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RESUMO

Efeitos do hipertireoidismo em modelos experimentais de ansiedade, panico e
depressdo em ratos. Monique Pereira do Nascimento, Dissertacdo de Mestrado,
Universidade Federal do Espirito Santo, Vitéria, ES, Brasil.

Observacdes clinicas e experimentais sugerem que 2/3 dos pacientes com doenca
tireoidiana apresentem distlrbios psiquiatricos. Contudo, os dados clinicos séo
bastante contraditérios. Assim, avaliamos os efeitos do hipertireoidismo experimental
produzido pela administragdo de L-tiroxina (T4) sobre indices de atividade
exploratoria, ansiedade, panico e depressédo dos testes da arena (AR, open field),
interacdo social (IS), natacdo forcada (NF), labirinto-em-cruz elevado (LCE) e
labirinto-em-T elevado (LTE). Adicionalmente, avaliamos os efeitos destes
tratamentos sobre os comportamentos de defesa induzidos pela estimulacao elétrica
da matéria cinzenta periaquedutal dorsal (MCPD), um modelo de ataque de panico.
Ratos Wistar machos (n=58) foram implantados com eletrodos na MCPD e, 5 dias
apos, estimulados com pulsos de intensidades crescentes (sessao-triagem). Os
ratos que apresentaram galopes com intensidades inferiores a 70 pA foram tratados
por 10 dias (i.p.) com salina (controles), ou com 30 pg/dia e 60 ug/dia de T4 (grupos
T30 e T60, respectivamente). Os efeitos agudos sobre as respostas de defesa da
MCPD foram avaliados no mesmo dia da sesséo-triagem, e os efeitos crénicos neste
e nos outros testes, 10 dias apds. Os niveis plasmaticos de T3 e T4 e os efeitos
comportamentais de T4 foram avaliados por ANOVA seguida de testes-t para
amostras independentes. Os efeitos sobre os comportamentos de defesa da MCPD
foram avaliados por analise logistica de limiares. As diferencas foram consideradas

significantes para P<0,05. Embora os grupos néao tenham diferido quanto ao peso
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final, eles apresentaram aumentos similares, porém, significantes, dos niveis
plasméticos de T3 e T4, em cerca de 60% e 50%, respectivamente. No LCE, houve
um aumento significante da porcentagem de entrada no braco aberto, sugerindo um
efeito ansiolitico. Contudo, os indices de ansiedade nao foram reduzidos nos testes
de IS, AR e LTE. No conjunto, estes resultados sugerem que o0 sintoma de
‘nervosismo’ relatado por 99% dos pacientes com hipertireoidismo, sejam distintos
da ansiedade dos modelos experimentais empregados neste estudo. Por outro lado,
no teste da AR, a T4 aumentou as respostas de levantar, explorar, olfacdo e
locomocédo periférica, confirmando os dados clinicos de hiperatividade.
Contrariamente, a T4 aumentou o tempo de imobilidade na NF, sugerindo um efeito
pré-depressivo especifico. Adicionalmente, embora a menor dose de T4 tenha
reduzido a laténcia de fuga no LTE, sugerindo um efeito panicogénico, a
administracdo aguda ou cronica da mesma dose causou aumentos significantes dos
limiares de imobilidade, exoftalmia, trote, galope e salto no modelo de péanico por
estimulacdo da MCPD, sugerindo um efeito panicolitico. O grupo T60 também
apresentou aumentos significantes dos limiares de galope, tanto no tratamento
agudo guanto no tratamento crénico. Embora os efeitos do hipertireoidismo sugiram
gue os modelos de panico do LTE e da MCPD mobilizem mecanismos diferentes, os
resultados n&do foram conclusivos, tal como ocorre na literatura clinica sobre a
comorbidade destes transtornos. Por fim, como ndo houve perda de peso dos
animais, nossos resultados sugerem que o hipertireoidismo leve cause

hiperatividade e predisponha a depresséo.

Palavras-chaves: Hipertireoidismo, Matéria Cinzenta Periaguedutal, Ansiedade,

Panico, Depressao, Estimulacdo Elétrica Intracraniana.
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ABSTRACT

Effects of hyperthyroidism on experimental models of anxiety, panic and
depression in rats. Monique Pereira do Nascimento, Federal University of Espirito
Santo, Vitéria, Brazil.

Clinical and experimental observations suggest that 2/3 of patients with thyroid
disease have psychiatric disorders. However, clinical data are very contradictory. We
evaluated the effects of experimental hyperthyroidism produced by administration of
L-thyroxine (T4) on indexes of exploratory activity, anxiety, panic and depression of
the open field (OF), social interaction (Sl), forced swimming (FS), elevated plus-maze
(EPM) and elevated T-maze (ETM). Additionally, we evaluated the effects of these
treatments on the defensive behaviors induced by electrical stimulation of the dorsal
periaqueductal gray (DPAG), a model of panic attack. Male Wistar rats (n = 58) were
implanted with electrodes in the DPAG, and five days later, stimulated with pulses of
increasing intensities (screening session). Rat that had galloping with intensities
below 70 yA were treated for 10 days (i.p.) with saline (controls) or with 30 pg/day
and 60 ug/day of T4 (T30 and T60 groups, respectively). The acute effects on the
defense responses of the DPAG were assessed on the the same day of the
screening session, and the chronic effects and other tests, after 10 days. Plasma
levels of T3 and T4 and the behavioral effects of T4 were evaluated by ANOVA
followed by t-tests for independent samples. Response accumulated frequencies of
DPAG-evoked behaviors were subjected to the threshold logistic analysis.
Differences were considered significant for P <0.05. Although the groups did not
differ as to the final weight, they showed similar but significant increases in plasma

levels of T3 and T4 in 60% and 50% respectively. In the EPM, there was a significant
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increase in the percentage of open-arm entry, suggesting an anxiolytic effect.
However, indexes of anxiety were not reduced in SI, OF and ETM. These results
suggest that the symptom of 'nervousness' reported by 99% of patients with
hyperthyroidism is distinct from the anxiety of animal models of this study. However,
in the OF test, the T4 increased the rearing, exploration, olfaction and peripheral
locomotion, confirming the clinical data of hyperactivity. In contrast, T4 increased the
immobility time in FS suggesting a depression-like effect. On the other hand,
although the lower dose of T4 reduced the escape latency in the ETM, suggesting a
panic-like effect, either the acute or chronic administration of the same dose caused
significant increases in the thresholds of immobility, exophthalmus, trotting, galloping
and jumping in the model of panic by electrical stimulation of the DPAG, suggesting
rather a panicolytic effect. The T60 group also showed significant increases in the
thresholds of galloping in both the acute and chronic treatments. Although these data
suggest that ETM and DPAG models of panic mobilize different mechanisms, the
results were not conclusive regarding the effects of hyperthyroidism in panic attacks,
as is often the case in clinical literature. Finally, because animals presented no
weight loss, our results suggest that mild hyperthyroidism causes hyperactivity and

predisposes individuals to depression.

Keywords: Hyperthyroidism, Periaqueductal Gray, Anxiety, Panic, Depression,

Intracranial Electrical Stimulation.



13

REVISAO

HORMONIOS DA TIREOIDE E SEUS EFEITOS NO COMPORTAMENTO

1. Tiredide

A tiredide humana pesa de 15 a 20g e é constituida por 2 l6bulos
conectados pelo istmo, lembrando a forma de uma borboleta. O istmo localiza-se a
frente do terceiro e quarto arcos traqueais. Os lobos estendem-se acima até a
metade da cartilagem tiredide e para baixo até o quinto e sexto arcos traqueais. A
tiroide € irrigada pelas artérias tiredideas superiores, ramos das artérias carotidas
externas, e as artérias tiredideas inferiores, ramos dos troncos tireocervicais.

A tiredide é formada por foliculos tireoideanos, que sdo compostos por
uma camada Unica de células epiteliais, as células foliculares que secretam varias
proteinas, principalmente a tireoglobulina, que € precursora e armazenadora de
horménios tireoideanos. A organificacdo da tireoglobulina, mediada pela enzima
iodinase, origina os precursores hormonais monoiodotirosina (T1) e diiodotirosina
(T2), que se ligam formando os hormonios tiroxina (3,5,3',5'-tetraiodotironina, T4), a
3,5,3"-Triiodotironina (T3) e 3,3"5"-Triiodotironina (Triiodotironina reversa, T3r), todos
estes sdo armazenados no coldide presente na luz do foliculo (Guyton e Hall, 2006).

A tiredide se origina a partir do endoderma da faringe primitiva, o ducto
tireoglosso. Seu desenvolvimento se inicia a partir do vigésimo quarto dia de
gestacdo, e a sintese de tireoglobulina inicia-se no vigésimo nono dia de

desenvolvimento. A partir do quadragésimo dia ela esta devidamente posicionada.
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Em torno da décima primeira e décima segunda semana a estrutura folicular esta em
condicbes de funcionamento e o0s horménios tirebideos s&o produzidos

normalmente.

1.1. Regulagéo do eixo hipotalamo-hipofisario-tireoidiano

A atividade da tiredide é regulada pelos fatores que determinam sua
sintese, secrecdo e niveis sanguineos de tireotrofina (TSH). O TSH € um
heterodimero composto pelas subunidades a e B. A subunidade a é igual para o
hormonio luteinizante, o horménio estimulante do foliculo e a gonadotrofina coriénica
humana. A subunidade B confere especificidade para a molécula e se liga ao
receptor de TSH nas células foliculares da tiredide. A producédo e secrecao do TSH
sédo reguladas pelos hormdnios tireoideanos, que exercem efeitos inibitorios sobre
sua secrecao, e pelo horménio liberador da tireotrofina (TRH) que estimula sua
sintese. Os hormonios tireoideanos inibem a secrecdo de TSH por uma via comum,
De fato, a tiroxina (T4) necessita ser convertida em triiodotironina (T3) para ligar-se
aos receptores nucleares dos tireotrofos hipofisarios, inibindo a secrecdo de TSH.

O TRH é fundamental para a regulacdo do eixo hipotalamo-hipdfise-
tiredide (HHT). Secretado pelo nucleo paraventricular do hipotdlamo (PVN) e
regulado pelos niveis de horménios tireoideanos, ele é sintetizado como um pro-
hormbnio, o pré-pro-TRH. Técnicas modernas mostraram que o TRH extra-
hipotalamico encontrado no cérebro, pancreas, miocardio, prostata, testiculos,
medula espinhal e adeno-hipdfise €, em realidade, uma fracdo imunorreativa de sua
molécula precursora onde o aminoacido histidina situa-se em posicées diferentes

daquela da molécula de TRH (Cruz e Nillni, 1996). Usando técnicas de
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imunohistoquimica, Liao e colaboradores (1988) estudaram a localizagdo do
peptideo pré-pr6-TRH (178-199) em ratos. Eles observaram que corpos celulares
localizados na parte parvocelular do PVN e na matéria cinzenta periaquedutal
(MCPA) apresentavam imunorreatividade intensa para o peptideo. Concentracdes
moderadas ou baixas foram observadas nos nucleos pré-épticos, nucleos
dorsomedial e ventromedial do hipotalamo, nicleo do nervo hipoglosso, nucleos da
rafe e regido perifornicial. A marcagao foi restrita aos corpos celulares dos
neurdnios. Da mesma forma, Ladram e colaboradores (1994) mostraram a presenca
dos peptideos pré-pro-TRH em varias areas do cérebro.

O pré-pr6-TRH € uma proteina de 29 kda, com 5 coOpias da sequéncia
progenitora do TRH (Glp-His-Pro-Gly) separadas por peptideos cripticos que tem a
mesma estrutura em todas as espécies de vertebrados (Ladram et al., 1994). Estes
peptideos estariam envolvidos em outros sistemas agindo como neuromoduladores
e neurotransmissores. Estudos em ratos mostraram que o pré-pro-TRH(160-169), o
pré-pro-TRH(178-199) e o proprio TRH sédo as principais formas de armazenamento
das formas precursoras do TRH no hipotalamo e na medula espinhal, mas ndo no
lobo olfatério onde o peptideo mais encontrado é o pré-pro-TRH(172-199),
mostrando que existem diferentes padroes de processamento do horménio (Bulant
et al., 1988; Ladram et al., 1994). O fragmento 160-169, também chamado de PsT10
e Ps4, também é capaz de estimular a sintese de betaTSH e a liberacdo de TSH,
PRL e GH. Ps4 e receptores para Ps4 tém sido descritos em varios tecidos extra-
hipdéfisarios e outros sistemas enddcrinos, principalmente no pancreas e aparelho
reprodutor masculino. Outro fragmento, 179-199, inibe a liberacdo da corticotrofina
(ACTH) in vivo e in vitro, tanto basal quanto estimulada por TSH, e potencializa a

inibicdo da liberacdo de ACTH pela dexametasona in vitro, sugerindo uma acgao de
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modulador da secre¢ao de ACTH cuja relevancia ainda néo foi estabelecida (Nillni e
Sevarino, 1999). Os corpos celulares dos neurénios produtores de TRH e peptideos
pro-TRH sdo densamente inervados por axbnios contendo catecolaminas e
neuropeptideo-Y, sugerindo uma a¢do destes neurotransmissores na regulacdo da
sintese dos primeiros. Axénios contendo somatostatina também contribuem para a
regulacdo negativa da sintese do TRH. O TRH no sistema nervoso central é
rapidamente inativado por uma peptidase denominada ectoenzima de degradacéo
do TRH (TRH-DE). Ela € muito especifica e ndo se conhece outro substrato para
essa enzima. Em roedores, sua atividade € estimulada pelos hormonios tireoideanos
e reduzida pelo estrogénio, 0 que sugere que possa atuar como elemento regulador
da secrecao de TSH (Scalon e Hall, 1995).

Varios neurotransmissores atuam como moduladores na sintese e
secrecdo de TSH. A dopamina via receptores D2, e a somatostatina, inibem sua
sintese e liberacdo. Ao contréario, a ativacdo adrenérgica tem acéo estimulatéria na
sintese e secrecdo deste hormdnio. A estimulacéo alfa-adrenérgica central aumenta
a liberacdo de TSH em ratos, por facilitar a secrecdo de TRH (Larsen e Ingbar,
2003).

A secrecdo humana de TSH se da em pulsos que ocorrem
aproximadamente a cada 2 horas. A frequéncia e a amplitude das pulsacdes
aumentam ao longo do dia, com acrofases no final da tarde e durante o sono. A
concentracdo maxima de TSH pode ser medida entre 21:00 e 2:00 h. A secrec¢ao
estimulada do TSH é maxima 20 a 30 minutos ap6s a administracdo de TRH. O
declineo é lento, havendo um retorno aos niveis basais somente 4 horas ap0s 0s

niveis dos horménios tireoideanos alcancarem seu pico.
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1.2. Disfungbes da tiredide

As doencas tireoidianas sdo comuns na populacdo, sendo mais
frequentes em mulheres e em individuos com mais de 40 anos de idade. As doencas
autoimunes sao as causas mais comuns de transtornos tireoideanos. Dentre estas, a
tireoidite de Hashimoto é a causa mais comum de hipotireoidismo com prevaléncia
de 5 a 15% em mulheres e 1 a 5% em homens. Por outro lado, a doenga de Graves
€ a causa mais comum de tireotoxicose e € causada por imunoglobulinas
estimulantes da tiredide (TSIs) que se ligam aos mesmos receptores do TSH
promovendo hipersecrecdo de hormdnios. Respectivamente, homens e mulheres
apresentam riscos de 1% e 5% de desenvolvimento da doenca ao longo da vida.
Ambas as doencas sao transmitidas geneticamente e as disfuncdes tireoidianas

afetam tanto os tecidos periféricos como o sistema nervoso central (SNC) (Scalon e

Hall, 1995; Larsen e Ingbar, 2003).

