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RESUMO

Os horménios tireoidianos sao essenciais no controle de multiplas fungées envolvidas
na manutencdo da homeostase, incluindo os processos de producdo de calor e
balanco energético. As relacdes entre o0 eixo hipotalamo-hipofise-tireoide e a funcao
imunoldgica sdo complexas e ainda carecem de mais investigagdes. Comportamento
doentio € uma expressao de um estado motivacional desencadeada pela ativacéo do
sistema imune inato periférico, pelo qual um organismo organiza suas func¢des para
combater a infecgcdo. O objetivo deste trabalho foi avaliar a influéncia do estado
tireoidiano sobre as respostas comportamentais ao desafio imunolégico. O
hipotireoidismo experimental foi induzido por propiltiouracil (PTU) por 30 dias (0,05%),
adicionado a agua de beber. As doses de 100, 200 e 500 ug/Kg de lipopolissacarideo
foram testadas para evidenciarmos o comportamento doentio. Apos, camundongos
controle e tratados com PTU receberam a dose de 200 ug/kg de LPS ou solucéo 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 forcado (FST), maior numero de esferas escondidas (MB) e
comprometimento das respostas mneicas nas tarefas de reconhecimento de objetos
de longa duracdo (LTM) e no labirinto aquatico de Moris (MWM). Durante o desafio
imunoldgico, a locomogcdo em campo aberto (OF) e o tempo de floating no nado
forcado (FST) ndo foram modificados duas horas apos a aplicacdo do LPS. Porém,
nas analises apos 24 horas, houve reducédo da atividade locomotora, aumento do
tempo de floating, diminuicdo da ingestdo de alimentos e maior perda de peso,
comprometimento da memodria e menor tempo de investigagdo social nos
camundongos tratados com PTU. Além disto, observamos um menor indice térmico
associado a reducdo da expressao de c-Fos no nucleo paraventricular (PVN) e na
area pré-optica mediana (MPOA). Estes resultados demonstram que o estado
tireoidiano modifica as respostas comportamentais ao desafio imunologico, sugerindo
que os hormdnios tireoidianos sdo essenciais para a manifestacdo do comportamento

doentio durante a endotoxemia.

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



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 INTRODUCAO

Os hormonios tireoidianos (HTs) sé@o essenciais no desenvolvimento do
Sistema Nervoso Central e no controle do metabolismo, sendo necessarios para
regular o consumo e armazenamento de energia a longo prazo (YEN, 2001). A
manutencdo de niveis adequados destes horménios € crucial para a homeostase
energética, pois controlam a sintese de ATP e a taxa de fosforilacdo oxidativa,
ocupando papel importante nas taxas de consumo de oxigénio celular e mitocondrial.
Desta forma, os HTs exercem controle sobre diversas rea¢des metabdlicas, regulando
o balango energético por diferentes mecanismos (BIANCO et al., 2006; BRIX; FUHER;
BIEBERMANN, 2011).

A primeira etapa na formagdo dos HTs consiste no transporte do iodeto do
sangue para as células foliculares, onde é oxidado, e adquire a capacidade de se
combinar com o0 amino&cido tirosina. A tirosina € inicialmente iodetada a
monoiodotirosina e, em seguida, a diiodotirosina. A combinacdo 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 hormonios séo produzidos e liberados no sangue na forma de T4, enquanto 7%
sdo produzidos na forma de T3. Entretanto, cerca de 50% da tiroxina sofre lenta
desiodetacéo, formando quantidade adicional de triiodotironina. Assim, o horménio
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 producéo dos HTs é controlada pelo hormonio estimulador da tireoide (TSH)
ou tireotrofina, sintetizada pela hipdéfise anterior, em resposta ao horménio liberador
de tireotropina (TRH), secretado pelo hipotalamo. Por sua vez, T3 e T4 néo ligados
(livres) exercem retroalimentacdo negativa sobre a sintese e liberacdo de TRH e
TSH, objetivando manter os niveis circulantes adequados de HTs. Por outro lado, a
reducd@o nos niveis de T3 e T4 estimulam a hipdfise a liberar TSH, com o intuito de

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

O eixo hipotalamo-pituitaria-tireoide (HPT) mantém os niveis normais de HTs

no plasma, através da coordenacéo da conversdo de T4 para T3 entre tireotréfos e
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tanicitos (FONSECA et al., 2013; GOTHE et al., 1999;). A desioda¢cdo dos HTs é
catalisada pelas deiodinases teciduais que sao expressas em trés isoformas (D1, D2,
D3). Estas isoenzimas apresentam diferentes padrbes de expressdo durante o

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

Apés a estimulacdo pelo TSH a tireoglobulina € reabsorvida nas células
foliculares e as moléculas de T4 e T3 séo liberadas na circulagcdo. O T3 pode também
ser formado a partir da monodeiodinacdo de T4. Esta reacdo, catalisada pela
deiodinase tipo | iodotironina (D1), consiste na fonte predominante de circulacdo de
T3. D1 encontra-se em grande parte no rim, figado e tireoide, enquanto que o tipo Il
deiodinase iodotironina (D2) esta presente principalmente no musculo esquelético,
sistema nervoso central e na hipofise. A iodotironina deiodinase tipo Il (D3),
encontrada no cérebro, pele e placenta, inativa T4 e T3 por desiodinacao do anel
interior, produzindo T3 reverso (rT3), uma forma inativa de T3 (BIANCO; KIM, 2008;
BRENT, 2012).

Estudos sugerem que a manutencdo dos niveis adequados de HTs sao
fundamentais na mediagdo da resposta inflamatéria e contribuem para complexa
relacdo entre os sistemas imune e enddécrino (HODKINSON, 2009). Os HTs estéao
envolvidos na manutencao da funcédo imune em resposta a estimulos ambientais e na
imunossupressao mediada por estresse. Estas agcdes dos HTs podem ser moduladas
tanto através de receptores nucleares (TRs) para regular genes-alvo quanto por acdes
nao-gendmicas, independente da sintese de proteinas (YEN, 2001: HIROI, 2006).

As alteracdes dos niveis ideais de HTs podem impactar a habilidade do
organismo para reagir as situacdes de estresse, uma vez que participam das mais
variadas funcdes metabdlicas. A modulacdo do sistema neuroenddcrino sobre a
atividade do sistema imune € particularmente importante nas interacdes mediadas
pelo eixo hipotalamo-hipofise-tireoide (HPT), uma vez que as células do sistema
imune contribuem para a regulacdo da atividade deste eixo, especialmente nos
periodos de estresse imunoldgico. Desta forma, os HTs sdo agentes essenciais no
processamento da resposta imune, participando diretamente da ativacdo dos

mecanismos de defesa durante a infec¢ao aguda (KLEIN, 2006).

Na fase inicial da resposta inflamatoria, os niveis de Tz estdo diminuidos e os
niveis de Tsinativos (rTs) estdo aumentados. Os niveis séricos de T4 diminuem entre

24 a 48 horas, enquanto os niveis de TSH permanecem inalterados. Estudos em
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humanos demonstraram que 0s mecanismos que determinam estes ajustes incluem
a diminuicdo da conversédo do T4 e T3 nos tecidos extra-tireoidianos, menor taxa de
fixacdo do T4em proteinas através da inibigcdo das proteinas de transporte; disfungéo
do feedback negativo no eixo hipotalamo-hipofisario e inibicdo dos receptores
nucleares dos HTs pelas citocinas (PEETERS et al., 2005).

A producédo local de citocinas exerce um importante feedback negativo na
regulacdo da liberacdo do TRH pela tireotrofina na hipofise. Citocinas pro-
inflamatdrias produzidas perifericamente agem diretamente na tirotrofina hipofisaria
para diminuir a liberacdo do TSH, em especial a IL-6, que apresenta potente
supressdo do TSH no plasma. Apesar das mudancas na concentracdo dos horménios
tireoidianos, a infecgcdo aguda ndo causa alteracdo direta da funcao tireoidiana. Tais
mudancas decorrem de modificacdes no eixo hipotalamo-hipofisério, alteracdo nos
horménios tireoidianos circulantes aderidos as proteinas, modificacdo na captacao
tecidual e metabolismo dos HTs e em seus receptores TRa e TRB (PEETERS et al.,
2003).

Enquanto a glandula tireoide estabelece somente a origem do T4 para 0s
tecidos periféricos, a fina regulacdo dos HTs no meio tecidual extrapiramidal &
possivel pela expresséao tecidual diferenciada das iodotironina deiodinases, as quais
séo responsaveis pela metabolizacdo do T4 para forma biologicamente ativa do T3 ou
bio-inativa rT3 (MEINHOLD et al., 2010). A expressdo destas deiodinases é
modificada durante o curso da infeccéo, podendo resultar em modificacdes teciduais
especificas do estado tireoidiano (RAY et al., 2002).

A diminuicdo nos niveis séricos de T3 e 0 aumento nos niveis de rT3 podem
ser explicados pela ativacdo reduzida do T4 pelo tipo | deiodinase (D1) ou tipo Il
deiodinase (D2), mas também por um aumento na inativagdo do tipo Il deiodinase
(D3). O T3 plasmético estad diminuido e rT3 plasmatico estda aumentado durante
doencas gravemente criticas, sendo que a magnitude destas variacdes esta
relacionada com a severidade da doenca. O declinio no T3 e no T4 sérico em modelos
de doencas agudas precede a faléncia no D1 hepatico, sugerindo que muito da
faléncia inicial destes horménios deve ser atribuida a resposta de fase aguda,
causando a reducdo dos hormonios tireoidianos ligados no plasma. (HAMBLIN et al.,
1986.)
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As citocinas produzidas no inicio da resposta inflamat6ria modulam a producéo
de tireoglobulina, reduzindo os niveis de AMP ciclico nos foliculos tireoidianos, com
consequente diminuicao da liberacdo dos HTs. Mesmo apds a recuperacao dos niveis
de TSH, que ocorre cerca de 12 a 24 horas apds o contato com o agente infeccioso,
0os HTs permanecem em concentragcdes inferiores ao estado pré-infeccéo (LO et al.,
1998). Estas respostas sinalizam a presenca de um mecanismo intrinseco de controle
do sistema imune sobre o eixo HPT, indicando a participacdo dos HTs nos
mecanismos que determinam a resposta inflamatoria, tais como a modulacdo da
atividade das células apresentadoras de antigenos e da velocidade da sintese de
citocinas (VAN HAASTEREN et al., 1994).

Um dos modelos mais comumente usados para simular a evocacéo do sistema
imune a partir de estressores bioldgicos consiste na aplicacdo de lipopolissacarideo
(LPS), componente estrutural da membrana esquelética de bactérias Gram-negativas,
o qual é facilmente reconhecido por células imunes, principalmente macréfagos. Apés
ser reconhecido pelos receptores Toll-like 4 (TRL4) presente na superficie de células
apresentadoras de antigenos (mondcitos e macrofagos), o LPS torna-se um potente
estimulador da liberacdo de mediadores pro-inflamatérios como prostaglandinas,
histamina e serotonina (KELMER, 2009); citocinas como fator de necrose tumoral a
(TNF- a), interleucina 6 (IL-6) e interleucina 13 (IL1B) e ainda é capaz de estimular a
oxido nitrico sintetase induzivel (iNOS) e a cicloxigenase 2 (COX 2) (NISHIO et al.,
2013).

O LPS medeia a liberacéo de citocinas por células imunolégicas e estas serédo
responsaveis por induzir, por vias neurais ou humorais, a producdo de
prostaglandinas, em especial a prostaglandina E2 (PGE-z), responsavel pela ativagéo
de neurbnios termossensiveis, na POA, gerando o estado febril (BLATTEIS, 2006). As
citocinas podem sinalizar sua presenca na corrente sanguinea por diferentes
mecanismos. Podem alcancar o sistema nervoso central por transportadores
especificos localizados na barreira hematoencefalica ou passar para o cérebro através
dos érgaos circunventriculares. A sinalizagédo das citocinas pode também ser realizada
pelos nervos periféricos ou induzir a producéo de prostaglandinas na interface entre o
cérebro e a corrente sanguinea (ENGBLOM et al., 2002).

A liberacdo destes mediadores, por diversas vias, leva sinais para o cérebro,
que alcancam direta ou indiretamente neurdnios e células de apoio (micréglia e

astrocitos) que promoverao alteracdes no sistema nervoso autbnomo e endocrino,



23

regulando a resposta do individuo a infeccdo (MARTIN et al., 2013). Em especial, as
citocinas atuam na comunicacdo entre 0s sistemas imune e neuroenddcrino,
regulando a proliferacdo celular, a secrecao de horménios, 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 proprias da espécie, reducdo da ingestdo de
alimentos, piloerecado, anorexia, diminuicdo do comportamento exploratério, reducao
do comportamento social e perda do apetite sexual (AUBERT, 1999). A este conjunto
de manifestacbes comportamentais da-se o nome de comportamento doentio
(Sickness behavior), caracterizando uma estratégia evocada para poupar energia
(DANTZER et al., 2001). O aparecimento do comportamento doentio € uma resposta
adaptativa do animal, elaborada para combater a infeccédo, na medida em que cria um
ambiente desfavoravel ao patégeno e adequado ao estabelecimento de uma resposta
imune eficaz. Tais sintomas sao atribuidos a realocacéo de recursos energéticos para
combater a infeccdo (HART, 1988).

Estas respostas comportamentais surgem em decorréncia de uma complexa
interacdo entre os sistemas imune e endocrino, na qual diversas moléculas tém papel
de destaque como PGE2, cicloxigenase, Oxido nitrico e principalmente as citocinas
(DANTZER, 2009; DE PAIVA et al.; 2010; KELLEY et al.,2003). A liberacao periférica
de citocinas pode alcancar diretamente o cérebro através dos 0Orgaos
circunventriculares, e desencadear respostas adaptativas, ou podem lancar mao de
sistemas de sinalizacdo indiretos por meio de nervos periféricos; como vago,
glossofarigeo e hipoglosso; podem ainda interagir com células endoteliais e
perivasculares que levardo a ativacdo de células do sistema nervoso, como
microéglias, capazes de produzir citocinas centralmente. A producao destas citocinas
aliada a uma maior sintese de prostaglandinas leva ao aparecimento do
comportamento doentio (BANKS, ERICKSON, 2010; MCCUSKER, KELLEY, 2013;
SERRATS, SAWCHENKO, 2009).

As alteracbes comportamentais que surgem na endotoxemia S&0 essenciais
para a sobrevivéncia do animal, bem como as respostas termorregulatérias que levam
a febre, tendo em vista a criacdo de um ambiente desfavoravel ao patégeno e o
aumento da eficacia da resposta imune (MOLTZ, 1993). A febre potencializa a
imunidade inata, fazendo aumentar a capacidade fagocitica de neutrofilos, e também
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a imunidade adaptativa, induzindo a proliferacdo de linfécitos e aumentando a
producédo de anticorpos (KLUGER, 1986).

O eixo hipotalamo-pituitaria-adrenal (HPA) desempenha importante papel na
manutencdo da homeostase durante a endotoxemia. A producdo de (IL) -1, IL-6 e
TNFa, as principais citocinas inflamatorias produzidas, estimulam a atividade do eixo
HPA, demonstrada pelo aumento do horménio adrenocorticotréfico (ACTH) e, por
conseguinte, dos glicocorticoides. A regulacdo da secrecdo de ACTH é um processo
multifatorial que envolve principalmente dois neuro-horménios do hipotalamo,
horménio liberador de corticotrofina (CRH) e arginina-vasopressina (AVP), sendo que
as citocinas podem estimulam a secrecdo do primeiro. Os glicocorticoides, por sua
vez, exercem feedback negativo sobre o eixo HPA, reduzindo sua atividade, ao
mesmo tempo em que controlam a infeccdo, devido a sua potente acdo
antiinflamatoria. Esta interacao bidirecional entre os sistemas imune e neuroenddécrino
é crucial para a manutencédo da homeostase, em especial em situacdes de sobrecarga
para o organismo. (BEISHUIZEN; THIJS, 2003).

