET et al., 2012).  

Em contrapartida, nos animais tratados com PTU, ocorreu prejuízo cognitivo na 

memória de longo prazo. CORREIA et al. (2009) identificaram que pacientes com 
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hipotireoidismo têm prejuízo em tarefas que testam a memória por apresentarem 

déficts na função hipocampal, em especial na transmissão sináptica. Estas alterações, 

entretanto, podiam ser corrigidas com a administração de tiroxina exógena, 

demonstrando o papel específico dos HTs na estrutura e função hipocampais. 

Semelhantemente, outros estudos também relataram alterações em testes de 

memória em animais com insuficiência de hormônios tireoidianos. (ALZOUBI et al., 

2009; GE et al., 2012; WILCONSON et al., 2007). 

No teste de esconder esferas, foi possível observar que a manipulação do 

estado tireoidiano altera as respostas relativas à ansiedade, onde os camundongos 

tratados com PTU esconderam mais esferas em relação aos controles. No estudo de 

SUN et al (2009), camundongos nocaute para receptores TRα apresentaram redução 

do comportamento ansioso. Por outro lado, THOMAS et al. (2009) evidenciaram que 

o comportamento de enterrar esferas não se relaciona apenas a ansiedade, mas 

também ao comportamento repetitivo, semelhante aos transtornos compulsivos. 

Neste sentido, BROW, BONELLO e POLLARD (2005) relataram a associação entre o 

hipotireoidismo e uma variedade de transtornos psiquiátricos. A redução de hormônios 

tireoidianos tem repercussões sobre o humor, o comportamento e a cognição, 

especialmente por influenciar os sistemas adrenérgico, gabaérgico e serotoninérgico, 

comprometendo a transmissão sináptica nas regiões cerebrais que controlam estas 

funções. 

Em conjunto, estes resultados indicam que a influência da redução de 

hormônios tireoidianos sobre o comportamento parece relacionar-se mais 

especificamente ao domínio cognitivo em detrimento da atividade motora. Estudos 

eletrofisiológicos demonstraram que o hipotireoidismo induzido por drogas 

antitireoidianas podem alterar a transmissão sináptica e a plasticidade na região CA1 

do hipocampo de ratos neonatos (SUI, GILBERT, 2003; VARA 2002; SUI et al., 2005). 

Além disto, a insuficência de hormônios tireoidianos tem sido relacionada à regulação 

do metabolismo glicêmico cerebral, comprometendo o processamento nervoso. Desta 

forma, a diminuição na disponibilidade de HTs prejudica a capacidade de 

processamento neural tanto pela modificação estrutural, reduzindo a neurogênese e 

a sinaptogênese, quanto por alterações metabólicas, com redução da disponibilidade 

de substratos energéticos para o metabolismo central (JAHAGIRDAR, McNAY, 2012). 

et al., 
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Pesquisas envolvendo alteração do estado tireoidiano em animais tem 

demonstrado que o hipotireoidismo se associa a alterações comportamentais e 

cognitivas, especialmente no tocante à memória e aprendizado. (BROW, BONELLO 

e POLLARD, 2005; GUTIÉRREZ-MARISCAL, 2008; NILLNI, 2010; HELMREICH; 

TYLEE, 2011; GE et al., 2012; BIANCO et al., 2014). Por outro lado, a influência do 

estado tireoidiano em situações de aumento de demanda metabólica ainda carece de 

mais investigações. Especialmente, o comportamento doentio ainda não foi estudado.  

Comportamento doentio é um estado motivacional onde o organismo prioriza 

algumas funções em detrimento de outras para lidar com patógenos infecciosos 

(DANTZER, 2009; LAWSON et al., 2013; PITYCHOUTIS et al., 2009). A administração 

periférica de LPS ativa o sistema imunológico, resultando na liberação de citocinas 

pró-inflamatórias e prostaglandinas (DANTZER, 2009; LOFTIS et al., 2010). Estas 

citocinas produzidas perifericamente atingem o cérebro e produzem os sintomas 

clássicos de comportamento doentio, incluindo a redução na atividade locomotora e 

comportamentos exploratórios e anorexia.  

A manifestação da resposta imunológica de fase aguda inclui aspectos que 

dependem, dentre outros, do estado prévio do organismo, da temperatura ambiente e 

do grau de exposição ao agente infeccioso. (BIESMANS et al., 2013; BURKOVSKIY; 

ZHOU; LEHMANN, 2013; GRANGER et al., 2013). Nossos resultados evidenciaram 

que o comportamento doentio subsequente à exposição ao LPS está sujeito às 

variações de aparatos, ao curso temporal e ao tipo de comportamento avaliado. Estes 

resultados corroboram com estudos anteriores, que avaliaram a importância do 

emprego de múltiplas doses e diferentes testes em tratamentos sistêmicos com LPS, 

indicando que os efeitos atribuídos à endotoxemia são sujeitos às variações de 

protocolos (DOGAN; ATAOGLU; AKARSU, 2000; BASSI et al. 2012).  