1.2.1. Hipotireoidismo

O hipotireoidismo € uma sindrome clinica e bioquimica secundaria a
reducdo da producdo dos horménios tireoideanos quer seja por disfuncdo do eixo
hipotalamo-hipofisario (secundaria) ou da propria tiredide (primaria). Os individuos
com hipotireoidismo apresentam um amplo aspecto de manifestacdes clinicas que
variam do quadro assintomatico, diagnosticado por meio de testes de triagem, ao

guadro de mixedema grave (Tabela 1).



Tabela 1. Sintomas e sinais do hipotireoidismo
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Sintomas

Sinais

Gerais

Sistema nervoso

Sistema muscular

esquelético

Sistema

Frio excessivo, fadiga,
aumento de peso e
rouquidao

Letargia, reducéo de
memoria e da capacidade
de concentracao e
alteracéo da personalidade

Fraquezas, caimbras
musculares e dor articular

Nauseas e constipacao

gastrointestinal

Sistema

Reducéo da tolerancia ao

Hipotermia, obesidade leve

Sonoléncia, fala lenta, reducéo da
audicao, ataxia, retardo dos
reflexos tendinosos profundos e
sindrome do tanel do carpo

Aumento da lingua e ascite

Bradicardia, hipertenséao arterial

cardiorespiratorio exercicio leve, derrame pleural e
pericardico

Sistema Reducéo da libido e da Caracteristicas secundarias

reprodutivo fertilidade e alteracGes normais

Pele e anexos

menstruais

Pele seca, edema facial e
gueda de pélos

Edema de face, méos e
tornozelos, edema periorbitério,
palidez e pele amarelada

O hipotireoidismo € causado por doenca tireoidiana primaria em
aproximadamente 98% dos casos. A dosagem de TSH € indispensavel para o
diagnostico de hipotireoidismo, assim como para diferenciar o hipotireoidismo
primario do secundario. Os niveis elevados de TSH associados a diminuicdo dos
niveis séricos de T4 e tiroxina livre (T4-L) estabelecem o diagndstico de
hipotireoidismo primario, enquanto que o nivel sérico de TSH normal ou diminuido
associado a T4-L baixo estabelece o diagndstico de hipotireoidismo secundario.

No quadro de hipotireoidismo disturbios cognitivos, mudancas de
humor, irritabilidade, psicose,

desatengcdo, comprometimento da memoria,
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percepcdo prejudicada, parandia e alucinacbes visuais podem se desenvolver.

Contudo, a depresséo é o sintoma mais comum e pode vir acompanhada de

ansiedade e ins6nia (Whybrow e Bauer, 2000b).

1.2.2. Hipertireoidismo

O termo hipertireocidismo se aplica as doencas caracterizadas por
hiperfuncdo da glandula tiredide, enquanto o termo tireotoxicose refere-se as
manifestagbes clinicas e bioquimicas do excesso tissular de hormonios,
independentemente da etiologia. Depois da doenca de Graves, que compreende 60
a 80% dos casos, 0 boécio nodular toxico, adenoma toxico e tireoidites sdo as
principais causas de tireotoxicose.

As consequéncias clinicas da tireotoxicose refletem o resultado final
dos efeitos de quantidades excessivas dos hormoénios tireoideanos em praticamente
todos os 6rgéaos e tecidos. O diagnéstico do hipertireoidismo é geralmente clinico.
Nervosismo, intolerancia ao calor, perda de peso associado com aumento de
apetite, sudorese, palpitacdes e diarréias séo frequentes. Existe uma variedade de
sintomas neuropsiquiatricos decorrentes da tireotoxicose, a labilidade emocional é
comum e as alteracfes mentais que ocorrem podem ser tdo extremas que chegam a
psicose (Tabela 2). Os sintomas incluem ainda ansiedade, disforia, agitacéo,
comprometimento da memoaria e dificuldade de concentracdo. Estudos mostraram a
prevaléncia de desordens de ansiedade em aproximadamente 60% dos pacientes e
de depressao entre 31 e 69% (Kathol e Delahunt, 1986; Trzepacz et al., 1988).

A associacao da histéria clinica, avaliacdo laboratorial e captacdo de

iodo radioativo sédo importantes para o diagnéstico do hipertireoidismo. Em relacéo a
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avaliacdo laboratorial, o nivel sérico de TSH encontra-se baixo ou indetectavel, com
excecdo dos casos de adenoma hipofisério secretor de TSH, ou daqueles com

sindrome de resisténcia aos hormonios tireoideanos.

Tabela 2. Sintomas e sinais do hipertireoidismo

Sintomas

Sinais

Intoler&ncia ao calor
Fraqueza / fadiga
Palpitacbes

Dificuldade respiratoria
Nervosismo

Perda de peso

Rouquidéo

Queda de cabelos
Alteracdes do ciclo menstrual

Disfagia

Aumento da temperatura corporal
Hiperidrose

Fragueza muscular

Taquicardia e fibrilagao atrial
Tireomegalia

Taquipnéia

Tremores

Onicolise

Alopecia, cabelos finos e brilhantes

Oligomenorréia

1.2.3. Hipertireoidismo subclinico

E definida pela combinacdo de concentracbes baixas ou n&o
detectaveis do TSH a valores normais de T4-L. Da mesma forma os pacientes séo
geralmente assintomaticos, mas existem relatos mostrando efeitos adversos sobre a

gualidade de vida (Romaldini et al., 2004).
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1.2.4. Hipotireoidismo subclinico

E uma disfuncéo caracterizada por aumento nos valores de TSH com
concentragcbes normais de T4-L, na auséncia de sintomas clinicos manifestos.
Contudo, tem sido sugerida a associacdo deste com depressdo e doenca do panico,
sendo demonstrada a melhora dos pacientes, com tratamento antidepressivo,

apenas apos restabelecimento do eutireoidismo (Romaldini et al., 2004).

2. Efeitos dos hormonios da tiredide no SNC

Existem evidéncias de que 0os hormonios tireoideanos exercam funcdes
importantes no SNC. Uma delas é a presenca de receptores nucleares para T3
amplamente distribuidos no cérebro de ratos adultos, apresentando alta densidade
em areas filogeneticamente recentes, tais como a amigdala e hipocampo, e baixa
densidade no cerebelo e tronco encefalico (Bauer e Whybrow, 2002). Outra
evidéncia consiste nos processos distintos no cérebro e tecidos periféricos para
deiodinacdo dos horménios tireoideanos. Foram identificadas trés tipos de
deiodinases, com pesos moleculares semelhantes (entre 28 e 32 kDa), incluindo as
deiodinases tipo 1 (D1), tipo 2 (D2) e tipo 3 (D3). Essas enzimas sao responsaveis
pela formacao de T3, o metabdlito biologicamente mais ativo, e pela inativacdo tanto
de T4 quanto de T3. Ambas, D1 e D2, catalizam a deiodinacdo de T4 gerando T3.
Porém, a primeira € predominante nos tecidos periféricos e a T3r é seu substrato
preferencial, convertendo T4 em T3 com pouca eficiéncia. Ja a D2 tem maior
afinidade por T4, sendo a enzima de maior eficiéncia na formacdo de T3. Em

contraste, D3 é a maior conversora de T4 em T3r e T2 e, consequentemente, € a
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principal inativadora de hormonios tiredideos. A D1 também degrada T3 e T4
formando T3re T2.

Ao contrario dos tecidos periféricos, a D2 e D3 sdo as formas
predominantes no SNC e apresentam distribui¢cdes regionais e celulares especificas.
Adicionalmente, as concentra¢cdes dos horménios no cérebro sdo equimolares,
diferentemente dos tecidos periféricos no qual a concentracdo de T4 € maior que a
concentracdo de T3 (Van Doorn et al.,, 1985). A distribuicdo das deiodinases é
especifica em cada tipo de tecido. Em humanos, os niveis mais elevados de
expressdo da D1 séao encontrados no figado, rim, tiredide e hipofise. No cérebro, a
D2 é encontrada em varias regides, e € majoritariamente expressa em ceélulas gliais,
nos tanicitos do terceiro ventriculo e em astrécitos em todo o cérebro mas, mais
intensamente no neocortex, ganglio basal e hipocampo. A D2 também esta presente
na hipofise, tiredide, placenta e musculos cardiaco e esquelético (Meyer, 2007;
Lechan e Toni, 2002). Vale ressaltar que ndo ha producdo de deiodinase no PVN,
dessa forma, a deiodinacdo do T4 deve ocorrer em outros locais do cérebro, dos
quais o T3 ¢€é transportado ao PVN, provavelmente através do liquido
cefalorraquidiano (LCR) ou glia adjacente (Lechan e Toni, 2002). A D3 tem influéncia
especial nos periodos embrionarios e pdés-natal, protegendo o0 organismo de
alteracdes hormonais da tirebide quando os hormdnios tiroideanos exercem um
papel essencial para o processo de diferenciacdo de varios tecidos e 6rgaos, dessa
forma a D3 apresenta os niveis de expressao mais altos em tecidos fetais humanos
e de roedores, na placenta, Utero gravidico e vasos umbilicais. Na vida adulta, a D3
€ expressa predominantemente no sistema nervoso central e pele.

Aproximadamente 80% da T3 do cérebro é produzida localmente pela

conversdo de T4 pela D2, e a sintese desta enzima é estimulada em situacdes de



23

baixa de hormonios tireoideanos, preservando a concentracdo de T3 cerebral
(Guadano-Ferraz et al., 1999).

Os horménios tireoideanos entram no cérebro rapidamente quando
injetados na corrente sanguinea. A transtiretina € uma das proteinas séricas
transportadoras de T4 e representa entre 10 e 25% das proteinas do liquido LCR. A
afinidade do T4 pela transtiretina € de 39,3% comparado com 1,4% para o T3,
demonstrando certa especificidade no transporte de T4 para o cérebro (Hatterer,
1993). Foi observado que pacientes deprimidos apresentam uma reducéo dos niveis
de transtiretina, bem como uma reducdo da deiodinacédo de T4 em T3, diminuindo a
biodisponibilidade central de T3 (Sintzel et al., 2004).

Os hormonios tireoideanos também tém fungdes metabdlicas no SNC.
De fato, Constant e colaboradores (2001) observaram que nos individuos
hipotireoideos ha uma reducdo generalizada do fluxo sanguineo e da extracao de
glicose do cérebro, indicando a reducdo na atividade cerebral. Estes hormoénios
também parecem exercer fungdes cognitivas. De fato, déficits de atencdo, memdria
e execucao de tarefas foram observados tanto em pacientes com hipotireoidismo
nao tratado (Constant et al., 2005) como naqueles que foram adequadamente
tratados com T4 (Wekking et al., 2005). Contudo, Baldini e colaboradores (1997)
apresentaram evidéncias de que o tratamento com T4 reduz o déficit de memadria em
mulheres com hipotireoidismo subclinico.

Os estudos mostram que quase todos os individuos com diagndstico
clinico de disfuncéo tireoidiana apresentam disturbios psiquiatricos que usualmente
regridem com a correcéo do estado alterado da tiredide, confirmando a participacao
do eixo hipotalamo-hipdfise-tiredide (HHT) na modulacdo do comportamento

(Whybrow, 1995).
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De fato, estudos de ressonancia magnética e tomografia por emissédo
positrbnica mostraram que o cérebro de adultos com hipotireoidismo e,
particularmente, o lobo frontal, respondem aos horménios da tiredide (Smith e Ain,
1995; Silverman et al., 2001). Estes dados fornecem uma base bioldgica para os
sinais neurologicos e disfun¢des psiquiatricas associados aos disturbios da tiredide
(Bauer e Whybrow, 2002).

Apesar da associacdo amplamente difundida das disfungbes da
tireGide e transtornos psiquiatricos, 0S mecanismos neuroquimicos responsaveis por
estas alteracbes permanecem obscuros. Por exemplo, Reis-Lunardelli e
colaboradores (2007a,b) correlacionaram os efeitos comportamentais do
hipertireoidismo a alteracdo funcional de vias somatossensoriais do cortex parietal
envolvidas no processamento espacial. Esta hipotese baseou-se na observacéo de
que a atividade Na'/K*-ATPasica no cortex parietal foi aumentada em 30% nos ratos
com hipertireoidismo subclinico, mas nao foi alterada nos ratos tratados
cronicamente com T4 (Reis-Lunardelli et al., 2007a,b). Em contraste, no ultimo grupo
a atividade Na'/K*-ATPasica do hipocampo foi inibida em 57%. Os autores sugerem
que o aumento da atividade Na'/K'-ATP&sica do cortex parietal melhora o
processamento da informacédo espacial no hipertireoidismo subclinico. Estes dados
ressaltam o efeito diferenciado de diversos graus de hipertireocidismo em regides
distintas do cérebro.

Os efeitos do hipertireocidismo também foram relacionados ao
funcionamento anormal do sistema purinérgico, uma vez que eles sédo reduzidos
pela administracdo de N6-ciclopentiladenosina, um agonista do receptor Al (Bruno
et al, 2006). Contudo, como o sistema purinérgico regula outros

neurotransmissores, incluindo a dopamina e o glutamato, estes também poderiam
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estar envolvidos nas respostas comportamentais do hipertireoidismo. Além disso, 0s
efeitos excitatorios destes horménios (Aszalos, 2007; Bahls et al., 2007) podem
estar associados a sua habilidade de bloquear receptores GABAA em cérebros
adultos (Martin et al., 1996).

Os hormoénios da tireéide também podem exercer efeitos centrais pela
alteracdo da neurotransmissao noradrenérgica que é reconhecidamente implicada
nos transtornos de estresse (Bunevicius e Prange, 2010; Bauer e Whybrow, 2002).

Outros estudos relacionam os efeitos da administracdo de T3 ou T4 ao
aumento dos niveis de 5HT no cérebro (Gur et al., 1999; Brochet et al., 1985; Sintzel
et al.,, 2004; Bauer et al., 2005; Atterwill, 1981; Bahls, 2004). A importancia do
sistema serotonérgico nos transtornos psiquiatricos cresceu enormemente nos
ultimos anos devido a eficacia comprovada dos inibidores seletivos da recaptacéo de
serotonina no tratamento da depressao, panico, transtorno obsessivo-compulsivo e
ansiedade. De fato, sabe-se que doses apropriadas de T3 potencializam a agéo de
drogas antidepressivas cuja acdo repousa na inibicdo, seletiva ou nédo, da
recaptacao de 5HT (Sintzel et al., 2004). Em reviséo recente, Bauer e colaboradores
(2005) relataram que ratos com hipotireoidismo apresentam tanto o aumento da taxa
de renovacdo (turn over) de 5HT quanto a reducdo dos niveis centrais do
neurotransmissor e da densidade dos seus receptores no cortex cerebral.
Adicionalmente, o tratamento com o0s hormonios tireoideanos elevou as
concentracfes de 5HT e aumentou a densidade dos receptores 5HT, do estriado,
hipocampo e cortex cerebral em ratos tireoidectomizados. Estes dados mostram que
0s hormbnios tireoideanos interferem na neurotransmissao serotonérgica e na acao

dos antidepressivos. Portanto, o efeito destes horménios nos transtornos
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psiquiatricos também dependera do estado funcional dos sistemas neuroquimicos
de cada paciente.

