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RESUMO

O estresse é frequentemente documentado como um gatilho para diversos transtornc
psiquiatricos, dentre eles a depressao. Tais condicbes sdo multifatoriais e variaveis entre os
individuos, refletindo nas diferencas observadas nos sintomas e na resposta aos
tratamentos. Nesta linha, a analise da expressao diferencial do RNA é uma ferramenta que
pode auxiliar na elucidagao de marcadores moleculares especificos presentes nas diversas
apresentagdes da doenca, exibindo novos possiveis alvos para tratamentos mais eficazes,
além de direcionar novas teorias para mecanismos. Para este fim, utilizamos o modelo de
estresse cronico brando repetido e induzido (ECBRI), um modelo com boa validade de face,
preditiva e de constructo, afim de se analisar o transcriptoma em animais controle versus
anedonicos. No entanto, boa parte dos animais submetidos ao protocolo de estresse nao
apresentaram anedonia, e através de analise individual da preferéncia de sacarose
individual de cada animal, notamos que parte destes mantinham a mesma preferéncia de
sacarose (refratarios/ resilientes), alguns diminuiram a preferéncia (aneddnicos) e uma
parcela dos animais aumentaram o consumo de sacarose (maniaco) apos estresse, sendo
tal comportamento hedénico elevado relacionado a comportamento maniaco. Além disto, a
expressao diferencial de genes entre cada grupo (andlise em pares) apontou para
envolvimento de diversas cascatas de sinalizagdo, mas énfase foi dada a alteracdo na
expressao do gene prepro-Trh, envolvido na atividade tireoidiana. Os horménios tireoidianos
(HT), conhecidos como triiodotironina (T3) e tiroxina (T4) desempenham um papel essencial
em diversos processos no sistema nervoso central, bem como no crescimento,
diferenciacédo celular e metabolismo. Estudos frequentemente relatam que disturbios nos
niveis de HT acarretam alteragdes na homeostase do SNC e, consequentemente, no humor
e na cogni¢do. Diversos dados humanos e ndo humanos mostraram uma associacao
bidirecional entre comportamento do tipo depressivo e anormalidades nos niveis de HT.
Embora as mulheres sejam mais afetadas do que os homens em ambos os disturbios,
existem poucos estudos pré-clinicos com modelos animais abrangendo ambos os sexos, e
menos € encontrado quando se avalia a associacao entre disturbios de HT e
comportamento do tipo depressivo. Ainda mais, o comportamento tipo-maniaco e disfungdes
tireoidianas é pouco documentado, sendo mais um ponto importante a ser analisado. Assim,
a segunda fase do estudo consistiu em analisar comportamentalmente camundongos Swiss
(em testes de depressao e ansiedade) de ambos sexos submetidos ao ECBRI e a modelos
de disfuncdo tireoidiana. Nossos dados demonstram dimorfismo sexual em alguns
parametros comportamentais que indicam comportamento tipo-depressivo (mais presente
em machos) e comportamento tipo-maniaco (mais presente em fémeas). Ainda mais, a
quantificagdo de T4 livre demonstrou possiveis diferengas sexuais quanto a atividade
tireoidiana no modelo de indugdo de hipertireoidismo. Apesar dos modelos de disfuncao
tireoidiana ndo apresentarem a eficacia esperada em nossos animais, alteracoes
comportamentais relacionadas aos tratamentos foram observadas. Por fim, o presente
estudo abre caminhos para nova abordagem do ECBRI, além de pontuar a importancia da
atividade tireoidiana com transtornos de humor.

Palavras-chave: Estresse cronico, depressao, mania, disfungao tireoidiana, dimorfismo
sexual.



ABSTRACT

Stress is often documented as a ftrigger for several psychiatric disorders, including
depression. Such conditions are multifactorial and variable between individuals, reflecting the
differences observed in symptoms and in the response to treatments. In this line, the
analysis of differential RNA expression is a tool that can help to elucidate specific molecular
markers present in the different presentations of the disease, showing new possible targets
for more effective treatments, in addition to directing new theories for mechanisms. To this
end, we used the induced chronic unpredictable mild stress (CUMS) model, that has good
face, predictive and construct validity, in order to analyze the transcriptome in control versus
anhedonic animals. However, most of the animals submitted to the stress protocol did not
show anhedonia, and through individual analysis of the sucrose preference of each animal,
we noticed that part of them maintained the same sucrose preference (refractory/resilient),
some decreased the preference (anhedonic) and a portion of the animals increased sucrose
consumption after stress (maniac), and such high hedonic behavior is related to manic
behavior. Furthermore, the differential expression of genes between each group (pair
analysis) pointed to the involvement of several signaling cascades, but emphasis was given
to the alteration in the expression of the prepro-Trh gene, involved in thyroid activity. Thyroid
hormones (HT), known as triiodothyronine (T3) and thyroxine (T4) play an essential role in
several processes in the central nervous system, as well as in growth, cell differentiation and
metabolism. Studies often report that disturbances in TH levels lead to changes in CNS
homeostasis and, consequently, in mood and cognition. Several human and non-human data
have shown a bidirectional association between depressive-like behavior and abnormalities
in TH levels. Although women are more affected than men in both disorders, there are few
preclinical studies with animal models covering both sexes, and less is found when
evaluating the association between TH disorders and depressive-like behavior. Even more,
the manic-like behavior and thyroid dysfunctions is poorly documented, being another
important point to be analyzed. Thus, the second phase of the study consisted of
behaviorally analyzing Swiss mice of both sexes submitted to ECBRI and thyroid dysfunction
models. Our data demonstrate sexual dimorphism in some behavioral parameters that
indicate depressive-like behavior (more present in males) and manic-like behavior (more
present in females). Furthermore, measurement of free T4 exhibited possible sex differences
regarding thyroid activity in the hyperthyroidism induction model. Although the thyroid
dysfunction models did not show the expected efficacy in our animals, behavioral changes
related to the treatments were observed. Finally, the present study presents a new approach
to ECBRI, in addition to pointing out the importance of thyroid activity with mood disorders.

Keywords: Chronic stress, depression, mania, thyroid dysfunction, sexual dimorphism.
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1. Introducao

Os hormonios tireoidianos (HT) sao fundamentais em processos do metabolismo,
crescimento e diferenciacao celular (Brent, 2012). Estes se diferenciam em tiroxina (T4) —
secretado em maior quantidade pela glandula tiredide — e triiodotironina (T3), a principal
forma biologicamente ativa (Baksi and Pradhan, 2021). No que tange o sistema nervoso
central, estes horménios atuam sobre a neurogénese, migracao neuronal, diferenciagao
neuronal e glial, mielinizagdo e sinaptogénese, em todas as fases da vida (Baksi and
Pradhan, 2021). Estudos clinicos demonstram que a deficiéncia ou excesso de HT
manifestam-se como alteragbes no funcionamento do SNC, incluindo no humor e cognigao
(Delitala, et al., 2016). Diversos estudos pré-clinicos e clinicos mostram uma relagéo
bidirecional entre disturbios tireoidianos e transtornos de humor, de modo que tanto o
hipertireoidismo e o hipotireoidismo podem levar a comorbidades psiquiatricas, como
comportamento tipo-depressivo (Duntas and Maillis, 2013; Hage and Azar, 2012; Kamble et
al.,, 2013), ao passo que estudos reportam que quadros depressivos podem levar a
anormalidades tireoidianas (Tsuru et al., 2013; Berent et al., 2014). Adicionalmente, estudos
pré-clinicos demonstram relacdo entre comportamento tipo ansioso e disturbios nos
hormonios tireoidianos (Bauer et al, 2008; Buras, et al. 2014; Heinrich e Grahm, 2003). Além
disso, um estudo clinico observou que hormdnios tireoidianos e especialmente o T3 podem
ser usados adjuntos a terapia com antidepressivos, acelerando e potencializando respostas
clinicas em pacientes nao responsivos (Goodwin et al., 1982). Apesar deste efeito ndo ter
sido replicado, tanto em humanos quanto em animais, outros estudos demonstraram efeito
positivo sobre a associacao de T3 e antidepressivos em pacientes com depressdo nao-
refrataria (Altshuler et al., 2001) e refrataria (Chang et al., 2013; Cooper-Kazaz et al., 2006;
Lifschytz et al., 2006; Prange et al.,, 1969). Apesar de se observar maior relacdo do
hipotireoidismo com o transtorno de depressao, tanto pelos sinais clinicos de ambos os
transtornos (Hage e Azar, 2012; Duntas e Mailis, 2013), quanto por dados pré-clinicos
(Kulikov et al., 1997; Pilhatsch et al., 2010; Olivares et al., 2012), os resultados sao
heterogéneos, de modo que a relagao entre hiper/hipotiroidismo e transtornos de humor nao
€ clara. Estudos demonstram efeitos opostos, p. ex., da Concei¢ao e colaboradores (2016)
demonstraram que ratos com hipotireoidismo induzido por tiroidectomia apresentaram
menor tempo de imobilidade e escalada no teste de natacdo forgada, sugerindo um
comportamento antidepressivo. Ainda mais, um estudo demonstrou que ratos com
hipertireoidismo apresentam comportamentos tipo-depressivos elevados, enquanto que
nenhum comportamento tipo-depressivo significativo foi observado em ratos com
hipotireoidismo (Redei et al., 2001).
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O género também é outro fator que parece influenciar na prevaléncia de ambos os
transtornos (tireoidiano e depressivo). Ha uma maior prevaléncia de anormalidades
tireoidianas na populacao feminina (Flynn et al., 2004). Assim como a populacao feminina é
duas vezes mais propensa do que homens ao diagndstico de transtornos psiquiatricos
relacionados ao estresse, como depressao maior e transtornos de ansiedade (Kendler et al.,
1995; Kessler, 2003). No entanto, a maioria dos estudos em modelos ndo-humanos de
depressdo usa, em sua maioria, apenas machos (Solomon and Herman, 2009; Dalla et al.,
2011; Trainor et al., 2011; Ver Hoeve et al., 2013). Em suma, pode-se inferir que ha uma
complexa associacdo entre os hormodnios tireoidianos e transtornos de humor, tanto em
humanos quanto em animais, e o entendimento da interagao entre estes fatores é dificultado
pela falta de estudos pré-clinicos em ambos sexos. Devido a estes fatores, faz-se

necessario estender estudos acerca do tema.
1.1. Neurobiologia do transtorno depressivo maior:

A depressao é uma doenca incapacitante, de grande recorréncia e alta prevaléncia na
populagao, sendo que em 2017 a Organizagao Mundial da Saude estimou que ao longo da
vida, a prevaléncia global é de aproximadamente 5% (World Health Organization, 2017).
Acredita-se que mais de 50% dos pacientes depressivos terao episddios multiplos ao longo
da vida e de acordo com estudos recentes, 0s prejuizos sociais e cognitivos de tal doenga
sdo devastadores e em certo nivel permanentes (Culpepper, 2011). O transtorno depressivo
maior ou unipolar (TDM) é caracterizado principalmente por humor deprimido, perda de
prazer (anedonia) — sendo estes sintomas centrais da depressao, acompanhados de pelo
menos trés sintomas adicionais de depressao: alteragcdo do padrdo de apetite, insonia,
prejuizos na psicomotricidade, fadiga, sentimentos de inutilidade e pensamentos suicidas
por um periodo minimo de 2 semanas (DSM-V, 2013; Brigitta, 2002). No entanto, as
expressdes fenotipicas deste transtorno variam entre os pacientes (Hasler, et al. 2004).
Além do TDM, o Manual Diagnéstico e Estatistico de Transtornos Mentais (DSM-V)
especifica mais sete variacbes do transtorno depressivo: depressao bipolar, transtorno de
humor induzido por substancia, depressdo sazonal, transtorno disférico pré-menstrual,
transtorno de humor devido a condicdo médica geral, perturbacdo ou desregulagdo de
humor e depressdo associada a outras condigdes. Observando-se a existencia de varios
tipos de depressdo, pode-se inferir que sua neurobiologia é complexa e multifatorial.
Também ¢é importante notar que, o TDM tem como etiologia diversos fatores, como
genéticos, epigenéticos e ambientais (caracterizado principalmente por resposta anémala ao
estresse), que combinados levam ao desenvolvimento do transtorno. Por fim, o disturbio
implica varios mecanismos fisiopatolégicos, que podem ser classificados de acordo com a

neuroquimica, anormalidades em diversos sistemas (inflamatério, enddécrino) e alteracoes
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na circuitaria neural (Dean e Keshavan, 2017). Devido a elevada complexibilidade, diversas
teorias que procuram explicar as causas de tal patologia: microbioma intestinal (Foster e
Neufeld, 2013), epigenética (Penner-Goeke e Binder, 2019), plasticidade sinaptica (Duman
et al., 2016), neuroinflamatdria (Miller et al., 2009), monoaminérgica, gabaérgica, hiper-
responsividade ao estresse e neuroenddcrina (Eser et al., 2006; Ménard et al., 2015). De

interesse para o presente estudo, as cinco ultimas teorias serdo abordadas a seguir.

A base da teoria monoaminérgica consiste na redugcdo de monoaminas, inicialmente
focada na deficiéncia da noradrenalina (Shildkraut, et al. 1965) e posteriormente ampliada
para outras monoaminas, como a serotonina. A formulacao foi originalmente baseada em
observacdes de que a maioria dos antidepressivos agia como inibidores de transportadores
da serotonina e da noradrenalina no neurbnio pré-sinaptico (como por exemplo, a
imipramina), portanto, aumentando a neurotransmissdo monoaminérgica (Glowinski e
Axelrod, 1964; Ross e Renyi, 1969). Estudos com a reserpina, um anti-hipertensivo que
depleta a quantidade de monoaminas, principalmente de noradrenalina (pois bloqueia o
transporte para as vesiculas intracelulares), leva o paciente a um quadro de depressao
(Gronli, et al. 2007). Além disso, o tratamento crénico com antidepressivos da classe dos
inibidores seletivos da recaptacao de serotonina (ISRS) resultou na regulacao negativa dos
autorreceptores somatodendriticos 5-HT1A, levando ao aumento de liberacdo de 5-HT. Tal
fato ocorre, pois estes receptores sdo pré-sinapticos e possuem funcgao inibitéria sobre a
liberacao de 5-HT (Richelson, 2001). Em suma, o envolvimento da noradrenalina (NA) e da
5-HT na patologia da depressdo é bem documentado, mas estudos com pacientes
depressivos tém relatado uma diminuicdo de outra monoamina, a dopamina (Rampello et al.
1991; Bonhomme e Esposito, 1998; Anand e Charney, 2000; Hirschfeld, 2000). Além disto,
Finan e Smith (2012) observaram que em resposta ao estresse cronico, a desregulagéo da
neurotransmissao dopaminérgica mesolimbica contribui para o desenvolvimento e
persisténcia da depresséo (Treadway e Zald, 2011). E interessante citar que a deplegéo de
triptofano, aminoacido essencial para a sintese de 5-HT, em pacientes com remissao dos
sintomas apos tratamento com antidepressivos induziu recaida, ao passo que em pacientes
depressivos sem tratamento ou voluntarios normais nao se observa tal efeito (Bell, et al.
2001). Tal dado sugere que niveis elevados de monoaminas sao necessarios para a
ocorréncia do efeito antidepressivo, mas a diminuicdo de serotonina nao esta diretamente
ligada a depressao. Ao invés disso, 0 que ocorre é o aumento da neuroplasticidade nas
redes limbicas e corticais disfuncionais, o que permite ao individuo adaptacado homeostatica
(Castrén, 2013). Certamente, € bem estabelecido que pacientes depressivos apresentam

diminuicdo da neurogénese hipocampal (Cunha e Frey, 2006). Este efeito esta ligado ao
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decréscimo do fator neurotrofico derivado do encéfalo (BDNF), caracteristica

frequentemente comum em pacientes deprimidos.

O GABA (4cido gama aminobutirico) é outro neurotransmissor que tem sido associado
ao desenvolvimento do TDM. Numerosas evidéncias pontuam que diversos defeitos na
transmissdo GABAérgica contribuem para a psicopatologia do TDM, sendo a hipotese
sustentada em 4 elementos: 1) Pacientes exibem um déficit cortical de GABA, o qual é
revertido pelo tratamento crénico com antidepressivos ISRS; 2) Possivel deficiéncia parcial
do receptor GABA-A resulta em comportamento tipo-depressivo em animais, sendo tal
comportamento revertido por tratamento croénico com antidepressivo; 3) Neurogénese
afetada na fase adulta pode ser atenuada através do suporte neurotréfico GABAérgico via
subreceptores a2 e a3; 4) Dados clinicos evidenciam atividade antidepressiva sinérgica
notavel dos ISRS quando associados a eszopiclona, que liga-se especificamente aos
receptores GABA-A (Luscher et al. 2011; Luscher e Fuchs, 2015; Hashimoto, et al. 2019).
Ainda mais, tal diminuicao na transmissdao GABAérgica pode ser decorrente do estresse,
pois este fator diminui a atividade GABA (Drugan, et al. 1989). Nao obstante, estudos
pontuam uma relac&o bidirecional entre este neurotransmissor e a atividade de monoaminas
(principalmente da 5-HT). O aumento de GABA pode aumentar ou diminuir a resposta
serotonérgica, sendo tal alteracao dependente da regido cerebral, ao passo que a 5-HT
pode modular a resposta do GABA (Hernandez-Vazquez et al., 2019; Dutta et al. 2021;
Zhou, et al. 2017). Em relacao a estudos clinicos, a quetamina, antagonista dos receptores
NMDA, aumenta a transmissdo GABAérgica, tém demonstrado atividade antidepressiva
rapida e sustentada em doses sub-anestésicas, inclusive para tratamento de depresséao
resistente (Caddy, et al. 2015; Corriger e Pickering, 2019; Miller, et al. 2014).

A importancia da neurogénese na resposta ao tratamento com antidepressivos foi
demonstrada em diversos estudos pré-clinicos. Nas ultimas duas décadas, pesquisas
usando modelos animais de estresse para induzir comportamento tipo-depressivo (como o
estresse crénico brando repetido e induzido [ECBRI] e Desamparo Aprendido)
estabeleceram que o estresse precipita a depressao principalmente por afetar o hipocampo,
resultando em mudancgas na neurobiologia de varias regides cerebrais, como 0 mesencéfalo
e prosencéfalo, em particular o PFC ventromedial (vmPFC). A acdo dos antidepressivos
consiste na reversao dos efeitos neurotdxicos do estresse no hipocampo, restaurando assim
o equilibrio de atividade normal dentro deste circuito (Willner et al. 2013). No entanto, a
neurotoxicidade induzida pelo estresse ndo € o Unico problema a ser superado pelos
antidepressivos, pois, como citado anteriormente, ha outros sistemas em disfuncao

observados em pacientes depressivos, além dos fatores genéticos e ambientais.
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Sabendo que as alteracbes em neurotransmissores ndo sao os Unicos fatores
envolvidos na fisiopatologia da depressao, a resposta ao estresse no TDM se tornou muito
relevante, uma vez que estes compartiham diversos mediadores, circuitos e
fenomenologias (Gold, et al. 2015). O estresse em si pode precipitar a depressdo maior, tal
como influenciar a severidade, duracao e histéria natural da doenca (Gold, 2005; Kendler, et
al. 1992; 1995). O estresse pode ser visto como um fendmeno duplo, pois ao mesmo tempo
em que esta é uma resposta essencial a sobrevivéncia do individuo, pode causar efeitos
adversos ao mesmo, devido a uma instabilidade na secrecdo de hormoénios, alterando a
homeostase cerebral (Sapolsky, 1996; Stephen, et al. 2005). Esta resposta adaptativa do
organismo, denominada por Selye (1946) como “sindrome geral da adaptagao”, responderia
a fatores estressores tanto externos quando internos com uma série de respostas
fisiolégicas compensatérias orquestradas no intuito de manter a homeostasia, sendo que o
principal centro de resposta e adaptagdo seria entdo o eixo HPA (hipotalamo-hipofise-
adrenal) (Szabo, 1985). A inadaptacao (alostasia) a tais fatores por vez, desencadear o
desenvolvimento da depressao. Segundo esta teoria, fatores genéticos precipitariam uma
maior responsividade a fatores estressores e a exposi¢cdo a esses fatores levaria a uma
hiper-responsividade ao estresse pela inabilidade do sistema em se auto-inibir (Maier e
Watkins, 1998; Henn e Vollmaryr, 2004; Stephen, et al. 2005; Bueno, et al. 2008). Diante de
um estimulo estressor, as células dos nucleos paraventriculares hipotalamicos secretam o
horménio liberador de corticotrofina (CRH), que € o principal coordenador da resposta do
eixo HPA, na microcirculagdo hipofisaria. O CRH na hipdfise levara a liberagdo do hormonio
adrenocorticotréfico (ACTH) que, ao agir sobre a adrenal, levara a produgdo de
glicocorticoides. Os glicocorticoides, por sua vez, irdo modular a atividade do eixo HPA,
promovendo um estimulo inibitério a produgdo de CRH e ACTH através de sua agédo no
hipocampo e hipotalamo (Juruena, et al. 2004; Aguilera et al. 2007). Além destas areas, o
estimulo estressor estende-se ao sistema limbico, uma vez que este sintetiza
neurotransmissores como a serotonina e a noradrenalina, que apresentam um efeito
estimulador sobre a liberagdo de CRH (Owens e Nemeroff, 1993; Nemeroff, 2002). Caso
haja falha em tal retroalimentacao negativa, o sistema nao sera entao capaz de cessar sua
atividade e esse estado de hiperatividade levaria a desensitivagdo dos receptores para
CRH. Essa desensitivacao, por vez, levaria a um aumento dos niveis de cortisol, hipertrofia
da adrenal, alteracdes metabdlicas, alteracdo na funcao tireoidiana e sexual, desequilibrio
no sistema imune e diminuicdo de volume do hipocampo (pois a exposi¢ao ao estresse leva
a diminuicdo do BDNF) com consequente prejuizo cognitivo (Tsigos e Chrousos, 2002;
Sainaren et al. 2005; Li et al. 2008). E importante ressaltar que a hipertrofia da adrenal
provavelmente explica porque a resposta do cortisol ao CRH é similar em individuos

deprimidos e em controles. Isto ocorre porque a glandula adrenal aumentada é capaz de
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compensar a resposta diminuida de ACTH ao CRH, geralmente observada em pacientes
deprimidos (Nemeroff, 1996; Shirayama et al. 2002; Saarelainen et al. 2003; Sairanen et al.
2005; Berton e Nestler 2006; Li et al. 2008).

A exposicéo a longos periodos de estresse, com altos niveis de corticosteroides, podem
levar a efeitos pro-inflamatérios. O aumento nos niveis de citocinas pré-inflamatdrias pode
ser explicado por aumento dos niveis de estresse oxidativo. O que ocorreria neste caso
seria um sistema de feedback, onde o aumento da atividade do sistema imune, causada
pela hiperativagdo do eixo HPA, levaria a ativagao de macrofagos que liberariam espécies
reativas de oxigénio e nitrogénio, o que em consequéncia aumentariam a morte neuronal e
os niveis de citocinas proé-inflamatérias (Brooke e McLaughlin, 2002; Kumar et al. 2009;
Ghadrdoost et al. 2011; Patki et al., 2013). De fato, estudos tém associado aumento no nivel
de citocinas pro-inflamatoérias ao desenvolvimento da depressdo ou comportamento doentio
(“sickness behavior”), sendo as principais citocinas a IL-1 (interleucina 1), IL-6 (interleucina
6) e TNF-a (fator de necrose tumoral alfa). Estudos reportam que a IL-1 e IL-6 séo
importantes reguladores centrais da resposta ao estresse, uma vez que estas estimulam a
producao do hormdnio adrenocorticotropico (ACTH) pela hipdéfise, sendo relacionadas a
liberagdo de glicocorticoides (Palma, et al. 2007). Os glicocorticoides por sua vez irdo
modular a atividade do eixo HPA, promovendo um estimulo inibitério a producao de CRH e
ACTH através de sua acado no hipocampo e hipotalamo e pela inibicdo destas citocinas
(Aguilera, et al. 2007). Caso haja falha em tal retroalimentacao negativa, o sistema nao sera
entdo capaz de cessar sua atividade e esse estado de hiperatividade levaria a hipo-
responsividade dos receptores para CRH. A hiper-reatividade deste eixo levaria a hipo-
responsividade do mesmo, pela dessensibilizagdo dos receptores CRH. Estudos em
humanos e animais tém demonstrado uma correlacéo entre os niveis de IL-6 e a depressao
(Kubera et al. 2004; Monje et al. 2011). De acordo com Kubera e colaboradores (2004)
quanto maiores os niveis de IL-6, maior o grau de depressdo (gravidade dos sintomas).
Outra citocina pro-inflamatéria relacionada a depressdo € o TNF-a (fator de necrose
tumoral), sendo que o aumento de TNF-a tem sido associado com o desenvolvimento de
quadros de depressao e que, para ambas as citocinas, os pacientes costumam normalizar

0s niveis apoés tratamento com antidepressivo (O Brien et al., 2007).

1.2. Neurobiologia do episddio de mania

Os episddos de mania geralmente estdo associados ao transtorno de humor bipolar
(THB), em que o humor do paciente varia entre episddios depressivos e episodios

maniacos. A fase maniaca caracteriza-se, pela apresentacdo de alguns dos sinais e
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sintomas a seguir: alteragdo comportamental quanto a psicomotricidade, cognigao e
nivel de energia, por pelo menos uma semana. Nesta fase, o paciente demonstra
autoestima elevada, taquilalia (aumento na taxa de articulagdo ou velocidade de fala,
podendo ser intensa o bastante para prejudicar inteligibilidade da mensagem) e falta de
atengdo. Necessidade de sono reduzida, comportamentos como humor expansivo e
euforico, pensamentos de grandeza (muitas vezes delirantes, podendo resultar no
aumento da impulsividade do individuo) séo frequentemente observados em pacientes
maniacos. Nesta fase, € normal que muitas atividades dirigidas a um objetivo sejam
iniciadas, além do aumento da sociabilidade e sexualidade (DSM-V; Akiskal et al. 2001;
Moreno et al. 2005).

Quanto a neurobiologia da fase maniaca, teorias propdem alteragdes
dopaminérgicas, noradrenérgicas, glutamatérgica, estresse oxidativo e modificagcdes da
proteina quinase C (PKC). Também, estudos genéticos correlacionando alteragdes nos
genes CLOCK, alteragdes no ritmo circadiano e desenvolvimento de comportamento
tipo maniaco (Dixon e Hokin, 1998; Bymaster e Felder, 2002; Sabione et al. 2008; Yildiz
et al. 2008; Szabo et al. 2009).