Identificamos que a dose de 200 µg/Kg foi a que melhor evidenciou o 

comportamento doentio nos testes avaliados, sendo suficiente para produzir as 

alterações comportamentais induzidas pela endotoxemia. A dose mais alta utilizada, 

500 µg/Kg não produziu efeitos mais pronunciados sobre o comportamento doentio, 

não sendo, portanto, necessário o uso de concentrações maiores. A dose escolhida 

está em consonância com os estudos de Bassi et al. (2012) que investigaram os 
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efeitos de doses crescentes de LPS sobre o comportamento doentio, identificando o 

pico de manifestação do comportamento doentio nesta concentração. 

No teste de Campo Aberto nossos resultados divergem do estudo de TARR et 

al (2012) que encontraram redução da atividade locomotora com doses muito baixas 

(10 µg/Kg). Uma possível explicação para a discrepância nestes resultados é a 

diferença na linhagem de animal utilizada e no tipo de cepa de LPS administrada nos 

experimentos. Ademais, a redução do comportamento exploratório e da atividade 

locomotora, associada ao aumento da imobilidade no Nado Forçado encontrados em 

nosso trabalho estão em consonância com os resultados de diversos trabalhos que 

investigaram o comportamento doentio durante a endotoxemia (DUNN; SWIERGIEL, 

2005; GODBOUT et al., 2008; DEAK et al., 2005; DE PAIVA et al., 2010; BASSI et al., 

2012; BURKOVSKIY, ZHOU;  LEHMANN,  2013). 

A resposta à endotoxemia cursa com letargia e redução de mobilidade, 

decorrente do efeito da mobilização de citocinas e outros mediadores no sistema 

nervoso central (GRANGER et al., 2013; RORATTO et al., 2013). Nossos resultados 

no teste de Campo Aberto divergem do estudo de O’CONNOR et al (2009) que 

encontraram redução da atividade locomotora 24 horas após o LPS. Porém, a dose 

utilizada (830 µg/kg) foi muito superior à usada em nosso estudo. Pesquisas 

envolvendo as respostas comportamentais à endotoxemia têm demonstrado que a 

magnitude do comportamento doentio se relaciona à gravidade da resposta 

inflamatória sistêmica desencadeada pelo agente infeccioso (TARR et al., 2012; 

LAWSON; MCCUSKER; KELLEY, 2013; GRANGER et al., 2013). Desta forma, tanto 

a dose utilizada quanto a forma de administração do patógeno são fundamentais na 

manifestação das alterações comportamentais características da resposta doentia. 

Swiergel e Dunn (2007) demonstraram que o comportamento doentio induzido 

tanto por LPS quanto por IL1 é dose-dependente, sugerindo que as citocinas 

produzidas durante a infecção são as responsáveis por mediar as alterações 

comportamentais. Estas citocinas influenciam os sistemas adrenérgico e 

serotoninérgico, refletindo nas alterações emocionais que determinam o aumento da 

ansiedade durante o desafio imunológico. De fato, a ação das citocinas sobre o 

cérebro constituem o principal mecanismo de comunicação entre os sistema imune e 
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nervoso, constituindo-se em uma resposta adaptativa do organismo para lidar com a 

infecção (DANTZER; KELLEY, 2007).  

Em relação aos aspectos concernentes à memória e aprendizado, nossos   

resultados apontam para um maior comprometimento das habilidades mneicas de 

longa duração. Pesquisas envolvendo endotoxemia e diversos tipos de memória têm 

encontrado resultados contraditórios no tocante ao prejuízo cognitivo (JACEWICZ et 

al., 2009; HABA et al., 2012; VALERO, 2014). Os efeitos da aplicação do LPS sobre 

os resultados dos testes de memória variam de acordo com o intervalo de aplicação 

e o tempo decorrido até a avaliação das habilidades mneicas.  

No teste de memória de reconhecimento de objetos, a aplicação do LPS não 

interferiu na memória de curto prazo, apesar de influenciar o tempo de exploração dos 

objetos. Konsman, Parnet e Dantzer (2002) relataram a influência das citocinas 

durante a resposta imune como fator de interferência na motivação para os hábitos 

naturais de cada espécie. Desta forma, o principal aspecto envolvido em um possível 

prejuízo mneico durante a endotoxemia seria o menor interesse na exploração dos 

elementos do teste. Por outro lado, a memória de longo prazo tende a ser mais 

prejudicada, visto o aumento da necessidade de substratos energéticos no processo 

de retenção. Durante a endotoxemia, o organismo tende a economizar energia para 

direcioná-la ao combate à infecção (STRAUB, 2014), o que pode responder pelo 

prejuízo cognitivo na memória de longo prazo. 

Neste mesmo sentido, a memória espacial avaliada pelo Labirinto Aquático de 

Morris (LAM) demonstrou ser sensível aos efeitos do LPS quando este foi aplicado 24 

horas antes do início dos treinos. SPARKMAN et al. (2005) encontraram prejuízo 

durante a fase de aprendizado no LAM em dois protocolos distintos. Entretanto, não 

foram encontradas diferenças na memória espacial na fase final do teste. Os autores 

destacaram a dificuldade de se determinar se a alteração da performance nas fases 

de treino foi mediada por comprometimento cognitivo ou motor.  

Em nosso trabalho, além de afetar o desempenho nas fases de treino dos 

animais endotoxêmicos, identificamos também o comprometimento da memória 

espacial na avaliação do probe trial, sugerindo que a endotoxemia possa comprometer 

a capacidade de formação de novas memórias, uma vez que o organismo prioriza a 

economia de energia para lidar com a infecção, além de reduzir a sinalização 
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serotoninérgica, essencial no processamento mneico (DANTZER; KELLEY, 2007).  