Como ha interacdo entre o eixo HPA e o sistema imune, ocorre também
comunicagdo 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 inflamacédo, ha um ligeiro aumento nos HTs nas primeiras quatro horas,
resultando em rapida inibicdo do eixo HPT. A integracdo entre os eixos HPA e HPT
em resposta a endotoxemia sao bem conhecidos, ocorrendo aumento da ativagao do
eixo HPA enquanto a atividade do eixo HPT é suprimida, durante o desafio imune
agudo (BOELEN et al., 2004; DI COMITE et al., 2007; STRAUB, 2014).

Durante a fase inicial da infeccdo a producao de citocinas estimula a conversao
de T4 em T3 central, causando supresséo na producédo do TRH e, consequentemente,
do TSH. Como resultado, ocorre redu¢ao nos hormdonios tireoidianos periféricos, o que
contribui para as manifestacdes proprias do comportamento doentio, uma vez que
este estado tireoidiano reduz a atividade metabodlica como parte das adaptacdes para
a conservacdo de energia em momentos criticos de estresse fisiologico (KLEIN,
2006). A medida que a infeccdo é controlada, a diminuicdo do T3 central estimula a
producdo de TRH, que resultarad no restabelecimento das concentracdes periféricas

dos HTs. Este reajuste no estado tireoidiano € fundamental para a recuperacdo do
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organismo ao estado pré-infeccdo, quando a mobilizacado de recursos energéticos é
decisiva (KRUGER, 1986).

Neste contexto, alteragdes do estado tireoidiano podem potencialmente afetar
a capacidade do organismo para reagir a infeccdo. Tanto o aumento na sintese e
liberacdo dos HTs (hipertireoidismo) como sua reducao (hipotireoidismo) séo capazes
de alterar a resposta imune, modificando as respostas metabdlicas ao estresse
biolégico (KLECHA et al., 2006). Em geral, no hipertireoidismo ocorre uma
exacerbacdo da resposta imune, com aumento da produgédo de anticorpos, maior
proliferacdo de linfécitos, migracdo celular e producdo de espécies reativas de
oxigénio, concomitante a reducéo da atividade anti-inflamatoria, por comprometer a
atividade das enzimas anti-oxidantes (DE VITO et al.,, 2011). Por outro lado, o
hipotireoidismo produz efeitos opostos sobre os parametros da func¢éo imunoldgica,

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

O hipotireoidismo é caracterizado por um conjunto de fatores associados a
reducdo do o metabolismo, incluindo o ganho de peso, a longo prazo, fadiga e
fraqueza, intolerancia ao frio e lentiddo mental (THE ENDOCRINE SOCIETY'S
CLINICAL GUIDELINES, 2007). A reducdo do metabolismo basal na condicdo de
hipotireoidismo resulta em efeitos centrais e periféricos no comportamento alimentar,
termogénese, ativacéo locomotora e regulacéo autonémica (LOPEZ et al., 2013), além
de associar-se a sintomas depressivos e reducdo das funcdes cognitivas, haja visto
sua participacdo essencial no processamento nervoso e nas funcdes mais elevados
de aquisicao e consolidacdo de memdrias. (DE VITO et al., 2011; ANNERBO; LOKK,
2013).

Diversas drogas tém habilidade de interferir direta ou indiretamente sintese de
horménios tireoidianos. As drogas antitireoidianas mais importantes sdo  0s
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 reagdo de iodinizagdo da tirosina, a qual &
catalisada pela tireoperoxidase — TPO. O propiltiouracil, além dos efeitos
antitireoidianos promovidos por sua acao inibidora da TPO & também um potente

inibidor da iodotironina-deiodinase tipo I, que converte o hormdénio T4 em seu
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metabolito ativo T3, sendo um farmaco eficaz na indugdo do hipotireoidismo
experimental (FERREIRA et al., 2007).

Os modelos comportamentais sdo Uteis para identificar o curso e a gravidade
do comprometimento imunologico (GRANGER et al., 2013) porém, ndo identificamos
nenhum trabalho que tenha investigado o comportamento doentio em condicfes de
reducdo dos hormonios tireoidianos. Partindo do pressuposto que o hipotireoidismo
afeta a capacidade de resposta imunolégica e que as manifestacdes do
comportamento doentio séo Uteis para se estudar a resposta a infeccéo, o objetivo de
nossa investigacao foi avaliar o comportamento doentio em camundongos com

hipotireoidismo.
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1. OBJETIVOS

Os objetivos deste trabalho estdo descritos abaixo.

2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar o comportamento doentio durante a endotoxemia em camundongos com

hipotireoidismo.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

a)

b)

Determinar a eficacia do modelo de indugdo cronica do hipotireoidismo por
propiltiouracil adicionado a 4gua de beber;

Estabelecer a menor dose de LPS (100, 200 ou 500 pg/Kg) que evidencie as
alteracdes comportamentais nos testes estudados;

Avaliar a influéncia do hipotireoidismo nas respostas comportamentais a
endotoxemia;

Avaliar a influéncia do hipotireoidismo na febre induzida por LPS;

Avaliar a influéncia do hipotireoidismo na ativacéo de areas cerebrais durante

a endotoxemia.
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3 MATERIAL E METODOS

Os materiais e métodos utilizados neste estudo estdo 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 nimero de até
12 animais por gaiola. A alimentagao foi oferecida na forma de ragéo peletizada
normoproteica e agua ad libitum. Foram mantidos a temperatura de 23 + 2°, umidade
de 55+15%; em fotoperiodo definido de 12 horas, com as luzes acesas as 07:00.
Todos os procedimentos foram aprovados pelo Comité de Etica em Pesquisa com
Animais da Universidade Federal de Alfenas, sob o numero de protocolo 395/2012.

3.2 PROCEDIMENTOS EXPERIMENTAIS

Os procedimentos deste estudo foram realizados conforme descri¢gdo a seguir.

3.2.1 Inducgéao ao hipotireoidismo experimental

Nesta fase, foram utilizados camundongos com 5 semanas e pesando no
minimo 35 gramas no primeiro dia de tratamento. Para a inducédo do hipotireoidismo
nos grupos experimentais foi utilizado propiltiouracil (6-propil-2-tiouracil, Sigma
Aldrich®, USA) a 0.05%, diluido na agua de beber, durante 30 dias. Os grupos
controle receberam agua filtrada (DONG; WADE; WILLIANS et al., 2005).
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3.2.2 Parametros biométricos e hormonais

Os animais foram pesados para avaliacdo do ganho de peso e sacrificados
por inalacdo com isoflurano. Foram realizadas as medidas do comprimento naso-
anal, tomando-se a medida do focinho até o inicio da cauda (em centimetros) e o
calculado o indice de Lee, dado pela razdo entre a raiz cubica do peso corporal e 0
comprimento naso-anal. O valor resultante indica a massa corporal em relacdo ao
comprimento do animal, sendo, portanto, Util para se identificar animais com propenséo ao
acumulo de gordura. Embora seja anélogo ao IMC, utilizado em humanos, o indice de Lee
nao é classificatério e, portanto, ndo deve ser utilizado isoladamente. (ROGGERS;
WEBB, 1980; FERREIRA et al., 2007). As gorduras epididimal e retroperitoenal e

as glandulas tireoide e paratireoides foram excisadas e pesadas.

3.2.2.1 Dosagens hormonais

ApoOs 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 sanguineas foram centrifugadas (3000 rpm, durante 20
min), o soro separado e armazenado a -20°C. Os niveis séricos de T3 e T4 foram
determinados por Radioimunoensaio (RIA) em kits especificos (MP Biomedicals,
LLC, EUA). Os procedimentos foram realizados de acordo com as recomendacdes

do fabricante.

3.2.3 Dose de LPS

Para a determinagdo da melhor dosagem de LPS para a verificagdo dos
efeitos sobre o comportamento doentio, foram utilizadas as dosagens de 100, 200 e
500 pg/Kg de lipopolissacarideo de Escherichia coli (026: B6 — Sigma Aldrich, USA).
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A administragdo do LPS ou do veiculo foi realizada uma Unica vez, por via

intraperitoneal.

3.2.4 Testes comportamentais

Os testes comportamentais foram realizados de acordo com a descricdo a

sequir.

3.2.4.1 Teste do Campo Aberto

A avaliacdo em campo aberto permite a verificacdo tanto da atividade motora
voluntaria quanto de sinais de ansiedade. Cada animal testado foi colocado no
centro de um aparato circular, com 30 cm de diametro, com o piso dividido em
guadrantes centrais e periféricos. A avaliacao da atividade locomotora foi realizada
considerando-se 0 numero de cruzamentos que o animal realiza com as quatro
patas nos quadrantes centrais e periféricos, a soma dos cruzamentos totais e a
exploracéo vertical (rearings) (WILCONSON et al., 2007).

3.2.4.2 Teste do Nado Forcado

O teste de nado forcado € utilizado para a verificacdo de sintomas depressivos
em roedores. O teste foi realizado em um béquer cilindrico de 12 cm de diametro,
com agua mantida a temperatura de £ 25°. O animal é colocado para nadar por um
periodo de 6 minutos, registrando-se o teste através de filmagem. Para fins de
avaliacao, considera- se, nos 04 minutos finais do teste, o tempo em que o animal
realiza apenas o minimo de movimentos para nao afundar (tempo de imobilidade)
(WILCONSON et al., 2007) ou quantifica-se o0 numero 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 rotacdes 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 Interacdo Social

A interacdo social reflete um estado psicofisiolégico saudavel, manifestado
por reacoes proprias 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). Sdo considerados como parametros de avaliagéo a
exploracdo anogenital, seguir o visitante ou colocar as patas dianteiras sobre ele,
somando-se o tempo total em que o0 residente interage com o visitante. A
indiferenca ao visitante ou comportamentos de submissao indicam a presenca de

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

3.2.4.4 Avaliagéao da Ingestao Alimentar e Ganho de Peso

Os animais foram submetidos a 12 horas de jejum previamente a administracao
do LPS para estimular a ingestado de alimentos. Antes do teste, foram mensurados o
peso corporal e da racdo a ser oferecida. Imediatamente apos as injecdes, o0 alimento
foi reapresentado a cada animal e pesado nos intervalos de 2, 4, 6, 8, 10 e 24 horas. A
ingestdo alimentar foi calculada a partir da diferenca entre o peso inicial e o peso obtido
a cada intervalo. A variacdo do peso corporal foi mensurada 24 horas ap6s os
tratamentos (DE PAIVA et al., 2010).

3.2.4.5 Teste de Memoria de Reconhecimento de Objetos

A memoria de reconhecimento de objetos foi avaliada utilizando-se 0 mesmo

aparato utilizado no teste de Campo Aberto. Nos trés dias anteriores ao teste os
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animais passaram por sessdes de habituacdo a arena, por 15 minutos. Foram
apresentados ao animal 2 objetos de formas idénticas (A e B), aguardando-se a
exploracdo dos mesmos, por 5 minutos. Logo em seguida, foi aplicado o veiculo ou
uma das dosagens do lipopolissacarideo. A memoria de curta duracdo (MCD) foi
verificada apés 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 meméria de
longa duracdo (MLD) foi verificada 24 horas apds, 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 analise posterior.
Sao considerados como parametros de avaliagdo o tempo de exploragao de cada
um dos objetos, o tempo de ndo exploracdo e o indice de reconhecimento (IR),
calculado de acordo com a equacédo IR = TEC/TEA + TEC para MCD e IR =TD
/| TEA + TED para MLD, sendo TEA (tempo de exploragéo do objeto A; TEC (tempo
de exploracéo do objeto C) e TED (tempo de exploracdo do objeto D). (HABA et
al.,2012; SIOPI et al., 2012).

3.2.4.6 Labirinto Aquético de Morris

O Labirinto Aquético de Morris consiste em um tanque circular com 150 cm
de diametro, no qual se encontra uma plataforma com 10 cm de superficie. O tanque
€ preenchido até uma altura em que a plataforma fique cerca de 1,5 cm emersa.
Utiliza-se agua corada com tinta ndo toxica branca para impedir a visualizagcdo da
plataforma nas sessdes de aprendizado (trainning trials). Sdo estabelecidos 4
pontos de partida dos animais (N, S, L e O) e quatro quadrantes imaginarios para
a colocacado da plataforma (NE, NO, SE, SO). Nas paredes da sala sdo colocados
desenhos ou quadros, servindo de pistas visuais para o aprendizado espacial. O
examinador e a camera de filmagem permanecem sempre no mesmo ponto, pois
também sdo utilizados como referéncia espacial. Os animais séo liberados de um
dos pontos da superficie do tanque, voltados para a parede, aguardando-se que
encontrem a plataforma de escape e nela permanecam por 10 segundos
seguidos. Caso o animal ndo localize a plataforma em um periodo de 120 segundos,

0 examinador o guia gentiimente até a superficie da plataforma e permite que
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ele permaneca sobre ela durante 10 segundos. O tempo para alcancar a
plataforma foi registrado em segundos (laténcia de escape). Os animais foram
submetidos a 3 dias consecutivos com 4 largadas, com intervalo de 10 segundos,
totalizando 12 largadas. Apos o periodo de treino os animais foram submetidos a
uma unica 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) € contabilizado para avaliacdo da memoria 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 bragos
abertos e dois bracos fechados, ligados por uma plataforma central. Os animais
foram colocados no centro do aparato, de frente para um dos bracos fechados. O
comportamento do animal foi filmado durante 5 minutos, avaliando-se como
parametros de ansiedade a frequéncia de entradas e o tempo despendido nos
bracos abertos e fechados. A diminuicdo do numero de entradas nos bracgos
abertos sugere aumento de ansiedade no animal testado. O aumento no tempo
de permanéncia nos bracgos fechados indica mesmo sintoma ou ainda pode revelar
alteracdes da atividade motora voluntaria (WILCONSON et al., 2007).

3.2.4.8 Teste de Esconder Esferas

O teste de esconder esferas (Marble Burying) é utilizado para a verificacdo da
ansiedade em roedores, bem como dos efeitos ansioliticos ou ansiogénicos de
farmacos e condi¢des experimentais. Utiliza-se uma caixa de dimensdes 30X60 cm
com cerca de 5 cm de serragem bem compactada. Nesta serragem, dispde-se 24
esferas de vidro translicidas, separadas equidistantes. O animal é exposto ao

ambiente com esferas por 30 minutos. A andlise € realizada pela contagem do
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namero de esferas escondidas completamente sob a serragem. (BOER;
KOOLHAAS, 2002).

3.2.5 Temperatura Corporal

Para avaliagdo da temperatura corporal os camundongos foram submetidos a
procedimento cirdrgico para a implantacdo 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
antibidtico (pentabidtico, 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 musculo e a pele com fio de algod&o. Para evitar
a hipotermia pos-cirdrgica, todos os animais foram colocados a temperatura de 32

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

Nos dias subsequentes a cirurgia, os animais foram mantidos em gaiolas
individuais, nas mesmas condicfes anteriores. Depois de um periodo de cinco a sete
dias, as caixas foram colocadas sobre um receptor de telemetria (Data Sciences)
ligado a um computador. Apés aplicacdo do LPS ou veiculo, 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 inicio do experimento. A diferenca entre a temperatura basal
meédia e a temperatura obtida a cada intervalo foi calculada para obtencao do delta
de temperatura. Os dados da telemetria foram demonstrados pelo gréfico linear e
estatisticas foram realizadas pela area sob a curva (AUC) calculada entre o intervalo
da primeira a quarta horas e da quarta a sétima horas do teste, obtendo-se o indice
térmico para estes periodos (GIUSTI-PAIVA et al., 2003.)
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3.2.6 Expresséo de Fos

Os animais receberam as injecdes de LPS ou do veiculo e duas horas depois
foram anestesiados (cetamina-xilazina (42,0 e 4,8 mg / kg, respectivamente, IP) e
perfundidos através de punc¢déo intracardiaca com salina (40 mL) contendo 1000U/I de
heparina, seguida por paraformaldeido 4% em tampao fosfato (PBS 0,1 M; 500 mL).
ApoOs sua remocdao, os encéfalos foram mergulhados em fixador durante 4 horas e em
seguida colocados em solucéo de sacarose a 30% em PBS (0,1 M) a 4°C.

