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RESUMO

A gléndula tireoide é uma das maiores glandulas do corpo, responsavel pela producéo de
triiodotironina (T3) e tiroxina (T4), hormdnios responsaveis pela homeostase do organismo.
A reducdo na producdo destes hormonios leva a um quadro de hipotireoidismo. O
hipotireoidismo é uma desordem enddcrina, mais prevalente no sexo feminino, e que pode
causar uma série de alteracbes comportamentais e neuroldgicas, dentre elas a depressao. O
flavonoide crisina, presente no maracuja do mato, propolis e mel de abelha, vem sendo
estudado a alguns anos, sendo relatados seus efeitos antioxidantes, anticancerigenos,
antihiperglicémicos, ansioliticos, e atualmente tem-se demonstrado sua atividade
antidepressiva. O objetivo deste estudo foi investigar a acao terapéutica da crisina em modelo
tipo depressivo induzido pelo hipotireoidismo em camundongos fémeas C57BL/6 adultas.
Primeiramernte os animais foram divididos em dois grandes grupos (n=20): controle e
hipotireoidismo. O hipotireoidismo foi induzido por exposi¢cdo continua ao farmaco
antitireoideo metimazol (MTZ) 0,1% + 0,475% de sucralose, durante 31 dias na dgua. No 31°
dia foi retirado sangue da veia caudal e determinado os niveis de T3 e T4. ApGs 0s animais
foram separados em quatro grupos (n=10): controle, hipotireoidismo, crisina, hipotireoidismo
+ crisina. A crisina (20mg/kg) foi administrada diariamente por 28 dias, via oral. Ao final do
tratamento, 0s animais passaram por testes comportamentais de campo aberto (TCA), nado
forcado (TNF) e suspensdo de cauda (TSC), apds realizou-se eutanasia nos animais, e coletou-
se 0 sangue por puncéo cardiaca para analise bioquimica de T3 e T4, e retirou-se as estruturas
cerebrais hipocampo e cortex pré frontal, para anélises neuroquimicas de serotonina (5-HT),
dopamina (DA), norepinefrina (NA). Nossos resultados demonstraram que 0s animais com
hipotireoidismo apresentaram um aumento no tempo de imobilidade nos testes de TNF e TSC
e a crisina foi capaz de reverter este tempo em ambos o0s testes. Demonstrou-se também que a
crisina foi capaz de restaurar os niveis de neurotransmissores: 5-HT em ambas estruturas
cerebrais e DA no hipocampo dos animais com hipotireoidismo, corroborando com os
resultados dos testes comportamentais, nos quais o0 TNF estd relacionado com o sistema
serotoninérgico e 0 TSC com o sistema dopaminérgico. Em conclusdo, nossos resultados
demonstram pela primeira vez que a crisina € capaz de reverter o estado tipo depressivo

induzido pelo hipotireoidismo, possivelmente por normalizar os niveis de 5-HT e DA.

Palavras-chave: Flavonoide. Metimazol. Serotonina. Dopamina. Estado tipo depressivo.



ABSTRACT

The thyroid gland is one of the largest glands in the body, it produces triiodothyronine (T3)
and thyroxine (T4), these hormones are responsible for body homeostasis. The reduction in
the production of these hormones leads to hypothyroidism. The hypothyroidism is an
endocrine disorder, more prevalent in females, which can cause a number of behavioral and
neurological changes, including depression. The chrysin flavonoid present in the passion fruit
of the bush, propolis and bee honey, has been studied for some years, being reported your
antioxidant effect, anticancer, antihyperglycemic, anxiolytic, and currently your
antidepressant activity was demonstrated. The objective of this study was to investigate the
therapeutic action of chrysin in a model of like-depression induced by hypothyroidism in
adult C57BL/6 female mice. First, the animals were divided into two groups (n=20): control
and hypothyroidism. Hypothyroidism was induced by continuous exposure to the antithyroid
drug methimazole (MTZ) 0.1% + 0.475% sucralose for 31 days on water. On the 31* day
blood was drawn from the caudal vein and T3 and T4 levels were determined. After the
animals were separated into four groups (n=10): control, hypothyroidism, chrysin,
hypothyroidism + chrysin. The treatment of chrysin (20mg/kg) was administered daily for 28
days, orally. At the end of treatment the animals they passed for behavioral tests of open field
test (OFT), forced swimming test (FST) and tail suspension test (TST), performed euthanasia
in the animals, and collected the blood by cardiac puncture for biochemical analyze of T3 and
T4, and the hippocampus and prefrontal cortex brain structures were removed for
neurochemical analyzes of serotonin (5-HT), dopamine (DA), norepinephrine (NA). Our
results demonstrated that animals with hypothyroidism showed an increase in the time of
immobility in the tests of FST and TST and the chrysin was able to reverse this time in both
tests. It was also demonstrated that the chrysin was able to restore the levels of
neurotransmitters: 5-HT in both structures cerebral and DA in the hippocampus of animals
with hypothyroidism, corroborating with the results of behavioral tests, in which FST is
related to the serotonergic system and the TST with the dopaminergic system. In conclusion,
our results demonstrate for the first time that chrysin is able of reversing the depressive-

induced state induced by hypothyroidism, possibly by normalizing 5-HT and DA levels.

Keywords: Flavonoid. Methimazole. Serotonin. Dopamine. Depressive-like behavior.
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APRESENTACAO

No item INTRODUGCAO esté descrita uma breve revisdo de literatura sobre os temas
abordados nesta dissertacdo seguida pelo item OBJETIVOS.

Os resultados que fazem parte desta dissertacdo estdo apresentados sob a forma de
artigo cientifico, os quais sdo apresentados no item MANUSCRITO CIENTIFICO. As
secdes: Introducdo, Materiais e Métodos, Resultados, Discussdo, Conclusdo e Referéncias
Bibliograficas, encontra-se no préprio artigo e representa a integra deste estudo. O manuscrito
esta estruturado de acordo com as normas da revista cientifica “European Journal of
Pharmacology” para a qual foi submetido.

Os itens CONCLUSOES E PERSPECTIVAS encontram-se no final desta
dissertacdo e apresentam interpretacfes e comentarios gerais sobre o artigo contido neste
trabalho.

As REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS referem-se somente as citacdes que

aparecem nos itens introducdo e revisao bibliografica.
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1 INTRODUCAO

Os hormonios tireoideanos (HT), triiodotironina (T3) e tiroxina (T4) sdo essenciais
para 0 processo de desenvolvimento e de homeostase do organismo, quando ha um
desequilibrio nos niveis destes hormonios, pode acarretar patalogias como hipertireoidismo

(aumento exacerbado nos niveis dos HT) e hipotireoidismo (diminuicéo na sintese dos HT).

O hipotireoidismo é uma disfuncdo hormonal complexa e ndo somente uma disfuncao
enddcrina simples (ONCU et al., 2004), manifestado em grande parte por uma lenta
desaceleracdo reversivel de todas as func@es corporais (GREEN SPAN; DONG, 2004). Além
do distarbio metabdlico geral, o comprometimento da producdo dos HT pode ocasionar
anormalidades intelectuais e comportamentais que podem afetar o funcionamento diario do
paciente e resultar em doencas neuroldgicas como o estresse e a depressdo (HAYAT et al.,
2010).

A depressdo é uma patologia que afeta mais de 300 milhdes de individuos da
populacdo mundial (WHO, 2017), sendo esta uma das doencas neuropsiquiadtricas mais
prevalentes, bastante recorrente e incapacitante, com elevadas taxas de suicidio
(HOLTZHEIMER; NUMEROFF, 2006; DUMAN, 2010), possuindo ainda dificuldade em
aceitabilidade no tratamento, devido aos efeitos colaterais frequentes relatados pela populagéo
acometida por esta doenca (AMITAI et al., 2016). Atualmente ha uma crescente busca por
medidas terapéuticas em torno de produtos naturais, por haver menor toxicidade e efeitos

colaterais em comparagdo com medicamentos sintéticos.

A origem desta neuropatologia ainda ndo foi totalmente explicada, mas sabe-se que
resulta de um desequilibrio da atividade monoaminérgica cerebral (ELHWUEGI, 2004),
principalmente os sistemas noradrenérgicos (WONG; LICINIO, 2001; TAYLOR et al., 2005),
dopaminérgicos (D’AQUILA et al., 2000; DAILLY et al., 2004) e serotoninérgicos (KIM,
2008), estes neurotransmissores exercem efeitos de modulacéo e integracdo sobre atividades
corticais e subcorticais, envolvidas na regulacdo de atividades psicomotoras, apetite, sono e
humor (LAFER; VALLADA FILHO, 1999).

Baseado nisto, ha diversos compostos naturais que estdo sendo estudados para fins
terapéuticos como os flavonoides, dentre este grande grupo estd a Crisina (5,7-

Dihidroxiflavona — Fig. 1).
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Figura 1 - Estrutura quimica da crisina.

Fonte: arquivo proprio (2017).

