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RESUMO

O hipotireoidismo é um disturbio com alta incidéncia mundial, sendo sua maior causa
relacionada a deficiéncia de iodo na dieta. Individuos com hipotireoidismo geralmente
desenvolvem comorbidades relacionadas a falta dos HT; como exemplo de uma
dessas doencas esta a depressdo. Em alguns casos, pacientes com depressédo nao
respondem bem ao tratamento com farmacos antidepressivos, sendo uma possivel
causa para este fato, a falta de reposi¢cdo hormonal de tiroxina (T4). Sendo assim, 0
presente trabalho propde avaliar se o hipotireoidismo induzido experimentalmente,
com reposicao ou ndo de T4, altera a farmacocinética da venlafaxina, avaliando se
existe relacdo entre hipotireoidismo e comportamento depressivo em ratos Wistar
machos. A avaliacdo foi feita comparando-se ratos com inducdo experimental de
hipotireoidismo por duas formas diferentes, através da tireoidectomia (Tx) e
tratamento com metimazol (MMI), com reposicdo e sem a reposi¢cdo hormonal de T4
(20pg/kg/dia v.0). Foram considerados animais controles do procedimento cirdrgico
agueles submetidos a cirurgia simulada (SHAM). Para caracterizacdo do quadro de
hipotireoidismo foram realizadas dosagens hormonais de T4 livre, hormdnio
estimulador de tireécitos (TSH), bem como a medida das massas de tecidos
relacionados a funcdo do eixo tireoidiano [hipdfise, adeno-hipdfise, tecido adiposo
marrom (TAM), tecido adiposo branco (TAB) perigonadal e a tireoide]. Para avaliacao
do comportamento depressivo foram realizados os testes de nado forcado e de
preferéncia a sacarose. Em relagdo a farmacocinética, foram realizadas coletas de
sangue para analise de venlafaxina através da canulacdo nos tempos de 0-12h; as
dosagens foram realizadas em cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de
massas, em método desenvolvido e validado segundo normas da ANVISA. De acordo
com os resultados, os grupos sem reposi¢cdo hormonal, Tx e MMI, e 0 grupo Tx com
reposicao apresentaram concentracfes plasmaticas menores de T4 livre em relagéo
ao grupo SHAM, respectivamente (0,3; 0,3; 1,1 vs. 1,7ng/dL); o grupo MMI com
reposicao apresentou valores de T4 semelhantes ao SHAM. Sobre as andlises de
massa da adeno-hipofise, tireoide e TAM; foram observados valores reduzidos no
TAM dos grupos sem reposicdo, Tx e MMI, em comparacdo ao SHAM,
respectivamente (73,4; 75,9 vs. 12,6mg/100g) e aumentadas para a adeno-hipofise
(3,4; 3,1 vs. 2,2mg/100g) e a tireoide (14,0 vs. 4,7mg/100g MMI vs. SHAM). Esses
resultados apontam o correto funcionamento do mecanismo de retroalimentacao
negativa no eixo hipotalamo-hipofise-tireoide. Em relacdo ao comportamento
depressivo, somente o grupo MMI sem reposicdo apresentou maior tempo de
imobilidade (153,6 vs. 86,9s) e menor preferéncia por sacarose (80,0 vs. 94,8%)
comparado ao SHAM. A avaliacdo dos parametros farmacocinéticos mostraram
alteragdes no grupo Tx sem reposi¢do hormonal, como o aumento de AUC (4403,7
vs. 1037,5ng.h/mL), meia-vida (2,9 vs. 1,3h), concentragdo maxima (880,4 vs.
432,2ng/mL), diminui¢cdo do clearance (4,2 vs. 19,8L/h/kg), frente ao grupo SHAM.
Diante dos resultados, € possivel concluir que o indicio de comportamento depressivo
foi caracterizado no grupo MMI sem reposi¢cdo hormonal e o modelo de inducéo
baseado na tireoidectomia foi capaz de alterar os parametros farmacocinéticos da
venlafaxina sugerindo que que a falta dos HT presentes no hipotireoidismo interfere
na farmacocinética da venlafaxina.

Palavras-chave: Hipotireoidismo. Depressdo. Cloridrato de Venlafaxina.
Farmacocinética.



