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RESUMO

A disfuncdo tireoidiana materna com destaque no hipotireoidismo causa
representativos danos neuroldgicos para o feto que em muitos aspectos
cognitivos se assemelham as alteracbes neurobioldgicas das doencas do
espectro autista, como exemplo: alteracbes de migracdo cortical,
comprometimento de especializacdo neuronal e modificagcbes nas funcgdes
cognitivas. H4 uma escassez de estudos para melhor esclarecer e caracterizar
as alteracbes de comportamento na prole poés-puberal, cujo impacto no
neurodesenvolvimento intra-Utero ocorrera facilitando os prejuizos tardios de
sociabilidade animal. Utilizando um modelo murino de hipotireoidismo materno
(tratamento com metimazol), estudamos as alteragcbes em comportamentos
sociais da prole apés o periodo puberal, a fim de entendermos os variados
aspectos de provaveis alteragdes cognitivas e motivacionais em machos versus
em fémeas. Realizamos o estudo com foco em comportamentos vislumbrando
agressividade ofensiva e defensiva, vocalizacéo social, e autopreservacao (i.e.;
medo; ansiedade) bem como, adaptacdes neurovegetativas (i.e.; regulacdo
térmica). Os dados mostraram um acometimento da prole masculina
proveniente de maes tratadas com metimazol 30 dias antes da gestacao
ocorrer. Esse projeto correlacionou aspectos etolégicos com um grande tema
da esfera clinica em humanos no que tange doencas do neurodesenvolvimento
e desarranjos sociais mais brandos, porém abrangentes e prevalentes e suas

repercussdes comportamentais na vida pos-puberal e adulta.

Descritores: tireoide, disfuncdo, comportamento, hipotireoidismo, espectro

autista



ABSTRACT

Maternal thyroid dysfunction and its most common condition, gestational
hypothyroidism, may facilitate fetal neurodevelopmental disarrangements.
Disorders in neurodevelopment arising from subclinical and often not-detectable
maternal thyroid dysfunction share similarities with some of the cognitive and
behavior alterations manifested in autism spectrum disorders (ASD). In
particular, fetal deficits in cortical migration, neuronal fate and maturation impair
fine aspects of cognitive function and social behavior in these social and clinical
conditions. To date however, there are very few studies, which address in detail
the predominant deficits in communication and sociability in late-adolescence
and young adult individuals regarding their sex differences related to subclinical
maternal hypothyroidism during pregnancy. Using an animal model of mild
maternal hypothyroidism, we investigated social behaviors of the offspring after
puberty in both male and female mice and looked for changes in their anxiety
and aggression levels and vocalization as well as their sex dependence. Our
study showed an increase in induced anxiety paralleled by relatively reduced
vocalization in male offspring subjected to mild hypothyroidism in pregnant
female mice. These experimental findings not only open a neurodevelopmental
window to investigate the molecular aspects of these behavioral abnormalities
but also and may foster educational, psychological and medical advances in
late-stage child neurodevelopment among the ASD individuals

Keywords: thyroid, dysfunction, behavior, hypothyroidism, autism spectrum
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Introducéo

1. Introducéao

1.1 Comportamento social

"A relacdo dos organismos entre si é a

mais importante de todas - Podemos

Os seres humanos séo inerentemente uma espécie social e o ajuste ou
adaptacdo do comportamento torna-se fundamental para o chamado processo
de sociabilidade. No entanto, a sociabilidade ndo € um comportamento de
exclusividade. Algo similar pode ocorrer até mesmo em organismos que nao
apresentam o0 sistema nervoso estabelecido. Ao estudarem motibilidade
bacteriana na espécie Proteus mirabilis, os autores concluiram que a
capacidade de movimentacdo € semelhante a um enxame em superficies
sélidas o que confere uma vantagem biologica o fato da interagdo social entre
os individuos (Gibbs, Urbanowski e Greenberg, 2008).

A sociabilidade também é perceptivel em outras espécies que possuem
0 sistema nervoso rudimentar, como exemplo em formigas que compartilham
assim como em humanos o comportamento de hierarquia e territorialidade.
Embora, possamos compartilhar alguns dos aspectos mais amplos do nosso
comportamento com outras espécies, 0 comportamento social humano é
obviamente mais complexo dada a importancia das interacfes sociais. Nao é
surpreendente que a maioria das desordens psiquiatricas apresenta alguma
perturbacdo do comportamento social, e que, em varios disturbios, o
funcionamento social anormal é um dos sintomas centrais, como exemplo no
espectro autista, transtorno de ansiedade social e nos transtornos de

personalidade borderline ou esquizéide (Young, 2008).
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De acordo com uma pesquisa recente da Organizacdo Mundial da
Saude, estima-se que o0s transtornos mentais ocupam o primeiro lugar em
termos de anos de acometimento de vida, podendo superar até mesmo as
doencas cardiovasculares, doenca do sistema respiratorio e tumores malignos.
O transtorno mental € portanto muito prejudicial para a sautde humana devido o

acometimento social ao longo da vida (Wu e Duan, 2015).

1.2 Comportamento social e espectro autista

Um dos primeiros relatos consistente na literatura médica de
acometimento na vida social foi descrito por, Leo Kanner no artigo intitulado
“Autistic Disturbances of Affective contact” (Kanner, 1968). Neste trabalho, o
comportamento particularizado de onze criancas foi analisado e demonstrada a
preferéncia por isolamento extremo e o desejo por repeticdo. Anos mais tarde,
alguns pesquisadores chegaram a utilizar o termo “surto epidémico” ao se
referirem a doenca. Atualmente estima-se que a prevaléncia de autismo em
1/68 individuos (Ngounou Wetie et al., 2015), e a esse aumento € atribuida a
maior facilidade e acuracia de diagndstico, e pelo fato de mais desarranjos
dentro da classificagdo do espectro autista serem caracterizados (Megremi,
2013). No entanto, os perfis sdo variados. Essas dificuldades alcancam
gravidade com embotamento importante na interacéo social devido a auséncia
de reciprocidade afetiva e nas formas de comunicagdo nao-verbal como
linguagem gestual, contato visual e expressao facial (Tell e Davidson, 2014).
Através da sua ampliacdo de manifestacOes clinicas diante da nomenclatura
Transtornos do Espectro do Autismo (TEA), estas representam desordens
neurolégicas com perfis amplamente heterogéneos e de origem multifatorial
(Tabela 1).
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A manifestacdo deve ser evidenciada clinicamente até os trés anos de
idade fundamentada em muito pelo periodo do estabelecimento da linguagem
(Schumann et al., 2004; Nordahl et al., 2011; Broadbent, Galic e Stokes, 2013).
O grau de heterogeneidade etiologica no TEA faz com que se tenha dificuldade
para identificar seus efeitos causais dentro do desenvolvimento cerebral
(Jeremy Willsey e State, 2015).

Tabela 1: Classificacdo dos déficits em pacientes com o0 espectro autista

(Schumann et al., 2004; Nordahl et al., 2011; Broadbent, Galic e Stokes, 2013).

Classificacdo dos Déficits em pacientes com o Espectro Autista

% Interacdo social

» Exclusao Social
% Euforia Social

e

» Comunicabilidade

DS

» Prejuizo na linguagem verbal

>

X/
*

N&o verbais em algumas situacdes

L)

% Comportamento restrito e repertério

+ Mesma atividade com frequiéncia
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1.3 Substrato neuroanatémico do espectro autista

Do ponto de vista neuroanatdbmico as principais regides cerebrais

documentadamente afetadas em pacientes dentro da classificagdo do espectro

autista sao:

(ii)

(iii)

Déficits sociais
Em COF —Cortex orbito-frontal, CCA — Cortex cingulo anterior;
GF- Giro fusiforme, STS- Sulco temporal superior; A- Amigdala,

GFI- Giro frontal inferior e CPP- Cortex pariental posterior;

Déficits de comunicacéao

Em GFI- Giro frontal inferior, STS- Sulco temporal superior, AMS
— Area motora suplementar, GB- Ganglios da base, SN-
Substéancia negra, T- Tadlamo e NC- Nucleos cerebelares da

ponte;

Comportamento repetitivo

Em COF- Coértex orbito-frontal, CCA- Cortex cingulo anterior, GB-
Ganglios da base e T- Talamo (Amaral, Schumann e Nordabhl,
2008).
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1.4 Glandulatireoide

A glandula tireoide esta localizada na parte anterior do pescoco abaixo
da proeminéncia laringea, formada por dois tipos de células, sendo: células
foliculares responsaveis pela producao de tiroxina (T4) e triidotironina (T3) e
por células, C responsaveis pela producéo de calcitonina. E a primeira glandula

a se desenvolver no embrido humano (Antonica et al., 2012) (figura 1).

Figura 1. Anatomia da Glandula tireoide em: A- lobo direito, B- lobo esquerdo, C-
largura lobo direito, D-largura lobo esquerdo, E- comprimento do istmo, F-largura do
istmo, G-comprimento piramidal, H-pélo superior e osso hidide (Ozguner e Sulak,
2014).