A Crisina foi extraida pela primeira vez por Pearce et al., (1984) do maracuja do mato
(Passiflora caerulea), neste mesmo estudo foi identificado sua atividade antialérgica, e ficou
conhecida principalmente por sua atividade antioxidante (PUSHPAVALLI et al., 2010;
CIFTCI et al., 2012), pela inibigdo da enzima aromatase (KAO et al., 1998) na qual atua no
processo de conversdo da testosterona aumentando a massa muscular em praticantes de
exercicio fisico, pela atividade anti-inflamatoria (AHAD et al., 2014; FENG et al., 2014,
XIAO et al., 2014), atualmente foi identificado o seu efeito antidepressivo em diferentes
modelos de inducdo de estado tipo depressivo (FILHO et al., 2015; 2016a; 2016b).

Desta forma, este estudo teve como objetivo investigar o possivel efeito neuroprotetor
do flavonoide crisina sobre mudangas comportamentais e nos niveis de monoaminas causadas

na depressao induzida pelo hipotireoidismo.

A hipotese estabelecida para a presente dissertacdo € que, com o crescente aumento de
pessoas com hipotireoidismo, e as consequéncias causada por esta disfuncdo enddcrina, como
doengas neuroldgicas — neste caso a depressdo - é essencial a busca por novos farmacos,
principalmente de origem natural, com menores efeitos colaterais, para o tratamento destas

patologias causadas pelo hipotireoidismo.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Glandula Tireoide

A tireoide é uma das maiores glandulas do organismo, sendo esta responsavel por
diversos processos como manter a homeastose do corpo. A tireoide possui o formato de
“borboleta”, situa-se aderida na parte anterior e lateral da laringe e da traqueia (Fig. 2), a
glandula possui dois lobos, o esquerdo e direito unidos por um istmo de parénquima

glandular.

Figura 2 - llustracdo esquematica da anatomia da glandula tireoide.

Vista frontal Vista posterior

Paratireoide
Traquela Traquela

Fonte: arquivo proprio (2017) adaptado de Saladin (2003).

A tireoide sintetiza os horménios T3 e T4, através da sinalizacdo do horménio
liberador de tirotrofina (TRH — do inglés Thyrotropin releasing hormone) pelo hipotalamo
para a glandula pituiaria anterior que ira sintetizar a producdo do horménio estimulador da
tireoide (TSH — do inglés Thyroid stimulating hormone), este por sua vez, vai sinalizar a
glandula tireoide para entdo produzir T3 e T4 (Fig. 3), esta sintese também pode acontecer por
retroalimentacdo negativa dos hormonios tiredideos (BIANCO, 2002; CAMPBEL, 2008;
STATHATOS, 2012).
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Figura 3 - Regulacdo da secregcdo dos hormonios da tireoide.

Hipotalamo
PVN

TRH

| Clindula |
Pituitaria
Anterior

TSH

Fonte: arquivo préprio (2017) adaptado de Ortiga Carvalho (2016).

A biossintese de T3 e T4 ¢ feita a partir do iodeto proveniente da dieta, o iodo (I") que
é concentrado na tireoide, passa a ser oxidado com residuos de tireoglobulina (varias
moléculas de tirosina) que sdo sintetizados pelo reticulo endoplasmatico. As tireoglobulinas
passam para o coloide a partir de exocitose, 0 |I" passa para o coldide pela transportadora
pendrina, e sofre oxidagdo e tranforma-se em 1°, a juncdo destes (tireoglobulina e 1°) chama-se
iodinacdo, a iodinacdo pode ser com um ou dois residuos de 1°. Apds, acontece a conjugacéo
ou condensacdo, que é a ligacdo de duas moléculas tireoglobulina, estas podem ter trés ou
quatro 1° (para formar T3 e T4, respectivamente). Apds esta etapa, acontece a endocitose para
dentro da célula folicular, posteriormente acontece a prote6lise para produzir T3 e T4 livres,

que serdo liberados na circulacdo sanguinea (Fig. 4).
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Figura 4 - Biossintese dos horménios tireoidianos.

o
\\_ww_w;_ﬁ-—-
T

endoplasmatico

Secrecio da tireoglobulina -

Na Simportadol;;de Na1 FNa

Protedlise

Fonte: arquivo préprio (2017) adaptado de Boron (2003).

2.2 Disfuncéo da Glandula Tireoide

Os hormonios tireoidianos, sdo conhecidos como horménios metabdlicos do
organismo, sendo o0 T4 mais abundante e precursor do T3 que é a forma hormonal
funcionalmente mais ativa (STOICA et al.,, 2007). Sado importante no crescimento,
desenvolvimento e homeostase do organismo (WHITE, 2010), e ainda possuem efeitos
sisttmicos, e vias metabdlicas, como regulacdo da temperatura, desenvolvimento,
diferenciacédo e funcionamento de tecidos como o do sistema nervoso central (SNC) (NUNES,
2003). Quando h& uma descompensacdo nestes hormonios, o individuo pode ser acometido
por hipertireoidismo (aumento dos niveis de T3 e T4), ou hipotireoidismo (diminuicdo nos
niveis de T3 e T4).

Em sintese, no hipertireoidismo a doenca de Graves € a causa mais comum e ocorre
quando ha uma desordem autoimune, e o sistema de defesa do corpo ataca as proprias células:
atacando a glandula tireoide, geralmente € uma doenca genética. A glandula tireoide fica
hiperativa, produzindo em excesso 0s hormonios T3 e T4, acelerando 0 metabolismo corporal,
entrando em um estado metabdlico aumentado, com muitos sistemas corporais desenvolvendo

funcdo anormal. Em casos mais graves envolve varios 6rgaos, como por exemplo o coracéo:
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o0s batimentos cardiacos ficam acelerados e irregulares, podendo causar insuficiéncia cardiaca

congestiva; e também envolvendo o sistema 0sseo causando osteoporose (ATA, 2013).

2.2.1 Hipotireoidismo

O hipotireoidismo é uma condicdo na qual a glandula tireoide ndo produz a quantidade
suficiente de hormonios responsaveis pela homeostase do corpo. Esta desordem é amplamente
reconhecida por seus efeitos sobre os diferentes sistemas organicos, afetando varios aspectos,
como a frequéncia cardiaca, a temperatura corporal, efeitos neurolégicos, levando ao
hipometabolismo. Ha diversas causas para o desenvolvimento do hipotireoidismo dentre elas
estd a doenca de Hashimoto (autoimune), remoc¢do cirdrgica da tireoide, tratamento com
radiacdo, hipotireoidismo congénito, tireoidite, quantidade de iodo, dano na glandula

pituitaria e via medicamentosa.

Na doenca autoimune, conhecida por ser a doenca de Hashimoto, as células do corpo
atacam os proprios 6rgéos, atacando a glandula tireoide, inflamando e danificando as proprias
células, interferindo na sintese dos horménios T3 e T4. Esta desenvolve-se lentamente ao
longo dos anos, podendo iniciar em qualquer fase da vida, mas a incidéncia aumenta com a

idade, e também pode ocorrer na gestacdo, apos o parto ou na menopausa (ATA, 2013).

A remocdo cirtrgica de toda glandula tireoide ou quando o tecido da tiredide
remanescente nao funciona mais corretamente, resulta em hipotireoidismo. Esta remocéo é

feita quando h& nddulos ou céncer na tireoide, e na doenca de Graves (ATA, 2013).

Hé& doencas que sdo tratados com radiacdo, como a doenca de Hodgkin, linfoma ou
cancer de cabega ou pescoco, e também o iodo radioativo € uma opgao de tramento na doenca
de Graves, bdcio nodular e céncer na tireoide, estes tipos de radiagdo destroem

permanentemente a tireoide, ocasionando o hipotireoidismo (ATA, 2013).

O hipotireoidismo congénito acontece quando os bebés nascem sem ou com a tireoide
parcialmente formada, devido a tireoide ectopica, ou por medicamentos tomados pela mée na
gestacdo, a prevaléncia é de 1 em 4000 bebés (ATA, 2013).

Quando ocorre uma inflamacdo na tireoide é chamado de tireoidite, esta acontece
geralmente por uma infec¢do viral ou um ataque autoimune (como doenga de Hashimoto,
tireoidite pds-parto ou tireoidite silenciosa). Se viral as pessoas podem retornar ao

funcionamento normal da tireoide, porém se autoimune um quarto das pessoas ficam com
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hipotireoidismo permanente. O hipotireoidismo nestes casos ocorre devido a tireoidite liberar
todo estoque de hormonios armazenados ao mesmo tempo, ocorrendo um hipertireoidismo

passageiro, apods este periodo a tireoide se torne subativa (ATA, 2013).

O hipotireoidismo causado pela deficiéncia de iodo, ocorre pois para a sintese dos
hormdnios tireoidianos, é necessario ter iodo no sangue, este é pronvindo de alimentos, como
frutos do mar, produtos lacteos, etc. A deficiéncia deste mineral é a causa mais comum do
hipotireoidismo, mas 0 excesso, geralmente por suplementos dietéticos de algas marinhas,

pode piorar ou causar o hipotireoidismo (ATA, 2013).

A glandula pituitaria possui um papel essencial para a homeostase do organismo, se
esta possui uma lesdo, tumor, sofre radiacdo ou cirurgia, pode ndo ser mais capaz de sinalizar

a tireoide para sintetizar os hormonios T3 e T4, causando hipotireoidismo (ATA, 2013).