Os encéfalos foram seccionados em cortes de 30 um de espessura utilizando-
se um criostato e coletados em PBS (0,01 M) e armazenados em solugao anti-freezing
até o momento dos procedimentos imunohistoquimicos. Realizou-se o bloqueio da
peroxidase endégena (solucao de H202 ,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 ligacBes inespecificas 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 primario anti-fos de coelho (Ab-5,
Oncogene Science, Manhasset, NY, USA) diluido 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). Apos lavagem, os cortes foram incubados com segundo anticorpo biotinilado
(Vector Laboratories Inc., Burlingame, CA, USA, diluido 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 coloracéo, foi empregado diaminobenzidina (DAB, Sigma - Aldrich Co., St.
Louis, MO, USA) intensificado com cloreto de cobalto 1% e sulfato de niquel 1%. O
produto da reacgéo conferiu uma coloragao violeta escuro — preto ao nucleo (FLEMING;
WALSH, 1994). Por ultimo, os cortes foram montados utilizando Gelatina de Albrecht
(1,5% gelatina/alcool 80%). As laminas foram secas a temperatura ambiente,
desidratadas com xileno e cobertas com Entellan.

As células imunorreativas para Fos foram contadas no PVN, SON, BST e
mPOA, com auxilio de um microscopio Nikon modelo H55L. As imagens foram
capturadas e o numero de cortes representativos para cada grupo experimental foi de
4a’.
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3.2.7 Drogas

Durante a execucdo deste trabalho foram utilizadas as seguintes drogas:
Lipopolissacarideo de Escherichia coli sorotipo 026:B6 e Propiltiouracil (6-propyl-2-
thiouracil), ambos adquiridos da Sigma-AldrichCo (EUA); Pentabidtico (Fort Dodge
Saude Animal LTDA), Ketamina (Dopalen) e Xilazina (Dopaser). Todas as drogas
administradas ip foram solubilizadas em soro fisioldgico livre de pirégeno (NaCl; 0,9%;

Isofarma).

3.3 ANALISES ESTATISTICAS

Os dados foram analisados utilizando-se o programa do software GraphPad
versdo 5.0 e expressos como média £ erro padrao da média (EPM). Nas andlises
dos parametros biométricos e hormonais, foi utilizado o teste T. Para a comparacao
dos efeitos das diferentes doses de LPS foi utilizada analise de variancia ANOVA de
uma via, seguida pelo pés-teste de Newman-Keuls. Nos demais experimentos, o
estado tireoidiano (pré-tratamento com ou sem PTU em agua) e o desafio
imunologico (tratamento com solugéo salina ou com LPS) foram utilizados como
fatores para andlise de variancia (ANOVA) de duas vias, seguido pelo pos-teste de
Tukey. O nivel de significancia 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

descricao a sequir.

4.1 EFEITOS DO HIPOTIREOIDISMO SOBRE PARAMETROS BIOMETRICOS E
HORMONAIS

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

sacrificados para a avaliacdo dos parametros biométricos e hormonais.

4.2 EFEITOS DA ADMINISTRACAO 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 injecdo de salina (veiculo) e 3
que receberam uma das doses de LPS (100, 200 ou 500 pg/Kg, por via
intraperitoneal). Duas horas apés os animais foram submetidos aos testes de campo
aberto (n = 8 animais por grupo), nado forcado (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 memoria de reconhecimento de objetos, apds a fase de
treino, os animais (n= 8 por grupo) receberam as injecdes do veiculo ou uma das doses
do LPS e foram filmados por 5 minutos 01hora e 30 minutos depois para memoria de

curta duracao e 24 horas depois para memoria de longa duracao.
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43 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 injec6es do veiculo ou de LPS
(200 pg/kg) e foram testados nos intervalos descritos a seguir. Nos testes de campo
aberto e nado forcado (n=8 a 10 animais por grupo) ou interacdo social (n=9 animais
por grupo) as andlises foram realizadas 02, 06 e 24 horas apés as injecdes. No teste
de esconder esferas (n = 8 animais por grupo) os animais foram filmados 02 horas
apos as injecdes. Para o teste de memoaria de reconhecimento de objetos, apds a fase
de treino, os animais (n= 8 por grupo) receberam as injecdes do veiculo ou uma das
doses do LPS e foram filmados por 5 minutos 01 hora e 30 minutos depois para
memoria de curta duracdo e 24 horas depois para memadria de longa duracédo. No
Labirinto Aquatico de Morris foram testados os intervalos de 24 horas antes do
primeiro dia de treino (Pré 1T), logo ap6s o primeiro dia de treino (P6s 1T) e logo
apos o 3° dia de treino (P6s 3T) em animais controle (n=9) controle para se avaliar a
melhor fase para aplicacdo do LPS, definindo-se o intervalo Pré 1T como o mais
adequado. 24 horas antes do primeiro dia receberam as inje¢cdes de veiculo ou LPS
(n=8 al2 animais por grupo) foram submetidos as fases de treino. 24 horas depois do

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

4.4 EFEITOS DO HIPOTIREOIDISMO SOBRE A TEMPERATURA CORPORAL
DURANTE A ENDOTOXEMIA

Apos o trigésimo dia de tratamento com o PTU os animais (n=6 a 9) receberam
as injecbes do veiculo ou de LPS (200 pg/kg) e foram monitorados por biotelemetria

durante 08 horas para avaliacdo da temperatura corporal.



39

4.5 EFEITOS DO HIPOTIREOIDISMO SOBRE A ATIVACAO NEURONAL
DURANTE A ENDOTOXEMIA

Apés o trigésimo dia de tratamento com o PTU os animais (n=4 a 7) receberam
as injecdes do veiculo ou de LPS (200 pg/kg) e duas horas apos foram perfundidos

para os procedimentos imunohistoquimicos.



40

5 RESULTADOS

Os resultados do presente estudo estdo apresentados a sequir.

5.1 EFEITOS DO HIPOTIREOIDISMO SOBRE PARAMETROS BIOMETRICOS E
HORMONAIS

A Tabela 1 mostra os resultados dos parametros biométricos e hormonais dos
animais controle (CON) e tratados com propiltiouracil (PTU) durante 30 dias. Os
camundongos do grupo PTU apresentaram maior indice de Lee, comprimento naso-
anal inferior e diminuicdo no ganho de peso durante os 30 dias de tratamento. As
gorduras epididimal e retroperitoneal foram maiores no grupo PTU e o peso da
glandula da tireoide aumentou significativamente. Os niveis séricos dos hormoénios

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

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

CON PTU
indice 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/109) 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 (ug/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 (tEPM) *P<0,05; **p<0,01 *** P<0,001

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

Os resultados das avaliacbes comportamentais, de temperatura e expressao
neuronal estdo descritos a seguir. Detalhes das analises estatisticas podem ser

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

5.2.1 Teste de Campo Aberto

A aplicacdo do LPS causou reducdo do numero de entradas no centro (Figura
1A) e na periferia (Figura 1B) nas doses de 200 pg/kg (P<0,001) e de 500 pg/kg
(P<0,01), no namero total de entradas (Figura 1C) nas doses de 200 e 500 ug/kg
(P<0,001) e no numero de rearings (Figura 1D) nas doses de 200 pg/kg (P<0,001) e
de 500 pg/kg (P<0,01), comparados ao controle. Nao foram observadas diferencas na

dose de 100 pg/kg em nenhum dos parametros avaliados. (Anexos — Tabela 2).

5.2.2 Teste do Nado Forcado

No teste do Nado Forcado observamos que as trés doses utilizadas
produzem aumento do tempo de imobilidade (100 wkg — p<0,05; 200 e 500 p/kg
— p<0,001. (Figura 2) (Anexos — Tabela 3b).
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Figura 1: Efeitos do LPS no Teste Campo Aberto. (A) nimero de cruzamentos centrais; (B) nimero de
cruzamentos na periferia; (C) nimero de cruzamentos totais; (D) numero de rearings. Valores
expressos como média + EPM. ** p <0.01 e *** p <0.001 quando comparado com veiculo. ANOVA
One Way, seguido pelo pés-teste de Newman-Keuls.
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Newman-Keuls.

Fonte: Da autora




43

5.2.3 Teste de Memodria de Reconhecimento de Objetos

Nas analises da memoaria de curta duragdo observamos que as doses de 200
e 500 wkg produziram um menor tempo de exploracao tanto do objeto A (p<0,01)
(Figura 3A) quanto do objeto C (p<0,05) (Figura 3B). Apenas a dose de 500 wkg
produziu aumento do tempo de ndo exploragéo (Figura 3C) e nao foram observadas
diferencas entre as doses utilizadas para o indice de reconhecimento. (Figura 3D)

(Anexos —Tabela 4).
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Figura 03: Efeitos do LPS no Teste de Memoria de Reconhecimento de Objetos (Curta duragéo).
(A) tempo de exploracdo do objeto A em segundos; (B) tempo de exploracdo do objeto B em
segundos; (C) tempo de ndo-exploracdo em segundosb; (D) indice de reconhecimento. Valores
expressos como média + EPM. * P<0,05 e *** p <0.001 quando comparado com veiculo. ANOVA
One Way, seguido pelo pds-teste de Newman-Keuls.

Fonte: Da autora

Nas analises da memodéria de longa duracédo identificamos que apenas a dose
de 500 pg/kg (p<0,001) resultou em diminui¢ao significativa da exploracéo do objeto
D (Figura 4B), 24 horas apos a fase de treino. Aplicagédo do LPS reduziu o indice de
reconhecimento (Figura 4D) nas trés doses utilizadas (p<0,05). Nao se observaram
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mudancas no tempo de exploracao do objeto familiar ou do tempo de n&o exploracao

em nenhuma das doses utilizadas. (Anexos — Tabela 5).
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Figura 4: Efeitos do LPS no Teste de Memoéria de Reconhecimento de Objetos (Longa duracao).
(A) tempo de exploracdo do objeto A em segundos; (B) tempo de exploracdo do objeto D em
segundos; (C) tempo de ndo-exploracdo em segundos; (D) indice de reconhecimento. Valores
expressos como média + EPM. * p <0.05 e *** p <0.001 quando comparado com veiculo. ANOVA
One Way, seguido pelo pés-teste de Newman-Keuls.

Fonte: Da autora

5.2.4 Teste de Esconder Esferas

No teste de esconder esferas a aplicacdo do LPS causou redu¢do no nimero
de esferas escondidas nas 3 doses utilizadas (100 pg/kg — p<0,05; 200 pg/kg —
p<0,01; e 500 pg/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 veiculo. ANOVA One Way, seguido pelo pos-
teste de Newman-Keuls.

Fonte: Da autora

5.2.5 Teste de Labirinto em Cruz Elevado

Ap6s administracdo do LPS, houve reducdo do numero de entradas nos
bracos abertos (Figura 6A) nas doses de 200 e 500 pg/kg (P<0,01) e no tempo de
permanéncia nos bracos abertos (Figura 6C) nas doses de 200 e 500 pg/kg (P<0,05).
O tempo de permanéncia nos bragos fechados (Figura 6D) aumentou nas doses de
200 e 500 pg/kg (P<0,05). Nao foram encontradas diferencas na dose de 100ug/kg

em nenhum dos parametros (Anexos — Tabela 6).
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Fonte: Da autora

5.3 EFEITOS DO HIPOTIREOIDISMO  SOBRE  AS RESPOSTAS
COMPORTAMENTAIS DURANTE A ENDOTOXEMIA

5.3.1 Teste de Campo Aberto

Andlises realizadas 02 horas apés a aplicagédo do LPS revelaram a diminui¢do
no numero de entradas no centro (Figura 7A), nimero de entradas na periferia (Figura
7B), nUmero de entradas centrais (Figura 7C) e numero de rearings (Figura 7D). Nao
se observaram diferencas em nenhum dos parametros nos animais com

hipotireoidismo induzido por PTU (Anexos — Tabela 7 — 02 horas).
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06 horas ap6s aplicacdo do LPS, todos os parametros avaliados ainda exibiram
redug&o nos animais controle (Figura 7 A, B e C). Adicionalmente, os animais do grupo
PTU também apresentaram reducdo no numero de entradas no centro (Figura 7A),
entradas totais, (Figura 7C) e rearings (Figura 7D). O numero de entradas na periferia

nao foi modificado (Figura 14B). (Anexos — Tabela 7 — 06 horas).

Apbs 24 horas da aplicacdo do lipopolissacarideo os animais controle ndo mais
apresentaram diferengas em nenhum dos parametros avaliados (Figura 7 A, B e C).
Por outro lado, animais do grupo PTU exibiram reducdo significativa do numero de
entradas no centro, entradas na periferia, entradas totais e rearings (p<0,001; Figura
7 A, B e C respectivamente). Houve ainda reducao do nimero 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 veiculo. (Anexos — Tabela 7 — 24 horas).
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Figura 07: Efeitos do hipotireoidismo no Teste Campo Aberto durante a endotoxemia. (A) andlises apos
02 horas; (B) analises apés 06 horas; (C) analises apds 24 horas. Valores expressos como média +
EPM. * p<0,05 e *** p <0.001 quando comparado com controle * veiculo; +++ P<0,0001 quando
comparado com controle + LPS; # P<0,05 quando comparado com PTU + LPS. ANOVA Two Way,
seguido pelo pos-teste de Tukey.

Fonte: Da autora
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5.3.2 Teste do Nado Forcado

Nas analises do nado forcado 02 horas a aplicacédo do LPS houve aumento do
tempo de floating (p<0,001; Figura A) e diminuigdo de swimming (p<0,001; Figura 8B)
e climbing (p<0,001; Figura 8C) nos animais controle. Nao foram observadas
diferencas nestes parametros 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 apés aplicacédo do
LPS (p<0,001; Figura 8A, B e C). O grupo PTU apresentou aumento do tempo de
floating (p<0,001; Figura 8A) apds receberem a injecdo do LPS, neste intervalo de

tempo. (Anexos -Tabela 8 — 06 horas).

Na avaliacdo do nado forcado apds 24 horas do desafio imunolégico, enquanto
0s animais do grupo controle ndo mais apresentaram diferencas 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 reducdo do tempo de swimming (Figura 8B) e
climbing (Figura 8C). As diferencas apresentadas pelo grupo PTU tratado com salina

foram semelhantes as avaliacdes anteriores. (Anexos -Tabela 8 — 24 horas).
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5.3.3 Teste de Interacéo Social

A avaliacdo do comportamento social revelou que tanto animais controle quanto
tratados com PTU apresentam diminuicdo do tempo total de investigacdo apés 02
horas de aplicacdo 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 analises
realizadas apés 06 horas (Figura 9B). Contudo, 24 horas ap6s o desafio imunoldgico
0s animais do grupo PTU apresentavam tempo de investigacdo social reduzido
enguanto os animais controle ndo exibiam mais diferencas em relacdo ao grupo salina
(Figura 9C) (Anexos — Tabela 9).
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Figura 09: Efeitos do hipotireoidismo no Teste de Interagdo Social durante a endotoxemia. (A) analises
apos 02 horas; (B) analises ap6s 06 horas; (C) andlises apds 24 horas. Valores expressos como média
+ EPM. * p<0,05 e *** p <0.001 quando comparado com controle + veiculo; +++ P<0,0001 quando
comparado com controle + LPS; ## P<0,001 quando comparado com PTU + LPS. ANOVA Two Way,
seguido pelo pés-teste de Tukey.