ABSTRACT

Hypothyroidism is a high global incidence disorder, and its most common cause is
dietary iodine deficiency. Individuals with hypothyroidism usually develop
comorbidities related to the lack of TH; the depression is example of one these
diseases. In some cases, patients with depression do not respond well to treatment
with antidepressant drugs, and a possible cause for this fact is the lack of thyroxine
hormone replacement (T4). Therefore, the present work proposes to evaluate whether
experimentally induced hypothyroidism, with or without T4 replacement, alters
venlafaxine pharmacokinetics, assessing whether there is a relationship between
hypothyroidism and depressive behavior in male Wistar rats. The evaluation was made
by comparing rats with experimental induction of hypothyroidism in two different ways,
by thyroidectomy (Tx) and methimazole treatment (MMI), with and without T4 hormone
replacement (20ug /kg/day v.0). Control animals of the surgical procedure were those
submitted to sham surgery (SHAM). In order to characterize the hypothyroidism, the
free T4 and thyroid stimulating hormone (TSH) dosages were measured, as well as
the measurement of the thyroid axis function related tissue masses [adenohypophysis,
brown adipose tissue (TAB), perigonadal white adipose tissue (TAM) and thyroid)]. For
the depressive behavior evaluation, forced swimming and sucrose ingestion tests were
performed. Regarding pharmacokinetics, blood samples were collected for venlafaxine
analysis through cannulation at time 0-12h; The dosages were performed in gas
chromatography coupled with mass spectrometry, in a method developed and
validated according to ANVISA standards. According to the results, the groups without
hormone replacement, Tx and MMI, and the group Tx with replacement presented
lower free T4 plasma concentrations compared to the SHAM group, respectively (0,3;
0,3; 1,1 vs. 1,7ng/dL); the MMI group with replacement presented T4 values similar to
SHAM. On the mass analysis of the adenohypophysis, thyroid and TAM; reduced
values were observed for TAM in the non-replacement groups, Tx and MMI, compared
to SHAM, respectively (73,4; 75,9 vs. 12,6mg/100g) and increased for the
adenohypophysis (3,4; 3,1 vs. 2,2mg/100g) and thyroid (14,0 vs. 4,7mg/100g MMI vs.
SHAM). Together, these results point to the correct functioning of the negative
feedback mechanism in the hypothalamic-pituitary-thyroid axis. Concerning
depressive behavior, only the non-replacement MMI group had a longer immobility
time (153,6 vs. 86,9s) and a lower preference for sucrose (80,0 vs. 94,8%) compared
to SHAM. Evaluation of pharmacokinetic parameters showed changes in the Tx group
without hormone replacement, such as increased AUC (440,7 vs. 1037,5ng.h / mL),
half-life (2,9 vs. 1,3h), maximum concentration (880,4 vs. 432,2ng / mL), and
decreased clearance (4,2 vs. 19,8L/h/kg) compared to the SHAM group. Based on the
results, it can be concluded that the depressive-like behavior was characterized in the
MMI group without hormone replacement and the thyroidectomy-based induction
model was able to alter the pharmacokinetic parameters of venlafaxine, suggesting
that the lack of HT present in hypothyroidism interferes with the pharmacokinetics of
venlafaxine.

Keywords: Hypothyroidism. Depression. Venlafaxine Hydrochloride.
Pharmacokinetics.
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1 INTRODUCAO

A glandula da tireoide, através de seus hormdnios, regula diversas funcdes,
como o metabolismo dos carboidratos, dos lipideos e das proteinas, bem como o
crescimento e desenvolvimento do organismo. Desregulacbes nestes processos
podem ocorrer, afetando de forma negativa a qualidade de vida de milhares de
pessoas ao redor do mundo. Nesse contexto, um dos distUrbios de ocorréncia possivel
€ o hipotireoidismo, doenca caracterizada pela baixa ou por nenhuma atividade da
glandula tireoide, interferindo em varios mecanismos do organismo como, por
exemplo, o gasto de energia, a regulacado da temperatura corporal e o metabolismo
(PESTANA, 2010; RASHID, 2016; GILBERT, 2017).

Em decorréncia das alteragcdes hormonais apresentadas no hipotireoidismo
surgem comorbidades relacionadas; dentre elas estdo: problemas cardiacos, elevado
indice de colesterol, aumento de peso, déficit de atencéo e depressdo (CHAKER et
al., 2017; NASCIMENTO, 2010). A depresséo € transtorno mental de alta incidéncia
nos dias atuais, provocando uma queda na qualidade de vida dos individuos afetados
(PIETRACCI et al., 2012; WHO, 2017). Por diversas vezes pacientes que apresentam
este quadro clinico sdo tratados apenas com antidepressivos, uma vez que O
diagnéstico de hipotireoidismo pode ainda néo ter sido realizado. Dessa forma, estes
individuos nédo apresentam melhoras devido a falta da reposicdo hormonal de tiroxina
(T4), deixando o tratamento ineficiente (BAUER; HEINZ; WHYBROW, 2002; BERENT
et al., 2014).