Por fim, alguns medicamentos podem interferir na capacidade da glandula tiredide de
sintetizar os hormonios, levando ao hipotireoidismo, como as tionamidas, e o0s inibidores

ibnicos que interferem na concentracdo de iodo pela tiredide

No hipotireoidismo a prevaléncia € maior no sexo feminino, e a incidéncia aumenta
com o passar da idade (MORGANTI et al., 2005; CASTRO; GHARIB, 2008).

O hipotireoidismo € a alteracdo mais frequente da tireoide, sua prevaléncia em
mulheres ocorre em torno de 10%, e aumenta no periodo da menopausa (ficando em torno de
12 a 15% nesta fase), em homens a prevaléncia, bem menos frequente, é em torno de 3%. Em
2008, a incidéncia variava de 0,3% a 4,6% da populacdo geral, sendo cinco a oito vezes mais
prevalente em mulheres que em homens (SOARES; CASTRO, 2008). Com o aparecimento
do hipotireoidismo, o metabolismo fica desacelerado, produzindo uma quantidade inferior de
hormdnios tireoidianos ao necessario para o organismo, causando uma variedade de sintomas
(Tabela 1):
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Tabela 1: Sintomas mais frequentes do hipotireoidismo (ATA, 2013):

Pele seca e ressecada

Baixa energia

Cabelo seco, quebradico, e maior queda

Diminuicdo do suor

Constipacao

Perda de apetite

Sensibilidade ao frio

Ganho de peso leve £5 kg

Cansago excessivo

Dificuldade em perder peso

Sindrome do tanel do carpo

Dores musculares e nas articulacfes

Irritacdo

Parestesia

Desaceleracdo da frequéncia cardiaca

Acumulacéo de liquido corporal

Pressdo sanguinea aumentada

Aumento dos niveis de colesterol

Esquecimento

Crescimento retardado em criangas

Depressdo

Bocio

Ansiedade Rouquidéo vocal

2.3 Drogas que interferem na glandula tireoide

Existem drogas que interferem a glandula tireoide em produzir T3 e T4, estas sdo
anions hidratados, monovalentes e com tamanho similar ao iodo, por exemplo o fluoborato
(BF,) e perclorato (ClO,) séo classificados como inibidores idnicos, sendo este Gltimo
amplamente utilizado como “descarga” para iodo inorganico no teste diagnostico de
organificagdo. Outros ions, como o litio, inibem a liberagdo dos hormdnios tiredideos, mas o

mecanismo de acdo ainda nao esta elucidado (LAZARUS, 1998).

Clinicamente, as drogas antitiredideas mais utilizadas séo as tioureilenos, utilizadas no
tratamento do hipertireoidismo: 6-propil-2tiouracil (propiltiouracil - PTU)e 1-metil-2-
mercaptoimidazol (metimazol - MTZ), séo utilizadas principalmente na doenca de Graves,
uma vez que, ambas interferem com a incorporacdo de iodo nos residuos tirosil e também
inibem a formacdo das iodotironinas, ou seja, inibem a sintese de horménios tireoidinos por
bloquearem a atividade da tireoperoxidase (TAUROG, 2000). Ha evidéncias de que inibem a
iodetacdo dos residuos de tirosil na tireoglobulina, sendo assim, estes farmacos interrompem
as reacOes de oxidacdo catalisadas pela tireoperoxidase por atuarem como substratos para o
suposto complexo iodo-peroxidase, inibindo competitivamente a interagdo com a tirosina
(RANG et al., 2012), ou seja a reacdo de acoplamento seja mais sensivel a drogas tiredideas
do que a reacdo de iodacdo (TAUROG, 2000)(Fig. 5).
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Figura 5 — Atuacéo de tioureilenos (MTZ e PTU) na glandula tireoide.
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Fonte: arquivo proprio (2017) adapado de Harvey et al. (2006)

Quando ha a acdo dos tioureilenos, eles podem agir em dois locais na glandula
tireoide, ambos na sintese dos hormonios. Eles podem agir na condensacdo dos residuos de
tireoglobulina ligados aos 1°, como demonstrado no item 4 (Fig. 5), ou inibem a enzima
tireoperoxidase como demonstrado no item 3 (Fig. 5), inibindo a ligacdo de iodo aos residuos

de tirosina, sendo esta a maior acéo dos tioureilenos, principalmente 0 MTZ.

2.4 Hipotireoidismo e Disturbios Neuropsiquiatricos

Como a glandula tireoide é essencial para o funcionamento normal do organismo, ja
estd evidenciado uma associacdo entre o hipotireoidismo e a distarbios neuropsiquiatricos,
principalmente depressdo, ansiedade e deficiéncia da memdria e dificuldade em aprendizagem
(OSTERWEIL, et al., 1992; PLACIDI et al., 1998; DEMET et al., 2002; VAN BOXTEL et
al., 2004; GUIMARAES et al., 2009).

Esta associacdo também é demonstrada em tratamentos com animais de
experimentacdo, por inducdo do hipotireoidismo, por exemplo: com drogas antitireoideas;

tireoidectomia, inducdo de hipotireoidismo congénito, entre outras (WILCOXON et al.,
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2007). H& mecanismos que tentam explicar a esta associacdo: alteracdes morfoldgicas nos
neurdnios do hipocampo nas regifes CA1 e CA3 (SALA-ROCA et al., 2008) e modulacdo de
rotas apoptéticas (SINHA et al., 2009; ZHANG et al., 2009).

2.5 Depressao
Dentre os transtornos de humor, a depressédo destaca-se por ser uma das doencas
neuropsiquiatricas mais prevalentes, altamente recorrente e incapacitante, com altas taxas de

suicidio, elevado uso de tratamentos com altos custos para sociedade e que ameaca a
qualidade de vida do individuo (HOLTZHEIMER; NUMEROFF, 2006; DUMAN, 2010).

A depresséo € uma doenca mental caracterizada por (WHO, 2017):

o Tristeza;

o Perda de interesse ou prazer;

) Sentimentos de culpa;

o Auto-estima baixa;

o Sono perturbado;

o Apetite aumentado;

o Sentimentos de cansaco;

o Baixa concentracao;

o Em casos mais graves, o suicidio.

Os distarbios depressivos podem ser longos ou recorrentes, prejudicando as pessoas
acometidas com essa patologia de lidar com situagGes do cotidiano, como por exemplo:
estudar e trabalhar (WHO, 2017).

Os transtornos depressivos incluem duas subcategorias principais (WHO, 2017):

o Transtorno depressivo maior ou episédio depressivo: envolve sintomas
como o humor deprimido; perda de interesse e prazer; e diminui¢do da energia. Este
pode ser categoriazado como leve, moderado ou grave, dependendo do nimero e
gravidade dos sintomas.

o Distimia, uma forma persistente ou cronica de depressdo leve: 0s
sintomas da distimia sdo semelhantes ao episodio depressivo, mas tendem a ser menos

intensos e durar mais tempo.
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O numero total de pessoas que vivem com depressdo no mundo é de 322 milhdes.
Cerca de metade dessas pessoas vivem na regido Sudeste da Asia e na regido do Pacifico,
refletindo as populagdes relativamente maiores dessas duas Regides (que incluem a india e a

China, por exemplo) como demonstrado na Fig. 6 (WHO, 2017).

Figura 6 - Prevaléncia da depressao nas regides mundiais.
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Fonte: arquivo préprio (2017) adaptado de WHO (2017).

O numero estimado total de pessoas com depressdao aumentou 18,4% entre 2005 e
2015 (GBD, 2016), isso reflete o crescimento da populagédo global, bem como um aumento

proporcional de idosos no qual a depresséo € mais prevalente (WHO, 2017).

Estudos de imagens cerebrais em pacientes deprimidos mostram que ocorre atrofia e
perda neuronal, indicando uma reducéo do volume do hipocampo comparado com individuos
saudaveis, ainda mostram que o estresse na depressdo pode causar atrofia e morte de
neurdnios nas areas piramidais CA3 do hipocampo (SAPOLSKY, 1996).

Uma das principais dificuldades desta patologia é o tratamento, este alcanca somente
uma porgdo da populagdo e estd bastante relacionado a susceptibilidade efeitos colaterais
(PEROVIC et al., 2010). Reforcando os estudos a fim de investigar novos agentes
terapéuticos para o tratamento da depressdo (CROOM et al., 2009).
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2.5.1 Tratamentos e efeitos colaterais

Ha varias classes de antidepressivos utilizados na industria farmacéutica, estes sao
classificados em razdo da sua estrutura quimica ou do seu mecanismo de acdo: 0s ISRS,
inibidores da monoamino-oxidase (IMAQO), os antidepressivos triciclicos (ATC), dentre
outros (CORDIOLLI, 2014).

Estes mesmos medicamentos, em sua maioria sao utilizados também para tratamentos
de outras neuropatologias, comotranstornos do panico, obsessivo- compulsivo, de ansiedade
generalizada, de estresse pds-traumatico, entre outros (CORDIOLI, 2014).