A sintese e secrecdo dos hormonios tireoidianos (HTS) ocorrem atraves
do transporte ativo de iodo para a célula folicular. O processo de iodinacéo de
tirosinas é dado atraves da acao do MIT (monoiodinados), DIT (diiodinados), e
T4 e de T3, sdo os produtos hormonais armazenados nas células foliculares da
tireoide (Brown et al.,, 2000; De Escobar, Obregon e Del Rey, 2004; Neale,

Cootauco e Burrow, 2007).
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Dados mostram que a deficiéncia de iodo é um problema significativo de
saude publica em diversos paises, cerca de 241 milhdes de criancas em idade
escolar apresentam algum tipo de caréncia, acarretando possiveis déficits de
desenvolvimento (Delange et al., 2001). Graves caréncias de iodo durante a
gravidez podem estar associadas a diversas alteracdbes como exemplo a
presenca de bdécio, aborto, mortalidade infantil, anomalias congénitas como o
cretinismo, que € um estado irreversivel de retardo mental em combinagcdo com

nanismo, deficiéncia auditiva e espasticidade (Trumpff et al., 2013).

1.5 Desiodases e transportadores tireoidianos

Em relacdo a transferéncia de horménios tireoidianos, sabe-se que a
disponibilidade local é amplamente determinada pela presenca de
transportadores que permitem a passagem de HTS através da membrana
celular com a atuacdo das desiodases cuja funcédo primordial € participar do
metabolismo (Wittmann et al., 2015).

As desiodases iodotironinas incluem duas enzimas de ativacao:
desiodase tipol (D1) e desiodase tipo 2 (D2) e uma enzima de inativacdo a
desiodase do tipo 3 (D3) que é expressa diferencialmente em tecidos adultos.
D3 é geralmente expressa em primeiro lugar, seguida da D2 e D1, sendo que
D1 é expressa no figado, rim e tireoide, D2 no cérebro, hipofise, tireoide e BAT
e D3 na pele, tecido vascular e placenta. Portanto, a D1 tem importante funcéo
na adaptacdo a deficiéncia de iodo e D3 para protecédo fetal (Mullur, Liu e
Brent, 2014).

Diante dos avancos cientificos a partir da década de 90 fica clara a
atuacao dos transportadores de iodotironina a medida que os mesmos foram
identificados (Schweizer e Kohrle, 2013).
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Atualmente os chamados OATPS (Organicanion transporting
polypeptides) fazem parte da familia de proteina transportadora de hormonios
tireoidianos que possuem alta especificidade e afinidade pelas iodotironinas. A
primeira descoberta da familia OATP foi descrita em modelo experimental e até
0 momento existem 12 membros estabelecidos. OATPS sdo expressos em
varias barreiras epiteliais incluindo as células epitelias intestinais, hepatdcitos,

tubulo renal e com atuacao na barreira sangue-cérebro (Hong, 2014).

No sistema nervoso central OATPS tem papel essencial, uma vez em
qgue alguns medicamentos e residuos toxicos sdo transportados e tém de ser
eliminadas a partir do cérebro através da barreira cefalorraquidiana. E relatada
a capacidade de medir a absorcdo de drogas através desse transportador e
determinadas familias tem a capacidade de desempenhar papel importante na

distribuicdo local de iodotironina (Hagenbuch e Meier, 2003).

Os transportadores da familia MCT (Monocarbolilate transporters)
apresentam como funcdo o transporte de aminoacidos que possuem carga
positiva. Dentre a familia os mais representativos sdo MCT8 e MCT10, que
apresentam a funcdo de facilitar a entrada e saida dos horménios tireoidianos
(Friesema et al., 2008).

MCT8 foi descrito associado com mutacBes inativadoras no quadro
clinico da sindrome de Allan Herndon-Dudley, nos qual os pacientes afetados
manifestam uma forma grave de retardo psicomotor composto por hipotonia
central, tetraplegia espastica e déficits intelectuais graves. Em adicdo aos
sintomas neurolégicos pronunciados, o0s pacientes exibem alteractes
caracteristicas no perfil dos hormonios tireoidianos com T3 altamente reduzido

e elevada concentragédo de T4 (Mayerl et al., 2014).
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Estudos demonstraram que o MCT8 desempenha papel importante no
desenvolvimento do sistema nervoso central, por ser responsavel pela entrada
de T3 nos neurbnios, e possivelmente, pela saida de T3 dos astrécitos (Heuer
et al., 2005).

Embora existam dados sobre a modulacdo da expressdao de MCT por
diferentes substratos em tecidos selecionados, ha& uma lacuna de
conhecimento sobre a regulacdo metabdlica de MCTs. No entanto, os MCTs
desempenham papel crucial na distribuicdo de substratos energéticos e
reguladores. Pela funcao adicional como transportadores de drogas, quaisquer
mudancas na expressdao de MCT poderiam causar alteracbes de

farmacodinamica (Schutkowski et al., 2014).

Como transportador de iodotironina também se destacam os LATs (L-
type amino acid transporter), cuja expressao ocorre de maneira diferenciada no
orgao alvo, sendo: LAT 1 expresso no cérebro, baco, timo, testiculo, pele,
figado, placenta, musculo esquelético e estdbmago e LAT2 no epitélio intestinal
(Prasad et al., 1999). Em relacdo a acdo nos transportadores dos hormonios

tireoidianos no sistema nervoso central podemos sintetizar em (figura 2).

N

Astrécito
Neurdénio

e’ o

Microglia A .
Oligodendrodcito

Figura 2: Transporte dos hormonios tireoidianos no cérebro. Adaptacao: (Schweizer e
Kohrle, 2013).
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1.6 Funcéo da Glandulatireoide materna

Diante da relevancia da funcéo tireoidiana e a relacdo materno-fetal,
estudos realizados ao final da década de 80 demonstraram de maneira inédita
a passagem de hormonios tireoidianos via placenta (Vulsma, Gons e De
Vijlder, 1989).

Atualmente novos estudos quanto a compreensdo do funcionamento da
tireoide materna estdo estabelecidos, com a evidéncia do mecanismo de
transferéncia hormonal durante a gestacdo. Os achados evidenciam que a
barreira-placentaria tem como funcdo primordial evitar as concentracdes
potencialmente toxicas ao feto dos hormonios tireoidianos, oferecendo a
protecdo necessdaria quanto as possiveis niveis de toxicidades antes do
periodo necessario para a devida maturacdo (De Escobar, Obregon e Del
Rey, 2004) (figura 3). Podemos sintetizar atuacdo da glandula tireoide

materna em trés etapas primordiais sendo (Tabela 2).

Figura 3: Transferéncia durante o periodo gestacional primeiro e segundo trimestre em (A) O
feto humano estad envolvida por AC= amnibtico, ECC= Separa a cavidade amnidtica da
placenta, SYS= Saco vitelinico secundéario, CF= Troca de fluido da mae com o feto. (B)
Diversas alteracBes anatbmicas ocorrem e 0s nutrientes maternos incluindo o hormdénio
tireoidiano séo transferidos diretamente para a circulacdo fetal (De Escobar, Obregon e Del
Rey, 2004).
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Tabela 2: Hormonios tireoidianos na gestacao. Adaptacao: (Costa et al., 2004)

Etapa

Definicao

Os HTS sao transportados no sangue através de trés proteinas:
globulina transportadora da tiroxina (TBG), transtirretina e
albumina. Durante a gestacéo, a afinidade das trés proteinas por
T4 e T3 ndo s&o significativamente alteradas, mas a
concentragédo de TBG aumenta aproximadamente de duas a trés
vezes, enquanto que a concentracao de albumina e transtirretina

permanecem inalteradas.

No primeiro trimestre de gestacdo ocorre a estimulacéo direta da
tire6ide materna por niveis elevados de gonadotrofina coribnica
(hCG), que € acompanhada por uma inibicdo parcial do eixo
hipofise-tireoidiano. Entre as 8-14 semanas de gestacao, ha uma
diminuicao transitéria no TSH (hormdénio estimulante da tireoide)

Sérico.

Na segunda metade da gestacdo, estd alterado o metabolismo
periférico dos horménios tireoidianos maternos, ocorrendo a

desiodacéo nos tecidos humanos alvo.
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1.7 Hipotireoidismo subclinico materno

O hipotireoidismo subclinico é definido através da concentracdo de T4 e
de T3 dentro dos valores de normalidade e atualmente ndo ha evidéncia
guanto ao limite superior estabelecido para as dosagens de TSH. No entanto
dados bioguimicos sdo primordiais, uma vez em que 0s sinais clinicos
relatados sado frequentes durante uma gestacdo normal (Chaker et al., 2014;

Negro e Stagnaro-Green, 2014).

Deficiéncias de hormonio tireoidiano sdo encontradas em cerca de 3 a
7% das mulheres em idade fértil, nos quais de 2 a 3% apresentam
hipotireoidismo durante a gravidez. Em areas com deficiéncia de iodo, a causa
mais comum de hipotireoidismo na gravidez € a tireoidite de Hashimoto
(comprometimento auto-imune alterando a funcdo da tireoide e sistema
imunolégico). Outras causas incluem: o iodo radioativo prévio e/ou ablacéo
cirdrgicas em tratamento da doenca de Graves, remocao cirdrgica da tireoide
devido a cancer, interacbes medicamentosas ou toxicas na tireoide, como
exemplo para tratamento de hipertireoidismo e defeitos centrais no eixo-
hipotalamo-hipofise-tireoidiano (Nathan e Sullivan, 2014).