No que concerne aos marcadores moleculares, fases maniacas tem sido
relacionadas ao aumento dos principais metabdlitos de NA e de DA no plasma e no
fluido cerebroespinal, assim como taxa de excrecdo elevada destes metabdlitos. E a
severidade do episddio maniaco € proporcional a concentragdo do metabdlito de NA no
fluido cerebroespinal (Swann, et al. 1987). Quanto a DA, tal relacdo com a mania é
demonstrada pela agdo de farmacos antipsicéticos, ja que esses farmacos sao efetivos
no tratamento do quadro de mania (Bhana e Perry, 2001; Bymaster e Felder, 2002), ao
passo que substancias que aumentam a atividade dopaminérgica (seja pelo aumento da
liberagao or agonismo) podem precipitar ou mimetizar (no caso de testes animais)
comportamentos maniacos (Sultzer e Cummings, 1989; Peet e Peters, 1995). Em testes
pré-clinicos, camundongos nocaute para o transportador de dopamina (DAT) exibem
comportamento de risco aumentado quando comparados com camundongos selvagens,
0 mesmo sendo observado apds administracdo de anfetamina (Zeeb et al. 2009).
Adicionalmente, estudos relatam a relevancia do cértex pré-frontal (CPF) nestas
atividades de risco, pois humanos e animais com o CPF lesionado apresentam
comportamento de risco elevado; o mesmo é observado tanto em pacientes maniacos
quanto em voluntarios submetidos a hiperestimulacéo do sistema dopaminérgico (Clark
et al. 2001).
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O glutamato (Glu), principal neurotransmissor excitatério do SNC, parece ter
importancia em quadros maniacos, de forma que a excitabilidade neuronal e a rede
glutamatérgica parecem estar aumentadas na fase maniaca do THB, além do sistema
inibitorio desregulado (Ongur et al. 2008; Ng et al. 2009). Estudos reportam que animais
submetidos ao tratamento crénico com litio por 2 semanas obtiveram aumento na
captagao do glutamato e diminuigdo da amplitude de variagdo de sua captagéo (Dixon e
Hokin, 1998). Ainda nesta linha, um trabalho recente mostra que o tratamento crénico
por litio em neurdnios primarios de camundongos diminui a atividade dos receptores
excitatérios, tal como favorece o aumento das sinapses e da densidade de receptores
inibitérios; a atividade glutamatérgica seria diminuida pela desaceleracdo da exocitose
das vesiculas sinapticas (Khayachi, et al. 2021). O mesmo estudo demonstrou que o
tratamento com litio reduziu a atividade da PKC, podendo ser este o mecanismo
primario pelo qual o litio age para inibir o comportamento maniaco no transtorno bipolar.
Embora esta molécula sinalizadora seja importante na regulacdo de processos pré e
pos-sinapticos, este ndo seria o mecanismo pelo qual a atividade glutamatérgica &
diminuida, uma vez que a redugao desta proteina esta ligada a exocitose mais lenta
(Tang, et al. 2019). Ou seja, 0 mecanismo ainda precisa ser melhor investigado para
preencher tais lacunas. Mesmo assim, a hiperatividade da PKC é um fator comumente
associado a fase maniaca do THB (Frey et al. 2006; Yildiz et al. 2008). Estudos post-
mortem revelaram que individuos com THB apresentavam atividade elevada da PKC no
CPF, e tal hiperatividade foi observada no sangue de pessoas bipolares e em modelos
animais de mania, ambos fatos suportando o emprego de inibidores de PKC como
tratamento da mania (Hahn e Friedman, 1999; Szabo, et al. 2009; Abrial, et al. 2015).

Quanto ao envolvimento do eixo HPA, pacientes com mania também apresentam
niveis aumentados de cortisol no liquido cerebroespinal (Swann, et al. 1994). Tais
alteracdes tém sido correlacionadas com mudancas na fluéncia verbal, resolucdo de
problemas e desinibi¢cao (Lee, et al. 2018). Ainda mais, pacientes maniacos apresentam

citocinas pro-inflamatérias elevadas (Daban, et al. 2005; Berk, 2011).

1.3. Funcéo tireoidiana, depresséo e mania

Assim como o eixo HPA, o eixo HPT (hipotdlamo-pituitaria-tiredide) também &
responsivo ao estresse, no entanto muito menos estudado (Helmreich, et al. 2005). Este
sistema endocrino é responsavel por processos importantes como crescimento,
diferenciacdo e metabolismo (Ortiga-Carvalho, et al. 2016). Disturbios na atividade deste

eixo resultam em niveis anormais de horménios tireoidianos (HT), os quais tém sido
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relacionados a transtornos psiquiatricos (Baumgartner, 2000; Joffe, et al. 1996). Importante
notar que, devido a sua vasta distribuicdo no SNC, tais horménios possivelmente estariam
envolvidos ou influenciariam na fisiologia e comportamento (Lazar, 1993; Puymirat, 1992).
Notavelmente, estudos pré-clinicos tém demonstrado que mutagdes que diminuem ou
inibem o funcionamento de receptores envolvidos direta ou indiretamente a sintese e
atividade de HT levam ao comportamento tipo-depressivo em roedores, além da condigéo
de hipotireoidismo (Zeng, et al. 2007; Pilhatsch, et al. 2010). No que se refere a resposta ao
estresse, estudos sugerem que ha uma diminuicdo dos horménios tireoidianos frente a um
estimulo estressor, embora os resultados sejam inconclusivos. Por exemplo, a imobilizag&do
pode tanto aumentar quanto diminuir os niveis de horménios tireoidianos (Langer et al 1983;
Turakulov et al. 1994; Marti et al 1996). O estresse por ruido mostrou aumentar os niveis de
hormonio tireoestimulante (TSH) (Armario et al. 1984); em contrapartida,a injecédo de
lipopolissacarideo (Kondo et al. 1997), bem como o choque inescapavel na cauda (Servatius
et al. 2000) reduziram os niveis deste horménios. A diminuicdo destes horménios induzida
por estresse parece ser mediada, em parte, por mudangas no impulso hipotalamico para o
eixo HPT. Sendo que, tanto os estressores psicologicos (Cizza et al. 1993) quanto
metabdlicos (Van Haasteren et al. 1995; Fekete et al. 2000) levaram a diminuicdo nos niveis
de mRNA do Horménio Liberador de Tireotropina (TRH) dentro do nucleo paraventricular do
hipotalamo (PVN), resultando em menor produgédo de HT (Morley, 1981; Scanlon, 1999) e

possivel quadro de hipotireoidismo.

No que diz respeito ao comportamento tipo-maniaco e disfungdes tireoidianas, os dados
sdo ainda mais escassos, e 0s existentes, heterogéneos. Chang e colaboradores (1998)
observaram niveis aumentados de TSH e diminuicdo dos niveis séricos de T4 na mania
mista (episddio misto) versus mania. Estes resultados foram parcialmente corroborados por
um estudo no qual pacientes no primeiro episdédio agudo de mania mista apresentaram
niveis elevados de TSH (Zarate, et al. 1997). Porém, ha resultados opostos, no qual
diferengas nao foram observadas entre ambos os tipos de episddio maniaco (Kirkegaard, et
al. 1978; Joffe, et al. 1994; Cassidy, et al. 2002). Portanto, sdo necessarios mais estudos
comparando atividade tireoidiana entre individuos maniacos e controle, pois nao foram

encontrados artigos com essa relagéo.
1.4. Hormonios tireoidianos

Os horménios tireoidianos sdo moléculas de tirosina contendo iodeto que consistem em
dois tipos: 3,5,3,5’-tetraiodotironina (T4) e 3,5,3'-triiodotironina (T3), sendo a glandula
tireoide a responsavel pela sua sintese e liberagdo (Ortiga-Carvalho, et al. 2016). Este

processo é dependente da atividade do eixo HPT. Neste sistema, o regulador central deste
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eixo € o TRH (originario do hipotalamo) que controla a liberagdo do hormonio
tireoestimulante (TSH — presente na glandula pituitaria posterior). O TSH, por sua vez, é
transportado para a glandula tireoide, estimulando a sintese e liberacdo dos HT. O T3,
devido a sua maior afinidade pelos receptores de HT (RHTs), € a forma biologicamente
ativa. O T3 é o responsavel por diversos fendbmenos bioldgicos criticos, como provocar o
feedback negativo através dos receptores presentes no hipotalamo e na glandula pituitaria,
inibindo a liberacédo de TRH e TSH (Morley, 1981; Scanlon, 1999; Ortiga-Carvalho, et al.
2016). Os efeitos do T3 sédo geralmente mediados por ativacdo de genes decorrentes da
ligacdo entre T3 e RHTSs, pertencentes a superfamilia de receptores nucleares que inclui o
receptor retindide X (RXR), o receptor vitamina D (VDR) e o receptor estrogénio (ER)
(Ortiga-Carvalho, et al. 2014). Com o fim de exercer efeitos amplos na expressao de genes,
o T3 atinge os o6rgéos-alvo através de diversos transportadores (TBG, TTR, albumina e
lipoproteinas). Ap6s penetrar na célula, este hormdnio liga-se a receptores nucleares
especificos (THRA1, THRB1 e THRB2), modificando a atividade transcricional dos genes-
alvo (Robbins, 1996). A presenca de diferentes isoformas de RHTs e a distribuicdo em
tecidos especificos permite uma regulacdo afinada aos diferentes processos durante o
desenvolvimento e na vida adulta (Salvatore, et al. 2011).

A transtirretina (TTR) é um dos transportadores de T4, sendo a principal proteina de
ligacdo ao horménio tireoidiano no cérebro (Schreiber e Richardson, 1997). Embora
individuos que nascem com deficiéncia congénita da TBG ou albumina sérica possuam
utilizagdo normal dos hormdnios tireoidianos, tais transportadores também funcionam como
reservatorios de T4 no sangue, influenciando na meia-vida do hormdnio no soro humano.
Enquanto o T3 possui meia-vida de um dia, a meia-vida do T4 dura de seis a sete dias. A
conversao do T4 para sua forma ativa ocorre principalmente no figado, nos rins, musculos e
no cérebro. Tal processo é executado pelas enzimas deiodinases, que variam em subtipo de
acordo com o tecido em que seu metabolismo ocorre (Braverman, et al. 1970; Bianco,
2011). A deiodinase-1 (Dio1) converte o T4 em T3 nos tecidos periféricos, enquanto que a
deiodinases-2 (Dio2), presente em grande parte nas células gliais, ativa tal hormdnio no
SNC. A deiodinase-3 (Dio3) inativa o T3, sendo amplamente presente no cérebro adulto
(Hernandez, et al. 2010). Estas deiodinases constituem uma vantagem homeostatica, devido
a sua resposta reciproca ao hipotireoidismo (Bianco et al., 2002; Silva e Larsen, 1986):
enquanto a Dio2 acelera a atividade dos horménios, aumentando a conversao fracional de
T4 para T3, a Dio3 inativa T3 e T4 (Peeters et al.,, 2001). Levando tais fatos em conta,
estudos prévios reportam que a deiodinagcao no cérebro pode ter um papel importante em
transtornos de humor. Por exemplo, a administracdo de antidepressivos aumenta a atividade
da Dio2 em cérebros de roedores (Campos et al.,, 1994; Baumgartner et al., 1994).

Paralelamente, um camundongo resistente a depressao induzida por estresse apresenta um
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aumento na expressao hipocampal da Dio2 e Dio3 (Markova et al., 2013). Sendo assim,
devido a capacidade do cérebro de autorregular a conversao de T3 a partir de T4, os
indices tireoidianos periféricos nem sempre refletem a atividade tireoidiana central
(Hendrick et al, 1998).

1.5. Modelos animais de depressao

Os modelos animais sao recursos indispensaveis na avaliagdo da circuitaria neural e as
vias moleculares e celulares da disfungao/transtorno investigada, bem como na investigagéo
de novas substancias terapeuticas potencialmente mais efetivas. Além disto, a possibilidade
de manipulagdo com agentes farmacoldgicos e edicao de gene em ambiente controlado
auxilia na elucidagdo de novas descobertas (Nestler and Hyman, 2010). Em todo modelo
animal ha restricoes, e no caso dos modelos de depressao, a principal limitacdo seria a
incapacidade de mimetizar caracteristicas mais psicolégicas, como sentimento de culpa,
ideacao suicida e humor depressivo. Em razao disto, ha critérios que sempre devem ser
lembrados quando se trata de modelos animais de depressao, possibilitando a criacdo de
um paralelo entre o comportamento do animal (embora carente de todos os sintomas) e a
patologia em si. Dentre estes critérios, podemos citar a validade de face (fendtipo similar a
doenga em humanos), validade preditiva (sensibilidade a intervencbdes farmacoldgicas e
nao-farmacoldgicas que sao eficazes na clinica) e validade de constructo (o modelo produz
0s mecanismos neurobiologicos da doenca) (McKinney and Bunney, 1969). Os testes mais
antigos para estudo de comportamento tipo-depressivo normalmente apresentam validade
preditiva, como é o caso do teste de natacao forcada e teste suspenséao pela cauda. Ambos
os testes consistem em submeter o animal a uma situacado inescapavel, e o tempo de
imobilidade (parametro para comportamento tipo-depressivo) é reduzido por antidepressivos
eficazes na clinica (Cryan et al. 2002; Skalisz et al. 2004; Raupp et al. 2008)

Baseado na etiologia da depressao, os modelos animais foram desenvolvidos baseados
na exposicao a fatores estressores, interacdo gene-ambiente, administragdo exdgena de
glicocorticoides e manipulagéo genética (Caspi and Moffitt, 2006; McGonagle and Kessler,
1990; Suris et al.,, 2010; Uher and McGuffin, 2010). A exposicdo de roedores a fatores
estressores de uma maneira continuada mimetiza muitos dos aspectos observados em
pacientes depressivos, tais como: (a) aumento dos niveis plasmaticos de glicocorticoides
(Kubera et al. 2001; Joels et al. 2004) com consequente hipertrofia da adrenal (Reul et al.
1993); (b) alteragdes de sono REM (Moreau et al. 1995); (c) o aumento da nNOS (Yazir, et
al. 2012); (d) diminuicdo da neurogénese hipocampal (Joels et al. 2004). Desta maneira, o
modelo de ECBRI é amplamente utilizado para o estudo da depressao (Willner et al. 1997).

Portanto, o ECBRI apresenta uma boa validade de constructo e, por induzir um
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comportamento anedénico nos animais (que consiste na diminuicdo de um efeito reforcador
positivo, neste caso, perda pela preferéncia por solugao de sacarose) e pela reversao deste
comportamento ser possivel com os mesmos tratamentos utilizados em humanos, pode-se
considerar que tal modelo possui também validade de face e preditiva (Mattson, et al. 2004;
Tsigos e Chrousos, 2002; Gronli, et al. 2006; McArthur e Borsini, 2006; Casarotto e
Andreatini, 2007). Um fato que reforca sua validade preditiva € que apenas o tratamento
crénico com antidepressivos reverte as disfungdes induzidas pelo ECBRI, e o0 mesmo é
observado na clinica. O modelo do ECBRI baseia-se em induzir anedonia (um dos
comportamentos centrais da depressdo) no animal submetendo-o a uma variedade de
situagdes estressoras brandas diariamente (por no minimo 4 semanas), e tal
comportamento € mensurado pelo teste de preferéncia de sacarose (McArthur e Borsini,
2006).

1.6. Preferéncia de sacarose como medida de comportamento tipo-depressivo

O consumo de sacarose em roedores € a medida de comportamento tipo-depressivo
mais utilizada no modelo do ECBRI (Matthews, et al. 1995; Bekris, et al. 2005; Wallace, et
al. 2009). Este teste é validado com base na supressdao do comportamento heddnico em

resposta ao estresse.

A ligacao entre a preferéncia por solu¢des doces e o estado heddnico foi baseada na
evidéncia de que a informagdo visceral positiva e negativa possui alto impacto nos
processos cognitivos e comportamentais (Berntson, et al. 2003). Baseado no trabalho de
Willner et al (1987), no qual camundongos submetidos ao estresse apresentaram uma
diminuicdo de cerca de 15% na preferéncia de sacarose, sendo o consumo basal médio
destes animais 80% antes do protocolo de estresse.

No entanto, a exposicdo ao estresse nem sempre resulta em desenvolvimento de
comportamento tipo-depressivo, pois este efeito, como citado anteriormente, € influenciado
por diversos fatores genéticos, moleculares e ambientais. Sendo assim, tém-se observado
que uma parcela dos animais submetidos a protocolos de estresse (estes idénticos e
controlados a todos os animais) sdo resilientes ao estresse, nao desenvolvendo
comportamento tipo-depressivo (Higushi et al.,, 2016). Ainda mais, o comportamento
anedonico pode ser induzido pela desregulacao do sistema de recompensa dopaminérgico
mesolimbico em situacdes de estresse crénico ou depressdo, uma vez que O mMesmo
sistema participa na elevacdo da disposicdo e humor do individuo frente a estimulos

estressores agudos (Gold e Chrousos, 2002).
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Na realidade, uma relacdo reciproca entre o consumo de sacarose e a atividade
dopaminérgica tem sido postulado. Tal fato foi demonstrado por estudos que reportam
aumento na liberagdo de DA no nucleo accumbens (NAcc) quando a sacarose é consumida,
ao passo a elevagao da atividade dopaminérgica (por meio de drogas que bloqueiam sua
recaptacao) resulta no aumento do consumo de sacarose. Em contraparte, a administracao
de um antagonista de DA diminui o consumo de sacarose (Hajnal e Norgren, 2001; Smith e
Smith, 2010). Ainda mais, a liberagdo da DA no NAcc parece ser uma funcao linear da
concentragao da solugédo de sacarose que o animal consume (Hajnal, et al. 2004; Liang, et
al. 2006). Em suma, a atividade dopaminérgica no NAcc regula o consumo de sacarose,
possivelmente exercendo um papel fundamental no circuito de recompensa obtido da
sacarose (Hajnal e Norgren, 2004).

Flaisher-Grinberg e colaboradores (2009) sugere que o consumo de sacarose elevado
poderia ser um indicativo de comportamento tipo-maniaco. Sendo assim, o aumento em
mais de 15% no consumo de sacarose poderia ser interpretado como um comportamento
tipo-maniaco. Dois fatos embasam essa teoria: o comportamento hedénico é elevado em
pacientes maniacos, e o tratamento com estabilizadores de humor reduz o consumo de
sacarose (Flaisher-Grinberg, et al. 2009; Fallah, et al. 2016). Em sintese, seria mais
interessante classificar os animais de acordo com seu consumo de sacarose individual, pois
assim como na populagéo geral, a resposta ao estresse pode desencadear comportamento

tipo-depressivo ou tipo-maniaco, além de termos individuos resilientes ao estresse.

1.7. Modelos de disfungéo tireoidiana

Os modelos de disfuncao tireoidiana consistem em induzir hipertireoidismo (altos niveis
plasmaticos de T3/ T4 livre) ou hipotireoidismo (baixas concentragdes de T3/ T4 livre no
plasma). Atualmente a condigdo de hipotireoidismo pode ser induzida por modelos animais
genéticos, cirurgico e farmacolégico. Alguns modelos genéticos desenvolvidos recentemente
consistem na inativagao de receptores envolvidos na atividade do T3. Além de abordagens
mais pontuais no mecanismo de transtornos tireoidianos, alguns estudos estabeleceram
conexao com o comportamento tipo-depressivo em camundongos. Por exemplo, animais
nocaute (KO) para o receptor tipo 1 do Hormobnio Liberador de Tireotropina (TRH-R1)
exibiram comportamento tipo-depressivo elevado e hipotireoidismo, ao passo que
camundongos KO para o receptor tipo 2 do TRH apresentaram comportamento tipo-
depressivo, mas permaneceram eutiredides (niveis normais de T3, T4 e TSH) (Zeng, et al.
2007; Sun, et al. 2009). Outro modelo genético demonstrou que camundongos mutantes
para o receptor a1 do HT, por ter afinidade diminuida ao T3, apresentaram hipotireoidismo e

comportamento tipo-depressivo (Pilhatsch, et al. 2010). No entanto, modelos cirurgicos e
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farmacolodgicos sao tipicamente mais utilizados, por serem mais acessiveis e de facil
aplicagcao (Streetman e Khanderia, 2003). Os modelos cirurgicos, que consistem na
tiroidectomia (remoc¢ado da tiredide), sdo mais invasivos e os podem causar danos as
glandulas paratireoides, o qual pode resultar em queda nos niveis séricos de calcio — este
proposto possuir um papel causal na depressao (Rizvi, et al. 2012). Por sua vez, os modelos
farmacologicos sdo de facil aplicacdo e pouco invasivos, pois os farmacos sao
administrados na agua do animal ou por inje¢do via intraperitoneal (ip). Os farmacos
utilizados possuem atividade anti-tireoidiana, dentre eles o metimazol (MMI) e o
propiltiouracil (PTU). Estas tém sido empregadas no tratamento da doenga de Graves ha
mais de 50 anos (Cooper, 1998). Estes farmacos bloqueiam a sintese de T3 e T4 nas
células foliculares (Taurog e Dorris, 1989), sendo que o PTU apresenta um mecanismo
adicional que consiste na inibicdo da Dio1, levando a redugcao da conversao de T3 para T4
(Cooper, 1998). Por estas razdes, elas induzem o estado de hipotireoidismo em algumas
semanas, tal que o tempo de inducéo é dependente da dose e do protocolo aplicado.

No caso de modelos e hipertireoidismo, estes consistem em modelos genéticos e
farmacologicos. Os modelos genéticos de hipertireoidismo que avaliaram comportamento
tipo-depressivo consistem em mutac¢des que levam a deficiéncia na Dio3 (Stohn, et al, 2016;
2019). No entanto, a elevacdo de HT foi somente no cérebro, de maneira que
perifericamente, foi observado um estado hipotiredide. Quanto aos modelos de indugao
farmacologicos, estes consistem basicamente em administragdo crénica, via i.p., de
farmacos utilizados no tratamento do hipotireoidismo, como L-tiroxina ou T4 (Yu, et al.
2015). As alteragdes nos niveis de HTs sdo comumente mensuradas no soro ou plasma por

ELISA, para confirmar a eficacia do modelo empregado.

1.8. Dimorfismo sexual

Diversas evidéncias clinicas e experimentais documentam diferengcas sexuais na
anatomia cerebral, quimica e funcional (Pitychoutis e Papadopoulou-Daifoti, 2010; Dalla, et
al. 2010). Consequentemente, o género é outro fator que parece influenciar na prevaléncia
dos transtornos tireoidianos e de depresséo. Estudos reportam que as mulheres tém maior
risco de desenvolver patologia associada ao estresse, sendo que a razao do risco é 2:1
(mulheres/ homens) (Kessler, 2003; Gardner e Kendler, 2014). Estas diferengas vao além da
taxa de prevaléncia e também sao visiveis na manifestagcdo de sintomas, inicio, curso da
doencga e eficacia do tratamento (Loo, et al. 2018). Assim sendo, tem sido sugerido que
mulheres podem responder de maneira diferente ao estresse, usando estratégias distintas
dos homens em face deste evento (Maciejewski et al., 2001; Klein e Corwin, 2002; Nemeroff

et al., 2006). Embora modelos de depressdao em roedores tenham contribuido enormemente
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para desvendar 0os mecanismos neurais subjacentes as respostas comportamentais ao
estresse, tais modelos usam, em sua maioria, apenas machos (Solomon and Herman, 2009;
Dalla et al., 2011; Trainor et al., 2011; Ver Hoeve et al., 2013). Apesar desta limitacédo, pode-
se encontrar alguns dados que demonstram diferengas, como um estudo que demonstrou
uma resposta hedbnica a sacarose enfraquecida em ambos os sexos, mas este fenébmeno
parece ser mais consistente em machos quando comparado as fémeas (Dalla, et al. 2008;
Kamper, et al. 2009). Tem sido sugerido que o consumo de sacarose pode n&ao servir como
um parametro comportamental apropriado para ratas, pois estas possuem tendéncia a
ingerir maiores quantidades de solugdo de sacarose do que ratos. No entanto, outros
estudos demonstraram que ratas apresentaram uma resposta aneddnica mais robusta apos
exposi¢cao ao modelo do estresse crénico (Konkle et al. 2003; Xing et al. 2013). Interessante
citar que diferengcas sexuais nas preferéncias de sabor podem ser impactados pelos
horménios ovarianos para fémeas, tal que para o tipo “doce” em ratos parece ser
parcialmente dependente do estradiol (Zucker, 1969; Clarke and Ossenkopp, 1998). Sendo
assim, a resposta a solugdo de sacarose pode ser mais instavel em fémeas devido a
interrupcao do ciclo estral que frequentemente acompanha a exposicao ao estresse crénico
brando (Dalla, et al. 2005). Estes fatos indicam que o meio hormonal influenciado pelo sexo
pode afetar diferencialmente as alteracbes comportamentais observadas e roedores

experimentais.

Assim, o aspecto hormonal parece ser relevante nas diferencas sexuais observadas em
varios aspectos fisiologicos. Alguns estudos relatam que ha maior incidéncia de
anormalidades tireoidianas na populacao feminina (Flynn et al., 2004), fato que pode ser
devido a diferenga nos niveis séricos de TSH entre géneros, tal que este pode prever
sintomas depressivos em mulheres (mesmo quando a disfungao tireoidiana € sutil), sendo
entdo um fator de risco (Forman-Hoffman and Philibert, 2006; Kim, et al., 2015). Neste
estudo clinico, observou-se que a incidéncia de depressao € associada com a elevagao dos
niveis séricos de TSH em mulheres com taxas normais de T4 livre. Ainda mais, a reserva
hormonal tireoidiana pode ser mobilizada de maneira mais eficaz em homens, quando ha
quadro depressivo (Abulseoud et al., 2007). Na realidade, o dimorfismo sexual da fungéo
tireoidiana parece existir desde o inicio do desenvolvimento. A diferenga sexual nos niveis
de hormonios tireoidianos do cérebro durante o desenvolvimento pds-eclosdo em peixe-
zebra foi notada, enquanto o inicio do aumento de T4 nos machos precedeu o das fémeas,
bem como o inicio do T3 mais alto nas fémeas comecou antes do que nos machos
(Yamaguchi et al. 2017; Niiyama et al. 2020). Além disso, outro estudo com ratas
ovariectomizadas demonstrou uma correlacdo positiva entre os niveis de mRNA de

progesterona e Dio2, uma vez que a falta de progesterona levou a reducao da expressao de
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Dio2 em varios tecidos (incluindo o cérebro), resultando na supressdo da conversao
periférica de T4 em T3 (Awad e Alrefaie, 2014). O estrogénio também é relevante, pois este
€ responsavel pelo aumento da capacidade de ligacdo na globulina de ligacdo a tiroxina
(Engbring e Engstrom, 1958; Franklyn, et al. 1985).