Estes resultados reforçam a necessidade do cuidado em se atribuir os efeitos sobre 

as respostas mneicas ao desafio imunológico, com especial importância para o 

intervalo de aplicação. (CUNNINGHAM; SANDERSON, 2008).  

No teste de esferas, evidenciamos que em qualquer uma das doses utilizadas, 

a quantidade de esferas escondidas foi menor em relação aos controles. Entretanto, 

não podemos atribuir este resultado a uma redução da ansiedade nos animais 

endotóxicos. Possivelmente, o comportamento voltado à economia de energia pode 

ter levado a perda da motivação natural para o enterramento em situações de estresse 

(BOER; KOOLHAAS, 2002). 

A avaliação do comportamento doentio nos animais hipotireoideos revelou que 

a manipulação do estado tireoidiano modifica as respostas ao LPS. Após a 

administração do LPS, animais com hipotireoidismo induzido pelo PTU apresentaram 

um atraso nas manifestações do comportamento doentio, porém estas foram 

acentuadas em momentos mais tardios da endotoxemia. A redução da atividade 

locomotora em campo aberto e o aumento da imobilidade no nado forçado não se 

manifestam na segunda hora após o desafio imunológico, sugerindo a participação 

dos hormônios tireoidianos nos mecanismos que determinam a resposta inflamatória 

aguda (VAN HAASTEREN et al., 1994). Contudo, a resposta doentia torna-se evidente 

em momentos mais tardios, indicando que a redução dos hormônios tireoidianos 

compromete o tempo das respostas ao desafio imunológico, mas não impede que 

estas ocorram. 

Estes resultados fornecem evidências de que o estado da tireoide atua como 

modulador para o desenvolvimento de sintomas depressivos e comportamentos 

exploratórios em camundongos, porque o pré-tratamento com o PTU provoca um 

atraso nas mudanças comportamentais após a aplicação do LPS em relação aos 

animais eutireoideos.  Embora alguns estudos atribuam o aumento da imobilidade no 

nado forçado durante a endotoxemia a uma redução da atividade locomotora 

(STRAUB, 2014), outros afirmam que esse sintoma resulta da presença de sintomas 

depressivos, que são causadas pela situação inescapável, imposta pelo teste, 

resultando em comportamento do tipo depressivo (GODBOUT et al., 2008; 

CASTAGNÉ et al., 2010). Além disto, sugere-se que o comportamento de imobilidade 
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decorra da adaptação do animal para poupar energia durante a infecção; neste 

sentido, a redução da mobilidade reflete a adequação do organismo em priorizar as 

funções vitais (DANTZER; KELLEY, 2007; DANTZER, 2009).  

Resultados de trabalhos que investigaram a influência dos hormônios 

tireoidianos na resposta inflamatória são controversos (GARCIA-LEME; FARSKY, 

1993). Nesta revisão, os autores destacam a multiplicidade dos efeitos dos hormônios 

tireoidianos sobre as vias metabólicas, as atividades enzimáticas e sobre as respostas 

dos tecidos alvo de outros hormônios como fatores que podem influenciar os 

resultados obtidos nestas investigações. Entretanto, pesquisas mais recentes 

enfocando as ações dos hormônios tireoidianos como moduladores da função celular 

e ainda suas ações não-genômicas (DE VITO et al., 2011. DE VITO et al., 2012) 

evidenciaram que os níveis de hormônios tireoidianos são capazes de alterar a 

resposta imune, funcionando como estimuladores e protetores da função imunológica. 

Possivelmente, a inibição das respostas agudas ao desafio imunológico pode 

decorrer da modulação negativa sobre o eixo hipotálamo-hipófise-adrenal no 

hipotireoidismo, reduzindo assim a resposta inflamatória induzida por LPS 

(RODRIGUEZ et al, 2005). Por outro lado, a exacerbação do comportamento doentio 

mais tardiamente reforça a nossa hipótese de um atraso nas manifestações desta 

resposta em condições de baixa disponibilidade dos hormônios tireoidianos. 

As análises da ingestão alimentar e do ganho de peso ao longo de 24 horas 

após o desafio imunológico demonstraram que, à princípio, os animais do grupo PTU 

e do grupo controle respondem igualmente à endotoxemia. LPS causou redução na 

ingestão de alimentos em ambos os grupos até a décima segunda hora, à semelhança 

de outros estudos que investigaram o comportamento ingestivo durante o desafio 

imunológico (AKASAKA et al., 2006; et al., 2012; RORATO et al, 2008). Porém, a partir 

desta hora, animais do grupo PTU permanecem ingerindo menor quantidade de 

alimento, tanto em relação aos grupos tratados com salina quanto aos controles 

tratados com LPS, com consequente maior perda de peso. Estes resultados apontam 

também para o fato que a resposta ao LPS encontra-se atrasada nos animais 

hipotireoideos. 

O impacto dos hormônios tireoidianos no metabolismo e gasto energético está 

bem estabelecido (GROBA et al., 2013; CHEN et al., 2013). O peso corporal é 
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estreitamente dependente do estado tireoidiano e sua manutenção envolve a ação 

direta dos hormônios tireoidianos em mecanismos distintos da ingestão alimentar. 