O efeito dos hormonios tireoidianos sobre a maturacdo do sistema
nervoso central é bem estabelecido. Quadros de hipotireoidismo que ocorrem
no periodo critico do desenvolvimento levam ao comprometimento
desfavoravel das funcbes cognitivas, sendo que atualmente poucos sdo 0s
relatos que investigam a associacdo cognitiva e 0s niveis subclinicos de

horménios tireoidianos (Catli et al., 2014).
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1.8 Hormonios tireoidianos e neurodesenvolvimento

Hormonios tireoidianos sao essenciais para o0 desenvolvimento
adequado do sistema nervoso central, com a participacdo em eventos
primordiais: regulacdo, diferenciacdo neuronal, sinaptogénese e mielinizacao
(Faustino e Ortiga-Carvalho, 2014).

Os resultados de estudos epidemiolégicos recentes sugerem que a
deficiéncia da tireoide materna durante a gravidez, especialmente no inicio da
gestacdo, pode perturbar o desenvolvimento neurolégico em crian¢as. Durante
as primeiras semanas de gravidez, o embrido € totalmente dependente do
fornecimento hormonal materno, uma vez que a producdo endogena de
hormbnios da tireoide ndo comeca até o inicio do segundo trimestre de
gestacdo (geralmente com 14 semanas) (Abdelouahab et al., 2013). Em
relacdo ao neurodesenvolvimento e a interagdo com o hormdnio tireoidiano

podem ser consideradas as seguintes fases:

Primeira etapa: Fornecimento adequado de T4 materno iniciando-se na
segunda metade do primeiro trimestre. Esta fase inclui proliferacdo neuronal e
0 inicio da migracdo neuronal no cortex cerebral, hipocampo e eminéncia

ganglionar medial (Skeaff, 2011).

Segunda etapa: Neurogénese, migracdo neuronal, crescimento axonal,
arborizacdo dendritica, sinaptogénese, diferenciacdo de células da gliais e

inicio da mielinizagédo (Skeaff, 2011).

Terceira etapa: Embora a concentracéo de T4 no feto aumenta a medida
que a gestacdo avanca, as reservas da glandula fetal sdo baixas, uma vez em

que nao ocorreu totalmente o amadurecimento (Skeaff, 2011).
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No homem, a deficiéncia de tiroxina pode causar danos irreversiveis e
alteracdes neuroldgicas mais graves, T4 e T3 circulantes sdo fundamentais
para o desenvolvimento ao longo da vida e no crescimento pos-parto para o

desenvolvimento adequado do cérebro (figura 4).

' 12 1 28 : 32 lMs-natal
f 1 1 1 1

14-40 28-40 Term, 6-12
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Figura 4: Principais eventos neurolégicos regulados pela glandula tireoide. Adaptacao:
(Williams, 2008).
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Trabalhos realizados por (Hong e Paneth, 2008), demonstram que a
deficiéncia de T4 e T3 durante periodos criticos do neurodesenvolvimento pode
danificar gravemente o sistema nervoso. Evidéncias acumuladas sugerem que
a deficiéncia hormonal da tireoide materna pode ser uma das causas de
paralisia cerebral em criancas dado que: 1) criangcas prematuras com graves
hipotiroxinemia tém alto risco de paralisia cerebral; 2) criangas que nascem
com cretinismo em diferentes regides do mundo tém achados motores
compativeis com o diagnostico da paralisia cerebral e 3) estudos anteriores

associam a deficiéncia da tireoide materna com os riscos de paralisia cerebral.

Portanto, estudos demonstraram que disfuncdes tireoidianas de origem
materna, como exemplo o hipotireoidismo causam representativos danos
neuroldgicos para o feto, como alteracdes no cortex, comprometimento da
maturacdo celular, visdo afetada e transtornos nas funcdes cognitivas (Zoeller
e Rovet, 2004).

1.9 DisfungOes tireoidianas em modelos animais e o paralelo

com a clinica em humanos

Perturbacdes em fases sensiveis do neurodesenvolvimento podem
resultar em eventos estruturais e funcionais, 0os quais promovem ou facilitam
alteracbes comportamentais e disfungdes cognitivas. Experimentos realizados
em ratos jovens com hipotireoidismo mostraram o déficit de memoria e
aprendizado em teste de labirinto (Hasegawa e Wada, 2013). A partir do
modelo experimental esses dados foram comprovados em estudos em
humanos, ao estudarem memoria em criancas com deficiéncia de HTS
Demonstrou-se a perda da retencdo da memoéria dos eventos episodicos e de

longo prazo (Willoughby, Mcandrews e Rovet, 2013).
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A pesquisa da sociabilidade em modelo murino provenientes do
hipotireoidismo materno com as fémeas matrizes submetidas a tireoidectomia
total, evidenciou na prole uma reducéo do peso corporal e com um atraso no

processo de neurodesenvolvimento (Pineda-Reynoso et al., 2010).

Em resumo, as disfuncdes tireoidianas leves de origem materna podem
causar desarranjos e repercussfes a posteriori, quando ja completadas as
etapas do amadurecimento tecidual, com especial efeito para tecidos que
ainda tem alto potencial de desenvolvimento como o sistema nervoso central.
Muitos modelos animais de tireocidopatias podem permitir a abordagem e
acompanhamento experimentais das etapas do neurodesenvolvimento apés
insultos ou condicdes de excecdo durante a vida fetal e neonatal e com isto
ajuda tracar paralelos de entendimento para analogos da condicdo em

humanos.
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2. Hipdtese do trabalho

Conforme exposto, os hormdnios tireoidianos sao imprescindiveis para a
adequada formacéo, constituicdo e composicao citoarquitetural do cérebro fetal
e pos-natal. A disfuncao tireoidiana de origem materna podera, portanto afetar
o perfil de expressdo comportamental na vida adulta com a dependéncia pelo
sexo do individuo ou espécime, ou seja, 0 impacto potencialmente em machos
versus em fémeas pode apresentar possiveis correlagdes aos transtornos do

espectro autista.
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3. Objetivos

3.1 Objetivo Geral

Pretendemos analisar o perfil comportamental de desempenho social e
de carater de comunicabilidade em modelo experimental murino, cuja prole
advém do hipotireoidismo materno, a fim de entender as particularidades na

dependéncia do sexo no periodo pos-puberal e fase adulta.

3.2 Objetivos especificos

X/

% Avaliar acdo do hipotireoidismo materno em relagcdo aos aspectos
cognitivos e de neurodesenvolvimento na prole de modelo experimentacéo

murino com paradigmas de comportamento animal em contexto social;

+ Identificar aspectos de alteracdo social e comunicacao vocal da linhagem
estudada entre as proles dos grupos controle e advindos das maes com

hipotireoidismo durante a gestacao;

% Correlacionar as possiveis alteragdes cognitivas apresentadas aos

transtornos do espectro autista.
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4. Casuistica e métodos

4.1 Modelo animal

O presente protocolo de pesquisa foi aprovado pelo Comité de Etica em
Experimentacdo e Uso de Animais de Laboratorio (CEUA) da Universidade
Nove de Julho, sob o parecer 031/2012. Foram utilizados camundongos da
linhagem C57BL/6J com 60 dias de vida, sendo destinada a formacao das
matrizes reprodutoras. O delineamento ocorreu através da formacdo de 3
casais para cada grupo (Tabela 3).

Durante a realizagéo do estudo os animais foram mantidos em gabinete
ventilado alocados no biotério central da Universidade Prebisteriana Mackenzie
no campus Higienopolis, nos quais eles foram alojados em caixa de
polipropileno, com assoalho recoberto de maravalha, recebendo agua e racéo
a vontade, com periodo de 12 hr no ciclo claro e 12 hr no escuro e com

temperatura média de 25°C.

4.2 Grupo controle

A atribuicdo do grupo controle ocorreu através da formacdo de trés
casais, sem nenhum tipo de tratamento ou manipulacdo cirdrgica, sendo 0s

animais mantidos juntos até o nascimento da primeira geracao descendente.

4.3 Grupo metimazol — hipotireoidismo materno farmacologico
A inducdo experimental do hipotireoidismo farmacologico é amplamente
divulgada na literatura através de dois modelos classicos, sendo realizadas por

metimazol ou propiltiuracil.
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Ambas sao drogas antitireoidianas com mecanismos de inibicdo da
sintese hormonal (Manna, Roy e Mugesh, 2013).

A determinacdo do bloqueio da glandula tireoide nas fémeas foi
estabelecida com a administracdo de metimazol. Diferentes investigadores
mencionam a toxicidade do metimazol durante o periodo gestacional em
roedores (Alves et al., 2013; Mallela et al., 2014).

Utilizamos o protocolo classico validado em literatura na dose de 0,05%
de metimazol (Sigma- Aldrich) (Bianco et al., 2014) disponivel na agua de

beber. As fémeas foram acasaladas com machos nao manipulados.

Os casais foram mantidos juntos até a segunda geracédo de filhotes. As
fémeas foram tratadas com o farmaco durante 30 dias antes da gestacdo. O
tratamento foi interrompido na primeira gestacdo a partir da presenca do 'plug'
vaginal. Ressaltamos que o metimazol tem potencial de atravessar a barreira

placentaria, bloqueando a funcéo tireoidiana do feto (Mandel e Cooper, 2001).