A disfuncdo da tiredide também resulta em alteracbes da expressao
génica de inimeras proteinas e, particularmente, de D2, a principal geradora de T3
intracerebral. Sabe-se que o hipertireoidismo reduz a sintese da D2 (Lechan e Toni,
2002; Guadano-Ferraz et al., 1999). Burmeister e colaboradores (1997) mostraram
gue o tratamento com T4, por 2 semanas, de ratos com hipotireoidismo, esta
associado a alteracdes poés-transcricionais que afetam a atividade cortical de D2
sem alteracdo dos niveis de RNAm. Contudo, a administragdo de T3 na dose de 50
ug/100g por 4 dias promoveu uma diminuicdo do RNAmM desta enzima. No mesmo
sentido, a administracado de doses baixas do mesmo hormonio (0,25-3 nug/100g/dia)
produziu uma diminuicdo dose-dependente do RNAm da D2 cortical, mas pouca ou
nenhuma mudanca na atividade de D2. Concluindo, os horménios da tiredide podem
interferir com a regulacdo da atividade de D2, via mecanismos pré- ou pos-
transcricionais, dependendo das concentragcfes presentes destes hormonios.

Apesar dos relatos da literatura sugerirem que 2/3 dos pacientes com
doenca tireoideana apresentem distarbios psiquiatricos, tais como ataques de
panico, ansiedade, depressédo, fobias e transtorno compulsivo, esta associacao
ainda é controversa (Scanlon e Hall, 1995). Ndo obstante, num estudo prospectivo
onde foram avaliados 254 pacientes com hipo e hipertireoidismo clinicos ou
subclinicos, compensados ou ndo, 0s pacientes com hipotireoidismo néao-
compensado apresentaram um risco até sete vezes maior de desenvolvimento de
alteracdes de humor gque os eutireoideanos (Larisch et al., 2004). Ndo obstante, ao
invés dos sintomas depressivos, Constant e colaboradores (2005) observaram

sintomas mais acentuados de ansiedade nos pacientes com hipotireoidismo. Simon
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e colaboradores (2002) avaliaram 169 pacientes com disturbios psiquiatricos, 92
com sindrome do péanico, 29 com ansiedade generalizada e 48 com fobia social.
Exceto para o grupo com transtorno de ansiedade generalizada, no qual 10,4% dos
individuos apresentaram disfuncdo tireoideana, os resultados ndo indicaram um
aumento da incidéncia de doencas tireoideanas em relagcdo a populacdo geral. No
mesmo sentido, Sait Gonen e colaboradores (2004) aplicaram escalas de avaliacao
de ansiedade em 85 pacientes com hipo e hipertireoidismo subclinico e concluiram
gue os pacientes portadores de doencas tireoideanas subclinicas apresentavam
mais ansiedade que os controles.

Notavelmente, estudos recentes apresentaram fortes indicios de
disturbios tireoideanos em pacientes com transtorno do estresse pos-traumatico
(TEPT). Estudos que avaliaram a fungao tireoideana de ex-combatentes da Il Guerra
Mundial e Vietnd mostraram que esses individuos apresentavam niveis de T3, T3-L,
T4-L e TSH maiores que os individuos controles normais, sugerindo uma
hiperfuncdo do eixo HHT. Contudo, o hipertireoidismo clinico raramente foi
encontrado (Mason et al., 1996; Wang et al., 1999; Karlovic et al., 2002; Vieweg et
al., 2006). Recentemente, Friedman e colaboradores (2005) avaliaram o eixo HHT
em mulheres com TEPT que sofreram abuso sexual na infancia e adolescéncia,
mesmo quando ndo preenchiam os critérios de TEPT. Eles observaram que as
pacientes com TEPT apresentavam T3 elevado, TSH baixo e relacdo T3/T4-L
aumentada, mostrando uma conversdo aumentada de T4 em T3. Em adicao,
mulheres com TEPT e depressao apresentavam niveis de T3 menores e de TSH
mais elevados que as mulheres sem depressdo. Estes dados sugerem a

participacéo do eixo HHT na consolidacdo da memoria traumatica.
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3. Panico, ansiedade e estresse

Os fundamentos da nosologia atual dos transtornos de ansiedade
podem ser encontrados na classificagédo original de Sigmund Freud das ‘neuroses de
ansiedade’ (Angstneuroses). Freud envidou esfor¢cos consideraveis na separacao
dos transtornos de ansiedade da depressdo maior e de uma ampla gama de
condicbes psiquiatricas denominadas a época de ‘neurastenias’. De fato, nos
‘Estudos sobre a Histeria’ (1895), Freud ja distinguia duas sindromes fundamentais,
quais sejam, a ‘expectativa ansiosa’ ou ‘apreensao’ (&ngstlich), que ele considerava
a forma predominante do transtorno de ansiedade, e uma sindrome menos
freqUente, porém igualmente importante, que ele denominou ‘ataque de ansiedade’
(Angstanfall). De acordo com sua descrigdo, a expectativa ansiosa era ‘um quantum
de ansiedade livre e flutuante que controlava a escolha das idéias por antecipagéo’.
Em contraste, no ataque de ansiedade ‘a ansiedade irrompia repentinamente na
consciéncia sem ter sido eliciada por qualquer idéia‘. Freud ressaltou que estes
ataques podiam manifestar-se tanto como ‘um sentimento puro de ansiedade’
quanto pela combinagao da ansiedade com ‘a interpretacdo mais proxima do término
da vida, tal como a idéia de morte subita ou da perda da razdo’ ou combinados a
‘alguma parestesia....[ou] um distUrbio de uma ou mais fun¢des somaticas, tais como
a respiragédo, atividade cardiaca, inervagdo vasomotora e atividade glandular’.
Eventualmente, Freud distinguiu estes ataques das fobias, do transtorno obsessivo-
compulsivo (‘neurose obsessiva’) e transtorno do estresse pods-traumatico (‘neurose
comum’), dentre outras condi¢cBes psiquiatricas. As descri¢des clinicas de Freud da

‘expectativa ansiosa’ e do ‘ataque de ansiedade’ sao extremamente similares aos
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diagnosticos contemporaneos do transtorno de ansiedade generalizada (TAG) e
transtorno do panico (TP), respectivamente (APA, 1994).

Presumivelmente, a heranca clinica de Freud foi, em grande medida,
abandonada apo6s o divércio profundo entre psicandlise e medicina. Como
consequéncia, os transtornos de ansiedade continuaram sendo diagnosticados
como neurastenias até meados do século passado. Em particular, o TP recebeu
uma variedade estonteante de nomes, incluindo neurose de ansiedade, reacdo de
ansiedade, neurastenia, astenia neurocirculatéria, neurose vasomotora,
taquicardia nervosa, sindrome de esfor¢o, sindrome de Da Costa, coracao de
soldado e coracao irritavel, entre outros (Pitts e McClure, 1967). Este cenario
comecou a sofrer uma alteracdo dramatica apés a publicacéo do influente estudo
de Donald Klein mostrando que o TAG e o TP respondiam a classes diferentes de
medicamentos (Klein, 1964). Assim, enquanto a ‘expectativa ansiosa’ era
convenientemente tratada por ansioliticos (barbitdricos, meprobamato e
clordiazepoxido) e doses baixas de sedativos (fenotiazinas), os ataques de panico
somente eram atenuados pela administracdo cronica do antidepressivo triciclico
imipramina. Ao redor da mesma época, Pitts e McClure (1967) demonstraram que
os ataques de panico tinham ‘marcadores fisiolégicos’ na medida em que eles
eram precipitados pela infusdo endovenosa de lactato de so6dio em pacientes
predispostos aos ataques espontaneos de panico, mas ndo em voluntarios
normais. Em realidade, Cohen e White (1951) ja haviam mostrado que os ataques
de panico podiam ser precipitados por hiperventilacdo em 5% de dioxido de
carbono (CO;), mas ndo no exercicio ou na atmosfera ambiente (apud Klein,
1993). Estudos posteriores forneceram provas numerosas das propriedades

panicogénicas do lactato de sédio e CO,, bem como de outros agentes (Graeff et
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al., 2005). A sensibilidade especifica as drogas e a existéncia de marcadores
fisiologicos do TP sugeriram a existéncia de um circuito cerebral disparando de
forma ndo-adaptativa. Nao obstante, o TP somente seria incluido na classificacéo
dos transtornos de ansiedade da Associacdo Psiquiatrica Norte-americana um
século apos as observacoes pioneiras de Freud (APA, 1980).

Atualmente, o TP é considerado como uma sindrome distinta tanto do
TAG quanto dos demais transtornos de ansiedade. Contudo, os pacientes de TP
gueixam-se frequentemente de ‘ansiedade anticipatéria’, isto é, o temor de
desamparo na eventualidade de um AP, condicdo que pode agravar-se em
‘agorafobia’ incapacitante. Consequentemente, a presenca da ansiedade
antecipatoéria tem sido um complicador adicional dos estudos clinicos sobre os
mecanismos neurais dos AP (Graeff et al., 2005).

Por outro lado, as respostas produzidas pela estimulacdo elétrica ou
guimica da MCPA tém sido propostas como um modelo de AP (Gentil, 1988;
Jenck et al., 1995; Deakin e Graeff, 1991; Schenberg et al., 2001). De fato, muitos
anos atras Nashold e colaboradores (1969) conduziram um estudo meticuloso
mostrando que a estimulacdo intracraniana de humanos com eletrodos
cronicamente implantados no teto do mesencéfalo produzia ansiedade, panico,
terror e sentimentos de morte iminente acompanhados por sinais neurologicos e
respostas viscerais que reproduzem os sintomas cardinais dos AP. A localizacéo
dos eletrodos por raios-X mostrou que os sitios eficazes encontravam-se na
metade dorsal da MCPA (MCPD), mas ndo em sua metade ventral ou nas
estruturas adjacentes do teto do mesencéfalo (Nashold et al., 1969). Mais
recentemente, estudos com tomografia por emisséo positrénica mostraram que 0

polo do lobo temporal, a insula, o cerebelo e o teto do mesencéfalo eram ativados
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durante os AP induzidos por lactato (Reiman et al., 1989). Contudo, numa
retratacdo publicada poucos anos mais tarde, colaboradores daquele estudo
mostraram que a ativacdo dos podlos frontais dos lobos temporais foi, em
realidade, um artefato devido as alteragbes do fluxo sangiineo dos musculos
faciais durante a tomografia (Drevets et al.,, 1992). Desta forma, a MCPD pode
participar dos AP induzidos por lactato.

Em ratos, enquanto a estimulacdo da MCPD com estimulos de baixa
magnitude, elétricos ou quimicos, produz uma reacdo de congelamento
caracterizada por imobilidade tensa e exoftalmia (protrusdo do globo ocular e
abertura maxima das palpebras), estimulos mais intensos dao origem a um
comportamento vigoroso de fuga compreendendo galopes e saltos de 1 m/s e 50
cm de altura, respectivamente (Bittencourt et al., 2004; Schenberg et al., 2005).
Estes comportamentos sdo acompanhados por padrbes distintos de respostas
cardiovasculares e respiratorias e, menos freqientemente, miccdo e defecacao,
gue ocorrem em cerca de 50% dos ratos, apenas (Schenberg et al.,, 1993;
Bittencourt et al., 2004). Mais importante, a resposta de galope induzida pela
estimulacdo da MCPD do rato foi seletivamente atenuada pelos panicoliticos
clinicamente eficazes, fluoxetina e clomipramina, administrados em doses e
regimes similares aos empregados na terapia do TP (Schenberg et al., 2001,
2002; Vargas et al. 2001). Ao contrario, o galope foi facilitado pelos panicégenos
pentilenotetrazol, ioimbina e colecistocinina (Schenberg et al., 2001; Jenck et al.,
1995; Bertoglio et al., 2007). Contrariamente, os comportamentos de defesa
induzidos por estimulacéo elétrica da MCPD néo foram afetados por tratamentos
ineficazes no TP, incluindo a administracdo aguda de antidepressivos e

benzodiazepinicos (Schenberg et al., 2001; Vargas e Schenberg, 2001) e
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tratamentos agudo e crbnico (10 dias) de buspirona (Schenberg e Vargas,
resultados n&o publicados).

Consequentemente, embora as respostas defensivas induzidas por
estimulacdo da MCPD do rato tenham sido indistintamente propostas como um
modelo experimental de AP (Gentil, 1988; Jenck et al., 1995; Deakin e Graeff,
1991), as evidéncias farmacoldgicas sugerem que o galope seja a resposta mais
representativa dos AP (Schenberg et al., 2001).

Notavelmente, o TP também difere dos transtornos de estresse. A
marca fundamental da teoria do estresse de Hans Selye (1936, 1950) € o conceito
de inespecificidade da ‘reacdo de alarme’, isto é, a ativacdo do eixo hipotalamo-
pituitaria-adrenal (HPA) que se segue a exposicdo aguda do organismo a uma
variedade enorme de estressores, tanto fisicos quanto psicologicos. Estudos
posteriores mostraram que outros eixos hipotalamico-hipofisarios também
respondem ao estresse. Particularmente, demonstrou-se que a prolactina (PRL) é
consistentemente liberada em resposta a um grande namero de estressores (Neill,
1970; Siegel et al., 1980; Dijkstra et al., 1992). Conseqiientemente, a demonstracao
da auséncia de ativacédo do eixo HPA apds o estresse psicoldgico inquestionavel de
um AP aparece como um dos fatos mais intrigantes da psiquiatria contemporanea
(Liebowitz et al.,1984, Levin et al., 1987; Hollander et al. 1989a,b; Woods et al.,
1987a,b). Mais importante, esta caracteristica fornece uma pista preciosa para a
compreensao do substrato neural dos ataques de panico. De fato, numa revisédo
sobre este topico Graeff e colaboradores (2005) concluiram que nem os ataques de
panico da vida real, nem aqueles precipitados por panicégenos naturais (lactato e
CO,) ativam o eixo HPA. Contrariamente, panicogenos nao-seletivos que produzem

ansiedade antecipatoria (ou que estimulam o hipotalamo e a hipdéfise diretamente)
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ativam o eixo HPA. Neste sentido, estudos recentes de nosso laboratorio mostraram
que os ‘hormbnios do estresse’ ACTH, corticosterona e PRL ndo sédo alterados
pelas respostas intensas de ativagdo emocional e exercicio fisico da reacdo de
defesa induzida por estimulacdo da MCPD (Schenberg et al., 2008). Estes
resultados sdo indicios convincentes do envolvimento da MCPD na producédo dos
AP.