Diferencas sexuais também foram encontradas no comportamento e morfologia
neuronal em um modelo animal de hipertireoidismo farmacoldgico. Niyama e colaboradores
(2020) descobriram que camundongos fémeas com hipertireocidismo exibiam uma morfologia
diminuida dos espinhos denditricos das células granulares no giro denteado, resultando na
formagcdo de espinhos de tamanho pequeno, modificando a sinapse celular de forma
diferencial entre o0s sexos. Tal mudanga pode estar relacionada a diferentes
comportamentos entre 0s sexos, pois apenas as fémeas apresentaram comportamento tipo
depressivo. De fato, dados anteriores relataram que o tratamento antidepressivo induz
aumento nas espinhas dendriticas das células granulares do hipocampo, indicando que tal
diminuicdo no tamanho da espinha pode estar associada a um comportamento semelhante
a depressao. Além disso, foram relatadas alteragdes sexo-dependentes na morfologia glial
do cérebro em estado de hipertireoidismo, de modo que camundongos machos jovens
apresentaram aumento do corpo celular da microglia e astrécitos no cortex cerebral e
hipocampo, enquanto as fémeas n&o apresentaram alteracdes (Noda et. al. 2016). O
astrécito € o principal efetor do metabolismo de TH no cérebro, que controla a producao
local de T3 através da deiodinagdo de T4. Tais resultados sugerem que os astrécitos
cerebrais podem ter sido estimulados pela elevagdo de T4 circulante e transportado e,
portanto, contribuem para uma maior producéo local de T3 no cérebro, levando a uma
ativacao da microglia (Noda et al. 2016). No entanto, a razdo de n&o haver alteracbes na
ativagao glial do cérebro feminino pode ser devido a sua atividade microglial basal, uma vez
que foram relatadas diferengas transcricionais e translacionais na microglia no cérebro
masculino e feminino — a microglia masculina é morfologicamente mais alta e mais
abundante em algumas areas do cérebro (Guneykaya et al. 2018). Aparentemente, os
horménios sexuais podem contribuir para discrepancias sexuais na neurotransmissao,
conectividade funcional e estrutura cerebral (Barth et al. 2015). Tal dimorfismo esta presente
em niveis morfolégico, molecular e comportamental, sendo necessario elucidar esses
mecanismos em condigdes de fendtipo tipo depressao e disfungao tireoidiana (Niiyama et al.
2020).

1.9. Sequenciamento de RNA (RNAseq)

Os transtornos mencionados acima sdo multifatoriais e variaveis entre os individuos,

refletindo nas diferencas observadas nos sintomas apresentados e na resposta aos
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tratamentos, quando ha resposta. Nesta linha, o mapeamento do transcriptoma é uma
ferramenta importante para lidar tal problema (Ozsolak e Milos, 2011). O transcriptoma é o
conjunto completo de transcritos em uma célula, e sua quantidade é dependente do estagio
de desenvolvimento especifico ou condigao fisioldgica. A compreensao do transcriptoma é
essencial na interpretacdo dos elementos funcionais do genoma e na revelacao dos
constituintes moleculares das células e tecidos. Todos esses fatores contribuem no
conhecimento acerca do desenvolvimento de diversas doencas. Durante o sequenciamento
de RNA (RNAseq)sédo sequenciadas todas as espécies de transcritos, incluindo RNAs
mensageiros (MRNAs), RNAs nédo-codificantes e RNAs pequenos (sRNAs - que incluem
microRNAs), RNAs associados a promotores e RNA associado ao terminal 3’ antisense,
dentre outros (Birney, et al. 2007; Berretta e Morillon, 2009; Kapranov, et al. 2007). Ainda
mais, pode-se estabelecer os padroes de splicing e outras modificagcdes pds-transcricionais,
além de quantificar a mudanca dos niveis de expressdao de cada transcrito durante o
desenvolvimento e sob diferentes condi¢des (Wang, et al. 2009).

O RNAseq utiliza tecnologias de alto sequenciamento desenvolvidas recentemente. Na
pratica, uma populacdo de RNA (total ou fracionada) é convertida a uma biblioteca de
fragmentos de DNA codificante (cDNA) com adaptadores anexados a uma ou ambas
extremidades. Cada molécula é sequenciada em alto rendimento, resultando em sequéncias
curtas de uma extremidade (sequenciamento de extremidade Uunica) ou ambas as
extremidades (sequenciamento de extremidade dupla). Normalmente, as leituras sdo de 30-
75 pb (pares de bases), dependendo do método de sequenciamento de RNA aplicado. Mais
ainda, tal técnica apresenta resolucdo suficiente para a deteccdo de alteragbes de base
unica (presenga de SNP) (Cloonan, et al. 2008; Marioni, et al. 2008; Morin, et al. 2008;
Barbazuk, et al. 2007). Em sintese, o uso de tecnicas de screening para alteragbes
moleculares podem ser de maior valor que a busca por um unico alvo, uma vez que

possibilitam a analise global de alteragbes e abre portas para novas teorias de mecanismos.

1.10. Justificativa:

Embora existam diversos estudos acerca da relagdo bidirecional entre funcao
tireoidiana e alteragbes de humor, os resultados ndao sado unanimes. Além disto, o
mecanismo pelo qual os horménios tireoidianos afetam o humor e vice-versa ocorre, ainda
precisa ser elucidado mais detalhadamente em ambos os sexos, tal que a incidéncia de
transtornos tireoidianos e de depressdo sao diferentes entre a populacdo masculina e
feminina. Assim sendo, o modelo do ECBRI é viavel para seu estudo, pois a exposi¢cao de

camundongos a diferentes tipos de estresse resultou em alteragdes nos niveis de HT.
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Sendo assim, € interessante avaliar tais alteracdes hormonais em um modelo que possui

boa validade preditiva, de face e de constructo.

2. Objetivos

O presente trabalho apresenta dois objetivos principais: analisar as possiveis alteracoes

nos niveis de RNA em decorréncia do estresse cronico, através do método de RNAseq, e

avaliar a relacao entre disfungdes tireoidianas e alteragdes comportamentais (tipo maniacas

e depressivas) decorrentes do estresse cronico.

2.1.

2.2.

Objetivos gerais

Avaliacao da variagao na transcriptdmica em camundongos C57BL/6 submetidos
ao modelo de ECBRI.

Avaliacdo das diferentes respostas comportamentais em camundongos Swiss
machos e fémeas, submetidos ao modelo do ECBRI concomitantemente ao
modelo experimental de disfuncao tireoidiana.

Avaliacao das alteragdes nos niveis de hormonios tireoidianos nestes animais.

Obijetivos especificos

Primeira fase: analise do transcriptoma

Avaliar as possiveis alteragdes nos niveis de RNA (através do RNAseq) no CPF
de camundongos C57BL/6 machos submetidos ao modelo de ECBRI.
Classificagdo dos animais de acordo com o fendtipo apresentado no teste de
preferéncia de sacarose (controle, refratario, aneddnico e maniaco), e
comparacao de tais fenétipos com a diferenca na expressao de RNA.

Analise da relagdo entre a expressao diferencial de RNA e a classificagao do
camundongo segundo a preferéncia de sacarose.

Andlise das vias e genes diferencialmente expressos nestes grupos.

Segunda fase: Avaliagdo comportamental X Funcao tireoidiana

Avaliar o efeito do ECBRI sobre a fungéo tireoidiana em camundongos Swiss
machos e fémeas.

Avaliar se o ECBRI é capaz de alterar o comportamento dos camundongos
machos e fémeas, esperando-se que um comportamento tipo depressivo,

ansioso ou maniaco seja detectado, através dos modelos seguintes:
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o Modelos de ansiedade: Labirinto em Cruz Elevado e Teste de Esconder
Esferas (Marble-burying test).

o Modelos de Depressao: Teste de Preferéncia por Solugdo de Sacarose,
Teste do Ninho e Teste da escala de pelo.

o Modelos de Atividade Motora: Caixa de movimentagado espontanea.

e Avaliar a influéncia do hipo- e hipertireoidismo experimental na resposta
comportamental ao ECBRI em camundongos machos e fémeas.

o Avaliar a influéncia do hipertireoidismo experimental induzido por
administracao repetida de T4 na resposta comportamental ao ECBRI.

o Avaliar a influéncia do hipotireocidismo experimental induzido por MMI na
resposta comportamental ao ECBRI.

o Avaliar se a associacado entre o modelo de estresse e o hipo/ hipertireoidismo
pode piorar o comportamento tipo-depressivo ou tipo-maniaco observado nos
animais.

o Detectar as possiveis diferencas comportamentais e séricas de HT entre machos

e fémeas.

3. Material e métodos
3.1. Primeira fase: analise do transcriptoma
3.1.1. Animais

Foram utilizados camundongos C57BL/6 machos (n=50), pesando entre 20-30g,
provenientes do Biotério Central da Universidade Federal de Minas Gerais. Os animais
foram aclimatados por pelo menos duas semanas nas salas de manutencao do laboratério
de Fisiologia e Farmacologia do Sistema Nervoso Central do Departamento de
Farmacologia da UFPR, mantidos isolados. Os animais eram mantidos em caixas de
polipropileno (30 x 20 x 13 cm) em condigbes controladas de temperatura (21 £ 10 C), com

ciclo claro-escuro de 12 h.

3.1.2. Preferéncia por solucao de sacarose

A preferéncia de sacarose foi empregada inicialmente para mensurar a inducédo do
comportamento aneddnico nos camundongos submetidos ao modelo de estresse cronico.
Primeiramente, a preferéncia basal de sacarose dos animais foi calculada, através da

exposicado destes a trés testes de preferéncia a sacarose. A partir da média da preferéncia
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dos trés testes, foi feito o pareamento dos animais em duplas, a partir da similaridade da
preferéncia. Em seguida, cada dupla de camundongos foram divididos entre grupo controle
e grupo estresse de maneira randomizada (randomizacao estratificada). Posteriormente, os
animais foram expostos a baterias de estresse brando repetido (detalhado em seguida) e a
alteragcdo na preferéncia de sacarose foi quantificada e posteriormente aplicada na
classificagdo dos animais quanto ao comportamento apresentado. As baterias e o teste de
preferéncia de sacarose eram aplicados por 5 semanas consecutivas, tempo estabelecido
para que os camundongos do grupo estresse adquiram alteracbes comportamentais, como
anedonia (redugao da preferéncia por solugao de sacarose). A preferéncia de sacarose &
medida individualmente (cada camundongos isolado em uma caixa) através da pesagem
das garrafas de agua e de sacarose antes do teste e apds 24 horas, usando-se a diferenca

para o calculo da preferéncia de sacarose, que ¢ feita através da equacgao abaixo:

% preferéncia de sacarose = consumo total de sacarose x 100

Consumo total (H20 + sacarose)

A analise da preferéncia de sacarose foi feita com base no protocolo modificado a partir
do teste proposto por Monleon e colaboradores (1995). A partir da curva de preferéncia dos
animais estabelecida em nosso laboratério, a concentracdo na solugdo de sacarose foi de
1%. Esta, por ser a menor dose que apresentou diferengca em relagdo a agua, possui menor
efeito reforgador, possibilitando a observagao de alteragcbes comportamentais induzidas por

estresse brando.

3.1.3. Estresse crbnico brando repetido e imprevisivel

Os camundongos foram divididos em dois grupos, estressados e nao estressados,
randomicamente dividos com base no consumo basal de sacarose apresentado pelos
animais.

As baterias de estresse foram iniciadas em horarios diferentes do dia, para evitar que o
animal se habitue a um horario especifico de manipulagcdo e com isso ndo desenvolvam o
comportamento aneddnico. Eles foram expostos diariamente a diferentes tipos de estresse,
sendo que cada semana a bateria era randomizada para evitar habituacdo a sequéncia de
estressores (Monleon et al., 1995; Willner, 2005).

Os estresses a que os animais foram submetidos eram:

e Caixa inclinada;

* Exposicao a claro constante (24h);

» Exposicao a escuro constante (24h);
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* Privacao de agua (maximo de 18h);
* Privagdo de comida (maximo de 18h);
* Cepilho umido (24h).

A cada semana os animais foram submetidos ao teste de preferéncia de sacarose e
apos cinco semanas, com o comportamento aneddnico estabelecido, os animais foram

eutanasiados e amostras de tecido foram recolhidas.
3.1.4. Coleta de tecidos orgéanicos

Apos o término do modelo de ECBRI, os animais foram rapidamente decapitados e seu
cérebro congelado imediatamente em isopentano e gelo seco. As amostras foram alocadas
em freezer -80 °C até o envio das mesmas ao Instituto Karolinska (Estolcomo, Suécia) para

analise dos diferentes tipos de RNA no CPF.
3.1.5. Preparacao das amostras para RNAseq

Microdissecacao do CPF (aproximadamente 10mg de tecido) foi executada em camara
fria, seguida de estabilizacdo usando a solugdo de RNAlater (AM7021). As amostras foram
entdo transferidas para o freezer (-20C) para posterior processamento.

No dia seguinte as amostras foram homogeneizadas em solugao para extracao do RNA
e o protocolo fornecido no kit de extracao, executado (Quiagen, CAT: 74104). O protocolo
consiste na homogeneizacao e multiplas lavagens e centrifugacdo das amostras. Para a
execucao de tal protocolo, foi necessario especial cuidado para evitar degradacdo do RNA,
sendo que apods extracao, aliquotas da amostra sado processadas para leitura das
concentracdes de RNA e para RNAseq.

Amostras destinadas a leitura da concentragcdo de RNA s&o entdo lidas no Bioanalyser -
Agilent usando o chip RNA nano (CAT: 5067-1511). Baseado nas concentragbes de RNA,
as amostras foram diluidas e entregues para sequenciamento.

O sequenciamento das amostras foi realizado no ScilLife Stockholm — Suécia. Para tal
sequenciamento, a biblioteca foi criada usando lllumina TruSeq Stranded mRNA, PolyA
selection e sequenciado usando lllumina HiSeq 2500 Rapid Mode SR 1x50bp com 6 linhas

(total de 3 células de fluxo) e >15M de leitura.

3.1.6. Analise estatistica e controle de qualidade

Apo6s o ultimo teste de preferéncia de sacarose, o valor de aumento ou diminuigdo no
consumo em comparagao ao valor basal foi medido. A diminuigéo de pelo menos 15% e/ ou

preferéncia abaixo de 65% da solugdo de sacarose foi definida como comportamento
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anedbnico. A nao alteracao da preferéncia foi classificada como comportamento refratario,
enquanto que a preferéncia inicial ou final acima de 85% e/ ou aumento da preferéncia em
10% foi considerado comportamento tipo maniaco.

O proximo passo foi extracdo do RNA e analise da concentracao e qualidade do RNA
obtido, este foi diluido para que todas as amostras fossem igualadas em termo de
concentracao.

Para a analise do RNAseq, varias sequéncias de analise sdo necessarias. A analise
executada neste trabalho é baseado no protocolo publicado pelo SciLife no seu GitHub
(https://github.com/SciLifeLab/NGI-RNAseq).

Primeiramente, todas as amostras sdo submetidas a um teste de qualidade usando
MultiQC, amostras com baixo valor de fidelidade s&o excluidas da analise ou tem a porgéo
de baixa qualidade eliminada, usando Trimomatic. Apos tal analise, as amostras séo
alinhadas usando STAR (protocolo basico para “single read” alinhada com o genoma de
camundongo (GRCm38)). Apods alinhamento as amostras sdo novamente testadas para
qualidade usando MultiQC.

Com as amostras selecionadas, o passo seguinte é a contagem de leituras para cada
gene, tal leitura é feita usando HISAT2. Apds a contagem das leituras, um arquivo de dados
de fendtipo é feito e analise de expressao diferencial é calculada.

Para a leitura de expressao diferenciada foi usado EdgeR. Todos os valores de p foram
ajustados usando o método de Yosef Hochberg (BH) para a eliminacado de “false discovery
rate” tipica de multiplas analises como RNAseq.

Uma lista de genes com expressao diferenciada e significante foi feita comparando duas
distintas condig¢des: Controle x Anedonia; Controle x Refratario; Controle x Mania; Refratario
x Anedonia; Refratario x Mania e Mania x Anedonia. Com estas listas, “enrichment analysis”
foi feita usando Gsea software usando “C5 collection: Gene Ontology (GO) gene sets”.

Para a maioria das analises foi utilizado o Chipster, uma interface para facilitar a
utilizacdo de programas que normalmente rodam em promp. MobaXterm foi utilizado para
ter acesso ao megacomputador do Sistema SNIC, uUnica forma de processar dados tao
pesados quanto a analise do RNAseq. E finalmente, R software foi usado para “PCA

analysis”, "heatmaps” e andlise de correlagéo.

3.2. Segunda fase: Avaliagcdo comportamental vs. Fungao tireoidiana

3.2.1. Animais

Foram utilizados camundongos Swiss machos (n=180) e fémeas (n=180), pesando
entre 25-35g, provenientes do biotério do Setor de Ciéncias Bioldgicas da UFPR, mantidos

isolados ou em grupos de até 5 animais por caixa. Os animais eram mantidos em caixas de
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polipropileno (41 x 34 x 16 cm) em condi¢cbes controladas de temperatura (21 £ 10 C), com
ciclo claro-escuro de 12 h. Cada sexo foi mantido em salas separadas, tal como os

experimentos executados por sexo, para evitar estresse adicional.
3.2.2. Drogas e tratamentos

- Metimazol - 0,02% (Sigma-Aldrich (301507), EUA): empregada para inducdo de
hipotireoidismo, dissolvida em agua potavel, administrada no bebedouro dos animais por 3
semanas antes do inicio do modelo de ECBRI, sendo o tratamento mantido durante as 5

semanas de estresse (Rakov, et al. 2016).

- Perclorato de sédio — 0,5% (ClO4-; Sigma-Aldrich (310514), EUA): empregada em conjunto
com o MMI, dissolvida em agua potavel, administrada no bebedouro dos animais para

inducao do hipotireoidismo (Rakov, et al. 2016).

- L-tiroxina - 1 pg/g (Sigma-Aldrich (T2376), EUA): empregada no modelo de inducdo do
hipertireoidismo, dissolvida em 0,01 M NaOH e 0,1% BSA (albumin from bovine serum) para
ser armazenada em geladeira como solugéo estoque. No dia do tratamento, uma proporgao
da solucao estoque era diluida em PBS (1/10) e administrada via i.p., a cada 48h, por 8

semanas, com inicio 3 semanas antes do modelo de ECBRI (Rakov, et al. 2016).

As doses propostas foram baseadas no estudo de Rakov et al. (2016). Todas as drogas

foram administradas em volume constante de 10 ml/kg de peso corporal.

3.2.3. Modelos comportamentais

l. Preferéncia por solugdo de sacarose

O modelo foi aplicado igualmente a primeira fase, citada acima. A analise do consumo
nos animais foi utilizada como base para a classificacdo dos animais de acordo com seu
consumo individual, sendo estes entdo divididos em controles (ndo estressados),

anedbnicos, maniacos ou refratarios.

I. Estresse crénico brando repetido e imprevisivel

Este modelo experimental foi aplicado de maneira praticamente igual a primeira fase,
com uma diferenga, referente ao inicio do estresse cronico. Neste caso, as exposicoes
basais a preferéncia de sacarose (para divisdo do grupo estresse X controle) e ao modelo
de ECBRI se iniciaram apds as trés semanas de tratamento previstas para inducao da
disfuncao tireoidiana (descrito no item 3.4.3), mas a duragao do protocolo de estresse foi

mantida (5 semanas).
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Apods a 52 semana de estresse, os animais foram submetidos a uma bateria de testes
comportamentais, como caixa de locomocéao (detalhado no tépico 3.4.7), teste de natagao
forcada (detalhado no tépico 3.4.6), teste de esconder esferas (detalhado no tépico 3.4.8) e
teste do labirinto em cruz elevado (detalhado no tépico 3.4.9). Além destes ensaios, os
animais foram analisados semanalmente quanto a escala de pelo (detalhado no tdpico

3.4.5), teste do ninho (detalhado no tépico 3.4.4) e preferéncia de sacarose.

Il. Modelos de inducao de hiper/ hipotireoidismo

O modelo utilizado foi proposto por Rakov e colaboradores (2016). Para a indugédo do
hipertireoidismo, injecdes via i.p. de 1 pg/g de T4 (Sigma-Aldrich (T2376), EUA) foram
administradas nos animais a cada 48 h, sendo que o grupo controle recebeu, pela mesma
via, injecdes de PBS.

O modelo de indugao de hipotireoidismo consistiu em submeter os animais a uma dieta
pobre em iodo, sendo estes alimentados com ragao especifica encomendada, produzida
pela Nuvilab. A composicao da racao foi baseada na racao utilizada no estudo citado (Lol;
TD.95007, Harlan Laboratérios, EUA). Além da racdo, os camundongos receberam agua
potavel suplementada com 0,02% de metimazol (MMI, Sigma-Aldrich (301507), EUA),
perclorato de sédio a 0,5% (ClO4-) (Sigma-Aldrich (310514), EUA) e 0,3% de sacarina como
adocgante (Sigma-Aldrich (240931), EUA) (Lol / MMI / CIO4-) Além disso, os animais
hipotireoidianos receberam injecdes via i.p. de PBS a cada 48 h, para evitar que diferencas
comportamentais observadas nao tenham sido decorrentes de diferencas na manipulagao
dos animais. A duracdo do procedimento em ambos tratamentos foi de 8 semanas, com

inicio 3 semanas antes do ECBRI.

V. Teste do ninho

Este teste visa mensurar a motivacao espontdnea dos animais, de modo que
animais anedonicos teriam um baixo escore no teste. Este teste foi empregado antes do
inicio do modelo de ECBRI e ao seu término. Para a execugao deste experimento, os
animais do grupo controle eram isolados 24 horas antes do teste, uma vez que os animais
do grupo estresse sao mantidos em isolamento durante todo o experimento. Uma hora antes
da fase escura (fase ativa), neste estudo as 18 horas, um quadrado de algodao (5 x 5 cm, 2-
3 g) foi colocado dentro da caixa. Apds 24 horas, o estado do ninho foi avaliado, com base

no seguinte score:
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e Escore 1: O quadrado de algodao esta intacto.

e Escore 2: O quadrado de algodao esta parcialmente usado.

e Escore 3: O algodao esta espalhado, mas nao ha forma de ninho.

e Escore 4: O algodao esta recolhido mas nao ha ninho (“ninho plano”).

e Escore 5: O algoddo esta reunido em uma “bola” com uma pequena

passagem para entrada do animal (como um iglu, com ou sem telhado).

Apés o término do teste, os animais do grupo controle foram realocados em grupo, em
suas respectivas caixas. Os animais do grupo estresse foram mantidos em suas caixas e o

algodao utilizado no teste, removido.
V. Andlise da escala de pelo

O pelo dos camundongos foi analisado semanalmente, tal que a pelagem de sete
regides foi avaliada: cabeca, pescogo, costas, abdome, cauda, patas dianteiras e patas
traseiras, de modo que um score foi dado ao estado da pelagem:

e 0 (bom) - o pelo esta liso e brilhante, sem pontos despenteados e pontiagudos.
e 0,5 (moderado) - pelo levemente fofo com alguns trechos espetados;
e 1 (ruim) - pelo macio com ligeira coloragao.

Ao final, as pontuacdes de todas as partes do corpo foram somadas, para obter-se uma
pontuacao global, sendo a maxima desta, sete. Como a pelagem é resultado da frequéncia
e extensdo do comportamento de higiene, esta € uma medida da motivagdo do animal para
atividades autocentradas, podendo ser utilizada para mensurar comportamento tipo

depressivo.

V1. Teste de natacao forgcada

O teste de natacgao forcada consiste em colocar o animal no centro de um cilindro
de acrilico (5 X12,5 cm) preenchido com 19 cm de agua a 24 + 2 °C, durante o tempo de 6
minutos, sendo medido o tempo de imobilidade e frequéncia de escaladas do animal nos
ultimos 4 minutos (Porsolt et al. 1978; Borsini e Meli, 1988; Skalisz et al. 2004; Raupp et al.
2008). O animal foi julgado imével quando parava de nadar e executava apenas movimentos
minimos apenas para permanecer flutuando com a cabeca acima do nivel da agua. Apds o
teste de cada camundongo, estes foram secos e colocados em ambiente aquecido,
enquanto que a agua do cilindro foi trocada ao término de cada teste. Os camundongos
foram testados apenas ao final do modelo de ECBRI, sendo o ultimo a ser executado,
devido ao seu teor mais estressante aos animais. Nestes modelos de comportamento tipo-

depressivo, no qual o animal é colocado em uma situacéo inescapavel, uma diminuicdo da
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tentativa de fuga (como escalada ou natagao) e imobilidade aumentada indicam um tipo de

desespero comportamental sob situagdes adversas.

VII. Caixa de locomocgao espontanea

A atividade locomotora dos animais foi medida em uma caixa de madeira (40 x 20 x 26
cm), com piso de tela de arame, equipada com trés sensores fotoelétricos no seu interior (10
cm de distancia entre cada sensor) (Camarini et al., 1995). Foram realizados dois dias de
teste, sendo que o primeiro dia foi apenas para a habituacdo dos animais ao ambiente de
teste. Em ambos os dias os animais foram colocados, individualmente, nas caixas de
movimentagao por 20 minutos e o numero de cruzamentos pelos sensores fotoelétricos,
registrado. Ao término deste tempo, os animais foram removidos das caixas e realocados na
gaiola. O numero de cruzamentos foi considerado como indice de locomocéao, que poder ser
avaliado como indicativo de efeito sedativo/ excitatério. Este teste foi empregado antes do
inicio do modelo de ECBRI (para estabelecer os parametros basais de locomogao) e ao

término das cinco semanas de estresse.

VIIl.  Teste de esconder esferas

Os camundongos foram colocados individualmente em caixas de polipropileno
(28x16x12 cm), idénticas as caixas moradia, forradas com 5 cm de cepilho e contendo 24
bolas de gude distribuidas perifericamente, igualmente espagadas (Skalisz et al., 2004).
Cada camundongo permaneceu 20 min na caixa, e ao final do teste o numero de bolas
enterradas foi computado. Considera-se cada esfera como enterrada quando o cepilho
cobre ao menos 2/3. Nao é ofertada agua ou ragéo durante o experimento. Camundongos
naturalmente apresentam o comportamento de enterrar/ esconder objetos desconhecidos,

ou seja, o numero de esferas enterradas € uma medida de comportamento tipo-ansioso.