Tabela 2: Efeitos colaterais mais frequentes com o uso de antidepressivos (CORDIOLI,

2014):
Boca seca Visdo embassada
Constipacdo intestinal Retencdo urinaria
Taquicardia Queda de pressao
Tonturas Sudorese
Sedacéo Ganho de peso
Tremores Desconforto gastrico
Ansiedade Cefaléia
Diminuigao do apetite Disfungéo sexual
Inquietude Nervosismo
Insdnia Tremores

2.5.2 Depressao e Neurotransmissores

A etiologia deste disturbio psiquiatrico ainda nao foi totalmente esclarecida, apesar de
saber que esta resulta de um desequilibrio da atividade monoaminérgica cerebral
(ELHWUEGI, 2004).

A teoria monoaminérgica na depressao surgiu em 1965, demonstrando que 0 maior
processo neuroquimico deste disturbio é a disfuncdo da neurotransmissdo monoaminérgica
junto com a diminuicdo da quantidade das monoaminas na fenda sinaptica: norepinefrina
(NA), dopamina (DA) e serotonina (5-HT) (SCHILDKRAUT, 1965) (Fig.7).
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Figura 7 - Teoria monoaminérgica da depressao.
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Fonte: arquivo préprio (2017) adaptado de Purves et al. (2001)

A teoria monoaminérgica da depressdo pode ser explicada através da perturbacéo na
sintese, armazenamento ou liberacdo, de monoaminas, mas estes podem estar inalterados, e as

atividades dos receptores e/ou mensageiros intracelulares podem estar alteradas.

Os sistemas monoaminérgicos originam-se em pequenos nucleos no tronco cerebral e
mesencefalico, projetando-se pelo cérebro, estes neurotransmissores exercem efeitos de
modulacéo e integracdo sobre atividades corticais e subcorticais, envolvidas na regulacdo de
atividades psicomotoras, apetite, sono e humor (LAFER; VALLADA FILHO, 1999).
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e O sistema noradrenérgico na depressdao tém sido relatado na literatura (WONG;
LICINIO, 2001; TAYLOR et al., 2005), apesar desta monoamina estar mais
relacionado com a fisiologia do estresse. Algumas evidéncias demonstram a
participagdo de a-adrenoceptores ¢ [B-adrenoceptores na acdo de farmacos
antidepressivos (MILLAN, 2004).

e O sistema dopaminérgico também é um importante alvo implicado nas desordens
envolvendo os transtornos de humor, devido ao fato de que a funcdo dopaminérgica
reduzida também esta implicada na fisiopatologia da depressdao (D’AQUILA et al.,
2000; DAILLY et al.,, 2004). O efeito de antidepressivos sobre a transmissao
dopaminérgica € um importante fator que contribui para a eficacia da terapia
antidepressiva, uma vez que a hipofuncdo da via dopaminérgica mesolimbica pode
estar relacionada com a anedonia. (SHANKMAN et al., 2010).

e O sistema serotoninérgico ndo participa s6 na neurobiologia da depressdo, mas
também em alteracGes comportamentais (KIM, 2008). Participando na maturacdo dos
sistemas cerebrais envolvidos na regulacdo emocional no adulto, sendo que alteracGes
serotoninérgicas numa fase precoce do desenvolvimento predispbem para o
desenvolvimento de depressdo (FROKJAER et al., 2009).

As principais argumentacGes sugerem que 0s niveis de NA, 5-HT e DA estdo
diminuidos no cérebro de pacientes deprimidos (SAPOLSKY, 2004), os farmacos para o
tratamento da depressdo sustentam esta hipdtese, pois estes atuam na inibicdo da recaptacdo
dos neurotransmissores monoaminérgicos, principalmente 5-HT, os chamados inibidores
seletivos da recaptacdo de serotonina (ISRS), ou seja aumentam o0s niveis de monoaminas
cerebrais. Ainda h& farmacos que agem como inibidores da enzima monoamina oxidase,

enzima que biotransforma as monoaminas (NEMEROFF, 2007).

Desta forma, a modulacdo dos trés sistemas, principalmente serotoninérgico,
dopaminérgico, tem demonstrado participacdo nos efeitos comportamentais em testes animais
preditivos de agentes antidepressivos como, o teste de nado forcado (TNF) e o teste de
suspensao de cauda (TSC) (CRYAN et al., 2005; O'LEARY et al., 2007).

2.6 Hipotireoidismo e Depressao

Ja esta relatado que a depressdo possui comorbidades com outras patologias, por

exemplo o hipotireoidismo (DIAS et al., 2014) e também doengas psiquiatricas e neuroldgicas
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(GOTLIB; JOORMANN, 2010). Sendo que os pacientes deprimidos s&o mais propensos a
desenvolverem outras doencas, como por exemplo cardiovasculares, osteoporose, diabetes
mellitus tipo 2 e atrofia reversivel do hipocampo (KORNHUBER et al., 2009; VAN DER
FELTZ-CORNELIS et al., 2010).

H& estudos que tratam o hipotireoidismo com compostos, sejam eles sintéticos ou

naturais, como por exemplo:

Noreen et al., (2017), relata que o hipotireoidismo aumenta o risco de doencas
neuropsiquiatricas e comprometimento cognitivo. Entdo testou um derivado de
espiroimidazopiridina (SAK3), sintetizado por seu grupo, como potenciador cognitivo em
animais com hipotireoidismo, induzido por MTZ. O tratamento com MTZ sozinho interrompe
a estrutura glomerular de bulbo olfatorio, reduz o nimero de neurbnios imunorreativos de
acetil colina transferase (ChAT) no septo medial (MS) e resulta na cognicdo
significativamente prejudicada. A administracdo de SAK3 (0,5 e 1 mg/kg, p.o.) restaura
significativamente o nimero de neurénios de MS colinérgicos nos camundongos tratados com
MTZ, e o tratamento com SAK3 a uma dose mais elevada melhora significativamente os

déficits cognitivos observados em camundongos controle tratados com MTZ.

Sthon et al., (2016) constata uma relacdo entre a acdo dos hormdnios tireoidianos
cerebrais e hiperatividade e ansiedade e comportamentos semelhantes a depressdo em

camundongos knockout da 3-deiodinase.

Dias et al., (2014), demonstra que o disseleneto de difenila é eficaz no tratamento da

depressao induzida pelo hipotireoidismo em ratas fémeas.

Portanto, é cada vez mais necessario demonstrar os efeitos de patologias que levam a
alteracdes em todo organismo, como o hipotireoidismo, e possiveis compostos que aumentem

o interesse pelo seu uso como possivel adjuvante terapéutico no tratamento dessas doencas.

2.7 Flavonoides

Os flavonoides (ou bioflavonoides) sdo metabdlitos secundérios das plantas,
encontrados em diversos alimentos, como frutas e hortalicas e também em algumas bebidas,

possuem imensa atividades bioldgicas para a saude humana, pois atuam através de
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mecanismos fisioldgicos e uma grande quantidade de caminhos de sinalizagdo envolvidos em
muitas doencas (NABAVI, 2015).

Os flavonoides podem ser encontrados em duas formas: ligados a aglcares (forma
glicosilada) e livres (forma agliconada — como a maioria dos flavonoides). Estes possuem
propriedades quimicas e podem ser consideradas como: substancias lipossoliveis e
hidrossollveis. A absor¢cdo da forma glicosilada, acontece ap6s a hidrélise da molécula no
trato digestivo, transformando-se na forma agliconada (livre), esta inclui reagdes de
glucuronidacdo e sulfatacdo, que podem ser seguidas de efluxo, culminando na eliminacao via
sistema excretor e dioxido de carbono (mediada por bactérias do trato intestinal), ou absor¢édo

e distribuigdo para os tecidos via sistema circulatorio (YAO et al., 2004).

Ja é demonstrado que os flavonoides sdo capazes de modular a atividade de enzimas e
afetam o comportamento de muitos sistemas celulares, sugerindo possuir atividade
antihepatotoxica, antialérgicos, anti-inflamatorio, antitetrosopldides e até mesmo
antitumorais (DI CARLO et al., 1999).

A biossintese dos flavonoides (Fig. 8) inicia-se através de duas vias: &cido chiquimico
(sintetiza fenilpropano, derivado de acido cinamico) e acil polimeanato. O fenilpropano atua
como ponto de partida para que com a adicdo de 3 moleculas de acido acético, forme o
policetideo. Atraves de hidroxilagdes e reducdes, ha o encerramento do anel aromético, para

que apds formar Calcona, tenha-se a estrutura do flavonoide.

Figura 8 - Biossintese dos flavonoides.
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Fonte: arquivo préprio (2017) adaptado de Di Carlo et al. (1999).
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Os flavonoides sdo subdividos em classes, sendo as principais: flavonas, flavonais,
chalconas, auronas, flavanonas, flavanas, antocianidinas, leucoantocianidinas,
proantocianidinas, isoflavonas e neoflavondides (BRAVO, 1998), e sua estrutura basica
consiste em um nucleo fundamental, constituido de quinze &tomos de carbono arranjados em
trés anéis (C6-C3-C6), sendo dois anéis fendlicos substituidos (A e B) e um pirano (cadeia
heterociclica C) acoplado ao anel A (Fig. 9) (DI CARLO et al., 1999).