Adicionalmente, a estimulacdo elétrica e quimica da matéria cinzenta
periaqueductal ventrolateral (MCPAWVI) inibe a atividade neuronal na MCPD (Lovick,
1991) e produz um comportamento de imobilidade hiporreativa (Depaulis et al.,
1994; Morgan e Carrive, 2001). A MCPAVvI também abriga a principal populacdo de
neurdnios extra-hipotalamicos que sintetizam o horménio TRH (Liao et al., 1988).
Notavelmente, enquanto o TRH também é sintetizado nos nucleos caudais da rafe e
na regiao parapiramidal do bulbo (Yang et al.,, 1999; Nillni e Sevarino, 1999), o
processamento completo do peptideo precursor do TRH (prepro-TRH) aos
peptideos TRH-similares e ao préprio TRH sO foi demonstrado nos nucleos
paraventricular e preéptico do hipotalamo e na MCPAvI (Nillni e Sevarino, 1999).
Particularmente, os neurénios TRHérgicos da MCPAVvI projetam-se para o nucleo
parafascicular do tadlamo, MCPD, camadas profundas do coliculo superior e para
uma regido proxima ao nucleos de Barrington e locus coeruleus (Mihaly et al.,
2001). Estas projecdes sdo notaveis uma vez que estas areas foram implicadas em
um ou varios componentes dos comportamentos defensivos. De forma mais notavel,
a MCPD e as camadas profundas do coliculo t¢m um papel crucial na organizagao
dos comportamentos defensivos, conforme demonstrado por estudos de leséo
(Blanchard et al., 1981), estimulacdo (Bandler et al., 1985; Dean et al., 1989;

Depaulis et al., 1992; Bittencourt et al.,, 2004, 2005; Schenberg et al., 2005) e
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imunoistoquimica para proteina c-fos (Canteras et al., 1999; Dielenberg et al., 2001).
Por outro lado, enquanto o nudcleo parafascicular do tdlamo parece estar envolvido
no processamento emocional da dor (Harte et al., 2005), o nucleo de Barrington €,
reconhecidamente, o principal controlador da miccdo e defecacédo, respostas que
sdo tradicionalmente associadas ao medo e ansiedade (Blok e Holstege, 1988;
Valentino et al., 2000). Estes achados estdo de acordo com evidéncias
eletrofisiolégicas, imunoistoquimicas e de tracejamento de vias neuronais que
mostraram que a MCPD envia projecfes ao nucleo de Barrington, locus coeruleus e
regides proximas a estas areas (Levine et al., 1990; Ennis et al., 1991; Luppi et al.,
1995; Sandkuhler e Herdegen, 1995; Valentino et al., 2000).

Embora Donald Klein (1964), no artigo pioneiro que lancou as bases da
terapéutica da sindrome do panico, ja houvesse relatado o caso de um paciente que
passou a apresentar ataque de panico durante terapia com T4, a literatura sobre
transtorno do péanico e distarbios da tiredide € bastante reduzida.

N&o obstante, estudos recentes de nosso laboratério mostraram que
administracdes agudas de TRH que reproduzem a elvacdo dos niveis deste
horménio no hipotireoidismo, atenuam os comportamentos de defesa induzidos por
estimulacéo elétrica da MCPD (Siqueira et al., 2010a). Em particular, o TRH causou
aumentos expressivos dos limiares das respostas de imobilidade, trote, galope, salto
e exoftalmia. Estes limiares retornaram aos valores basais 24 horas apos a
administracdo do horménio. Em outro estudo, Siqueira e colaboradores (2010b)
avaliaram os efeitos do hipotireoidismo induzido por metimazol sobre os mesmos
comportamentos de defesa, bem como sobre a exploracdo do labirinto-em-cruz
elevado (LCE), um modelo de ansiedade generalizada. Os dados mostraram que 0s

limiares de defesa da MCPD sao significantemente aumentados apo6s 10 dias de
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tratamento com metimazol. Aumentos expressivos foram observados para
exoftalmia, imobilidade, trote, galope, salto, defecacéo e mic¢ao. O efeito no LCE foi,
no entanto, variavel, aumentando a exploracdo no braco aberto (ansidlise) no 5° dia
de tratamento e sem alteragdes no 10° dia de tratamento. Os resultados de ambos
experimentos sugerem a modulacéo inibitéria da MCPD pelo sistema TRHérgico.

No conjunto, os ultimos estudos sugerem que 0s neurbnios TRHérgicos
da MCPAvI poderiam ser modulados pelos niveis plasmaticos dos horménios da
tiréide, modulando os comportamentos de defesa eliciados pela estimulacdo da

MCPD e, consequientemente, os AP.
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OBJETIVOS

Em vista dos dados frequentemente contraditérios da literatura clinica
sobre os efeitos do hipertireoidismo nos transtornos do humor e da ansiedade, os
estudos que seguem avaliaram os efeitos do hipertireoidismo experimental sobre o
comportamento de ratos em modelos experimentais de ansiedade, panico e
depressao (Estudo I) e sobre os limiares dos comportamentos de defesa produzidos

por estimulagcdo da MCPD (Estudo II), um modelo experimental de AP.
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RESUMO

O “nervosismo” é o sintoma predominante do hipertireoidismo, sendo relatado por
99% dos pacientes. As doencas da tiredide também tém sido associadas a estados
ansiosos, ataques de panico, depressao, fobias e transtorno obsessivo-compulsivo.
Os dados clinicos sdo, no entanto, bastante contraditérios. Portanto, o presente
estudo avaliou os efeitos do hipertireoidismo experimental em ratos nos testes da
arena (AR), interacdo social (IS), natacdo forcada (NF), labirinto-em-cruz elevado
(LCE) e labirinto-em-T elevado (LTE). Ratos Wistar machos adultos foram tratados
por 10 dias (i.p.) com salina (n=20, grupo controle) ou com L-tiroxina (T4) nas doses
de 30 pg/dia (n=18, grupo T30) e 60 ug/dia (n=20, grupo T60). Os niveis plasmaticos
de T3 e T4 e os efeitos comportamentais de T4 foram avaliados por ANOVA seguida
de testes-t para amostras independentes. As diferencas em relacdo ao grupo
controle foram consideradas significantes para P<0,05. Os grupos T30 e T60 nao
diferiram quanto ao peso final ou niveis plasmaticos de T3 e T4, que foram
aumentados em cerca de 60% e 50%, respectivamente. Nao obstante, eles diferiram
guanto aos testes comportamentais, indicando efeitos cerebrais diferenciados destes
tratamentos. No teste da AR, a T4 aumentou as respostas de levantar, explorar,
olfacdo e locomocao periférica, confirmando os relatos clinicos de hiperatividade.
Contrariamente, a T4 aumentou o tempo de imobilidade na NF, sugerindo um efeito
especifico pro-depressivo. Nos outros testes somente foram observados efeitos para
a menor dose de T4. Assim, embora os ratos tratados com a menor dose de T4 nédo
tenham diferido quanto ao numero de entradas no braco fechado, ou quanto a
porcentagem do tempo de exploracdo no braco aberto do LCE, houve um aumento

significante da porcentagem de entrada no brago aberto, sugerindo um efeito
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ansiolitico. N&o obstante, os indices de ansiedade ndo foram alterados nos testes de
IS, AR e LTE. Portanto, nossos dados sugerem que o sintoma de ‘nervosismo’
relatado por pacientes com hipertireoidismo sejam distintos da ansiedade dos
modelos animais empregados neste estudo. Por outro lado, a laténcia de fuga no
LTE foi reduzida pela menor dose de T4, sugerindo um efeito panicogénico. Nossos
resultados sugerem que o hipertireoidismo leve facilite o transtorno de péanico e a

depressao.

Palavras-chaves: Tireoide, Hipertireoidismo, Ansiedade, Panico, Depressao,
Labirinto-Em-Cruz Elevado, Labirinto-Em-T Elevado, Interagcdo Social, Open Field,

Natacdo Forcada.
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INTRODUCAO

Observacdes clinicas e experimentais sugerem a infuéncia do eixo
hipotalamo-hipofise-tiredide (HHT) nos transtornos psiquiatricos. De fato, estudos
demonstraram que a maior parte dos individuos com diagndstico clinico de
disfuncao tireoideana apresenta distirbios mentais que usualmente regridem com a
correcao do estado alterado da tiredide (Whybrow, 1995).

Um dos achados mais importantes que corrobora a acdo dos
hormoénios tireoideanos no cérebro e, portanto, afeta seu funcionamento, é a
presenca de receptores nucleares no cérebro de ratos adultos (Oppenheimer et al,
1974). Especificamente, os receptores nucleares para T3 (triiodotironina), horménio
tireoidiano com maior atividade biologica, sdo amplamente distribuidos no cérebro
de ratos adultos, apresentando as maiores densidades em regides cerebrais
filogeneticamente recentes, tais como amigdala e hipocampo, e densidade
reduzidas no tronco encefalico e cerebelo (apud Lechan e Toni, 2002).

O hipotireoidismo em adultos acarreta distarbios cognitivos, mudancas
de humor, irritabilidade, psicose, desatencdo e comprometimento da memodria.
Contudo, a depressédo € o sintoma mais comum e que pode vir acompanhada de
ansiedade e insbnia. Por outro lado, o hipertireoidismo acarreta prejuizo da
percepcdo, parandia, alucinacdes visuais, alteracbes de humor, ansiedade,
disturbios cognitivos, disforia, agitacdo e dificuldade de concentracdo, irritacao,
insénia, fragueza e desanimo. Estes estudos também mostraram que a prevaléncia
de ansiedade e depressado em pacientes com hipertireoidismo chega a atingir 60% e
69%, respectivamente (Kathol e Delahunt, 1986; Trzepacz et al., 1988; Whybrow e

Bauer, 2000b).
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Como funcdo primordial, os hormdnios tireocideanos regulam a
transcricdo de um grande numero de genes, tendo, inclusive, participacdo na
regulacdo da neurotransmissdo serotonérgica cortical e na regulacdo central
noradrenérgica e GABAérgica (Atterwill, 1981; Bahls, 2004). Tais evidéncias
sugerem que as alteracdes do comportamento devidas a disfuncdo da tiredide
devem-se a anormalidades catecolaminérgicas e serotonérgicas. De fato, a sintese
de serotonina (5HT) esta diminuida no hipotireoidismo e elevada no hipertireoidismo
em ratos (Atterwill, 1981; Bahls, 2004).

Notavelmente, embora os relatos da literatura sugiram que 2/3 dos
pacientes com doenca tireoideana apresentam disturbios psiquiatricos, incluindo
ataques de panico, ansiedade, depressao, fobias e transtorno compulsivo, a
comorbidade destas condi¢des ainda é controversa (Scanlon e Hall, 1995). Nao
obstante, num estudo prospectivo onde foram avaliados 254 pacientes com hipo e
hipertireoidismo, clinicos ou subclinicos, compensados ou ndo, os pacientes com
hipotireoidismo ndo-compensado apresentaram um risco até sete vezes maior de
desenvolvimento de alteracdes de humor que os eutireoideanos (Larisch et al.,
2004). Simon e colaboradores (2002) avaliaram 169 pacientes com disturbios
psiquiatricos, 92 com sindrome do panico, 29 com ansiedade generalizada e 48 com
fobia social. Exceto para o grupo com transtorno de ansiedade generalizada, no qual
10,4% dos individuos apresentaram disfuncédo tireoideana, os resultados nao
indicaram um aumento da incidéncia de doencas tireoideanas em relacdo a
populacdo geral. No mesmo sentido, Sait Gonen e colaboradores (2004) aplicaram
escalas de avaliacdo de ansiedade em 85 pacientes com hipo e hipertireoidismo
subclinico e concluiram que os pacientes portadores de doencas tireoideanas

subclinicas apresentavam mais ansiedade que os controles.
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Assim, a influéncia dos hormonios tireoideanos nos transtornos
comportamentais ainda é controversa (apud Bauer e Whybrow, 2002). Tendo em
vista a importancia e os dados clinicos contraditérios sobre a comorbidade das
doencas da tireéide e transtornos psiquiatricos, o presente estudo investigou os
efeitos do hipertireoidismo experimental sobre o comportamento de ratos em

modelos de ansiedade, panico e depressao.

METODOLOGIA

Animais. Foram utilizados ratos Wistar albinos, machos (n=58), pesando cerca de
250 g, fornecidos pelo biotério da Universidade Federal do Espirito Santo. Os
procedimentos do presente estudo seguiram as normas de conduta ética de

pesquisa em animais da Sociedade Brasileira de Neurociéncia e Comportamento.

Tratamentos. Os animais foram tratados com salina (grupo SAL, n=20) ou L-tiroxina
(T4) nas doses de 30 pg/rato/dia (grupo T30, n=18) ou 60 pg/rato/dia (grupo T60,
n=20). As drogas foram administradas por via intraperitoneal, entre 13-16h, ao longo

de 10 dias.

Protocolo experimental. Os testes para verificacdo dos efeitos comportamentais da
T4 foram conduzidos a partir do 10° dia de tratamento. Inicialmente, a metade dos
animais de cada grupo foi submetida ao labirinto-em-cruz elevado (LCE), e a outra
metade ao labirinto-em-T elevado (LTE). Imediatamente apds, os animais foram
submetidos ao teste de arena (AR). No 11° dia todos os animais foram submetidos

ao teste de interacdo social (IS) e, imediatamente apds, ao pré-teste da natacdo
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forcada (PNF). O teste da natacdo forcada (NF) foi conduzido no 12° dia. As
respectivas doses de cada tratamento continuavam a ser aplicadas, diariamente, ao
fim dos testes. Os ratos eram sacrificados apés a NF e o sangue era coletado para
dosagem dos niveis plasmaticos de T3 e T4. Todos os testes foram realizados numa

sala com atenuacao sonora e luminosidade controlada (44 lux) (Tabela 1).

Teste do Labirinto-em-cruz elevado. O LCE baseia-se na aversdo natural dos
roedores aos espacos abertos. O LCE era feito de madeira com revestimento de
formica e situava-se a 70 cm do assoalho. O equipamento tinha 4 bracos
perpendiculares de 50 cm de comprimento e 10 cm de largura, dos quais 2 bracos
opostos tinham paredes de 40 cm de altura (bracos fechados) e os outros 2 uma
borda de apenas 1 cm de altura (bragos abertos). Os bragcos comunicavam-se por
uma plataforma central (10 x10 cm). Os ratos eram colocados na plataforma central
voltados para o braco fechado e eram observados durante 5 minutos, registrando-se
o tempo de exploracdo no braco aberto (TBA), tempo no braco fechado (TBF) e
tempo na plataforma central (TPC) e o numero de entradas nos bracos abertos
(EBA) e bracos fechados (EBF). A porcentagem de entradas no braco aberto
(%EBA) e porcentagem de tempo no braco aberto (% TBA) foram calculados como

EBA/(EBA+EBF) e TBA/(TBA+TBF), respectivamente.

Teste do Labirinto-em-T elevado. O LTE é um equipamento obtido pelo fechamento
de um dos bracos fechados do LCE. Os ratos sdo avaliados quanto ao aprendizado
da esquiva inibitéria ou no desempenho numa resposta inata de fuga. No treino da

esquiva inibitoria, o rato é colocado na extremidade do braco fechado por trés vezes
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Tabela 1. Protocolo experimental. IS- interacdo social, LCE — labirinto-em-cruz
elevado, LTE - labirinto-em-T elevado, AR — arena, PNF — pré-teste de natacdo
forcada, NF — teste de natacéo forcada.

Grupos Dias 1-9 Dia 10 Dia 11 Dia 12
SAL Salina ig I[(T:E AR IS PNF NF Cg;itgu%e
T30 30 pg/dia de T4 ig AR IS PNF O NF Cg;entgu‘ée
T60 60 pg/dia de T4 ig 'S AR IS PNF O NF Cg;itgu‘ée

sucessivas (esquivas 1-3), em intervalos de 30 segundos, registrando-se o tempo de
permanéncia no braco fechado para cada tentativa. A aprendizagem da esquiva
inibitéria é expressa pelo aumento da duracdo da esquiva ao longo das tentativas.
Apos o treino de esquiva, o animal € colocado na extremidade do braco aberto por
trés vezes sucessivas (fugas 1-3), em intervalo de 30 segundos, registrando-se a
laténcia da fuga para cada tentativa. O tempo de 300 segundos € estabelecido como

limite tanto para a duracdo da esquiva como para a laténcia de fuga.