IX. Teste do labirinto em cruz elevado

O aparelho consiste em um labirinto em forma de cruz (ou de Xis), elevado cerca de 50
cm do chao, com dois bragos abertos e dois fechados, nas laterais e nas extremidades.
Apds o término de estresse cronico, os animais foram colocados individualmente na
plataforma central de frente para um dos bragcos abertos do labirinto e o niamero de

entradas nos bragos abertos e fechados e o tempo de permanéncia nos bragos abertos
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serao registrados, pelo periodo de 5 minutos. Considera-se entrada nos bragos quando o
animal entrar com as quatro patas dentro dos mesmos. Posteriormente, estes dados serdo
convertidos em n° de entradas nos bracos fechados e % de tempo e nos bragos abertos,
dividindo o tempo gasto nos bracos abertos pela soma do tempo gasto nos bragos abertos
+ fechados (Lister, 1987). Variaveis etoldgicas (tentativas de entrada nos bragos abertos,
comportamentos de avaliagdo de risco, etc.) também serdo registradas e analisadas
(Holmes e Rodgers, 1998; Bertoglio e Carobrez, 2005). O numero de entradas nos bracos
fechados foi considerado indice de atividade locomotora. O tempo nos bragos abertos
pode ser considerado para mensurar comportamento tipo-impulsivo, uma vez que o brago
aberto € um estimulo aversivo ao animal. Sendo assim, pode-se considerar também que o
aumento da exploracédo dos bragos abertos demonstra diminuigdo de comportamentos de

avaliacdo de risco.
X. Controle do peso corporal

Semanalmente, o peso dos animais foi coletado (no mesmo dia da analise de pelo),
para controle do estado geral. Além disto, alteragdes na tireoide podem levar a mudancas

drasticas no peso.

XI. Quantificacdo de horménios tireoidianos

Trés dias apds o ultimo experimento (teste do ninho), os animais foram anestesiados
pela mistura de quetamina/ xilanzina para eutanasia. O sangue foi coletado através da veia
cava pela Dra. Alexandra Acco, com seringa sem heparina, com o fim de precipitar o soro
sanguineo. Posteriormente, quatro horas apds a coleta, as amostras de sangue foram
centrifugadas a 10.000 rpm por 5 minutos, e em casos de amostras que nao separaram o
soro de forma eficiente, a centrifugacao foi refeita. Em seguida, o soro foi coletado,
realocado em novo eppendorf e imediatamente congelado em freezer -80 °C, até o envio

das amostras para analise.

A analise de T3 e T4 foi realizada no Instituto Paranaense de Diagndsticos Veterinarios

(IPDV), em Umuarama, pelo método de quimioluminescéncia.
XIl.  Analise estatistica

Os dados foram analisados pelo teste de Kolgomorov-Sminork para verificar se os
dados se enquadravam na distribuicdo normal. Os dados rejeitados pelo teste de
distribuicdo foram transformados por raiz quadrada e logaritmizagédo, permitindo que estes

fossem analisados por testes estatisticos paramétricos. Os dados paramétricos foram
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analisados teste t, ANOVA de uma ou duas vias, seguido do post-hoc de Tukey para
comparagdes multiplas. Os dados nao-paramétricos foram analisados pelo teste de Mann-
Whitney U, para comparagao de grupos independentes. Os dados expressam média+EPM
(erro padrdo da média). O nivel de significancia de 5% (p<0,05) foi considerado
estatisticamente significante em todos os dados analisados. Apenas os fatores e interagoes
significativas serdo mostrados, para facilitar a compreensao dos dados. As analises
estatisticas foram executadas no programa Statistica.12.0 (StatSoft), e os graficos montados
no GraphPadPrism 7.0.

XIll.  Delineameanto experimental
00 014 D21 D56 062 067
bt Trae | | ECBRI | | |
o I : ., ..l |
RPS M E PS : EUT
N AP :
PS : TP TC
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Hbt - Habituacdo D1 D2 D3 D4 06
RPS - Randomizacdo preferéncia de 1
sacarose J |
CM - Caixa de movimentacao
TN - Teste do ninho CM(h) TN(h) TNF
PS - Preferéncia de Sacarose B AP
ECBRI - Estresse Crénico Brando Repetido CM() P TN(D
Imprevisivel LCE PS

AP - Anilise pelagem

TP - Andlise do peso

TC - Testes Comportamentais
MB - Teste de esconder esferas
LCE - Labirinto em cruz elevado
TNF - Teste de Natacio Forcada
EUT - Eutanasia

(h) - habituacao

(t) - teste
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4. Resultados

4.1. Primeira fase: Analise do transcriptoma

4.1.1. Classificacdo dos animais pelo teste de preferéncia de sacarose

A primeira distribuicao dos animais foi feita de acordo com os seguintes parametros:
- Anedonia: Diminuigdo no consumo de sacarose;

- Refratario: Manutencao de consumo similar ao estado basal.

De acordo com tal classificagdo, o experimento contaria com 13 controles, 6 aneddnicos e 8
refratarios. ANOVA de duas vias seguida de post-hoc de Tukey mostrou diferenga

significante quanto a interagao grupo e tempo (F2,24=5,04; p<0,01) (Figura 1).
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801 — e
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601 = Final

409

207

Freferéncia de sacarose (%)

Controle Anedonia Refratario

Fig1. Preferéncia de sacarose baseado na primeira divisdo dos grupos, com uma abordagem
tradicional de distribuigdo (controle = animais ndo estressados com auséncia de mudanga; anedonia
= diminuigdo de consumo; refratario: auséncia de mudancga). N=6-13; p<0,01 comparado com valor
basal.

Na segunda abordagem, um possivel grupo maniaco foi adicionado. A nova
classificagao foi:

- Anedonia: Diminuicdo no consumo de sacarose maior que 15% do consumo basal;
consumo basal baixo (inferior ou igual a 65%);

- Refratariedade: Manutencédo de consumo similar ao estado basal (com pequena
flutuacdo, ndo maior que 6%); consumo superior a 70% e menor que 80% quando
submetido a estresse.

- Controle: Manutencédo de consumo similar ao estado basal (com pequena flutuacao,
nao maior que 6%); consumo superior a 70% e menor que 80% em auséncia de estresse
(exceto isolamento que é parte do protocolo).

- Mania: Aumento de consumo maior que 10% comparado com o basal quando exposto

a estresse; consumo final superior a 85%.
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De acordo com tal classificagdo, o experimento contaria com 7 controles, 6 anedonicos,
6 refratarios e 7 maniacos. A ANOVA de duas vias seguida de post-hoc de Tukey mostrou
uma diferenga em grupo, por causa do baixo consumo do grupo aneddnico em ambos os
tempos medidos (F3,23=19,29; p<0,01) (Figura 2).
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Fig2. Preferéncia de sacarose baseado na segunda divisdo dos grupos, com uma nova abordagem
de distribuicdo (controle = animais ndo estressados com auséncia de mudanga; anedonia =
diminuicéo de consumo de pelo menos 15% ou consumo abaixo de 65%; refratoriedade = auséncia
de mudanga, consumo entre 70 e 80%; mania = consumo superior a 85% ou aumento de consumo
maior que 10%). N=6-7; p<0,01 comparado com valor controle.

4.1.2. Controle de qualidade das amostras

Para o controle de qualidade do RNA, as amostras foram testadas no Bioanalyser —
Agilent. Este equipamento informa a concentracdo de RNA presente na amostra assim
como a qualidade do material — RIN - este € sensivel a degradacdo de RNA, que é medida
com base nas ondulagdes presentes proximas a cada pico na leitura, sendo tais picos a
representagdo da presenca de RNA 28 e 18S (RNA ribossomal 18 e 28S — S representa
Svedberg units, a unidade de taxa de sedimentagéo).

Uso de RNA degradado comprometeria a qualidade dos resultados, uma vez que é
dificil definir entdo se o RNA nao estaria sendo expresso ou se foi degradado a priore da
analise. Assim sendo, RNA com qualidade abaixo de 6,7 seria eliminado da analise (valor
estipulado pelo SciLife como um bom ponto de corte). Todas as amostras passaram neste

controle e qualidade. A figura 3 mostra um exemplo dos resultados obtidos com o Agilent.
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Fig3: Exemplo dos resultados obtidos com Agilent em leitura de RNA. A=concentracdo de RNA na amostra;

B=qualidade da amostra.

4.1.3. RNAseq

l. Controle de qualidade

Todas as amostras que passaram pelo primeiro controle de qualidade foram divididas

em duplicata (duplicagéo técnica) e enviadas para o SciLife para execugao do RNAseq. As

amostras receberam nomenclatura especial para nao ser possivel diferenciagéo de grupos

durante o sequenciamento. Todas as imagens de controle de qualidade apresentam esta

nomenclatura, sem divisdo de grupos, pois até a fase de expressao diferencial as amostras

s&o tratadas em padrao “cego”.

Na tabela 1 é possivel ver:

A. DupRadar: uma classificagdo de taxa de duplicagdo nas amostras. Para genes com

expressao alta é esperada uma taxa elevada de duplicagcao. Mas se a taxa de duplicacao

€ alta em genes com baixa leitura, isso indica baixa complexidade da biblioteca;

B. Percentagem de RNA ribossémico;

C. % assigned e M Assigr: percentage de contagens e contagem em milhdes unicamente

mapeadas, respectivamente.
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D. % Aligne and M Aligne: percentage alinhada a genoma de referéncia e contagem em

milhdes de bases alinhadas.

E. % Trim, Dups e GC: quando da amostra foi cortada e eliminada por causa de baixa

qualidade, percentagem de duplicagdo e quantidade de GC.

F. M Segs: tamanho total da sequéncia em milhdes.

Tabela1: Resumo dos resultados de controle de qualidade.

Sample Name
P8856_101
P8856_102
P8856_103
P8856_104
P8856_105
P8856_106
P8856_107
P8856_109
P8856_110
P8856_111
P8856_112
P8856_113
P8856_114
P8856_115
P8856_117
P8856_118
P8856_119
P8856_120
P8856_121
P8856_122
P8856_123
P8856_125
P8856_126
P8856_127
P8856_128
P8856_129
P8856_130
P8856_131
P8856_132
P8856_133
P8856_134
P8856_135
P8856_136
P8856_137
P8856_138
P8856_139
P8856_140
P8856_141
P8856_142
P8856_143
P8856_144
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Na figura 4, é possivel observar a taxa de similaridade entre amostras que pertencem

ao mesmo grupo. Para geragao deste grafico, a contagem per gene foi normalizada usando

o pacote edgeR e a distancia euclidiana entre os valores normalizados de log2 de CPM

(contagem por milhao) foram entao calculados e divididos em grupos.
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Fig 4: Distribuicdo das amostras com base em taxa de similaridade, calculada através de
distancia euclidiana e log2 de CPM (contagem por milh&o).

No controle de qualidade é possivel ver a composicdo de cada amostra para diferentes
tipos de RNA. Como esperado, a grande maioria do RNA é relacionada com RNA que
transcreve para proteinas. Uma pequena percentagem € caracterizada por RNA antisenso,
ribossomal e pseudogenes. Mas isto € normalmente observado em experimentos de
RNAseq. Poucas amostras apresentaram miRNA (micro RNA ou RNA de interferéncia),
portanto estes ndo foram analisados separadamente, mesmo que sejam importantes, os

valores foram muito baixos.

Em resumo, as amostras apresentaram qualidade acima de 36 (valores acima de 30
sdo considerados bons), e referente a cobertura, esta foi de aproximadamente 98%
(também uma boa taxa). Pode-se concluir que a maioria das amostras apresentou boa
qualidade e, portanto, foi usada para alinhamento e posterior analise de expressao

diferencial.
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1. Alinhamento

O alinhamento das amostras foi feito usando o pacote “STAR”. As configuracbes
utilizadas foram configuragcdes padréo e o genoma de referéncia foi “mouse” (Mus musculus,
GRCm38).

Mais detalhes do protocolo de alinhamento podem ser encontrados em:
https://github.com/SciLifeLab/NGI-RNAseq. Nesta pagina no github pode ser encontrado o
cbdigo completo para alinhamento.

Apoés a obtensdo da taxa de alinhamento, analises foram executadas em sequéncias

mapeadas em posi¢ado unica ou multipla.
Il. Contagem de expresséao

O passo seguinte € a contagem de genes em cada amostra (BAM files — resultado do
alinhamento no genoma de referéncia). Esta contagem foi feita usando HISAT2. Os
parametros foram:

Reference organism: Mus_musculus_ GRCm38,83;

BAM file type: single ended;

Mode to handle reads overlapping more than one feature: union;

Minimum alignment quality: 10;

Feature type to count: exon.

O resultado desta contagem é uma tabela com os valores de contagem de cada
amostra. O passo seguinte foi a divisao das amostras em diferentes grupos. Para tanto uma
tabela de metadata foi feita, nesta tabela cada resultado da contagem foi colocado em um
grupo, de acordo com a divisao de grupos obtida na preferéncia de sacarose. Por serem
extensas (47096 linhas x 21 colunas por pares), tais tabelas nao serao apresentadas neste
trabalho.

Os dados foram divididos em pares para as analises seguintes, uma vez que todas as
analises passaram por andlise de FDR (false discovery rate): Controle x Anedénico;
Controle x Refratario; Controle x Mania; Refratario x Anedobnico, Refratario x Mania;

Anedobnico x Mania.

V. Analise de componente principal (PCA)

Para a visualizagdo da dispersao das amostras dentro de cada grupo, PCA analise foi
feita usando R. O pacote utilizado em R foi pca3d. Os resultados mostraram uma
similaridade clara entre os grupos controle e refratario, também uma similaridade clara entre

0s grupos anedénico e maniaco.
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Poucos genes diferem os grupos refratario e controle, bem como os grupos maniaco e
anedénico (figura 5a-b). As significancias de cada componente foram: PCA1: 28%; PCA2:
9% e PCA3: 5%.

Fig5: Analise PCA da distribuicao dos diferentes grupos usados nesta analise. Control: controle; Ref:
Refratario: Aned: anedbnico: Mania: Mania.

V. Expressao diferencial

A analise de expressao diferenciada foi feita utilizando edgeR. Para tanto, a tabela com
as contagens e a tabela de metadata (mostrando divisdo de grupos) foi utilizada. Os
parametros usados na analise foram:

Filter out genes which don’t have counts in at least X samples: 4;

P-value cutoff: 0,05

Multiple testing correction: BH (Yosef Hochberg test for FDR — false discovery rate)

Dispersion method: tagwise

Apply TMM (trimmed mean value) normalization: yes

O resultado obtido € uma tabela com o numero total de genes com expressao
diferenciada em relacao aos diferentes grupos. A tabela 2 mostra o numero total de genes
expressos diferencialmente para cada comparacao. Aqui foi considerado como expresso de
maneira diferenciada genes que apresentaram um adjPval significante (adjPval — p value
ajustado pelo método BH, adjPval < 0,05). Neste estudo, serao abordadas detalhadamente

a expressao diferencial entre os grupos controle X anedénico, controle X maniaco e
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maniaco e aneddnico, pois algumas expressodes diferenciais observadas € o maior interesse

para a bateria de testes comportamentais.

Tabela 2: niumero de genes diferencialmente expressos nos diferentes grupos.

Grupo Numero de genes
Controle x anedénico 155
Controle x maniaco 196
Controle x refratario 11
Refratario x anedénico 14
Refratario x maniaco 115
Maniaco x anedénico 14

VI. “Enrichment pathway analysis”

Apbs realizar o teste de expresséo diferenciada, a lista de genes que apresentaram
adjPval significativos foram utilizadas para “enrichment pathway analysis”. Esta analise foi
realizada utilizando o software Gsea (Subramanian et al., 2005; Mootha et al., 2003) e o site
EnrichR (Chen et al., 2013; Kuleschov et al., 2016).

Para o software Gsea, os parametros utilizados foram:

MSigDB Collections: c5.bp.v6

Reference genome: ENSEMBL gene mouse

Number of permutations: 5

Consider pathways with at least X genes: X =5

P-value cut-off: 0,05

FDR q.value cut-off: 0,25

Seguido de uso de EdgeR para analise do peso de cada “pathway” e finalmente, criagdo
de “enrichment pathway” utilizando Cytoscape.

Para o site EnrichR a mesma lista de genes foi checada em relagédo a “Ontology -
>Jensen DISEASES”.

a. Controle versus anedonia

Quando comparados animais controle e aneddnicos um total de 155 genes foram
expressos diferencialmente. Usando Gsea, os “pathways” (cascatas) expressos
diferencialmente foram estabelecidos. Dos 155 genes, 30 foram classificados como

significativos (figuras 6a e 6b).
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Fig 6: Enrichment analysis para animais controle versus aneddnicos. A - Heatmap dos genes alterados
em cada cascata, vermelho significa baixa expressédo e azul alta expresséo; B - Lista de correlagées
entre diferentes cascatas, intensidade de verde mostram a correlagao.

A lista de genes obtida foi utilizada para criagdo de “enrichment pathway” (via de
enriquecimento) usando “cytoscape”. Nesta andlise a correlagdo entre diferentes cascatas
biolégicas (quantas ligacdes elas tém entre si) sdo demonstradas pela grossura da conexao
e o tamanho dos circulos que representam cada Go-term (“biological pathway”) apresentam
diferentes tamanhos de acordo com a quantidade de conexbdes que estas apresentam

(figura 7).
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Dentre as cascatas biologicas, as mais significativas foram: ritmo circadiano,
reproducdo, locomocgao, ativacdo celular, transmissdo sinaptica, visao, aprendizado,

percepcao visual, resposta a estimulos internos e metabolismo.
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Fig 7: Analise das vias das cascatas biolégicas diferencialmente ativadas quando comparados animais
controle e aneddnicos. O tamanho do circulo e cor (laranja alta e azul baixa) mostra a riqueza de

conexdes da cascata (em relagdo as cascatas relevantes nesta comparagéo) e a grossura da conexao
a relevancia desta.

Para finalizar, os genes significativos foram analisados quanto a ontologia de doencas
usando Enrichr. Nesta lista, as doengas mais significativas foram:
A — Agnosia da dor, Huntington, amnésia, ansiedade, cancer na pituitaria, dependéncia
de alcool e diarreia.
B — Albinismo ocular, artrite, Sindrome de Fanconi, cancer de bexiga, doencga na iris,

adicao a jogo.

b. Controle versus mania

Quando comparados animais controle e maniacos, um total de 196 genes foram
expressos diferencialmente. Através do Gsea, as cascatas expressas diferencialmente
foram estabelecidas. Dos 196 genes, 37 foram classificados como significativos. Figura 8a e

b mostram as analises de gene x cascata e correlagdo de cascatas.
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Fig8: Enrichment analysis para animais controle versus maniacos. A - Heatmap dos genes alterados
em cada cascata, vermelho significa baixa expressao e azul alta expresséo; B - Lista de correlagbes
entre diferentes cascatas, intensidade de verde mostram a correlagéo.

A lista de genes obtida foi utilizada para criagdo de da via de enriquecimento usando
“cytoscape”. Nesta anadlise a correlagdo entre diferentes cascatas biolégicas (quantas
ligagbes elas tém entre si) demonstrou quais resultaram em maior alteracdo de genes
(Figura 9).

Dentre as cascatas, as mais significativas foram: transporte de neurotransmissor,

sinalizacao celular, secrecao celular, resposta a luz, resposta celular a lipidio, reproducao,
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resposta a estresse, resposta celular a esterdides, cascata mediada por hormdnios,
metabolismo de organofosfatos, metabolismo de acidos organicos e pequenas moléculas,
atividade de quinases, metabolismo de catecolaminas, adicdo a anfetamina e cocaina e

resposta a estimulos extracelulares.

Fig 9: Anadlise das vias das cascatas bioldgicas diferencialmente ativadas quando comparados animais
controle e maniacos. O tamanho do circulo e cor (laranja alta e azul baixa) mostra a riqueza de
conexdes da cascata (em relagcado as cascatas relevantes nesta comparagao) e a grossura da conexao
a relevancia desta.

Para finalizar, os genes significativos foram analisados quanto a ontologia de doencas
usando Enrichr. Nesta lista, as doencgas mais significativas foram:
A — Huntington, abuso de drogas, alcoolismo, agnosia da dor, compulsdo alimentar,

adenoma da pituitaria.

B — Gastrite, cancer de estébmago, diabetes, melancolia, inflamagéo da tireoide,

pseudohipoparatireodismo e hepatite autoimune.

c. Refratario versus mania

Quando comparados animais refratarios e maniacos um total de 115 genes foram
expressos diferencialmente. Nesta analise, o grupo tomado como basal (“controle”) foi o
grupo refratario. Usando Gsea, as cascatas expressas diferencialmente foram
estabelecidas. Como é possivel notar, dos 115 genes, 37 foram classificados como
significantes. Figura 10a e b mostram as analises de gene x cascata e correlacdo de

cascatas.
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Fig10: Enrichment analysis para animais refratarios versus maniacos. A - Heatmap dos genes
alterados em cada cascata, vermelho significa baixa expresséo e azul alta expresséo; B - Lista de
correlagdes entre diferentes cascatas, intensidade de verde mostram a correlagao.

Esta lista de genes foi utilizada para criagdo de enrichment pathway usando cytoscape.

Nesta andlise a correlagdo entre diferentes cascatas sdo demonstradas pela grossura da
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conexao e o tamanho dos circulos que representam cada Go-term (cascatas bioldgicas)

apresentam diferentes tamanhos de acordo com a quantidade de conexdes que estas

apresentam (figura 11).

Dentre as cascatas, as mais significativas foram: atividade de quinases, metabolismo
protéico, cascata de sinais intracelulares, proliferacdo celular, receptores ligados a
adenilato-ciclase, reproducédo, nivel de neurotransmissores, morte celular, atividade imune,

ativacao celular, resposta a ferimentos.

E FROTER KINASE ACTIVITY

AILATION.OF_CELL_DEVELDPMEN

Fig 11: Analise das vias das cascatas biolégicas diferencialmente ativadas quando comparados
animais refratarios e maniacos. O tamanho do circulo e cor (laranja alta e azul baixa) mostra a
riqueza de conexbdes da cascata (em relagdo as cascatas relevantes nesta comparagéo) e a
grossura da conexo a relevancia desta.

Para finalizar, foi analisado a ontologia de doengas usando Enrichr (figure 16 a e b).

Nesta lista, as doengas mais significativas foram:
A — Huntington, abuso de drogas, personalidade antisocial, alcoholismo, agnosia da dor,

ansiedade, dependéncia de nicotina.
B - Deficiéncia auditiva, bulimia, paralisia esporadica por hiperpotassemia,

hipocalcemia, distrofia da retina, problemas cardiacos, depedéncia de cocaina.

d. Mania versus anedonia

A ultima comparacéo realizada foi entre o grupo maniaco e anedénico. Nesta analise, o
grupo tomado como basal (“controle”) foi o grupo maniaco. Por serem apenas 14 genes
expressos diferencialmente, ndo é possivel se realizar “pathway analysis” e, como para
outras andlises, a atividade de cada gene foi checada individualmente (tabela 3).

Pseudogenes sem informacao clara de fungao tiveram que ser excluidos da analise.
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Tabela 3: Levantamento de fungbes de genes expressos diferencialmente entre animais maniacos e anedénicos.

Myo3b

Lrrc71

Trh

Oxt

Hdc

Gal

Gm34302

Bmp6

Sytl4

Irs4

1,51

2,74

1,07

5,12

1,64

2,71

4,62

1,08

3,11

3,57

Inflammation mediated by chemokine and cytokine
signaling pathway;

Cytoskeletal regulation by Rho GTPase pathway;

Acquired_metabolic_disease;

Interactions with Hub proteins GRB2 and ESR2;

Knockdown Myo3b is related to abdormal sleep be-
haviour and convulsion.

Associated with the histone modification H3 and 4;

Coexpression with TFs (HIPK1, MAK, MAPK15,
MOK, NEK10, NEK11, NEK5, MAP3K19,
ANKK1, ERN2, STK36).

Thyroid hormone signalling pathway;

Neuroactive ligand-receptor;

Interaction with Hub proteins (C1ORF103, MAPKS,
MAPK1, HDAC3, HDAC2, TP53, NCOR1, GROL,
SRC, ESR1);

Related to Hyperthyroidism.

Oxytocin signaling pathway;

Opioid prodynorphin pathway;

Vasopressin synthesis.

Metabolic pathways;

Histidine metabolism pathway;

Cholecystokinin  (CCKR) signalling map ST
pathway.

G alpha (i) signalling events;

GPCR ligand binding pathway;

Class A/1 (Rhodopsin-like receptors) pathway;

GPCR downstream signalling pathway;

Related to hepatitis;

Decreased insulin secretion.

Protein enhances the activity of ATP2A1/SERCA1
ATPase in sarcoplasmic reticulum by displacing
ATP2A1/SERCA1 inhibitors, thereby acting as a
key regulator of skeletal muscle activity.

TGF-beta signaling pathway;

Hippo signaling pathway.

Positive regulation of Wnt protein secretion;

Vesicle fusion with vacuole;

Negative regulation of calcium
exocy-tosis.

cGMP-PKG signaling pathway;

Regulation of lipolysis in adipocytes pathway;
Longevity regulating pathway;

FoxO signaling pathway.

ion-dependent

Panther 2016

Panther 2016
Jensen Disease
PPl Hub proteins
MGI Mammalian
Phenotype 2017

Epigenomics
HM ChlP-seq
ARCHS4 Kinases Coexp

Roadmap

Kegg 2016
Kegg 2016
PPl Hub Proteins

Jensen DISEASES

Kegg 2016

Panther 2016

Panther 2016
KEGG 2016
KEGG 2016
Panther 2016

Reactome 2016

Reactome 2016

Reactome 2016

Reactome 2016

Jensen Disease

MGI Mammalian Pheno-
type 2017

alliancegenome.org/gene/
AND http://www.uni-
prot.org/uniprot/PODN8
8

KEGG 2016

KEGG 2016

GO Biological Proc 2017b

GO Biological Proc 2017b

GO Biological Proc 2017b

Kegg 2016
Kegg 2016
Kegg 2016
Kegg 2016

Estes resultados apontam para uma tendéncia a alteragdes metabdlicas nos animais

maniacos, bem como alteracbes na homestasia da atividade da insulina. Foi também

possivel ver que alteragdes de sono estdo presentes, bem como aumento de inflamacgao e

diminuida longevidade. Todas estas caracteristicas sdo presentes em pacientes maniacos,

de acordo com a literatura (Goldstein et al., 2009; Holmes et al., 2009; Strakowski et al.,
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2010). Resultados corroboram esta ideia de disfungdo metabdlica foram observadas em
“MGI Mammalian Phenotype 2017 in EnrichR”.

Embora diversos fatores relacionados a mudangas na expressdo de genes poderiam
ser explorados no presente trabalho, énfase sera dada as diferengas na expressao de genes
relacionados a fungao tireoidiana, estas observadas quando comparados animais anedénico
€ maniacos.