Fonte: Da autora
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5.3.4 Ingestéo Alimentar e Ganho de Peso

Os dados da ingestédo alimentar avaliada durante 24 horas apos a aplicacao da
solugéo salina ou LPS s&o mostrados na Figura 10A. O tratamento com LPS reduziu
a ingestao de alimentos tanto nos animais controle quanto do grupo PTU em
comparacao aos tratados com solucéo salina. Ao fim de 24 horas ap6s o LPS o grupo
PTU apresentou um comportamento hipofagico acentuado em comparacdo com o
grupo controle (fator desafio imunolégico: Fi3s = 203,4, P <0,001; fator estado
tireoideano: Fi1,34 = 4,66, P = 0,038; interacdo: F1,34 = 15,94 P <0,001). Além disso, 0s
animais que receberam LPS apresentaram acentuada perda de peso comparado aos
tratados com salina, em ambos grupos (fator desafio imunologico: Fi1,34 = 32,41, P
<0,001; estado tireoideano: Fi134 = 1,17, P> 0,05; interacdo: Fi,34 = 0,06, P = 0,810;
Figura 10B).
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Figura 10: Efeitos do hipotireoidismo na Ingestéo Alimentar e Ganho de Peso durante a endotoxemia.
(A) ingestéo alimentar em gramas por 10 gramas de peso corporal; (B) variacdo do peso corporal em
gramas. Valores expressos como média + EPM. *** p <0.001 quando comparado com controle +
veiculo; ++ p,0,01 e +++ P<0,0001 quando comparado com controle + LPS; ### P<0,0001 quando
comparado com PTU + veiculo. ANOVA Two Way, seguido pelo p6s-teste de Tukey.

Fonte: Da autora
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5.3.5 Memodria de Reconhecimento de Objetos

Na avaliagdo da memoria de curta duracdo a administracéo do LPS reduziu os
parametros de exploracdo do objeto A (p<0,001; FigurallA) e a exploracéo do objeto
C (p<0,001; Figura 11B), aumentou o tempo de nao-exploracéo (p<0,001; Figura 11C)
e reduziu o indice de reconhecimento (Figura 11D) nos animais controles. Resultados
semelhantes foram observados no grupo tratado com PTU, a excecéo do indice de
reconhecimento, que nao foi modificado (Figura 11D). Além disto, o tratamento com
PTU reduziu a exploracao do objeto A (p<0,001; Figura 11A) e do objeto B (p<0,001;
Figura 11B) e aumentou o tempo de ndo exploragdo (p<0,001; Figura 11C) nos

animais que receberam salina. (Anexos — Tabela 10 — Curta duracao).

159, @8 VEiCULO 5015
B3 LPS
.,3 ,,3 40-
g z 10- g E waw
Q“ = © 304
o >x O
@ 5 Tz
-l z
T; 2 5 S S 20- e
= - o o *hR
£° - g T
2 [ FEe 2 10+
hw
o r » (3191 0 'I I -
CONTROLE PTU CONTROLE PTU
— 300 ++ ) 109,
o - = —
T 280+ 2 0.8-
(1] B
£ #am S
S 260 g 0.6
P o T
(=3 @D
'S 2404 T 04-
Q -
g @
a 2204 £ 0.24
=3 &=
[+
-
200 - —L 0.0-
CONTROLE PTU CONTROLE PTU

Figura 11. Efeitos do hipotireoidismo no Teste de Memoéria de Reconhecimento de Objetos (Curta
duracéo) durante a endotoxemia. (A) tempo de exploracdo do objeto A em segundos; (B) tempo de
exploragdo do objeto C em segundos; (C) tempo de ndo-exploragdo em segundos; (D) indice de
reconhecimento. Valores expressos como média + EPM. *** p <0.001 quando comparado com controle
+ veiculo; +++ P<0,0001 quando comparado com controle + LPS; ### P<0,0001 quando comparado
com PTU + veiculo. ANOVA Two Way, seguido pelo pés-teste de Tukey.

Fonte: Da autora




54

As andlises da memoria de longa duracdo revelaram comportamento
semelhante a memdria de curta duracdo nos animais tratados com PTU para os
parametros de exploracdo do objeto A (p<0,001; Figura 12A), exploracdo do objeto D
(p<0,05; Figura 12B) e tempo de nédo exploracdo. Ao desafio imunoldgico, os animais
controles reduziram a exploracéo do objeto A (p<0,001; Figura 12A), exploracdo do
objeto D (Figura 8B) e o indice de reconhecimento (p<0,05; Figura 12D) e aumentaram
o tempo de ndo-exploracdo (Figura 12C). Os camundongos tratados com PTU
exibiram respostas semelhantes, com excecao do tempo de exploracdo do objeto A,

gue néo se modificou (Figura 12A). (Anexos — Tabela 10 — Longa Duragao).
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Figura 12: Efeitos do hipotireoidismo sobre o Teste de Meméria de Reconhecimento de Objetos (Longa
duracéo) durante a endotoxemia. (A) tempo de exploracdo do objeto A em segundos; (B) tempo de
exploragdo do objeto D em segundos; (C) tempo de ndo-exploragdo em segundos; (D) indice de
reconhecimento. Valores expressos como média + EPM. *** p <0.001 quando comparado com controle
+ veiculo; +++ P<0,0001 quando comparado com controle + LPS; ### P<0,0001 quando comparado
com controle + veiculo. ANO

VA Two Way, seguido pelo p6s-teste de Tukey.

Fonte: Da autora
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5.3.6 Labirinto Aquatico de Morris

Para avaliacdo dos efeitos da endotoxemia na aquisicdo da memdéria espacial
avaliada pelo Labirinto Aquatico de Morris (LAM) procedeu-se a aplicagdo do LPS em
trés momentos distintos: antes do primeiro dia de treino (Pré 1T); apods o primeiro dia
de treino (P0Os 1T) e apods o terceiro dia de treino (Pos 3T) e (Figura 13A). A aplicacéo
do LPS reduziu o tempo de permanéncia na plataforma alvo apenas no grupo Pré 1T
(de 19.40 = 1.72 para 10.90 * 1.98; p<0,01 — Figura 13A). Na comparacao entre 0s
diferentes estados tireoidianos, a aplicacdo 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 avaliacédo do aprendizado espacial (probe trial) a aplicacdo do LPS diminuiu
o tempo de permanéncia apenas nos animais controle (Figura 9C) nao tendo efeito
sobre o grupo pré-tratado com PTU. Por outro lado, observamos que no grupo PTU
houve reducdo deste tempo nos animais tratados com salina, indicando que o
hipotireoidismo per si foi responsavel por prejudicar a resposta de aprendizagem
espacial (fator desafio imunolégico Fi14s = 4.52, P =0.0038; fator estado tireoideano
F148=27.70, P <0,0001; interagcéo F14s=9.834, P =0.0029).
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Figura 13: Efeitos do hipotireoidismo no Teste do Labirinto Aquéatico de Morris durante a endotoxemia.
Valores expressos como média + EPM. (A). Diferentes pontos de administragédo do LPS; (B) Trials ap6s
administracdo de LPS (200ug/kg). (C) tempo de permanéncia 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+ veiculo; xxx p<0.001 quando comparado com PTU +
veiculo. ANOVA One Way, seguido pelo pds-teste de Newman Keuls. C) Probe trial. ***p<0.001 quando
comparado com controle + veiculo; ### p<0,001 quando comparado com controle + veiculo. ANOVA
Two Way, seguido pelo pés-teste de Tukey.
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5.3.7 Teste de Esconder Esferas

No teste de esconder esferas, observamos que a aplicagdo do LPS produziu
reducdo no numero de esferas escondidas apenas no grupo controle (p<0,05). Além
disto, os animais tratados com PTU apresentaram maior numero de esferas
escondidas quando tratados com salina (p<0,001), sugerindo a presenca de maior
ansiedade neste grupo (Figura 14). (fator desafio imunoldgico Fi,28=5.30, p=0.029;
fator estado tireoidiano F 1,28=36.52 p<0,0001; interagéo F 1,28=2.070, p= 0.041).
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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 + veiculo; +++ P<0,0001
quando comparado com controle + LPS; ### P<0,0001 quando comparado com controle + veiculo.
ANOVA Two Way, seguido pelo p6s-teste de Tukey.

Fonte: Da autora

5.4 EFEITOS DO HIPOTIREOIDISMO SOBRE A FEBRE

Os resultados da avaliacdo da temperatura corporal por telemetria sdo
mostrados na Figura 15. A administragdo do LPS induziu a um aumento da
temperatura corporal em ambos grupos (Figura 15 A). O indice térmico (area 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 imunoldgico: F1,25 = 44,35, p
<0,001; fator estado tireoidiano: F1,25 = 6,28, p <0,05; interagdo: F1,25 = 13,3, p <
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0,01). Entretanto, esta variagao foi mais acentuada nos animais do grupo controle. O
indice térmico do intervalo entre 4 e 7 horas (Figura 15 C) aumentou de maneira
semelhante, independente do estado tireoidiano (fator de desafio imunologico: F1,25
= 78,41, p <0,001; estado tireoideano: F1,25 = 1,01, p> 0,05; interacao: F1,25 =1,2,
p> 0,05). Estes resultados revelam que a resposta febril ao LPS esta atrasada no
grupo pré-tratado com PTU, comparado ao grupo controle. Porém, quando o estado
febril & 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
imunologico: F1.25 = 42,82, P <0,001; fator estado tireoidiano: F1,25 = 13,50, P =0,0011;
interacdo: F1,25 = 13,50, P = 0,0011).
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Figura 15: Efeitos do hipotireoidismo sobre a temperatura corporal durante a endotoxemia. (A) Variagdo
da temperatura corporal; (B) indice Térmico I; (C) indice Térmico Il. Valores expressos como média +
EPM. *** p <0.001 quando comparado com controle + veiculo; +++ P<0,0001 quando comparado com
controle + LPS; ### P<0,0001 quando comparado com PTU + veiculo. ANOVA Two Way, seguido pelo
pos-teste de Tukey.

Fonte: Da autora

55 EFEITOS DO HIPOTIREOIDISMO SOBRE A ATIVACAO NEURONAL
DURANTE A ENDOTOXEMIA

A aplicagdo do LPS produziu aumento no numero de células positivas para Fos
nas 4 areas estudadas nos grupos controle (Figuras 16 e 17). Porém, no grupo tratado

com PTU esta resposta foi atenuada no PVN (Figura 16 A). Nao houve diferenca entre
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as respostas ao desafio imunoldgico apresentadas pelos grupos controle e tratado
com PTU no SON (Figura 16 B). O grupo PTU apresentou maior nimero de células
positivas no BST quando tratado com salina, porém o tratamento com LPS néo alterou
a expressao de Fos (Figura 17A). O aumento da expressao de Fos apos o LPS na

mPOA no grupo PTU foi atenuado em comparacédo ao grupo controle (Figura 17B)
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Figura 16: Efeitos do hipotireoidismo sobre a expresséo 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, numero 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 + veiculo; ### P<0,0001
guando comparado com PTU + veiculo. ANOVA Two Way, seguido pelo p6s-teste de Tukey.

Fonte: Da autora
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Figura 17: Efeitos do hipotireoidismo sobre a expressdo 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, nimero de células positivas para Fos no BST (C) e mPOA (D).
Nota: Valores expressos como média £ EPM. *** p <0.001 quando comparado com controle + veiculo;
### P<0,0001 quando comparado com controle + LPS; ++ P<0,01 quando comparado com PTU +
veiculo. ANOVA Two Way, seguido pelo pés-teste de Tukey.

Fonte: Da autora
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6 DISCUSSAO

O tratamento com o PTU foi eficiente em estabelecer as caracteristicas
essenciais do hipotireoidismo, resultando em menor ganho de peso, aumento das
gorduras epididimal e retroperitoneal, reduc¢édo dos niveis de T3 e T4 e hipertrofia da
glandula tireoide. Nos animais com hipotireoidismo, identificamos que ndo ha
alteracdo da atividade locomotora, porém ocorre comprometimento do
comportamento social, da capacidade de aprendizado e memoaria, além do aumento
dos comportamentos do tipo depressivo e ansioso. Nas andlises das diferentes doses
de LPS, identificamos que 200 pg/Kg foi a que melhor evidenciou as manifestagdes
do comportamento doentio nos testes utilizados. Apdés a administracdo do LPS,
animais hipotireoidianos apresentaram um atraso nas manifestacbes do
comportamento doentio, porém estas foram acentuadas em momentos mais tardios
da endotoxemia. Estas respostas sdo acompanhadas de um menor indice térmico e
da reducéo da ativacdo neuronal no PVN e MPOA nas primeiras horas do desafio
imunoldgico.

Os dados obtidos para os parametros biométricos e hormonais em nosso
trabalho confirmam a eficacia do modelo de inducdo do estado de hipotireoidismo,
semelhante a outros estudos (FERREIRA et al., 2007; JENA et al., 2011; WU et al.,
2013). Apos 30 dias de tratamento com o PTU os animais apresentaram alteracfes
no ganho de peso e na distribuicdo de gordura corporal, sem, contudo, apresentarem
diferencas na média de peso em relagdo aos controles (UETA; OLIVARES; BIANCO,
2011). Além disto, evidenciamos a reducdo dos niveis séricos dos horménios
tireoidianos associada a hipertrofia glandular, os quais sdo destacados na literatura
como 0s principais critérios diagnosticos para a condicdo de hipotireoidismo
(FERREIRA et al., 2007; JOHNSTONE et al.,, 2013; WEISSEL M, 2014). Estes
resultados ratificam a propriedade do propiltiouracil em produzir o hipotireoidismo
sistémico como proposto pelo American Thyroid Association Guide to Investigating
Thyroid Hormone Economy and Action in Rodent and Cell Models, nas concentragdes

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

No tangente as respostas comportamentais, o hipotireoidismo ndo alterou a
atividade motora voluntéaria, corroborando com estudos envolvendo ratos com

diferentes estados tireoidianos ou com mutacdo dos receptores TRH, os quais
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demostraram nao haver nenhuma influéncia da reducdo dos hormoénios tireoidianos
sobre a locomocgéao (SALA-ROCA et al., 2002; KLIEVERIK et al., 2009). Olivares et
al. (2012) encontraram diminuicdo da atividade locomotora em ratos com niveis
reduzidos hormonios tireoidianos; no entanto, esta reducéo foi mediada pelo estresse
no paradigma de derrota social. Outro estudo relatou reducdo da atividade motora
associada ao aumento da ansiedade em Campo Aberto em condi¢des de insuficiéncia
de hormdnios tireoidianos (WILCOXON et al., 2007); no entanto, o0 comprometimento
da locomocao foi atribuido ao hipotireoidismo ter sido experimentado na fase perinatal,
0 que pode ter comprometido o desenvolvimento neuromotor dos animais, levando a

diminuicdo da neurogénese, com a consequente inibicdo comportamental.

Assim, sugerimos que a reducdo dos horménios tireoidianos per se, na
auséncia de outros fatores, ndo altera a atividade motora voluntaria avaliada em
Campo Aberto. Embora o hipotireoidismo seja associado com a diminuicdo do
metabolismo basal e do gasto energético (KIM, 2006), o efeito sobre a atividade
motora s6 deve ocorrer em situacdes em que a forca muscular e do sistema
cardiovascular sdao comprometidas pela auséncia prolongada dos hormonios
tireoidianos (PILHATSCH et al., 2010) ou quando outros fatores estdo associados a
condicao de hipotireoidismo (HELMREICH; TYLEE D, 2011).