Teste da Arena. Neste teste o rato era colocado numa arena quadrada (1m?), com o
assoalho dividido em 49 espacos de 14 cm x 14 cm, dos quais 9 compunham uma
area central e 40 compunham uma area periférica. O rato era filmado por 5 minutos.
Os comportamentos de levantar, autolimpeza, olfacdo, imobilidade, exploracdo
(investigar o ambiente), cruzamentos (atravessar de um lado a outro da arena
passando pela area central), locomocéo (numero de espacos invadidos) periférica

(peritaxia) e central (centrotaxia) foram quantificados off-line pela analise dos filmes.

Teste da Natacdo Forcada. O teste da natacdo forcada (NF) foi conduzido num

cilindro de 25 cm de diametro por 65 cm de altura, com coluna de agua de 50 cm.
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Na sessédo pré-teste (PNF) os ratos eram colocados no cilindro por 15 min. No dia
seguinte (NF), os ratos eram colocados no cilindro durante 5 minutos, registrando-se
o tempo de natacdo. O comportamento de natagao foi definido como movimentos de
superficie, mergulhos ou tentativas de escalar as paredes do cilindro. Na imobilidade
o animal permanecia praticamente imovel, apresentando apenas pequenos

movimentos para manter a cabeca fora da agua.

Teste da Interacdo social (IS). O teste da IS era realizado com dois ratos, dos quais
somente o rato tratado era analisado. Os ratos eram colocados numa arena
cilindrica de acrilico transparente com 60 cm de diametro e altura e filmados por 10
min. O assoalho da arena tinha um circulo central de 30 cm de diametro e um anel
periférico com 15 cm de largura. Os comportamentos foram quantificados off-line
através da analise dos filmes, de acordo com sua frequéncia ou duracdo. S6 foram

registrados os seguintes comportamentos:

Centrotaxia - tempo de permanéncia na area central da arena.

Peritaxia - tempo de permanéncia no anel periférico.

Exploracdo — frequéncia dos comportamentos de farejar e de movimentos de
locomocéo.

Levantar - postura ereta com extensao das patas posteriores.

Investigar - interagir e cheirar o outro rato.

Seguir - 0 rato tratado segue o outro rato.

Autolimpeza - Postura ereta sobre as patas posteriores flexionadas, acompanhada
da manipulacdo repetitiva e sequencial dos pélos da cabeca, tronco e genitélias,

usando as patas dianteiras ou a boca.
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Repouso - Postura horizontal com olhos abertos ou semi-abertos, atividade olfativa
reduzida e relaxamento muscular indicado pelo rebaixamento do tronco e pela flexdo

dos membros, e/ou rebaixamento da cabeca e pescoco.

Coleta de sangue. Ao final dos experimentos os animais eram sacrificados com
sobredose de anestésico (hidrato de cloral) e eram coletadas amostras de sangue
para andlise dos niveis plasmaticos de tireotrofina (TSH) e dos hormdnios
tireoideanos T3 e T4. As amostras eram centrifugadas a 4°C e o plasma era mantido
a -20°C até ser enviado para dosagem dos hormdnios no Departamento de
Psicobiologia da EPM-UNIFESP. Contudo, até o0 momento so foi possivel realizar os

ensaios para T3 e T4.

Andlise estatistica. Os niveis plasmaticos de T3 e T4 e os efeitos comportamentais
de T4 nos testes de LCE, AR, IS e NF foram avaliados por ANOVA seguida de
testes-t para grupos independentes. E os efeitos do LTE foram avaliados por
ANOVA para medidas repetidas seguida de testes-t. As diferencas em relacdo aos

controles foram consideradas significantes para P<0,05.

RESULTADOS

Efeitos da T4 sobre o desempenho dos ratos no labirinto-em-cruz elevado. Somente
foi observada diferenca estatistica significante para %EBA (F,25=5,5; P<0,01), ndo
havendo diferencas para EBA (F.25=2,41; P<0,11), EBF (F225=0,47; P<0,63) ou

%TBA (F225=1,60; P<0,22) (Fig.1). As comparacfes pareadas mostraram que a



47

%EBA do grupo T30 foi maior que aquela dos grupos SAL (P<0,003) e T60

(P<0,05). O grupo T60 néo diferiu do grupo SAL em nenhum dos itens avaliados.

81 EBF
6] T
4 4
2 -
0 -
07 TBA%)
20 H
0 -
07 EBA%)
60 - *H#
0 -
SAL T30 T60

Fig. 1. Efeitos da L-tiroxina sobre o desempenho de ratos no labirinto-em-cruz
elevado. EBF — nimero de entradas no braco fechado, %TBA — porcentagem do
tempo nos bracos abertos, %EBA — porcentagem de entradas nos bracos abertos,
T30 — grupo tratado com 30 pg de T4, T60 — grupo tratado com 60 ug de T4, SAL —
grupo salina, * e # P<0,05, diferencas significantes em relacdo aos grupos SAL e
T60, respectivamente.

Efeitos do T4 sobre o desempenho dos ratos no labirinto-em-T elevado. A duracao
da esquiva inibitéria apresentou aumentos significantes ao longo das 3 exposicoes
ao LTE (F.5=27,6; P<0,0001). Contudo, ndo foram observadas interacdes

significantes entre tratamentos e exposi¢cées ao LTE. De forma similar, as laténcias

de fuga sofreram aumentos significantes ao longo das 3 exposi¢coes (F250=16,4;
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P<0,0001). Também foram detectadas diferencas marginais entre os tratamentos
(F450=2,18, P<0,08). Em particular, a laténcias de fuga da terceira exposi¢céo foram
estatisticamente diferentes (F225=3,68; P<0,04). As comparacfes pareadas
mostraram que o grupo T30 apresentou laténcias inferiores na terceira exposi¢cao
comparadas aquelas dos grupos SAL (P<0,04) e grupo T60 (P<0,01) (Fig. 2).

As médias das 3 laténcias de fuga também foi estatisticamente
diferente para os tratamentos (F;25=3,79; P<0,04) (Fig. 3). As comparacdes
pareadas mostraram que a laténcia média do grupo T30 foi significativamente

inferior as médias dos grupos salina (P<0,01) e T60 (P<0,05).

Efeitos do T4 sobre o desempenho dos ratos no teste da arena. Os tratamentos
tiveram efeitos significantes sobre as respostas de levantar (F,s5 =4,55; P<0,02),
explorar (F2ss = 5,35; P<0,008), olfacdo (F2ss =8,11; P<0,0008) e peritaxia (F25s5
=4,38; P<0,02), mas apenas um efeito marginal sobre a imobilidade (F2s5 =2,93;
P<0,06) (Fig.4-5). As comparacdes pareadas mostraram que o grupo T30 diferiu do
grupo SAL quanto aos comportamentos de levantar (P<0,02), explorar (P<0,003),
olfacdo (P<0,0002) e peritaxia (P<0,01), que foram aumentados. De maneira
semelhante, o grupo T60 apresentou aumentos da frequéncia das respostas de
levantar (P<0,01), explorar (P<0,02), olfacdo (P<0,02) e peritaxia (P<0,01).

Contrariamente, a imobilidade (P<0,02) foi diminuida (Figs. 4-5).
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Fig. 2. Efeitos da L-tiroxina sobre o desempenho de ratos no labirinto-em-T elevado.
T30 — grupo tratado com 30ug/dia de T4, T60 — grupo tratado com 60ug/dia de T4,
SAL — grupo salina (NaCl 0,9%, i.p.), * e # P<0,05, diferencas significantes em
relacdo aos grupos SAL e T60, respectivamente.
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Fig. 3. Efeitos da L-tiroxina sobre a laténcia média das 3 fugas no labirinto-em-T
elevado. T30 — grupo tratado com 30 pg/dia de T4, T60 — grupo tratado com 60
ug/dia de T4, SAL — grupo salina (NaCl 0,9%, i.p.), * e # P<0,05, diferencas
significantes em relacdo aos grupos SAL e T60, respectivamente.
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Fig. 4. Efeitos da L-tiroxina sobre o desempenho de ratos na arena. T30 — grupo
tratado com 30ug/dia de T4, T60 — grupo tratado com 60ug/dia de T4, SAL — grupo
salina (NaCl 0,9%, i.p.), * P<0,05, diferencas significantes em relagcdo aos grupos
SAL (ANOVA para grupos independentes seguida de testes t para grupos
independentes).
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Fig. 5. Efeitos da L-tiroxina sobre a atividade locomotora de ratos na arena. T30 —
grupo tratado com 30 pg/dia de T4, T60 — grupo tratado com 60 ug/dia de T4, SAL —
grupo salina (NaCl 0,9%, i.p.), * P<0,05, diferencas significantes em relacdo aos
grupos SAL ANOVA para grupos independentes). Ordenada em escala logaritmica.
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Efeitos da T4 sobre o desempenho dos ratos na natacdo forcada. Os grupos
diferiram estatisticamente (F2, s4 = 3,28; P<0,05). Comparado ao grupo SAL, houve
um aumento significante do tempo de flutuacdo do grupo T30 (P<0,04) e do grupo

T60 (P<0,03) (Fig. 6).
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Fig. 6. Efeitos da L-tiroxina sobre o desempenho de ratos na natacdo forcada. T30 —
grupo tratado com 30 pg/dia de T4, T60 — grupo tratado com 60 ng/dia de T4, SAL —
grupo salina (NaCl 0,9%, i.p.), * P<0,05, diferencas significantes em relacdo aos
grupos SAL (analise de variancia para grupos independentes).

Efeitos da T4 sobre o desempenho dos ratos no teste de interacdo social. Dentre as
respostas do teste de interacdo social, apenas o comportamento de ‘seguir
apresentou significancia marginal (F.54=2,61; P<0,08). A comparagdo pareada

também sugere um comportamento de seguir aumentado do grupo T60 (P<0,03)

(Fig. 7).
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Fig. 7. Efeitos da L-tiroxina sobre o desempenho de ratos na interacdo social. T30 —
grupo tratado com 30ug/dia de T4, T60 — grupo tratado com 60ug/dia de T4, SAL —
grupo salina (NaCl 0,9%, i.p.)

Efeitos do tratamento exdgeno de T4 sobre os niveis plasmaticos de T3 e T4. Os
grupos diferiram quanto aos niveis plasmaticos de T3 (F, 54 =11,34; P>0,0001) e T4
(F254 =7,66; P>0,001). Comparado ao grupo SAL, o grupo T30 apresentou niveis
plasmaticos significativamente maiores de T3 (P< 0,0002) e T4 (P< 0,002). Da
mesma forma, o grupo T60 apresentou aumentos significantes dos niveis

plasmaticos de T3 (P<0,0001) e T4 (P<0,001) (Tabela 2).
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Tabela 2. Niveis plasmaticos de T3 e T4 dos grupos tratados com salina (SAL) ou T4
nas doses diarias de 30 pg (T30) ou 60 ug (T60) por rato, ao longo de 10 dias.

Tratamento T3 (ng/dl) T4 (ng/dl)
SAL 55,12 + 1,88 8,27 £ 0,37
T30 90,69* + 6,13 12,36* + 0,93
T60 90,38* + 8,45 12,46* £ 1,14

Dados expressos por média + EPM. * P<0,05 diferenca significante em relacdo ao
grupo SAL.

Efeitos do tratamento com T4 sobre o peso dos animais. Houve ganho significante
do peso ao longo do experimento (F,3; =188,5; P< 0,0001). Porém, ndo houve

efeitos do tratamento sobre o ganho de peso (Tabela 3).

Tabela 3 — Peso dos animais (g) de cada grupo de estudo ao longo do tratamento
crénico com L-tiroxina. T30 — grupo tratado com 30ug/dia de T4, T60 — grupo tratado
com 60ug/dia de T4, SAL — grupo salina (NaCl 0,9%)

Tratamento Dia 1 Dia 10
SAL 268,5+2,71 315,6 £ 4,09
T30 268,0 £ 4,94 310,1 +£4,79
T60 271,1 £5,65 313,8 +£ 6,28

Dados expressos por média + EPM. Dia 1 —inicio do tratamento, Dia 10 — término do
tratamento.
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DISCUSSAO

O tratamento com T4 aumentou a atividade espontdnea na AR (um
indice de hiperatividade), facilitou a resposta de fuga no LTE (um efeito pré-panico),
e aumentou o tempo de imobilidade na NF (um efeito pré-depressao). Como nédo
foram observadas diferencas significantes na atividade espontanea no LCE (EBF), o
aumento na %EBA com a menor dose de T4 também sugere uma leve acao
ansiolitica. Também houve um pequeno aumento na %TBA que, no entanto, ndo
alcancou significancia estatistica. Embora os efeitos no LCE indiquem uma redugao
da ansiedade, esta ndo foi alterada nos testes de IS, AR ou LTE. Também né&o foi
observado nenhum comportamento agressivo, nem na IS, nem na captura dos ratos
pelo experimentador, que sugerisse um aumento da irritabilidade secundario aos
niveis mais elevados de ansiedade. No conjunto nossos dados sugerem que O
sintoma de ‘nervosismo’ (nervousness) relatado por 99% dos pacientes com
hipertireoidismo, bem como os estados de ‘apreensao’ (apprehension’), ‘labilidade
emocional’ (emotional lability) e ‘irritabilidade’ (irritability) (Larsen et al., 1998) sejam
distintos da ansiedade gerada nos modelos animais empregados neste estudo.

Por outro lado, a hiperatividade na AR concorda tanto com os estudos
experimentais (Bruno et al., 2006; Redei et al., 2001; Sala-Roca et al., 2002) quanto
com a ‘agitagao’ visivel dos pacientes com hipertireoidismo (Whybrow et al., 1969;
Bauer e Whybrow, 2002; Bruno et al., 2006).

No LTE houve uma reducéo significante da laténcia de fuga no grupo
T30 sugerindo o efeito panicogénico desta dose. Este resultado confirma a

associacdo que se faz do transtorno do panico com alteracbes da funcéo
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tireoideana, principalmente, do hipertireoidismo (Gloger et al., 2001; Fardella et al.,
2000; Placidi et al., 1998).

Por sua vez, o teste da NF (Porsolt, 1977) é um dos mais utilizados
para a avaliacdo pré-clinica da atividade antidepressiva de farmacos (Gersner et al.,
2009). Neste teste, o0 aumento do tempo de natagao indica um efeito antidepressivo
e vice-versa. Apesar da hiperatividade observada na AR, o tempo de imobilidade na
NF foi aumentado em ambos o0s grupos, indicando um efeito especifico pro-
depressivo da T4.

O teste da IS foi desenvolvido 25 anos atras como o primeiro teste de
ansiedade que usou comportamentos etologicamente relevantes e 0 comportamento
natural do rato como variaveis dependentes (File e Seth, 2003). Na IS, a variavel
dependente é o tempo gasto por pares de ratos machos em comportamentos de
interacdo ativa, vale dizer, cheirar, seguir ou limpar o parceiro. O aumento da IS na
auséncia do aumento concomitante da atividade motora é indicativo de efeito
ansiolitico, enquanto o decréscimo da IS na auséncia de uma reducéo concomitante
da atividade motora indica um efeito ansiogénico (File e Seth, 2003). Os resultados
de IS néo apresentaram diferencas significantes, mas apenas uma tendéncia de
aumento do comportamento de ‘seguir’ no grupo T60. Contudo, a arena utilizada
para a realizacdo deste teste foi menor que a utilizada em outros trabalhos (Sams-
Dodd, 1994, File e Seth, 2003), o0 que pode ter comprometido os resultados.