Poucos genes apresentaram expressao diferencial quando comparamos estes dois
grupos (total de 14), assim como no caso de refratario e controle. Animais anedénicos
apresentaram aumento de 10% em Trh (gene prepro-TRH=hormonio liberador de pro-
tirotropina). Este gene que transcreve para o TRH ¢é responsavel, como citado

anteriormente, por estimular o TSH, que por sua vez estimula a liberagéo de T3 (Figura 12).
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Fig12: Expressao diferencial de genes em cada grupo (anedonia-rosa; mania-azul). A primeira
coluna (Group) demonstra os pontos de expressdo+quantidade. Colunas em pontos mostram
correlacao entre a expressao de genes e com a preferéncia de sacarose (SPT).

Portanto, é possivel dizer que, com base no aumento observado na transcricao de Trh,
animais depressivos apresentam uma alteracao na atividade dos horménios tireoidianos em
comparagao aos maniacos. Em resumo, alteragdes metabdlicas sao presentes em ambos
os grupos. Os resultados indicam que a fungéo tireoidiana pode estar associada ao
desenvolvimento de diferentes respostas comportamentais ao estresse repetido. Em vista
disso, propOs-se a avaliacdo da relagao entre a atividade tireoidiana e comportamental em
camundongos de ambos sexos, submetendo-os a associa¢ao entre modelos de depresséo e

modelos de inducao de disfuncéo tireoidiana.
4.2 Avaliacdo comportamental vs. Fungdo tireoidiana
4.2.1. 12 bateria — Machos e fémeas submetidos ao ECBRI
l. Preferéncia de sacarose

Os animais foram submetidos a 5 semanas de estresse brando repetido para indugao
de alteracbes comportamentais; A partir da preferéncia de sacarose basal os animais foram

randomizados (randomizacdo estratificada) em grupo controle e grupo estresse e
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semanalmente foi realizado o teste de preferéncia de sacarose como parametro para analise
da preferéncia individual dos animais. A classificacdo consiste em medir a diferenca
percentual entre o consumo basal e consumo final, além do consumo médio de cada animal,
conforme detalhado no tépico 4.1.1. Devido a nova classificacao, foi necessaria a
transformacao logaritmica dos dados para adequear os valores a distribuicdo normal
(Kolgomorov-Smirnov), permitindo a realizagdo de testes paramétricos. A primeira bateria de
testes consistiu na exposicdo de camundongos Swiss apenas ao modelo de ECBRI, para
estabelecer qual seria a classificagdo basal destes animais. Além disto, possiveis diferencas

basais entre machos e fémeas foram observadas.

Os machos apresentaram média de consumo basal menor de cerca de 80%. Tal
classificagao resultou em 17 controles, 14 refratarios, 13 maniacos e 2 aneddnicos (n=46).
ANOVA de medidas repetidas seguida de post-hoc de Tukey demonstrou diferengas
significativas no grupo aneddnico, comparando sua medida final com todos os outros
grupos. Fator classificagéo (F344 =7,3; p<0,001), fator tempo (F144 =8,2; p<0,01) e interagcéo
classificagéo X tempo (F3 44 =54,0; p<0,001) (Figura 13).

Preferéncia sacarose machos
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Fig 13. Preferéncia de sacarose em machos antes (basal) e apds (final) ao ECBRI, com nova
abordagem de distribuigdo (anedonia = diminui¢do de consumo de pelo menos 15% ou consumo
abaixo de 65%; refratariedade = auséncia de mudanca, consumo entre 70 e 80%; mania =
consumo superior a 85% ou aumento de consumo maior que 10%). Dados representam média +
SEM; N=13-17 (controle, refratario, maniaco) / N=2 (anedbnicos); ***p<0,001 comparado a
medida basal dos aneddnicos. ###p<0,001 quando comparado a medida final dos grupos
restantes.++p<0,003 quando comparado a medida final do grupo controle. Dados foram
transformados por logaritmizacao.

Através da preferéncia de sacarose, foi possivel observar que as praticamente todas as
fémeas desta bateria apresentavam consumo basal alto, com preferéncia geralmente maior
do que 85%. Sendo assim, foi possivel observar que quase todas as fémeas foram
classificadas com comportamento maniaco (n=41). O grupo controle tinha n=3, e refratarios
n=6 (nww=50). Apesar da diferenga significativa observada na medida final do grupo

refratario, sua classificacao nao € comprometida, pois ndo houve diferenca significativa em



64

relacdo ao grupo controle. ANOVA de medidas repetidas seguida de post-hoc de Tukey
mostrou diferenca na medida final do grupo refratario. Fator classificacdo (F,4= 3,3;
p<0,03), fator tempo (F147= 4,2; p<0,05) e interacdo classificacdo X tempo (F,4= 10,1;
p<0,001) (Figura 14).
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Fig 14. Preferéncia de sacarose em fémeas antes (basal) e apods (final) ao teste de ECBRI, com nova
abordagem de distribuicdo (anedonia = diminuicdo de consumo de pelo menos 15% ou consumo
abaixo de 65%; refratariedade = auséncia de mudanca, consumo entre 70 e 80%; mania = consumo
superior a 85% ou aumento de consumo maior que 10%). N=3 (controle), N="6 (refratario), N=41
(maniaco), sem aneddnicos; Dados representam média + SEM; **p<0,001 comparado a medida
basal. ###p<0,001 quando comparado a medida final do grupo maniaco. Dados foram
transformados logaritmicamente.

Quando a preferéncia de sacarose é comparada entre os sexos, foi possivel observar
diferencas na preferéncia basal entre os sexos, no qual fémeas apresentam uma preferéncia
inicial mais alta. ANOVA de medidas repetidas seguida de post-hoc de Tukey: Fator sexo
(F191 =36,5; p<0,001); classificacdo (F3 91 =3,3; p<0,03); interagao sexo X classificacédo (F3 g1
=4,6; p<0,005) (Figura 15).
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Fig. 15. Preferéncia de sacarose comparando os géneros, com nova abordagem de distribuicdo
(anedonia = diminuicdo de consumo de pelo menos 15% ou consumo abaixo de 65%; refratariedade
= auséncia de mudanga, consumo entre 70 e 80%; mania = consumo superior a 85% ou aumento de
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consumo maior que 10%). Dados representam média+tSEM; ***p<0,001 comparado a medida dos
machos controle. +++p<0,001 quando comparado a medida basal do grupos maniaco (machos).
Dados foram transformados por logaritmizagao.

Importante ressaltar que os proximos resultados usam a classificacdo obtida no teste de

preferéncia de sacarose, avaliando somente as diferencas comportamentais entre cada

grupo.
Il Teste do ninho

O teste do ninho mostrou que o grupo aneddnico e maniaco apresentaram menor score,
ou seja, construiram ninhos menos elaborados. O grupo de machos apresentou diferencga
significativa entre o grupo maniaco comparado ao controle. ANOVA de uma via seguida de

post-hoc de Tukey. Fator classificagcéo (F444=4,63; p<0,01) (Figura 16).

Ninho machos

Hm Score (1-5)

Score

Fig. 16. Teste do ninho em machos apds o modelo de ECBRI. Dados representam média+SEM,;
N=13-17 (controle, refratario, maniaco) / N=2 (anedbnicos); **p<0,01 comparado ao grupo
controle.

No grupo das fémeas nao houve diferencgas significativas entre os grupos. ANOVA de

uma via seguida de post-hoc de Tukey (Figura 17).

Ninho femeas
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Controle Refratario Maniaco

Fig. 17. Teste do ninho em fémeas apds o modelo de ECBRI. Dados representam média+tSEM; N=3
(controle), N="6 (refratario), N=41 (maniaco), sem anedonicos.
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Quando os sexos foram analisados em conjunto, n&o foi observada diferenga no fator
sexo. A analise de ambos grupos, sem contar este fator, demonstrou significancia quanto ao
fator classificagdo. ANOVA fatorial se guida de post-hoc de Tukey. Fator classificacéo (F3 4=
7,52; p<0,001) (Figura 18).

Ninho todos os animais

Hm Score (1-5)

Score

0
&
o -

(ORI & o

o

o
P
&
eb

Fig. 18. Teste do ninho em todos os animais, sem fator sexo. N=20 (controle), N="21 (refratario),
N=55 (maniaco), N= 2 (anedbnicos). Dados representam médiatSEM. ***p<0,001 e ++p<0,01
comparado ao grupo controle.

Il. Analise escala de pelo

Neste teste, os animais tiveram sua pelagem analisada em sete regides corporais, e
uma nota foi atribuida a cada regido, sendo o valor maximo, 7 (detalhado no item ). Quanto
maior a nota, pior o estado da pelagem. Os machos dos grupos refratario, aneddnico e
maniaco apresentaram aumento significativo na escala de pelo apés o ECBRI, quando
comparados ao grupo controle. ANOVA de medidas repetidas s eguida de post-hoc de
Tukey: Fator classificagdo (F344 =32,1; p<0,001); tempo (F444 =148,62; p<0,001); interacédo
tempo X classificagao (F3 44 =31,67; p<0,001) (Figura 19).
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Fig. 19. Escala de pelo em machos, antes (basal) e apds (final) modelo de ECBRI. Machos - N=13-17
(controle, refratario, maniaco)/ N=2 (aneddnicos); Fémeas - N=3 (controle), N=6 (refratario), N=41
(maniaco), sem anedoénicos. Dados representam média+SEM; **p<0,01 e ***p<0,001 comparado a
medida final; ++p<0,01 e +++p<0,001 comparado ao controle medida final.

As fémeas do grupo refratario apresentaram escala de pelo mais alta, sendo
significativa tanto ao grupo controle quanto ao grupo maniaco. ANOVA de medidas
repetidas seguida de post-hoc de Tukey: Fator classificacado (F,47 =3,49; p<0,05); tempo
(F147 =18,01; p<0,001) (Figura 20).
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Fig. 20. Escala de pelo em fémeas, antes (basal) e apos (final) modelo de ECBRI. N=3 (controle),
N=6 (refratario), N=41 (maniaco), sem aneddbnicos; Dados representam média+SEM; **p<0,03
comparado controle final; ***p<0,001 comparado a medida basal; ## comparado a medida basal.

Quanto a diferenca sexual, o grupo maniaco final dos machos foi significante em
relacdo ao grupo maniaco final das fémeas. ANOVA de medidas repetidas seguida de post-
hoc de Tukey: Fator sexo (F,90=15,53; p<0,001); classificacao (Fe g0 =6,34; p<0,001); tempo
(Fs.80 =3,84; p<0,001) (Figura 21).
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Fig 21. Escala de pelo em em machos e fémeas. Fémeas - N=3 (controle), N=6 (refratario), N=41
(maniaco), sem anedoénicos; Machos - N=13-17 (controle, refratario, maniaco)/ N=2 (aneddnicos).
Dados representam média £SEM. Dados representam média + SEM. ***p<0,001 comparado ao
grupo basal machos.
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V. Teste de natagao forgada

Apés todos os testes comportamentais, os animais foram submetidos ao teste de
natacdo forcada (TNF) por 5 minutos. Foram quantificados tempo de imobilidade
(demonstrado em segundos) e numero de escaladas. Quanto ao tempo de imobilidade (T
imob, em segundos), ndo houve diferenca significativa entre os grupos, assim como nao foi
observada diferencas significativas entre os sexos, apesar de que uma tendéncia foi

observada. ANOVA de duas vias seguida de post-hoc de Tukey (Figura 22).
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Fig. 22. Tempo de imobilidade (T imob) no TNF em machos e fémeas. (M) Fémeas (F) - N=3
(controle), N=6 (refratario), N=41 (maniaco), sem anedbnicos; Machos - N=13-17 (controle,
refratario, maniaco)/ N=2 (anedénicos). Dados representam média+SEM.

No numero de escaladas, nenhuma diferenca significativa foi observada entre os grupos

e entre os sexos. ANOVA seguida de post-hoc de Tukey (Figura 23).
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Fig. 23. N° de escaladas no TNF em machos e fémeas. Fémeas - N=3 (controle), N=6 (refratario),
N=41 (maniaco), sem anedbnicos; Machos - N=13-17 (controle, refratario, maniaco)/ N=2
(anedonicos). Dados representam médiatSEM.
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Devido a falta de diferenca entre os sexos, os dados de machos e fémeas foram
analisados em conjunto. Ambos os parametro nao diferiram significativamente entre os
grupos. No entanto, houve uma tendéncia a diferenca significativa entre o grupo controle e

refratario (p= 0,056). ANOVA de uma via seguida de post-hoc de Tukey (Figura 24).
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Fig. 24. T imob (A) e N° de escaladas (B) no TNF de camundongos Swiss machos e fémeas. N=20
(controle), N=21 (refratario), N=55 (maniaco), N=2 (aneddnico). Dados representam média+SEM.

V. Caixa de locomogao espontanea

A caixa de locomoc¢ao espontanea foi aplicada principalmente para analisar a atividade
locomotora dos animais, pois a alteracdo da mesma pode influenciar diretamente o
resultado de outros testes comportamentais, como no TNF e LCE. Quando analisamos
todos os fatores (tempo e classificagdo) versus fator sexo, ndao encontramos diferengas
significativas. ANOVA de medidas repetidas seguida de post-hoc de Tukey. mostrou
significancia apenas entre macho controle (Habituacao final) vs. fémea mania (teste basal),
e por serem de classificacbes diferentes, ndo é uma comparagdo que confirma uma
diferenga sexual na locomog¢ao. Quando os animais foram analisados sem considerar o fator
sexo, uma diferenga significativa foi observada quanto a interagédo entre os fatores tempo X
classificacéo (Fg2s, =3,57; p<0,001) (Figura 25).
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Fig. 25. Locomocao sem analisar o fator sexo, antes (basal) e apds (final) modelo de ECBRI. N=20
(controle), N=21 (refratario), N=55 (maniaco), N=2 (anedbnico). Dados representam média+SEM.
***p<0,001 quando comparado a medida teste basal do grupo maniaco.

Quando os sexos foram analisados separadamente, ANOVA de medidas repetidas ndo
demonstrou nenhum fator significativo. Por seu um estudo de carater exploratério, o post-
hoc de Tukey foi aplicado para verificar se havia uma possivel tendéncia de significancia
entre as medidas vs. classificacdo. O grupo maniaco das fémeas parece ter uma taxa de
locomocgao mais alta, no entanto um n maior seria necessario para verificar se existe tal
diferenca de fato (Figura 26).
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Fig. 26. Locomogado em fémeas, antes (basal) e apoés (final) modelo de ECBRI. N=3 (controle), N=6

(refratario), N=41 (maniaco), sem anedonicos; Dados representam média+SEM; ***p<0,001
comparado a medida teste basal.

A analise separada dos machos demonstrou uma diferenga significante entre a primeira
exposi¢cdo ao CME (Habt basal) e a ultima exposicdo ao CME (Teste final). ANOVA de

medidas repetidas seguida de post-hoc de Tukey. Nenhum fator foi significativo (Figura 27).
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Fig. 27. Locomog¢ao em machos, antes (basal) e apds (final) modelo de ECBRI. N=13-17 (controle,
refratario, maniaco)/ N=2 (anedénicos); Dados representam médiazSEM; **p<0,01comparado a
medida habt basal.

VI. Teste de esconder esferas (marble-burying)

Este teste consiste em quantificar a 0 numero de esferas enterradas pelo animal, em ao
menos 2/3 de cobertura. Apés o modelo do ECBRI e da habituagcdo a CME, os animais
foram submetidos ao teste por 20 minutos. Quando os grupos macho e fémea foram
analisados separadamente, ndo foi observada nehuma diferenca estatistica, Quando
analisados em relacao a diferenca sexual, ANOVA de duas vias demonstrou significancia no
fator sexo (F4.90 =10,76; p<0,01) (Figura 28).
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Fig. 28. Teste de Esconder Esferas: n° de esferas escondidas (Esf esc) em machos e fémeas.
Machos - N=48, Fémeas — N=51. Dados representam média+SEM. ***p<0,05 comparado aos
machos.
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VII. Labirinto em cruz elevado (LCE)

Analisados separadamente, machos e fémeas nao apresentaram diferenca siginificativa
nos parametros, mas quando o fator sexo foi incluido na analise, observou-se diferencas
significativas apenas na % de tempo nos BA. ANOVA de duas vias seguida de post-hoc de
Tukey. Fator sexo (F290 =9,91; p<0,001) (Figura 29 e 30).
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Fig. 29. Labirinto em Cruz Elevado (LCE): % de entradas nos Bragos Abertos (BA) de camundongos
machos e fémeas apos o modelo de ECBRI. Dados representam médiatSEM; Fémeas - N=3
(controle), N=6 (refratario), N=41 (maniaco), sem anedOnicos; Machos - N=13-17 (controle,
refratario, maniaco) / N=2 (anedbnicos). **p<0,01 comparado aos machos grupo refratario;

***n<0,001 comparado aos machos grupo maniaco; +p<0,03 comparado aos machos grupo

controle; +++p<0,001 comparado aos machos grupo refratario; #p<0,03 comparado aos machos
grupo refratario.
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Fig. 30. Labirinto em Cruz Elevado (LCE): N° de entradas nos Bragos Fechados (BF) no teste do LCE

em machos e fémeas apds o modelo de ECBRI. Dados representam média+SEM; Fémeas - N=3

(controle), N="6 (refratario), N=41 (maniaco), sem anedbnicos; Machos - N=13-17 (controle,
refratario, maniaco)/ N=2 (anedonicos).
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VIIl.  Analise do peso

Os animais tiveram seu peso quantificado uma vez por semana, no mesmo dia da
analise da pelagem. O grupo de machos apresentou diferengas significativas quanto a
medida basal. ANOVA de medidas repetidas seguida de post-hoc de Tuke: interacdo tempo
X classificag@o (F15200 =7,33; p<0,0001) (Figura 31).
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Fig. 31. Analise peso em machos, uma medida por semana. Basal (antes do ECBRI) e Final (ap6s o
ECBRI). N=3 (controle), N="6 (refratario), N=41 (maniaco), sem anedbnicos; N=13-17 (controle,
refratario, maniaco)/ N=2 (anedénicos);Dados representam média+SEM; ***p<0,01 e +++p<0,001
comparado ao grupo controle basal.

O grupo fémeas também apresentou diferencas significativas entre grupos. ANOVA de
medidas repetidas seguida de post-hoc de Tukey: interacdo tempo X classificagdo (Fs1ss
=4,67; p<0,0001) (Figura 32).
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Fig. 32. Analise peso em femeas, uma medida por semana. Basal (antes do ECBRI) e Final (ap6s o
ECBRI). N=3 (controle), N="6 (refratario), N=41 (maniaco), sem anedénicos; N=13-17 (controle,
refratario, maniaco)/ N=2 (aneddnicos);Dados representam média+SEM; ***p<0,01 comparado ao
grupo maniaco basal; ###p<0,0001 comparado ao grupo refratario final.
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O fator sexo também foi significativo, quanto as medidas finais. ANOVA de medidas
repetidas seguida de post-hoc de Tukey: fator sexo (F4 g9 =20,43; p<0,001), interagdo sexo X
tempo (F1.90 =13,72; p<0,001) (Figura 33).
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Fig. 33. Analise peso em machos e fémeas apés o modelo de ECBRI. Dados representam
média+SEM; Fémeas - N=3 (controle), N="6 (refratario), N=41 (maniaco), sem anedbnicos; Machos -
N=13-17 (controle, refratario, maniaco)/ N=2 (anedobnicos). **p<0,03 comparado ao refratario final
(machos); ***p<0,001 comparado ao maniaco final (machos).

4.2.2. Modelo de hipertireoidismo em animais submetidos ao ECBRI

Nesta fase, camundongos Swiss machos e fémeas foram submetidos ao modelo de
indugao de hipertireoidismo (como detalhado no item 3.4.3), trés semanas antes do inicio do
ECBRI. Devido ao maior numero de fatores, os graficos da interacdo dos fatores
significativos (quando observados) serdo apresentados separadamente, para melhor

visualizagao das diferengas estatisticas obtidas.

l. Preferéncia de sacarose

Nesta bateria, observa-se que os animais, tanto machos quanto fémeas se enquadram

em maioria na classificagdo do grupo anedonia.

A distribuicdo no grupo dos machos foi n=5 (controle), n=12 (refratario), n=7 (maniaco)
e n=27 (anedonia). ANOVA de medidas repetidas seguida de post-hoc de Tukey
demonstrou diferengas significativas na interagdo entre os fatores tempo X classificacdo
(F3.43 =19,55; p<0,0001) (Figura 34).
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Fig 34. Preferéncia de sacarose de camundongos Swiss machos submetidos ao ECBRI. No grafico,
sdo demonstradas a medida basal (antes do ECBRI) e a medida final (ap6s o ECBRI) de cada
grupo. Grupo PBS (eutiredide) - N=1 (controle), N=6 (refratario), N=2 (maniaco), N=12
(anedobnicos); Grupo T4 (hipertireoidismo) - N=4 (controle), N=6 (refratario), N=5 (maniaco), N=15
(anedbnicos). Dados representam média+tSEM; ***p<0,001 comparado ao basal do grupo
anedonia (T4); ##p<0,03 comparado ao final do grupo refratario (T4); ++p<0,01 comparado ao
basal do grupo anedonia (PBS). Dados foram transformados por logaritmizagao.

As fémeas tiveram distribuicdo entre os grupos semelhante aos machos: n=10
(controle), n=11 (refratario), n=6 (maniaco) e n=27 (anedonia). ANOVA de medidas
repetidas seguida de post-hoc de Tukey demonstrou diferengas significativas quanto ao fator
classificagdo (F;46 =5,06; p<0,01), assim como na interagcdo entre os fatores tempo X
classificagdo (Fz4 =44,56; p<0,0001). Apesar das fémeas classificadas como grupo
maniaco ndo apresentarem consumo basal elevado (>85%), seu aumento no consumo ao
longo do ECBRI foi relevante (acima de 15%), ao mesmo tempo que é observada uma
diminuigdo significativa no consumo dos grupos aneddnicos, independente do tratamento
(Figura 35).

Preferéncia sacarose femeas

@5- s ?
= ++ > # mm PBS (basal)
o H B B = ] = gl - iy .
Ezl- £ E g 5 = g = PBS (final)
S 4 H H £ 5 g T4 (basal)
M O™ Eq | H ] - )
o == B = H = T4 (final)
T 24 4 H = - -
o = H - - -
E H = g g
& 1- H H H H |
3 H H g H H

Controle Refratario Maniaco Anedonia

Fig. 35. Preferéncia de sacarose de camundongos Swiss fémeas submetidas ao ECBRI. No grafico,
sdo demonstradas a medida basal (antes do ECBRI) e a medida final (apés o ECBRI) de cada
grupo. Grupo PBS (eutiredide) - N=5 (controle), N=3 (refratario), N=3 (maniaco), N=14
(anedbnicos); Grupo T4 (hipertireoidismo) - N=5 (controle), N=8 (refratério), N=3 (maniaco), N=13
(anedonicos). Dados representam média+SEM; ***p<0,001 comparado ao basal do grupo anedonia
(T4); *p<0,05, **p<0,01 e ++p<0,01 comparados ao basal do grupo maniaco (PBS); ##p<0,01
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comparado ao final dos grupos controle (PBS/ T4). Dados foram transformados por logaritmizagao.

ANOVA de trés vias seguida de post-hoc de Tukey revelou que o fator sexo nao foi
significativo. Assim, apenas o modelo de ECBRI foi capaz de modificar o consumo de
sacarose dos animais, de modo que quando este foram analisados em conjunto, a
significancia para o fator classificacdo (F3,97 =7,87; p<0,0001) e tempo X classificacdo
(F3,97 =57,79; p<0,0001) permanece.

. Teste do ninho

Nao foi observada nenhuma diferencga significativa quando o grupo dos machos e das
fémeas foram analisados individualmente. No entanto, quando o fator sexo foi adicionado a
analise, foram observadas diferencas significativas. ANOVA de trés vias indicou um efeito
significante na interagéo entre fatores sexo X classificagéo (F;g9 =2,92; p<0,04), maso teste

post-hoc de Tukey nao indicou diferenga entre os grupos (Figura 36).
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Fig. 36. Teste do ninho de camundongos Swiss machos e fémeas submetidos ao ECBRI. Machos -
N=5 (controle); N=12 (refratério); N=7 (maniaco); N=27 (anedonia). Fémeas — N=10 (controle);
N=11 (refratario); N=6 (maniaco); N=27 (anedonia). Dados representam média+SEM.

Il. Analise escala de pelo

Neste teste, o grupo dos machos apresentou significancia na interagao entre os fatores
tempo e tratamento. ANOVA de medidas repetidas seguida de post-hoc de Tukey. Interagéo

entre fatores tempo X tratamento (F; 43 =5,16; p<0,03) (Figura 37).
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Fig. 37. Escala de pelo em machos, antes (basal) e apos (final) modelo de ECBRI. Grupo PBS
(eutiredide) - N=1 (controle), N=6 (refratario), N=2 (maniaco), N=12 (anedbnicos); Grupo T4
(hipertireoidismo) - N=4 (controle), N=6 (refratario), N=5 (maniaco), N=15 (anedbnicos). Dados
representam média+SEM; ***p<0,001 comparado a medida basal do mesmo grupo e tratamento;
#p<0,03 comparado a medida final do grupo anedonia (PBS).

Quanto as fémeas, estas apresentaram significancia nos fatores classificagdo (Fj 46
=5,78; p<0,01) e na interagdo entre o tempo X classificagcdo (Fz4 =4,19; p<0,03). O fator
tratamento apresentou uma tendéncia a significancia (p =0,084). ANOVA de medidas

repetidas seguida de post-hoc de Tukey (Figura 38).
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Fig. 38. Escala de pelo em camundongos Swiss femeas, antes (basal) e apds (final) modelo de
ECBRI. Grupo PBS (eutiredide) - N=5 (controle), N=3 (refratario), N=3 (maniaco), N=14
(anedonicos); Grupo T4 (hipertireoidismo) - N=5 (controle), N=8 (refratario), N=3 (maniaco), N=13
(anedbnicos). Dados representam média+SEM; ***p<0,001 comparado a medida basal (T4).

Quando o fator sexo foi adicionado a analise, foram observadas diversas diferencas
significativas, no entanto ndo houve interacdo entre os trés fatores (sexo, classificagdo e
tratamento). Mesmo assim, pode-se observar que os machos adquiriram uma piora mais
elevada no estado geral da pelagem. ANOVA de medidas repetidas seguida de post-hoc de
Tukey: Fator sexo (Fq1g9 =38,95; p<0,0001), classificacao (F3;g =4,32; p<0,01), tratamento
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(F189 =5,9; p<0,03), tempo X sexo (Fg =10,89; p<0,01), tempo X classificagéo (F;g9 =3,67;
p<0,03), tempo X tratamento (F4 g9 =6,77; p<0,03) (Figura 39).
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Fig. 39. Escala de pelo em camundongos Swiss machos e fémeas, antes (basal) e apods (final)
modelo de ECBRI. N=51 (machos); N=54 (fémeas). Dados representam média+SEM; fator tempo
X sexo. ***p<0,0001 comparado a medida final (machos); #p<0,05 comparado a medida basal
(machos).