Nesse contexto, verificar se a falta dos horménios da tireoide (HT) afeta
diretamente a farmacocinética da venlafaxina, um antidepressivo, pode ajudar na
compreensao dos mecanismos fisiopatolégicos do hipotireoidismo e a relacionar a
ineficiéncia dos antidepressivos no caso de depressdo, uma vez que os HT regulam

diversas funcdes no organismo.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Regulacéao do eixo hipotalamo-hipofisario-tireoidiano

A glandula da tireoide pesa cerca de 20g em homens e 17g nas mulheres,
medindo de 4 a 6 cm de comprimento. Esta localizada antero-lateralmente a traqueia
e é composta por 2 l6bulos (direito e esquerdo) que séo ligados por um istmo fino que
atravessa a traqueia. Uma minima quantidade de individuos possui um pequeno lobo
piramidal que € originado no istmo e esta sobre a cartilagem da tireoide. Possui rica
irrigacdo, sendo drenada por trés veias em cada lado: veias tireoide superior, média e
inferior (NASCIMENTO, 2010; OZGUR et al., 2011; ROBINSON; MIDDLETON, 2014;
RASHID, 2016; TEKSOZ et al., 2017). A unidade funcional da tireoide é o foliculo,
composto por epitélio simples de células, os tiredcitos, responsaveis pela secrecao e
iodinacdo da tireoglobulina, proteina que € precursora e responsavel pelo
armazenamento dos HT. Entre os foliculos, estdo presente as células C ou
parafoliculares, produtoras de calcitonina (BERNE; LEVY, 2010; NASCIMENTO,
2010). Para producdo dos HT é necessario que haja a captacdo do iodeto pelos
tiredcitos por meio de simporte sédio/iodeto (NIS). Ao se encontrar no citoplasma da
célula o iodeto é transportado para o lumen folicular por uma proteina chamada
pendrina, neste local ele é oxidado pela tireoperoxidase (TPO), e o iodo resultante se
liga aos residuos de tirosina presente na tireoglobulina para formar os precursores
dos HT, monoiodotirosina (T1) e diiodotirosina (T2), sendo uma ou duas moléculas de
iodo ligadas a tirosina respectivamente. A tireoglobulina € entéo clivada liberando os
precursores Tl e T2 que se ligam e formam os hormonios 3,5,3’,5’-tetraiodotironina
(T4) por meio da ligacdo de duas moléculas de T2; 3,5,3-triiodotironina (T3) mediante
a ligacdo de Tl e T2 e 3,3'5 -triiodotironina (T3 reverso), forma inativa dos HT
(PESTANA, 2010; ROBINSON; MIDDLETON, 2014; RASHID, 2016).
Aproximadamente 90% da producédo da tireoide € de T4, 10% de T3 e menos de 1%
de T3 reverso. Como o0 T4 ndo possui atividade, é produzido e liberado em grande
quantidade para conversao periférica em T3 (forma ativa), realizada pela acdo das
enzimas desiodases. Sao conhecidos 3 tipos de desiodades: tipo 1 (D1), tipo 2 (D2)

tipo 3 (D3), sendo a D1 expressa em tecidos com alto fluxo sanguineo, como no



16

figado, rins e musculatura esquelética, a D2 no sistema nervoso central (SNC),
hipodfise, tecido adiposo marrom e placenta, e a D3 nos tecidos em desenvolvimento,
principalmente no SNC (BERNE; LEVY, 2010; NUNES, 2003).

Os HT possuem diversos efeitos fisioldgicos importantes no organismo, como
efeitos cardiovasculares (aumento da frequéncia cardiaca, aumento na velocidade e
na forca de contracdo do miocardio, elevacdo da pressao sistolica e diminuicdo da
diastolica), no metabolismo basal (aumento da taxa basal de consumo de oxigénio e
producao de calor), respiratorios (elevacéo da frequéncia respiratéria em repouso), na
musculatura esquelética (glicose e a glicogenodlise aumentados e o glicogénio e a
fosfocreatina diminuidos em excesso de HT) e no sistema nervoso (regulacdo da
velocidade e o ritmo do desenvolvimento do sistema nervoso, aumenta a vivacidade,
o estado de alerta e a resposta para varios estimulos). Possuem ainda funcdes
essenciais no metabolismo de proteinas, carboidratos, lipideos e vitaminas.
(ARAUJO, 2002; BERNE; LEVY, 2010; PESTANA, 2010).

