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Resumo

O hipotireoidismo é um disturbio metabolico enddcrino comum, diagnosticado por
altos niveis de Horménio Estimulante da Tireoide (TSH) e baixos niveis de tiroxina (T4)
e triiodotironina (T3), com maior prevaléncia em mulheres e idosos. Entre a ampla
variedade de sintomas, os pacientes com hipotireoidismo frequentemente relatam um
comprometimento da memdria. Além disso, existe uma associacdo entre distirbios da
tireoide e dessincronizacao do reldgio circadiano, este Gltimo, por sua vez, também esta
relacionado a deficiéncia de memoria. Assim, o presente estudo teve como objetivo
investigar os efeitos do hipotireoidismo na memdria de reconhecimento de objetos (MRO)
em camundongos C57BL/6J machos e fémeas durante as fases de atividade e repouso. Os
animais foram divididos nos grupos: Controle (C) e Hipotireoideo (H). O hipotireoidismo
foi induzido quimicamente através da administracdo de Metimazol (0,01%) e Perclorato
de sodio (0,1%) na agua de beber por 24 dias. A MRO foi avaliada nos intervalos
correspondentes aos ZTs 2-4 (fase de repouso) e 14-16 (fase de atividade), antes e ap6sa
indugdo do hipotireoidismo. Em seguida, os animais foram eutanasiados a cada 4h por
24h. O peso do coracdo e o comprimento da tibia foram aferidos. A adenohipdfise e o
cerebro foram coletados e imediatamente congelados. Posteriormente foi realizada a
extracdo de RNA e RT-gPCR para avaliar a expressao dos transcritos que codificam o
Tshb na adenohipofise e os componentes do relogio (Bmall, Per2, Nrldl e Cryl) no
hipocampo dorsal pela técnica de RT-gqPCR. A eficiciado tratamento foi confirmada pelo
aumento da expressao de RNAm de Tshb na hipofise anterior e pela reducdo da relagéo
peso do coracdo/comprimento da tibia. Nossos resultados mostraram que camundongos
machos e fémeas em condi¢des de controle (eutireoideos) reconheceram o objeto familiar
independentemente da hora do dia, ndo apresentando diferencas no desempenho da tarefa.
Apos a inducdo do hipotireoidismo,o0s animais de ambos 0s sexos ndo foram capazes de
realizar o paradigma na fase de repouso (ZTs 2-4). Entretanto, na fase de atividade (ZTs
14-16), as fémeas apresentaram prejuizos na MRO, enquanto os machos foram capazes de
invocar amemaria e reconhecer o objeto familiar, porém, apresentaramuma execucao mais
lenta da tarefa, sugerindo prejuizo no desempenho. Além disso, o padrdo de oscilacéo
diario de expressdo génica dos componentes do relégio circadiano dohipocampo dorsal
apresentou alteracbes significativas para os fatores tempo (ZT), tratamento e/ou sexo.
Dessa forma, podemos concluir que o hipotireoidismo prejudica diferencialmente a
memoria de camundongos de acordo com sexo e a hora do dia. Além disso, nossos
resultados sugerem um papel funcional dos hormdnios tireoidianos, incluindo a
sinalizacdo para o relogio biolégico de éareas cerebrais relacionadas a processos
mnemaonicos.

Palavras-chave: memoria, hormonios tireoidianos, dimorfismo sexual, relogio

circadiano, hipotireoidismo



Abstract

Hypothyroidism is a common endocrine metabolic disorder diagnosed by high
levels of Thyroid Stimulating Hormone (TSH) and low levels of thyroxine (T4) and
triiodothyronine (T3), with higher prevalence in woman and elderly. Among the wide
variety of symptoms, hypothyroid patients often complain about the memory’s
impairment. Moreover, there is an association between thyroid disorders and circadian
clock disruption, which in turn, is linked with memory deficiency. Thus, the present study
aimed to investigate the effects of hypothyroidism on object recognition memory (MRO)
in male and female C57BL/6J mice during active and rest phases. The animals were
divided into Control (C) and Hypothyroid (H) groups. Hypothyroidism was induced by
methimazole (0.01%) and perchlorate (0.1%) treatment in the drinking waterfor 21 days.
MRO was evaluated at ZTs 2-4 (rest phase) and ZT14-16 (active phase), before and after
hypothyroidism induction. After that, the animals were euthanized every 4h for 24h. Heart
weight and tibia length were measured. The anterior pituitary and the brain were collected
and immediately frozen. Subsequently, RNA extraction and RT-gPCR were performed to
evaluate the expression of the transcripts that encode Tshb in anterior pituitary and the
core clock components (Bmall, Per2, Nrld1 and Cryl) in the dorsal hippocampus by RT-
gPCR.The treatment’s effectiveness was confirmed by the increased Tsho mRNA
expression in anterior pituitary gland and the reduced heart weight / tibia length ratio. The
results showed that under Control conditions, male and female mice recognize the familiar
object in a time-independent way, showing no differences in task performance. After the
hypothyroidism induction, animals of both sexes were not able toperform the task in the
rest phase (ZTs 2-4). In the active phase (ZTs 14-16), the femalesshowed a loss in ORM,
while the males performed the task and recognized the familiar object, however, they
presented a slower execution of the task, suggesting a lower performance. Moreover, the
daily oscillation pattern of dorsal hipocampus circadian clockgene expression showed
significant changes for time (ZT), treatment and/or sex main factors. Thus, we conclude
that hypothyroidism differentially impairs the memory of miceaccording to sex and time-
of- day. Furthermore, our results suggest a functional role of thyroid hormones, including
signaling to the biological clock of brain areas related to mnemonic processes.

Keywords: memory, thyroid hormones, sexual dimorphism, circadianclock,

hypothyroidism
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1 Introducdo e revisdo de literatura

1.1 O eixo tireoidiano

A glandula tireoide é responsavel pela sintese e secrecdo dos hormdnios
tireoidianos (HTs). Em humanos, 80% dos HTs e secretado sob a forma de Tiroxina (T4)
e cerca de 20% como triiodotironina (T3). A fungdo da glandula tiroide € regulada pelo
eixo hipotalamo-hipofise-tireoide (HHT) (ORTIGA-CARVALHO,2016). O hormdnio
liberador de tireotrofina (TRH) produzido e liberado pelos neurbnios do Nucleo
Paraventricular do hipotalamo (NPV) estimula a sintese e secrecdo do Horménio
Estimulante da Tireoide (TSH ou tireotrofina) pelas células adenohipofisarias
denominadas tireotrofos. O TSH, por sua vez, € o principal horménio tréfico da tireoide
e a sua interagdo com os receptores de membrana no tiredcito estimula um aumento no
metabolismo da glandula tireoidiana como um todo, estimulando consequentemente a
sintese e a secregdo do T4 e T3 como também o crescimento da glandula (FELDT-
RASMUSSEN et al, 2021). Esse eixo é controlado por um mecanismo de
retroalimentacdo (feedback) negativo classico em que as concentracdes séricas dos HTs
livres influenciam a biossintese e a secrecdo do TRH hipotalamico e do TSH
adenohipofisario (LECHAN et al., 2016) (feedback longo) (Figura 1). Além disso, o TSH
exerce um feedback de alca curta no hipotalamo, podendo, assim, regular a secrecdo de
TRH (PRUMMEL et al., 2004). Adicionalmente, as concentragdes séricas dos HTs sdo
reguladas por complexos mecanismos extratireoidianos, que sdo resultantes do
metabolismo periférico dos HTs através da acdo enzimatica das selenioprotéinas
desiodases e da disponibilidade de iodo no organismo (MENDOZA & HOLLENBERG
2017; MARIOTTI & BECK-PECCO0Z,2021).

O eixo HHT pode ser ainda modulado por diferentes fatores estimulatérios ou
inibitérios. Algumas substancias como a leptina, os glicocorticoides, a arginina-
vasopresssina (AVP), os agonistas alfa-adrenérgicos e os opidides sdo capazes de
estimular a secrecdo de TSH e TRH, enquanto a dopamina, a somatostatina, a serotonina
e 0 neuropeptidio Y (NPY) inibem a secrecdo do TRH, consequentemente, reduzindo a
atividade do eixo tireoidiano (MARIOTTI & BECK-PECCOZ, 2021).
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Figura 1. O eixo tireoidiano [Adaptado Ortiga- Carvalho, Comprehensive Physiology, v. 6, n.
3, p. 1387-1428 (2016)].

Os HTs sdo essenciais para o crescimento, desenvolvimento e metabolismo,
atuando em todos os tecidos por meio de acdes transcricionais e pds-transcricionais e
modulando diversas vias de sinalizacdo celular (CHENG et al., 2010). Dentre suas
principais acbes, podemos destacar o importante papel neuromodulador dos HTs para
diversas funcdes do Sistema Nervoso Central (SNC) como a sinaptogénese, a sintese de
mielina, a neovascularizacdo, a modulacdo da sintese de neurotransmissores, entre outros
(CHAALAL etal., 2018). Alémdisso, os HTs aumentam o metabolismo basal, o0 consumo
de oxigénio e a termogénese por meio de a¢bes em diferentes tecidos periféricos como o
coracao, musculos esqueléticos, tecidos adiposos branco e marrom e figado, entre outros
(MULLUR et al., 2017; SHAHID et al., 2022). Os HTs sdo hormonios essenciais para
diversas funcdes, e interessantemente, atuam tanto em acGes necessarias para que
aconteca 0 aumento no consumo de energia, no caso da glicdlise e aumentam a
sensibilidade da musculatura esquelética em captar glicose, como também atuam em vias
de gliconeogénese no figado (MULLUR et al., 2017).

14



Dessa forma, os HTs sdo essenciais para a homeostase corporal e bom

funcionamento das funces fisioldgicas.

1.2 Prevaléncia do hipotireoidismo e seus principais sintomas

O hipotireoidismo é um distarbio enddcrino-metab6lico caracterizado como a
insuficiéncia da tireoide, diagnosticado pela elevada concentracdo do horménio
estimulante da tireoide (TSH) (acima dos limites de referéncia) e niveis baixos da tiroxina
livre (FT4) e triiodotironina livre (FT3) (HEGEDUS et al., 2022). O hipotireoidismo pode
ser classificado como leve (TSH sérico: 4,5 a9 mU/L) ou severo (TSH > 10 mU/L), sendo
que 75 % dos pacientes apresentam o hipotireoidismo leve. De fato, as causas do
hipotireoidismo podem ser inimeras, no entanto cerca de 60-80 % dos casos de
hipotireoidismo estdo relacionados com a presenca de anticorpos anti- tireoperoxidase,
um marcador molecular da tireoidite linfocitica cronica, a tireoidite de Hashimoto e o

restante esta associado a deficiéncia na ingestéo de iodo.