V. Teste de natacao forgcada

Neste teste, tanto machos quanto fémeas nao apresentaram diferengas significativas
quanto aos parametros analisados, tais como tempo de imobilidade e escalada. No entanto,
o fator sexo foi significativo nos dois paradmetros. ANOVA fatorial seguida de post-hoc de
Tukey: N° de escaladas, fator sexo (F1 s =9,25; p<0,01); Tempo de imobilidade (F1 g9 =9,68;
p<0,01) (Figura 40).
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Fig. 40. T imob (A) e N° de escaladas (B) no Teste de Natagao Forgada (TNF) em machos e fémeas
ao final do ECBRI. Fémeas - N=54; Machos - N=51. Dados representam médiatSEM. ***p<0,001
comparado aos machos.
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V. Caixa de locomocgao espontanea

A anadlise individual pelo sexo demonstrou que apenas o grupo das fémeas obteve
diferengas significativas. ANOVA de medidas repetidas seguida de post-hoc de Tukey: fator
tratamento (F145 =4,73; p<0,04). Apesar destes dados, o teste de Tukey ndo demonstrou
significancia entre os grupos, mas uma tendéncia (p =0,08), como pode ser observado no
grafico: o grupo tratado com T4 parece ter a taxa de locomog¢do mais alta, em todas as

exposicdes (Figura 41).
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Fig. 41. Locomog¢ao (numero de interrupgdes) de camundongos Swiss fémeas, antes (basal) e apos
(final) modelo de ECBRI. N=25 (PBS), N=29 (T4); Dados representam média+SEM.

Quando analisados adicionando o fator sexo, uma tendéncia de significancia foi
observada em relacédo a interacdo dos fatores sexo X tratamento (F,s =2,96; p =0,08).

ANOVA de medidas repetidas seguida de post-hoc de Tukey (Figura 42).
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Fig. 42. Locomocdo em camundongos Swiss machos e fémeas tratados com veiculo (PBS) ou T4
sumbetidos modelo de ECBRI. Machos - N=21 (PBS), N=30 (T4); Fémeas — N=25 (PBS), N=29
(T4). Dados representam média+SEM.

A significancia apenas foi observada com a analise de ambos grupos, sem incluir o fator

sexo (uma vez que nao houve diferenga estatistica quanto a este fator). ANOVA de medidas
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repetidas seguida de post-hoc de Tukey: fator tratamento (F; 97 =4,90; p<0,03), mas o teste

de Tukey ndo mostrou significancia entre os pares (Figura 43).
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Fig. 43. Locomogédo de camundongos Swiss fémeas e machos tratados com véiculo (PBS) ou T4
antes (basal) e apods (final) modelo de ECBRI. N=46 (PBS), N=59 (T4). Dados representam
média+SEM.

VI. Teste de esconder esferas (marble-burying)

Neste modelo de ansiedade, observou-se diferenca estatistica apenas quando o sexo
foi levado em conta. ANOVA fatorial seguida de post-hoc de Tukey: fator sexo (F1 g9 =6,67;
p<0,03) (Figura 44).
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Fig. 44. Teste de Marble-burying: N° de esferas escondidas por camundongos Swiss machos e
fémeas. Machos - N=51; Fémeas — N=54. Dados representam média+SEM. ***p<0,001
comparado ao grupo machos.

VII.  Teste do labirinto em cruz elevado (LCE)

Tal como o teste anterior, a significancia entre alguns fatores foi observada na % de
tempo nos BA somente quando os animais foram analisados na totalidade, sem incluir o
fator sexo. Porém, a interacao entre os fatores sexo vs. tratamento quase foi significativa
(F189 =3,85; p=0,052). ANOVA fatorial seguida de post-hoc de Tukey: fator classificacéo
(F3.80 =2,89; p<0,04) (Figura 45).
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Fig. 45. Labirinto em Cruz Elevado: % de tempo nos bragos abertos (BA) de camundongos Swiss
(machos e fémeas) conforme a classificagao pela preferéncia de sacarose. N=15 (controle), N=23

(refratario); N=13 (maniaco); N=54 (anedonia). Dados representam média+tSEM. *p<0,001
comparado ao grupo refratario.

VIIl.  Analise do peso

O grupo dos machos apresentou diferengas significativas quanto ao tratamento, de
modo que o grupo tratado com T4 apresentou variagdo maior no peso. ANOVA de medidas
repetidas seguida de post-hoc de Tukey: fator tratamento (F443 =8,39; p<0,01); tempo X
tratamento (F4172 =5,12; p<0,001) (Figura 46).
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Fig. 46. Analise semanal de peso (em gramas) em camundongos Swiss machos submetidos ao
modelo de ECBRI tratados com veiculo (PBS) ou T4. Basal (antes do ECBRI) e Final (apds o

ECBRI). N=21 (PBS), N=30 (T4). Dados representam médiatSEM; **p<0,01 e ***p<0,001
comparados ao grupo T4 basal; ++p<0, 01 comparado ao grupo PBS basal

As fémeas tratadas com T4 também apresentaram maior variagao de peso ao longo do
tempo. No entanto, os dados demonstram maior ganho de peso nas fémeas quando
compara-se o valor basal e o valor final. ANOVA de medidas repetidas seguida de post-hoc
de Tukey: fator tempo X tratamento (F44s4 =15,25; p<0,0001); tempo X tratamento X
classificagéo (F12,184 =2,19; p<0,03) (Figura 47 e 48).
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Quando o fator sexo foi incluido na analise por ANOVA de medidas repetidas seguida

de post-hoc de Tukey, foram observadas diferengas significativas nos seguintes fatores:

tratamento (F4 g9 =8,62; p<0,01); sexo (F1g9 =116,26; p<0,0001); interagdo sexo X tratamento
(F1,89 =8,25; p<0,01); tempo X tratamento (F; g =9,55; p<0,01) (Figura 49).
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Fig. 49. Analise peso (em gramas) de camundomngos Swiss machos e fémeas tratados com veiculo
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(PBS) ou T4 sumetidos ao ECBRI). Basal (antes do ECBRI) e final (apés o ECBRI). Machos -
N=21 (PBS), N=30 (T4); Fémeas - N=25 (PBS), N=29 (T4). Dados representam média+SEM,;
***n<0,0001 comparado as medidas basal e final do grupo T4 (machos); +++p<0,001 comparado
as medidas basal e final do grupo PBS (machos).

4.2.3. Modelo de hipotireocidismo em animais submetidos ao ECBRI

Camundongos Swiss machos e fémeas foram submetidos ao modelo de indugéo de
hipotireoidismo (como detalhado no item 3.4.3), trés semanas antes do inicio do ECBRI.
Devido ao maior numero de fatores, os graficos da interagao dos fatores significativos
(quando observados) serdo apresentados separadamente, para melhor visualizagdo das

diferencas estatisticas obtidas.
l. Preferéncia de sacarose

O grupo dos machos apresentou diferengas significativas quanto a classificagdo por
ANOVA de medidas repetidas seguida de post-hoc de Tukey: Interagdo fator tempo X
classificagdo (Fs45 =17,36; p<0,0001). Fator tratamento apresentou tendéncia a ser
significativo (Fq45 =3,53; p =0,06). Para este grupo, foram utilizados dados transformados
por raiz quadrada para enquadrar os dados na distribuicado normal de Kolgomorov-Smirnov,

possibilitando analises paramétricas (Figura 50).
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Fig. 50. Preferéncia de sacarose em camundongos Swiss machos eutiredides (PBS) ou com
hipotireoidismo (HIPO) submetidos ao ECBRI. Medida basal (antes do ECBRI) e a medida final
(ap6s o ECBRI) de cada grupo. Grupo PBS (eutiredide) - N=8 (controle), N=8 (refratario), N=5
(maniaco), N=2 (anedbnicos); Grupo HIPO (hipotireoidismo) - N=4 (controle), N=9 (refratario),
N=12 (maniaco), N=5 (anedbnicos). Dados representam média+SEM; *p<0,03, **p<0,01 e
***p<0,001 comparados ao grupo maniaco basal (HIPO); ++p<0,01 comparado ao grupo
anedonia basal (HIPO). Dados foram transformados por raiz quadrada.

Quanto ao grupo fémeas, foram observadas diferengas quanto a classificagdo. ANOVA

de medidas repetidas seguida de post-hoc de Tukey: fator classificacdo (Fs44 =44,10;
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p<0,0001); interagao tratamento X classificagéo (F344 =4,11; p<0,03); tempo X classificacéo
(F3.44 =41,60; p<0,0001) (Figura 51).
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Fig. 51. Preferéncia de sacarose em camundongos Swiss fémeas eutiredides (PBS) ou com
hipotireoidismo (HIPO) submetidos ao ECBRI. Medida basal (antes do ECBRI) e a medida final
(ap6s o ECBRI) de cada grupo. Grupo PBS (eutiredide) - N=6 (controle), N=11 (refratario), N=8
(maniaco), N=1 (anedbnicos); Grupo HIPO (hipotireoidismo) - N=7 (controle), N=12 (refratario),
N=5 (maniaco), N=2 (anedbnicos). Dados representam média+SEM; ***p<0,001 comparados ao
grupo mania basal (HIPO); ###p<0,001 comparado ao grupo anedonia basal. Dados foram
transformados por raiz quadrada.

O fator sexo também foi significativo, de modo que a ANOVA de medidas repetidas
seguida de post-hoc de Tukey mostrou diversos efeitos: fator sexo (F1g9 =5,76; p<0,03);
sexo X tratamento (F1g9 =4,05; p<0,05); sexo X classificagdo (F3g =5,52; p<0,01); sexo X
tempo (F4 g9 =8,44; p<0,01); sexo X classificacdo X tempo (F3g9 =4,26; p<0,01). Apds anadlise
pelo teste de Tukey, as diferengas significativas reais sdo em relacdo a classificagdo vs.
sexo (grafico X). As fémeas do grupo anedonia exibiram menor consumo de sacarose
(Figura 52).
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Fig. 52. Preferéncia de sacarose (em raiz quadrada) de camundongos Swiss machos e fémeas
conforme a classsifcagdo em resposta ao ECBRI (Medida final, apés ECBRI). Machos — N=12
(controle), N=17 (refratario), N=17 (maniaco), N=7 (anedbnicos); Fémeas - N=13 (controle), N=23
(refratario), N=13 (maniaco), N=3 (anedbnicos). Dados representam médiazSEM; ***p<0,001
comparados ao grupo anedonia machos. Dados foram transformados por raiz quadrada.
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. Teste do ninho

Quando os sexos foram analisados separadamente, apenas as fémeas apresentaram
diferengas significativas. ANOVA de duas vias seguida de post-hoc de Tukey: fator
classificagao (F344 =3,04; p<0,04) (Figura 53).

Ninho fémeas

m Score (1-5)

Escala ninho
T

Fig. 53. Teste do ninho de camundongos Swiss fémeas classificadas pela resposta ao ECBRI
(classificagao pela preferéncia de sacarose). N=13 (controle), N=23 (refratario), N=13 (maniaco),
N=3 (anedobnicos). Dados representam média+SEM; ***p<0,001 comparado ao grupo controle.

O fator sexo nao foi significativo, e a analise de todos os animais também resultou na
diferenca significativa no fator classificacdo (F3¢7 =4,09; p<0,01), entre os grupos controle e

refratario (dados dos machos e dados agrupados n&o apresentados).
Il. Analise escala de pelo

Os resultados demonstram que o estado geral da pelagem nos machos foi influenciado
pela classificagdo. ANOVA de medidas repetidas seguida de post-hoc de Tukey: fator
classificagdo (Fs;45 =6,18; p<0,04). O fator tratamento apresentou tendéncia a ser
significativo, de modo que (F,45 =3,36; p=0,07). Uma analise exploratéria com post-hoc de
Tukey para tratamento X tempo sugere diferengas entre grupo PBS e HIPO (p<0,01) (Figura
54).
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Fig. 54. Escala de pelo de camundongos Swiss machos eutiredides (PBS) ou com hipotireoidismo
(HIPO) sumetidos ao ECBRI. Antes (basal) e apds (final) o modelo de ECBRI. Grupo PBS
(eutiredide) - N=8 (controle), N=8 (refratario), N=5 (maniaco), N=2 (anedbnicos); Grupo HIPO
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(hipotireoidismo) - N=4 (controle), N=9 (refratario), N=12 (maniaco), N=5 (aneddnicos). Dados
representam meédiatSEM; *p<0,01 comparado ao grupo controle basal (HIPO); ##p<0,01 e
###p<0,001 comparado ao respectivo valor basal.

Quanto as fémeas, ANOVA de medidas repetidas seguida de post-hoc de Tukey
mostrou efeito significativo para fator tratamento (F;4 =12,55; p<0,001) e tempo X
tratamento (F4 44 =6,06; p<0,03) (Figura 55).
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Fig. 55. Escala de pelo de camundongos Swiss fémeas eutiredides (PBS) ou com hipotireoidismo
(HIPO) submetidos ao ECBRI. Antes (basal) e apdés (final) modelo de ECBRI. Grupo PBS
(eutiredide) - N=6 (controle), N=11 (refratario), N=8 (maniaco), N=1 (anedbnicos); Grupo HIPO
(hipotireoidismo) - N=7 (controle), N=12 (refratario), N=5 (maniaco), N=2 (anedbnicos). Dados
representam médiatSEM; ***p<0,001 comparados as respectivas medidas basais; ##p<0,01 e
###p<0,001 comparados ao controle basal.

O fator sexo também foi significativo, de modo que ANOVA de medidas repetidas
seguida de post-hoc de Tukey exibiu significAncia para interagcdo entre tempo X sexo (F1g9

=10,82; p<0,01) e tempo X sexo X tratamento (F g9 =7,26; p<0,01) (Figura 56).
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Fig. 56. Escala de pelo de camundongos Swiss machos e fémeas eutirioideas (PBS) e hipotirioideas
(HIPO) submetidos ao modelo de ECBRI. Antes (basal) e apds (final) modelo de ECBRI. Machos
- N=23 (PBS); N=30 (HIPO). Fémeas - N=26 (PBS); N=26 (HIPO). Dados representam
médiatSEM; ***p<0,001 comparados as respectivas medidas basais.
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V. Teste de natagao forgada

Nao foram observadas diferengas significativas nos pardmetros analisados (n° de
escaladas e tempo de imobilidade), tanto em machos quanto em fémeas, tal como né&o
houve diferenca entre os sexos. Mesmo com a analise dos grupos macho e fémea sem o

fator sexo, os resultados n&o foram estatisticamente significativos (Figura 57).
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Fig. 57. Tempo de imobilidade - T imob (A) e N° de escaladas (B) no Teste de Natagdo Forgada
(TNF) de camundongos Swiss (machos + fémeas) eutirioideos (PBS) e hipotirioideos (HIPO)
submetidos ao modelo de ECBRI, classificados conforme a % preferéncia de sacarose final. Grupo
PBS (eutiredide) - N=14 (controle), N=19 (refratario), N=13 (maniaco), N=3 (anedbnicos); Grupo
HIPO (hipotireoidismo) - N=11 (controle), N=21 (refratario), N=17 (maniaco), N=7 (aneddnicos).
Dados representam média+SEM.

V. Caixa de locomogao espontanea

Diferencas significativas foram observadas no grupo dos machos. ANOVA de medidas
repetidas seguida de post-hoc de Tukey: fator tempo X tratamento (F;135 =3,17; p<0,03),
tempo X tratamento X classificagéo (Fg 135 =1,97; p<0,05) (Figura 58 e 59).
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Fig. 58. Caixa de atividade locomotora: Locomogdo de camundongos Swiss (machos + fémeas)
eutirioideos (PBS) e hipotirioideos (HIPO) submetidos ao modelo de ECBRI. Antes (basal) e apos
(final) modelo de ECBRI; N=23 (PBS), N=30 (HIPO). Dados representam média+SEM. **p<0,01 e
***p<0,001 comparado a habituagao basal.
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Fig. 59. Locomocdo de camundongos Swiss machos eutirioideos (PBS) e hipotirioideos (HIPO)
submetidos ao modelo de ECBRI classificados de acordo com a preferéncia de sacarose final.
Grupo PBS (eutiredide) - N=8 (controle), N=8 (refratario), N=5 (maniaco), N=2 (anedonicos);
Grupo HIPO (hipotireoidismo) - N=4 (controle), N=9 (refratario), N=12 (maniaco), N=5
(anedbnicos). Dados representam médiatSEM. HB= habituacdo basal; TB= teste basal; HF
=habituacao final; TF= teste final. *p<0,01 comparado ao teste basal.

O grupo das fémeas apresentou diferengas significativas para os fatores classificagao
(F344 =3; p<0,05), tempo X tratamento (Fs313; =6,59; p<0,001) e tempo X tratamento X
classificagao (Fg 132 =2,09; p<0,04) (Figura 60).
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Fig. 60. Locomocédo de camundongos Swiss machos e fémeas eutirioideas (PBS) e hipotirioideas
(HIPO) submetidos ao modelo de ECBRI classificados de acordo com a preferéncia de sacarose
final. Antes (basal) e apds (final) modelo de ECBRI. Grupo PBS (eutiredide) - N=6 (controle),
N=11 (refratario), N=8 (maniaco), N=1 (anedbnicos); Grupo HIPO (hipotireoidismo) - N=7
(controle), N=12 (refratario), N=5 (maniaco), N=2 (aneddnicos). Dados representam médiatzSEM.
teste final. HB= habituagao basal; TB= teste basal; HF =habituagao final; TF= teste final. *p<0,01
comparado ao grupo anedonia TF (HIPO).

O fator sexo também foi significativo, ANOVA de medidas repetidas seguida de post-
hoc de Tukey: fator sexo (Fis =9,89; p<0,01); sexo X tempo X tratamento (F3zs; =3,94;
p<0,01). As diferencas observadas entre a interacao dos trés fatores citados sdo em relacao

ao macho PBS vs. fémea HIPO, portanto ndo serdo demonstradas em grafico.
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VI. Teste de esconder esferas (marble-burying)

Diferencas significativas foram observadas no grupo fémeas e entre os sexos. ANOVA
de duas vias seguida de post-hoc de Tukey: fator tratamento (F,44 =4,86; p<0,04);
tratamento X sexo (Fig9 =4,5; p<0,04). No entanto, o teste de Tukey ndo demonstrou

nenhuma diferenca siginificativa entre sexo e tratamento (Figura 61).
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Fig. 61. Teste de Esconder Esferas: N° de esferas escondidas de camundongos machos vs. fémeas.
Machos - N=30 (PBS), N=30 (HIPO); Fémeas - N=26 (PBS), N=26 (HIPO). Dados representam
médiatSEM. *p<0, 01 comparado ao grupo PBS.

VII. Teste do labirinto em cruz elevado

O grupo dos machos apresentou significancia quanto a classificagdo na porcentagem
de tempo nos BA (Fss5 =4,62; p<0,01), enquanto as fémeas obtiveram diferencas
significativas no n° de entradas nos BF (tratamento: F;4, =10,96; p<0,01) e na porcentagem
de tempo nos BA (tratamento X classificagdo: F;44 =3; p<0,05). ANOVA de duas vias
seguida de post-hoc de Tukey (Figura 62 e 63).
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Fig. 62. Labirinto em Cruz Elevado: % de tempo nos Bragos Abertos (BA) de camundongos Swiss
machos eutireoideos e hipotireoideos submetidos ao ECBRI e classificados conforme a % de
preferéncia por sacarose ao final do ECBRI. N=12 (controle), N=17 (refratario); N=17 (maniaco);
N=7 (anedonia). Dados representam média+SEM. **p<0,001 comparado ao grupo controle.
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Fig 63. Comportamento no Labirinto em Cruz Elevando de camundongos Swiss fémeas eutireoideas
(PBS) e hipotireoideas (HIPO) submetidos ao ECBRI e classificados conforme a % de preferéncia
por sacarose ao final do ECBRI. (A) % de tempo nos Bragos Abertos (BA); (B) n° de entradas nos
Bragos Fechados (BF); (A) N=12 (controle), N=17 (refratario); N=17 (maniaco); N=7 (anedonia).
(B) N=26 (PBS), N=26 (HIPO). Dados representam médiatSEM. **p<0,001 comparado ao grupo

PBS.

A diferenca entre os sexos somente no n° de entradas nos BF foi decorrente do maior

valor obtido nas fémeas HIPO. Porém, quando ambas as baterias foram analisadas em
conjunto, observou-se significancia na % dos BA quanto ao fator classificagdo (F3g =5,15;

p<0,01) e tratamento X classificagédo (F3 g =3,12; p<0,03) (Figura 64).
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Fig. 64. Labirinto em Cruz Elevando: % de tempo nos Bragos Abertos (BA) de camundongos Swiss
(machos + fémeas) eutireoideos e hipotireoideos submetidos ao ECBRI e classificados conforme
a % de preferéncia por sacarose ao final do ECBRI. Grupo PBS - N=14 (controle), N=19
(refratario); N=13 (maniaco); N=3 (anedonia); grupo HIPO - N=11 (controle), N=21 (refratario);
N=17 (maniaco); N=7 (anedonia). Dados representam médiazSEM. *p<0,01 e **p<0,001

comparado ao grupo controle (HIPO).

VIIl.  Analise do peso

Nao se observou diferengas significativas no grupo dos machos segundo ANOVA de

medidas repetidas. Em uma avaliacao exploratéria, o post-hoc de Tukey sugere diferencas
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significativas entre valor basal e final em todos os grupos+tratamentos, sem diferenca entre

0S grupos.

No grupo das fémeas, observou-se significAncia quanto ao fator classificacdo (F3a44
=4,87; p<0,01) e interagdo tempo X tratamento (F; 44 =4,43; p<0,05). No entanto, o post-hoc
de Tukey nao mostrou diferenca significativa entre os tratamentos, de tal modo que apenas

a medida final difere da basal.

Todavia, o fator sexo foi significativo (F1g =85,87; p<0,0001), assim como a interagao
entre sexo X classificagédo (F3 g9 =2,72; p<0,05), sexo X tempo (F4g9=36,14; p<0,0001), sexo
X tempo X tratamento (F4 g0 =6,26; p<0,03) (Figura 65).
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Fig. 65. Analise do peso (em gramas) de camundongos Swiss (machos e fémeas) eutireoideos
(PBS) e hipotireoideos (HIPO) submetidos ao ECBRI. Antes (basal) e apds (final) modelo de
ECBRI. Machos - N=30 (PBS), N=30 (T4); Fémeas - N=26 (PBS), N=26 (T4). Dados representam
médiatSEM. ***p<0,0001 comparado a medida basal machos (HIPO); ###p<0,0001 comparado a
medida final machos (HIPO); +++p<0,0001 comparado a medida final machos (PBS).

4.2.4. Quantificagdo horménios tireoidianos

Para verificar se os modelos de disfungao tireoidiana exerceram efeitos sobre os niveis
séricos de T3 e T4, apenas as amostras dos animais ndo submetidos ao modelo de ECBRI,
tanto eutiredideos quanto os submetidos a indugdo de hipo- ou hipertireoidismo foram
analisadas. Para analise por sexo, os dados passaram pelo teste de normalidade de
Kolgomorov-Smirnov. Tal teste foi aplicado devido a comparagéo de apenas dois grupos
(hipo ou hipertiredide) mesmo com o baixo tamanho amostral: n=23 (fémeas), n=20
(machos). Os dados do T3 total (TT3) passaram pelo teste de normalidade e foram
analisados pelo teste t de Student. Nenhum dado foi significativo quanto aos niveis séricos
de T3 total (TT3) comparado ao grupo controle (PBS) em ambos os sexos. Quanto aos
niveis de FT4, os machos apresentaram diferencas significativas entre os animais controle
(PBS) e o grupo tratado com T4; O teste utilizado foi o Mann-Whitney U test (p<0,01), pois

os dados dos machos nao apresentavam distribuicdo normal. Quanto as fémeas (o qual foi
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observada distribuicado normal), foi observada uma tendéncia a significancia no FT4 do
grupo tratado com T4 comparado ao grupo controle; teste t de Student (t= -2,05; p= 0,058).
Tabela 4. Niveis séricos de T3 total (TT3) e T4 livre (FT4) em machos tratados com PBS (controle),

T4 (hipertireoidismo) e MMI (hipotireoidismo). PBS N=9; T4 N=4; MMI N=8. Dados representam
média+tSEM.**p<0,01 comparado ao grupo controle.

Machos
Hipertireoidismo Hipotireoidismo
TT3 (ng/ml) FT4 (ng/dl) TT3 (ng/ml) FT4 (ng/dl)
PBS 0.61+0.03 257 +£0.16 PBS 0.61+0.03 257 +£0.16
T4 0.65 + 0.05 5.19+0.12* MMI 0.67 £ 0.01 271+0.14

Tabela 5. Niveis séricos de T3 total (TT3) e T4 livre (FT4) em fémeas tratadas com PBS (controle), T4
(hipertireoidismo) e MMI (hipotireoidismo). PBS N=7; T4 N=10; MMI N=6. Dados representam

média+tSEM
Fémeas
Hipertireoidismo Hipotireoidismo
TT3 (ng/ml) FT4 (ng/dl) TT3 (ng/ml) FT4 (ng/dl)
PBS 0.68+0.03 2.67 £ 0.49 PBS 0.68+0.03 2.67 £0.49
T4 0.75+0.08 4.06 +0.45 MMI 0.79+0.06 264 0.5

4.2.5. Classificacdo dos animais em cada bateria

Para facilitar a visualizagdo da diferenga na distribuicdo dos animais por classificagao,

cada bateria e o N por grupo estdo demonstrados nas tabelas abaixo.

Tabela 6. Porcentagem de distribuicdo de machos e fémeas expostos apenas ao ECBRI entre as
classificagbes (controle, refratario, aneddnico e maniaco).

Animais submetidos apenas ao ECBRI (%)

Machos Fémeas
Controle 36,95 6
Refratario 30,44 12
Maniaco 28,26 82

Anedonico 4,35 0
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Tabela 7. Porcentagem de distribuicdo de machos e fémeas expostos ao ECBRI e submetidos ao
tratamento para inducdo de hipertireoidismo, entre as classificagdes (controle, refratario,
aneddnico e maniaco).

Modelo de hipertireoidismo em animais submetidos ao ECBRI (%)

Machos Fémeas
Controle 9,8 18,52
Refratario 23,53 20,37
Maniaco 13,73 11,11
Aneddnico 52,94 50

Tabela 8. Porcentagem de distribuicdo de machos e fémeas expostos ao ECBRI e submetidos ao

tratamento para indugao de hipotireoidismo, entre as classificagdes (controle, refratario, anedénico
€ maniaco).