4.4 Grupo controle negativo

Neste grupo temos a segunda geracdo de prole vinda do grupo
metimazol suspenso nas fémeas antes mesmo do acasalamento inicial. Tendo

como objetivo parametros comportamentais similares aos do grupo controle.

Nos trés grupos os neonatos permaneceram com as fémeas durante trés
semanas e apos esse periodo foram desmamados e alocados em pequenos

grupos de acordo com a sexagem e a determinacdo da sua origem materna.
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Tabela 3: Delineamento das matrizes reprodutora utilizadas no estudo

Matrizes Reprodutoras NUumero
Grupo controle 3 casais
Grupo Metimazol (Fémeas tratadas por 30 dias) 3 casais
Grupo Controle negativo (segunda geragao metimazol) 3 casais

ApGs as realizacdes experimentais os animais foram sacrificados com a
combinacéo de superdose de anestésicos ketamina 120 mg/kg e de 50 mg/kg
xilazina administrados através da via intra-peritoneal. A coleta de sangue das
maes foi realizada através da puncao cardiaca para proceder as determinacdes
bioquimicas futuras. Amostras de soro foram processadas a 5.000 rpm, 4°c por

15 min, em seguida foram acondicionadas em -80°c.

4.5 Paradigmas comportamentais

Ao completar 58 dias de vida (P58), a prole descendente foi submetida
aos paradigmas comportamentais. O periodo de realizacdo dos testes foi
compreendido entre as 8:00 - 10:00 hr. Todas as técnicas foram analisadas

através de Unico examinador.

Na primeira fase do estudo entre P58 a P70 os paradigmas consistiram
na identificacdo de perfis de ansiedade, neofobia, bem-estar e padrdes de
temperatura corporal. Na segunda fase compreendendo o periodo entre P80 e
P150 (Figura 5) buscou-se avaliar os niveis de agressividade, sobretudo na

prole de machos e posterior enfoque na comunicabilidade ultrassénica.
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P58 P70 P150 l

Campo Aberto ‘Nest building’ Vocalizagdo ultrassénica
‘Marble burying’
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Cruzelevado | Residente- intruso (M) Eutanasia

Coleta de sangue
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|

Comportamento materno (F)
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Figura 5: Delineamento experimental realizado no estudo em: P58 aplicagdo de
campo aberto e 'Marble burying', P65 labirinto em cruz elevado, P70 'Nest building',
entre P80 a P100 teste de agressividade residente- intruso com a abordagem nos
machos, P100 comportamento materno em fémeas, P150 vocaliza¢do ultrassdnica em
machos e em P200 atribuicdo do protocolo de eutanasia e coleta de sangue para

determinac¢@es bioquimicas futuras.

4.6 Campo aberto ou 'open field'

O paradigma de campo aberto ou 'open field' € amplamente utilizado por
diversos investigadores com o objetivo de determinar o perfil de ansiedade do
animal dentro de uma arena (MESFIN et al., 2014; RATNAYAKE et al., 2014).

Realizamos o teste em idade pds-natal de P58.
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A realizacdo ocorreu através da colocacdo de um animal em um
ambiente desconhecido com paredes circundantes delimitadas em 50 cm X 50
cm (Figura 6). Foi observado o padrao de comportamento do animal, incluindo
aspetos como a tendéncia de ficar na periferia da arena, sem entrar no centro,

sendo esse interpretado como comportamento ansioso.

Para determinar a atividade exploratéria e a movimentacdo espontanea
0 animal permaneceu na arena por 5 minutos, cujo protocolo foi adaptacéo de
(Mesfin, Asres e Shibeshi, 2014). O comportamento foi tabulado e gravado com
uma camera da Sony 12.1, sendo quantificado com auxilio de software OPEN
FLD (gentilmente cedido por Stefano Pupe). Foram mensurados:
deslocamento do animal dentro da arena, quantificados os tempos de
movimentacdo na parte central (demarcacdo em preto) e periférica

(demarcacéo em cinza).

L

Figura 6: Arena utilizada no teste comportamental de campo aberto 50 x 50 cm.
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4.7 ‘Marble burying'

O paradigma 'Marble burying' € amplamente utilizado para investigar a
ansiedade em modelos murinos, nos quais os achados sugerem implicagbes
para a avaliacdo do comportamento compulsivo, neofobia e ansiedade,
conforme a variacao de esferas cobertas pelo animal dentro da arena (Nardo et
al., 2013; Kedia e Chattarji, 2014).

Para a realizacdo do paradigma, utiizamos caixa de material
transparente com 5 cm de maravalha. Posteriormente na superficie
disponibilizamos 20 bolinhas de vidro ("gude"), sendo formadas 5 fileiras com 4
bolinhas cada e com intervalos de aproximadamente 1,5 cm (Figura 7). Para a
determinacao do perfil de ansiedade, o animal a ser estudado foi posicionado
no centro da caixa e permaneceu durante 30 min. Em seguida foi tabulada a
quantidade de esferas cobertas durante a permanéncia no circuito, interpretado

como ansiedade/neofobia.

Figura 7: Disposi¢éao do teste marble burying com 20 esferas de vidro.
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4.8 Labirinto em cruz elevado ou ‘plus maze’

O paradigma 'plus-maze' ou labirinto de cruz elevado (figura 8) consiste
em uma estrutura com dois bracos, sendo a avaliacdo do comportamento de
ansiedade em roedores. A atribuicdo ocorre através de um calculo de
propor¢céo do tempo gasto nos bracos abertos para o tempo gasto nos bracos
fechados, o nuamero total de entradas nos bracos abertos e fechado

denominado como medidas da atividade global (Walf e Frye, 2007).

Ao contrario de outros testes comportamentais utilizados para a
avaliacdo de respostas de ansiedade que dependem de apresentacdo de
estimulos nocivos (ou seja, i.e; choques elétricos, privacdo de alimentos/agua,
ruidos altos, a exposicdo ao odor de predador) que normalmente produzem
uma resposta condicionada, o labirinto elevado mais depende da propensao
dos roedores para espacos escuros e de um medo incondicionado de
alturas/espacos abertos (Walf e Frye, 2007). Para a realizacdo do teste o
animal foi posicionado na parte central da arena e o comportamento foi
gravado com uma camera Sony 12.1 por 5 min. Os parametros foram
analisados com o software Plus FLD (gentilmente cedido por Stefano Pupe).

Através das andlises dos videos mensuramos:

% Tempo no braco fechado (minutos / segundos);
% Tempo no brago aberto (minutos / segundos);
« Tempo no centro (minutos / segundos);

+ Quantidade de vezes da atividade levantar.
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Figura 8: Labirinto em cruz elevado 38,5 cm em relagédo ao chéo.

4.9 'Nest building’

Os ninhos sé@o usados por camundongos selvagens para abrigo contra
os predadores, para recuar de condicdes ambientais adversas, e assim
favorecer a protecdo. Comportamentos associados a constru¢cdo de ninhos
séo, portanto, altamente ligada a sobrevivéncia dos camundongos selvagem.
Em laboratério, embora removido de condicbes selvagens por muitas
geracOes, 0os animais sdo altamente motivados a construir ninho quando

aplicado o recurso na caixa.
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Qualquer alteracéo a estes comportamentos altamente motivados, ou o
desarranjo do proprio ninho, deve indicar uma alteracdo substancial no meio
ambiente ou diretamente relacionada aos proprios animais (Gaskill et al.,
2013).

Para a realizacdo do teste oferecemos a prole dos grupos controle,
metimazol e controle negativo 10 g de lenco de papel de maxima suavidade
cortado ao meio. A avaliagdo ocorreu 24hr ap6s a aplicagdo do recurso na
caixa. Através da padronizacdo da técnica foram atribuimos escores conforme

as demarcac0es das linhas pontilhadas (figura 9 e tabela 4).

Figura 9: Padrdo de organizagcdo do perfil de nidificacdo. Adaptado: (Gaskill et al.,

2013).
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Tabela 4: Atribuicbes dos escores no teste 'nest building' - Adaptado: (Gaskill et

al., 2013).
Descricao do escore Escore
O ninho é plano, sem paredes rasas 2
Forma levemente concava 3
Parede que é ¥ a altura de uma cupula; 4
Paredes sdo mais altas do que uma cupula 5

4.10 Agressividade em machos

Para estudar a agressividade ofensiva em modelos animais, o
paradigma residente-intruso é amplamente utilizada em roedores, onde é
possivel observar a conduta de agressividade do animal residente, no qual
inicialmente, adota comportamentos investigatérios farejando o ‘intruso’,
seguindo de piloerecéo e ranger dos dentes (Ogawa et al., 1997; De Boer et
al., 1999; Defensor et al., 2012; Kasten-Jolly et al., 2012; Robinson, Penatti e
Clark, 2012; Weathington, Arnold e Cooke, 2012) (Figura 10). Esse estudo
comportamental consiste em uma sessdo onde é realizado o pareamento de
um animal macho ‘residente’ em relagdo a um macho ‘intruso’ (i.e.; o ‘intruso’ &
escolhido randomicamente em uma gaiola coletiva e colocado na gaiola do

‘residente’).
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Utilizamos como residentes os machos descendentes da prole de
fémeas do grupo controle, metimazol e controle negativo, e 0s machos intrusos

nao apresentaram nenhum tipo de manipulacéo.