A sintese e secrecao dos HT € mediada pelos niveis de hormonio estimulante
da tireoide (TSH), hormonio secretado pela parte anterior da hipéfise (adeno-hipéfise),
0 qual possui uma subunidade a denominada subunidade glicoproteica, sendo essa
semelhante para os hormoénios TSH, hormonio foliculo-estimulante (FSH) e hormonio
luteinizante (LH), e uma subunidade B que € especifica para o TSH, na qual confere
a ligacdo em seu receptor nas células foliculares da tireoide. A producdo de TSH é
regulada pelos niveis dos HT, que em altas concentracfes exercem efeito inibitério
em sua producéo, e pelo hormonio liberador de tireotrofina (TRH), que estimula sua
sintese e secrecao (NUNES, 2003; NASCIMENTO, 2010).

O TRH é um horménio produzido pelo subgrupo de neurénios parvicelulares
dos nudcleos paraventriculares do hipotalamo, sendo um tripeptidico com uma
glutamina ciclizada na regido N-terminal e uma regido C-terminal amidada. Quando
se liga ao seu receptor localizado nos tireotrofos na hipéfise, age estimulando a
transcricdo génica e a sintese de TSH (BERNE; LEVY, 2010; PESTANA, 2010). O
aumento nos niveis de T3 e T4 inibe a secre¢cdo de TSH, tanto direta como
indiretamente, suprimindo a liberagdo de TRH através do mecanismo de
retroalimentacdo negativa (NASCIMENTO, 2010; JANSSEN et al., 2015; WEBER et
al., 2016).



17

2.2 Hipotireoidismo

O hipotireoidismo caracteriza-se por uma sindrome na qual ha uma deficiéncia
na produgdo dos horménios T3 e T4, podendo ocorrer por diversos fatores, como
doencas autoimunes, deficiéncia de iodo, doencas infiltrativas ou desenvolvimento
anormal da glandula. E classificado em primario, secundario, terciario e periférico. O
hipotireoidismo primario define-se por uma disfuncéo na propria glandula da tireoide,
apresentando niveis de T3 e T4 diminuidos e niveis de TSH elevados; no secundario
a causa € gerada através da deficiéncia de TSH, o terciario devido a deficiéncia de
TRH e o periférico pela falta ou deficiéncia da expressao das desiodades em diversos
tecidos (CHAKER et al., 2017). A prevaléncia é entre 0,3-3,7% nos EUA e entre 0,2-
5,3% na Europa, sendo maior em paises onde existe deficiéncia no consumo de iodo.
Ha predominancia maior em mulheres do que homens e aumenta de acordo com a
idade (> 65 anos) (MONTERO-PEDRAZUELA et al., 2006; CHAKER et al., 2017;
GILBERT, 2017). Segundo uma meta-andlise realizada por Madariada et al., 2014, a
incidéncia média de disfuncao tireoidiana ndo diagnosticada na Europa € de cerca
6,7%, sendo que para o hipotireoidismo nao diagnosticado é entre 4,7-5,1%.

Dentre os sintomas mais recorrentes no hipotireoidismo em adultos estéo:
fadiga, letargia, intolerancia ao frio, ganho de peso, constipacéo, alteracdo de voz e
pele seca, podendo variar em relacdo ao sexo e a idade dos individuos (CHAKER et
al., 2017; NASCIMENTO, 2010). A Tabela 1 demonstra os principais sintomas
apresentados no hipotireoidismo.

Ha também o hipotireoidismo subclinico, que é caracterizado por uma forma
leve de insuficiéncia tireoidiana, apresentando niveis elevados de TSH e niveis de T4
dentro do padréo de referéncia. Geralmente os pacientes com essa comorbidade sao
assintomaticos, porém, em alguns casos, podem apresentar 0s mesmos sintomas do
hipotireoidismo, sendo estes agravados com o0 aumento dos niveis de TSH
(PEETERS, 2017).

O diagnastico do hipotireoidismo geralmente é feito através das dosagens de
niveis sericos de TSH e T4 livre, sendo seu tratamento realizado com reposicéo diaria
de T4 por via oral (CHAKER et al., 2017).
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Tabela 1 - Sintomas e sinais do hipotireoidismo.

Sintomas Sinais

Intolerancia ao frio, fadiga, Hipotermia, baixa taxa
Gerais aumento de peso e metabdlica e obesidade
rouquidao leve.

Letargia, reducdo de Sonoléncia, fala lenta,
memoéria, da capacidade reducdo da audicdo,

Sistema nervoso de concentracao e ataxia, retardo dos
alteracdo da reflexos tendinosos,
personalidade sindrome do tunel do

carpo e depresséao.