Por outro lado, no paradigma de natacdo forcada, 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 forcado apesar de
apresentarem memaoria normal no teste de memoéria de reconhecimento de objetos. O
comportamento do tipo depressivo nestes ratos foi atribuido a reducdo da
neurogénese e a hipoplasia dendritica no giro denteado, regido conhecida por seu
papel modulatério dos sintomas depressivos. Desta forma, o aumento da imobilidade,
bem como a diminuicdo do comportamento social em animais com hipotireoidismo
poderia ser esperado, haja vista a relacéo sugerida frequentemente entre insuficiéncia
de hormdnios 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 prejuizo cognitivo na

memoria de longo prazo. CORREIA et al. (2009) identificaram que pacientes com
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hipotireoidismo tém prejuizo em tarefas que testam a memoria por apresentarem
déficts na funcéo hipocampal, em especial na transmissao sinaptica. Estas alteracoes,
entretanto, podiam ser corrigidas com a administracdo de tiroxina exodgena,
demonstrando o papel especifico dos HTs na estrutura e funcdo hipocampais.
Semelhantemente, outros estudos também relataram alteracdes em testes de
memoria em animais com insuficiéncia de horménios tireoidianos. (ALZOUBI et al.,
2009; GE et al., 2012; WILCONSON et al., 2007).

No teste de esconder esferas, foi possivel observar que a manipulacdo do
estado tireoidiano altera as respostas relativas a ansiedade, onde os camundongos
tratados com PTU esconderam mais esferas em relacdo aos controles. No estudo de
SUN et al (2009), camundongos nocaute para receptores TRa apresentaram reducéo
do comportamento ansioso. Por outro lado, THOMAS et al. (2009) evidenciaram que
o comportamento de enterrar esferas ndo se relaciona apenas a ansiedade, mas
também ao comportamento repetitivo, semelhante aos transtornos compulsivos.
Neste sentido, BROW, BONELLO e POLLARD (2005) relataram a associacdo entre o
hipotireoidismo e uma variedade de transtornos psiquiatricos. A reducdo de hormonios
tireoidianos tem repercussdes sobre o humor, o comportamento e a cognicao,
especialmente por influenciar os sistemas adrenérgico, gabaérgico e serotoninérgico,
comprometendo a transmissao sinaptica nas regides cerebrais que controlam estas

funcdes.

Em conjunto, estes resultados indicam que a influéncia da reducédo de
horménios tireoidianos sobre o comportamento parece relacionar-se mais
especificamente ao dominio cognitivo em detrimento da atividade motora. Estudos
eletrofisiolégicos demonstraram que o hipotireoidismo induzido por drogas
antitireoidianas podem alterar a transmissao sinaptica e a plasticidade na regido CA1
do hipocampo de ratos neonatos (SUI, GILBERT, 2003; VARA 2002; SUI et al., 2005).
Além disto, a insuficéncia de horménios tireoidianos tem sido relacionada a regulagéo
do metabolismo glicémico cerebral, comprometendo o processamento nervoso. Desta
forma, a diminuicdo na disponibilidade de HTs prejudica a capacidade de
processamento neural tanto pela modificacao estrutural, reduzindo a neurogénese e
a sinaptogénese, quanto por alteracdes metabdlicas, com reducédo da disponibilidade
de substratos energéticos para o metabolismo central (JAHAGIRDAR, McNAY, 2012).
et al.,
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Pesquisas envolvendo alteracdo do estado tireoidiano em animais tem
demonstrado que o hipotireoidismo se associa a alteragcbes comportamentais e
cognitivas, especialmente no tocante a memoria e aprendizado. (BROW, BONELLO
e POLLARD, 2005; GUTIERREZ-MARISCAL, 2008; NILLNI, 2010; HELMREICH;
TYLEE, 2011; GE et al., 2012; BIANCO et al., 2014). Por outro lado, a influéncia do
estado tireoidiano em situacdes de aumento de demanda metabdlica ainda carece de

mais investigacdes. Especialmente, o comportamento doentio ainda nao foi estudado.

Comportamento doentio € um estado motivacional onde o organismo prioriza
algumas funcbes em detrimento de outras para lidar com patdégenos infecciosos
(DANTZER, 2009; LAWSON et al., 2013; PITYCHOUTIS et al., 2009). A administragao
periférica de LPS ativa o sistema imunoldgico, resultando na liberacdo de citocinas
pro-inflamatorias e prostaglandinas (DANTZER, 2009; LOFTIS et al., 2010). Estas
citocinas produzidas perifericamente atingem o cérebro e produzem o0s sintomas
classicos de comportamento doentio, incluindo a reducdo na atividade locomotora e

comportamentos exploratérios e anorexia.

A manifestacdo da resposta imunoldgica de fase aguda inclui aspectos que
dependem, dentre outros, do estado prévio do organismo, da temperatura ambiente e
do grau de exposicao ao agente infeccioso. (BIESMANS et al., 2013; BURKOVSKIY;
ZHOU; LEHMANN, 2013; GRANGER et al., 2013). Nossos resultados evidenciaram
que o comportamento doentio subsequente a exposicdo ao LPS esta sujeito as
variacdes de aparatos, ao curso temporal e ao tipo de comportamento avaliado. Estes
resultados corroboram com estudos anteriores, que avaliaram a importancia do
emprego de multiplas doses e diferentes testes em tratamentos sistémicos com LPS,
indicando que os efeitos atribuidos a endotoxemia sdo sujeitos as variacdes de
protocolos (DOGAN; ATAOGLU; AKARSU, 2000; BASSI et al. 2012).

Identificamos que a dose de 200 pg/Kg foi a que melhor evidenciou o
comportamento doentio nos testes avaliados, sendo suficiente para produzir as
alteracdes comportamentais induzidas pela endotoxemia. A dose mais alta utilizada,
500 pg/Kg néo produziu efeitos mais pronunciados sobre o comportamento doentio,
nao sendo, portanto, necessario o uso de concentragdes maiores. A dose escolhida

esta em consonancia com os estudos de Bassi et al. (2012) que investigaram 0s
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efeitos de doses crescentes de LPS sobre o comportamento doentio, identificando o
pico de manifestagcdo do comportamento doentio nesta concentragao.

No teste de Campo Aberto nossos resultados divergem do estudo de TARR et
al (2012) que encontraram reducéo da atividade locomotora com doses muito baixas
(10 pg/Kg). Uma possivel explicacdo para a discrepancia nestes resultados € a
diferenca na linhagem de animal utilizada e no tipo de cepa de LPS administrada nos
experimentos. Ademais, a reducdo do comportamento exploratério e da atividade
locomotora, associada ao aumento da imobilidade no Nado Forgado encontrados em
nosso trabalho estdo em consonancia 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 a endotoxemia cursa com letargia e reducdo de mobilidade,
decorrente do efeito da mobilizacdo 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 reducdo da atividade locomotora 24 horas ap6s o LPS. Porém, a dose
utilizada (830 pg/kg) foi muito superior a usada em nosso estudo. Pesquisas
envolvendo as respostas comportamentais a endotoxemia tém demonstrado que a
magnitude do comportamento doentio se relaciona a gravidade da resposta
inflamatodria sistémica 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 administracdo do patdgeno sdo fundamentais na

manifestacdo das alteracdes comportamentais caracteristicas 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 infeccdo sdo as responsaveis por mediar as alteracdes
comportamentais. Estas citocinas influenciam os sistemas adrenérgico e
serotoninérgico, refletindo nas alteragdes emocionais que determinam o aumento da
ansiedade durante o desafio imunologico. De fato, a acdo das citocinas sobre o

cérebro constituem o principal mecanismo de comunicagao entre os sistema imune e



67

nervoso, constituindo-se em uma resposta adaptativa do organismo para lidar com a
infeccdo (DANTZER; KELLEY, 2007).

Em relagdo aos aspectos concernentes a memoria e aprendizado, nossos
resultados apontam para um maior comprometimento das habilidades mneicas de
longa duracao. Pesquisas envolvendo endotoxemia e diversos tipos de memaoria tém
encontrado resultados contraditorios no tocante ao prejuizo cognitivo (JACEWICZ et
al., 2009; HABA et al., 2012; VALERO, 2014). Os efeitos da aplicagédo do LPS sobre
os resultados dos testes de memoria variam de acordo com o intervalo de aplicacéo

e o tempo decorrido até a avaliacdo das habilidades mneicas.

No teste de memodria de reconhecimento de objetos, a aplicacdo do LPS nao
interferiu na memoaria de curto prazo, apesar de influenciar o tempo de exploracéo dos
objetos. Konsman, Parnet e Dantzer (2002) relataram a influéncia das citocinas
durante a resposta imune como fator de interferéncia na motivacéo para os habitos
naturais de cada espécie. Desta forma, o principal aspecto envolvido em um possivel
prejuizo mneico durante a endotoxemia seria 0 menor interesse na exploracdo dos
elementos do teste. Por outro lado, a memoéria de longo prazo tende a ser mais
prejudicada, visto o aumento da necessidade de substratos energéticos no processo
de retencdo. Durante a endotoxemia, 0 organismo tende a economizar energia para
direciona-la ao combate a infeccdo (STRAUB, 2014), o que pode responder pelo

prejuizo cognitivo na memoaria de longo prazo.

Neste mesmo sentido, a memoaria espacial avaliada pelo Labirinto Aquatico de
Morris (LAM) demonstrou ser sensivel aos efeitos do LPS quando este foi aplicado 24
horas antes do inicio dos treinos. SPARKMAN et al. (2005) encontraram prejuizo
durante a fase de aprendizado no LAM em dois protocolos distintos. Entretanto, néo
foram encontradas diferencas na memoria espacial na fase final do teste. Os autores
destacaram a dificuldade de se determinar se a alteracdo 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 endotoxémicos, identificamos também o comprometimento da memoria
espacial na avaliacdo do probe trial, sugerindo que a endotoxemia possa comprometer
a capacidade de formagédo de novas memorias, uma vez que 0 organismo prioriza a

economia de energia para lidar com a infeccdo, além de reduzir a sinalizacao
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serotoninérgica, essencial no processamento mneico (DANTZER; KELLEY, 2007).
Estes resultados reforcam a necessidade do cuidado em se atribuir os efeitos sobre
as respostas mneicas ao desafio imunolégico, com especial importancia para o
intervalo de aplicacdo. (CUNNINGHAM; SANDERSON, 2008).

No teste de esferas, evidenciamos que em qualquer uma das doses utilizadas,
a quantidade de esferas escondidas foi menor em relagéo aos controles. Entretanto,
nao podemos atribuir este resultado a uma reducdo da ansiedade nos animais
endotoxicos. Possivelmente, o comportamento voltado a economia de energia pode
ter levado a perda da motivagéo natural para o enterramento em situacoes de estresse
(BOER; KOOLHAAS, 2002).

A avaliacdo do comportamento doentio nos animais hipotireoideos revelou que
a manipulacdo do estado tireoidiano modifica as respostas ao LPS. Apls a
administracdo do LPS, animais com hipotireoidismo induzido pelo PTU apresentaram
um atraso nas manifestacdbes do comportamento doentio, porém estas foram
acentuadas em momentos mais tardios da endotoxemia. A reducdo da atividade
locomotora em campo aberto e o0 aumento da imobilidade no nado forgcado néo se
manifestam na segunda hora apés o desafio imunol6gico, sugerindo a participacao
dos horménios tireoidianos nos mecanismos que determinam a resposta inflamatoria
aguda (VAN HAASTEREN et al., 1994). Contudo, a resposta doentia torna-se evidente
em momentos mais tardios, indicando que a reducdo dos hormdnios tireoidianos
compromete o tempo das respostas ao desafio imunolégico, mas nao impede que

estas ocorram.

Estes resultados fornecem evidéncias de que o estado da tireoide atua como
modulador para o desenvolvimento de sintomas depressivos e comportamentos
exploratérios em camundongos, porque o pré-tratamento com o PTU provoca um
atraso nas mudancas comportamentais ap6s a aplicacdo do LPS em relacdo aos
animais eutireoideos. Embora alguns estudos atribuam o aumento da imobilidade no
nado forcado durante a endotoxemia a uma reducdo da atividade locomotora
(STRAUB, 2014), outros afirmam que esse sintoma resulta da presenca de sintomas
depressivos, que sdo causadas pela situacdo inescapavel, imposta pelo teste,
resultando em comportamento do tipo depressivo (GODBOUT et al.,, 2008;

CASTAGNE et al., 2010). Além disto, sugere-se que o comportamento de imobilidade
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decorra da adaptacdo do animal para poupar energia durante a infecgcéo; neste
sentido, a reducdo da mobilidade reflete a adequag&o do organismo em priorizar as
funcbes vitais (DANTZER; KELLEY, 2007; DANTZER, 2009).

Resultados de trabalhos que investigaram a influéncia dos horménios
tireoidianos na resposta inflamatéria sdo controversos (GARCIA-LEME; FARSKY,
1993). Nesta reviséo, os autores destacam a multiplicidade dos efeitos dos hormonios
tireoidianos sobre as vias metabdlicas, as atividades enzimaticas e sobre as respostas
dos tecidos alvo de outros hormonios como fatores que podem influenciar os
resultados obtidos nestas investigacfes. Entretanto, pesquisas mais recentes
enfocando as acdes dos hormdnios tireoidianos como moduladores da funcao celular
e ainda suas acdes nado-gendmicas (DE VITO et al., 2011. DE VITO et al., 2012)
evidenciaram que os niveis de hormonios tireoidianos sédo capazes de alterar a

resposta imune, funcionando como estimuladores e protetores da funcao imunoldgica.

Possivelmente, a inibicdo das respostas agudas ao desafio imunolégico pode
decorrer da modulacdo negativa sobre o eixo hipotalamo-hipofise-adrenal no
hipotireoidismo, reduzindo assim a resposta inflamatéria induzida por LPS
(RODRIGUEZ et al, 2005). Por outro lado, a exacerbacdo do comportamento doentio
mais tardiamente refor¢ca a nossa hipotese de um atraso nas manifestacdes desta

resposta em condicdes de baixa disponibilidade dos horménios tireoidianos.

As analises da ingestdo alimentar e do ganho de peso ao longo de 24 horas
apos o desafio imunolégico demonstraram que, a principio, os animais do grupo PTU
e do grupo controle respondem igualmente a endotoxemia. LPS causou reducao na
ingestdo de alimentos em ambos o0s grupos até a décima segunda hora, a semelhanca
de outros estudos que investigaram o comportamento ingestivo durante o desafio
imunologico (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 relacdo 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 hormonios tireoidianos no metabolismo e gasto energético esta
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 manutencdo envolve a acao
direta dos hormonios tireoidianos em mecanismos distintos da ingestdo alimentar.
Neste sentido, o estado tireoidiano pode alterar as respostas a endotoxemia, uma vez
gue a manutencao de niveis adequados de hormdnios tireoidianos é essencial para
regular a homeostase energética, o metabolismo lipidico e a producdo de calor
(SILVA, 2010; NILLNI, 2010; BRIX et al., 2011; ZHU; CHENG, 2011).