Neste sentido, o estado tireoidiano pode alterar as respostas à endotoxemia, uma vez 

que a manutenção de níveis adequados de hormônios tireoidianos é essencial para 

regular a homeostase energética, o metabolismo lipídico e a produção de calor 

(SILVA, 2010; NILLNI, 2010; BRIX et al., 2011; ZHU; CHENG, 2011). 

 Sugere-se ainda que as alterações na distribuição de gordura corporal podem 

diminuir ou exacerbar as respostas ao LPS (LAWRENCE; BROUGH; KNIGHT, 2012). 

Durante a endotoxemia, ocorre inibição direta dos neurônios orexígenos, sendo um 

dos mecanismos responsáveis por reduzir a exploração no comportamento doentio 

(DUNN; SWIERGIEL, 2001; ELANDER ET et al., 2007; GOEHLER; GAYKEMA, 2009; 

HARDEN et al.; 2011). Em adição, pesquisas têm demonstrado que os mecanismos 

responsáveis pela hipofagia na endotoxemia são diferentes dos que determinam a 

inibição locomotora (ELANDER et al., 2007; UETA; OLIVARES; BIANCO, 2011). Uma 

vez que não encontramos alteração na função locomotora, porém a ingestão alimentar 

foi reduzida nos animais hipotireoideos, sugerimos que a deficiência dos HTs pode 

ampliar os efeitos de inibição dos neurônios orexígenos durante a endotoxemia. De 

acordo com ALVA-SÁNCHEZ et al. (2012) o comportamento está parcialmente sujeito 

a uma ação direta dos hormônios tireoidianos no cérebro, e este efeito é independente 

do gasto energético nos órgãos periféricos.  

Neste sentido, nós hipotetizamos que poderia haver um comprometimento da 

capacidade de produzir febre nos animais em condição de hipotireoidismo. Porém, 

observamos que o aumento de temperatura ocorreu no grupo PTU, mas de maneira 

gradativa, com picos mais tardios de temperatura. As análises da área sob a curva do 

período entre a 1ª e 4ª horas após o LPS, onde se espera o aparecimento rápido da 

febre (SOARES et al., 2012), revelaram um maior índice térmico nos animais controle. 

Entretanto, a redução dos hormônios tireoidianos no grupo PTU também pode ter 

contribuído para a demora no aparecimento da febre. Doses de LPS semelhantes à 

utilizada em nosso estudo produzem aumento de temperatura nas duas primeiras 

horas após aplicação (RUDAYA et al., 2006). 

 O atraso induzido pelo hipotireoidismo nas respostas fisiológicas e 

comportamentais ao desafio imunológico foi demonstrado pelo fato de que o pré-
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tratamento com PTU alterou o início da resposta febril nos animais hipotireoidianos. 

O desenvolvimento da resposta febril ao lipopolissacarídeo no hipotireoidismo 

experimental ainda não foi estudado. Um estudo anterior relatou que a diminuição da 

resposta febril de coelhos com deficiência de hormônios da tireoide é devida à redução 

do número de receptores b-adrenérgicos ou da alteração na disponibilidade do 

neurotransmissor nos tecidos com atividade termogênica, tais como o tecido adiposo 

marrom (MACARI E et al., 1987). De fato, os hormônios tireoidianos participam 

ativamente nos processos de produção e conservação do calor e aumentam os efeitos 

metabólicos das catecolaminas nos mecanismos de regulação térmica (LITTLE et al., 

2013; WARNER et al., 2013; STRAUB, 2014).  

Além disto, a ativação de neurônios TRH do hipotálamo poderia representar um 

dos mediadores hormonais não térmicos que modulam os circuitos termorregulatórios 

e alteram o set point (KEIL et al., 1994). Embora os mecanismos que modulam o set 

point no hipotireoidismo não sejam completamente conhecidos, demonstramos que a 

resposta febril foi adiada nesta condição, corroborando com a demora na 

manifestação de comportamento doentio. Uma das possíveis causas para esse 

achado seria a baixa capacidade de produção de citocinas que ocorre quando os 

níveis periféricos dos hormônios tireoidianos diminuem (LITTLE et al., 2012). Estudos 

anteriores demonstraram níveis mais elevados de citocinas pró-inflamatórias em 

pacientes com hipertiroidismo (LAKATOS et al., 1997). Ademais, o tratamento do 

hipertiroidismo foi associado com um aumento dos níveis séricos de citocinas pró-

inflamatórias (SIDDIQI et al., 1988).  

Em adição, o aparecimento da febre durante as fases iniciais da endotoxemia 

está diretamente relacionado à produção de prostaglandinas, onde as temperaturas 

mais altas são registradas concomitante às maiores concentrações de 

prostaglandinas no tecido cerebral (ROMANOVSKY et al., 2008; ENGSTRÖM et al., 

2012). A condição de hipotireoidismo é associada à diminuição na produção de 

prostaglandina por reduzir a expressão da prostaglandina sintetase em regiões 

específicas do cérebro (García-Fernández et al., 1997), sendo também um possível 

fator que contribuiu para o aparecimento tardio da febre após o desafio imunológico. 