Modelo de hipotireoidismo em animais submetidos ao ECBRI (%)

Machos Fémeas
Controle 22,65 25
Refratario 32,1 44,23
Maniaco 32,1 25

Anedonico 12,97 .77
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5. Discussao

Inicialmente, o objetivo do corrente estudo foi analisar a possivel expressao
diferenciada do RNA no CPF de camundongos C57BL/6, decorrente de diferentes tipos de
estresse pelo modelo de ECBRI. Em uma visdo convencional, os animais desenvolveriam
anedonia em decorréncia do estresse, e seus parametros comportamentais € marcadores
moleculares seriam analisados. No entanto, tém-se observado que nem todos os animais
submetidos ao estresse crénico desenvolvem comportamento tipo-depressivo. Nesta linha, o
estresse pode ser um gatilho que desencadeia sintomas tanto depressivos quanto
maniacos, como €& observado no transtorno bipolar. No presente trabalho, o perfil de
consumo individual de cada animal evidenciou 4 tipos comportamentais: controle, refratario,
anedbnico e maniaco, sendo estes dados corroborados pelos agrupamentos formados na

analise de componentes principais (PCA).

Uma vez que a anedonia em humanos ¢é definida como dificuldade em sentir prazer em
atividades gratificantes ou pela falta de interesse, o comportamento similar em animais é
observado quando os mesmos perdem interesse por substancias palataveis (DSM-5; Liu, et
al. 2018). Sabendo disto, o emprego do teste de preferéncia de sacarose para mensurar
anedonia e consequentemente comportamento tipo-depressivo € amplamente aceito, sendo
um teste padrao para analise dos efeitos do estresse cronico (Bekris et al., 2005; Wallace et
al., 2009). Porém, alta preferéncia de sacarose em roedores é fortemente associada com
hedonia e comportamento de busca de recompensas elevado, o qual € um dos sintomas
relevantes do comportamento maniaco em humanos com esse transtorno. A desregulagéo
dos sistemas de recompensa no comportamento maniaco tem sido sugerida como relevante
endofendtipo para o THB (Hasler, et al. 2006), baseado em estudos clinicos que corroboram
essa teoria através de parametros comportamentais (Johnson, 2005), neuroanatdomicos e
neuroquimicos (Abler, et al. 2007), além da associacdo com fatores genéticos especificos
(Benjamin, et al. 1998). Em modelos animais, Flaisher-Grinberg e colaboradores
demonstraram que altos consumos de sacarose podem ser reduzidos pelo tratamento com
litio, pontuando que tal comportamento heddnico é responsivo a estabilizadores de humor.
Baseado no exposto acima pode-se inferir que, em resposta ao estresse, parte dos animais

desenvolve comportamento tipo-maniaco ao invés de comportamento tipo-depressivo.

Os dados resultantes da analise de PCA validam tal idéia, uma vez que ao separarmos
animais com alta preferéncia de sacarose em um grupo especifico, a analise PCA mostrou

um agrupamento destes em relagcdo a expressao de genes. Ainda mais, o grupo anedénico
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também foi agrupado similarmente quanto a expressao de genes, além de ter-se observado
poucos genes expressos diferencialmente entre esses dois grupos. Interessante notar que o
mesmo foi observado em relagdo aos animais controle e refratario, sendo possivel inferir
que controle e refratarios poderiam ser considerados quase 0 mesmo grupo, ao passo que
maniacos poderiam ser parte do grupo aneddnico. No entanto, existem diferencas entre
esses grupos similares. Entre os grupos controle e refratario, onze genes foram expressos
diferencialmente (dados ndo mostrados), estes envolvidos em cascatas que apresentam a
ativagdo da fosfolipase C (PLC) como mecanismo efetor, p. ex., a via de sinalizagédo do
receptor de serotonina ativador da fosfolipase C e via de sinalizacdo mediada pela
rodopsina ativadora da fosfolipase C. Interessante notar que fosfolipase C é de suma
importancia em varias vias moleculares relacionadas a depressdo. Uma vez que o grupo
refratario apresentou aumento na expressdo de genes relacionados a cascatas com a
ativagdo da PLC, pode-se sugerir que a maior atividade desta enzima pode auxiliar na
refratariedade a depressdo. Nesta linha, varios antidepressivos apresentam como
mecanismo de acdo comum a ativacdo da PLC, de modo que tal ativacao foi relacionada
com atividade serotonérgica e efeito antidepressivo (Tyeryar et al., 2007; Galeotti et al.,
2011). Ainda mais, antidepressivos aumentam a expressao de PLC no CPF, ao mesmo
tempo em que estabilizam os niveis de horménios tireoidianos (Shastry, 2004). Este achado
€ interessante, uma vez que disfuncdo tireiodiana foi observada em nossos animais

anedonicos, quando feita a analise de expressao diferencial em relagdo ao grupo maniaco.

Por meio da analise do RNAseq e PCA, foi possivel observar que ao todo quatorze
genes foram expressos diferencialmente entre os grupos aneddnico e maniaco, e com base
nisto, ambos apresentam alteragdes metabdlicas e disfungdo dos genes relacionados ao
ritmo circadiano, ao passo que animais maniacos apresentaram aumento da atividade
inflamatéria e longevidade diminuida. A soma de todas estas alteragbes pode ser tomada
como um refor¢co da idéia de aparecimento de um grupo aneddnico e um maniaco em
resposta ao estresse, ja que longevidade diminuida, alteragdes metabdlicas e de sono séo
comuns em pacientes bipolares (Bond et al., 2010; Chouinard et al., 2016). Ainda mais, a
alteracdo na expressao de genes relacionados a fungao tireoidiana também foi observada.
Os resultados exibiram que animais anedbnicos apresentaram aumento de 10% na
expressao do gene que codifica para o TRH (prepro-Trh), que atua em conjunto com o T3
na regulagdo da homeostasia da atividade tireoidiana. Assim como o TRH é responsavel por
estimular a liberagdo de T3 (através do estimulo de TSH na glandula pituitaria), o T3
também regula a biossintese do TRH no PVN (Segerson, et al. 1987; Koller, et al. 1987), por
meio do feedback negativo. Ou seja, quanto maior a presenga de T3 no organismo, menor é

a producgao de TRH. Sabe-se que tal regulacao ocorre a nivel transcricional, de modo que a
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expressao do prepro-Trh é negativamente regulada pelo receptor T3 B2, este presente no
hipotalamo e pituitaria (Lechan, et al. 1986; Sugrue, et a. 2010). O efeito oposto também ja
foi documentado, no qual hipotireoidismo provocado por tiroidectomia quimica (droga anti-
tiredide) ou cirurgica resultou em aumento substancial no mRNA do gene prepro-Trh no
PVN (Lechan e Kakucska, 1992), e os perfis de regulagao negativa apds a administracao de
T3 sdo muito semelhantes ao observado originalmente (Nolan, et al. 2004). Ainda mais,
ratos submetidos a privagdo de 90% do sono por 20-21 dias exibiram expressao
consideravelmente elevada na expressao do gene prepro-Trh, além do desenvolvimento de
hipotireoidismo (Everson, et al. 2002), corroborando nossos dados de que o estresse
também pode desencadear alteragbes neste gene, além de perturbar a fungao tireoidiana.
Com base no exposto acima, pode-se supor que os camundongos anedbnicos que
evidenciaram tal aumento na expressdo do gene prepro-Trh apresentavam atividade
diminuida do T3, e em uma tentativa de regular a atividade tireoidiana, a expresséo deste
gene foi ampliada. Além disto, estudos indicam que o aumento da transcri¢cao, traducao e
processamento pos-tradugado do prepro-Trh resulta em ndo apenas mais TRH, mas também
outros peptideos derivados deste gene que podem ter um papel no alivio dos sintomas
depressivos (Pekary et al., 1997; Redei, et al. 1995). Estes peptideos incluem o Ps4, que
aumenta atividade do TRH, e Ps5, um fator inibidor do CRH, que coordena a atividade do
eixo HPA, como citado anteriormente. No que concerne o Ps4, este ndo possui qualquer
atividade semelhante ao TRH, apesar deste aumentar consideravelmente o TSH na
pituitaria (Bulant, et al. 1990; Pekary e Sattin, 2001). Portanto, o aumento na expresséo do
TRH observado nos camundongos deste estudo poderia ser outro mecanismo homeostatico

em resposta ao estresse cronico.

Portanto, é possivel dizer que, com base nos resultados que obtivemos, animais com
comportamentos tipo depressivos apresentam altera¢des sugestivas de hipotireoidismo em
comparagdo aos camundongos com comportamentos tipo maniacos. No entanto, a
correlagdo da expressdo do gene Trh entre 0 grupo aneddnico e maniaco demonstra
expressao diminuida deste gene no grupo maniaco (Figura 8). Ou seja, baseado nos dados
apresentados neste estudo, os animais com comportamentos tipo maniacos poderiam
apresentar concentragdes maiores de T3, indicando um possivel estado de hipertireoidismo.
Poucos estudos relacionam disfungdes tireoidianas € comportamento maniaco, e quanto
aos dados existentes (Lee e Hutto, 2008), estes relacionam mania ao hipertireoidismo.
Apesar da terapia com litio (tradicionalmente utilizada para tratar o THB) mascarar as
caracteristicas do hipertireoidismo (por tratar a tirotoxicose), a retirada desta tem sido
associada com a piora do quadro maniaco, de modo que as caracteristicas clinicas mais

comuns do hipertireoidismo e tirotoxicose tém sido ansiedade e depressao (Chakrabarti,
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2011). No entanto, ja foi demonstrado que disfuncdes tireoidianas coexistem com episddios
mistos e quadros maniacos (Chakrabarti, 2011; Cassidy, et al. 2002, Rao, et al. 2012), de
modo que pacientes com mania mista apresentaram niveis elevados de TSH quando
comparados a pacientes com mania pura (Chang, et al. 1998). Por fim, diversos estudos
reportam que a prevaléncia geral de um transtorno psiquiatrico sindrébmico no
hipertireoidismo é cerca de 10% (Bauer, et al. 2008). Os dados de estudos pré-clinicos
também sao escassos — um estudo reporta aumento da atividade locomotora em
camundongos com atividade da Dio3 diminuida — o que resulta em aumento dos niveis de
T3, ao menos no SNC (Stohn, et al. 2019). Entretanto, esses dados levantaram varias
duvidas, e a principal seria se a inducao do hipertireoidismo/ hipotireoidismo alteraria o
comportamento dos animais de forma diferente do que apenas o modelo de ECBRI. Ainda
mais, fémeas foram adicionadas ao protocolo experimental, devido ao dimorfismo sexual
presente tanto nos transtornos de depressdo, quanto nos transtornos de disfuncao
tireoidiana em dados clinicos. Devido a algumas diferengas no protocolo experimental da
primeira fase, um grupo de camundongos Swiss de ambos sexos foi submetido ao ECBRI,

para estabelecimento da classificacdo basal dos animais, sem interferéncia de tratamentos.

Quanto as diferengas no modelo experimental da primeira e segunda fase, a primeira
seria o fato de que na primeira bateria utilizamos camundongos da linhagem C57BL/6
machos, a linhagem cosanguinea (geneticamente homogéneas) mais conhecida e
amplamente utilizada para andlises com antecedentes genéticos (Mekada, et al. 2009). Por
exemplo, tais linhagens cosanguineas foram originalmente desenvolvidas para demonstrar
as bases genéticas de varios tipos de cancer, e permite que experimentos de diferentes
areas biomédicas possam ser reproduzidos com o mesmo material genético (Silver, 1995).
Uma vez que o objetivo era analisar o transcriptoma no CPF, foi necessario utilizar animais
que possuem homogeneidade genética. Deste modo, as diferengas na atividade do RNA
detectadas n&o seriam de diferencas genéticas do proprio individuo, mas sim decorrentes
do modelo de estresse. Além do mais, essa € a mesma linhagem utilizada no Instituto
Karolinska (Estolcomo, Suécia), local onde a analise do RNAseq foi executada (projeto
CAPES-STINT). Os testes comportamentais da segunda fase empregaram camundongos
Swiss machos e fémeas, pela falta de disponibilidade de camundongos C57BL/6 durante a
execugao o projeto. Apesar desta limitagdo, a utilizacdo de duas linhagens diferentes pode
servir como medida para avaliar a reprodutibilidade e generalizagao de resultados. Uma vez
que o estudo foi de carater exploratério, € interessante comparar as possiveis diferengas
entre as linhagens, indicando qual seria mais interessante para os estudos posteriores.
Outro fator interessante que notamos foi que isolamento por si s6 seria um estressor forte o

suficiente para alterar o comportamento de alguns animais mais suscetiveis ao estresse.
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Estudos anteriores corroboram a idéia de que isolamento social € um forte estressor para
roedores (Malick, 1979; Fone e Porkess, 2008), portanto para a segunda fase os animais do
grupo controle foram mantidos em grupos de 3 a 5 animais por caixa, sendo estes isolados
apenas uma vez por semana, no teste de preferéncia de sacarose. Os animais do grupo
estresse foram mantidos isolados apds o inicio do ECBRI. Por ultimo, foram adicionados ao
delineamento experimental testes comportamentais para verificar a existéncia de
comportamento tipo-depressivo ou tipo-ansioso (onde alguns parametros podem ser

considerados comportamento tipo-maniaco, como sera discutido na sequéncia).

Foi possivel observar que o modelo de ECBRI foi eficaz na alteragdo comportamental,
tal como os tratamentos, se observarmos a distribuicdo diferencial dos animais quanto a
classificagdo. Este modelo originalmente proposto por Katz et al. (1981) e posteriormente
aperfeicoado por Willner (1997) € amplamente aceito e utilizado como modelo animal de
depressédo e ja se mostrou como indutor de alteragdes comportamentais, neurobioldgicas e
endocrinologicas em roedores (Willner et al., 1992; Moreau et al., 1993; Kioukia-Fougia et
al., 2002; Bekris et al., 2005). Ao se utilizar tal protocolo, que consiste em estressores leves
aplicados por um longo tempo, observam-se parametros como aumento dos niveis de
corticosterona, diminuicdo dos niveis de BDNF e aumento de citocinas pro-inflamatérias,
bem como a anedonia, o que mimetiza alguns dos sinais e sintomas observados em
pacientes em depressado (Duman et al. 2000; Kubera et al. 2004; Mdssner et al. 2007). No
entanto, ampliar a interpretacdo dos comportamentos observados em relacédo a preferéncia
de sacarose é um ponto interessante para manter a confiabilidade do modelo, pois ha uma
parcela de laboratérios (21%, segundo uma pesquisa) que apresentam dificuldade na
obtencado da resposta aneddnica (Willner, 2017). Deste modo, o modelo do ECBRI poderia
ser empregado no estudo do THB, apesar de ndo se observar comportamento tipo
depressivo e maniaco no mesmo animal. Ainda, a indu¢gdo do comportamento tipo-maniaco
no animal mimetizaria melhor o que se observa em humanos, onde o estresse prolongado
pode resultar em quadro maniaco, e ndo necessariamente depressivo, ou mesmo nenhuma
alteragao psicopatoldgica (pessoas resilientes ao estresse). Para o estudo da mania hoje em
dia os modelos estdo relacionados com a indu¢cdo de hiperatividade através da
administracdo de psicoestimulantes (tais como anfetamina) ou pela privacdo de sono,
sensibilizacdo por morfina, comportamento de risco, comportamento agressivo e alguns
modelos genéticos (Gessa et al. 1995; Niculescu et al. 2000; Flaisher-Grinberg et al. 2010;
Grappi et al. 2011; Pereira, et al. 2011). Até o presente momento, o0 modelo mais bem
estabelecido para o estudo da mania é o de hiperatividade desencadeada pela
administracdo de psicoestimulante. A estimulacdo por anfetamina seguida por teste de

campo aberto apresenta uma boa validade preditiva e de face, mas nao reproduz varias das
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alteragdes psicopatoldgicas que ocorrem na fase maniaca, mas apenas a hiperatividade dos
pacientes durante o episédio maniaco (Decker, et al. 2000; Einat, 2000; Nestler, et al. 2002;
Perry, et al. 2010).

Desde que nenhum teste ou modelo unico € uma medida de analise independente e
aceitavel (Wang, et al. 2017), varias analises comportamentais foram utilizadas no presente
estudo. As combinagcbes de comportamentos ansiosos, depressivos, de desamparo e
anedonia podem ser usadas para avaliar a ocorréncia e a severidade do comportamento
tipo-depressivo, e na classificagdo empregada, para validar a alta preferéncia de sacarose

como um comportamento maniaco.

No que concerne os testes que mensuram comportamento tipo-depressivo, foram
utilizados o teste do ninho, uma medida de atividade auto-centrada, ndo foi diferencialmente
significativa em nenhum dos grupos. No entanto, pdde-se observar que os machos do
primeiro grupo (apenas ECBRI) obtiveram pior desempenho na analise do estado geral da
pelagem, de modo que apenas o0 grupo controle destes apresentou baixo escore, indicando
melhor estado da pelagem. Nas fémeas, interessante observar que apenas o grupo
refratario apresentou escore alto, enquanto os grupos controle e maniaco obtiveram estado
geral da pelagem adequado. Ja nos grupos de indugcdo de hipertireoidismo e
hipotireoidismo, notou-se que o tratamento levou a piora da pelagem em todas as
classificagcbes nos machos; nas fémeas, apenas o tratamento com MMI piorou o estado da
pelagem em todos os grupos, sendo que no tratamento com T4, o grupo maniaco manteve o
mesmo escore baixo dos controles. Em roedores, o comportamento de auto-limpeza
consideravelmente sensivel ao estresse (Kalueff e Tuohimaa, 2004 a,b). No modelo de
ECBRI, a deterioracdo do pelo pode ser relacionada a diminuicdo da auto-limpeza
(grooming), e em consequéncia, a perturbacao de atividades auto-centradas no animal. Em
humanos, tal comportamento pode ser correlacionado com baixa higiene pessoal que muitos
pacientes com depressdo apresentam. Sendo assim, mesmo com a distribuicdo
heterogénea entre os grupos maniaco e aneddnico entre as baterias de testes, péde-se
observar que os machos parecem mais vulneraveis a indu¢cdo do comportamento tipo-
depressivo do que as fémeas. Ainda mais, o fato do grupo maniaco das fémeas apresentar
bom estado da pelagem pode ser correlacionado com o comportamento tipo-maniaco em
humanos, pois aumento da auto-estima e no nivel de energia s&o alguns dos sintomas
observados (Akiskal et al. 2001; Moreno et al. 2005).

O teste de natacdo forcada foi descrito por Porsolt e colaboradores em 1977
primeiramente em ratos, e subsequentemente, em camundongos. Este modelo é de rapida

execucao (boa replicabilidade) e de boa validade preditiva, sendo por isto amplamente
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utilizado para detectar o potencial efeito antidepressivo de novas drogas (Porsolt et al. 1978;
Borsini e Meli, 1988; Demouliere et al. 2005). Esse teste consiste em analisar o tempo de
imobilidade dos animais (Porsolt, et al., 1977), pois sua premissa € a de que em uma
situacdo de estresse inescapavel, ratos e camundongos adquirem uma postura de
imobilidade, esta reduzida por farmacos antidepressivos. O comportamento normal de um
animal é, apds movimentos iniciais vigorosos para a fuga dirigida para fora do cilindro de
agua, a alternancia de imobilidade (ou de movimentos minimos apenas para manter a
cabeca fora da agua) e movimentos de fuga (natagéo e escalada das paredes laterais),
sendo que drogas antidepressivas reduzem o tempo de imobilidade. Um aumento do tempo
de imobilidade, como o observado nos animais do grupo estressado, indicaria um
comportamento tipo depressivo; este fator pode ser correlacionado com o transtorno em
humanos, pois pacientes depressivos tendem a repetir os comportamentos, ou seja, n&o
possuem maior capacidade de mudar de estratégias como os individuos que nao sofrem
desta doenca. Neste estudo, foram observadas diferencas significativas apenas no grupo
tratado com T4 (hipertireoidismo). A diferenca ocorreu entre os sexos, de modo que o0s
machos apresentaram maior tempo de imobilidade e de numero de escaladas. Apesar dos
fatores tratamento e classificagdo ndo mostrarem significancia, estes resultados sugerem a
maior vulnerabilidade dos machos ao estresse, como visualizado no teste de analise do
pelo. Além disto, estudos reportam dimorfismo sexual de ratos submetidos ao ECBRI, no
qual fémeas exibiram um comportamento mais ativo durante a segunda exposi¢cao ao TNF,
ao passo que os machos apresentaram diminuicdo do comportamento ativo e niveis
elevados de corticosterona apds o TNF (Dalla, et al. 2005). Ainda mais, foi demonstrado que
ratos Long-Evans submetidos ao ECBRI demonstraram mais comportamentos passivos na
sessdo teste do TNF, no qual as fémeas nado foram afetadas (Bielajew, et al. 2003).
Importante citar que o teste em camundongos consiste em apenas uma sessdo de 6
minutos, tal que a habituagdo ocorre nos primeiros 2 minutos de nado — periodo que nao é
avaliado, pois inicialmente os animais nadam vigorosamente na tentativa de fuga. Sendo
assim, o maior tempo de imobilidade nos machos nao seria decorrente da habituacao dos

animais ao teste pela exposigao repetida (Mezadri e Batista, 2011).

Sabe-se que a ansiedade é uma das comorbidades associadas tanto ao transtorno de
depressao (Hasler, et al. 2004) quanto ao THB (Regier, et al. 1998). Com o objetivo de se
realizar uma analise comportamental mais ampla, foram aplicados testes de ansiedade,
como o teste de esconder esferas (marble-burying), que consiste em avaliar um
comportamento inato do animal: frente a objetos novos, camundongos tendem a enterra-los.
Este € um teste com boa validade preditiva e util para verificar comportamento tipo-ansioso

nos animais (Cryan e Sweeney, 2011). Em nossos animais, a observacao mais relevante foi
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o dimorfismo sexual quanto a resposta ao teste. As fémeas, quando submetidas apenas ao
ECBRI, enterraram mais esferas quando comparadas aos machos. Quando tratadas com T4
para indugéo do hipertireoidismo, exibiram comportamento menos ansioso, devido ao menor
numero de esferas enterradas. No grupo com indugdo ao hipotireoidismo, nao foram
observadas diferengcas entre os sexos, mas o tratamento com MMI foi eficaz em induzir
comportamento tipo-ansioso apenas nas fémeas. Com o intuito de evitar falsos positivos, o
teste do LCE também foi incluido no delineamento experimental. Nenhum resultado falso
positivo do marble-burying foi detectado, pois o0 menor tempo nos BA em fémeas corroborou
os dados obtidos no teste de esconder esferas. Interessante notar que o grupo
hipertireoidismo apresentou diferengas significativas com um n maior (tal que o fator sexo
nao foi fator divergente), de modo que o grupo aneddnico permaneceu menor tempo nos
BA. Este comportamento tipo-ansioso também foi observado no grupo hipotireoidismo,
sendo os machos aneddnicos com comportamento tipo-ansioso elevado. No caso das
fémeas, apesar do post-hoc de Tukey ndo apresentar diferenga estatistica entre os grupos,
os dados sugerem menor tempo nos BA em todos os grupos tratados para hipotireoidismo,
exceto o controle. Os BA sdo um estimulo aversivo a roedores (devido ao espaco aberto e
alto), de modo que naturalmente estes animais tendem a ficar maior tempo nos BF
(Kraeuter, et al. 2019). Pode-se afirmar, com base nos dados acima, que tanto o modelo de
ECBRI quanto os tratamentos foram eficazes em exibir o comportamento tipo-ansioso.
Ainda mais, os resultados apresentaram dimorfismo sexual, de modo que as fémeas, com
excecdo do grupo controle, parecem mais sensiveis aos testes de ansiedade.
Curiosamente, as fémeas tratadas para hipotireoidismo apresentaram aumento significativo
da atividade locomotora, representado pelo niumero de entradas nos BF, levantando a
duvida se estas fémeas na verdade nao apresentariam comportamento tipo-maniaco. Este
numero elevado de entradas no BF pode indicar comportamento impulsivo (também
presente em pacientes maniacos), e consiste na incapacidade de reter, parar ou adiar uma
resposta, sendo a escolha impulsiva resultado de um processo informado pela motivagao
e/ou estado afetivo (Swann, 2009; Dent e Isles, 2014). Atualmente, alguns laboratérios tém
empregado o LCE para avaliar comportamento impulsivo, como maior tempo nos BA, que
indica comportamento de risco e procura por novas sensagodes (Laviola, et al. 2003; Plagge,
et al. 2005). Mesmo assim, 0 numero exarcebado de entradas nos BF pode ser um
indicativo de impulsividade, no entanto mais testes direcionados para tal comportamento

serao necessarios.

A avaliagédo da atividade locomotora foi empregada principalmente para verificar se os
resultados nos testes comportamentais anteriores seriam decorrentes de possiveis déficits

na locomocao. Por esta razao, o teste foi aplicado antes e apdés o modelo do ECBRI,. Com
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base nos resultados obtidos, podemos afirmar que os resultados nos testes de TNF, LCE e
marble ndo sdo decorrentes de alteragcdes na locomogao dos animais. No entanto, esse
teste é usualmente utilizado para mensurar hiperlocomog¢éo em modelos de mania (Gessa,
et al. 2005), podendo indicar comportamento tipo maniaco, pois mimetiza o fendtipo
exploratério observado em pacientes com mania (Perry et al., 2009; Young et al., 2010). As
diferencgas significativas entre os grupos quanto a locomog¢ao demonstram que os animais
alterados apresentavam hiperlocomog¢ao, o qual pode ser uma medida de comportamento
tipo-maniaco, como citado anteriormente. Nesta linha, observou-se que os animais (machos
+ fémeas) maniacos apresentaram atividade locomotora final elevada comparado a
respectiva medida teste basal. Ainda mais, quando os sexos foram avaliados
separadamente, observou-se que as fémeas maniacas também apresentavam a mesma
resposta, enquanto uma tendéncia € observada no grupo dos machos. Ou seja, antes do
ECBRI, este grupo de animais foi capaz de se habituar a caixa de locomocao,
demonstrando que o modelo de estresse pode ter induzido tais caracteristicas, como
impedir a habituacdo dos animais, demonstrado pela hiperlocomog¢do. Ainda mais, o
aumento da atividade locomotora nas fémeas do grupo maniaco corrobora a classificacdo
decorrente da preferéncia de sacarose. Quanto ao tratamento para indugcdo do
hipertireoidismo, nao foram observadas diferengcas estatisticas, apesar dos graficos
demonstrarem uma tendéncia a maior locomog¢ao basal nos animais tratados com T4. Ja no
grupo tratado para hipotireoidismo, foram observadas varias interagdes significativas. Os
machos anedbnicos tratados com MMI apresentaram alta locomogdo final quando
comparada a locomocgao do teste basal, indicando que apesar da habituacdo adquirida no
teste basal, a exposi¢cdo ao ECBRI associada ao tratamento resultou em hiperlocomogao. O
mesmo efeito foi observado nas fémeas, mas diferencas sexuais foram observadas quanto a
locomocgdo — fémeas tratadas com MMI tiveram atividade locomotora maior do que os
machos com o mesmo tratamento, indicando que o MMI pode ter diminuido a locomogéao
nos machos. Ainda mais, a dificuldade de habituagcdo pode ser decorrente de alteracoes
cognitivas. Um fator importante que pode ter sido modificado sdo os niveis de BDNF, pois
estudos clinicos relatam niveis diminuidos de BDNF em pacientes bipolares, tanto na fase
maniaca quanto na depressiva (Cunha e Frey, 2006; Scola and Andreazza, 2015; Teixeira et
al., 2016). Neste contexto, a diminuicdo de BDNF no prosencéfalo tornou camundongos
fémeas mais sensiveis a expressao de diversos sintomas tipo-depressivos apos o ECBRI
(Autry, et al. 2009). Particularmente, a aplicacdo deste modelo resultou em reduzida
atividade locomotora apenas em camundongos machos, enquanto que a delegdo do BDNF
no prosencéfalo afetou a atividade motora basal e induzida por ECBRI de maneira sexo-
dependente: machos nocaute (KO) para BDNF eram basalmente hiperativos, ao passo que

o ECBRI induziu atividade locomotora reduzida nas fémeas KO. Nosso estudo no caso
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demonstrou dimorfismo sexual tratamento-dependente pelo MMI, de modo que as fémeas
apresentavam elevada atividade locomotora. Isto ndo necessariamente reflete que os niveis
de BDNF das fémeas estariam mais altos, pois devido as semelhangas na expressao do
RNAmM entre os grupos anedbnico e maniaco, a hiperatividade observada é um tipo de
resposta decorrente do estresse. O estresse € conhecido por ser um agente modificador dos
niveis de BDNF, levando a sua diminuicdo (Shirayama et al. 2002; Saarelainen et al. 2003;
Sairanen et al. 2005; Berton e Nestler 2006; Li et al. 2008).