Como nao houve diferenca entre o peso dos ratos tratados e nao-
tratados, o hipertireoidismo do presente estudo pode ser considerado como um
guadro leve, afastando uma influéncia relevante de efeitos metabdlicos nas
respostas comportamentais. Portanto, os efeitos foram provavelmente devidos as

acOes centrais dos tratamentos. Por outro lado, como ndo houve diferenca entre os
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niveis plasméticos de T3 e T4 dos grupos T30 e T60, os efeitos ndo lineares das
doses de T4 devem ser atribuidos aos niveis cerebrais mais elevados de T3 e T4
nos ratos tratados com 60 pg/dia. Em todo caso, os efeitos observados sugerem que
niveis distintos de hipertireoidismo afetem o0s sintomas psiquiatricos de forma
diferenciada.

Reis-Lunardelli e colaboradores (2007b) também nao observaram
efeitos no LCE ap0s um tratamento crénico com T4 (25 pg/100g por 14 dias, i.p.)
bastante similar ao do grupo T60. Contudo, o tratamento sub-crénico (500 pg/kg/dia
por 3 dias) teve um efeito similar ao do nosso estudo, aumentando o numero de
entradas no brago aberto (Reis-Lunardelli et al., 2007a). Embora limitados, os efeitos
‘ansioliticos’ no LCE deste e do presente estudo podem estar relacionados ao
hipertireoidismo subclinico.

Nossos resultados também corroboram as observacfes de Redei e
colaboradores (2001) que mostraram que a administracdo de T3 aumenta a
imobilidade de ratos Wistar no teste da NF. Nao obstante, apesar dos inUmeros
estudos sobre a comorbidade das doencas da tiredide e depressédo, os dados
epidemiologicos sdo controversos. Assim, enquanto alguns estudos sugerem um
risco maior de depresséao tanto no hipotireoidismo quanto no hipertireoidismo (Demet
et al.,, 2002; Lee et al., 2003), Engum e colaboradores (2002) relataram uma
incidéncia diminuida de depressédo e ansiedade em pacientes com hipotireoidismo
num estudo que correlacionou tracos emocionais e niveis séricos de horménios da
tiredide em 30.589 individuos. Contrariamente, outros autores relataram indices
maiores de depressao nos pacientes com hipertireoidismo (Baumgartner et al., 1988;
Demet et al., 2002; Kirkegaard et al., 1990, 1991). Em particular, Kirkegaard e

colaboradores (1990, 1991) encontraram taxas aumentadas de T4 em 30% dos
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pacientes com depressdo e concentragbes aumentadas de T4-L no liquido
cefalorraquidiano (LCR) que voltaram aos niveis normais apds o tratamento da
depressédo. Estes autores sugeriram que um grau relativo de hipertireoidismo esta
associado a depressao e que a reducdo dos niveis cerebrais de T4 seriam
necessaria para uma resposta adequada aos antidepressivos. Eles também
sugeriram que o aumento de T4 na depressédo deve-se ao aumento da secrecao do
horménio liberador de tireotrofina (TRH) pelos niveis circulantes elevados de cortisol,
resultando numa hiperfuncdo da tire6ide (Bahls, 2004). De fato, Bruhn e
colaboradores (1996) mostraram que a exposicao dos neurdnios do hipotalamo de
fetos de ratos aos glicocorticoides aumenta a expressao de TRH. A hipercortisolemia
da depressao parece ser devida a reducdo da inibicdo do eixo hipotalamo-hipofise-
adrenal (HHA) pelo hipocampo (Jackson e Asamoah, 1999). Enquanto alguns
autores sugerem que a hipercortisolemia dos pacientes depressivos seja devida a
uma sinalizacdo deficiente congénita dos receptores de glicocorticoides (Holsboer,
2000), outros propdem que ela seja o resultado de condicbes prolongadas de
estresse (Deakin e Graeff, 1991). No ultimo caso, a elevacédo dos niveis de cortisol
causaria a sub-regulacdo dos receptores 5HT;a do hipocampo e,
consequentemente, a depressado (Deakin e Graeff, 1991). Como o TRH é secretado
pelo PVN, sua secrecao também poderia ser aumentada pela inibicdo do feedback
negativo do hipocampo, resultando no aumento dos niveis de T4. Os efeitos proé-
depressdo de T4 no teste da NF sugerem que, ao lado do cortisol, este horménio
possa ser um fator adicional no desenvolvimento da depresséo.

Embora o registro de indices maiores de depressdo em pacientes
hipertireoideos (Baumgartner et al., 1988; Kirkegaard et al., 1990, 1991; Demet et

al., 2002) concorde com os resultados da NF, Larish e colaboradores (2004)



59

relataram um risco 7 vezes maior de depressdao em pacientes com hipotireoidismo.
De fato, alguns autores sugerem que a depressado possa ser devida a uma
deficiéncia cerebral de hormdnios da tiredide (Bauer e Whybrow, 1988; Sintzel et al.,
2004). Em particular, Sintzel e colaboradores (2004) sugerem que ao invés da
reducédo da producdo de TSH ou TRH, o “hipotireoidismo central” seria devido as
concentracbes menores de transtiretina, a proteina responsavel pelo transporte de
T4 para o SNC.

Outros estudos relacionaram a administracdo de T3 ou T4 tanto ao
aumento dos niveis cerebrais de 5HT (Gur et al., 1999; Brochet et al., 1985; Sintzel
et al., 2004; Bauer et al., 2005; Atterwill, 1981; Bahls, 2004), quanto aos efeitos de
bloqueio da funcdo GABAérgica (Aszalos, 2007; Bahls et al., 2007; Martin et al.,
1996). De fato, sabe-se que doses apropriadas de T3 potencializam a acdo de
antidepressivos (Sintzel et al., 2004). Como a administracdo isolada de T4 teve um
efeito pro-depressivo na NF, os efeitos antidepressivos deste horménio devem ser
estritamente dependentes do tratamento com os antidepressivos. Assim, o efeito dos
horménios da tiredide nos transtornos psiquiatricos dependera do estado funcional
dos sistemas neuroquimicos de cada paciente.

O sistema TRHeérgico também esta alterado nas doencas da tiredide,
podendo mediar inameros efeitos comportamentais. Contudo, Rondeel e
colaboradores (1988; 1990) mostraram que enquanto o hipertireoidismo induzido por
administracdo de T4 (10 pg/100g/dia, por 8 dias) resulta numa diminuicdo de 45% da
liberacdo de TRH no sistema porta-hipofisario, o hipotireoidismo induzido por
metimazol néo teve efeito algum sobre os niveis porta-hipofisarios de TRH, mesmo
guando os niveis de T3 e T4 foram reduzidos em cerca de 80% e os niveis de TSH

foram aumentados em cerca de 20 vezes. Estes resultados indicam que o aumento
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da secrecao de TSH no hipotireoidismo deve-se a efeitos mediados pelos tireotrofos
da hipofise. Eles também mostram efeitos diferenciados dos neurdnios TRHérgicos
do PVN a estas condigoes.

Em adicdo, Szuba e colaboradores (2005) observaram um efeito
antidepressivo notavel, de inicio rapido e de 2 semanas de duracdo, ap6s uma Unica
injecao de TRH (i.v.) em 60% dos pacientes com depressao maior. De forma similar,
Bunevicius e colaboradores (1993) mostraram que a administracdo de TRH produz
uma melhora do estado emocional de pacientes com depresséo, sem alteracao dos
niveis de TSH e hormoénios tireoideanos. Embora Pekari e colaboradores (2001)
também tenham observado efeitos antidepressivos do TRH em ratos, eles so foram
observados quando o horménio foi administrado por via intratecal. Os udltimos
autores creditaram a acao antidepressiva do TRH e de peptideos correlatos a uma
inibicdo potente da expressdo de GSK-3f3, uma enzima que fosforila a taurina e que
parece estar implicada no transtorno bipolar (Pekari et al., 2006).

Corroborando os efeitos panicogénicos do hipertireoidismo no LTE,
estudos recentes do nosso laboratorio sugerem que a elevagcao dos niveis de TRH
presente no hipotireoidismo tenha efeitos panicoliticos. De fato, Siqueira e
colaboradores (2010a) mostraram que a administracéo periférica de doses baixas de
TRH (1 pg/kg, i.p.) atenuou os comportamentos de defesa induzidos por estimulacéo
elétrica da matéria cinzenta periaquedutal dorsal (MCPD), um modelo experimental
de ataques de panico (Deakin e Graeff, 1991; Jenck et al., 1995; Schenberg et al.,
2001, 2008; Vargas e Schenberg, 2001). Em outro estudo, Siqueira e colaboradores
(2010b) avaliaram os efeitos do hipotireoidismo induzido por metimazol (0,6
mg/dia/10 dias, i.p.). De forma similar, os comportamentos de defesa da MCPD

foram atenuados de forma acentuada e duradoura pelo hipotireoidismo. Estes
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estudos sugerem uma acao panicolitica do TRH compativel com os efeitos
panicogénicos de T4 no LTE.

De fato, o transtorno do péanico também tem sido associado as
alteragcbes da funcédo tireoideana. Mais frequentemente, os estudos tem mostrado
uma associacdo com o hipertireoidismo (Gloger et al., 2001; Placidi et al., 1998).
Contudo, embora as concentracdes basais de T3, T4, T4-L e TSH sé&o
freqientemente normais em pacientes com transtorno de panico (Stein et al., 1988;
Yeragani et al.,, 1987; Munjack et al., 1988; Lesser et al., 1987), Fishman e
colaboradores (1985) observaram a supressao do TSH (niveis sanguineos inferiores
a 0,5 muUl/ml) em 22% dos pacientes de panico. De forma similar, Fardella e
colaboradores (2000) encontraram niveis mais elevados de T4-L nos individuos com
transtorno de panico.

Por outro lado, os dados contraditorios da clinica podem ser explicados
pela hetereogeneidade das amostras, pela condicdo dos pacientes (doenca clinica
ou subclinica), pelo uso de diversas escalas de avaliacdo de ansiedade e
depressao, pela ansiedade e depressédo secundarias a doenca tireoideana, ou pelas
estratégias diversas, vale dizer, enquanto alguns avaliaram os indices hormonais de
pacientes psiquiatricos, outros avaliaram tracos ansiosos e depressivos de pacientes
nao-psiquiatricos com disfuncdo da tiredide, ou simplesmente correlacionaram
tracos emocionais com niveis séricos da populacdo em geral.

Embora estes fatores sejam eliminados (ou controlados) no
hipertireoidismo experimental, os modelos experimentais nem sempre correspondem
a realidade clinica. Em todo caso, nosso estudo e os dados da literatura sugerem
gue o hipertireoidismo possa ser um fator predisponente dos transtornos do panico e

da depresséao.
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RESUMO

Os transtornos de humor e ansiedade, incluindo os ataques de panico (AP), podem
ser influenciados por disfunc¢des do eixo hipotalamo-hipéfise-tiredide. Por outro lado,
os comportamentos de defesa induzidos pela estimulacdo da matéria cinzenta
periaquedutal dorsal (MCPD) tém sido associados aos AP. Estudos anteriores
mostraram que a elevacdo dos niveis de hormbnio liberador da tireotrofina, uma
condicdo do hipotireoidismo, bem como o hipotireoidismo induzido por metimazol,
atenuam de forma acentuada estes comportamentos. Reciprocamente, 0
hipertireoidismo experimental facilitou a resposta de fuga no labirinto-em-T elevado
(LTE), um modelo de ataque de panico. Portanto, o presente estudo avaliou os
efeitos do hipertireoidismo experimental por administracéo de L-tiroxina (T4) sobre
os limiares da reacdo de defesa da MCPD. Ratos Wistar machos (n=58) foram
implantados com eletrodos na MCPD e, 5 dias ap0s, estimulados com pulsos de
intensidades crescentes (sessao-triagem). Os ratos que apresentaram galopes com
intensidades inferiores a 70 pA foram tratados por 10 dias com salina (grupo
controle), ou 30 e 60 pg/dia de T4 (i.p.) (grupos T30 e T60, respectivamente). Os
efeitos agudos foram avaliados no mesmo dia da primeira dose de tratamento e os
efeitos crénicos 10 dias apds. Os efeitos foram avaliados por analise logistica de
limiares e testes de y® da razdo de verossimilhancas. O hipertireoidismo foi
confirmado por ANOVA dos niveis plasmaticos de T3 e T4. As diferencas foram
consideradas significantes para P<0,05 (critério de Bonferroni). Comparados ao
grupo controle, os ratos tratados apresentaram aumentos significantes, porém,
similares, dos niveis plasméaticos de T3 e T4. No grupo T30, o tratamento agudo

causou aumentos dos limiares de trote (26,7%), galope (54,9%) e salto (33,1%), e 0
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tratamento croénico dos limiares de imobilidade (50,2%), exoftalmia (36,4%), trote
(43,9%), galope (71,5%) e salto (57,7%). No grupo T60, foram observados aumentos
seletivos expressivos dos limiares de galope, tanto no tratamento agudo (27%)
guanto cronico (77,7%). Os resultados deste e dos estudos anteriores sugerem que
os modelos de ataque de panico da MCPD e do LTE sejam diferentes. Estes
resultados também sugerem que os AP sejam inibidos tanto no hipertireoidismo
guanto no hipotireoidismo, corroborando os achados aparentemente contraditérios
dos estudos epidemioldgicos. Por fim, apesar de ambos, T3 e TRH, agirem inibindo
as respostas de defesa eliciadas pela MCPD, este efeito pode ser mediado por

mecanismos bastante diferentes ao nivel desta estrutura.

Palavras-chaves: Tireoide, Matéria Cinzenta Periaguedutal, Reacdo de Defesa,

Ataque de Panico
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INTRODUCAO

As alteragbes emocionais, cognitivas e do humor que acompanham as
doencas da tirebide sugerem que o0s transtornos psiquiatricos possam estar
relacionados a disfuncdo do eixo hipotdlamo-hipofise-tiredide (HHT) (Mason, 1968;
Wang e Mason, 1999; Friedman et al., 2005). De fato, em sua descri¢cao original do
hipertireoidismo, Graves (1835) ja havia incluido sintomas tanto somaticos
(hiperventilagdo, tremores e dores precordiais,) como emocionais (apud Fishman et
al., 1985). Estas observacbes foram amplamente confirmadas pela demonstragcéao
gue o ‘nervosismo’ (nervousness) € o0 sintoma predominante do hipertireoidismo,
sendo relatado por 99% dos pacientes (Larsen et al.,, 1998). Contudo, os estudos
epidemiologicos mostram, mais frequentemente, uma correlagdo dos transtornos
psiquiatricos com doencas da tirebéide em geral, e ndo quadros psiquiatricos
particulares (Placidi et al., 1998; Rogers et al., 1994; Lesser et al., 1987; Matuzas et
al., 1987; Raj and Sheehan, 1987; Carta et al., 2002). Assim, as doencas da tiredide
tém sido propostas como fatores tanto predisponentes quanto causais de varios
transtornos psiquiatricos, podendo ter uma influéncia proeminente em sua terapia.