Paralelamente ao menor índice térmico encontrado nas primeiras horas da 

endotoxemia no grupo PTU, identificamos uma menor expressão de Fos no PVN, uma 
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área sensível ao LPS sistêmico tanto em baixas dosagens quanto em concentrações 

maiores (TARR et al., 2012). A ativação do PVN por lipopolissacarídeo resulta, dentre 

outros fatores, da estimulação noradrenérgica e da produção de prostaglandinas 

(CONDÉ et al., 1999; MATSUOKA et al., 2003). Desta forma, a reduzida capacidade 

de produzir prostaglandinas (GARCÍA-FERNÁNDEZ et al., 1997) aliada à diminuta 

atividade adrenérgica no estado hipotireoideano (BILEZIKIAN; LOEB, 1983) podem 

ser sugeridos como mecanismos responsáveis por reduzir a ativação dos neurônios 

paraventriculares nos animais do grupo PTU.  

Por outro lado, a resposta no SON foi semelhante tanto no grupo controle 

quanto nos animais tratados com PTU, com aumento na expressão de Fos 02 horas 

após aplicação do LPS (LAWRENCE; BROUGH; KNIGHT, 2012). Além disto, não 

encontramos diferenças no BST após o desafio imunológico nos animais com 

hipotireoidismo induzido por PTU. Entretanto, quando tratado com salina, os animais 

hipotireoideos também apresentaram aumento da expressão de Fos no BST 

comparado ao grupo controle. WAGNER et al. (1994) identificaram que os efeitos do 

PTU sobre a expressão de Fos só ocorreu na ausência de alterações na condição 

basal. Assim, o aumento da ativação neural nos animais tratados com PTU em nosso 

trabalho possa justificar a ausência de modificações na expressão após o desafio 

imunológico. 

De particular interesse, nos animais tratados com PTU, encontramos um menor 

número de células positivas para Fos na mPOA, na segunda hora após o LPS. Estes 

resultados corroboram com nossa hipótese do aparecimento tardio da febre no grupo 

hipotireoideo. Sendo a mPOA a principal área responsável pelo controle 

termorregulatório (Boulant, 1981), a menor ativação neural nesta área demonstra que 

as alterações térmicas no grupo hipotireoidiano são menos pronunciadas em relação 

aos controles. GORDON (1997) demonstrou que animais tratados com PTU exibem 

diminuição no set point.  Porém, o fato do índice térmico dos grupos controle e tratado 

com PTU se igualar a partir da quarta hora, ratifica o aparecimento tardio da febre no 

grupo PTU. Em conjunto, os resultados encontrados para a ativação neural após a 

segunda hora de aplicação do LPS confirmam que as respostas comportamentais à 

endotoxemia estão atrasadas nos animais com hipotireoidismo. 
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A modulação das células imunitárias na distribuição do stress e na 

endotoxemia aguda é uma resposta adaptativa para potenciar a vigilância imunitária 

e aumentar a capacidade do sistema imunitário em responder a um desafio. A 

manipulação do estado tireoidiano pode levar ao comprometimento da 

imunocompetência, uma vez que os hormônios tireoidianos participam ativamente 

da sinalização celular e da comunicação neural (De Vito et al., 2012), A partir dos 

nossos resultados, sugerimos que a redução dos hormônios tireoidianos diminui a 

capacidade do organismo em responder ao desafio imunológico, refletindo-se no 

atraso das manifestações do comportamento doentio, no início tardio da febre 

(SILVA; GIUSTI-PAIVA, 2014) e em uma menor expressão de Fos nas primeiras 

horas em regiões classicamente ativadas pela endotoxemia (WAN et al., 1994).   

A comunicação entre os sistemas nervoso, imunológico e endócrino, 

constituindo um sistema psiconeuroimunoendócrino, é a base da manutenção da 

homeostase e, por conseguinte, da saúde. Cada um destes sistemas é complexo e 

as interações entre estes mostram ainda maior complexidade. A modulação do 

sistema neuroendócrino sobre a atividade do sistema imune é particularmente 

importante nas interações mediadas pelo eixo hipotálamo-hipófise-tireoide uma vez 

que as células do sistema imune contribuem para a regulação da atividade deste 

eixo, especialmente nos períodos de estresse imunológico. (KLEIN, 2006). Desta 

forma, as alterações do estado tireoidiano tornam-se de especial interesse no 

manejo de condições que envolvem a resposta imune. 
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7 CONCLUSÃO 

 

Nossos resultados demonstraram que o hipotireoidismo atrasa as respostas 

psiconeuroendócrinas ao desafio imunológico, sugerindo que os hormônios 

tireoidianos são essenciais para a regulação da temperatura corporal e para as 

manifestações do comportamento doentio durante a endotoxemia. 
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ANEXOS A - TABELAS 

 

Tabela 2 - Médias e erros-padrão dos grupos tratados com diferentes doses de LPS no teste de Campo 
Aberto. 

Parâmetros     Veículo 100µg/kg    200µg/kg  500µg/kg   F 

Centro  24,75±2,25 28,00±4,03 8,12±1,10 13,25±2,15 F3,31 = 12.98, P<0.0001 

Periferia  59,25±2,31 55,13±2,25 26,75±1,67 36,25±5,76 F3,31 = 20.45, P<0.0001 

Total  84,00±2,56 83,13±5,71 34,88±1,24 49,50±7,34 F3,31 = 25.60, P<0.0001 

Rearings 23,50±3,94 21,00±1,90 10,13±1,73 14,75±3,76 F3,31 = 4.037, P=0.01 

     

 

Tabela 3 - Médias e erros-padrão dos grupos tratados com diferentes doses de LPS nos testes de 

Esconder Esferas (a) e Nado Forçado (b). 