Sistema gastrointestinal Nauseas e constipagao Aumento da lingua e

ascite
Sistema respiratério Reducédo da tolerancia ao Bradicardia, hipertenséo
exercicio arterial leve, derrame

pleural e pericardico.

Sistema reprodutor Reducdo da libido e da Caracteristicas
fertilidade e alteracbes secundarias normais.
menstruais
Pele e anexos Pele seca, edema facial e Edema de face, méos e
gueda de pelos tornozelos, edema

periorbitario, palidez e
pele amarelada.

Fonte: Adaptado de CHAKER et al. (2017); NASCIMENTO, (2010).

2.3 Modelos de inducéo de hipotireoidismo em ratos

A inducédo do hipotireoidismo em modelos animais € conseguida por meio da
diminuicdo das concentracdes dos HT abaixo dos niveis fisiologicos. A Associacdo
Americana de Tireoide (ATA, do inglés American Thyroid Association) por meio do
Guia para investigar a economia e a agao do hormoénio tireoidiano em modelos de
roedores e células ( do inglés American Thyroid Association Guide to Investigating
Thyroid Hormone Economy and Action in Rodent and Cell Models, 2014), traz diversas
recomendacdes relacionadas ao estudo da acdo dos hormodnios tireoidianos com

objetivo de promover a padronizacédo dos estudos, aumentar a comparabilidade e a
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reprodutibilidade dos achados experimentais (BIANCO et al., 2014). Segundo o guia,
existem diversos procedimentos que podem ser adotados para que se obtenha
experimentalmente o quadro de hipotireoidismo sistémico, dentre eles estéo:
tireoidectomia total, o uso de substancias anti-tireoidianas, suspensdo das
deiodinases ou de transportadores dos HT.

Para indug&o do hipotireoidismo em roedores deve-se levar em consideracdo
a idade do animal (pré-natal, pés-natal, apés o desmame). Pelo fato de que em ratos
a secrecdo do hormonio de crescimento é muito sensivel aos niveis dos HT, a massa
corporal deve ser monitorada durante o protocolo de inducéo, tendo em vista que a
auséncia de crescimento por duas semanas foi proposta como padréo-ouro para
definir um estado de hipotireoidismo sistémico grave (BIANCO et al., 2014). Estudos
em modelos animais utilizaram variacdo na idade do animal: ratos machos com 7
semanas de idade (NAGAO et al., 2011, 2014) e 8-9 semanas (YU et al., 2015), ja
outros pesquisadores utilizaram ratas prenhas, filhotes em idade pos-natal e apés o
desmame (HASEGAWA; WADA, 2013).

Através do uso de substancia como o metimazol (MMI) na agua dos ratos é
possivel obter um quadro de hipotireoidismo sistémico, sendo o periodo para o
aparecimento do hipotireoidismo geralmente variavel, dependendo de qual substancia
esta sendo utilizado (BIANCO et al., 2014). Um estudo com ratos machos Wistar de
aproximadamente 170g, utilizando MMI 0,04% em &gua para um grupo e 6-n-propil-
2-tiouracil (PTU) 0,05% para outro, obteve diminuicdo significativa dos HT em 4
semanas, com relagdo a secrecdo fisioldgica normal (WU et al., 2013). Yu et al. (2015)
induziram o hipotireoidismo em ratos machos Sprague-Dawley com 8 semanas
através da administracdo do iodois1 nas concentragbes de [5 mCi/kg (milicurie por
quilograma), injecao intragastrica], observando reducdo relevante dos HT em
aproximadamente 5 dias, com estabilidade por cerca de 55 dias.

Estudos empregando a técnica de tireoidectomia total em ratos Wistar e
Sprague—Dawley obtiveram com sucesso, sem uso de substancias indutoras, o
hipotireoidismo (MONTERO-PEDRAZUELA et al., 2006; NAGAO et al., 2011, 2014;
WU et al., 2013; DA CONCEICAO et al., 2016). Ap6s a cirurgia, 0s primeiros sinais de
éxito sao obtidos atraves da queda em T4 sérico e elevacao no TSH; ja para a reducéo
de T3 é necessario mais tempo (10-15 dias), pois além de presente no plasma, o
mesmo esta associado aos tecidos. Para se obter um quadro de hipotireoidismo

sistémico, € necessario aproximadamente 5-8 semanas apos a cirurgia. Este quadro
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pode ser obtido mais rapidamente com o uso de 0,1% de PTU, substancia que inibe
a conversao periférica de T4 em T3, combinado com 1% de KCIO4 e 0,1% de MMI na
agua potavel por trés semanas (BIANCO et al., 2014). Da Conceicéao et al. (2016),
tiveram hipotireoidismo induzido com sucesso em ratos machos Wistar de
aproximadamente 260g através da tireoidectomia, realizando tratamento com 0,03%
de MMI diluido em agua por 20 dias.