Figura 9 - Estrutura basica dos flavonoides.

Fonte: arquivo préprio (2017) adaptado de Dornas et al. (2007).

2.7.1 Crisina

Dentre os flavonoides encontrados, esta a crisina (5,7-dihidroxiflavona ou 5,7-
dihidroxi-2-fenil-4H-cromeno-4-ona), que é um derivado da flavona hidroxilada, e um
flavonoide agliconado, encontrada principalmente no maracuja do mato (Passiflora caerulea
L.), propolis, mel de abelha, e nas espécies de plantas como a Passiflora incarnata L.
(ESCUREDO et al., 2012; WILLIAMS et al., 1997).

A crisina, pertence a classe das flavonas, compostos polifenélicos naturais comuns que
sdo chamados de flavonoides, que possui 15 carbonos. A caracteristica das flavonas como
evidenciado na crisina é a presenca de ligacdo dupla C2-C3 no anel C e a falta de oxigenacéo
em C-3 nos anéis B e C (Fig. 1).

A crisina tem sido estudada a alguns anos, e a partir disto, ha um grande numero de
trabalhos na literatura que demonstram suas propriedades farmacolodgicas:

e Atividade antialérgica (PEARCE et al., 1984);
e Atividade anticonvulsiva (MEDINA et al., 1990);
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Atividade ansiolitica (WOLFMAN et al., 1994);

Atividade antiviral (CRITCHFIELD et al., 1996);

Inibicdo da enzima aromatase (KAO et al., 1998);

Atividade antiestrogénica (MACHALA et al., 2001);

Efeito anti-hipertensivo (VILAR et al., 2002);

Antagoniza a enzima aromatase (GAMBELUNGHE et al., 2003)

Inibe a angiogénese tumoral (FU et al., 2007)

Efeito inibitério na formacdo de fibrina sobre a proteina beta amiloide
(AKAISHI et al., 2008);

Protege contra a apoptose induzida por peréxido de hidrogénio e atenua a
morte neuronal em in vitro (IZUTA et al., 2008; KANG et al., 2004);
Atividade antioxidante (PUSHPAVALLLI et al., 2010; CIFTCl et al., 2012)
Atividade antiinflamatoria através do bloqueio da liberacdo de histamina e
expressdo de citocinas pro inflamatorias (BAE et al., 2011);

Atividade antiasmatica através da supressdo de 6xido nitrico sintase induzivel
(iINOS) e fator nuclear-«B (NF-kB) (WADIBHASME et al., 2011);

Atividade anticancerigena pela apoptose induzida relacionado ao fator de
necrose tumoral-relacionado ao indutor de apoptose (TRAIL) e aumentando a
degradacéo induzida por TRAIL das caspases 3 e 8 (LI et al., 2011);

Atividade anti-inflamatoria (BAE et al., 2011);

Efeito antineoplasico (PICHICHERO et al., 2011);

Inibicdo das histonas deacetilases (SUN et al., 2012);

Inibicdo das DNA topoisomerases (RUSSO et al., 2012);

Prevencdo da progressdo metastatica em células de cancer de mama
(LIRDPRAPAMONGKOL et al., 2013);

Inibicdo de fator de necrose tumoral- o (TNF-a) ¢ interleucina-1p (IL-1p) (BAI
etal., 2013);

Atividade anti-hipercolesterolémica (ANANDHI et al., 2013);

Atividade cardioprotetora através da melhoria da recuperacdo funcional pos-
isquémica (TESTAI et al., 2013);

Prevencao da osteoporose por ativacao do receptor de estrogénio (ER)/proteina
quinase ativada por mitogénio (MAPK) (ZENG et al., 2013);
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e Atividade anti-inflamatdria (AHAD et al., 2014; FENG et al., 2014; XIAO et
al., 2014)

o Efeito supressivo no fator de crescimento endotelial vascular (VEGF)-
induzindo angiogenese (TIAN et al., 2014);

e Efeito anti-hiperlipidémico (ZARZECKI et al., 2014);

o Efeitos protetores em lesdes na medula espinhal (KANDHARE et al., 2014);

e Efeito antiaterogénico em modelo experimental de aterosclerose (ANANDHI
etal., 2014);

e Atividade renoprotetiva pela indugdo de glicose para migracdo de células
tubulares renais com atividade de metaloproteinase de matriz (MMP)-2
decrescente (KANG et al., 2015);

e Previne o declinio da memoria relacionado a idade (SOUZA et al., 2015);

o Efeito antidepressivo (FILHO et al., 2015; 2016a; 2016b).

A crisina estd no mercado farmacéutico como suplemento alimentar, primeiramente
para fins de hipertrofia muscular, pela inibicdo da enzima aromatase, aumentando os niveis de
testosterona (KAO et al., 1998). Com a sua popularidade e demais beneficios ja descritos,
principalmente atividade antioxidante (PUSHPAVALLI et al., 2010; CIFTCI et al., 2012) e
ansiolitica (WOLFMAN et al., 1994), atualmente ha diversas marcas e valores disponiveis no

mercado de crisina encapsulada (500 mg/céapsula).

2.8 Crisina e Depressao

Os produtos naturais, originados de plantas, tem sido alvo de uma fonte importante de
agentes terapéuticos, muitos dos quais constituem modelos para a sintese de um grande
numero de farmacos (CALIXTO, 2005). A partir disto, as plantas medicinais tornaram-se
importantes objetos das industrias farmacéuticas e centros de pesquisas na busca de novos
farmacos com maior atividade farmacéutica/terapéutica e menor efeitos colaterais (EVANS,
1996).

Com a crisina ndo é diferente, apos algum tempo de estudo, esta se tornou conhecida
por seus beneficios ja comprovados e citados na sec¢do 2.7.1.
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Recentemente estudos do nosso grupo de estudo demonstram que a crisina possui
efeito antidepressivo em modelos de estresse crénico moderado e imprevisivel (CUMS),
estresse cronico e imprevisivel (UCS) e bulbectomia olfatéria (OB) (FILHO et al., 2015,
2016a, 2016b, respectivamente).

Filho et al. (2015) publicou o primeiro estudo mostrando a atividade antidepressiva da
crisina, em testes comportamentais, atividade de enzimas antioxidantes, mas 0s principais
resultados encontrados sdo que a crisina age modulando os niveis de neurotrofinas (Fator
neurotrofico derivado do cérebro - BDNF e Fator de crescimento do nervo - NGF) e também
a atividade da enzima Na+K+atpase em modelo de CUMS no hipocampo e cortex pré-frontal

de camundongos fémeas.

Filho et al. (2016a) também demonstra que ha uma associacao entre as citocinas pro-
inflamatdrias, a via da quinurenina, os niveis de 5-HT e a atividade das caspases, no efeito
antidepressivo da crisina nos camundongos expostos ao UCS.

E o mais recente artigo de Filho et al. (2016b), com a indugéo do estado tipo
depressivo por OB, obteve resultados que demonstram mais uma vez que a crisina possui
atividade antidepressiva. A crisina é capaz de reverter o dano causado pelo OB: fator de
necrose tumoral-o, interferon-y, interleucina-1p, interleucina-6, kinurenina (KYN) e
atividade da indolamina-2,3-dioxigenase, 5-HT e do BDNF e ainda aumenta a relacio

KY N/triptofano e acido 5-hidroxiindoleacético/5-HT no hipocampo dos camundongos.

A partir disto, podemos perceber que em diferentes inducdes do estado tipo depressivo
em camundongos a crisina é capaz de demonstrar sua atividade antidepressiva em todos
atuando por diversas vias. Sendo esta um importante alvo para o estudo dos produtos naturais

no combate a depressao e outras doencas do sistema nervoso central.
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3 JUSTIFICATIVA

O hipotireoidismo é uma patologia associada ao déficit da producédo e regulagdo dos
hormonios tireoidianos T3 e T4, sendo esta mais comum em mulheres na idade adulta,
prejudicando a qualidade de vida das pessoas, principalmente pelos distarbios
neuropsiquiatricos relacionados com os hormonios tireoidianos e o funcionamento do sistema
nervoso central. E essencial a procura de novos farmacos ou adjuvantes no tratamento das
doencas neurologicas relacionadas com o hipotireoidismo, no caso deste estudo, a depressao,
uma vez que os antidepressivos atuais possuem inumeros efeitos colaterais e uma menor
utilizacdo pelos pacientes acometidos por esta patologia. Nesse sentido, a crisina € um
flavondide extraido da planta Passiflora coerulea e que possui alto potencial farmacéutico ja
relatado. No entanto, ndo ha dados disponiveis na literatura acerca dos efeitos da crisina em
modelos de hipotireoidismo. A partir do exposto, justificou-se a realizacdo deste trabalho
afim de investigar os possiveis beneficios oriundos da crisina, sobre as alteracdes
comportamentais e niveis monoaminérgicos em modelo de depressdo induzido pelo

hipotireoidismo.
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4 OBJETIVOS
4.1 Objetivo geral

Avaliar o efeito da crisina sobre o comportamento tipo-depressivo e sobre as
alteragdes monoaminérgicas induzido pelo hipotireoidismo.