Notavelmente, a funcéo tireoidiana depende da adequada ingestao do iodo, por ser
0 oligoelemento essencial para a sintese dos HTs (LIU & BRENT, 2010),
consequentemente, a sua falta em regides geogréaficas especificas, geralmente afastadas
das regibes costeiras, ¢ uma das causas do Hipotireoidismo congénito (WASSNER et al.,
2018). Em humanos, o hipotireoidismo congénito ndo diagnosticado/tratado resulta no
cretinismo que é caracterizado como um quadro irreversivel de prejuizos cognitivos
(retardo mental), no desenvolvimento e no crescimento (CHEN & HETZEL, 2010). Essa
deficiéncia cronica na ingestéo de iodo é umas das principais causas do bécio endémico
no hipotireoidismo severo, sendo um problema grave de satde publica, em muitos paises
do mundo (GIANTOMASSI et al., 2021). Uma das medidas preventivas para combater o
bocio endémico na década de 50 foi a iodacdo do sal de cozinha, com o intuito que a
populacdo em geral consiga atingir o minimo recomendado de pelo menos 150 pg/dia para
umadulto normal (REIS et al., 2021; WHO et al., 2004).

Além disso, o eixo tireoidiano também apresenta uma importante resposta
adaptativa alostatica que esta associada aos quadros subclinicos de hipotireoidismo e
hipertireoidismo. O hipotiroidismo subclinico (HS) pode ser caracterizado por niveis
elevados de TSH com niveis normais dos horménios tireoidianos (HTs) (BIONDI;
CAPPOLA; COOPER, 2019). Quando aparentes, os sintomas sdo semelhantes ao

hipotireoidismo, porémem menor grau. Umaspecto importante do HS, é que muitos

casos assintomaticos e/ou ndo tratados tendem a evoluir para o hipotireoidismo clinico
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(ASVOLD, VATTEN, & BJORO, 2013).

Em vista, na clinica, o hipotireoidismo apresenta uma alta prevaléncia na
populacdo geral. Nos EUA, a prevaléncia do hipotireoidismo varia entre 0-3 % e 3-7 %,
na Europa é entre 0-2 % e 3-5 %, dependendo da definicdo utilizada (ASVOLD,
VATTEN; BJZRO, 2013; GARMENDIA et al., 2014). J& no Brasil, cerca de 1,98 % da
populacdo apresenta hipotireoidismo enquanto cerca de 6,7 % da populagdo manifesta HS
ao ano (BENSENOR et al., 2021).

Os sintomas clinicos podem ser variados dependendo da idade, sexo e tempo entre
0 inicio e o diagnostico (CHAKER et al., 2017) Dentre os principais sintomas destacam-
se a fadiga, a depressdo, a ansiedade, a perda de memaria e concentracdo, a constipacao,
alteracdo do reflexo de Aquiles, ganho de peso, intolerancia ao frio,letargia e pele seca
(CHAKER et al., 2017). Alem disso, o hipotireoidismo pode predispor a complicacGes
metabolicas e cardiovasculares, como o0 aumento dos niveis séricos de lipidios,
aterosclerose, e infarto do miocardio (REDFORD & VAIDYA, 2017). Contudo, a
apresentacdo clinica leve dos sintomas dificulta em muitas situacdesa avaliacdo do

impacto causado pela doenga, principalmente no que concerne as fungdescognitivas.

Atualmente, o tratamento é feito com a monoterapia de reposicdo hormonal,
utilizando a levotiroxina (T4), que deve ser ingerida durante o jejum das primeiras horas
da manhda (CHAKER et al.,, 2017; MCANINCH & BIANC, 2016), embora alguns
pesquisadores e clinicos recomendem que o tratamento seja feito com a combinacéo de
T4 e T3 (JONKLAAS et al., 2021). No entanto, ja foi visto na clinica que o tratamento
com a reposicdo hormonal pode ndo reverter os prejuizos gerados pelo hipotireoidismo,
assim, individuos tratados com levotiroxina podem continuar apresentando prejuizo na
memoria (WIERSINGA et al., 2019).

1.3 Memoria e aprendizado
O nosso cérebro é o 6rgdo que coordena diversas funcdes importantes para a
sobrevivéncia e a homeostase corporal. Em que uma das suas principais func@es € ser o
responsavel pelo que chamamos de mente. De fato, 0 nosso cérebro € o maestro do pensar,
sentir, querer, perceber, aprender e da memoria, da curiosidade e do comportamento. Uma
das funcbes cognitivas de importancia fundamental para a sobrevivéncia de qualquer
espécie € a memoéria, sendo ela a causa de sermos muito mais que movimentos e

comportamentos estereotipados (OKANO et al., 2000). Portanto,
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tanto aprendizagem como a memoria s&o um dos assuntos mais intensamente estudados

no campo da neurociéncia.

Atualmente, apesar dos conceitos de memoria e aprendizado serem bastante
discutidos, dificilmente conseguimos ver uma ideia completamente fechada. De acordo
com Kandell (2021), o ato de aprender esta ligado ao fato de que o conhecimento sobreo
mundo acontece a partir de mudancgas no comportamento. Ja a memaria seria um processo
em que o conhecimento adquirido pela mudanga de comportamentos seria aprendido,
armazenado e assim evocado. J& para MOSCOVITCH (2007) o conceito de memdria
estaria ligado a uma representagéo interna e duradoura de um acontecimento ou evento
passado, que poderia se refletir em algum tipo de comportamento ou pensamento e, além
disso, essa memoria s6 de fato poderia existir caso ela fosse evocada. Por isso, a memoria
seria 0 resultado da interacdo entre 0 engrama e a evocacdo da memoria. No caso, 0
engrama seria 0 que chamamos de traco de memoria, ou seja, a representacao fisica no
cérebro que quando ocorre a interagdo com pistas, esseengrama é capaz de ser estimulado
e, consequentemente, evocar essa memoria (MOSCOVITCH, 2007; JOSSELYN &
TONEGAWA, 2020). Ja de acordo com
Izquierdo (2018), a memoria seria dividida em processos, 0s quais denominam-se: a
aquisicdo, formacdo, conservacdo e evocagdo. A aquisicdo poderia também ser chamada
de aprendizado ou aprendizagem, enquanto a evocacdo seria chamada de lembranca,
recuperacdo ou recordacdo (IZQUIERDO, 2018). De certa forma, esses conceitos ndo
englobam toda a ideia do que seria a memoria, portanto, somando esses conceitos
podemos dizer que a memaria é a forma que adquirimos conhecimento do mundo, advindo
de um processo de aquisicdo, conservacdo e evocacdo, em que O engrama seria a

representacdo fisica dessa memoria no nosso cérebro.

Outro aspecto importante da memoria, é que ja se tem a ideia de que o0 processo
de formacédo seria muito mais complexo do que pensamos, no qual diversos sistemas e
mecanismos neuronais estdo direta ou indiretamente envolvidos (DUDAI et al., 2015).
Consequentemente, existem diversos tipos de memdria que interagem e operam com
varias estruturas para que ocorra a formacdo de novas memdrias. Neste sentido, as
memorias podem ser divididas de acordo com o seu conteudo em dois grandes grupos:

as memorias declarativas, as quais estdo relacionadas ao registro de fatos, eventos ou
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conhecimentos e, as ndo declarativas ou procedurais. A memorias declarativas estdo

ligadas principalmente ao fato, da espécie humana ser capaz de declarar algo, portanto,
sdo memorias declarativas aquelas que somos capazes de falar sobre, as quais podemos
declarar (IZQUIERDO, 2018; RIEDEL & BLOKLAND, 2015). Dentro desse grupo
podemos ainda ter as memorias chamadas episodicas ou autobiogréficas, que seriam os
eventos 0s quais assistimos ou dos quais participamos e, as semanticas relacionadas ao
conhecimento de fatos (IZQUIERDO, 2018; RIEDEL & BLOKLAND, 2015). No caso

das memorias ndo declarativas, tais memorias ndo estariam ligadas de fato a algum

sistema especifico, portanto, seriam um sistema de memdrias que ndo se encaixariam na

classificacdo das memdrias declarativas

Na Figura 2 estdo representados os tipos de memdria na divisdo classica em
declarativas e ndo declarativas (SQUIRE, 2004).

Declarative Nondeclarative
memory memory

Episodic Semantic Procedural Classical Non-associative

Priming k. 2 :
memory memory memory conditioning  learning
1 | 1 ] 1 J
I J 1 ] L 1
- - v =-=-=! 1 I ] I

' [ 1 1 1
3 Striatum; )
Hippocampus- . cortex; Neocortex Amygdale; Reflex
medial temporal lobe cerebellum pathway
cerebellum

Figura 2.Taxonomia de sistemas de memoéria de mamiferos. (Adaptado RIEDEL & BLOKLAND,
2015)

1.4 Memoria de reconhecimento de novo objeto
No caso de modelos animais, o estudo do processo de formacdo da memdria vem
sendo realizado, principalmente, para o entendimento dos mecanismos neurais e
moleculares envolvidos nestes processos. Apesar da divisdo classica que é vista na

literatura e de acordo com definicdo das memorias declarativas, alguns paradigmas
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nos permitem ter acesso a memoria declarativas em modelos animais. Em laboratérios de
pesquisa basica, 0s roedores correspondem ao modelo mais amplamente utilizado e as
tarefas de reconhecimento de objetos permitem o estudo das memorias declarativas nestes
animais (ANTUNES & BIALA, 2012; BIRD, 2017; CLARKE et al., 2010).

A tarefa de reconhecimento de objeto é particularmente utilizada por ser de fato
bastante interessante para o estudo da memoria, principalmente porque ndo requer
motivagdo externa, recompensa Oou punicdo, necessitando apenas de um pouco de
treinamento ou habituacdo, além disso, pode ser concluida em um tempo relativamente
curto (SILVERS et al., 2007). O uso da “novidade” € o estimulo mais importante nessa
tarefa, pois esses estimulos podem mudar o comportamento do animal gerando
aproximacdo do objeto (BEVINS et al, 2002). Dessa forma, as memérias de
reconhecimento utilizam a ideia do individuo ter como estimulo algo que seja novo, pois
esse individuo j& foi exposto a algo que ele classificou como familiar (ANTUNES &
BIALA, 2012).

Assim, no teste de reconhecimento espera-se que, a partir do conhecimento do
estimulo/objeto familiar, o individuo explore-o menos, por ja ter tido contato prévio, ao
passo que a novidade/novo objeto, que seria o estimulo novo, faria com que o individuo
mantivesse mais tempo de contato/exploracdo (ANTUNES & BIALA, 2012;
ENNACEUR, 2010). Essa memoria apresentaria uma ideia que é a familiaridade, o
reconhecimento de algo que ja é conhecido e o ato de recordar um estimulo que é familiar
(BIRD, 2017; ENNACEUR, 2010; ANTUNES &, 2012; LUEPTOW, 2017).