O processo de tireoidectomia gera um risco significativo de lesdes na glandula
paratireoide, interferindo em concentracfes séricas de célcio (RIZVI et al., 2012;
BIANCO et al., 2014; YU et al., 2015). Este fato pode ser relacionado ao aumento da
pressao intracraniana, gerando convulsdes, depresséo e psicose (RIZVI et al., 2012),
porém segundo Bianco et al. (2014) ao se realizar tireoidectomia total em rato de
aproximadamente 100g, as glandulas paratireoides sdo preservadas, variando de
acordo com as habilidades cirurgicas e a anatomia das paratireoides.

Outra possibilidade de se obter animais com hipotireoidismo, € através da
aquisicdo de roedores geneticamente modificados nos genes do eixo hipotalamo-
hipdfise-tireoide, apresentando mutacédo que interrompe a sintese ou a secrecao dos
HT (BIANCO et al., 2014).

2.4 Comorbidades relacionadas

Individuos com hipotireoidismo podem desenvolver variadas enfermidades

decorrente da deficiéncia hormonal. Algumas delas séo relacionadas a seguir.

2.4.1 Déficit de atencéo

Uma pesquisa de comparacao entre individuos com transtorno bipolar que
possuiam hipotireoidismo subclinico e individuos saudaveis, determinou que em
pacientes com hipotireoidismo ocorre diminuicdo relevante na memoria verbal,
atencao, linguagem e funcdes executivas. Este resultado propde um impacto
neurocognitivo resultante da diminuicdo do HT (MARTINO; STREJILEVICH, 2015).
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Estudos em ratos Wistar demonstraram que a baixa concentracéo de HT interfere no
desenvolvimento cognitivo provocando um déficit de atencao visual e alteragdo do
comportamento (HASEGAWA; WADA, 2013).

2.4.2 Obesidade leve

A baixa concentracdo dos HT causada pelo hipotireoidismo reduz o
metabolismo basal do organismo, diminuindo assim o gasto de energia,
consequentemente causando um aumento de peso (NASCIMENTO, 2010). Kumar et
al. (2004) desenvolveram um estudo no qual mulheres que realizavam tratamento com
drogas citotoxicas para cancer de mama acabaram desenvolvendo hipotireoidismo
relacionado a disfuncao da glandula tireoide. Como consequéncia ao déficit dos HT,
essas pacientes apresentaram um ganho de peso caracteristico. O aumento das
concentragbes de TSH (hipotireoidismo subclinico) esta relacionado aos casos de
obesidade. Um estudo realizado com 433 pacientes obesos morbidos (idade média
41, IMC 47 kg/m2 e 76% mulheres) que passaram por triagem para cirurgia bariatrica,
demonstrou que as concentracdes elevadas de TSH (60% acima do grupo controle)
estavam presente em 32 (8,2%) pacientes sendo que 49 pacientes (11,3%) ja estavam
sob tratamento com tiroxina antes da cirurgia bariatrica. Este resultado apoia a
hipétese de que TSH estimula a diferenciacdo de pré-adipécitos, induzindo
adipogénese (JANKOVIC et al., 2012).

Porém o quadro de obesidade ndo esta presente em ratos com hipotireoidismo,
isso devido ao fato de que nestes animais o crescimento € continuo ao longo da vida,
e 0 hormdnio de crescimento (GH, do inglés growth hormone) é altamente sensivel
aos niveis dos HT. Com isso, é observado uma reducdo no peso corporal e
crescimento do animal (MONTERO-PEDRAZUELA et al.,, 2006; WU et al., 2013;
BIANCO et al., 2014)

2.4.3 Depressao
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A depressédo é um transtorno mental caracterizado por sentimento de tristeza,
culpa, baixa autoestima e cansaco. Afeta cerca de 300 milhdes de pessoas ao redor
do mundo, com prevaléncia maior em mulheres, sendo uma das principais causas de
incapacidade, podendo ocasionar, em casos graves até mesmo suicidio. Dados
demonstram que cerca de 800000 pessoas morrem por suicidio a cada ano, estando
relacionado a segunda maior causa de morte entre individuos de 15 a 29 anos (WHO,
2017).