4.2 Objetivos especificos

o Auvaliar o efeito do tratamento com crisina sobre o0s niveis de T3 e T4 de animais com
hipotireoidismo.

o Investigar o efeito do hipotireoidismo e do tratamento com crisina sobre o tempo de
imobilidade nos parametros comportamentais de TSC e TNA.

o Determinar o contetdo dos neurotransmissores (5-HT, DA, NA) no hipocampo e

cortex pré-frontal dos animais com hipotireoidismo e tratados com crisina.
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Abstract

Hypothyroidism has a close relationship with psychiatric disorders such as depression. In this
study, we have evaluated the effect of chrysin on depressive-like behavior and monoamine
levels in hypothyroid female mice. Hypothyroidism was induced by continuous exposure to
methimazole (MTZ) 0.1% in the drinking water, during 31 days. Thyroid hormones (T3 and
T4) levels were measured and MTZ exposure was associated with low T3 and T4 plasma
levels, compared to the control group. Subsequently, euthyroid and MTZ-induced
hypothyroid mice received, through i.g., either a vehicle or chrysin (20 mg/kg) once a day for
28 consecutive days. After treatments, behavioral assessments were performed: Open-Field
Test (OFT), Tail suspension test (TST), Forced swimming test (FST). Additionally, the T3
and T4 levels were measured again, and serotonin (5HT), dopamine and noradrenaline levels
were analyzed in the pre frontal cortex and the hippocampus of the mice. Chrysin treatment
was not able to reverse T3 and T4 levels. Hypothyroid mice showed an increase on
immobility time in TST and FST tests and the treatment with chrysin was able to reverse
depression-like behaviors. Reduced levels of 5SHT and dopamine on the prefrontal cortex and
the hippocampus were found in the hypothyroid mice compared to the euthyroid mice.
Chrysin treatment recovered 5HT content in both structures and dopamine content only in
hippocampus. Noradrenaline content was not altered by treatments. Together, our results have
demonstrated that chrysin treatment reverses depressive-like behavior in hypothyroid female

mice and suggests the involvement of 5HT and dopamine levels.

Keywords: flavonoid; methimazole; serotonin; dopamine; depressive-like behavior.
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Introduction

Imbalances in thyroid hormones are associated with functional and structural brain
alterations (Ge et al., 2016), clinical observations have shown that disturbances in thyroid
function could result in the dysfunction of many organs, occasioning mainly neurobehavioral
alterations (Zhang et al., 2016). It has been reported that hypothyroidism has a close
relationship with psychiatric disorders such as depression (Colin and Vijay, 2013). Patients
with hypothyroidism usually display various types of depression behavior such as cognitive
dysfunction, apathy, dull/boring reactions, and low sociability (Zhang et al., 2016).
Furthermore, studies have demonstrated important sex differences in relation to
hypothyroidism and mood disorders. Indeed, hypothyroidism and depression are 10% most
prevalent in women than men. (Tong et al., 2007; Morganti et al., 2005; Brunet et al., 2014;
Habel et al., 2015; Hiles et al., 2015; Kessler, 2003).

Depression involves a reduction in the monoamine system, particularly in the
neurotransmission of serotonin, dopamine and norepinephrine, or impaired activity of their
receptors (Racagni and Popoli, 2010; Nemeroff, 2007). It is well described in the literature
that the development of the monoaminergic system is delayed in hypothyroid rodents (Ahmed
et al., 2008, 2010), it was suggested that thyroid hormones might regulate the expression of
proteins involved in the modulation of neurotransmitter release (Vara et al., 2002).
Additionally, several reports demonstrate a close association between depression-like
behavior and decreased 5HT brain levels in hypothyroid rats (Ito et al., 1977; Jacoby et al.,
1975; Bauer et al., 2002; Tousson et al., 2012).

Globally, more than 300 million people of all ages suffer from depression, equivalent
to 4.4% of the world’s population (WHO, 2017) and there is a difficulty in identifying an
efficient treatment since antidepressants that are used are frequently associated with adverse
reactions (Amitai et al., 2016). Thus, the search for drugs or phytochemicals with minimal
side effects for the treatment of depression becomes increasingly relevant. Flavonoids isolated
from plants have been reported in the literature because they have therapeutic effect on
depression models (Antunes et al., 2016; Li et al., 2016; Su et al., 2016; Wang et al., 2016;
Weng et al., 2016). Regarding therapeutic strategies on experimental depression, it has
recently been demonstrated that the natural flavonoid chrysin (5,7-Dihydroxyflavone, Figure
1), exhibits potent anxiolytic (Wolfman, et al., 1994) and antidepressant-like effects in several
experimental models, which are related to central serotoninergic system and brain-derived
neurotropic factor (BDNF) modulation (Filho et al., 2015, 2016a, 2016b).
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In view of these considerations, our study aims to evaluate whether the treatment with
chrysin reverses the depressive-like behavior in hypothyroid female mice and the possible

involvement of monoamine levels in this condition.
2. Materials and Methods

2.1 Drug solutions and administration

Chrysin (Figure 1) and methimazole (MTZ) were purchased from Sigma—Aldrich (St.
Louis, MO,USA). All other chemicals were obtained from analytical grade of our laboratory
or from standard commercial suppliers.

MTZ was dissolved in saline solution (pH 7.4) and chrysin was dissolved in PEG
(Polyetylenoglicol 20%) and saline solution (pH 7.4, 80%). The dose of MTZ used in our
study was based on Li et al. (2012) and the dose chrysin was based on Filho et al. (2015).

2.2 Animals

Adult female C57BL/6 mice, with 3-4 months of age, assigned by the Federal
University of Santa Maria were used. Animals were maintained in a room at a 22-25 °C of
temperature, with the dark-light cycle (12 hours for cycle) and received food, and the water ad
libitum before the treatment. All manipulations were carried out between 08.00 a.m. and
04.00 p.m. The present experimental study was approved by the Institutional Ethics
Committee on Care and Use of Experimental Animal Resources from the Federal University
of Pampa, Brazil and registered under the number of 027/2016. All efforts were made to

minimize animals suffering and to reduce the number of animals used in the experiments.

2.3 Experimental protocol

2.3.1 Hypothyroidism induction

Firstly, the animals were divided into two groups: control and MTZ (Figure 2). The
hypothyroidism condition was induced in female mice by continuous exposure to antithyroid
drug MTZ 0.1% + 0.475% of sucralose in the drinking water, during 31 days (Li et al., 2012).
Control group received 0.475% of sucralose in the drinking water. After treatments, total
thyroid hormones (T3 and T4) levels were measured using blood from the tail vein of the
animals. MTZ exposure was associated with low T3 and T4 plasma levels, compared to the

control group.

2.3.2. Chrysin treatment
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To evaluate the effect of chrysin on this model, the animals from the two previous
groups (euthyroid and hypothyroid mice) were subdivided into four groups: euthyroid;
euthyroid chrysin; hypothyroid; and hypothyroid chrysin. Chrysin was administered (20
mg/Kkg, i.g.) once a day for 28 consecutive days (Filho et al., 2015) (Figure 2). Subsequently,
total thyroid hormones (T3 and T4) levels were measured again.

2.4 Thyroid hormone levels
Plasma levels of T4 and T3 were measured by microparticle enzyme immunoassay
(MEIA) using AXSYM® system (Abbott Laboratories, Abbott Park, Illinois, USA), according

to supplier's instructions. T3 was expressed in ng/ml and T4 in pg/ml.

2.5 Behavioral Assessment

At the end of chrysin treatment, behavioral assessments were performed in the
following order: Open-Field Test (OFT), Tail Suspension Test (TST) and Forced Swimming
Test (FST).

2.5.10FT

The OFT is done with of a plastic box, connected to a computer, with walls of 30 cm
of height and a floor of 45 cm?. The animals were placed at the center of the apparatus, and
were observed for 5 min the locomotor activity, through the distance traveled in meters. To
replace the animals, the apparatus was cleaned with alcohol 70%, to avoid possible errors of

locomotion (Walsh and Cummins, 1976).

252 TST

TST was conducted as initially described by Steru et al. (1985). The animals were
individually suspended by the tail from a horizontal ring stand bar raised 30 cm above the
ground, using adhesive tape placed 1 cm from the tip of the tail and positioned such that the
base of their tail was aligned with the horizontal plane, the duration of test was 6 minutes. It
was recorded the total time to immobility of each animal in seconds. It was considered

immobile the absence of all movements except for those required for respiration.

2.5.3FST
This experiment was performed according to the procedure of Porsolt et al. (1977a).

The apparatus utilized was a transparent cylindrical polypropylene tank (46 cm height x 35
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cm diameter) containing 40 cm of water at 25+1°C, without the possibility of escaping. The
water of the tank was changed for each animal. The duration of immobility was recorded for 5
minutes, it was considered immobile the total time when the mice floating motionless or

making only movements to keep their head above water.