Uma caracteristica dessa tarefa consiste em que o animal é apresentado a pergunta de
“qual” objeto, o que seria uma das dimensdes da memoria de reconhecimento (CRUZ-
SANCHEZ et al., 2020).

Sabe-se que o hipocampo é a estrutura chave para o processo e formacdo da
memoria, no entanto, a memaria € um processo amplo que pode envolver muitas regides
neuronais. As estruturas do lobo temporal medial, principalmente o hipocampo, estéo
relacionadas aos processos neurobioldégicos das memoérias de reconhecimento
(GUARNIERI et al., 2020; CLARKE et al., 2010; FERBINTEANU, 2019). Emrelacéo
a memoria de reconhecimento de objetos, ja foi descrito na literatura o hipocampo e o
cortex perirrinal sdo areas muito importantes envolvidas no seu processamento
(ANTUNES & BIALA, 2012; CLARKE et al.,2010). De acordo com essa ideia, 0 cdrtex
perirrinal seria necessario no estimulo de familiaridade e o hipocampo seria crucial para
a lembranca do estimulo (ANTUNES & BIALA, 2012; BIRD, 2017).
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Portanto, o uso da tarefa de memdria de reconhecimento de objeto é uma estratégia
interessante para 0 estudo da memoria em diversos modelos, como também o

entendimento dos mecanismos moleculares envolvidos nestes processos.

1.5 Importéancia do ciclo circadiano para 0s processos mnemaonicos
Os ritmos circadianos sdo extremamente importantes para regular diversos
processos fisioldgico, bioldgicos e comportamentais frente as demandas didrias.
O ndcleo supraquiasmatico (NSQ) hipotalamico € reconhecido como o relégio
circadiano central em mamiferos, contudo, os componentes do relégio denominados

genes do reldgio, sdo expressos emtodos os tecidos (Figura 3).
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Figura 3. Componentes centrais do reldgio circadiano dos mamiferos. Na alca de retroalimentacao
central, os fatores de transcricio BMALL (circulos verdes) e CLOCK (circulos azuis) se
heterodimerizam e se ligam aos dominios E-box nos promotores de genes, incluindo os genes que
codificam o Perl e Per2 (amarelo), Cryl e Cry2 (vermelho com centro amarelo), REV- ERB a e 8
(circulos vermelhos, também denominados de Nrldl e NR1d2), os RORs (a, B € y circulos roxos) e
dos genes controlados pelo relégio (CCG). Os produtos proteicos PER (circulos amarelos) e CRY
(circulos vermelhos/amarelos) se heterodimerizam e translocam para o nicleo apds ligacdo com
caseina quinase & ou ¢, CKI8 e € respectivamente, onde interferem com a atividade do
BMAL1/CLOCK. A estabilidade de PER e CRY é regulada por FBXL21 e FBXL3. Os componentes
REV-ERBu e 3, competem com os RORs para ligagéo a elementos RRE no promotor do gene Bmall,
regulando positiva e negativamente, respectivamente, a transcri¢do de Bmall. (Figura obtida no artigo
de Cox e Takahashi, 2019).

A geracdo dos ritmos circadianos, em todas as células de mamiferos, baseia-se

na auto regulacdo dos componentes centrais do reldgio biolégico, dentre os quais
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destacamos os genes: Bmall, Clock, Perl, 2 e 3, Cryl e 2, Nrldl e Rora
(CERMAKIAN& SASSONE-CORSI, 2000; KING & TAKAHASHI, 2000). A
expressao ritmica dos genes do relégio é controlada através de uma alca de
retroalimentacdo negativa em que produtos génicos resultantes (PERs e CRYS) inibem a
transcricdo mediada pelo heterodimero BMAL1/CLOCK (CERMAKIAN& SASSONE-
CORSI, 2000; KING & TAKAHASHI, 2000). Esse mecanismo gera um ritmo endégeno
comduracédo de ‘cerca de umdia’, daio nome ritmo circadiano (Figura 3).

As fungdes cognitivas superiores, como a memoria e aprendizado sdo moduladas

por fatores e condi¢cdes ambientais e apresentam modulagéo circadiana tanto em humanos
como em roedores (MAURY & QUEINNEC, 1992; VALENTINUZZI, MENNA-
BARRETO, XAVIER, 2004). Neste sentido, estudos em animais e seres humanos
fortalecem a ideia que existe uma modulacéao circadiana no desempenho da memoria e/ou
aprendizado no periodo de atividade (MAURY & QUEINNEC,1992; KOULACK, 1997;
MARTIN-FAIREY & NUNEZ, 2014; VALENTINUZZI et al.,
2004). No estudo de Valentinuzzi et al. (2004) encontrou uma melhora na aquisi¢ao e na
evocagdo da memoria quando avaliou ratos durante a fase de atividade na tarefa do
labirinto aquatico. Apesar desses dados, TAKAHASHI & OKADA (2013) os animais
apresentaram uma melhora no desempenho no teste de localizacdo de novo objeto,
enquanto no teste de reconhecimento de objeto, o desempenho foi independente do
horario do dia. De acordo com Shimuzi et al., (2016), os camundongos apresentam um
desempenho melhor no teste de reconhecimento de objetos quando este é realizado no
meio da noite que corresponde ao seu periodo de atividade. Essas evidéncias mostram que
a influéncia da modulacao circadiana depende do tipo de memdria a ser testada.

Outro ponto importante é que lesdes no NSQ ou a ablacdo total dos genes do
relogio prejudicam a formacdo e consolidacdo da memoria espacial de longo prazo
(GARCIAEet al., 2000; RAWASHDEH et al., 2014. WARDLAW et al., 2014). A partir
disso, de acordo com o estudo de RAWASHDEH et al. (2014), utilizando animais Perl (-
/-) encontrou prejuizo na memaria como também nas vias de sinalizacdo para o processode
formacdo da memdria como a sinalizacdo para a fosforilacdo da proteina CREB. Portanto,
parece existir uma relacdo estreita entre a memoria e o relégio biolégico, de modo que o
ciclo circadiano parece interferir principalmente na formacdo da memdria delongo prazo

de maneira dependente do tipo de meméria

1.6 Memoria e Hipotireoidismo
Sabe se que os HTs séo importantes para diversas fungdes cognitivas tanto no
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desenvolvimento como também na manutencéo no adulto (RAYMAEKERS & DARRAS,
2017; ACCORRONI et al., 2017). Dessa forma, o bom funcionamento do eixoHHT é

importante para o funcionamento do sistema nervoso central (SNC), como um todo.

Em humanos, o hipotireoidismo durante os periodos fetal e p6s-natal, se ndo
tratado, gera déficits neuroldgicos, cognitivos e motores, levando a uma deficiéncia
intelectual (BERNAL, 2007). Em adultos, os HTs séo fundamentais para a manutengéo
das fungdes cognitivas, como a memoria e aprendizado (ACCORRONI et al.,2017) e
distUrbios tireoidianos, como o hipotireoidismo, estdo associados com prejuizos na
memoria e no aprendizado tanto em seres humanos como em roedores (ALZOUBI et al.,
2005, 2009, 2014; CHAMAS et al.,2022; CHALAAL et al., 2018; ALKADHI &
ALZOUBI et al., 2020; BURMEISTER et al., 2001; SAMUELS et al., 2007). Neste
contexto, Cooke et al. (2014) encontraram importante alteracdes morfologicas em regides
associadas a memoria e aprendizagem através do uso da técnica de ressonancia magnética
em humanos com hipotireoidismo ndo tratado. Adicionalmente, prejuizos como lentidao
no pensamento, incapacidade de concentracdo e de realizar célculos, como também
prejuizos na capacidade de compreender questdes complexas e na memoria ja foram
descritos (BURMEISTER et al., 2001; SAMUELS et al., 2007).

Em estudos com modelo animal, encontrou-se perdas na memoria e aprendizado,
principalmente relacionados ao hipocampo (CHAMAS et al., 2022; ALZOUBI et al.,
2005). Estudos anteriores de Dias et al. (2012), observaram prejuizo na memdoria espacial
de ratas cujo hipotireoidismo foi quimicamente induzido através do tratamento com
metimazol durante 3 meses. Em ratos tireoidectomizados foi visto um prejuizo tanto no
aprendizado como também na memoria de curto e longo prazo, ambos prejuizos
relacionados a potenciacdo ao longo prazo e na area CALl no hipocampo (ALZOUBI et
al., 2005; ARTIS et al., 2012). Assim, o hipotireoidismo parece prejudicar importantes
vias para a consolidacdo da memoria de longo prazo, dentre elas a via da MAPK/ERK-
CREB e do Ca?*/Calmodulina (CHALAAL et al., 2019; ALZOUBI et al., 2009, 2005;
ALKADHI & ALZOUBI, 2020; YOUSEF et al., 2019).

Além disso, camundongos com hipotireoidismo apresentaram uma reducdo de fator

neurotrofico derivado do cérebro (BDNF) tanto no hipocampo como no cortex pré-
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frontal (BORTOLOTTO et al.,2021; GE et al.,2015; MADHUSUDHAN et al., 2022),
demonstrando que o hipotireoidismo interfere ndo apenas na via da plasticidade sindptica
da memaria, mas também no conteldo de substratos essenciais para a formacdo da
memoria.

O hipocampo é uma regido com alta sensibilidade, expressando as isoformas alfa
(THRA) e beta (THRB) dos receptores para os HTs e suas variantes (MACCHIA et al.,
2001). No estudo de Wilcoxon et al. (2007), foi demonstrado que camundongos
deficientes em ambas THRA1 e THRA2 (camundongos TRao/0), submetidos ou ndo ao
hipotireoidismo, apresentaram prejuizo na aprendizagem e na memoria. Além disso, o
autor encontrou reducdo da expressdo de receptores de glicocorticoides e daneurogranina
(RC3). Assim, o prejuizo do hipotireoidismo na memoria e aprendizado parece estar
relacionado como papel funcional dos seus receptores no hipocampo. Além disso, alguns
autores sugerem que hipotireoidismo induz um quadro de neuroinflamag&o no hipocampo
que, por sua vez, estaria relacionada aos prejuizos na memdria associada a esta desordem
tireoidiana (CHAMAS et al., 2022; CHALAAL et al., 2019). Assim, no trabalho de
Chamas et al., 2022, utilizando camundongos machos das linhagens C57BL/6J e WSB/EiJ
e tratados por sete semanas com propiltiouracil (PTU), inibidor da funcdo tireoidiana, 0s
autores encontraram que os WSB/EIJ ndo apresentaram respostas inflamatorias e nédo
houve prejuizo na sinalizacdo hipocampal que é responsiva aos HTs, apesar dos baixos
valores séricos de HTs no hipocampo. Enquanto, que os C57BL/6J apresentaram um
processo inflamatdrio hipocampal acompanhado de prejuizo na sinalizacdo intracelular.
Assim, 0s autores sugerem que 0s niveis hipocampais de HTs podem ser importantes para
a funcdo glial no hipocampo em camundongos C57BL/6J, e que o hipotireoidismo
prejudica a sua funcéo.