Para o desenvolvimento da técnica e para a garantia da estabilidade
comportamental dos animais, os residentes ficaram em presenca de fémeas.
Na semana que procedeu ao teste, as gaiolas dos animais chamados
residentes ndo foram trocadas. Para a realizacdo do teste a fémea foi retirada e

apos esse periodo o animal intruso foi colocado na gaiola do animal residente.

Foram anotados os dados comportamentais com o tempo de observagao
estabelecido de 10 min. por caixa durante trés semanas, nos quais foram
filmados com auxilio de uma camera digital Sony 12.1 mp. para posterior
verificagdo. Determinamos no teste:

X Laténcia para o primeiro ataque (minutos / segundos);
X Tempo total de ataques (minutos / segundos);

X Duracéo de cada ataque (minutos / segundos);

X Numero de ataques / intervalos (minutos / segundos).
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Intruder (l)

Figura 10: Padrdao comportamental do teste de residente-intruso (Defensor et al.,
2012)
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4.11 Comportamento materno

Comportamento materno € na realidade um conjunto de
comportamentos amplamente estudados a fim de explorar as nuances
abrangendo a profunda interagdo mae-filho. (Grissom et al.,, 2014; Carola,
Mirabeau e Gross, 2011; Bayerl, Klampfl e Bosch, 2014). Em mamiferos, o
cuidado materno contribui para a sobrevivéncia das espécies e em modelos
murinos os cuidados nos primeiros dias de vida é primordial. A prole nasce sem
pélo, cega e sem a capacidade de regulacédo da temperatura corporal (Brooks
et al., 2012). Em um dos seus aspectos centrado na mae podemos considerar
0 comportamento materno um contraponto a agressividade ofensiva do macho

na defesa /cuidado com a prole na interagdo social.

Camundongas selvagens sem contato sexual e que nao foram expostas
anteriormente a prole apresentam espontaneamente o comportamento materno
e na investigacdo de possiveis déficits nesta interacdo social, procuramos
esclarecer o perfil das fémeas descendentes do grupo controle, metimazol e
controle negativo. Em camundongas é tipico do comportamento materno de
recuperacdo dos filhotes, lambedura, construcdo de ninho e agachamento
sobre os filhotes. Adaptamos o protocolo desenvolvido com fémeas virgens
(Wang e Storm, 2011).

O protocolo ocorreu através da disposicdo de trés filhotes provenientes
de mées ndo manipuladas com 7 dias de vida. Ao centro da caixa foi colocada
uma fémea descendente dos grupos estudados (controle, metimazol e controle
negativo) com P100. Os dados foram tabulados e quantificados, sendo
considerado o tempo do comportamento de interacdo com o filhote durante o

periodo de 10 min.
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4.12 Vocalizagéo ultrassonica

Sabemos que a emissdo de vocalizacdo € fundamental para o
comportamento e sociabilidade em roedores. InUmeros sdo os trabalhos que
enfocam no estudo de ultrassons, no qual a variagdo acustica ocorre de 30 a
110 kHz, conforme o contexto social e expresso pelas condicdes emocionais
dos animais envolvidos. Esta caracteristica natural e comportamental pode ser
uma forte ferramenta para modelos de disfungbes cognitivas (Branchi,
Santucci e Alleva, 2001; Moles et al., 2007; Arriaga e Jarvis, 2013).

A vocalizacdo ocorre basicamente em contexto social de duas etapas
(Lahvis, Alleva e Scattoni, 2011): 1) No contexto sexual, caracterizado por
machos emitirem o som para atrair as fémeas e 2) na interacao filhote com as
fémeas. Por ser um contexto social quando os animais sao isolados por 24
horas a percepc¢édo acustica da interagcdo com o outro individuo (Chabout et al.,
2012).

O nosso interesse foi realizar as coletas dos dados durante o contexto
sexual, nos quais a prole de machos descedente do grupo controle, metimazol
e controle negativo foram isolados por 24 horas e apresentados a uma fémea
nao manipulada.

As gravacdes foram como base na coleta do audio digital através de um
gravador de sons ultrassonicos Avisoft UltraSoundGate 116m Mobile- 41165-
Delta—Sigma, posicionado préximo a caixa teste. As analises sonogréficas
foram realizadas com o auxilio do software Avisoft-SAS LAB. O microfone foi
distanciado 10 cm dos animais (Figura 11). As gravacdes ocorreram durante a
interacdo macho-fémea durante 3 min. As fémeas ndo emitem vocalizacdo
diante desse contexto. Procuramos identificar a presenca de silabas simples,
harmbénicas e moduladas para a determinagcdo dos parametros acusticos
especificos observando a complexidade global nos tipos de vocalizacdo

produzida (Johnson, Ciucci e Connor, 2013).
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Figura 11: Posicionamento do microfone ultrassonico.

4.13 Analise estatistica

A analise dos resultados obtidos e sua associagcdo com os dados foram
realizadas através do software OriginPro versdo 9.1. A normalidade foi
verificada pelo teste Kolmogovor e Smirnov. Para a andalise de variancia
utilizamos ANOVA de uma via seguida do teste pos-hoc de comparacdes
multiplas de Turkey. O nivel de significancia de 5% (p<0.05) foi considerado e
os dados expressos em numeros absolutos como média terro padrao (SEM)
ou relativos em porcentagens. Para os dados ndo paramétricos foi aplicado qui-
quadrado sendo representado por X2 com nivel de significancia também de 5%
(p<0.05).
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5. Resultados

5.1 Padrdes reprodutivos e ninhadas

N&o observamos diferenca significativa quanto a obtencéo da prole. Dos
trés casais acasalados por grupo, o numero de prole esta descrito na tabela 5 e
qguanto ao numero total de filhotes os dados na tabela 6. Em relagéo a abertura
ocular, observamos qualitativamente um atraso na prole em trés dias
proveniente do grupo metimazol quando comparada aos demais grupos tabela
7 e figura 12. Embora ndo quantificado, este achado € biologicamente

relevante dada a estreita janela temporal para esta maturagéo.

Tabela 5: Padrdes reprodutivos

Descricao do grupo Numero de prole
Controle 1
Metimazol 2
Controle negativo 2

O peso corporal da prole também néo variou tanto em machos quanto
em fémeas dos grupos estudados com a afericdo no primeiro dia de vida (P01).
Os dados de média e desvio estdo expressos na tabela 8.
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Tabela 6: Numero total de filhotes

Descricdo do grupo

Total de filhote

Controle
Metimazol

Controle negativo

Tabela 7: Abertura ocular da prole

Descricao do grupo

7=30 -43
9=50-473
8=49 -43

Total de dias

Controle (fémeas e machos)
Metimazol (fémeas e machos)

Controle negativo (fémeas e machos)

13

16

14

A

Figura 12: Padréao da abertura ocular em A grupo controle, B grupo metimazol e em C

grupo controle negativo.
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Tabela 8: Avaliacdo do peso ao nascer (gramas)

Descri¢cdo do grupo Média - S.E (g)
Controle fémeas 1,13+ 0,08
Controle machos 1,20 + 0,04
Metimazol fémeas 1,26 + 0,09
Metimazol machos 1,35+ 0,06
Controle negativo fémeas 1,15+ 0,06
Controle negativo machos 1,22+ 0,06

5.2 Paradigma Comportamental - campo aberto

O inicio da andlise foi estudar a movimentacao exploratdria de todos 0s
grupos de prole. A analise mostrou apenas uma inclinacdo de reducédo de
atividade central em ambos os sexos do grupo metimazol quando comparada
aos demais grupos. No entanto, ndo houve diferenga real na permanéncia no
centro para ambos os sexos: fémeas (p=0,2) (figura 13) e machos (p=0,5)
(figura 14). Na avaliagdo compensatdria quanto a preferéncia do animal em
relacdo a periferia da arena (area demarcada em cinza do campo aberto), o
resultado foi confirmado no mesmo padréo para fémeas (p=0,2) (figura 15) em
machos (p=0,5) (figura 16).



72

Resultados

60

centro campo aberto (s)
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Figura 13: Centro campo aberto. Os resultados foram expressos como a média +

S.E.M. controle = 40,0 £ 7,1, metimazol = 21,4 + 3,9, controle negativo = 40,0 + 11,0.
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Idade P58

Figura 14: Centro campo aberto. Os resultados foram expressos como a média +

S.E.M. controle = 24,4 + 7,0, metimazol = 17, £ 5,8 e controle negativo = 30,0 + 9,3.
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Figura 15: Periferia campo aberto. Os resultados foram expressos como a média
SEM. controle = 260,0 + 7,1, metimazol = 278,5 + 3,1, controle negativo = 260,0 *
11,0.
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Figura 16: Periferia campo aberto. Os resultados foram expressos como a média *
S.E.M. controle = 275,5 £ 7,0, metimazol = 282,1 + 5, 8 e controle negativo = 269,1 +
9,3.



74

Resultados

5.3 Paradigma Comportamental — ‘marble burying’
N&o ocorreu diferenca (p=0,8) entre os grupos estudados. Os dados

estdo expressos na tabela 9. Portanto, na aplicacdo da técnica em P58 néo
evidenciamos os perfis de neofobia e compulsividade neste modelo estudado.