2.6 Tissue preparation

After the behavioral tests, animals were anaesthetized, and blood samples were
collected directly from the ventricle of their heart, using heparin as the anticoagulant, and
plasma was separated by centrifugation (2400xg) for 15 min. Blood was used for analyze of
T3 and T4 levels. Prefrontal cortex and hippocampus were removed and homogenized in 50
mM Tris—HCI, pH 7.4 (1:5, w:v). The homogenates was centrifuged at 2400xg, at 4°C, for 15
min and a low-speed supernatant fraction (S1) was used to measure the neurotransmitters

serotonin (5HT), dopamine and noradrenaline levels.

2.7 Monoamine levels

5HT, dopamine and noradrenaline levels in the brain regions (prefrontal cortex and
hippocampus) were measured by reverse-phase high-performance liquid chromatography with
electrochemical detection as previously described (Han et al., 2015).

Monoamines were isolated on a reverse-phase column (MD 150; ESA, Inc.), and
quantified using a coulometric detector (Coulochem IlI; ESA, Inc.) comprising a guard cell
(electrode: +300 mV; 5020 guard cell; ESA, Inc.) and a dual channel analytical cell (first
electrode: -150 mV, second electrode: +220 mV; 5011A High Sensitivity Analytical Cell;
ESA, Inc.). The signals emitted by the second analytical electrode were recorded and
analyzed by EZChrom Sl version 3.2 (Agilent Technologies, Palo Alto, Calif, USA)(Han et
al., 2015), the concentrations of 5HT, dopamine and noradrenaline were measured and

expressed for ng/g of tissue.

2.8 Statistical analysis

The data was analyzed using Prism 5 (GraphPad) software. Comparisons between the
experimental and control groups were performed by one-way analysis of variance (ANOVA),
followed by Newman Keuls post hoc test or two-way ANOVA (hypothyroidism x chrysin)
followed by Bonferroni post hoc test, when appropriate. The main effects were presented only
when the second order interaction was not significant. Pearson’s correlation coefficient was

used for the estimation of correlation between parameters analyzed. Descriptive statistics data
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was expressed as the mean(s) + S.E.M. Probability values less than 0.05 (P < 0.05) were

considered statically significant.

3 Results

3.1 Thyroid hormone levels

One-way ANOVA followed by Post Hoc comparisons demonstrated that MTZ exposure was
associated with low T3 and T4 plasma levels compared to the control group (Figure 3A).
Statistical analysis also revealed that there was a significant main effect of MTZ on T3 (F(1,
12) = 3174, P < 0.0001), and T4 (F(1, 12) = 15574.04, P < 0.0001) levels.

The effect of chrysin on T3 and T4 levels in serum of mice at the end of the treatment,
are shown in figure 3B and 3C, respectively. Two-way ANOVA followed by Post Hoc
comparisons showed a decrease on T3 and T4 levels in hypothyroidism mice compared to
euthyroid mice. Treatment with chrysin was not able to reverse these levels. Statistical
analysis also demonstrated a significant main effect of hypothyroidism on T3 (F(1,12) =
23.99, P =0.0004) and T4 (F(1,12) = 21.62, P = 0.0006).

3.2 Behavioural tests

3.21 OFT

Two-way ANOVA followed by Post Hoc comparisons revealed that there was no
significant difference among the groups in the locomotor and exploratory activities (Figure 4).
No significant main effect of chrysin, hypothyroidism, and hypothyroidism X chrysin
interaction was found in these parameters (F(1, 49) = 0.01, P = 0.9186).

3.2.2 TSTand FST

Figure 5A shows the immobility time of groups during the TST. The data reveals that the
hypothyroidism caused a significant increase on the immobility time of the animals when
compared to euthyroid mice, chrysin was able to reverse this effect compared to euthyroid
mice group. Two-way ANOVA followed by Post Hoc comparisons of immaobility time in the
TST revealed a significant hypothyroidism x chrysin interaction (F(1, 36) = 17.14, P =
0.0002).
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Figure 5B shows the immobility time of the groups during the FST. The data reveals that
the hypothyroidism caused a significant increase on the immobility time of the mice when
compared to euthyroid mice, and chrysin was able to reverse this effect compared to euthyroid
mice group. Two-way ANOVA followed by Post Hoc comparisons revealed a significant
hypothyroidism x chrysin interaction (F(1, 48) = 7.81, P = 0.0074) on immobility time in the
FST.

3.3 Monoamine levels on prefrontal cortex and hippocampus

Figure 6A and 6B demonstrate the effect of chrysin on SHT level in the hippocampus and
the prefrontal cortex of mice, respectively. Post-hoc analysis revealed that hypothyroidism
decreased 5HT level on the hippocampus and the prefrontal cortex when compared to the
euthyroid mice and the treatment with chrysin recovered this level in both structures when
compared to euthyroid mice group. The two-way ANOVA of 5HT levels demonstrated a
significant hypothyroidism x chrysin interaction in the hippocampus (F(1,12) = 4.35, P =
0.0589) and the prefrontal cortex (F(1,12) =12.92, P = 0.0037).

Figure 7A and 7B show the effect of chrysin on dopamine level in the hippocampus and
the prefrontal cortex of mice, respectively. Post-hoc analysis revealed that hypothyroidism
decreased dopamine level in both structures compared to euthyroid mice group, and the
treatment with chrysin recovered this level only in hippocampus. Two-way ANOVA of
dopamine levels demonstrated a significant hypothyroidism x chrysin interaction in the
hippocampus (F(1,12) = 10.11, P = 0.0079).

Figure 8A and 8B display the effects of chrysin on noradrenaline level in the
hippocampus and the prefrontal cortex of mice, respectively. Post-hoc analysis of
noradrenaline level display that there was no significant difference among the groups. Two-
way ANOVA of noradrenaline level display that there is no significant hypothyroidism x
chrysin interaction in both structures, hippocampus (F(1, 12) = 0.33, P = 0.5753) and cortex
prefrontal (F(1, 12) = 0.79, P = 0.3930).

3.3 Correlation analysis

Correlation analysis (Pearson’s correlation analysis) shown a significant negative
correlation between 5HT level and FST on hippocampus (r = -0.5746; p = 0.0199) (Figure
9A), and prefrontal cortex (r = -0.7707; p = 0.0005) (Figure 9B). Also shown a significant
negative correlation between dopamine level and TST on hippocampus (r = -0.8617; p <
0.0001) (Figure 9C), and prefrontal cortex (r = -0.7412; p = 0.0010) (Figure 9D).
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4 Discussion

The present study demonstrates the effectiveness of chrysin treatment on depressive-like
behavior in hypothyroid female mice. In our study, hypothyroidism led to increased
depression like behaviors, decreased 5SHT and dopamine levels in the prefrontal cortex and the
hippocampus. The chrysin was able to reverse these behavioral and neurochemical alterations.
The antidepressant-like effect associated of chrysin was obtained independently of the thyroid

hormone levels, which remained lower even in the hypothyroid group that received chrysin.

The current study has shown that the locomotor activity of the animals with
hypothyroidism was not affected, in other words, all groups of this study have the same
locomotor activity, even though it is popular of knowledge that people who have
hypothyroidism tend to become hypoactivity: slower, at rest, tired. The cognitive modulation
by hypothyroidism caused by MTZ is also supported by the fact that did not alter the
locomotor and exploratory activity in the OFT. Our study also demonstrated that the anti-
immobility effect of chrysin cannot be attributed to any psychostimulant action, since chrysin

did not produce alterations in the locomotor activity assessed in the OFT.

The FST and TST, behavioral despair tests are helpful to probe the pathological
mechanism of depression and for the evaluation of antidepressant drugs (Porsolt et al., 1978).
The duration of immobility reflects the state of hopelessness to get out of this situation that is
a symptom most commonly seen in humans (Castagné et al., 2011; Liang et al., 2016). In the
present study, we observed that hypothyroidism increased the immobility duration in the FST
and TST. It has already been reported that hypothyroidism causes depressive-like behavior as
seen in the behavioral tests from this study (Dias et al., 2014). An important finding in the
present study is that chrysin protects the increase of the immobility time in both tests and
there was no difference in OFT. These results confirm that chrysin treatment reverses
depressive-like behavior in hypothyroid female mice, and corroborated with the
antidepressant potential of chrysin presented in other studies involving depressive-like
behavior induced by unpredictable chronic stress (Filho et al. 2015; 2016a), using chrysin in a

model of chronic unpredictable mild stress and olfactory bulbectomy (Filho et al. 2016b).

The FST and TST are widely used for screening potential antidepressant agents and are
sensitive and relatively specific to all major classes of antidepressants including tricyclic
antidepressant (TCAs), selective serotonin reuptake inhibitors (SSRIs), monoamine oxidase
inhibitors (MAQIs), and atypical antidepressants (Porsolt et al., 1977b; Detke, Rickels and
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Lucki, 1995; Steru et al., 1985; Adongo et al., 2015). These tests being based on observations
in rodents and in both models there is a correlation between antidepressant efficacy and
clinical potency (Adongo et al., 2015). In the FST, substances that increase the swimming
time without altering the climbing behavior are purported to be acting via the serotoninergic
pathway, while those that increase the climbing score without affecting swimming are
sensitive to the noradrenergic pathway (Page et al., 1999; Rénéric et al., 2001; Kukuia et al.,
2015). While in TST, its mechanism of action is involved with the dopaminergic system, and
the D; and D, receptors (Hirano et al., 2007; Donato et al., 2013). Based on behavioral tests,
aware that the hypothyroidism increased the immobility time and the chrysin decreased this
time in both tests, still aware that each one acts by a mechanism, we suppose that chrysin can

act by modulating the levels of 5SHT and dopamine.