De fato, os mecanismos moleculares desencadeados pelos HTs na regulacdo dos
processos mnemonicos bem como os prejuizos desencadeados pelo hipotireoidismo

nestes processos ainda ndo estdo completamente elucidados.

2 Justificativa e relevancia

Como mencionado anteriormente, existe uma importante correlacdo entre o ciclo
circadiano, memoéria e aprendizado (MAURY & QUEINNEC,1992; KOULACK, 1997;
MARTIN-FAIREY & NUNEZ, 2014; VALENTINUZZI et al, 2004) e o
hipotireoidismo prejudica a memoria tanto em humanos como também em roedores por
mecanismos ainda ndo completamente elucidados (ALZOUBI et al., 2005, 2009, 2014;
CHAMAS et al.,2022; CHALAAL et al., 2019; ALKADHI & ALZOUBI et al., 2020;
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BURMEISTER et al., 2001; SAMUELS et al., 2007).

Adicionalmente, nosso grupo demonstrou que alteracGes na funcdo tireoidiana,
como o hipotireoidismo e hipertireoidismo, estdo associadas a dessincroniza¢do do
relégio biolégico de importantes érgdos alvos da acdo dos HTs, como o coragdo
(PELICIARI-GARCIA et al., 2018) e a adenohiptfise (BARGI-SOUZA et al., 2019). Tais
achados sugerem um importante papel modulador dos HTs sobre a maquinaria do rel6gio
bioldgico que poderia explicar a ampla variedade de disturbios endocrino- metabdlicos e
cardiovasculares associados ao hipotireoidismo.

Neste sentido, ainda ndo se sabe se: a) 0s prejuizos na memoria resultantes do
hipotireoidismo sdo observados tanto na fase de atividade quanto na fase de repouso dos
animais, ou se exibem uma faixa temporal de maior susceptibilidade e; b) os HTs
modulam o padréo diario de oscilagdo dos componentes do rel6gio no hipocampo. Assim,
nossa hipotese central é que o prejuizo hormonal tireoidiano resultante do hipotireoidismo
desencadeia alteragdes moleculares e ritmicas no relogio biolégico do hipocampo

afetando o processo de consolidacéo e evocacdo da memoria espacial.

Além disso, considerando a alta prevaléncia do hipotireoidismo em mulheres (1
em cada 8 mulheres adultas) e a caréncia de estudos comparativos utilizando ambos 0s
sexos, principalmente mediante a um quadro de hipotireoidismo, o presente estudo teve
como objetivo comparar os efeitos do hipotireoidismo na memdria de camundongos

machos e fémeas nas fases de atividade e repouso.

3 Objetivos
3.1 Objetivo geral

Investigar os efeitos hipotireoidismo na memoria de longo prazo de camundongos

fémeas e machos da linhagem C57BL/6J durante as fases de atividade e repouso.

3.2 Objetivos especificos

o Avaliar a meméria de reconhecimento de objetos (MRO) em camundongos
eutireoideos (controle) machos e fémeas C57BL/6J nos intervalos que correspondem aos
ZTs 2 - 4 (fase de repouso/descanso) e dos ZTs 14 -16 (fase de atividade);

o Investigar os efeitos do hipotireoidismo na MRO em camundongos
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machos e fémeas C57BL/6J durante as fases de repouso/descanso e de atividade;

o Avaliar o padrdo de expressdo diario e oscilatério dos principais
componentes do relégio circadiano no hipocampo dorsal em camundongos machos e
fémeas da linhagem C57BL/6J sob condi¢cbes de eutireoidismo (controle) ou
hipotireoidismo.

4 Material e métodos

4.1 Animais e protocolo experimental

O presente estudo foi realizado com camundongos machos e fémeas C57BL/6J
adultos provenientes do Centro de Bioterismo do Instituto de Ciéncias Bioldgicas (ICB)
da Universidade de Minas Gerais (UFMG). Os animais foram distribuidos em grupos de
4 a 5 em caixas de camundongos padrdo (28cm x 17cm x 12cm) com temperatura
ambiente controlada (25+1°C) e comida/agua ad libitum. As condicGes de luz controladas
foram: ciclo claro-escuro 12 h/12 h; Zeitgeber Time (ZT) 0 corresponde as 07:00 h); no
periodo de luz (07:00 h as 19:00 h) 200/300 lux; e no periodo escuro (19:00h as 07:00 h):
filtro vermelho Kodak 1A, 0,5-1 lux.

Inicialmente, os animais com 8-9 semanas de idade passaram por um tempo de
habituacdo, no qual o ciclo estral das fémeas foi avaliado durante 10 dias. Com 11 semanas
de idade, os animais foram divididos em dois grupos e foram testados de acordocom o
protocolo para o teste de memoria de reconhecimento de objetos (MRO) sob condicGes
controles (eutireoideos) nos ZTs 2 a 4 e ZTs 14 a 16. Apo0s isso, 0s animais foram
redivididos nos grupos Controle (C — Eutireoideos) ou Hipotireoideo (H). Os animais do
grupo C tiveram acesso a agua ad libitum enquanto o grupo H foi submetido a indugéo
quimica do hipotireoidismo por meio da administracdo de metimazol (0,01%) e perclorato
de sodio (0,1%) (inibidores da atividade tireoidiana) dissolvido na agua de bebida
(MARSILI et al., 2010; Y1 et al., 2014). Apoés 24 dias de inducdo do hipotireoidismo, 0s
animais realizaram novamente o teste MRO nos seus respectivos ZTs.Ao atingirem 17
semanas de idade, os animais foram anestesiados com isoflurano e eutanasiados a cada 4
h por 24 h. O cérebro, a adenohipdéfise, o coracdo e o sangue do tronco foram coletados e
armazenados para analises posteriores. O peso dos animais, 0 consumo de ragdo e agua

foram avaliados ao longo do experimento.

Os protocolos experimentais foram previamente aprovados pela Comissdo de
Etica no Uso de Animais (CEUA) da Universidade Federal de Minas Gerais (UFMG) sob
0 protocolo CEUA: 104/2022 (ANEXO 1).
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4.2  Monitoramento do ciclo estral por esfregaco vaginal

No presente estudo, as fémeas passaram por um periodo de adaptacéo a técnica do
esfregaco vaginal por 10 dias antes do inicio dos experimentos comportamentais para
minimizar o estresse causado pela coleta do lavado vaginal no dia do teste
comportamental. O esfregago vaginal é uma técnica utilizada para avaliar o ciclo estral de
modo indireto, através da analise da citologia vaginal (CORA et al., 2015). O proestro é
caracterizado pelo predominio de células nucleadas e pode durar 12 h. Em seguida, a fase
estral é caracterizada por células epiteliais queratinizadas anucleadas em forma de folha
seca, que predominam na lavagem. No metaestro, observa-se a presenca de todos os tipos
celulares: as células epiteliais nucleadas ocorrem em menor nimero, enquanto as celulas
queratinizadas e os neutrofilos predominam. Finalmente, no diestro, os neutrofilos estéo
amplamente presentes e € possivel observar um corrimento vaginal mucoso. Ao final do
diestro, quando os niveis de estradiol voltam a subir, algumas células epiteliais nucleadas
séo observadas, mas os neutrofilos ainda séo predominantes (CALIGIONI, 2010; CORA
et al., 2015).

A técnica de esfregaco vaginal foirealizada diariamente no intervalo dos ZTs 3-
11. As fémeas foram contidas manualmente na grade de sua gaiola e suavemente
imobilizadas. Em seguida, com o auxilio de um conta-gotas contendo 10 pL de soro
fisiologico, a ponta aproximou-se suavemente da abertura do trato vaginal sem
penetracdo. O lavado obtido, contendo as células epiteliais da mucosa vaginal, foi
colocado em lamina e analisado a fresco em microscépio optico AXIO IMAGER M2®
emobjetiva de 100X.

Os dados de ciclo estral coletados durante os dez dias que antecederam a

experimentacdo emcamundongos fémeas do grupo C e H estéo ilustrados na Figura 4.
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MRO
Dias antes da tarefa de memdéria (MRO) Habituagio | Treino | Teste

Figura 4. Avaliacdo do ciclo estral de fémeas controle (C) e hipotireoideas (H). Na figura estdo
representados os resultados da avaliagdo do ciclo estral durante os dez dias de indugdo do
hipotireoidismo que antecederam ao teste de MRO e nos dias correspondentes ao teste de MRO. Os
dias correspondentes ao estro (e), diestro (d) e proestro (p) estdo representados pelas cores vermelho,
azul e amarelo, respectivamente.

4.3 Tarefa de Memdria de Reconhecimento de novo Objeto (MRO)

A tarefa de Memdria de Reconhecimento de novo Objeto (MRO) foi usada para
avaliar a memoria de longo prazo dos animais. O protocolo seguido foi de acordo com o
publicado por Gresack e Frick (2006) também utilizado por Pereira e colaboradores
(PEREIRA et al., 2014). O teste consistiu em trés fases: habituacao (1° dia), treinamento
(2° dia) e teste (3° dia). Cada animal realizou a tarefa individualmente em um aparato que
consistia em: (1) uma caixa preta medindo 50 cm x 30 cm x 16 cm, e (2) objetos com
diversas formas e tamanhos, em que existiam pares, para serem utilizados no dia do treino
e no dia do teste, existia objetos diferentes para serem colocados representando o objeto
novo. Todo o aparato foi higienizado com alcool 70% entre os treinos e testes dos
diferentes animais.

Inicialmente, um grupo foi avaliado na fase de repouso (ZTs 2-4) e a outro na fase
de atividade (ZTs 14-16). Habituag&o: os animais foram habituados por 5 min na caixa
preta vazia no primeiro dia do protocolo. Treinamento: Apds 24 h da habituacdo, no

segundo dia, os animais foram posicionados novamente na caixa preta por 1 min para
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a habituacdo, apos isso, foi colocado dois objetos iguais na caixa igualmente espacados
da parede e do centro e denominados objeto a direta (Right —R) ou a esquerda (Left — L).
Os animais foram mantidos na caixa por no maximo 15 min para explorar os objetos até
que a soma do tempo de exploracdo correspondesse a 30 s. Teste: 0s animais foram
colocados novamente na caixa no terceiro dia da mesma forma como realizado no segundo
dia, nos seus respectivos ZTs, na presenca de um objeto familiar (F) previamente utilizado
e de um novo (N) objeto em substituicdo a um dos objetos usados anteriormente. O animal
foi mantido na caixa para explorar ambos os objetos até que a soma da exploracdo dos
dois objetos atingisse 30 s. O lado em que o0 novo objeto foi colocado foi alternado
aleatoriamente entre os animais nos diferentes ZTs. Os mesmos procedimentos foram
repetidos e avaliados ap6s a inducdo quimica do hipotireoidismo, na presenca de novos
objetos. A Figura 4 ilustra o protocolo experimental acima descrito.