Tabela 9: Avaliacdo do ‘marble burying — Quantidade de esferas de vidro

cobertas

Descrigao do grupo Média - S.E (esferas)
Controle fémeas 11,7+29

Controle machos 12,3+0,9
Metimazol fémeas 11,8+ 2,7
Metimazol machos 12,0+ 2,1

Controle negativo fémeas 9,0£2,9

Controle negativo machos 145+2,6
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5.4 Paradigma Comportamental - Labirinto em cruz elevado

Talvez pela sensibilidade da técnica ao identificar e mensurar o perfil de
ansiedade do animal testado em uma situacdo inata provocadora de medo, a
técnica de labirinto em cruz elevado ou ‘plus maze’ demonstrou um dos

achados mais relevantes.

A avaliacdo de permanéncia nos bracos fechados, cuja inferéncia € de
um aumento do estado ansioso relacionado ao tempo mais prolongado de
estada, ndo houve variacdo entre todos os grupos da prole fémea (p=0,70)
(figura 17). Em contrapartida, machos do grupo metimazol mostraram um
importante aumento de permanéncia nos bracos fechados quando comparados
tanto ao grupo macho controle (p=0,001) quanto ao grupo macho controle
negativo (p=0,002) (figura 18).

Quanto a permanéncia nos bracos abertos, ndo houve diferenciacao de
tempo entre os grupos de fémeas (p=0,60) (figura 19) nem para os machos (p=
0,20) (figura 20). Quando avaliado o perfil central de escolha que o animal
testado tem em relacdo a opcao de realizar o deslocamento ao braco aberto ou
braco fechado ndo observamos diferenca como permanéncia em fémeas
(p=0,70) (figura 21), mas coerentemente com o aumento de ansiedade, o0s
machos do grupo metimazol mostraram reducdo de estada neste ambiente
(p=0,04) (figura 22). A tendéncia da atividade de levantar-se que o animal
realiza, sobretudo no braco fechado, foi ausente tanto em fémeas (p=0,20)

(figura 23) como em machos do grupo metimazol (p=0,08) (figura 24).
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Figura 17: Tempo no

Metimazol Controle Negativo

Idade P65

braco fechado. Os resultados foram expressos como a média +

SEM. controle = 145, 8 + 32,3, metimazol = 157,1 + 11, 6, controle negativo = 168,2 +

18,0.

300 -
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braco fechado (s)
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*

Metimazol Controle Negativo

Idade P65

Figura 18: Tempo braco fechado. Os resultados foram expressos como a média *

S.E.M.controle = 171,6
7,5 (* p=0,002).

+ 14,0 metimazol = 233,1 £ 10,1 e controle negativo = 154,3 +
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Figura 19: Tempo no brago aberto.Os resultados foram expressos como a média +

SEM. controle = 81, 8 + 23, 8, metimazol = 79,4 + 7,0, controle negativo = 62,5 + 12,7.
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Figura 20: Tempo braco aberto. Os resultados foram expressos como a meédia *
S.E.M.Controle = 55,8 + 21,3, Metimazol = 31,2 + 7,6 e Controle negativo = 71,7 + 7,6.
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Figura 21: Tempo no centro cruz elevado.Os resultados foram expressos como a
média + SEM. controle = 72, 3 + 11, 1, metimazol = 63,3 * 8,4, controle negativo =
69,2 £ 5,3.
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Figura 22: Tempo no centro cruz elevado. Os resultados foram expressos como a
média £ S.E.M.Controle = 72,5 + 11, 5, Metimazol = 35,6 + 2,9 e Controle negativo =
72,5 £ 11,5 (*p=0,04).
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Figura 23: Frequéncia de levantar no cruz elevado. Os resultados foram expressos
como a média £ SEM. controle 10,6 = 4,1, metimazol = 11,6 + 1,5, controle negativo =
19+41.
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Figura 24: Frequéncia de levantar no cruz elevado. Os resultados foram expressos
como a média + S.E.M. controle = 12,5 + 2,9 , metimazol = 6,5 + 1,3 e controle
negativo = 14,2 £ 2,0.
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5.5 Paradigma Comportamental - '‘Nest building’

‘Nest building’ foi aplicado nos diferentes grupos estudados que
expressaram escores discretamente diferentes tanto em machos como em
fémeas, admitindo os grupos controle a referéncia. Porém, esta avaliacéo
qualitativa nao revelou inferéncias diretas com relacdo ao controle de
temperatura corporal. Ressaltamos que a temperatura média da sala
permaneceu 23°C nos dois dias de estudo. O primeiro dia foi disponibilizado 10
g de papel cortado e o segundo dia feita a avaliacdo do padrdo de nidificacédo
animais (figura 25 a figura 30) cuja determinacdo dos escores descrita na
tabela 10. Déficits organizacionais no controle de temperatura corporal
atribuidos aos machos proveniente do metimazol, controle negativo fémeas e
machos sdo meramente impressdes, necessitando abordagens experimentais

complementares e quantitativas.

b

Figura 25: Perfil de nidificacdo de fémeas controle em A representa o inicio do teste e

em B 24 hr apoés o perfil de nidificagéo.



81

Resultados

Figura 26: Perfil de nidificagdo de machos controle em A representa o inicio do teste e

em B 24 hr ap6s o perfil de nidificagéo.

Figura 27: Perfil de nidificacdo de fémeas metimazol em A representa o inicio do teste
e em B 24 hr apos o perfil de nidificagéo
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Figura 28: Perfil de nidificagdo de machos metimazol em A representa o inicio do teste

e em B 24 hr ap6s o perfil de nidificacao.

Figura 29: Perfil de nidificacdo de fémeas controle negativo em A representa o inicio
do teste e em B 24 hr ap6s o perfil de nidificacao.
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Figura 30: Perfil de nidificacdo de machos controle negativo em A representa o inicio

do teste e em B 24 hr ap6s o perfil de nidificagéo.

Tabela 10: Escores atribuidos a avaliacdo do 'nest building’

Descrigéo do grupo Escore (nidificag&o)
Controle fémeas 4
Controle machos 5
Metimazol fémeas &)
Metimazol machos 4
Controle negativo fémeas 2

Controle negativo machos 3
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5.6 Paradigma Comportamental - comportamento materno

O comportamento materno é um perfil tipico de roedores. Embora as
fémeas analisadas nao tivessem contato prévio com os machos e mesmo nao
sendo as maes bioldgicas, foi perceptivel a interagdo mae-adotiva e filhote em

todos os grupos analisados.

Desta forma, determinamos em P100 maior recuperacéo dos filhotes, ou
seja, maior interacéo, nas fémeas do grupo controle ocorrendo uma reducao de
interacdo nos grupos metimazol e controle negativo em relagcdo ao controle
(p=0,02) (figura 31).

160 - |l controle ] metimazol [l controle negativo

140 -

periodo com o filhote (s)

Controle Metimazol Controle Negativo

Idade P100

Figura 31: Comportamento materno. Os resultados foram expressos como a média +

SEM. controle = 114, 3 + 22,2, metimazol = 63,4 £+ 10,0, controle negativo = 43,7 £ 8,9
(* p =0,02).



85

Resultados

5.7 Paradigma Comportamental - residente-intruso

Na avaliagdo do perfil de agressividade n&o observamos diferenca
significativas em relagcédo a laténcia para os ataques durante a realizagdo do
teste em nenhuma semana: primeira semana (p=0,5) (tabela 11), segunda

semana (p=0,2) (tabela 12) e terceira semana (0,08) (tabela 13).

Ao analisarmos os parametros da quantidade de ataques diante das trés
semanas ndo observamos diferencas significativa atribuida a grande
variabilidade e inconstancia no comportamento dos animais em VAarios grupos
(tabela 14).

Na avaliacdo de prevaléncia para o ataque (i.e.; individuo que lutou e
gue nao entrou em conflito), também n&o ocorreu diferenca em qualquer dos
grupos (X? p=0.23).

Tabela 11: Laténcia para o ataque em segundos realizado na primeira semana

Descrigcao do grupo Média (laténcia em segundos)
Controle 150
Metimazol 71

Controle Negativo 199
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Tabela 12: Laténcia para o atague em segundos realizado na segunda

semana.

Descricdo do grupo Média (laténcia em segundos)
Controle 151

Metimazol 204

Controle Negativo 364

Tabela 13: Laténcia para o ataque em segundos realizado na terceira semana.

Descrigcao do grupo Média (laténcia em segundos)
Controle 64
Metimazol 276

Controle Negativo 282
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Tabela 14: Tempo total de ataque em segundos nas trés semanas

Descricdo do grupo Média - S.E (s)
Controle 20+1,0
Metimazol 84 £ 47
Controle negativo 30+17

5.8 Paradigma Comportamental - Vocalizag&o ultrassdnica

Na avaliacdo da comunicacdo acustica ultrassénica. Ndo observamos
alteracdo quanto a emissdo total de vocalizagdo somente em machos em
presenca de fémeas (p=0,4) pela grande variabilidade no grupo controle (figura
32).

Quando analisamos a complexidade do conteddo acustico em:
vocalizacdo simples (menor complexidade) (tabela 15, figura 33), vocalizacéo
modulada (média complexidade) (tabela 16, figura 34) e vocalizacdo harménica

(méaxima complexidade) (tabela 17, figura 35).