Por outro lado, as causas e fatores predisponentes do transtorno de
panico (TP) permanecem desconhecidas. Contudo, no estudo pioneiro que lancou
as bases farmacoldgicas da terapia do panico, Donald Klein (1964) ja havia relatado
0 caso de um paciente cujos AP comecaram durante a terapia de hipotireoidismo.
Embora existam varios estudos que ndo encontraram correlacdo alguma entre
transtorno do panico e doenca da tirebide, presente ou antecedente (Stein e Uhde,
1988, 1989; Munjack e Palmer, 1988; Kent et al., 1999; Noyes et al., 1992; Gloger et

al.,, 1997; Chiovato et al.,, 1998), Fardella e colaboradores (2000) apresentaram
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evidéncias de que o hipertireoidismo e hipotireoidismo estdo correlacionados ao
panico e depressao, respectivamente. De fato, Fishman e colaboradores (1985)
observaram a supressao do TSH (niveis sanguineos inferiores a 0,5 mUl/ml) em
22% dos pacientes de panico. Ao contrario, Kikuchi e colaboradores (2005)
sugeriram que 0 panico esta correlacionado com o hipotireoidismo. Estes dados
contraditérios ensejam estudos experimentais em condicdes mais controladas.

Por outro lado, a estimulacao elétrica e quimica da metade dorsal da
matéria cinzenta periaquedutal (MCPD) produz comportamentos de defesa que tém
sido propostos como um modelo de ataque de panico (Gentil, 1988; Deakin e Gaeff,
1991; Schenberg et al., 2001). Estudos anteriores mostraram que a elevacédo dos
niveis do hormonio liberador da tireotrofina (TRH), uma condi¢céo do hipotireoidismo,
bem como o hipotireoidismo induzido por metimazol, atenuam estes
comportamentos de forma acentuada (Siqueira et al., 2010a,b). De forma reciproca,
a fuga no labirinto-em-T elevado (LTE), outro modelo de ataque de panico, foi
facilitada no hipertireoidismo experimental (Estudo ). Portanto, o presente estudo
examinou se o0s comportamentos de defesa eliciados pela MCPD também sao
alterados pelo hipertireoidismo experimental produzido pela administracdo aguda e

cronica de L-tiroxina (T4) em ratos.

METODOLOGIA

Animais. Foram utilizados ratos Wistar albinos, machos (n=58), pesando cerca de
250 g, fornecidos pelo biotério da Universidade Federal do Espirito Santo. Os
procedimentos do presente estudo seguiram as normas de conduta ética de

pesquisa em animais da Sociedade Brasileira de Neurociéncia e Comportamento.
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Cirurgia de Implantacdo dos Eletrodos. Os eletrodos foram confeccionados com um
fio de aco inoxidavel de 5 mm de comprimento e 0,25 mm de didmetro, isolados em
toda extensao exceto na segao transversal de sua extremidade (California Fine Wire,
EUA). Os fios foram soldados em soquetes de dois pinos confeccionados a partir de
um barramento para microcomputador (BCPT 50, Celis, SP). Um dos pinos era
conectado ao eletrodo ativo e o outro a um fio de ago néo isolado que, soldado a um
parafuso de fixacdo da prétese, servia de eletrodo indiferente. Para a cirurgia, 0s
ratos foram anestesiados com 400 mg/kg (i.p.) de hidrato de cloral e fixados ao
aparelho estereotaxico. Apos a tricotomia da calvaria, removia-se uma pequena area
de pele e tecidos subcutaneos, expondo-se a calota craniana. A seguir, realizava-se
uma trepanagcdo com uma broca odontologica adiamantada e introduzia-se o
eletrodo por meio de uma pequena incisdo na dura-mater. Sempre que necessario,
afastava-se o0 seio venoso, evitando sua ruptura e hemorragia. O eletrodo era
implantado na MCPD de acordo com as seguintes coordenadas em relacdo ao
bregma: AP= -7,6 mm, L= -0,5 mm e V= -4,3 mm (Paxinos e Watson, 1998). Apos a
fixacdo do eletrodo, preenchia-se o0 campo cirdrgico com resina acrilica
autopolimerizavel de secagem rapida e colocava-se um tubo de plastico com
ganchos ao redor dos mesmos para protegé-los e para fixacdo do cabo de
estimulacdo. Ap6s o procedimento cirlrgico os ratos eram colocados em gaiolas
individuais e mantidos no biotério do laboratério com livre acesso a agua e comida
além de temperatura e iluminacdo controladas (25°C e ciclo claro-escuro de 12 h,

luzes acesas as 6:00 h).

Estimulacéo Intracraniana. Apds um periodo de recuperacéo cirdrgica de no minimo

5 dias, os ratos eram conectados ao cabo de estimulacdo e colocados numa arena
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de acrilico transparente com 50 cm de didmetro e altura. Os estimulos eram
aplicados por meio de um estimulador de pulsos senoidais de corrente constante
(FDV, Ribeirdao Preto, SP) e monitorados por meio de um osciloscopio (Hitashi
Denshi, Taiwan). Na primeira sesséo de estimulacéo (sessdo de triagem), pulsos de
intensidades crescentes eram aplicados a MCPD, em intervalos de 5 min, até a
eliciacdo da resposta de galope ou até a intensidade maxima de 70 uA,
selecionando-se os ratos que apresentaram a resposta de galope com intensidades
inferiores a 70 pA. Este protocolo foi utilizado para todas as sessdes de estimulacéo.
As respostas comportamentais foram registradas por observacdo direta do
experimentador com o auxilio de uma planilha com os itens do etograma que se

segue:

Dormir - Postura horizontal com olhos fechados e sem atividade olfativa, e com
relaxamento muscular indicado pelo rebaixamento do tronco, cabeca e pescocgo
e pela flexdo dos membros.

Repouso - Postura horizontal com olhos abertos ou semi-abertos, atividade olfativa
reduzida e relaxamento muscular indicado pelo rebaixamento do tronco e pela
flexdo dos membros, e/ou rebaixamento da cabeca e pescoco.

Olfacéao - Jorros de atividade olfativa indicada pelo movimento do focinho e vibrissas.

Esquadrinhar - Exploracédo viso-motora do ambiente caracterizada por movimentos
laterais da cabeca, geralmente acompanhados de olfacéo.

Autolimpeza - Postura ereta sobre as patas posteriores flexionadas, acompanhada
da manipulacdo repetitiva e sequencial dos pélos da cabeca, tronco e
genitalias, usando as patas dianteiras ou a boca.

Levantar - Postura ereta com extensdo das patas posteriores.
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Marcha - Locomocéo lenta do animal com movimentos de apoio e balangco em
oposicao de fase das patas contralaterais.

Imobilidade Tensa - Cessar brusco de todos 0s movimentos, exceto da respiragao,
frequentemente acompanhado da extensdo dos membros, elevagcao do tronco,
orelhas e pescoco e, as vezes, da cauda, indicando um aumento do ténus
muscular. O cessar brusco das atividades pode resultar em posturas anémalas.

Trote - Locomocao rapida do animal ao longo do perimetro da arena (peritaxia)
mantendo o padréo da marcha.

Galope - Locomocdo muito rapida ao longo do perimetro da arena, alternando
movimentos de apoio e projecdo dos membros anteriores e posteriores.

Saltos - Impulso vertical ou obliquo em direcéo a borda da arena.

Exoftalmia - Abertura maxima dos olhos que assume a forma esférica e cor brilhante,
presumivelmente, devida a uma maior entrada de luz.

Defecacéao - Eliminacéo de fezes.

Miccao - Eliminacao de urina.

Grupos de tratamento. Os ratos considerados positivos, ou seja, aqueles que
apresentaram a resposta de galope na sessdo de triagem com intensidades
inferiores a 70 YA eram selecionados para as etapas seguintes do experimento. Os
animais foram tratados com salina (grupo SAL, n=20) ou L-tiroxina (T4) nas doses
de 30 pg/rato/dia (grupo T30, n=18) ou 60 pg/rato/dia (grupo T60, n=20). As drogas

eram administradas por via intraperitoneal (i.p.), entre 13-16h.

Teste do efeito agudo. No mesmo dia da triagem (dia 1, ver tabela 1), os ratos

recebiam a primeira dose do tratamento, 30 minutos apds 0S animais eram
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submetidos novamente a estimulacdo intracraniana da MCPD, como na sesséo
triagem, para observacdo de alteragcbes nos limiares da resposta de defesa

ocasionadas pelo efeito agudo do tratamento com T4.

Teste do efeito cronico. A partir do 2° dia do experimento, diariamente uma dose era
aplicada na dosagem correspondente a cada grupo, durante 10 dias. No 11° dia
todos o0s animais eram submetidos novamente a estimulacdo intracraniana da
MCPD, como na sessao triagem, para observacao de alteracdes nos limiares da

resposta de defesa ocasionadas pelo efeito crénico do tratamento.

Tabela 1. Protocolo experimental (ap0s recuperagdo cirurgica). EIC — estimulagcéo
intracraniana.

Grupos Dia 1 Dias 2-10 Dia 11 Dia 12
SAL  EIC-Triagem EIC-Agudo Salina  E|C-Crénico C;’;?]tgu‘ie
T30  EIC-Triagem EIC-Agudo “ngiia % Eic-crénico C;’;?]tgu‘ie
T60  EIC-Triagem EIC-Agudo “ngiia % Eic-crénico C;’Z'fntgu‘le

Coleta de sangue. Ao final dos experimentos, os ratos eram anestesiados com uma
sobredose de hidrato de cloral e submetidos a uma toracotomia, durante a qual as
amostras de sangue (1,5 ml) eram coletadas por puncédo cardiaca. A seguir, 0s ratos
eram perfundidos por via cardiaca com 150 ml de solucéo salina (0,9%) seguida de
150 ml de formaldeido (10%) com auxilio de uma bomba peristéltica (Masterflex,
EUA). As amostras de sangue eram centrifugadas a 4°C e o plasma era mantido a -
20°C até ser enviado para dosagem dos horménios de T3, T4 e TSH no

Departamento de Psicobiologia da EPM-UNIFESP. Por sua vez, as cabecas eram
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armazenadas em solucdo de formaldeido por um periodo minimo de 5 dias. Apos
isto, os cérebros eram removidos e seccionados num vibratomo (Vibratome, EUA)
em cortes coronais com 60 um de espessura. Os cortes eram estendidos em
laminas gelatinizadas, desidratados em baixa temperatura (39°C), corados com
vermelho neutro (Sigma, EUA) e montados com DPX (Sigma, EUA). Os sitios
estimulados foram verificados por microscopia de baixo aumento (Nikon, Eclipse 50i,

Japao).

Andlise estatistica. As curvas de probabilidade de resposta foram obtidas pelo ajuste
logistico das frequéncias acumuladas das respostas limiares em funcdo do
logaritimo da intensidade de corrente para as sessdes com salina ou doses de T4,
agudas e cronicas, de acordo com o modelo:
P (yilxi) = [1+exp-(oi+Bxi)] ™

Onde: P é a probabilidade esperada da resposta y; para um dado
estimulo xj, 0; € o intercepto e Bj a inclinacdo da jésima curva de intensidade-
resposta para as drogas e dias do tratamentos. Ajustes logisticos significantes foram
avaliados pelo x* de Wald (x% = [B/EPy]°), onde EPj é o erro padrdo de B;. As curvas
intensidade-resposta dos tratamentos farmacoldgicos foram parametrizadas por
meio de variaveis indicadoras (0 e 1) e comparadas pela razdo dos desvios de
verossimilhanca do modelo completo (k parametros) e dos modelos reduzidos (k-r
parametros), proporcionando valores de y® com r graus de liberdade (y°r) para
comparacdes de locacéo ou paralelismo das regressées. Os y°r dos testes gerais de
locacdo e paralelismo, assim como o y* de Wald, foram considerados significantes
ao nivel de 5 %. Os y°r dos testes pareados de locacdo e paralelismo (1 g.l.) foram

considerados significantes segundo o critério de 5 % de Bonferroni. O ajuste por
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maxima verossimilhancga foi realizado pelo procedimento “Logistic” do programa SAS
(SAS®, Cary, EUA). As medianas (Iso) assim como os respectivos erros padrées (EP)
e o intervalo de confianca (IC 95 %) foram computados pelas formulas que se
seguem:
Log(lso) = -a/B
lso = 10
EP{Log (Is0)} = {[Var(a)-2(a/B)Cov(c,B)+(a/B)*Var(B)) B}
EP(Is0) = Iso{EP[LOg(I50)]}
1C95% (Isp) = Isox1,96{EP(Is0)}

onde as variancias (Var) e covariancias (Cov) dos parametros foram obtidas pela
matriz estimada de covariancia do procedimento Logistic. A descricdo detalhada
destes métodos pode ser encontrada em Collett (2003). Os efeitos dos tratamentos
foram apresentados como variacdes percentuais das lsp em relacdo a sesséo de
triagem.

As variacdo do peso dos animais ao longo dos tratamentos foi avaliada
por ANOVA para medidas repetidas seguidas de testes-t pareados.

Os niveis plasmaticos de T3 e T4 foram analisados por ANOVA

seguida de testes-t para amostras independentes.

RESULTADOS

Sitios estimulados. Os eletrodos dos ratos cuja estimulacdo na sessao triagem
eliciou as respostas de defesa com intensidades inferiores a 70 pA localizaram-se

majoritariamente nas colunas dorsolateral e lateral da MCPA (Fig. 1).
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Fig. 1. Sitios de estimulacdo da MCPA. Os numeros referem-se as coordenadas
antero-posteriores do atlas do cérebro do rato de Paxinos e Watson (1998).

Efeitos do tratamento com T4 sobre o peso dos animais. Houve ganho significante
do peso ao longo do experimento (F23 =188.5; P< 0,0001). Porém, ndo houve

efeitos do tratamento sobre o ganho de peso (tabela 2).
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Tabela 2 — Peso dos animais (g) de cada grupo de estudo ao longo do tratamento
cronico com L-tiroxina. T30 — grupo tratado com 30ug/dia de T4, T60 — grupo tratado
com 60ug/dia de T4, SAL — grupo salina (NaCl 0,9%)

Tratamento Dia da cirurgia Dia 1 Dia 10
SAL 266,8 + 3.86 268,5+2,71 315,6 + 4,09
T30 267,0 £ 3,20 268,0 £ 4,94 310,1 +£4,79
T60 256,4 + 6,22 271,1 £5,65 313,8 + 6,28

Dados expressos por média (g) + EPM. Dia 1 — inicio do tratamento, Dia 10 —
término do tratamento.

Efeitos do tratamento exdgeno de T4 sobre os niveis plasmaticos de T3 e T4. Os
grupos diferiram quanto aos niveis plasmaticos de T3 (F2s4 =11,01; P>0,0001) e T4
(F254 =9,35; P>0,0003). Comparado ao grupo SAL, o grupo T30 apresentou niveis
plasmaticos significativamente maiores de T3 (P< 0,0002), e T4 (P< 0,0007). Da
mesma forma, o grupo T60 apresentou aumentos significantes dos niveis

plasmaticos de T3 (P<0,0001) e de T4 (P<0,0003) (tabela 3).

Tabela 3 - Niveis plasmaticos de T3 e T4 dos grupos tratados com salina (SAL) ou
T4 nas doses diarias de 30 pg (T30) ou 60 ug (T60) por rato, ao longo de 10 dias.

Tratamento T3 (ng/dl) T4 (ug/dl)
SAL 55,60 + 1,93 7,87 £0,33
T30 90,69* + 6,13 12,36* £ 0,93
T60 90,38* + 8,45 12,46* £ 1,14

Dados expressos por média + EPM. * P<0,05 diferenca significante em relacdo ao
grupo SAL.

Efeito do tratamento com T4 sobre os limiares das respostas de defesa. Os limiares
dos comportamentos de defesa dos ratos tratados com T4 sofreram aumentos

consideraveis tanto comparados ao grupo SAL (Fig.2) quanto a sessao-triagem
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(Fig.3). Os efeitos foram mais pronunciados para a menor dose de T4 (30 pg).
Contudo, ndo foram observados efeitos de T4 sobre a micgéo.