11 weeks old for 24 day
Methimazole 0.01%

+ o
Sodium Perchlorate0:1% ‘ ' ‘.
‘\‘)'

Figura 5. Protocolo experimental utilizado para avaliagio da MRO em animais Controle e
Hipotireoideos (llustragéo feita por Ayla Secio-Silva).

15 weeks old 19 weeks old

O tempo de exploracdo dos objetos e o tempo total das sessdes de treinamento e
teste foram mensurados com o auxilio de crondmetros manuais. A exploracdo de objetos
foi padronizada como o posicionamento da cabeca do sujeito em dire¢do ao objeto, num
raio de aproximadamente 2 cm. Néo foi contabilizado como exploracdo caso o animal se
apoiasse com as patas dianteiras no objeto e as patas traseiras no chao da caixa.

Para analise da memoria, foi comparada a média de cada grupo para o tempo de
exploracdo em cada objeto (R ou L; N ou F) coma chance de investigacdo dos itens caso
ambos fossem desconhecidos, ou seja, 50% do tempo total de exploracdo (15 s).
Consideramos que o grupo apresentou MRO funcional quando a média de investigacédo
do objeto familiar (F) foi significativamente menor que 15s e a do objeto novo (N) foi
significativamente maior que 15s (GRESACK; FRICK, 2006; PEREIRA et al., 2014).

4.4  Avaliacdo da expressao génica por Transcri¢cdo Reversa seguida de PCR
em tempo real (RT-gPCR)
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4.4.1 Extracdo do RNA total das amostras de adenohipdfise e hipocampo
dorsal

A expressao de RNAm de Tshb da hipofise anterior e o perfil diario de expressdo
dos componentes do reldgio circadiano do hipocampo dorsal (Bmall, Per2, Nr1dl e Cryl)
foram avaliados por RT-gPCR. Os cérebros e as adenohipdfises foram mantidos
congelados a -80 C até 0 momento do processamento. A porcao do hipocampodorsal foi
coletada pela técnica de punch de acordo com as coordenadas descritas no Paxinos (2001)
(Bregma -0,94mm a Bregma -2,18m). O RNA total foi obtido de acordo com o protocolo
de extracdo de reagente TRIZOL (Lifetechnologies). A concentracdo total de RNA foi
estimada por espectrofotometria, considerando a absorbancia de 260 nm para o calculo da
concentracdo de RNA, tendo como referéncia o valor de 40 pg/ml para cada unidade de
densitometria Optica. A integridade do RNA foi confirmada pela visualizagdo das bandas
de RNA ribossomico 28S e 18S no transiluminador apos eletroforese com 1 pg de RNA
total em gel de agarose (1%), corado com SYBRTM Safe DNA Gel Stain

(ThermoScientific).

4.4.2 Ensaios de Transcricdo Reversa (RT) e Reacdo em Cadeia da
Polimerase (qPCR)

Quinhentos nanogramas (500 ng) de RNA total obtido das amostras de
adenohipdfise e da regido correspondente ao hipocampo dorsal (hemisfério esquerdo)
foram utilizadas para o ensaio de Transcricdo Reversa, seguindo o protocolo do kit High-
Capacity cDNA Reverse Transcription com inibidor de RNase (ThermoFisher Scientific).

A amplificacdo e a semiquantificacdo dos transcritos alvo foram realizadas por
PCR em tempo real usando o reagente PowerUPTM SYBRTM Green Master Mix
(ThermoFisher Scientific) e com primers especificos para as sequéncias estudadas
(Tabela 1). A especificidade da reacdo com SYBR Green foi confirmada pela analise da
curva de dissociacdo baseada na temperatura de dissociacdo — “ponto de fusdo”, que
consiste em aquecer lentamente as amostras de 58° C (emparelhamento/alongamento) a

95° C, e que deve resultar emapenas uma ampliacdo (pico) por amostra.
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Tabela 1. Sequéncias de primers utilizados para o ensaio de PCR.

. T h
Gene/GenBank# Primers Sequéncias (5’- 3”) amanho do
fragmento (pb)
Tshb Forward GGCAAACTGTTTCTTCCCAA 198
NM_009432.2 Reverse GTTGGTTCTGACAGCCTCGT
Bmall (Arntl1) Forward GATGACGAACTGAAACACC 76
NM_007489.5 Reverse TCTTCCCTCGGTCACATCCT
Per2 Forward GCTGCAGTAGTGAGCAGTCT 261
NM_011066.3 Reverse AGGTAATGCCCTCAACCTGC
Nridl Forward AGGTGACCCTGCTTAAGGCTG 82
NM_145434.4 Reverse ACTGTCTGGTCCTTCACGTTGA
Cryl Forward TTCGCCGGCTCTTCCAA 75
NM_007771.3 Reverse ATTGGCATCAAGATCCTCAAGA
Gapdh Forward GGCAAATTCAACGGCACAGT 70
NM_001289726.2  Reverse AGATGGTGATGGGCTTCCC
Rn18s Forward GCGAATGGCTCATTAAATCAGTTA 150

NR_003278.3 Reverse ~ TGGTTTTGATCTGATAAATGCACG

4.4.3 Validacéo da eficiéncia do ensaio de gPCR e normalizacao

A eficiéncia da reacdo de PCR foi calculada através da curva de amplificacao dos
produtos de RT (cDNA) diluidos em agua livre de RNAse com o intuito de assegurar que
0 gPCR fosse efetuado com os melhores valores de eficiéncia e slope paracada gene
estudado (DUSSAULT; POULIOT, 2006). Para tal, foram testadas dilui¢cBes seriadas de
25 a 0,025 ng/uL de cDNA. Cada reacao foirealizada em duplicata e a curvade regressdo
linear obtida pela média dos valores de Threshold Cycle (CT) para cada dilui¢do seriada
plotada como fator dependente (eixo y) em funcdo do logaritmo da diluicdo do produto
de RT como fator independente (eixo x). A eficiéncia (E) foi calculada usando os valores

de slope obtidos na regressdo linear para cada gene, por meio da equacdo abaixo:
E=[10(—1/slope)] -1

Considerou-se como valores 6timos de inclinacdo da curva os valores proximos a
-3,322 e o intervalo de 0,9 a 1,1 para eficiéncia (DUSSAULT; POULIOT, 2006). Os
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valores obtidos com as curvas de eficiéncia para cada primer no hipocampo dorsal estdo
descritos na tabela 2. A escala dindmica linear foi determinada pela curva padrdo e um
coeficiente de correlacdo (R2) > 0,98 foi considerado como satisfatério, conforme
previamente reportado (NOLAN; HANDS; BUSTIN, 2006). A eficiéncia das reacgdes de
PCR para Rn18s e mRNA de Tshb nas amostras de adenohip6fise seguiram o protocolo
previamente publicado (LOSACCO et al., 2018).

Tabela 2. Valores de inclinacdo da curva (slope), eficiéncia, coeficiente de correlacédo
(R2) e concentragéo utilizada no ensaio de PCR emamostras de hipocampo dorsal.

Inclinacao da cDNA
Gene reta (Slope) Eficiéncia R? (ng/uL) Primer (M)
Per2 -3,17 1,06 0,96 0,416 0,83
Bmall -3,07 1,12 0,99 0,416 0,83
Nridl -3,42 0,96 0,99 0,416 0,83
Cryl -3,89 0,81 0,93 0,416 0,83
Gapdh -3,47 0,94 0,99 0,416 0,83

A expressdo génica foi quantificada usando o calculo ACt (“cycle threshold”)
conforme descrito anteriormente (LIVAK; SCHMITTGEN, 2001; PFAFFL, 2001) e os
resultados foram expressos em unidades arbitrarias relativas a variacdo de expressdo dos
transcritos de interesse normalizados com os valores obtidos para controles internos. Os
controles internos utilizados foram Rn18s para as amostras de adenohipofise e 0 RNAmM

de Gapdh para as amostras de hipocampo dorsal.
4.5 Analise estatistica

Todos os resultados obtidos foram testados para normalidade utilizando o teste
Shapiro-Wilk e estdo apresentados em valores de média + erro padrdo. Testes ndo
paramétricos foram apropriadamente utilizados quando os dados ndo apresentaram
distribuicdo normal. O teste “One sample test” foi realizado para avaliar a perfil
exploratorio dos animais, utilizando o valor de 15 s como padrdo para 50% de chance para
a realizacdo do teste pelos animais. O teste de Andlise de Variancia (ANOVA) de duas ou
trés vias foi aplicado, considerando as variaveis tempo (ZT), tratamento (H) e sexo, de
acordo com a comparacdo desejada, seguido do pos-teste de Tukey ou Bonferroni. As
diferencgas foram consideradas estatisticamente significativas quando P< 0,05. O software
GraphPad Prism 9.4.1 (San Diego, CA, USA) foi utilizado para todas as analises

estatisticas.
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5 Resultados

5.1 Camundongos machos e fémeas eutireoideos realizam o teste de MRO

independente da fase do dia

Os resultados obtidos nos testes de MRO em machos e fémeas eutireoideos nos

dois horarios do dia (ZTs 2-4 — indicado pela barra horizontal branca; ZTs 14-16- indicado

pela barra horizontal preta e fundo cinza) estdo demonstrados na Figura 6.

Independente, do horério do dia os animais controle (eutireoideos) foram capazes de
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Figura 6. Avaliacdo da tarefa de MRO
em machos e fémeas eutireoideos durante
as fases de repouso eatividade. A) Dia

2 - Treino: tempo de exploracdo dos
objetos posicionados a direita (R, right) e
esquerda (L, left) da caixa. B) Dia 3 -
Teste: tempo de exploragdo dos objetos
novo (N) e familiar (F). C) Duragdo das
sessOes de treino e do teste. Os machos
estdo representados pelos quadrados
azuis e as fémeas pelos circulos
vermelhos. O periodo correspondente aos
ZTs 2-4 estd indicado pela barra
horizontal branca; e o periodo dos ZTs
14-16- estd indicado pela barra horizontal
preta e fundo cinza. Os valores sdo
representados como média + SEM. Os
resultados obtidos na ANOVA de trésvias
(Three-way ANOVA) estdo descritos
acima do respectivo grafico, sendo as
variaveis Objeto, Sexo e ZT.
****P<(0,001 na comparagdo F vs N no
pos-teste Tukey. #P<0,05 paratodos o0s
grupos no “One sample Test” com o valor
hipotético de 15s (linha pontilhada).N =
24-37 para camundongos machos e N =
16-22 para as fémeas.