It is well known that the monoamines play an important role in depression (Liang et al.,
2016; Sarris et al., 2011; Kwon et al., 2010). The 5HT is an important neurotransmitter
mainly on the depression state and a dysfunctional SHT system is generally regarded as a risk
factor for depression (Han et al., 2015). This way, the thyroid hormones have a role in
serotonergic neurotransmission, which could affect the sensitivity of serotonin receptors in the
raphe nuclei by upregulating the sensitivity of SHT1A receptors and reducing that of the
5HT2 receptors, and thyroid hormone could increase 5HT levels by inhibiting SHT receptors
in the raphe nuclei (Kalra and Balhara, 2014; Zhang et al., 2016). Already it was reported that
thyroid hormones have an influence the activity of 5HT, as well as the functioning of its
receptors (Kulikov et al., 1999), and the 5HT may have some connections with the circulating
levels of thyroid hormones (Upadhyaya and Agrawal, 1993). Some studies demonstrate a
close association between depression-like behavior and decreased 5HT brain levels in
hypothyroid rats. (Ito et al., 1977; Jacoby et al., 1975; Bauer et al., 2002; Tousson et al.,
2012). Our results demonstrate that hypothyroid animals presented a decrease on 5HT levels
in hippocampus and pre frontal cortex. In addition, a strong negative correlation between the
5HT levels in hippocampus and pre frontal cortex and FST confirms the involvement of 5-HT
system in this behavior. Our results are in according to observed by Zhang et al. (2016), in
model of hypothyroidism induced by thyroidectomy in rats, and Hassan et al. (2013) in
hypothyroidism induced by propylthiouracil (PTU). Chrysin recovered 5HT level in
structures, hippocampus and pre frontal cortex, compared to the control group. This result
confirms the involvement of serotoninergic system in the antidepressant-like effect

demonstrated by chrysin on FST test. It is an important result since these two brain regions
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are both critically involved in the regulation of emotion, motivation, learning and memory, all
of which may be related of depression (Ye et al., 2015). Furthermore, Filho et al (2016a) also
associated antidepressant-like effect of chrysin in mice exposed to unpredictable chronic

stress (UCS) with regulation of 5HT system.

The dopamine is another neurotransmitter associated with depression, it has already been
described that dopamine is the principal neurotransmitter that mediates locomotor and
motivates behavior (Ide et al., 2016). In experimental models with mice the TST was largely
used to estimate the state like-depressive from the immobility time, moreover this test acts on
dopaminergic system. Our study has demonstrated that dopamine levels in the hippocampus
and the prefrontal cortex were decreased in hypothyroid mice compared with control group.
In this view, we also observed a strong negative correlation between the dopamine levels in
hippocampus and pre frontal cortex and TST confirms the involvement of dopamine system
in this behavior. Our results are in accordance with the study carried out by Hassan et al.
(2013) where it was observed a significant reduction in dopamine levels in young and adult
rats with hypothyroidism induced by PTU. Chrysin was effective in normalizing dopamine
level in the hippocampus of mice compared with control group, but not in cortex. Our results
confirm the involvement of dopaminergic system in the antidepressant-like effect

demonstrated by chrysin on TST.

It is possible that chrysin acts at the level of cerebral synaptogenesis, restoring SHT
and dopamine levels in the synaptic cleft, on synthesis or uptake of these neurotransmitters.
These mechanisms may be suggested from the results obtained in this study, but further
testing is needed to confirm the pathway in which chrysin restores these levels in hypothyroid

induced depression.

In our study, noradrenaline levels were not altered in the hippocampus and prefrontal
cortex of female mice. Different results were observed by Hassan et al. (2013) in a model of
hypothyroidism induced by PTU, they showed a significant reduction of noradrenaline levels
after all the time intervals studied in young rats, and after 21 and 28 days in adult rats. This
controversial data is probably due to an inability to compare the experimental conditions. This
study has portrayed for the first time that depressive-like behavior in hypothyroid female mice

was not correlated to noradrenergic system.

5 Conclusion
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Taken together, our findings demonstrate for the first time that chrysin treatment
reverses depressive-like behavior in hypothyroid female mice and indicate that the
antidepressant-like mechanism of chrysin was mediated, at least partly by 5HT and dopamine

levels mainly in the hippocampus.
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Figure captions

Figure 1: Chemical structure of chrysin.
Figure 2: Experimental protocol.

Figure 3: Effect of MTZ on thyroid hormones (T3 and T4) levels is demonstrated in (A).
Data are shown as mean + S.E.M. (n = 4 per group). “Significant difference in relation to
respective control. Effects of hypothyroidism and chrysin on thyroid hormones (T3 and T4)
levels are demonstrated in (B) and (C), respectively. Data are shown as mean + S.E.M. (h =4
per group). ®Significant difference in relation to euthyroid; "Significant difference in relation

to chrysin euthyroid.

Figure 4: Effects of hypothyroidism and chrysin on OFT. Data are shown as mean + S.E.M.
(n = 12-14 per group).

Figure 5: Effects of hypothyroidism and chrysin on depression-like behaviors. Immobility
time on tail suspension test (A) (n = 10 per group) and Immobility time forced swimming test
(B) (n =12-14 per group). Data are shown as mean + S.E.M. ®Significant difference in relation
to euthyroid; "Significant difference in relation to chrysin euthyroid; “Significant difference in

relation to chrysin hypothyroid.

Figure 6: Effects of hypothyroidism and chrysin on 5HT level in the hippocampus (A) and
the prefrontal cortex (B). Data are shown as mean + S.E.M. (n = 4 per group). *Significant
difference in relation to euthyroid; IDSigniﬁcant difference in relation to chrysin euthyroid;

ISignificant difference in relation to chrysin hypothyroid.

Figure 7: Effects of hypothyroidism and chrysin on dopamine level in the hippocampus (A)
and the prefrontal cortex (B). Data are shown as mean + S.E.M. (n = 4 per group). *Significant
difference in relation to euthyroid; "Significant difference in relation to chrysin euthyroid;

dSigniﬁcant difference in relation to chrysin hypothyroid.

Figure 8: Effects of hypothyroidism and chrysin on noradrenaline level in the hippocampus

(A) and the prefrontal cortex in (B). Data are shown as mean £ S.E.M. (n = 4 per group).

Figure 9: r values resulting from Pearson’s correlation test for neurochemical parameters and
behavioral tests. FST and 5HT on hippocampus (A) and prefrontal cortex (B); TST and

dopamine on hippocampus (C) and prefrontal cortex (D).
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Figure 6
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Figure 7
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Figure 8
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Figure 9
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6 CONCLUSOES

Demonstrou-se que a crisina possui efeito tipo antidepressivo em modelo de
hipotireoidismo. A partir dos testes comportamentais de TSC e TNF, o grupo hipotireoidismo
aumentou o tempo de imobilidade dos animais, € a crisina foi capaz de reverter este tempo em
ambos 0s testes. Os niveis de neurotransmissores corroboraram para obtermos essa concluséo,
0 conteldo de 5-HT e DA estavam diminuidos no hipocampo e cértex pré-frontal, e o
tratamento com crisina foi capaz de reverter essa diminuicdo de 5-HT em ambas estruturas e
DA somente no hipocampo.

E possivel que a crisina atue a nivel da sinaptogénese cerebral, restaurando o0s niveis
de 5-HT e DA na fenda sinaptica, na sintese ou na captacdo destes neurotransmissores. Pode-
se sugerir estes mecanismos a partir dos resultados obtidos neste estudo, porém € necessario
realizar mais testes para confirmar a via em que a crisina restaura estes niveis na depressao
induzida pelo hipotireoidismo.

Com base nos resultados obtidos, e com pesquisas promissoras ja publicadas a respeito

do efeito antidepressivo, a crisina torna-se um possivel adjuvante no tratamento da depresséo.
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7 PERSPECTIVAS

A fim de obter um melhor entendimento a respeito dos mecanismos de acao da crisina
sobre as alteracbes comportamentais induzidas pelo hipotireoidismo, este trabalho tera
continuidade no doutorado. A baixo encontram-se algumas perspectivas:

e Analisar os efeitos da crisina sobre pardametros comportamentais de labirinto
em cruz elevado e caixa claro-escuro, avaliar o indice de Lee (do inglés - Lee
index), peso corporal e gordura total para determinar a ansiedade dos
camundongos com hipotireoidismo induzido pelo MTZ.

e Avaliar os efeitos da crisina sobre parametros comportamentais de
reconhecimento de objeto a curto e longo prazo, esquiva ativa, labirinto
aquatico de Morris, quantificar a atividade da enzima Na"K*ATPase, niveis de
neurotrofinas e dos neurotransmissores glutamato e acetilcolina sobre memoria

e aprendizagem dos camundongos com hipotireoidismo induzido pelo MTZ.
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