A depressao € um distarbio que apresenta diversas origens, sendo uma delas
a deficiéncia de serotonina (5-HT) ou problemas relacionados a seus receptores. Em
humanos, pacientes com depressdo apresentaram correlagdo positiva entre a
gravidade do quadro depressivo em relacdo a baixa dos HT; com melhora nos
sintomas relacionado ao aumento dos HT (BERENT et al., 2014). Individuos com
hipotireoidismo demonstraram resposta reduzida a 5-HT, efeito este que foi reversivel
com a terapia de reposicdo hormonal de T4. Através da administracdo de T4 em
animais, obteve-se reducado da sensibilidade dos autoreceptores 5-HT1A, provocando
a desinibicdo da liberacdo de serotonina cortical e hipocampal, e aumento da
sensibilidade do receptor 5-HT2 cortical, potencializando a neurotransmisséo da 5-
HT, efeito este que foi semelhante quando administrado inibidor seletivo da
recaptacéo de serotonina (ISRS) (BAUER; HEINZ; WHYBROW, 2002). Em estudo
utilizando-se de ratos Wistar adultos com hipotireoidismo, observou-se prejuizo na
capacidade de proliferacdo do hipocampo, 0 que determina associa¢ao positiva com
0 comportamento depressivo, e que quando tratados com T4, apresentaram uma
recuperacdo no numero de células proliferativas, o que possibilitou observar melhoras
evidentes no comportamento semelhante a depressdo (MONTERO-PEDRAZUELA et
al., 2006).

Estudos contrarios demonstram que, apesar da diminui¢do de 5-HT nas células
cerebrais, ha niveis aumentados de fator neurotrofico derivado do cérebro (BDNF, do
inglés Brain-derived neurotrophic factor) no hipocampo, proteina da familia das
neutrofinas que esta relacionada com a promoc¢éao da diferenciacdo e sobrevivéncia
dos neurdnios, atuando na modulacdo da plasticidade sinaptica, o que determinaria,
em tese, um potencial antidepressivo em animais com hipotireoidismo (CORTES et
al., 2012; PERITO; FORTUNATO, 2012; YU et al., 2015). Desta maneira, a regulacao
de HT na depressao pode néo estar envolvida somente com os niveis de 5-HT, sendo

gue em ratos Sprague-Dawley com hipertireoidismo foi observado aumento em
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concentracdes de 5-HT e tempo de imobilizac&o no teste de nado for¢cado foi maior
gue no grupo controle, caracterizando comportamento depressivo (YU et al., 2015).
Ja no estudo descrito por Da Conceicao et al. (2016) o mecanismo antidepressivo foi
sugerido através do papel dos HT na potenciacao de longa duracao (LTP, do inglés

Long Term Potentiation) e na manutencado do BDNF.

2.5 Farmacos para tratamento da depressao

Nas ultimas décadas, a nova geracao de farmacos utilizados para o tratamento
da depresséo [inibidores seletivos da recaptacao da serotonina (ISRS), inibidores da
recaptacdo de serotonina e norepinefrina (IRSNs) e os antidepressivos especificos
noradrenérgicos e serotoninérgicos] estao no topo das prescricbes meédicas, fato este,
devido a serem associados a uma melhor tolerabilidade e um indice menor de efeitos
colaterais em comparacao as geracées mais antigas, triciclicos e os inibidores da
monoamina oxidase (PIETRACCI et al., 2012).

2.5.1 Venlafaxina

E um antidepressivo IRSNs, com baixa afinidade por receptores de dopamina.
Esta entre os medicamentos mais utilizados para tratamento de depressao, sendo o
primeiro farmaco de sua classe introduzido no mercado (JIANG et al., 2015).
Comparando-se com outros farmacos antidepressivos (triciclicos), a venlafaxina
demonstra vantagens: apresenta efeito farmacolégico rapido e menor incidéncia de
efeitos colaterais, devido ao fato de ndo interagir com receptores muscarinicos,
histaminicos ou alfa-1  adrenérgicos. Apresenta rapida absorcdo, com
biodisponibilidade de 45% sofrendo metabolizacdo hepatica, principalmente pelo
CYP2D6, sendo convertida em seu metabalito ativo, O-desmetilvenlafaxina (ODV).
Seus efeitos colaterais geralmente sdo nauseas, tonturas e sonoléncia (MORENO;
MORENO; SOARES, 1999; JIANG et al., 2015; SONG et al., 2017).


https://pt.wikipedia.org/wiki/Muscar%C3%ADnico
https://pt.wikipedia.org/wiki/Histam%C3%ADnico
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Um estudo de comportamento depressivo em ratos machos Wistar através do
estresse suave repetitivo, utiizando como uma das formas de tratamento a
venlafaxina (10mg/kg/dia, 4 semanas) obteve resultados significativos no teste de
labirinto elevado, demonstrando melhora no quadro depressivo (LAPMANEE;
CHAROENPHANDHU; CHAROENPHANDHU, 2013). Outro estudo, realizado pelos
mesmos autores, em situacdes de ansiedade induzida pelo estresse, apresentou bons
resultados nos testes comportamentais apos tratamento com venlafaxina
(LAPMANEE et al., 2012).