Os animais nas condi¢des controle (eutireoideos), independente do sexo ou horério
do dia, sdo capazes de alcancar o somatdrio de 30 s no treino com os objetos idénticos (R
e L) (Figura 6A). O desempenho dos animais eutireoideos no treino foi avaliado pela
porcentagem de camundongos machos e fémeas que completaram o treino nas diferentes
fases do dia (Tabela 3).

Tabela 3. Desempenho dos camundongos machos e fémeas eutireoideos durante o
treino datarefa MRO.

ZTs Sexo Grupo N total N 30s %
2.4 Macho C 16 14 87,5
Fémea C 24 22 91,6

14-16 Macho C 25 24 96
Fémea C 22 17 77,2

Os resultados obtidos no terceiro dia da tarefa MRO demonstraram que,
independentemente do sexo e do horério do dia, machos e fémeas nas condi¢escontrole
reconheceram o objeto familiar e apresentaram maior tempo de exploracdo no objeto
novo, evidenciado pelo “One sample Test” com o valor hipotético de 15s (Figura 6B). O
ANOVA de trés vias indicou alteragdes significativas para a variavel Objeto e uma
interacdo entre as variaveis Objeto e Sexo. Além disso, houve diferengas entre 0s objetos
N e F evidenciado pelo pos teste de Tukey, nas duas fases do dia e em ambos 0s sexos
(P<0,001). Assim, machos e fémeas eutireoideos podem aprender e memorizar
independentemente da fase do dia.

A Figura 6C apresenta o tempo de duracdo dos animais no treino e no teste com
P<0.01 para as variaveis de sexo e ZT, embora ndo ocorreram diferencas significativas
no pos teste pareado de Tukey. A partir disso, 0s resultados sugerem que tanto machos
como fémeas nas condigdes controle, ou eutireoideos, apresentam o0 mesmo desempenho

tanto no treino como no teste datarefa.

5.2 Eficacia do tratamento para indu¢ao do hipotireoidismo

Ap0s 24 dias da inducdo do hipotireoidismo, os animais foram novamente testados
durante 0s ZTs 2-4 e 14-16 usando o0 mesmo teste MRO e os resultados serdo apresentados
adiante. Ao final do protocolo experimental, os animais foram eutanasiados e 0s
parametros de peso corporal, razdo entre o peso do cora¢do e 0 comprimento da tibia e

ocontetdo de RNAmdo Tshb adenohipofisario foram utilizados
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para validar a eficciado tratamento e indugdo do hipotireoidismo (Tabela 4).

Tabela 4. Eficacia do tratamento para inducdo de hipotireoidismo. Os parametros
utilizados foram a expressdo do RNAm de Tshb adenohipofisario, o peso corporal (g) ea
razdo entre peso do coracdo (g) e comprimento datibia de camundongos machos e fémeas
divididos em controles (C) e hipotireoideos (H) nos ZTs 2-4 e 14-16.

Peso do coragéo (g)
ZTs Sexo Grupo RNAm de Tshb®  Peso corporal (g) /comprimento de Tibia

. C (cm)*

Viacho 2.48 +0.77 25.68 + 0.54 79.10 + 3.90

2-4 H 34.80 + 6.78%** 21.29 + 0.75%* 50.95 + 2.09%*
Fmea C 0.15 + 0.06 19.63 + 0.27 56.22 +1.28"

H 5.64 + 3.13* 17.50 + 0.45 4255 + 1.46*

Macho 1.86 + 0.46 27.46 + 0.42 70.48 + 2.34
14-16 22.80 + 3.49%** 21.30 + 0.42** 48.97 + 3.88**
Fémea 0.58+ 0.56 19.69 + 0.23 59.63 + 2.38

H 6.09 + 2.90° 17.93 + 0.38 43.75 + 1.74*

Os valores estdo expressos como média + SEM (n = 7-12 / grupo / ZT). ®Valores multiplicados por 1000.
*P<0,01; ** P < 0,001 e *** P < 0,0001 vs respectivo grupo controle; # P < 0,0001 vs C-Macho (ZT2-
4); $ P = 0,051 vs respectivo grupo de controle.

Animais machos nas condicOes de hipotireoidismo apresentaram redugdo no peso
corporal comparado aos respetivos controles, enquanto que nao foram observadas
alteracdes significativas no peso das camundongos fémeas hipotireoideas. A eficacia do
tratamento para inducdo do hipotireoidismo foi comprovada pela reducdo na razéo peso
do coracgdo / comprimento datibia e principalmente pelo aumento no contetdo de RNAm
do Tshb, tanto em machos quanto em fémeas, tratados com metimazol e perclorato,
comparados ao grupo controle. Tais alteraces sdo observadas independentemente da fase
do dia (ZT) avaliada.

5.3 O hipotireoidismo afeta diferencialmente a MRO em camundongos

machos e fémeas de acordo com a fase do dia

Os resultados obtidos no treino e no teste de MRO em camundongos machos e

fémeas nas condi¢bes controle e hipotireoideos estdo representados na Figura 7. O



desempenho dos animais eutireoideos e hipotireoideos durante o treino estd descrito na
Tabela 5.

De acordo com o presente resultado, durante a fase de repouso (ZTs 2-4) os
animais hipotireoideos ndo foram capazes de realizar o somatorio de 30 s no segundo dia
equivalente ao treino, apresentando um tempo médio de exploragdo menor que 15s (Figura
A).
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Figura 7. Avaliacdo da tarefa de MRO em machos e fémeas, eutireoideos ou hipotireoideos, durante
as fases de repouso e atividade. A e B) Dia 2 - Treino: tempo de exploracdo dos objetos posicionados
a direita (R, right) e esquerda (L, left) da caixa nos ZTs 2-4 (A) ou 14-16 (B). C) Dia 3 - Teste: tempo
de exploracdo dos objetos novo (N) e familiar (F) nos ZTs 14 -16. D) Dura¢do das sessdes no dia 2
e no dia 3 nos ZTs 14-16. Os machos controle e hipotireoideos estdo representados pelos quadrados
azuis escuros e claros, respectivamente. As fémeas controlee hipotireoideas estdo representadas pelos
circulos vermelhos e rosa, respectivamente. Cada quadrado/circulo representa umanimal. O periodo
correspondente aos ZTs 2-4 estd indicado pela barra horizontal branca; e o periodo dos ZTs 14 -16-
esta indicado pela barra horizontal preta e fundo cinza. Os valores sdo representados como média +
SEM. Os resultados obtidos na ANOVA de trés vias (Three-way ANOVA) estdo descritos acima do
respectivo gréfico, sendo as varidveis Objeto, Sexo e Tratamento. #P<0,05 no “One sample Test”
com o valor hipotético de 15s (linha pontilhada).

*P<0,001 no pds-teste Tukey. Os valores de N amostral estdo descritos na Tabela 5 para cada grupo
/sexo/ ZT.

Conforme apresentado na Tabela 5, apenas 1 camundongo macho hipotireoideos
alcancou os 30s de exploragdo no treino de MRO, enquanto que este feito ndo foi

alcancado por nenhuma fémea com hipotireoidismo.
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Tabela 5. Desempenho dos camundongos machos e fémeas nas condigdes controle ou

hipotireoideos durante o treino da tarefa MRO.

ZTs Sexo Grupo N total N 305 %
Macho C 12 17 100
2-4 H 12 1 8,3
Fémea c 8 75
H 8 0 0
Macho € 12 11 91,6
14-16 H 12 6 50
Fémea c 10 6 60
H 13 6 46,1

Portanto, machos e fémeas com hipotireoidismo n&o foram capazes de realizar o
treino no segundo dia da tarefa MRO quando avaliados durante a fase de repouso (ZTs 2-
4). Os animais eutireoideos repetiram o padrdo normal previamente observado (Tabela 3),
de modo que 100 % dos machos eutireoideos e 75 % das fémeas nas mesmas condicées
concluiram os 30 s de exploragéo no dia do treino (Tabela 5).

No entanto, quando os animais foram avaliados durante a fase ativa (ZTs 14- 16),
houve um aumento no nimero de animais, tanto machos (50 %) quanto fémeas (46,1 %)
que foram capazes de realizar o treino adequadamente mesmo numa condi¢do de
hipotireoidismo (Tabela 5 e Figura 7B), embora tenha sido observada uma diferenca
significativa no One Sample Test, tendo 15 s como valor hipotético, para ambos objetos
(R e L) no grupo de animais machos com hipotireoidismo e no tempo de exploracdo do
objeto a esquerda (L) nas fémeas com hipotireoidismo.

No terceiro dia correspondente ao teste da tarefa de MRO (Figura 7C), os
resultados observados demonstram que os camundongos machos, sejam eles pertencentes
ao grupo Cou grupo H, sdo capazes de reconhecer o objeto familiar (F) [P
< 0,05 no “One sample Test” com o valor hipotético de 15s (linha pontilhada)], embora
uma duracdo maior da sessao foi necessaria para a conclusdo do teste pelos machos com
hipotireoidismo (Figura 7D). As fémeas dos grupos C e H foram capazes de realizar a
tarefa atingindo o tempo de exploracdo de 30 s necessario (Tabela 5), porém, as fémeas
em condi¢bes controle (eutireoideas) reconheceram o objeto, enquanto que as fémeas
hipotirodeas ndo foram capazes de reconhecer o objeto familiar, explorando igualmente

os objetos familiar (F) e novo (N) (Figura 7C).

5.4 O perfil diério de oscilacdo da expressao dos genes do reldgio do
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hipocampo apresenta alteracdes de acordo com as variaveis testadas
(sexo, tempo e tratamento)

A expressdo temporal dos componentes do reldgio central do hipocampo dorsal
foi avaliada em amostras obtidas a cada 4h durante 24 h de camundongos machos e
fémeas dos grupos C e H, e os resultados estdo demonstrados na Figura 8.
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A) N . B) . .
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Figura 8. Expressao diaria dos componentes do reldgio central no hipocampo dorsal em camundongos
machos e fémeas dos grupos controle (C) e Hipotireoideo (H). Os resultados foram normalizados pela
expressdo do RNAm Gapdh e expressos como média + SEM. Os machos controle e hipotireoideos
estdo representados pelos tridngulos azuis escuros e claros, respectivamente. As fémeascontrole e
hipotireoideas estdo representadas pelos circulos vermelhos e rosa, respectivamente. O periodo
correspondente aos ZTs 2-4 estd indicado pela barra horizontal branca; e o periodo dos ZTs 14-16-
esta indicado pela barra horizontal preta e fundo cinza. Os resultados obtidos na ANOVAde trés vias (
Three-way ANOVA) estdo descritos acima de cada grafico, sendo as variaveis Tempo, Sexo e
Tratamento: P<0,05 para Tempo e interacdes Tempo-Tratamento e Tempo-Sexo para Bmall (A);
Tempo e Tratamento e interacBes Tempo-Sexo para Per2 (B); Tempo e Sexo para Nrldl (C) e;
Tempo e Tratamento para Cryl (D). ZT: Zeitgeber time; n=2-4 por grupo/ZT.