Sugere-se ainda que as alteragdes na distribuicdo de gordura corporal podem
diminuir ou exacerbar as respostas ao LPS (LAWRENCE; BROUGH; KNIGHT, 2012).
Durante a endotoxemia, ocorre inibicdo direta dos neurdnios orexigenos, sendo um
dos mecanismos responsaveis por reduzir a exploracdo no comportamento doentio
(DUNN; SWIERGIEL, 2001; ELANDER ET et al., 2007; GOEHLER; GAYKEMA, 2009;
HARDEN et al.; 2011). Em adicdo, pesquisas tém demonstrado que 0s mecanismos
responsaveis pela hipofagia na endotoxemia sédo diferentes dos que determinam a
inibicdo locomotora (ELANDER et al., 2007; UETA; OLIVARES; BIANCO, 2011). Uma
vez que ndo encontramos alteracdo na funcao locomotora, porém a ingestao alimentar
foi reduzida nos animais hipotireoideos, sugerimos que a deficiéncia dos HTs pode
ampliar os efeitos de inibicdo dos neurbnios orexigenos durante a endotoxemia. De
acordo com ALVA-SANCHEZ et al. (2012) o comportamento esta parcialmente sujeito
a uma acao direta dos hormonios tireoidianos no cérebro, e este efeito é independente
do gasto energético nos 6rgaos periféricos.

Neste sentido, nos hipotetizamos que poderia haver um comprometimento da
capacidade de produzir febre nos animais em condicdo de hipotireoidismo. Porém,
observamos que o0 aumento de temperatura ocorreu no grupo PTU, mas de maneira
gradativa, com picos mais tardios de temperatura. As analises da area sob a curva do
periodo entre a 12 e 42 horas apds o LPS, onde se espera o aparecimento rapido da
febre (SOARES et al., 2012), revelaram um maior indice térmico nos animais controle.
Entretanto, a reducdo dos hormoénios tireoidianos no grupo PTU também pode ter
contribuido para a demora no aparecimento da febre. Doses de LPS semelhantes a
utilizada em nosso estudo produzem aumento de temperatura nas duas primeiras
horas ap0s aplicacdo (RUDAYA et al., 2006).

O atraso induzido pelo hipotireoidismo nas respostas fisiolégicas e

comportamentais ao desafio imunolégico foi demonstrado pelo fato de que o pré-
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tratamento com PTU alterou o inicio da resposta febril nos animais hipotireoidianos.
O desenvolvimento da resposta febril ao lipopolissacarideo no hipotireoidismo
experimental ainda néo foi estudado. Um estudo anterior relatou que a diminui¢do da
resposta febril de coelhos com deficiéncia de hormonios da tireoide € devida a reducéo
do numero de receptores b-adrenérgicos ou da alteracdo na disponibilidade do
neurotransmissor nos tecidos com atividade termogénica, tais como o tecido adiposo
marrom (MACARI E et al., 1987). De fato, os hormonios tireoidianos participam
ativamente nos processos de producao e conservacao do calor e aumentam os efeitos
metabolicos das catecolaminas nos mecanismos de regulacdo térmica (LITTLE et al.,
2013; WARNER et al., 2013; STRAUB, 2014).

Além disto, a ativacédo de neurdnios TRH do hipotalamo poderia representar um
dos mediadores hormonais nao térmicos que modulam os circuitos termorregulatorios
e alteram o set point (KEIL et al., 1994). Embora os mecanismos que modulam o set
point no hipotireoidismo ndo sejam completamente conhecidos, demonstramos que a
resposta febril foi adiada nesta condi¢cdo, corroborando com a demora na
manifestacdo de comportamento doentio. Uma das possiveis causas para esse
achado seria a baixa capacidade de producédo de citocinas que ocorre quando 0s
niveis periféricos dos horménios tireoidianos diminuem (LITTLE et al., 2012). Estudos
anteriores demonstraram niveis mais elevados de citocinas pro-inflamatérias em
pacientes com hipertiroidismo (LAKATOS et al., 1997). Ademais, o tratamento do
hipertiroidismo foi associado com um aumento dos niveis séricos de citocinas pro-
inflamatorias (SIDDIQI et al., 1988).

Em adicéo, o aparecimento da febre durante as fases iniciais da endotoxemia
esta diretamente relacionado a producéo de prostaglandinas, onde as temperaturas
mais altas sao registradas concomitante as maiores concentracfes de
prostaglandinas no tecido cerebral (ROMANOVSKY et al., 2008; ENGSTROM et al.,
2012). A condicado de hipotireoidismo € associada a diminuicdo na producdo de
prostaglandina por reduzir a expressao da prostaglandina sintetase em regides
especificas do cérebro (Garcia-Fernandez et al., 1997), sendo também um possivel
fator que contribuiu para o aparecimento tardio da febre apds o desafio imunoldgico.

Paralelamente ao menor indice térmico encontrado nas primeiras horas da

endotoxemia no grupo PTU, identificamos uma menor expresséo de Fos no PVN, uma



72

area sensivel ao LPS sistémico tanto em baixas dosagens quanto em concentracfes
maiores (TARR et al., 2012). A ativacdo do PVN por lipopolissacarideo resulta, dentre
outros fatores, da estimulacdo noradrenérgica e da producdo de prostaglandinas
(CONDE et al., 1999; MATSUOKA et al., 2003). Desta forma, a reduzida capacidade
de produzir prostaglandinas (GARCIA-FERNANDEZ et al., 1997) aliada a diminuta
atividade adrenérgica no estado hipotireoideano (BILEZIKIAN; LOEB, 1983) podem
ser sugeridos como mecanismos responsaveis por reduzir a ativacdo dos neurdnios

paraventriculares nos animais do grupo PTU.

Por outro lado, a resposta no SON foi semelhante tanto no grupo controle
guanto nos animais tratados com PTU, com aumento na expressao de Fos 02 horas
apos aplicacado do LPS (LAWRENCE; BROUGH; KNIGHT, 2012). Além disto, ndo
encontramos diferencas no BST ap6s o desafio imunolégico nos animais com
hipotireoidismo induzido por PTU. Entretanto, quando tratado com salina, os animais
hipotireoideos também apresentaram aumento da expressdo de Fos no BST
comparado ao grupo controle. WAGNER et al. (1994) identificaram que os efeitos do
PTU sobre a expressdo de Fos sO ocorreu na auséncia de alteracfes na condi¢cédo
basal. Assim, 0 aumento da ativacdo neural nos animais tratados com PTU em nosso
trabalho possa justificar a auséncia de modificacbes na expressdo apdés o desafio

imunolégico.

De particular interesse, nos animais tratados com PTU, encontramos um menor
namero de células positivas para Fos na mPOA, na segunda hora apés o LPS. Estes
resultados corroboram com nossa hip6tese do aparecimento tardio da febre no grupo
hipotireoideo. Sendo a mPOA a principal area responsavel pelo controle
termorregulatério (Boulant, 1981), a menor ativacdo neural nesta area demonstra que
as alterac@es térmicas no grupo hipotireoidiano sdo menos pronunciadas em relacao
aos controles. GORDON (1997) demonstrou que animais tratados com PTU exibem
diminuic&o no set point. Porém, o fato do indice 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 ativagao neural apés a
segunda hora de aplicacdo do LPS confirmam que as respostas comportamentais a

endotoxemia estdo atrasadas nos animais com hipotireoidismo.
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A modulagdo das células imunitarias na distribuicAo do stress e na
endotoxemia aguda € uma resposta adaptativa para potenciar a vigilancia imunitaria
e aumentar a capacidade do sistema imunitario em responder a um desafio. A
manipulacdo do estado tireoidiano pode levar ao comprometimento da
imunocompeténcia, uma vez que os hormonios tireoidianos participam ativamente
da sinalizagéo celular e da comunicacdo neural (De Vito et al., 2012), A partir dos
nossos resultados, sugerimos que a reducdo dos hormonios tireoidianos diminui a
capacidade do organismo em responder ao desafio imunoldgico, refletindo-se no
atraso das manifestacdes do comportamento doentio, no inicio tardio da febre
(SILVA; GIUSTI-PAIVA, 2014) e em uma menor expressao de Fos nas primeiras

horas em regifes classicamente ativadas pela endotoxemia (WAN et al., 1994).

A comunicacdo entre 0s sistemas nervoso, imunoldgico e enddcrino,
constituindo um sistema psiconeuroimunoenddcrino, € a base da manutencédo da
homeostase e, por conseguinte, da saude. Cada um destes sistemas é complexo e
as interacbes entre estes mostram ainda maior complexidade. A modulagdo do
sistema neuroenddcrino sobre a atividade do sistema imune € particularmente
importante nas interacdes mediadas pelo eixo hipotalamo-hipéfise-tireoide uma vez
qgue as ceélulas do sistema imune contribuem para a regulacdo da atividade deste
eixo, especialmente nos periodos de estresse imunoldgico. (KLEIN, 2006). Desta
forma, as alteracbes do estado tireoidiano tornam-se de especial interesse no

manejo de condi¢cdes que envolvem a resposta imune.
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7 CONCLUSAO

Nossos resultados demonstraram que o hipotireoidismo atrasa as respostas
psiconeuroendocrinas ao desafio imunoldgico, sugerindo que o0s hormdnios
tireoidianos séo essenciais para a regulacdo da temperatura corporal e para as

manifestacfes do comportamento doentio durante a endotoxemia.
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ANEXOS A - TABELAS

Tabela 2 - Médias e erros-padrao dos grupos tratados com diferentes doses de LPS no teste de Campo
Aberto.

Parametros  Veiculo 100ug/kg 200ug/kg 500ug/kg F

Centro 24,75+2,25 28,00+4,03 8,12+1,10 13,25+2,15 Fs31 =12.98, P<0.0001
Periferia 59,25+2,31 55,13+2,25 26,75+1,67 36,25+5,76 Fs331 = 20.45, P<0.0001
Total 84,00+2,56 83,13+5,71 34,88+1,24 49,50+7,34 Fs331 = 25.60, P<0.0001
Rearings 23,50+£3,94 21,00+1,90 10,13+1,73 14,75+3,76 Fs31 =4.037, P=0.01

Tabela 3 - Médias e erros-padrdo dos grupos tratados com diferentes doses de LPS nos testes de
Esconder Esferas (a) e Nado Forgado (b).

Parédmetros Veiculo 100ug/kg 200ug/kg  500pg/kg F
N° de esferas escondidas (a) 6,0+1,53 0,25+0,16 2,12+1,18 0,0+0,0 F331 =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  Fsa31 = 169.4, P<0.0001

Tabela 4 - Médias e erros-padrdo dos grupos tratados com diferentes doses de LPS no teste de
Membéria de Reconhecimento de Objetos — Curta Duragéo.

Parametros  Veiculo 100pg/kg 200pg/kg 500ug/kg F

TEA 9,0+1,13 9,50+0,18 5,25+0,25 3,50+0,56 Fs31 = 19.88, P<0.0001
TEC 28,00+£1,13 28,50+1,32 16,50+0,70 7,50+0,56 Fs,31 = 105.3, P<0.0001
TNE 264,0+£0,37 266,5+1,32 262,5+5,10 289,0+1,13 Fs,31 = 21.20, P<0.0001
IR 0,770,039 0,84+0,005 0,71+0,03 0,69+0,02 Fs31=5.889, P=0.003

Nota: TEA — Tempo de exploragdo do objeto A; TEC — Tempo de exploragao do objeto C; TNE
— Tempo de ndo-exploracéo; IR — Indice de Reconhecimento
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Tabela 5 - Médias e erros-padréo dos grupos tratados com diferentes doses de LPS no teste de
Meméria de Reconhecimento de Objetos — Longa Duracéo.

Parametros  Veiculo 100ug/kg 200ug/kg 500ug/kg F

TEA 10,50+1,44 13,25+0,75 15,00+3,13 5,50+0,86 Fs31=5.195, P=0.01
TED 22,50£2,07 26,50+0,56 27,00+2,26 13,50+0,94 Fs31 = 14.63, P<0.0001
TNE 267,0+£3,57 259,5+0,670 256,5+5,59 277,7£2,99 F331 = 6.653, P=0.0027
IR 0,69+0,01 0,65+0,003 0,63+0,01 0,63+0,01 Fs31 =3.943, P=0.01

Nota: TEA — Tempo de exploragéo do objeto A; TED — Tempo de exploragao do objeto C; TNE
— Tempo de ndo-exploracao; IR — Indice de Reconhecimento

Tabela 6 - Médias e erros-padrdo dos grupos tratados com diferentes doses de LPS no teste de
Labirinto em Cruz Elevado.

Parametros  Veiculo 100ug/kg 200ug/kg 500ug/kg F

EBF 3,42+0,75 2,57+0,61 1,14+0,45 0,85+0,34 Fs31=0.2847, ns
EBA 4,71+1,37 5,42+1,17 3,85+0,98 4,85+1,29 Fs31 = 4.645, P=0.01
TBF 15,86+3,55 13,00+3,89 4,85+2,20 2,71+1,06 Fss31=4.715, P=0.01
TBA 284,1+3,55 287,0+£3,89 295,1+2,20 297,3+1,06 Fss31=4.715, P=0.01

Nota: EBF — NUmero de entradas nos bracos fechados; EBA — Nimero de entradas nos bragos
abertos; TBF — tempo nos bracos fechados; TBA — tempo nos bracos abertos
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Tabela 7 - Andlises de variancia de duas vias dos grupos controle e pré-tratados com propiltiouracil
(PTU) adicionado a agua de beber (estado tireoidiano) e submetidos a injecdo de veiculo ou LPS

(desafio imunolégico) no teste do Campo Aberto.

Paréametros Estado Desafio
Tireoidiano Imunolégico Interacéo

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: Andlises de variancia de duas vias dos grupos controle e pré-tratados com propiltiouracil
(PTU) adicionado a agua de beber (estado tireoidiano) e submetidos a injecdo de veiculo ou LPS

(desafio imunoldgico) no teste do nado forcado.

Parametros

Estado
Tireoidiano

Desafio

Imunolégico

Interacéo

02 horas
Floating
Swimming
Climbing
06 horas
Floating
Swimming
Climbing
24 horas
Floating
Swimming

Climbing

F1,36 =129.3, P <0.001
F1,36 = 102.8, P < 0.0001

F1,36 = 51.66, P < 0.001

F1,36 = 100.2, P < 0.0001
F1,36 = 54.49, P < 0.0001

F1,36 = 242.9, P < 0.0001

F1,32=41.81, P <0.0001
F1, 32 =32.73, P <0.0001

F1,32=16.79, P <0.001

F1,36 =30.11, P <0.001
F1,36 = 22.28, P < 0.0001

F1,36 = 15.95, P < 0.001

F1,36 = 133.2, P < 0.0001
F1,36 = 88.89, P < 0.0001

F1,36 = 146.9, P < 0.0001

F1,32 =213.3, P <0.0001
F1,32=193.1, P <0.0001

F1,32=70.75, P <0.0001

F1,36 = 95.6, P <0.001
F1,36 = 61.88, P < 0.0001

F1,36 =77.18, P <0.0001

F1,36 = 25.06, P < 0.0001
F1,36 =17.35, P < 0.001

F1,36 = 20.28, P < 0.0001

F1,32=16.62, P <0.001
F1,32=22.01, P <0.0001

F1,32=5.64, P <0.05

Tabela 9 - Analises de variancia de duas vias dos grupos controle e pré-tratados com propiltiouracil
(PTU) adicionado a agua de beber (estado tireoidiano) e submetidos a injecdo de veiculo ou LPS
(desafio imunolégico) no teste de Interacdo Social.

Tempo de

Investigacéo

02 horas

06 horas

24 horas

Estado
Tireoidiano
F128=60.98, P <0.0001

Fi128 = 162.6, P < 0.0001

Fi128 =32.18, P <0.0001

Desafio
Imunolégico
F128 =0.059, P =0.808

F128 =28.16 P <0.0001

F1,.28 =63.85, P <0.0001

Interacéo
F1,28 = 14.53, P = 0.0007

F128 =0.036, P = 0.849

F1.28 =8.396, P = 0.0072
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Tabela 10 - Andlises de variancia de duas vias dos grupos controle e pré-tratados com propiltiouracil
(PTU) adicionado a agua de beber (estado tireoidiano) e submetidos a injecdo de veiculo ou LPS

(desafio imunoldgico) no teste de meméria de reconhecimento de objetos.