Foi notada apesar de nao significativa uma tendéncia global no grupo
metimazol para a reducdo de comunicagcdo simples e vocalizacdo harmonica

(méxima complexidade) (p=0,3).
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140 - I controle @ metimazol ] controle negativo

—_—

120

100

=]
o
1

[=2]
o
1

Total de vocalizagao
H
o

N
o
1

o
1

Controle Metimazol Controle Negativo

Idade P150

Figura 32: Quantidade de vocalizagdo emitida. Os resultados foram expressos como a
média = S.E.M.controle = 76,7 + 51,1, metimazol = 24,7 £ 11,7 e controle negativo =
25,7 £9,9.

Tabela 15: Quantificagao total de vocalizag&o ultrassdnica simples

Descricéo do grupo Média - S.E (simples)
Controle 53,7 + 38
Metimazol 7,25+4,6

Controle Negativo 18,2 +6,2
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Figura 33: Exemplo de vocalizagdo ultrass6nica do tipo simples.

Tabela 16: Quantificagcéo total de vocalizagéo ultrassonica modulada

Descrigao do grupo Média - S.E (modulada)
Controle 195+12
Metimazol 175+7,6

Controle Negativo 6,00+ 3,0
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Figura 34: Sonograma exemplificando os tipos de vocaliza¢éo no grupo controle.

Tabela 17: Quantificacdo total de vocalizagao ultrassdnica harmonica

Descricdo do grupo Média - S.E (harmdnica)
Controle 35+£2,0
Metimazol 0

Controle Negativo 15+£11
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Figura 35: Sonograma exemplificando os tipos de vocalizacdo no grupo controle

harmonica e simples.
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6. Discussao

6.1 Do modelo experimental

Os hormonios tireoidianos de origem materna S&o essenciais para o
processo de neurodesenvolvimento e citoarquitetura fetal, sendo o cérebro um
dos Orgaos-alvos principais de captacdo dos HTS, especialmente na fase de
desenvolvimento e durante o processo de regeneracdo neuronal em adultos
(Kassem et al., 2006). Perturbacdes no eixo da tiredide, por exemplo, devido a
reducdo dos HTS pode ocasionar prejuizos neuroldgicos irreversiveis sendo

conduzidos ao longo da vida (Gilbert et al., 2013).

Ha mais de um século é reconhecido em humanos o profundo efeito no
desenvolvimento neuroldgico deletério do hipotireoidismo materno e fetal
causado pela deficiéncia de iodo. Evidéncias experimentais mais recentes
sugerem associacdao prejudicada com o desenvolvimento cerebral fino
(Chevrier et al., 2011) cuja clinica mostra-se nos déficits cognitivos seletivos
foram identificados: comprometimento de habilidade matematica, prejuizo na

comunicacao e na coordenacéo motora fina (Huo et al., 2011).

Podemos atribuir uma associagdo com o0s chamados dessaranjos
sociais, como exemplo os classificados dentro do espectro autista. Esta € uma
condicdo do desenvolvimento neurologico identificada por dificuldade de
comunicacdo social e gama restrita de interesse repertério (Smith, 2015). No
nosso trabalho procuramos realizar uma investigacdo em modelo murino, tendo
como objetivo esclarecer aspectos cognitivos com base nos, comportamentos
exploratérios, comportamentos sociais e de comunicabilidade. Dentre as
esferas de diferenciagdo entre machos e fémeas na idade poOs-puberal e

provavelmente perpetuada na vida adulta.
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O estudo comportamental da prole foi embasado na inducdo do
hipotireoidismo materno leve ou subclinico farmacologicamente a partir do
antitireoidiano metimazol em camundongas da linhagem C57BL/6J antes do
inicio da gestacdo. A determinacdo da inducao do hipotireoidismo ocorreu com
base de outros modelos: 1) Propiltiouracil (PTU) que apresenta potencial
teratogénico e 2) A remocédo da glandula tiredide através da tireoidectomia cujo
desafio técnico ndo fora vencido além do potencial desequilibrio de calcio
secundério atribuido a localizacdo da glandula paratirebide (Buras et al.,
2014).

As camundongas foram tratadas 30 dias antes do acasalamento, sendo
0 tratamento suspenso a partir do momento em que realizamos o pareamento
do macho com a fémea. Ressaltamos que em camundongas, o periodo de
gestacdo varia entre 19 a 21 dias. A glandula tireoide fetal inicia, 0 seu
desenvolvimento no 8° dia de gestacdo e no 14° dia tem a presenca de
receptores do hormdnio tireoesimulante nos tecidos tireoidianos, sendo a sua
producdo prontamente estabelecida em torno do 16° e 17° dias (Brown et al.,
2000).

Em estudos de exploracdo comportamental/cognitivo o delineamento e
abordagem das técnicas experimentais necessitam de um rigor maior no
acompanhamento da ninhada e sua adaptacdo. Com base nessa necessidade
todos os paradigmas comportamentais adotados no presente estudo foram
validados pelo nosso grupo com a linhagem C57BL/6J controle em um mesmo
biotério submetido as mesmas condi¢des de acondicionamentos e manipulagéo
humana. Através desse refinamento estabelecemos a ordem experimental,
tendo como objetivo principal evitar possiveis fatores de interferéncia de um
paradigma em relacédo ao outro e garantindo assim a sensibilidade e eficiéncia

de cada ensaio.
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Notavelmente essa triagem inicial foi fundamental para estabelecer o

perfil basal dito tipico da linhagem.

6.2 Dos testes comportamentais nao especificos

Em relacdo aos efeitos deletérios ocasionados pelo hipotireoidismo
materno na idade pos-puberal machos e fémeas foram submetidos a sequéncia
de paradigmas comportamentais. As variacdes e enfoques entre as técnicas
mostraram que 0 metimazol ndo alterou o perfil de atividade exploratoria em
ambos 0s sexos quando os animais foram submetidos ao paradigma de campo

aberto.

Os dados apresentados corroboram com o que condiz a literatura, diante
da abordagem experimental realizada em ratos da linhagem wistar, que néao
foram identificados prejuizos de atividade global (Dias et al., 2014). Dessa
maneira 0os achados sugerem a exclusdo do comprometimento das atividades
motoras no modelo estudado. Os resultados do campo aberto também néo
sugeriram alteracdes no perfil de ansiedade manifesta, o que globalmente ndo
reflete padrbes especificos da espécie estudada nem aponta uma correlagédo a

algum desarranjo psiquiatrico preponderante.

A técnica de ‘marble burying’ ndo revelou os efeitos de comportamento
compulsivo e neofébicos no nosso estudo em paralelo na literatura pelo uso do
metimazol nestas condicbes experimentais. Entretanto, podemos realizar uma
analogia com outros estudos experimentais na esfera de desarranjos sociais.
Um exemplo foi a exposi¢ao de animais a um potencial de risco farmacoldgico
durante a gestagdo, com o emprego do acido valpréico. Neste modelo a prole
demonstrou elevagcdo do comportamento repetitivo similar ao manifesto em
guadros de TEA (Baronio et al., 2015).
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Considerando outra proposta comportamental realizada em
camundongos a partir da delecdo da PTEN — Proteina da via de sinalizagédo
intracelular que desempenha papel importante na mediacdo das anomalias
comportamentais elas as relacionadas também ao TEA, quando os animais
foram submetidos ao paradigma de 'marble burying' o comportamento de

repeticao surgiu de forma significativa (Lugo et al., 2014).

Entre os achados mais relevantes deste estudo podemos considerar o
teste de labirinto em cruz elevado, nos quais os machos do grupo do metimazol
apresentaram uma permanéncia no braco fechado e reducdo no centro da
arena. Esses comportamentos estdo associados com maior indice de
ansiedade provocada e podemos atribuir também uma reducgéo para tomadas
de decisdo a aparente inclinagdo de reducao na parte central.

Outros autores ndo detectaram de forma sensivel a alteracdo em
ansiedade de ratos submetidos a tireoidectomia total com base no
comportamento neonatal e perinatal (Pineda-Reynoso et al., 2010). No entanto,
guando realizados a mesma abordagem com a linhagem C57BL/6J estudada
agui os achados evidenciam a reducéo de tempo no braco aberto (Buras et al.,

2014).

Considerando os aspectos de termoregulacdo e bem-estar, avaliados
através do paradigma ‘nest-building’, o comportamento geralmente de primeira
resposta do animal ao estresse térmico € realizado através do isolamento
térmico com o objetivo de reduzir o calor para 0 ambiente 0o que resulta no
consumo reduzido de racdo e confere reducdo da energia que esta sendo
metabolizada através da termogénese (Gaskill et al., 2013). Podemos atribuir
déficits na construcdo dos ninhos nas fémeas de metimazol e em ambos os
sexos de controle negativo. Nossa dificuldade foi na quantificagdo destes
padrdes restando uma analise mais subjetiva e qualitativa quanto aos prejuizos

de organizagdo na termoregulagéo.
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Identificamos em fémeas uma acentuacdo do comportamento materno
em animais provenientes da prole controle, cujos déficits séo evidenciados em
fémeas dos grupos metimazol e controle negativo. Podemos atribuir esse
comportamento a reducdo de interatividade social no aspecto emocional e
cuidado parental de forma constante e ndo-reversivel na segunda prole o que
sugere efeitos permanentes da fisiologia da gestacdo ou do contato pds-natal

com a prépria fémea uma vez afetada pela disfuncéo tireoidiana.