Parâmetros            Veículo         100µg/kg       200µg/kg     500µg/kg           F 

Nº de esferas escondidas (a)   6,0±1,53        0,25±0,16        2,12±1,18          0,0±0,0    F3,31 = 8.101, P=0.0005 

Tempo de Imobilidade (b)        81,75±3,92    97,25±3,84     172,6±5,13       194,4±3,97      F3,31 = 169.4, P<0.0001 

  

 

Tabela 4 - Médias e erros-padrão dos grupos tratados com diferentes doses de LPS no teste de 

Memória de Reconhecimento de Objetos – Curta Duração. 

Parâmetros     Veículo 100µg/kg    200µg/kg  500µg/kg   F 

TEA  9,0±1,13               9,50±0,18 5,25±0,25 3,50±0,56            F3,31 = 19.88, P<0.0001 

TEC  28,00±1,13 28,50±1,32 16,50±0,70 7,50±0,56 F3,31 = 105.3, P<0.0001 

TNE  264,0±0,37 266,5±1,32 262,5±5,10 289,0±1,13 F3,31 = 21.20, P<0.0001 

IR  0,77±0,039 0,84±0,005 0,71±0,03 0,69±0,02 F3,31 = 5.889, P=0.003 

Nota: TEA – Tempo de exploração do objeto A; TEC – Tempo de exploração do objeto C; TNE 
– Tempo de não-exploração; IR – Índice de Reconhecimento 
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Tabela 5 - Médias e erros-padrão dos grupos tratados com diferentes doses de LPS no teste de 

Memória de Reconhecimento de Objetos – Longa Duração. 

Parâmetros     Veículo 100µg/kg    200µg/kg  500µg/kg   F 

TEA  10,50±1,44 13,25±0,75 15,00±3,13 5,50±0,86 F3,31 = 5.195, P=0.01 

TED  22,50±2,07 26,50±0,56 27,00±2,26 13,50±0,94 F3,31 = 14.63, P<0.0001 

TNE  267,0±3,57 259,5±0,670 256,5±5,59 277,7±2,99 F3,31 = 6.653, P=0.0027 

IR  0,69±0,01 0,65±0,003 0,63±0,01 0,63±0,01 F3,31 = 3.943, P=0.01 

Nota: TEA – Tempo de exploração do objeto A; TED – Tempo de exploração do objeto C; TNE 
– Tempo de não-exploração; IR – Índice de Reconhecimento 
 

 

Tabela 6 - Médias e erros-padrão dos grupos tratados com diferentes doses de LPS no teste de 

Labirinto em Cruz Elevado. 

Parâmetros     Veículo 100µg/kg    200µg/kg  500µg/kg   F 

EBF  3,42±0,75 2,57±0,61 1,14±0,45 0,85±0,34 F3,31 = 0.2847, ns 

EBA  4,71±1,37 5,42±1,17 3,85±0,98 4,85±1,29 F3,31 = 4.645, P=0.01 

TBF  15,86±3,55 13,00±3,89 4,85±2,20 2,71±1,06 F3,31 = 4.715, P=0.01 

TBA  284,1±3,55 287,0±3,89 295,1±2,20 297,3±1,06 F3,31 = 4.715, P=0.01 

Nota: EBF – Número de entradas nos braços fechados; EBA – Número de entradas nos braços 
abertos; TBF – tempo nos braços fechados; TBA – tempo nos braços abertos 
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Tabela 7 - Análises de variância de duas vias dos grupos controle e pré-tratados com propiltiouracil 

(PTU) adicionado à agua de beber (estado tireoidiano) e submetidos à injeção de veículo ou LPS 

(desafio imunológico) no teste do Campo Aberto. 

Parâmetros           Estado                 Desafio    

                             Tireoidiano                      Imunológico                       Interação 

 02 horas 

Centro   F1,32 = 2.818, P = 0.1030                 F1, 32 = 1.391, P = 0.2469        F1,32 = 2.075, P = 0.1594 

Periferia  F1,32 = 17.99, P = 0.0002    F1,32 = 7.145, P = 0.0117         F1,32 = 16.11, P = 0.0021 

Total   F1,32 = 26.38, P < 0.0001    F1,32 = 10.98, P = 0.0023         F1,32 = 16.93, P = 0.0003 

Rearing   F1,32 = 3.669, P = 0.0644    F1,32 = 5.175, P = 0.0297         F1,32 = 1.210, P = 0.2796 

06 horas 

Centro   F1,28 = 49.34, P <0.0001   F1,28 = 0.028, P = 0.8668          F1,28 = 11:47, P = 0.0021 

Periferia  F1,28 = 71.20, P <0.0001   F1,28 = 41.86, P <0.0001           F1,28 = 51.23, P < 0.0001 

Total   F1,28 = 128.1, P <0.0001   F1,28 = 42.14, P <0.0001            F1,28 = 70.42, P < 0.0001 