Parametros

Estado
Tireoidiano

Desafio
Imunolégico

Interacéo

Curta Duragéo
TEA

TEC

TNE

IR

Longa Duracéo
TEA

TED

TNE

IR

Fi128=61.64, P <0.0001
Fi1,28 =397.4, P <0.0001
F1,.28 =383.6, P <0.0001

F108 =17.92, P =0.0002

Fi128 =21.94, P <0.0001
Fi128 = 14.38, P <0.0001
F1,8 = 24.66, P =0.0007

F1,.28 = 25.68, P <0.0001

Fi1,.28 =28.01, P <0.0001
Fi128 =0.098, P = 0.755
Fi128 =7.162, P =0.0123

F1,8 =51.58, P < 0.0001

F1,28 = 18.97, P = 0.0002
Fi128=33.41, P <0.0001
F1,8 =40.88, P <0.0001

Fi128 =5.677, P <0.0242

Fi128 =7.470, P = 0.0107
Fi128 =42.99, P <0.0001
F1.28 =59.67, P <0.0001

F1,8 =27.50, P <0.0001

Fi128 =9.244, P = 0.0051
F1,28 =0.035, P < 0.8529
F108 =2.427, P <0.1305

F128=0.513 P =0.4796

Nota: TEA — Tempo de exploragdo do objeto A; TEC — Tempo de exploragao do objeto C; TNE
— Tempo de ndo-exploracéo; IR — Indice de Reconhecimento

Tabela 11 - Analises de variancia de duas vias dos grupos controle e pré-tratados com propiltiouracil
(PTU) adicionado & agua de beber (estado tireoidiano) e submetidos a inje¢cdo de veiculo ou LPS

(desafio imunoldgico) na expressao de c-Fos.

Area Estado Desafio

Tireoidiano Imunoldgico Interacao
PVN F120=22.32, P =0.0001 F120=80.49, P <0.0001 F120=4.44, P = 0.047
SON F117 = 25.20, P =0.0001 F117=0.86 P <0.366 F117=0.067, P =0.798
BST F115 =40.44, P <0.0001 F115=2.907, P =0.108 F115 =26.33, P =0.0001
mPOA F118 =8.263, P =0,01 F118 =65.02, P =< 0.0001 F118 =5.774, P =0.0273
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ARTICLE INPFPO ABSTRACT
Artiche history: Sickness behavior is an expression of a motivatanal state triggered by activation of the peripheral innate
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immune system, whereby an ocganism reprioritizes its functions to fight infection. The relationship
between thyrosd harmone and immune cells is complex, and additional insights are nesded about the
mvalvement of the crass-talk between thyroid barmone, the central nervous system and immune func.
sor, as d d by the ¢ guences to sickness behavior. The xim of this work was to evaluate
sickness behavior in hypothyroid mice. Control mice and mice treated with propyithiouracil (PTU) for
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;‘3;:,":' . 30 days (0.05%; added 1o drinking water) recelved a single dose of LPS (200 pg/kes L.p) oc saline, and
Endotasemia the behavioral response was assessed far 24 h, We provide evidence that thyrold status acts & modulator
Sckmess behavior for the development of depressive-tike and exploratory behavioss in mice that are subjected to an immu-
Fever nedagical challenge because the FIU pretreatment delayed the LPS-induced behavioral ch observed
Anorexia i an open Beld test and in a forced swimming test. This r was obsesved concomitantly with 2
Jower thermal index until 4 h after the LPS administration. This result d rates that thyrosd status
modifies bebavioral 1o immune chall and suggests that thyrosd barmones are essentiad for

the manifestation of sickness behavior during endotexemk.
€ 2014 Elsevier Inc. All rights reserved
1. Introduction et al, 2001 However, systemic inflammation, such as during

Thyroid hormaones exert strong control over many functions
involved in homeostasis and development. A proper thyroid status
is crucial for various mechanisms, protein synthesis and the devel-
opment of the central nervous system, as well as for regulating
long-term energy consumption, storage and expenditure through
different mechanisms (Gutirrez-Mariscal et al. 2008; Warner
and 8eckett, 2010; Brix et al.. 200 1)

The neuroendocrine system and the immune system engage in
complex  cross-talk  via  hormones  and  immunomodulatory
signaling molecules. Increasing evidence suggests that thyroid
hormones, L-thyroxine (T4) and 3,3'5-triiodo-L-thyronine (T3),
are modulators of the immune response (Warmer and Beckett,
2010) In monocytes, macrophages, feukocytes, natural killer cells,
and lymphocytes, a wide range of immune functions, such as che-
motaxis, phagocytosis, the generation of reactive oxygen species
(ROS), and cytokine synthesis and release, are altered under hypo-
and hyperthyroid conditions (Warner and Beckett, 2010; De Vito

* Corresponding author at lestituio de Ofncias Blomddicas, Usiveradade
Federal de Alfenas, UNIFAL Rua Caboel Moeteiro da Silva, 700, Alfenas. 37130
000 MG, Srazil. Tel: «55 (35) 3299 FI03.

F-ovil axfdrese: agistgaivargmail com (A, Gausti-Paival

hoap:)jdxookorg/ 101 0016)) 60 2014 12,014
088D 1591/ 2014 Elsevier Inc. All rights reserved,

mjury, or starvation, leads to the downregulation ol hypothalamic
thyrotropin-releasing hormone (TRH); lowered secretion of thy-
roid-stimulating hormone (TSH), free T4, and free T3; decreased
levels of circulating free T3 due to decreased peripheral conversion
ol T4 to T3; and increased conversion of biologically active T3 to
inactive reverse T3. All mechanisms lead to the inhibiton of the
hypothalamic-pituitary-thyroid gland axis (HPT) (Gothe et al.
1999; De Vito et al. 201 1; Fonseca et al, 2013)

Thyroid bormones exert their regulation of the HPT axis by a
feedback mechanism, and its reduction is associated with reduced
TSH. leading to hypothyroidism. Hypothyroidism Is characterized
by a set of factors that reduce metabolism, including weight gain
over long periods of time, fatigue, weakness, cold intolerance and
mental slowness, The reduced basal metabolism in hypothyroid-
sm produces central and peripheral effects on feeding behavios,
thermogenesis, lecomotor activation and autonomic regulation
(Lopez et al, 2013) Thyroid hormones influence specific immune
responses, as well as several aspects of innate and adaptive immu-
nity. The relationship between thyrold hormone and immune cells
Is complex, and additional insights are needed about the cross-talk
between thyroid hormone and immune function. During acute
systemic infectious. disease, the precisely regulated redease of
energy-rich substrates (glucose, free fatty acids, and amino acids)
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and auxiliary elements, such as calcium/phosphorus from storage
sites (fat tissue, muscle, liver, and bone) (Straub, 2014), are highly
important because these factors are needed by the energy-
consuming immune system in a situation with little or no food;
water intake (sickness behavior) {Dantzer ot al. 2007; Stravh
2014),

Sickness behaviors constitute an array of symproms exhibited
by animals during the course of an acute infection, including
reduced activity, reduced food and water intake, and reduced
social interactions (Straub, 2004), 1t is assumed that these symp-
toms enable the reallocation of finite energy resources to fighting
infection.

In the present study, our aim was to explore the link between
hypothyroidism and endotoxin-induced sickness behavior, To this
end, the thyroid status was distupted in mice using the ancithyroid
molecule propylthiouracil (PTU), and we explored the effects
on behavior and thermoregulation during an immunological
challenge.

2. Material and methods
2.1. Animals

Adult mate Swiss mice (35-40g) were obrained from the
Central Animal Facility of the Federal University of Alfenas. The
animals were housed under controlied light (12:12 h light-dark
cycle: lights on at 07:00am.) and temperature conditions
(23 2 1 °C) with ad libitum access to water and food, The animals
were allowed to habituate to the housing facilitles for at least
1 week before the experiments began, Behavioral studies were
performed in a quiet room between 08:00 a.m, and 12:00 p.m. to
minimize orcadian variation. All experiments were conducted
with the approval of the Ethics Committee of the Federal
University of Alfenas and in accordance with their guidelines
(protocel 435)2012), To induce the hypothyroidism condition in
the experimental groups, we administered 0.05% 6-propyl-2-thio-
uracil {PTUL which was diluted in the drinking water, for a peried
of 30 days. according to previous reports (Gordon, 19971 Control
groups received filtered water, Lipopolysaccharide (LPS) from
Escherichia coli serotype 026:R6 and 6-propyl-2-thiouracil were
purchased from Sigma-Aldeich [USA),

2.2. Biometrical parameters

After the 30th day of the addition of PTU to the dnnking water,
the animals were weighed to determine the weight gain and were
sacrificed by isoflurane inhalation, The naso-anal length was
assessed by measuring the length from the snout to the beginning
of the tail (cm) and by calculating the Lee index (Roggers and
Webb, 1980}, The perigonadal and retroperitoneal fat and the thy-
rold and parathyroid glands were excised and weighed.

2.3. Blood semples and hormonal measurements

After the 30th day of addition of FTU to the drinking water.
another set of mice were decapitated, and blood samples were col-
lected from the control (n = 7) and PTU groups (1 = 8) and placed in
tubes. The blood samples was centrifuged (3000 rpm for 20 min)
and the sera was separated and stored at -20°C, Serum T3 and
T4 leyels were determined using specific Coated-Tube Radioimmu-
noassay (RIA} kits (MP Biomedicals, LLC, USA) The procedures
were performed according to the recommendations of the kits.
The sensitivity was 4.3 ng/dl for T3 and 0.4 pgidl for T4. The inter-
and intra-assay coefficient of vacation values varied from 4.2% to

6.0% and from 5% to 6.5% for T3 and 7.1% to 7.4% and from 2.9%
1o 5. 1% respectively for 74,

2.4. Behavioral experimental procedures

In the amimal room, the mice were pretreated with or without
PTU in the water for 30 days before injections of Hpopolysaccha-
nde [LPS) serotype 026:86 (200 pglkg: Lp.) or sterile isotonic saline
{0.9% NaCl). The behavioral tests were performed 2, 6 or 24 h after
the LPS treatment. These time points were chosen on the basis of
previous behavioral, endecrine and neurochemical studies (Yang
and Gordon, 1997; Dunn and Swiergicl, 2005; de Paiva et al,
2010) The behavioral sections were video-recorded and analyzed
by an experimenter blind to the testing condition,

2.4.1. Open field test (OFT)

Locomotor activity was quantified for 5 min in an open feld,
which was a cylindrical box with a floor that was divided into 12
squares. Furthermore, for tests that were longer than 5 min, the
mice became habituated to the apparatus, thereby decreasing the
differences between groups. Four squares were defined as the cen-
ter, and the eight squares along the walls were considered the
periphery. Each mouse (n=10 per group) was gently placed
exactly In the center of the box, and the activity was considered
a line crossing when a mouse removed all four paws from one
square and entered another, and rearing (frequency with which
the mice stood on their hind kegs in the apparatus), Line crossings
among the central four squares of the open field were counted sep-
arately from line crossings among the peripheral squares (Dunn
and Swirrgied, 2005; de Paiva et al,, 2010}

242 Forced swimming test (FST)

This test was performed according to the method developed by
Porsalt et al (1977 for mice, Mice (n = 12 per group) were placed
In a vertical glass cylinder {26 cm in high, 12 cm in diameter | filled
with 25 *C water to a depth of 16 cm. The water depth was chosen
so that the animals must swim or float without their hind limbs or
tail touching the bottom, For testing, cach mouse was placed in the
cylinder for 6 min, and the immobility (floating) swimming and
climbing were assessed every 5s. As suggested by Porsolt, only
the data scored during the last 4 min were analyzed and presented.

2.5, Food intake and weight gain

Animals (n = 10 per group) were fasted for 12 h before receiving
injections. The fasted animals exhibited increased food consump-
tion during the first few hours after the refeeding compared with
the animals fed ad libttum. Immediately after the injections, a fresh
supply of pre-weighed food was provided. Food intake was calcu-
lated 2, 4,6, 8, 12 and 24 h after the injection by measuring the dif-
ference between the pre-weighed standard chow available and the
welght of chow and spilled crumbs (de Paiva et al. 2010)

2.6, Body remperature

One week prior to the immunological challenge, another set of
amimals were subjected to a surgical procedure for the implanta-
tion of a temperature transmitter in the peritoneal cavity, These
procedures were performed under ketamine-xylazine (42.0 and
4.8 mg/kg, respectively, Lp.) anesthesia and antiblotic {pentablotic,
375 mglkg Im) protection. For implantation of a miniature
{25 mm) temperature transmitter {series 4000 E-Mitter; Mini
Mitter, Bend, OR), a midline lagarotomy was performed, the probe
was inserted in the peritoneal cavity, and the surgical wound was
sutured. After surgery, the animals were kept in individual cages
under the same conditions as mentioned above, One week after
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surgery. the cages were placed on a telemetry receiver (model
ER-3000; Mini-Mirter) connected 1o a PC, and the body tempera-
ture was recorded at 10-min intervals during the expenments.
Data were collected using Vital View software (Mini-Mitter). Ther-
mal indexes (T, Celsius » minutes) were used to improve the dats
analysis and were calculated as the area under the curve of the
body temperature measurements, as previously described
(Giusti-Paiva et al,, 2003)

2.7. Stanstical analysis

Data were analyzed using the GraphPad soltware program ver-
ston 5.0 and were expressed as the mean £ SEM. The biometric
and hormonal parameters were compared using the 7 test. In other
experiments, we analyzed the effect of thyroid status (pretreat-
ment with or without PTU in water ) and immunological challenge
(treatment with saline or LI'S) factors upon behavior, temperature,
and foad intake using a two-way analysis of variance (ANOVA). fol-
lowed by Tukey post-tests. A p-value of less than 0.05 (p<0,05)
was used to establish significance.

3. Results
3.1. Biometric and frormonal measures

The mice pretreated with PTU showed a higher Lee index
(p<0.01). lower naso-anal length (p<0.0001) and lower weight
gain {p<0,001) than the control group, The epididymal (p<0.01)
and retroperitoneal (p <0.05) fat were Jower in the PTU group,
whereas the weight of the thyrold gland increased {p <0.001).
The serum levels of thyroid hormones were lower in the PTU group
(T3; p < 0.01 and T4; p < 0.001) than in the control group (Table 1),

3.2. Open field test

The mice pretreated with water (control group) had reduced
numbers of central, peripheral and total line crossings and a reduc-
tion in the number of rearings 2 h after LPS administration com-
pared with the corresponding values for the aline-treated mice
(Fig. 1AL Ne effect of LPS was observed in the open field test 2 h
after administration in mice pretreated with PIU, (Fig. 1A Statisti-
cal data: Supplementary material, Table 1), Similarly, 6 h after the
LPS administration (Fig. [B), there was a reduction in the number
of central, peripheral and total crossings, as well as the number
of rearings, in the control group. In the mice pretreated with
PTU, the central and total entries and the number of rearings after

Table 1
Elometric and hommonal parameters in conteol méce and treated with propyRthiouraci
(FTU) foe 30 dayrs,

Control "y

Lee index 30t200 30800

Niso-aoal lengeh (em) 11632012 1097 + D09
Initial body weight (g) 36672049 3649062
Fenal body weight (g) EUREFYIRTH 4279000
flody weight gan (g) 11822104 6672077
Epictitymal adipose (810 g) 0212000 0129200
Retcoperitooeal adipase (g/108) 007 £ 0,01 01200

T3 senim (ngidi] 55652 207 45362153
14 serum (pg/ol) 353 040 1434006
Glamdudar weight (myg) 417205 10782029

Data are presested as mean values £ SEM,
P <005 compared with the Cootred group.
" p< 001 compared with the Controd group.
" p< 0001 compared with rhe Control group.