As curvas de limiares dos tratamentos agudos foram estatisticamente
diferentes para as respostas de galope (y?= 27,8; 2 g.l.; P<0,0001), trote (3°= 8,7; 2
g.l.; P<0,01) e salto (y*= 17,8; 2 g.l.; P<0,0001), e dos tratamentos cronicos para
imobilidade (y?= 13,8; 2 g.l.; P<0,001), exoftalmia (y?= 11,1; 2 g.l.; P<0,005), trote
(x*=6,9; 2 g.l.; P<0,03) e salto (y°= 18,9; 2 g.l.; P<0,0001).

Comparados aos limiares do grupo SAL, os limiares de defesa do
grupo T30 foram significantemente aumentados pela administracdo aguda de T4
para as respostas de trote (A= 26,7%; y*= 9,5; 1 g.l.; P<0,002), galope (A= 54,9%;
v?=28,9: 1 g.l.; P<0,0001) e salto (A= 33,1%; y°= 19,1; 1 g.l.; P<0,0001). Também
foram observados aumentos significantes dos limiares de defesa do grupo T30 apos
o tratamento croénico com T4 para as respostas de imobilidade (A= 50,2%; y*= 9,1; 1
g.l.; P<0,003), exoftalmia (A= 36,4%; x°= 8,4; 1 g.l.; P<0,004), trote (A= 43,9%; x°=
6,8; 1 g.l.; P<0,009), galope (A= 71,5%; x°= 26,3; 1 g.l.; P<0,0001) e salto (A=
57,7%; v?= 17,5; 1 g.l.; P<0,0001) (Figs.2-3).

Comparados aos limiares do grupo SAL, os limiares de defesa do
grupo T60 somente foram aumentados para resposta de galope, tanto no tratamento
agudo (A= 27%; x*= 8,5; 1 g.l.; P<0,004) quanto crénico (A= 77,7%:; y?= 29,5; 1 g..;
P<0,0001). Comparados ao grupo SAL, ndo foram observados efeitos significantes
de T4 sobre as respostas de mic¢éo e defecacéo.

Também houve diferencas significantes entre os grupos tratados com
T4. Assim, o grupo T30 apresentou limiares mais elevados que T60 para as
respostas de galope (A= 48,2%; x*= 6,9; 1g.l.; P<0,01) no tratamento agudo e para

as respostas de imobilidade (A= 36,5%; x°= 11,1; 1g.l.; P<0,001), exoftalmia (A=
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27,6%: x°= 8,2; 1g.l.; P<0,004), miccdo (A= 29%:; x*= 9; 1g.l.; P<0,005) e salto (A=

46,4%; y*= 10,8; 1g.l.; P<0,001) no tratamento cronico (Fig. 2).
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Fig. 2. Efeitos da administracdo de T4 (30 pg/rato/dia ou 60 pg/rato/dia, i.p.) ou
salina (NaCl 0,9%, i.p.) sobre a intensidade mediana limiar (IspxEP, pA) das
respostas de defesa induzidas por estimulacdo da matéria cinzenta periaquedutal.
As medianas foram estimadas por andlise logistica de limiares. * P<0,05, diferencas
significantes em relacdo a sessao respectiva do grupo SAL. # P<0,05, diferencas
significantes em relacdo a sessao respectiva do grupo T60.

Também foram observadas diferencas significantes entre sessdes do
grupo SAL para as respostas de imobilidade (x°= 8,5; 2 g.l.; P<0,01), trote (x°= 11,4;
2 g.l.; P<0,005), galope (x°= 11,8; 2 g.l.; P<0,005) e salto (3°= 13,0; 2 g.l.; P<0,005);

entre sessdes do grupo T30 para imobilidade (3?= 18,9; 2 g.l.; P<0,0001), exoftalmia
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(x’= 11,8; 2 g.l.; P<0,005), trote (x°= 17; 2 g.l.; P<0,0005), galope (y*= 37,9; 2 g.l.;
P<0,0001) e salto (3°= 10,3; 2 g.l.; P<0,01); e entre sessbes do grupo T60 para trote
(x*= 14,5; 2 g.l.; P<0,001), galope (yx’= 69,7; 2 g.l.; P<0,0001) e salto (y’= 14,5; 2
g.l.; P<0,001).

Comparados aos limiares da sessao-triagem, o tratamento crénico com
salina causou aumentos leves, porém significantes, dos limiares de imobilidade (A=
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Fig. 3. Efeitos percentuais da administracdo de T4 (30 pg/rato/dia ou 60 pg/rato/dia,
i.p.) ou salina (NaCl 0,9%, i.p.) sobre a intensidade mediana limiar e respectivo
intervalo de confianca (Isox1,96EP%) das respostas de defesa induzidas por
estimulacdo da matéria cinzenta periaquedutal. As medianas foram estimadas por
analise logistica de limiares. As barras verticais representam os intervalos de
confiangca expressos como porcentagens das respectivas medianas ([IC/Is0]x100) *
P<0,05, diferencas significantes em relacdo a sessdo-triagem do respectivo
tratamento. # P<0,05, diferencas significantes em relacdo a sessdao com
administracdo aguda do respectivo tratamento.
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21%; y*= 7,6; 1 g.l.; P<0,01), trote (A= 21%; x*= 9,4; 1 g.l.; P<0,005) e galope (A=
23%; x°= 10,2; 1 g.l.; P<0,001) (Fig.3). Enquanto o tratamento agudo com 30 pg de
T4 causou aumentos marginais nos limiares de trote (A= 20%) e aumentos
moderados nos limiares de galope (A= 36%; y’= 16,0; 1 g.l.; P<0,0001), o
tratamento agudo com 60 pug de T4 causou aumentos apenas leves dos limiares de
galope (A= 21%; y*= 16,0; 1 g.l.; P<0,0001). Também foram observados efeitos
leves sobre os limiares de salto (A= 24%; y*= 9,1; 1 g.l.; P<0,005) ap6s o tratamento
cronico com 30 pg de T4. Em contraste, o Ultimo tratamento causou aumentos
acentuados nos limiares de imobilidade (A= 45%; y°= 16,6; 1 g..; P<0,0001),
exoftalmia (A= 35%; y>= 8,9; 1 g.l.; P<0,005), trote (A= 38%; x°= 16,3; 1 g.l.;
P<0,0001) e, principalmente, galope (A= 69%; y°= 36,5; 1 g.|.; P<0,0001). Por fim, o
tratamento crénico com 60 pg de T4 causou aumentos significantes nos limiares de
trote (A= 23%; x?= 14,7; 1 g.l.; P<0,0001) e, principalmente, galope (A= 70%; y*=

71,0; 1 g.l.; P<0,0001).

DISCUSSAO

A administracdo aguda de T4 causou a atenuacdo moderada, porém
significante, da resposta de galope nas doses de 30 e 60 pg. Por sua vez, o
tratamento crénico com 30 pg de T4 causou 0 aumento acentuado dos limiares de
imobilidade, exoftalmia, trote e, principalmente, galope, mas a atenuacdo apenas
leve da resposta de salto. O tratamento crénico com 60 ug de T4 somente atenuou
as respostas de trote e galope. Contudo, enquanto os limiares do trote sofreram
aumentos leves equiparaveis aos do grupo controle, os limiares de galope foram

acentuadamente aumentados por 60 pg de T4. De fato, o galope foi a Unica resposta
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afetada de forma dose-dependente pela T4. Por fim, as respostas de defecacao e
micgao nao foram afetadas de forma significativa.

Como nao houve diferenca entre o peso dos ratos tratados e nao-
tratados ao final dos experimentos, o hipertireoidismo foi aparentemente leve,
tornando improvavel a influéncia de efeitos metabdlicos severos (‘fraqueza’) nas
respostas comportamentais. Portanto, a atenuacdo dos comportamentos de defesa
foi, provavelmente, devida a ag0es centrais da T4. Por outro lado, como n&o houve
diferenca dos niveis plasmaticos de T3 e T4 nos grupos T30 e T60, as diferencas
comportamentais destes tratamentos devem ser atribuidas a niveis mais elevados
de T3 e T4 no SNC dos ratos tratados com a maior dose de T4. Em todo caso, 0s
efeitos observados sugerem que as variacfes nos niveis de hormdénios da tiredide
afetam de forma diferenciada os sintomas psiquiatricos.

Embora as respostas defensivas induzidas por estimulacdo da MCPD
tenham sido indistintamente propostas como um modelo experimental de AP (Gentil,
1988; Jenck et al.,, 1995; Deakin e Graeff, 1991), as evidéncias farmacoldgicas
sugerem que 0 galope seja a resposta mais representativa desta condicéo
(Schenberg et al., 2001). De fato, o galope induzido pela estimulacdo da MCPD do
rato foi seletivamente atenuado por fluoxetina em doses e regime similares aos
empregados na terapia do TP (Schenberg et al., 2001, 2002, Vargas et al. 2001). Ao
contrario, o galope foi facilitado pelos panicogenos pentilenotetrazol, ioimbina e
colecistocinina (Schenberg et al., 2001; Jenck et al., 1995; Bertoglio et al., 2007),
mas ndo foi afetado pelas drogas ineficazes na terapia do panico. No mesmo
sentido, a resposta natural de fuga dos roedores também apresenta perfil

farmacol6gico compativel com aquele dos AP (Blanchard et al., 2003).
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No conjunto, os resultados do presente estudo sugerem que os AP
estejam atenuados no hipertireoidismo leve ou moderado. Estes resultados séo
intrigantes uma vez que a administracdo periférica de doses baixas do hormdnio
liberador da tireotrofina (TRH), cuja secrecdo estd aumentada no hipotireoidismo,
produziu uma atenuacdo igualmente acentuada dos comportamentos de defesa
induzidos pela estimulacdo da MCPD (Siqueira et al., 2010a). Adicionalmente, em
outro estudo, Siqueira e colaboradores (2010b) mostraram que o hipotireoidismo
induzido por metimazol causa uma atenuagdo acentuada dos comportamentos de
defesa induzidos pela estimulacédo da MCPD, a qual persiste por varios dias apos a
suspensao do tratamento. Estes resultados sugerem tanto uma acéo panicolitica do
TRH quanto a atenuacido dos AP no hipotireoidismo. E importante notar, por outro
lado, que estes estudos ndo abarcam os efeitos do hipertirecidismo e
hipotireoidismo severos. Adicionalmente, resta saber se o TRH e 0os hormdnios da
tiredide tém acdes inibitorias diretas na MCPD.

A atenuacdo dos comportamentos de defesa tanto no hipotireoidismo
guanto no hipertireoidismo sugere o envolvimento de mecanismos distintos, porém,
sinérgicos, de sinalizacao inter e intracelular ao nivel da MCPD. Receptores de TRH
sdo amplamente distribuidos no SNC e sdo encontrados em niveis moderados em
toda extensdo da MCPD, mas também no nudcleo dorsal da rafe e camadas
profundas do coliculo superior (Mantyh e Hunt, 1985; Manaker et al., 1985). Por
outro lado, Mihaly e colaboradores (2001) mostraram que os neurdnios TRHérgicos
da matéria cinzenta periaquedutal ventrolateral (MCPAvI) enviam eferéncias para a
MCPD, camadas profundas do coliculo superior e ao locus ceruleus, regides que
tém sido implicadas na execucdo dos comportamentos de defesa (Schenberg et al.,

2005). Como a estimulacdo da MCPAVI inibe os neurdnios da MCPD (Lovick, 1991),
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estes efeitos poderiam ser mediados por projecdes serotonérgicas do nucleo dorsal
da rafe (Stezhka e Lovick, 1997), ou TRHérgicas da MCPAvI, ou ainda, por
projecdes indiretas dos nucleos magno e obscuro da rafe (Schenberg e Lovick,
1995) que também apresentam imunorreatividade para peptideos pro-TRH (Liao et
al., 1990).

Consequentemente, Siqueira e colaboradores (2010a,b) sugeriram que
0s neurdnios TRHérgicos da MCPAvI e de outras areas do cérebro poderiam ser
modulados pelos niveis circulantes dos hormbnios da tirdide, atenuando ou
facilitando os AP no hipotireoidismo ou hipertireoidismo, respectivamente. O
presente estudo mostra, no entanto, que a légica da reciprocidade dos efeitos
hormonais nem sempre se aplica. De fato, Rondeel e colaboradores (1990) ja
haviam mostrado que embora o hipertireoidismo induzido por administracédo de T4
resulte numa reducédo de 45% do TRH porta-hipofisario, o hipotireoidismo induzido
por metimazol que causou uma reducao de 80% dos niveis de horménios da tiredide
e um aumento de 20 vezes nos niveis de tireotrofina (TSH), ndo teve efeito algum
sobre a liberacdo de TRH pelo PVN. Assim, embora os neurénios TRHérgicos da
MCPAvVI possam exercer a modulacao inibitéria da MCPD, eles ndo parecem ser
afetados pelo hipertireoidismo.

Na hipdfise, o TRH exerce seus efeitos através de receptores de
membrana que levam a ativacdo da adenilciclase e de uma cascata de fosforilacdo
gue resulta na producédo de TSH. Contudo, o TRH também parece exercer a funcéo
de neurotransmissor e neuromodulador no cérebro (Bauer e Whybrow, 2002). Em
contraste, os horménios da tiredide, principalmente o T3, exercem seus efeitos
através da interacdo com receptores de alta afinidade (receptores tiroideanos ou

TRs) localizados no nucleo das células-alvo. A interagdo do T3 com 0s receptores
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nucleares leva a ativacdo, ou inibicdo, da expressao génica. Apesar do amplo
consenso sobre a acao transcricional dos horménios da tiredide, varios efeitos sdo
observados no prazo de minutos, tal como foi observado nos tratamentos agudos
do presente estudo, tornando improvavel a acao nuclear. Estes dados sugerem que
0s hormodnios da tireéide também possam exercer agfes extranucleares, ou nao-
gendmicas que tém tido importancia crescente nos ultimos anos (Nunes, 2003).
Dentre as acdes extra-nucleares foram citadas alteracdes no transporte de solutos
pela membrana plasmatica (Ca®*, Na*, glicose, aminoacidos), alteracdes na
atividade de algumas ATPases (Ca®'-calmodulina-ATPase e Na'/K*-ATPase) e
efeitos sobre a atividade de fosfocinases protéicas (PKC, PKA, PKM2) (Davis e
Davis, 1996). Portanto, apesar de ambos, T3 e TRH, agirem inibindo as respostas
de defesa eliciadas pela MCPD, este efeito pode ser mediado por mecanismos
bastante diferentes ao nivel desta estrutura.

Por outro lado, € importante notar que estudos clinicos e
experimentais relacionam a administracao de T3 e/ou T4 ao aumento dos niveis de
5HT no cérebro (Gur et al., 1999; Brochet et al., 1985; Sintzel et al., 2004; Bauer et
al., 2005; Atterwill, 1981; Bahls, 2004). Evidéncias experimentais sugerem que 0
comportamento de defesa da MCPD seja modulado pela serotonina (Graeff, 2004;
Deakin e Graeff, 1991). Portanto, os efeitos inibitérios sobre a reacdo de defesa da
MCPD observados neste estudo também podem ter ocorrido pelo aumento da
transmissao serotonérgica nesta estrutura.

Portanto, embora os resultados deste e dos estudos de Siqueira e
colaboradores (2010a,b) sejam aparentemente contraditérios, eles fornecem uma
base experimental para as informac¢des clinicas igualmente contraditérias sobre a

comorbidade do TP e doencas da tiredide.
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