De acordo com os resultados obtidos na ANOVA de trés vias, sendo as variaveis
correspondentes a Tempo, Sexo e Tratamento, a variavel Tempo é um fator significativo
na expressdo de todos os componentes centrais do reldgio circadiano avaliados (Bmall,

Per2, Nrldl e Cryl), como esperado. O tratamento (hipotireoidismo) é uma importante
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variavel para a expressdo dos transcritos que codificam o Per2 (Figura 8B) e Cryl (Figura
8D), e ainteragdo Tempo-Tratamento foi observadas na expressdo de Bmall (Figura 8A).
O fator sexo foi importante para a oscilagao diaria na expressao génica de Nrldl (Figura
8C), e interacBes entre as variaveis Tempo-Sexo foram observadas na expressao de Bmall
e Per2.

6 Discussdo

O presente trabalho avaliou os efeitos do hipotireoidismo na MRO de machos e
fémeas emdiferentes fases do dia (repouso ou atividade). De acordo com os resultados:
() AMRO é efetiva, independentemente da fase do dia e do sexo sob condigdes controle
(eutireoideos), ou seja, machos e fémeas apresentam o mesmo desempenho nas tarefas e,
consequentemente, aprendem e sdo capazes de memorizar quando avaliados tanto na fase
de repouso como na fase de atividade; (2) Animais com hipotireoidismo ndo sdo capazes
de realizar a tarefa de MRO durante a fase de repouso, pois ndo atingem o tempo minimo
de 30 s no 2° dia de treinamento, apresentando entdo prejuizos no aprendizado; (3)
Durante a fase de atividade do ciclo circadiano, o hipotireoidismo afeta diferencialmente
a memoria de camundongos machos e fémeas. Camundongos fémeas ndo distinguem os
objetos familiar e novo, demonstrando um evidente prejuizo no aprendizado e/ou na
memoria, ao passo que 0s machos distinguem os objetos, porém, apresentam lentid@o para
concluir a tarefa; (4) Existe uma interacdo entre os fatores tempo, tratamento e sexo
modulando o padrdo diario de expressao dos genes do reldgio do hipocampo dorsal.
Assim, o principal achado do presente trabalho é que o hipotireoidismo afeta
diferencialmente a memoria de roedores, de maneira dependente do sexo e da fase do
ciclo circadiano que o animal se encontra sugerindo os HTs desempenham um papel
importante na sinalizacdo e sincronizacdo do reldgio biologico de areas hipocampais

relacionadas a processos mnemaonicos.

A memoria é uma importante funcdo cognitiva e comportamental essencial paraa
sobrevivéncia das diversas espécies. De acordo com estudos anteriores, a formacdo e
evocacdo da memoria é influenciada pela oscilagdo circadiana (GERSTNER & YIN,
2010). De acordo com SHIMUZI et al. (2016), ha uma melhora no desempenho da MRO
quando os animais sdo treinados e testados na fase de atividade (ZT16). Este trabalho foi
inicialmente utilizado como referéncia para a escolha dos ZTs no qual as tarefas de MRO
seriam avaliadas no nosso estudo, porém, nossos resultados ndo apontaram para alteracoes

temporais significativas na MRO de camundongos machos e
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fémeas em condicOes controle. Vale ressaltar que, qualquer diferenga entre os protocolos
pode interferir no resultado de testes comportamentais, como, o0 tamanho da caixa, 0
posicionamento, 0s objetos como também a temperatura. E importante mencionar que no
estudo desenvolvido por Shimuzi et al. (2016), os animais foram mantidos isolados antes

de executarem a tarefa de MRO e sabe-se que o isolamento

social altera o padrdo diario dos ritmos circadianos, prejudicando a formagdo da memoria
em roedores (FERNANDES et al 2021, ALMEIDA-SANTOS et al., 2019; MCLEAN et
al., 2010; BIANCHI et al., 2006). Tal fato poderia explicar, ao menos em parte, as
disparidades acima mencionadas, uma vez que, n0s N0SS0S experimentos 0s camundongos

foram mantidos em grupos de 4-5 por caixa.

Os HTs séo essenciais para o desenvolvimento do sistema nervoso central, bem
como para a modulacdo de diversas fungdes fisiologicas, como proliferagdo e maturacéo
neuronal (PREZIOSO et al., 2018). Além disso, 0 hipocampo expressa as isoformas alfa
(THRA) e beta (THRB) dos receptores tireoidianos (ESPINA & BAGAMASBAD, 2022;
GUADANO-FERRAZ et al., 1997). Existem evidéncias de que o hipotireoidismo
prejudica o aprendizado e a memdria em modelo animais como também em seres humanos
(CHALAAL et al., 2019; ALKADHI & ALZOUBI et al., 2020; BURMEISTERet al.,
2001; SAMUELS et al., 2007; CORREIA et al.,2017; GERGES
et al., 2004) Contudo, a maioria dos estudos foi desenvolvida exclusivamente em machos
e 0s experimentos realizados numa faixa de horario do dia, a qual, na maioria das vezes,

corresponde a fase de repouso do animal com habitos noturnos.

De acordo com os nossos resultados, o hipotireoidismo prejudica o aprendizado
e desempenho na tarefa de MRO quando os animais hipotireoideos sao treinadosdurante
a fase de repouso (ZTs 2-4), de modo que tanto machos quanto fémeas ndo sdo capazes
de realizar o teste no segundo dia, ou seja, na fase de aquisicio do aprendizado. E
importante ressaltar que a MRO € uma tarefa de memdria na qual o animal precisa ter
vontade propria para realiza-la, sem o uso de recompensas como no condicionamento
classico. Uma possivel explicacdo para esse prejuizo no aprendizado dos animais
hipotireoideos é a letargia e fadiga, decorrentes da reducdo do metabolismo basal,
sintomas classicos do hipotireoidismo (WALCZAK & SIEMINSKA, 2021). Essas
caracteristicas podem ter levado a falta de motivacdo dos animais para realizar a tarefa.
Em concordéancia, Chalaal et al. (2019) encontraram lentiddo no aprendizado de animais

hipotireoideos quando treinados e testados na fase de repouso. Portanto, o
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hipotireoidismo resulta num prejuizo no treino da tarefa de MRO, associado a falta de
motivacéo, fadiga e lentiddo, que parecem ser acentuadas na fase de repouso dos roedores,

de maneira independente do sexo.

Para avaliar se os prejuizos decorrentes do hipotireoidismo apresentavam um
padrédo temporal, a tarefa de MRO foi realizada durante a fase de atividade dos
camundongos, mais precisamente durante os ZTs 14-16. Interessantemente, a deplegéo de
HTs decorrentes do hipotireoidismo evidenciam um dimorfismo sexual no desempenho
datarefa de MRO. Os machos hipotireoideos realizam a tarefa e eficazmente reconhecem
0s objetos no dia do teste, contudo, eles apresentam uma lentiddo e necessitam de mais
tempo para concluir a tarefa. Por outro lado, fémeas comhipotireoidismo treinadas e
testadas durante a fase de atividade, exploram os objetos, concluindo a somatéria de 30
s de exploracdo dentro do periodo normal do teste, porém, ndo séo capazes de reconhecer,

apresentando assim um comprometimento da memoria.

Tais achados corroboram as evidéncias nas quais foi sugerido que o
hipotireoidismo induz um prejuizo no aprendizado e na memoria. Acredita-se que esse
dano induzido pelo hipotireoidismo na memdria esta associado a reducdo na expressao
dos componentes centrais das duas principais vias de sinalizacdo celular envolvidas na
plasticidade sinaptica do hipocampo e na formagdo da memoria: MAPK/ERK-CREB e
Ca2+/Calmodulina, alteracdes observadas em condic¢des de deplecdo de HTs (CHALAAL
et al., 2019; ALZOUBI et al., 2009, 2005, 2014; ALKADHI, &

ALZOUBI, 2020; BORTOLOTTO et al., 2021). Além disso, Alzoubi et al. (2009, 2005)
demonstraram que o hipotireoidismo induz um comprometimento na fase inicial da
potencializacdo de longo prazo (LTP). Ja de acordo com o trabalho de Xu et al. (2022) o
comprometimento da memoria promovidos pelo hipotiroidismo pode estar associado a
propriedades eletrofisioldgicas anormais dos neurdnios colinérgicos Basal forebrain
(BF), incluindo potencial de membrana de repouso despolarizado e limiar elevado.
Somado a isso, niveis reduzidos de acido gama-aminobutirico (GABA) na regido do
cortex pre-frontal foram observados em pacientes com hipotireoidismo e, inversamente,
aumentos nos niveis de glutamato no giro cingular posterior (LIU et al., 2020). De fato,
podemos entdo sugerir um desequilibrio entre a atividade excitatéria e inibitoria em todo

0 sistema nervoso central sob condic@es de hipotireoidismo (ZHANG et al., 2015).
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Embora estes dados contribuam para o entendimento das alteragcfes moleculares
desencadeadas pelo hipotireoidismo nos processos relacionados a memoria, eles ndo
explicam a resposta diferenciada entre machos e fémeas hipotireoideos observada na
tarefa de MRO durante a fase de atividade do ciclo circadiano dos camundongos. N0ossos
achados sugerem que o hipotireoidismo promove maiores prejuizos no sexo feminino

quando comparado ao masculino nesta fase de atividade.

Sabe-se que existem uma importante correlacdo entre hipotireoidismo e
infertilidade associada a baixa producéo de gametas e sintese/secrecdo dos horménios do
eixo reprodutivo, tanto em machos quanto em fémeas (ROMANO et al., 2013, 2018;
SILVA et al., 2013) Embora néo tenha sido o foco do presente estudo, os dados obtidos
com a avaliacdo do estral em camundongos fémeas, corroboram uma possivel alteracéo
no eixo reprodutor em decorréncia do hipotireoidismo, evidenciado pelo predominio de
diestro nas fémeas tratadas com inibidores de funcdo tireoidiana. Somado a isso, trabalhos
anteriores sugerem que o comportamento pode ser influenciado e modulado pelos
horménios sexuais (HAMSON et al., 2011). De fato, o hipocampo é uma estruturachave
para a memoria e 0 aprendizado e, adicionalmente, o estradiol (E2) é conhecido por ser
um modulador critico da plasticidade sinaptica e dos circuitos responsaveis pela formacéo
da memdria (TAXIER et al., 2020). Embora, as flutuacbes normais dos hormdénios
ovarianos nas fémeas ao longo dos ciclos parece ndo interferir no desempenho da
formacdo da memoria de longo prazo na tarefa MRO (SUTCLIFFE et al.,2007), ndo
podemos descartar a hipotese de que as alteracBes induzidas pelo hipotireoidismo no
balanco dos hormdnios sexuais poderiam influenciar diferentemente a sensibilidade do
hipocampo de camundongos hipotireoideos machos comparados com as fémeas. Mais
estudos sdo necessarios para entender as consequéncias no hipocampo decorrentes do

cross-talk entre 0s eixos tireoidiano e reprodutivo.