Rearing   F1,28 = 53.08, P <0.0001   F1,28 = 24.81, P <0.0001             F1,28 = 8.806 P = 0.0061 

24 horas 

Centro   F1,28 = 17:55, P < 0.0001               F1,28 = 74.95, P < 0.0001          F1,28 = 19:14, P < 0.0001 

Periferia  F1, 28 = 227.2, P < 0.0001  F1,28 = 172.7, P < 0.0001           F1,28 = 120.0, P < 0.0001 

Total   F1,28 = 152.3, P < 0.0001  F1,28 = 276.1, P < 0.0001           F1,28 = 147.9, P < 0.0001 

Rearing   F1,28 = 43.79, P < 0.0001               F1,28 = 38.64, P < 0.0001           F1,28= 35.85, P < 0.0001 
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Tabela 8: Análises de variância de duas vias dos grupos controle e pré-tratados com propiltiouracil 

(PTU) adicionado à agua de beber (estado tireoidiano) e submetidos à injeção de veículo ou LPS 

(desafio imunológico) no teste do nado forçado. 

                  Estado                Desafio    

Parâmetros                 Tireoidiano                         Imunológico                 Interação 

02 horas 

Floating   F1,36 = 129.3, P < 0.001   F1, 36 = 30.11, P < 0.001            F1,36 = 95.6, P < 0.001 

Swimming  F1,36 = 102.8, P < 0.0001   F1,36 = 22.28, P < 0.0001          F1,36 = 61.88, P < 0.0001 

Climbing  F1,36 = 51.66, P < 0.001   F1,36 = 15.95, P < 0.001            F1,36 = 77.18, P < 0.0001  

06 horas 

Floating   F1,36 = 100.2, P < 0.0001  F1,36 = 133.2, P < 0.0001           F1,36 = 25.06, P < 0.0001 

Swimming  F1,36 = 54.49, P < 0.0001   F1,36 = 88.89, P < 0.0001            F1,36 = 17.35, P < 0.001 

Climbing  F1,36 = 242.9, P < 0.0001               F1,36 = 146.9, P < 0.0001            F1,36 = 20.28, P < 0.0001 

24 horas  

Floating   F1,32 = 41.81, P < 0.0001             F1,32 = 213.3, P < 0.0001            F1,32 = 16.62, P < 0.001 

Swimming  F1, 32 = 32.73, P < 0.0001             F1,32 = 193.1, P < 0.0001            F1,32 = 22.01, P < 0.0001 

Climbing            F1,32 = 16.79, P < 0.001                  F1,32 = 70.75, P < 0.0001            F1,32 = 5.64, P < 0.05 

 

 

 

Tabela 9 - Análises de variância de duas vias dos grupos controle e pré-tratados com propiltiouracil 

(PTU) adicionado à agua de beber (estado tireoidiano) e submetidos à injeção de veículo ou LPS 

(desafio imunológico) no teste de Interação Social. 

   Tempo de                Estado     Desafio    

 Investigação             Tireoidiano            Imunológico                                Interação 

02 horas  F1,28 = 60.98, P < 0.0001  F1,28 = 0.059, P = 0.808   F1,28 = 14.53, P = 0.0007 

06 horas  F1,28 = 162.6, P < 0.0001    F1,28 = 28.16 P < 0.0001    F1,28 = 0.036, P = 0.849 

24 horas  F1,28 = 32.18, P < 0.0001    F1,28 = 63.85, P < 0.0001    F1,28 = 8.396, P = 0.0072 
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Tabela 10 - Análises de variância de duas vias dos grupos controle e pré-tratados com propiltiouracil 

(PTU) adicionado à agua de beber (estado tireoidiano) e submetidos à injeção de veículo ou LPS 

(desafio imunológico) no teste de memória de reconhecimento de objetos. 

Parâmetros        Estado                         Desafio    

                                      Tireoidiano        Imunológico                      Interação 

 Curta Duração 

TEA   F1,28 = 61.64, P < 0.0001  F1,28 = 28.01, P < 0.0001    F1,28 = 7.470, P = 0.0107 

TEC   F1,28 = 397.4, P < 0.0001    F1,28 = 0.098, P = 0.755   F1,28 = 42.99, P < 0.0001   

TNE   F1,28 = 383.6, P < 0.0001   F1,28 = 7.162, P = 0.0123   F1,28 = 59.67, P < 0.0001   

IR    F1,28 = 17.92, P =0.0002   F1,28 = 51.58, P < 0.0001    F1,28 = 27.50, P < 0.0001  

Longa Duração 

TEA   F1,28 = 21.94, P <0.0001   F1,28 = 18.97, P = 0.0002   F1,28 = 9.244, P = 0.0051 

TED  F1,28 = 14.38, P <0.0001   F1,28 = 33.41, P <0.0001   F1,28 = 0.035, P < 0.8529 

TNE  F1,28 = 24.66, P =0.0007   F1,28 = 40.88, P <0.0001   F1,28 = 2.427, P < 0.1305 

IR  F1,28 = 25.68, P <0.0001   F1,28 = 5.677, P <0.0242   F1,28 = 0.513 P = 0.4796 

Nota: TEA – Tempo de exploração do objeto A; TEC – Tempo de exploração do objeto C; TNE 
– Tempo de não-exploração; IR – Índice de Reconhecimento 
 

 

 

Tabela 11 - Análises de variância de duas vias dos grupos controle e pré-tratados com propiltiouracil 

(PTU) adicionado à agua de beber (estado tireoidiano) e submetidos à injeção de veículo ou LPS 

(desafio imunológico) na expressão de c-Fos. 