LPS administration were lower than those in the mice treated with
saline, but this response was attenuated compared with those in
the mice pretreated with water and the mice treared with LPS.

However, 24 h after the administration of saline or LPS (Fig. 1C),
the control group treated with LPS no showed difference compared
with the group that received saline, but the PTU-treated group
showed an accentuated decrease in all evaluated parameters in
the open field test after the LPS administration compared with
those for the saline group (Fig, 1C)

3.3. Forced swimming test (FST)

Fig 2 shows the effect of LPS at dilferent time points in hypo-
thyrokd and euthyroid animals on FST. In addition. the pretreat-
ment with PTU induced an increase in floating and a reduction in
swimming and climbing events compared with the corresponding
activities in the cantrol group, and this observation was similar 2,6
and 24 h after the saline injection {Flg. 2A-C respectively; Stazisti-
cal data: Supplementary material, Table 2} The LPS administration
promoted an increase in floating and a reduction in swimming and
climbing events in euthyrosd animals at 2 and 6 h (Fig. 2A and B,
respectively); however, this parameter returned to the basal level
at 24 h (Fig. 2C). Furthermere, 2 b after the LPS administration in
hypothyroid anmimals, no effect was observed compared with its
control (Saline; Fig 2A), but after 6 and 24 h, LPS promoted an
increase in floating and a reduction in swimming and climbing
cvents (Fig 28 and C)

3.4. Food Intake and welght gain

The food consumption for 24 h after the application of saline or
LPS is shown in Fig 1A, The LPS treatment decreased the food
intake in both of the groups prewreated with water or FIU
compared with the saline-treated group. At 24 h after the LPS or
saline treatment. the PTU pretreatment inducesd an accentueated
hypophagic effect in the LPS-treated animals compared with the
control group (immunological challenge factor: Fyq4=2034,
p < 0.001; thyroid status factor: F; y4 = 4.66, p = 0.038; interaction:
Fi3a= 1594 p<0001), Furthermore, the animals that received
LPS showed weight loss compared with the weight in the saline
group, both for the animals pretreated with PTU and the water
group (immunological challenge factor: F, 45 32,41, p<0.001;
thyroid status factor: Fiae= 117, p>005; interaction; Fyyz»
0.06, p = 0.810: Fig. 3B).

3.5, Body temperahure

The administration of LIS Induced an increase in bady temper-
ature {fever; Fig. 4A and B}, The thermal index (area under curve)
from | to 4 h after LPS or safine administration {T.1 1; Fig. 4C)
increased, showing the incrément in the body temperatuse, in both
the water and PTU pretreatment groups: however, the change was
more accentuated in the control animals (immunological challenge
factor; Fy 5 =44.35, p<0001; thyroid status factor: Fy =628,
P < 0.035; interaction: F 34 = 13.3, p < 0,01 ) The thermal index from
4to 7 h after LPS or saline administration (1.1, 2; i 4D) suggests a
similar LPS-induced increase in body temperature, independent of
thyroid status  (immunological challenge factor; Fy o = 7841,
p <0.001; thyroid status factor: Fy 5= 1.01, p> 0.05; intefaction:
¥i2:= 1.2, p>0.05). These data show that the febrile response to
LPS is delayed in the group pretreated with PTU compared with
that in the control group; however, once fever state is established,
the fever has the same magnitude in both the contral and hypothy-
roid animals. The animals pretreated with PTU (36.15 2 0.06)
presented a lower basal temperature than the control group
(36,59 £0.04; p<0.001)
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Fig- 1. EMects of pretroatmoent with O06% progyichionwacil (FTU), which was added 10 the deinking wates, on the open fleld test resalts, which were evaluased 2 (A) 6 (8} and
241 (C) after the administration of eithey lipopolysacchuaride (LPS) or saline. Each cofume represents the mean with the SEM. The symbals descte the significance levels,

e < D001 campared with the Control + Vehicle grougs: *“'p < 0001 compared with the PTU + Vehidie grovp:

4. Discussion

The present study shows a delay in the depressive-like, explor-
atory behavior and febrile response, accompanied by an accentu-
ated hypophagic response induced by endotoxin in hypothyroid
animals.

LPS can Induce depressive-like behavior and a reduction in
exploratory behavior in mice, as evidenced by depressed locomo-
tor activity in the open field test and reduced swimming and

s

p <001 compared with the Control + LPS group

climbing, as well as an Increase in Immobility events, in FST. This
effect was accentuated 2 b after LPS, and the amplitude of the
effect decreased 6 b after the treatment in the control animals. This
behavioral response depends on the thyroid status: in hypothyroid
animals, the start of the behavioral response in OFT and FST was
defayed, However, the behavioral response in these animals was
accentuated 24 h after the immunological challenge, whereas
euthyroid mice exhibited complete remission of this effect
Experimental hypothyroidism causes depressive-like behavior,
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A (2 h)

50+

40+

Number of events

[ Control + Vehicle
=1 PTU + Vehicle
Wl Control + LPS
B8 PTU+LPS

Number of events

C (24 h)

50+

40+

30+

Number of events

g
+++

Floating Swimming Climbing

Fig. 2. Eflects of pretreatment with 0.05% peopyithiouractl {FTU}, which was added to the drinking water, on the forced swimming test results, which were evaluated 2 (AL G
|5} and 24 h {C} after the administration of either lipopadysacchande (LFS) or saline. Each column represents the mean with the SEM. The symbods denote the suficance
leweds: “p < 001 and “p < 0001 compared with the Control + Vebicke groups: “p < Q01 and " « 0001 compased with the PTU « Vehicle group: *“p <001 and ***p <0001

compared with the Coatrad + LPS group
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A 307 o Control + Vehicle
-& Control + LPS
-0~ PTU + Vehicle
-0 PTU+LPS

n
n
i

N
(=]
1

v
o
i

Food intake (g/10g body weight)
g 9

Lt
=]

B 2 Control
- PTU

A weight (g)

i

Vehicle LPS

Fg 3. Effects of pretrearment with 0.05% propyhthiouracd (PTUY which was added 1o the doinking water. on the food indake [A) and body welght change (BL which were

) d 24 b after the ad

atxon of either lipopotysaccharide (LPS) or sahime. Each colomn repeesents the mean with the SEM. The symbols denote the ssgnificance

Jevedss “p<000) compaced with the Comtrol + Vedicle groups: "0 <001 amd "“p< Q001 compared with the PTU + Vebiche group. ***p <0001 compared with (e

Control + LPS group

Kulikov and colleagues [ 1997] have demonstrated that the severe
hypathyroidism Induced by thyrosdectomy or the mild hypothy-
roidism caused by an iodine-free dict is able to increase the immo-
bility time of animals in the forced swimming paradigm. Similarly,
our data confirm these results and also show that the hypothyraid-
ism triggered by PTU administration may be considered a consis-
tent model for studying this neurological disorder. In addition,
the present study confirms previous observations about the madel
of hypothyroldism by evaluaring the effect of PTU treatments on
biometric parameters, thyroid hormone levels and glandular
hypertrophy (Yang and Gordon. 1997; Zeng €t al, 2007; Ueta
eral, 20170 Jena et o, 2012; Johnstone et al, 2013)

At the behavioral level, sickness behavior is a motivational state
that reprioritizes the functions of an organism to cope with infec-
tious pathogens (Dantzer, 2009 Lawson et al, 2013 Pitychoutis
eral, 2009 ) Peripheral administration of LPS activates the immune
system, resulting in the release of pro-inflammatory cytokines and
prostaglandins (Dantzer, 2009; Loftis et al. 2010) These peripher-
ally produced cytokines gain access to the brain and produce the
classical symptoms of sickness behavior, including a reduction in
locomotor activity and exploratory behaviors and  anorexia.
Although some studies attribute the increased immobility in the
FST during endotoxemia o a reduction of locomotor activity
(Straub, 2014), others claim that this symptom results from the
presence of depressive symptoms. which are caused by the ines-
capable situation imposed by the test that produces depressive-
like behavior (Codbout et al, 2008; Dantzer, 2009, Castagné
et al. 2010). These findings provide evidence that thyrold status
acts as modulator for the development of depressive-like and
exploratory behaviors in mice because PTU pretreatment delayed
the LPS-induced behavioral changes relative to euthyrold animals.
An insufficiency of thyroid hormones is often associated with
depressive-like behaviors; thus, increased immobility in animals

could be expected for hypathyroidism (Montero-Pedrazeela
er al., 2006; Zeng et al, 2007, Pithatsch et al, 2010; Dana et al,,
2011; Ge et al, 2012),

Previous studies involving mice with different thyroid states or
mutation of the TRH receptar have shown no influence on sponta-
neous movement (Sala-Roca et al, 2002; Wilcoxon et al, 2007;
Klhieverik et al, 2008). Although hypothyrosdism is associated with
a reduction in basal metabolism and energy expenditure (Kin,
2008), the effect on motor activity should only eccur in situations
in which the muscle strength and cardiovascular system are com-
promised by the prolonged absence of thyroid bormones (Pilhatseh
“ral, 2010y or when other factors are associated with the hypothy-
roidism coadition (Dana et al., 2011). Olivares et al. (2012) found a
decrease in locomator activity in rats with reduced levels of thy-
roid hormones: however, this reduction was mediated by chronic
stress in the paradigm of social defeat. Another study reported
impatred locomotor activity assoclated with increased anxiety in
the OFT during conditions of insufficient thyroid hormones
(Wilcoxon et al. 2007); haowever, the impaired locomator activity
that was attnibuted to hypothyroidism had been experienced in
the perinatal phase, which may have compromised the neuromo-
tor development of the animals, leading to decreased neurngenesis
with a cansequent behavioral inhibition, Thus, we suggest that the
reduction of hormones per se, in the absence of ather factors, does
not cause the impairment of voluntary motor activity observed in
the OFT,

These results suggest that there appears to be a delay in the
behavioral responses to endotaxemia in the hypothyroidism condi-
tion. Moreover, the activity of the hypathalamic-pituitary-thyroid
axis is essential lor energy homeostasis and is modulated by phys-
ical or emaotional stress (Cutidrrez-Maviscal ¢t al., 2012). Because
thyroid hormones regulate the production and release of various
enzymes and the speed of metabolic reactions, a reduction in the
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leveds of the biologically active hormone (trilodothyronine: T3)
could be implicated In the impaired capacity to respoad to an
immune challenge in the hypothyroidism condition (&iesmans
etal, 2013)

The hypothyroldism-induced delay in the physiological and
behavioral response to an immunological challenge is demon-
strated by the fact that the pretreatment with PTU changes the
onset of the febnle response of these animals. The development

of the febrile response to lipopolysaccharide in the hypathyrowd
model has not been studied. A previous study reported that the
reduction in the febrile response of thyroid-deficient rabbits is
due to the reduced number of [adrenergic receptors or to a
change In the avallability of the neurotransmitter in thermogeni-
cally active tissues, such as brown fat (Macar et al. 1987)

In fact, thyroid hormones actively participate in the processes
that produce and conserve heat and Increase the metabolic effects
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of catecholamines in the mechanisms of thermoregulation (Little
er al, 2013; Warner et al, 2013; Straub, 2014). In addition,
LPS-activated hypothalamic TRH neurons could represent one of
the non-thermal hormonal mediators that modulates thermoregu-
latory circuits and alters the setpaint {Keil et al, 1994), Although
the mechanisms that modulate the setpoint in hypothyroid ani-
mals are not known, we demonstrate that the febrile response
was delayed, corroborating the delay in the manifestation of
sickness behavior in the hypathyroid condition, One of the possible
causes for this finding would be the low capacity for cytokine
production that occurs when the levels of peripheral thyroid
hormones decrease (Rozing ot al, 2012), Earlier studies have dem-
onstrated higher circulating levels of pro-inflammatosy cytokines
in pattents with hyperthyroidism (Lakatos et al. 1997 ). Moreover,
hyperthyroidism treatment was associated with an increasing of
serum pro-inflammatory cytokines levels (Siddiqr er al, 1988)
The systemic administration of LPS or recombinant pro-inflamma-
tory cytokines, such as IL-1, to healthy laboratory animals or
human volunteers triggers an entire set of responses that are
characteristic of the acute phase reaction; this response includes
a central component in the form of fever, activation of the hypo-
thalamic-pitultary-adrenal axis and the behavioral symproms of
sickness. The communication between the nervous, immune and
endocrine systems, constituting a psychoncuroimmunoendocrine
swstem, is the basis of the maintenance of homeostasis and there-
fore health. Each of these homeostatic systems is complex, and the
interactions between these systems show even greater complexity.
In conclusion, this result demonstrates that thyroid status modifies
the psychoneuroimmuncendocrine response to an immune chal-
lenge and suggests that thyroid hormones are essential for thermo-
regulation and the manifestation of sickness behavior duning
endotoxemia,
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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 F132,=2.818, P =0.1030 F1 3 =1.391, P = 0.2469 F132=2.075, P = 0.1594
Periphery F132=17.99, P = 0.0002 Fi32 =7.145,P =0.0117 F132=16.11, P = 0.0021
Total F1,32 = 26.38, P < 0.0001 F132 =10.98, P = 0.0023 Fi32 =16.93, P =0.0003
Rearing F132 = 3.669, P = 0.0644 F132 =5.175, P = 0.0297 Fi3, =1.210, P =0.2796
Time =6 hours
Center F1.8 = 49.34, P <0.0001 F12 =0.028, P = 0.8668 F1.8 =11:47, P =0.0021
Peripheral F128 = 71.20, P <0.0001 F128 = 41.86, P <0.0001 F1.8 =51.23, P < 0.0001
Total F108 =128.1, P <0.0001 F128=42.14, P <0.0001 F108=70.42, P < 0.0001
Rearing F1.5 = 53.08, P <0.0001 F128 = 24.81, P <0.0001 F1,5=8.806 P = 0.0061
Time = 24 hours
Center F128=17:55, P < 0.0001 F128 =74.95, P < 0.0001 F1.8 =19:14, P < 0.0001
Peripheral F1 28 =227.2, P <0.0001 F128=172.7, P <0.0001 F128 =120.0, P < 0.0001
Total F128=152.3, P <0.0001 F128=276.1, P <0.0001 F128 = 147.9, P < 0.0001
Rearing F128 =43.79, P < 0.0001 F128 = 38.64, P < 0.0001 F126= 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 challeng

€ Thyroid status factor

Interaction

factor
Forced Swimming Test
(parameters) 2 hours
Floating F136=129.3, P <0.001 F1,3=30.11, P <0.001 F136=95.6, P <0.001
Swimming F13s = 102.8, P < 0.0001 Fi3 =22.28,P<0.0001 F;35=61.88,P <0.0001
Climbing F1,36 =51.66,P <0.001 F;3 =15.95, P <0.001 Fi13 =77.18, P <0.0001
6 hours
Floating Fi13s =100.2, P <0.0001 Fi36 =133.2, P <0.0001 F136 = 25.06, P < 0.0001
Swimming F136 = 54.49, P < 0.0001 F136 = 88.89, P <0.0001 Fi36=17.35, P <0.001
Climbing Fi13s = 242.9, P < 0.0001 F13s=146.9, P <0.0001 F136=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 Fl, 3P = 3273, P <0.0001 F1,32 = 1931, P < 0.0001 F1,32 = 2201, P < 0.0001

Climbing

F132=16.79, P <0.001

Fi13= 70.75, P < 0.0001

F132=5.64, P <0.05