Diante dos padrdes de agressividade, a manifestacdo agressiva foi
considerada um fenbmeno dicotdbmico, pertencentes a dois sistemas
motivacionais diferentes: um representando a autodefesa com a prevencao de
ameacas e perigo, e o outro representando pelo planejamento e execucao de
ataques ativos, sendo a agressao definida em termos neurobiol6gicos como
uma resposta funcional & ameaca real ou hipotética (Moran, Weierstall e Elbert,
2014).

Na prole masculina o teste de residente-intruso que caracteriza a
agressividade ofensiva, ndo houve clara evidéncia dos achados positivos no
decorrer de trés semanas de teste. Apenas na primeira semana notamos uma
tendéncia de reducédo para a laténcia do ataque nos animais proveniente de
maes tratadas com metimazol. Apesar dos achados sugerirem uma diminuicao
de agressividade geral nos varios aspectos, ndo houve robustez estatistica em
nenhuma andlise isolada (e.g: laténcia para ataque, nimero de ataques, tempo
do ataque). Esses achados facilitam a hipdtese de que os hormdnios
tireoidianos tém papel no cérebro e nas regides que a regulacédo da serotonina
implicada na agressividade pode estar alterada em situacdes de desarranjos

enddcrinos.

Finalmente a vocalizagdo ultrassénica, visa compreender os aspectos de

comunicabilidade social e emocionalidade. Nessa esfera podemos realizar
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um paralelo com disfunc¢des sociais mais sutis, como por exemplo, diretamente
com TEA em que o0s pacientes apresentam prejuizo de linguagem (Takahashi,
Shiroishi e Koide, 2014).

Sabemos que o0 comportamento de comunicagdo em roedores é
composto por dois mecanismos de producdo de som. 1)comunicacdo audivel,
abaixo de 20 kHz que é produzido como a fala humana, quando o ar flui para
fora das pregas vocais e ocorre a vibracdo através das ondas sonoras e 2)
acredita-se que os ultrassons sao caracterizado quando o ar flui através de um
pequeno orificio formando por dobras vocais apertadas produzindo o ultra-sons
de frequéncias individuais quase puro através de um apito aerodinamico
(Sirotin, Costa e Laplagne, 2014). Enfatizamos que a emissdo de vocalizacao
ocorre basicamente em duas grandes situacdes: 1) filhote diante das maes e 2)

machos diante do comportamento sexual com fémeas.

Com base na segunda hipétese em que ocorre a vocalizacdo no
contexto sexual, ndo observamos uma reducdo significativa dos animais do
grupo metimazol e controle negativo em termos do total de vocalizacdo emitida
de 30 a 110 kHz e diante dos padrdes vocal podemos especular menor

complexidade acustica emitida nos grupos metimazol e controle negativo.

Na literatura, estes achados ndo sdo em isolado, pois modelos
translacionais no estudo do espectro autista em camundongos com mutag&o
nas proteinas pos-sinapticas PROSAP1/SHANK2:

1) Camundongos selvagens mostraram um elevado nivel de organizacéo

em sequéncias de vocalizacao ultrasdénicas quando comparados aos mutantes;

2) Sequéncia de vocalizacdo pode estar associadas ao comportamento

de corte entre machos e fémeas;
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3) ldentificacdo de anormalidades estruturais na vocalizacdo. Os autores
ressaltam a necessidade de novas abordagens para testar as sinapses
excitatorias a fim de determinar as regides do cérebro envolvidas neste

processo (Ey et al., 2013).

Outros achados corroboram com 0s nossos resultados de vocalizagéo
ultrassénica para dessaranjos sociais, em um modelo proposto em
camundongos geneticamente modificados para reelina, que é uma

glicoprotéina que regula a migragédo neuronal durante o neurodesenvolvimento.

Reducdo completa de sinalizacdo de reelina prejudica a conectividade
neuronal e plasticidade sinaptica em ultima instancia. Os autores enfatizam que
os achados de vocalizagdo com filhotes mostraram uma reducdo de
comunicacdo no grupo reelina quando comparado ao controle, podendo ser
concluido um possivel atraso no desenvolvimento emocional/comunicativo

nessa linha de animais mutantes (Romano et al., 2013).

Desse modo, alguns dos nossos achados sugerem similaridade do ponto
de vista comportamental com as disfungdes sociais principais e mais relevantes
no TEA: 1) acometimento principal da prole masculina (Lai et al., 2015); 2)
afetacdo de aspectos especificos e induzidos do perfil de ansiedade e
emocionalidade (Weiss, 2014); 3) déficits de comunicabilidade (Pan et al.,
2015).
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% Acreditamos que este seja o primeiro trabalho demonstrado em

X/

R/
L X4

camundongos com a utilizacdo com o objetivo de investigar o perfil e
efeito do hipotireoidismo na primeira geracdo (grupo metimazol) e na

segunda geracao (controle negativo).

Nossos dados corroboram, em grande parte, com os achados da
literatura, apesar de em ambos 0sS sexos evidenciamos alteragdes
pontuais ou especificas do comportamento social, 0 maior interesse no
enfoque por diversos autores é realizar os estudos com machos pelas

correlagcdes com TEA.

Os presentes resultados mostraram que a exposicdo ao metimazol pré-
gestacional ocasionou déficits nos perfis de emocionalidade as custas
de aumento do comportamento ansioso provocado e indicios do prejuizo

abrangente em comunicacdo vocal.

Resta caracterizarmos bioquimicamente o perfil hormonal tireoidiano nas
fémeas durante o tratamento com metimazol e subseqiientemente nas
etapas de gestacionais e poés-gestacionais. O mesmo procedimento
precisa ser realizado e ampliado para a prole em termos de seguimento

fino da agéo tireoidiana durante seu neurodesenvolvimento.
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Transtorno do Espectro Audista (TEA) representa um conjunto de perfis amplamente
em Medicina — UNINOVE — 5P - URINOVE -

vanrado cujas efiologias permanecem relativaments obscuras com destaque aos

Campus Vergusin. s ﬁu&mmmwemwm
2;-**“““""“ e de repertoro Diante da necessidade em oferecer suporie 3 comunidade que fida
diretamente com TEA, pesguisadores e experimentalistas iém demanstrado promis-

Kt para correspandénaia sores exploratorios para desvendar alguns dos mecarismos newrais e fisiopatologicos
MMA!MM ainda nio estabelecidos. Dentro dessa janela do newodesenvolvimento infantl,
destacam-se os estudos em modelos animais, nundmalienispmsaasp:n

E-mai carospenatb@uminave be avangos na area medica. Nesta breve revisdo critica, abordaremos dois modelos
animais sendo: (1) A infus3o de IgG (imunoglobulina) em primatas e (1) a inocula-
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necessidade de uma busca dentifica contiruada, para oferecer o suporte teraputico
¢ assistencial multidiscipinar.

Durante a gestacdo, imimeras s3o as expectafi-
vas do casal em relacdo ao processo de desenvol-
vimento do futuro filho ou filha. Questionamentos
e preocupagdes s30 extremamente comuns nessa
nova fase entre elas: qual a primeira palavra que
o0 bebé ird falar? Com qual idade ira andar? Como
sera a festa de primeiro ano? Como sera o seu
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das alegrias por vir do nascimento ao progredir
de um desenvolvimento saudavel de alguém ja
muito esperado e querido na dinamica familiar em
nova construcdo. Nem sempre, porém. a crianga
encontra um desenvolvimento esperado e alguns
desarranjos em Orgdos e sistemas se tornam evi-
dentes no decorrer do tempo. O ‘timing’ de uma
possivel disfuncdo pode ser variavel bem como
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sua abrangéncia indefimida mim pnmeiro momen-
to. Em muitas destas situagbes a pa]avra doenga
geralmente ndo cabe, pois esta ndo descreve fiel-
mente condigbes pammlams do desenvolvimento
da cnanga que talvez sejam passageiras ou mo-
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pedagogica e social. Neste consorcio de condigdes
do desenvolvimento infantil, afec¢des do neuro-
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de sociabihidade.

Hoje o termo “autismo™ tem seu leque de
apresentagdes clinica e psicologica com a nomen-
clatura Transtomo do Espectro Autista (TEA):
um refrato mais pertinente de perfis amplamente
variados, cujas etiologias especificas ainda perma-
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RESUMO

Os transtomos de ansiedade (TA) representam importantes alteracdes psiquiatricas
caracterizando-se por: 1) acompanhamento de depressdo, 2) a distimia, 3) facilita o
abuso e dependéncia de dlcool e drogas, 4) aumenta a incidéncia de transtornos
alimentares e 5) suicidio. Diante da necessidade de avancos e movas abordagens
cientificas que consolidem a expenmentacio e a pritica meédica e/ou assisténcia de
saude, buscamos alternativas experimentais que possam oferecer suporte para a
compreensio e o desenvolvimento de novos fratamentos para o TA. Nesta breve
comunicagdo, abordaremos paradigmas experimentais: I) campo-aberto ou “open field’,
(II) labirinto em cruz elevado ou plus-maze’, (I) ‘marble burying’, (IV) vocalizagio