Diferencas sexuais significativas quanto a preferéncia de sacarose também foram
observadas. Na primeira bateria, as fémeas apresentavam preferéncia basal de sacarose
maior do que os machos, sendo que tal preferéncia aumentou apés o estresse cronico. Por
tal razao, elas foram quase todas classificadas em maniacas. Esta alta preferéncia de
sacarose ja foi observada em outros estudos, de modo que a preferéncia por solugdes
doces parece ser estradiol-dependente (Clarke and Ossenkopp, 1998). De fato, estudos pré-
clinicos reportam que fémeas, em comparagdo aos machos, apresentam ativacao do eixo
HPA mais robusta, como resultado dos niveis circulantes de estradiol que elevam os niveis
de corticosterona durante situacbes ndo ameacadoras, assim como durante e apds
exposicdo a estressores (Oyola e Handa, 2017). Ainda mais, Weiser e Handa (2009)
demonstraram que o tratamento com estradiol foi capaz de inibir o feedback negativo da
dexametasona (um glicocorticoide sintético). Sendo assim, a reposta hedonica elevada nas
fémeas pode ser decorrente de perturbagdes no ciclo estral, que podem ter afetado os
niveis de estradiol potencializando a hiperatividade do eixo HPA. Ainda mais, a atividade
dopaminérgica (altamentente ligada ao hedonismo e comportamento maniaco) (Ashok, et al.

2017) é elevada em ratas, mas ndo em ratos (Mitsushima, et al. 2006).

Sabe-se que tanto transtornos de depressédo e mania levam a alteragbes no peso, seja
por alteragbes no apetite e/ou metabdlicas (DSM-V), e deste modo, o controle do peso
corporal € util para analise do estado geral do animal, em conjunto com a analise do pelo.
Importante citar, primeiramente, que os machos normalmente pesam mais por serem
maiores, entdo a diferengca observada entre os sexos, com exce¢ado da primeira bateria, é
decorrente desta natureza fisiolégica. O modelo de ECBRI levou todos os grupos dos
machos (com exceg¢édo do grupo controle) ao aumento substancial do peso basal vs. final.
Tal diferencga foi observada em fémeas, mas apenas nos grupos refratario e maniaco. Nos
grupos com indugao de disfungdes tireoidianas, nosso maior interesse era avaliar se os
tratamentos aplicados eram condizentes com os dados observados em humanos, onde
pacientes com hipertireoidismo podem apresentar perda de peso (devido ao metabolismo

acelerado, que resulta na degradacao de musculo) (Ross, et al. 2016), enquanto alguns
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individuos com hipotireoidismo apresentam ganho anormal de peso (Breta, et al. 2013).
Apesar de alteragdes no peso ndo serem observadas em todos os estudos envolvidos com
modelos de disfuncao tireoidiana, sabe-se que HT estdo envolvidos na homeostasia de
energia e mudangas no peso, devido o seu papel na regulagcdo da temperatura corporal e
taxa metabdlica basal (Pontikides e Krassas, 2007). Nesta linha, observamos que o
tratamento por trés semanas com T4 alterou inicialmente 0 ganho de peso em machos,
quando o ECBRI foi iniciado, de modo que eles apresentaram peso menor nas medidas
basal e final, quando comparados ao grupo PBS. Ja nas fémeas tratadas com T4, foi
observada uma variacdo maior ao longo do tempo, como observado no estudo de Rakov et
al. (2016). No entanto, as fémeas do grupo refratario e anedénico demonstraram maior
ganho de peso ao longo do ECBRI, e tal alteragdo ocorreu pelo modelo de estresse, e néo
necessariamente pelo tratamento. Nenhuma diferenga significativa (além do dimorfismo
sexual comumente observado) ocorreu devido ao tratamento com MMI, para indugédo do
hipotireoidismo. No entanto, o estudo com o mesmo modelo aplicado também n&o induziu
alteragbes no peso (Rakov, et al. 2016). Neste estudo, observou-se que o modelo de
hipertireoidismo elevou a temperatura corporal nas fémeas, tanto no modelo de
hipertireoidismo, quanto no modelo de hipotireoidismo, assim como um aumento significativo
na taxa de batimentos cardiacos em ambos sexos com hipertireoidismo, fatores que

poderiam influenciar na alteragéo do peso.

Quando se compara os grupos, pode-se notar que o tratamento com T4 e MMI né&o
induziram alteracbes significativas em todos os testes comportamentais, de modo que
ambos tratamento pioraram o estado geral da pelagem, assim como elevaram o
comportamento tipo-ansioso dos animais no LCE. Quanto a mudanca de peso, apenas o T4
nos machos induziu tal alteracdo metabdlica, indicando que apenas a indugdo por T4 pode
ter sido eficaz. De fato, a Unica medida diferencial quando se analisou os niveis de HT no
soro foi o FT4 nos machos, sendo que os niveis dobraram. Nas fémeas, nao houve
diferenca siginificativa neste tratamento, mas os dados demonstram que houve um aumento
comparado ao grupo PBS. Tal resultado nas fémeas pode ser sexo-dependente, uma vez
que os estrogénios aumentam a capacidade de ligacdo do T4 a globulinas, de modo que o
T4 livre pode ser menor em fémeas (Engbring e Engstrdm, 1958; Franklin, et al. 1985).
Assim, a medida do T4 total (TT4) poderia ter exibido diferencas nas fémeas (Rakov, et al.
2016). No entanto, ha uma facilidade na detec¢ao do FT4 comparado ao T3 livre (FT3), que
deve-se ao fato de sua concentragao sérica € 100 vezes maior que a de FT3. Ainda, o FT4
livre em maior quantidade sugere uma atividade secretora maior da glandula tiredide, além
de poder indicar se ha deiodinacao alterada. Pelas razbes citadas, e com o intuito de

detectar se os modelos de disfungao tireoidiana alteraram tais niveis, foram escolhidas
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medidas diferentes destes horménios (dado que a quantidade de soro ndo permitia mais
analises). Ainda, a maioria do T3 no soro deriva-se do metabolismo extra-tiroidal do T4,
sendo que em ratos, o T4 convertido corresponde de 40-50% do T3 total no soro (Ortiga-
Carvalho, et al. 2016). Em nosso estudo, mesmo com a quantificacdo do TT3, nao foi
possivel observar alteracbes nos niveis deste horménio nos sexos e nos modelos de
disfungao tireoidiana. Mesmo que o aumento do FT4 nado tenha sido exagerado, os
resultados indicam que uma disfungdo na atividade tireoidiana ocorreu, podendo ser pela
maior atividade secretora da glandula tiredide (o qual ndo poderia ser diferenciado apenas
com o TT4), decorrente de aumento do TSH (Ortiga-Carvalho, et al. 2016). Estudos clinicos
que analisaram os niveis de T4 no soro demonstram que alguns pacientes apresentam um
ligeiro aumento do T4 comparado a pacientes nao-psiquiatricos. Tais niveis foram
normalizados apds a remissdo dos sintomas por tratamento do transtorno (Chopra, et al.
1990). Um mecanismo que explica o aumento do T4 na depressao é a ativagao do TRH
hipotalamico e subsequente aumento da funcgao tireoidiana secundaria ao aumento anormal
do cortisol (Baskin, et al. 2002; Jackson, 1998; Bahls e De Carvalho, 2004). Uma vez que
um efeito direto de antidepressivos na inibicido da secrecdo do TRH ja foi demonstrado
(Jackson e Luo, 1998), pode-se sugerir que a diminuicdo dos niveis de T4 apds tratamento
com antidepressivos é um efeito secundario ao TRH. Interessantemente, os animais
anedobnicos analisados por RNAseq deste estudo apresentaram expressao aumentada do
gene prepro-Trh, confirmando sua ligacdo com comportamento tipo-depressivo nos
camundongos. Outra hipétese € de que ocorreu redugdo na deiodinagdo do T4 para o T3
(catalisado perifericamente pela deiodinase tipo 1 — Dio1). Tal efeito é relatado em pacientes
depressivos, pois anormalidades tireoidianas nestes individuos muitas vezes consistem
principalmente de elevados niveis de T4, baixos niveis de T3, resposta reduzida do TSH ao
TRH e concentragbes elevadas de TRH no fluido cerebroespinal (Bauer, et al. 1990;
Jackson 1998; Sulivan, et al. 1999). Curiosamente, estudos clinicos reportam que pacientes
com depressdao moderada, ndo-medicados e sem doengas adicionais exibiam produgao
diaria normal de T3, mas altas concentracbes de T4, o que suporta a hipdtese de
deiodinagao reduzida (Kirkegaard, et al. 1990). Ainda mais, nossos dados sugerem que 0
hipertireoidismo esta mais associado a comportamento tipo-depressivo, uma vez que a
quantidade de animais classificados como anedénicos apés o ECBRI foi maior quando

comparado a outros grupos.

Apesar de nao terem sido observadas alteragdes séricas nos niveis de HT nos animais
tratados com MMI, ainda assim foram observadas alteracées comportamentais significativas
quanto ao fator tratamento. Portanto, a atividade da Dio2 e Dio3, presentes no cérebro, pode

ter sido alterada e, deste modo, a concentracao e atividade de HT no cérebro, que depende



106

principalmente da atividade das deiodinases, pode ter sido diferente dos parametros
observados perifericamente. Diversos estudos reforcam tal idéia, como o trabalho de Shukla
et al. (2009), que observaram que ratos da linhagem WKR com tratamento materno com T4
apresentaram hipotireoidismo periférico, mas hipertireoidismo central, especificamente na
amigdala. Neste estudo, a Dio3 (a enzima que inativa T3) e MCT-8 (uma proteina
transportadora neuronal de T3) aumentaram no hipocampo e na amigdala. Mesmo com
niveis elevados de Dio3, o estado de hipertireoidismo pode ser devido em parte ao aumento
do nivel de MCT-8. Achados anteriores sugerem que o Dio2 é responsavel por produzir
cerca de 80% de T3 no cérebro de rato adulto, através da conversio local em astrocitos
(Bianco et al. 2002). Mesmo assim, camundongos knockout para Dio2 exibiram
desenvolvimento e fungdo cerebral adequados, mesmo com a falta de producédo de T3 no
cérebro, indicando que o T3 coletado da periferia é suficiente para suprir a necessidade
cerebral (Galton et al. 2007). O estudo realizado por Glomik et al. (2020) mostrou que ratos
WKR apresentam uma tendéncia de niveis mais altos de T3 e TSH no sangue, e também
niveis mais baixos de T3 no cértex frontal e hipocampo. Além disso, os dados mostraram
diferentes niveis de Dio2, Dio3 e TRa1 no cértex frontal e hipocampo de ratos WKR e
Wistar, bem como as alteragbes foram mais pronunciadas quando a ultima linhagem foi
tratada com PTU. A funcdo enfraquecida dos hormdnios tireoidianos nesse modelo de
depressdo levou a mecanismos compensatorios, na tentativa de contrabalancar a menor
concentragcao desse hormoénio. Tais mudancas estdo de acordo com varios resultados que
indicam que em uma situacado desfavoravel, mecanismos de protecdo séo induzidos em
maior extensao no hipocampo do que no cortex frontal (Kucharczyk et al. 2018; Glombik et
al. 2020). A atividade das deiodinases também foi acessada por Stohn et al. (2016; 2019)
através de diferentes modelos genéticos que causaram uma deficiéncia na atividade de Dio3
em camundongos de ambos os sexos. No primeiro estudo, camundongos KO ao Dio3
apresentaram hipertireoidismo central e hipotireoidismo periférico, pois os niveis elevados
de T3 no cérebro estdo relacionados com a diminuigdo do comportamento tipo depressivo
observado em ambos os sexos. Diferengcas comportamentais foram encontradas apenas em
um teste de ansiedade, no qual os machos KO parecem apresentar maior nivel de
comportamento tipo-ansioso do que as fémeas. No segundo relato, eles desenvolveram
camundongos KO condicionais ao Dio3, e a diminuigdo substancial desta enzima nao
resultou em alteragbes em T3 e T4, embora camundongos fémeas de ambos os grupos
apresentassem niveis mais baixos de TSH do que machos. Neste modelo genético, a fémea

apresentou maior fenétipo tipo ansiedade.

Em relagdo ao dimorfismo sexual, Stohn et al. (2016; 2019) mostraram diferencas na

expressao génica dependente de T3, além dos resultados em ambos estudos serem, de
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alguma forma, opostos. Isso provavelmente se deve a fase em que a deficiéncia de Dio3 foi
induzida — no primeiro, os camundongos ja estavam KO desde o nascimento, enquanto no
segundo estudo essa condicdo foi induzida por volta dos dois meses de idade (KO-
condicional). Nos camundongos KO-Dio3, os machos apresentaram mais genes
dependentes de T3 expressos diferencialmente do que as fémeas, enquanto estes ultimos
apresentaram expressao diminuida de Dio2 no coértex. Na situacdo condicional KO,
camundongos fémeas apresentaram (independente da deficiéncia de Dio3) maior expressao
de alguns genes dependentes de T3 no corpo estriado. Em relac&o a expresséo de Dio2, os
machos apresentaram maior expressao no coértex, enquanto niveis aumentados de sua
expressao foram detectados no estriado das fémeas. Tais resultados sugerem a relevancia
do Dio3 sobre o comportamento durante o desenvolvimento cerebral. Além disso, evidéncias
anteriores ligaram os hormdnios esterdides sexuais com a sinalizacdo do Dio3 e do
horménio tireoidiano. Alguns dados apontam que a expressao transitéria alta de Dio3 em
areas especificas do cérebro em desenvolvimento, como amigdala e areas hipotalamicas e
pré-épticas, que sao ricas em receptores androgénicos e de estrogénio, podem estrar
envolvida na diferenciagdo sexual cerebral (Wasco et al. 2003; Escamez et al. 1999;
DonCarlos, 1996; Stohn et al. 2019). O dimorfismo sexual da funcgdo tireoidiana parece
existir desde o inicio do desenvolvimento. Ainda mais, os niveis de horménios tireoidianos
no cérebro sdo diferentes entre os sexos durante o desenvolvimento inicial (Yamaguchi et
al. 2017; Niiyama et al. 2020). Além disso, ha correlagdo positiva entre os niveis de mRNA
de progesterona e Dio2, de modelo que a falta deste horménio esteroide resulta na menor
expressao de Dio2 em varios tecidos (incluindo o cérebro), sendo observada menor
conversao periférica de T4 para T3, tal que 0 mesmo pode ter ocorrido no cérebro (Awad e
Alrefaie, 2014). Diferengas sexuais também foram encontradas no comportamento e
morfologia neuronal em um modelo animal de hipertireoidismo farmacoldgico. Niyama et al.
(2020) observaram que camundongos fémeas com hipertireoidismo tinham uma morfologia
de coluna diminuida, resultando na formacao de espinhos de tamanho pequeno no giro
denteado, resultando em sinapse celular diferencial entre os sexos. Tal mudanga no
tamanho da coluna pode estar relacionada a diferentes comportamentos entre os sexos —
apenas as fémeas apresentaram comportamento tipo depressivo. Tal estudo é corroborado
por dados que mostram uma correlagcdo positiva entre tratamento com antidepressivo o
tamanho da espinha dendritica no hipocampo. A morfologia glial do cérebro em estado de
hipertireoidismo também resulta em atividade alterada dependente do sexo (Noda et. al.
2016).

A conexdo do sistema serotoninérgico (frequentemente envolvido no transtorno de

depressao) e os hormonios tireoidianos, especificamente o hipotireoidismo, também foram
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relatados em diversos estudos (Bauer et al. 2002; Tousson et al. 2012). Foi postulado que
os horménios da tireoide aumentam a atividade do receptor de serotonina e a resposta
serotoninérgica (Gur et al. 2004; Mason et al. 1987). Além disso, o desenvolvimento do
sistema monoaminérgico é retardado em roedores com hipotireoidismo (Ahmed et al. 2011).
Mesmo assim, a atividade reduzida dos neurotransmissores monoaminérgicos tem sido
associada a depressdao (Nemeroff, 2007). Conforme Zhang et al. (2016), ratas
tireoidectomizadas apresentaram atividade oposta de 5-HT nas regides analisadas, uma vez
que a habénula lateral (LHb) aumentou a atividade da 5-HT (ligada a hiperatividade) e o
DRN apresentou um decréscimo nos niveis de 5-HT (ligada comportamento tipo
depressivo). A LHb demonstrou desempenhar um papel importante no inicio do transtorno
depressivo, em que a participagao de 5-HT é evidente (Yang et al. 2008; Zhao et al. 2015).
Além disso, a LHb é uma regiao chave que inibe os niveis de 5-HT no nucleo dorsal da rafe
(DRN), apresentando relagéo anatémica e funcional com esta estrutura (Ferraro et al. 1996).
Portanto, ambas as estruturas parecem mediar o inicio da depressdo em ratos com
hipotireoidismo. A atividade serotoninérgica reduzida também foi mostrada em
camundongos fémeas com hipotireoidismo induzido farmacologicamente (Bortolotto et al.
2018). Tais decréscimos foram observados no CPF e hipocampo, assim como baixos niveis
de dopamina. O estado de hipotireoidismo parece estar firmemente conectado com niveis
diminuidos de 5-HT em regides especificas do cérebro, uma vez que foram observados
niveis diminuidos de 5-HT cerebral. Em contrapartida, o mesmo estudo mostrou que ratos
com hipertireoidismo apresentaram niveis mais altos de 5-HT no cérebro, mas esse grupo
apresentou comportamento tipo depressivo elevado em vez do grupo hipotireoidiano, que
apresentou comportamento tipo-ansioso (Yu et al. 2015). No entanto, a medida do hormonio
tireoidiano é do soro e, possivelmente, os niveis de horménio tireoidiano no cérebro podem
ser diferentes (como discutido anteriormente). A atividade do receptor 5-HT2a e da proteina
receptora no hipocampo e no PFC de ratos hipotireoideanos também foi significativamente
menor do que em ratos eutireoidianos, reforcando o papel serotoninérgico no
comportamento tipo depressivo em ratos hipotireoideanos (Jin et al. 2021). Finalmente, a
maioria dos ensaios acima foram baseados no estudo de Hassan et al. (2013), que
avaliaram os niveis de monoaminas no cérebro e tecidos periféricos de ratos Wistar com
hipotireoidismo induzido por PTU. Ratos jovens (3 semanas) e adultos (18 semanas)
apresentaram niveis diminuidos de 5-HT, DA e noradrenalina nos tecidos cerebrais. Tal
decréscimo foi maior em ratos adultos, e esse resultado pode ser devido, dentre varios
fatores, a maior permeabilidade da barreira hematoencefalica de ratos jovens, o que poderia
facilitar o transporte de algumas moléculas (Hassan et al. 2013). Embora nao tenham sido
avaliados ambos os sexos nos artigos citados, os dados disponiveis indicam dimorfismo

sexual em alguns parametros monoaminérgicos, como relatam Goel e Bale (2010), de que
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camundongos fémeas apresentaram maior quantidade de receptores 5-HT hipofisarios.
Além disso, ratos submetidos ao paradigma de estresse cronico apresentaram diminui¢cao
da atividade dopaminérgica no cértex frontal e amigdala, enquanto as fémeas nao. Ainda
mais, o0 estresse aumentou os niveis de 5-HT e norepinefrina em mulheres, mas nao em
homens (Luine, 2002). Outro estudo avaliou a atividade das monoaminas em ratos de
ambos o0s sexos expostos ao estresse precoce, e observou que machos estressados

apresentaram niveis mais baixos de 5-HT e aumento do turnover de 5-HT no CPF e no
hipocampo. Ratas, por sua vez, apresentaram aumento do turnover da dopamina no CPF e
aumento do turnover da norepinefrina no corpo estriado, mas diminuicdo do turnover da
dopamina no hipocampo (Gonzalez-Pardo et al. 2020). Em suma, o dimorfismo sexual &
relevante para a regulagdo das monoaminas, e, por isso, € importante incluir ambos os

sexos quando o fator horménio tireoidiano é adicionado.

Em resumo, o resultado mais relevante da analise de RNAseq é o fato de que em
decorréncia do estresse persistente, parece que o0s animais poderiam n&o somente
desenvolver comportamento tipo depressivo, mas também tipo maniaco. Na sequéncia, a
expressao diferencial do gene Trh, envolvido na funcao tireoidiana, direcionou a segunda
fase do estudo. Assim, a funcdo tireoidiana parece estar associada aos transtornos de
depresséo e ao episddio de mania, apesar deste ultimo ser pouco estudado em relagao as
disfungdes tireoidianas. Em nosso estudo, a principal diferengca sexual observada foi
comportamental, de modo que as fémeas apresentavam comportamentos principalmente
relacionados a mania, ao passo que machos expressavam comportamento tipo-depressivo
em alguns testes, como no TNF. No entanto, os animais tratados com T4 e MMI
apresentaram alteracbes em testes de ansiedade, podendo ser um sintoma adicional do
comportamento tipo depressivo (depressdo ansiosa). Ainda mais, 0s animais que
apresentaram maior propor¢do de animais anedénicos, quando comparados aos demais
grupos, sugerem que o nivel elevado de FT4 estd associado a comportamento tipo-
depressivo, e tal teoria € embasada por estudos citados anteriormente. Assim como
pacientes depressivos podem apresentar fenoétipos que variam entre os individuos, o0 mesmo
foi observado, de certa forma, em nosso estudo, pois a classificagdo comportamental de
cada animal variou de acordo com a preferéncia de sacarose individual, ao mesmo tempo
que permite aplicar o modelo do ECBRI ndo somente para avaliacdo de comportamento

tipo-depressivo, aumentando as possibilidades de resultados.

Pode-se dizer que o atual estudo foi de carater exploratorio, pois os problemas no inicio
da pesquisa nao estavam totalmente definidos, como por exemplo, a distribuicao dos

animais entre as classificagdes, que foram obtidas apenas ao final do ECBRI, apds cinco
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semanas. Assim, pode-se dizer que a principal limitagdo seria o tamanho das amostras
(apesar do n inicial ser 60), o qual dificultou a analise estatistica. Apesar do teste de
Kolgomorov-Smirnov ser menos rigido quanto a normalidade da distribuicdo, o mesmo foi
aceito nas analises comportamentais do presente estudo, devido ao n amostral maior do
que 30. Assim, foi possivel a analise por ANOVA, um teste mais confiavel para analise de
variaveis dependentes de diversos fatores. Ainda mais, a heterogeneidade dos grupos foi o

que impediu o uso do teste de Shapiro-Wilk
6. Conclusao

No entanto, apesar das limitagdes descritas acima, os resultados permitem ver que uma
nova classificagdo empregada de acordo com a preferéncia de sacarose possibilitou avaliar
todos os animais, ndo dependendo somente da indugdo do comportamento aneddnico, pois
como citado anteriormente, o estresse pode desencadear outros comportamentos. Tal
modelo, com essa nova visdo, permitiia uma analise ampla e multifatorial dos
comportamentos apresentados, permitindo a translagéo de tais dados para a clinica. Assim
como uma andlise exploratoria almeja realizar, os resultados obtidos permitem
aperfeicoamento dos modelos empregados, o qual inicialmente seria 0 aumento da amostra.
Outra proposta seria a estruturacdo de uma escala que inclua varias das alteracbes
comportamentais observadas apds o ECBRI poderia capturar esta ampla variabilidade
comportamental, como realizado na avaliagado clinica de pacientes com transtornos de
humor. Além disto, em um préximo estudo, seria importante colocar modelos especificos
para avaliacdo de outros comportamentos tipo-maniaco ou tipo-depressivo, como o BPM
que avalia simultaneamente a locomogéo (intensidade e padrao) e exploragdo. Ainda mais,
os modelos de disfungéo tireoidiana empregados parecem nao terem sido totalmente
eficazes, podendo-se aplicar um modelo alternativo que induz alteracdes tireoidianas em
menos tempo e com drogas diferentes. Outro fator importante, e indispensavel, é avaliar
uma avaliacdo mais detalhada da atividade tireoidiana (p. ex., TH e deiodinagéo), pois
localmente esta pode ter sido modificada apesar da auséncia de alteragcbes nos niveis

plasmaticos de TH.

Em resumo, nossos dados mostraram que em decorréncia de estresse persistente,
parece que 0s animais poderiam ndo somente desenvolver comportamento tipo depressivo,
mas também tipo maniaco. O dimorfismo sexual também foi observado, de modo que
machos e fémeas responderam diferencialmente em alguns teste comportamentais e ao
modelo de indugcdo ao hipertireoidismo. Ainda mais, nossos dados demonstram que a
disfuncéo tireoidiana pode ser um fator importante na psicopatologia dos transtornos de

depressdo e mania, tal como uma nova visao sobre o modelo de ECBRI é possivel e
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aplicavel, de forma que diversas pesquisas acerca do tema possam surgir a partir deste

estudo exploratorio.
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