 Área                           Estado              Desafio    

                                  Tireoidiano                             Imunológico                       Interação 

PVN  F1,20 = 22.32, P = 0.0001  F1,20 = 80.49, P < 0.0001    F1,20 = 4.44, P = 0.047 

SON  F1,17 = 25.20, P = 0.0001    F1,17 = 0.86 P < 0.366    F1,17 = 0.067, P = 0.798 

BST   F1,15 = 40.44, P < 0.0001    F1,15 = 2.907, P = 0.108    F1,15 = 26.33, P = 0.0001 

mPOA  F1,18 = 8.263, P =0,01    F1,18 = 65.02, P = < 0.0001   F1,18 = 5.774, P = 0.0273 
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ANEXO B – APROVAÇÃO CEUA 
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ANEXO C - ARTIGO 
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Suplementar Data 

 

Table 1: Two-way analysis of variance of groups pretreatment with 0.05% propylthiouracil (PTU), 

which was added to the drinking water (thyroid status factor) and submitted to injection of vehicle or 

LPS (immunological challenge factor) on the open field test. 

 Immunological challenge 

factor 
Thyroid status factor Interaction 

Open Field Test  

(parameters)                         Time = 2 hours 

 

Center F1,32 = 2.818, P = 0.1030 F1, 32 = 1.391, P = 0.2469 F1,32 = 2.075, P = 0.1594 

Periphery F1,32 = 17.99, P = 0.0002 F1,32  = 7.145, P = 0.0117 F1,32 = 16.11, P = 0.0021 

Total F1,32 = 26.38, P < 0.0001 F1,32  = 10.98, P = 0.0023 F1,32  = 16.93, P = 0.0003 

Rearing  F1,32 = 3.669, P = 0.0644 F1,32  = 5.175, P = 0.0297 F1,32  = 1.210, P = 0.2796 

  Time = 6 hours  

Center F1,28 = 49.34, P <0.0001 F1,28 = 0.028, P = 0.8668 F1,28 = 11:47, P = 0.0021 

Peripheral F1,28 = 71.20, P <0.0001 F1,28 = 41.86, P <0.0001 F1,28 = 51.23, P < 0.0001 

Total F1,28 = 128.1, P <0.0001 F1,28 = 42.14, P <0.0001 F1,28 = 70.42, P < 0.0001 

Rearing  F1,28 = 53.08, P <0.0001 F1,28 = 24.81, P <0.0001 F1,28 = 8.806 P = 0.0061 

  Time = 24 hours  

Center F1,28 = 17:55, P < 0.0001 F1,28 = 74.95, P < 0.0001 F1,28 = 19:14, P < 0.0001 

Peripheral F1, 28 = 227.2, P < 0.0001 F1,28 = 172.7, P < 0.0001 F1,28 = 120.0, P < 0.0001 

Total F1,28 = 152.3, P < 0.0001 F1,28 = 276.1, P < 0.0001 F1,28 = 147.9, P < 0.0001 

Rearing  F1,28 = 43.79, P < 0.0001 F1,28 = 38.64, P < 0.0001 F1,28= 35.85, P < 0.0001 

 

  

 

Table 2: Two-way analysis of variance of groups pretreatment with 0.05% propylthiouracil (PTU), 

which was added to the drinking water (thyroid status factor) and submitted to injection of vehicle or 

LPS (immunological challenge factor) on the forced swimming test. 

 Immunological challenge 

factor 
Thyroid status factor Interaction 

Forced Swimming Test 

(parameters) 2 hours 

 

Floating F1,36 = 129.3, P < 0.001 F1, 36 = 30.11, P < 0.001 F1,36 = 95.6, P < 0.001 

Swimming F1,36 = 102.8, P < 0.0001 F1,36  = 22.28, P < 0.0001 F1,36 = 61.88, P < 0.0001 

Climbing F1,36  = 51.66, P < 0.001 F1,36  = 15.95, P < 0.001 F1,36  = 77.18, P < 0.0001 

  6 hours  

Floating F1,36 = 100.2, P < 0.0001 F1,36 = 133.2, P < 0.0001 F1,36 = 25.06, P < 0.0001 

Swimming F1,36 = 54.49, P < 0.0001 F1,36 = 88.89, P < 0.0001 F1,36 = 17.35, P < 0.001 

Climbing F1,36 = 242.9, P < 0.0001 F1,36 = 146.9, P < 0.0001 F1,36 = 20.28, P < 0.0001 

  24 hours  

Floating F1,32 = 41.81, P < 0.0001 F1,32 = 213.3, P < 0.0001 F1,32 = 16.62, P < 0.001 

Swimming F1, 32 = 32.73, P < 0.0001 F1,32 = 193.1, P < 0.0001 F1,32 = 22.01, P < 0.0001 

Climbing F1,32 = 16.79, P < 0.001 F1,32 = 70.75, P < 0.0001 F1,32 = 5.64, P < 0.05 

 

 