De maneira geral, o hipotireoidismo afeta a MRO em camundongos de maneira
dependente do sexo e da fase do dia (repouso/atividade). Neste sentido, COST et al.
(2012) demonstraram que fémeas com niveis de elevados de hormdnios ovarianos, por
conta de reposi¢do hormonal, sdo capazes de superar os machos em tarefas de meméria
que envolvam o reconhecimento de objetos e localizacdo. No entanto, mais estudos devem

ser feitos para entender os mecanismos moleculares por tras desses resultados.

Considerando: a) a importancia da ritmicidade circadiana para 0S processos

relacionados a memoria e; b) os achados recentes do nosso grupo relacionados ao
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impacto das desordens tireoidianas na sincronizacdo da maquinaria do relégio biolégico
dos tecidos alvos da ac¢do dos HTs (PELICIARI-GARCIA et al., 2018; BARGI-SOUZA
et al., 2019), nds hipotetizamos que o desequilibrio hormonal tireoidiano poderia interferir
na sincronizacdo temporal da maquinaria do relégio biolégico do hipocampo.

A andlise temporal do padrdo diario de expressdao génica dos principais
componentes do reldgio biolégico do hipocampo dorsal evidenciou alteracbes
significativas comrelacdo a influéncia do fator tempo, o que ja era esperado considerando
a natureza oscilatoria circadiana destes genes, porém, os fatores sexo e tratamento também
constituem importantes variaveis para a modulacao do relégio do hipocampo. Embora,
ndo tenha sido possivel avaliar o padrdo ritmico destas oscilagcGes, em decorréncia do
tamanho amostral utilizado neste estudo, tais achados fortemente sugerem que existe uma
importante interacdo entre os fatores tempo, tratamento e sexo na modulacdo da
ritmicidade do hipocampo dorsal. Vale destacar que para avaliar com maior precisao o
padréo ritmico circadiano na expressdo dos genes do relogio por meio de RT-gqPCR seriam
necessarios cerca de 7 animais por tratamento / ZT / sexo, totalizando cerca de 168

animais, o que inviabilizou esta avaliacdo com o0 uso desta metodologia em questao.

Importantemente, vale ressaltar que é a primeira vez que o efeito do
hipotireoidismo na memoria foi avaliado em diferentes momentos do dia em
camundongos machos e fémeas, e nossos resultados demostram que ha uma influéncia
dependente da fase do dia e do sexo nos prejuizos decorrentes do hipotireoidismo na
memoria. Assim, somado ao fato do hipotireoidismo ter maior prevaléncia no sexo
feminino e a escassez de pesquisas basicas em modelos animais de ambos sexos, N0SS0S
dados reforcam a necessidade atual e crescente de desenvolver estudos tanto em machos
quanto em fémeas, visando um melhor entendimento da complexidade e disparidades
observadas entre 0s sexos, considerando o milieu endécrino no qual o organismo se
desenvolve desde o periodo embrionario, fase essa de extrema importancia para o
desenvolvimento do SNC que por sua vez estd intimamente relacionado com a

funcionalidade do eixo tireoidiano.

7 Conclusoes

1. A MRO é efetiva em machos e fémeas, independentemente da fase do dia e do

sexo sob condicgdes controle (eutireoideos);
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2. Animais com hipotireoidismo ndo sdo capazes de realizar a tarefa de MRO
durante a fase de repouso, apresentando entdo prejuizos no aprendizado;

3. Durante a fase de atividade do ciclo circadiano, o hipotireoidismo afeta
diferencialmente a memdria de camundongos machos e fémeas. Camundongos
fémeas ndo distinguem os objetos familiar e novo, demonstrando um evidente
prejuizo no aprendizado e/ou na memoria, ao passo que 0s machos distinguemos
objetos, porém, apresentam lentiddo para concluir a tarefa;

4. Existe uma interacdo entre os fatores tempo, tratamento e sexo modulando o

padrdo diario de expressao dos genes do reldégio do hipocampo dorsal.

Assim, concluimos que o hipotireoidismo prejudica diferencialmente a memoria
de camundongos de acordo com sexo e hora do dia. Mais estudos sdo necessarios para

avaliar os mecanismos moleculares por tras dos diferentes efeitos do hipotireoidismo.
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ANEXO 1

UNIVERSIDADE FEDERAL DE MINAS GERAIS

CEUA
COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS

CERTIFICADO

Certificamos que o projeto intitulado "Os possiveis efeitos do hipotireoidismo na ritmicidade dos processos
relacionados memoria de roedores”, protocolo do CEUA: 104/2022 sob a responsabilidade de Paula Bargi de Souza
gue envolve a producdo, manutencéo e/ou utilizacdo de animais pertencentes ao filo Chordata, subfilo Vertebrata
(exceto o homem) para fins de pesquisa cientifica (ou ensino) - encontra-se de acordo com os preceitos da Lei n°
11.794, de 8 de outubro de 2008, do Decreto n° 6.899 de 15 de julho de 2009, e com as normas editadas pelo
Conselho Nacional de Controle da Experimentagéo Animal (CONCEA), e foi aprovado pela COMISSAO DE ETICA
NO USO DE ANIMAIS (CEUA) DA UNIVERSIDADE FEDERAL DE MINAS GERAIS, em reunido de 27/06/2022.

Vigéncia da Autorizag&o

27/06/2022 a 26/06/2027

Finalidade

Pesquisa

*Espécie/linhagem

Camundongo isogénico / C57BL/6J

N° de animais

7

Peso/ldade 259/ 8(semanas)
Sexo indiferente
Origem Biotério Central da UFMG

*Espécie/linhagem

Camundongo isogénico/ C57BL/6J

N° de animais

7

Peso/ldade 259/ 8(semanas)
Sexo indiferente
Origem Biotério Central da UFMG

*Espécie/linhagem

Camundongo isogénico/ C57BL/6J

N° de animais

7

Peso/ldade 259 / 8(semanas)
Sexo indiferente
Origem Biotério Central da UFMG

*Espécie/linhagem

Camundongo isogénico/ C57BL/6J

N° de animais

7

Peso/ldade 25¢g / 8(semanas)
Sexo indiferente
Origem Biotério Central da UFMG

*Espécie/linhagem

Camundongo isogénico / C57BL/6J

N° de animais

7

Peso/ldade 25¢g / 8(semanas)
Sexo indiferente
Origem Biotério Central da UFMG

*Espécie/linhagem

Camundongo isogénico / C57BL/6J

N° de animais

7
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Peso/ldade 259/ 8(semanas)
Sexo indiferente
Origem Biotério Central da UFMG

*Espécie/linhagem

Camundongo isogénico / C57BL/6J

N° de animais

7

Peso/ldade 259/ 8(semanas)
Sexo indiferente
Origem Biotério Central da UFMG

*Espécie/linhagem

Camundongo isogénico / C57BL/6J

N° de animais

7

Peso/ldade 259/ 8(semanas)
Sexo indiferente
Origem Biotério Central da UFMG

*Espécie/linhagem

Camundongo isogénico / C57BL/6J

N° de animais

7

Peso/ldade 259/ 8(semanas)
Sexo indiferente
Origem Biotério Central da UFMG

*Espécie/linhagem

Camundongo isogénico/ C57BL/6J

N° de animais

7

Peso/ldade 259/ 8(semanas)
Sexo indiferente
Origem Biotério Central da UFMG

*Espécie/linhagem

Camundongo isogénico/ C57BL/6J

N° de animais

7

Peso/ldade 259/ 7(semanas)
Sexo indiferente
Origem Biotério Central da UFMG

*Espécie/linhagem

Camundongo isogénico/ C57BL/6J

N° de animais

7

Peso/ldade 259/ 7(semanas)
Sexo indiferente
Origem Biotério Central da UFMG

2/3




Considerac¢des posteriores:
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27/06/2022 Aprovado na reunido ordinaria on-line do dia

27/06/2022. Validade: 27/06/2022 a 26/06/2027.

Belo Horizonte, 27/06/2022.
Atenciosamente,

Sistema Solicite CEUA UFMG
https://aplicativos.ufmg.br/solicite_ceua/

Universidade Federal de Minas Gerais
Avenida Antbnio Carlos, 6627 — Campus Pampulha
Unidade Administrativa Il — 2° Andar, Sala 2005
31270-901 — Belo Horizonte, MG — Brasil
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Telefone: (31) 3409-4516
www.ufmg.br/bioetica/ceua - cetea@ prpg.ufmg.br
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UNIVERSIDADE FEDERAL DE MINAS GERAIS
INSTITUTO DE CIENCIAS BIOLOGICAS

PROGRAMA DE POS-GRADUAGAO EM FISIOLOGIA E FARMACOLOGIA

DECLARACADO

Declaro devidos fins

para 0s que os Doutores Prof. Dr. Cleiton Lopes
Aguiar, ICB/Universidade Federal de Minas Gerais, Profa. Dra. Aline Silva de Miranda, ICB/Universidade
Federal de Minas Gerais, Profa. Dra. Grace Schenatto Pereira Moraes, ICB/Universidade Federal de
Minas Gerais, coorientadora, e Profa. Dra. Paula Bargi de Souza, ICB/Universidade Federal de Minas
Gerais, orientadora, participaram da Banca Examinadora de Dissertagdao de Carolina Fonseca de Barros
intitulada "Avaliagdo do Efeito do Hipotireoidismo na Memodria de Roedores de Acordo Com o Sexo e
Fase do Dia", do Programa de Pds-Graduacdo em Ciéncias Biologicas: Fisiologia e Farmacologia, no
Departamento de Fisiologia e Biofisica, ICB-UFMG.

Belo Horizonte, 10 de margo de 2023.

Prof. Dr. Raphael Escorsim Szawka
Coordenador do Programa de Pds-graduagdo em Fisiologia e Farmacologia
P — =
eil Documento assinado eletronicamente por Raphael Escorsim Szawka, Coordenador(a), em
3 o fﬁ 03/03/2023, as 16:30, conforme horario oficial de Brasilia, com fundamento no art. 52 do Decreto n?

assinatura

| eletrdnica 10.543, de 13 de novembro de 2020.
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