Através da administracdo de venlafaxina (10mg/kg/dia, v.0) em ratos machos
Sprague—Dawley por trés semanas, constatou aumento significativo na estimulacéo
do BDNF no cértex frontal, em relacdo ao grupo controle, e inibicdo do LTP no
hipocampo, achados estes que podem estar relacionados ao potencial antidepressivo
da venlafaxina (COOKE; GROVER; SPANGLER, 2009).
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3 JUSTIFICATIVA

O hipotireoidismo é um disturbio com alta incidéncia mundial, sendo sua maior
causa relacionada a deficiéncia de iodo na dieta. Geralmente o aparecimento é
gradual, levando varios anos para o desenvolvimento de sintomas e sinais notaveis.
A doenca é caracterizada pela baixa ou falta de producdo dos HT pela glandula
tireoide, ocorrendo por diversos fatores, como autoimunes, deficiéncia de iodo,
doencas infiltrativas ou desenvolvimento anormal da glandula. Individuos com
hipotireoidismo acabam desenvolvendo comorbidades relacionadas a falta dos HT,
como exemplo a depressao, que se desenvolve com frequéncia nestes individuos. Em
alguns casos, pacientes com depressdo nao respondem bem ao tratamento com
farmacos antidepressivos, sendo uma possivel causa para este fato a baixa dos HT,
gue podem interferir na farmacocinética dos antidepressivos. Por este motivo, este
trabalho visa caracterizar a presenca de comportamento depressivo em ratos com
hipotireoidismo e realizar a avaliagdo farmacocinética da venlafaxina, medicamento
utilizado no tratamento da depresséo, com o intuito de verificar se a reducéo dos HT

pode influenciar sua farmacocinética e levar a falha ou ndo na terapia antidepressiva.
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4 OBJETIVOS

4.1 Objetivo geral

Avaliar se o hipotireoidismo induzido experimentalmente, com reposi¢cao ou ndo
de T4, altera a farmacocinética da venlafaxina, buscando correlacionar o

hipotireoidismo a um comportamento depressivo em ratos Wistar machos.

4.2 Objetivos especificos

Os objetivos especificos sao:

a) induzir o quadro de hipotireoidismo em ratos machos por meio da
tireoidectomia (modelo cirdrgico) e tratamento com MMI (modelo quimico), e
posteriormente ao tratamento, verificar a presenca de comportamento

depressivo nesses animais;

b) desenvolver e validar metodologia de analise utilizando cromatografia gasosa
acoplada a espectrometria de massas para quantificacdo de venlafaxina nas

amostras utilizadas para as analises farmacocinéticas.
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5 MATERIAIS E METODOS

5.1 Animais

Foram utilizados 70 ratos machos, raca Wistar, pesando entre 200-250g,
obtidos no biotério central da Universidade Federal de Alfenas, apés aprovacéao pelo
comité de ética local (humero de protocolo: 67/2017, ANEXO A), sendo 30 utilizados
para realizacdo das dosagens hormonais, no intuito de se comprovar a presenca do
hipotireoidismo, e o restante para realizacéo da avaliacdo farmacocinética. Os animais
foram mantidos no Biotério de Experimentacdo do Laboratério de Fisiologia da
UNIFAL-MG (S 303B), em sala com temperatura e umidade controladas, ciclo claro-
escuro a cada 12 horas, com ragéo e agua a vontade. Além disso, os ratos passaram
por ambientacdo nas caixas de polipropileno de 4 a 5 dias antes da realizacdo dos
procedimentos.

Os animais, tanto os para as dosagens hormonais quanto para a analise
farmacocinética, foram divididos em 3 grupos principais: Tireoidectomizados (Tx),
Metimazol (MMI) e Controle (SHAM), no qual os grupos Tx e MMI foram subdivididos
em grupos: com reposicdo hormonal e sem reposicdo, conforme demonstrado na

Figura 1.

Figura 1- Esquema demonstrando a divisdo dos grupos em estudo. Para as andlises farmacocinéticas:
n= 8/grupo; para as dosagens hormonais: n= 6/grupo.

Reposi¢do com Tiroxina

5 Tt TIreOIdiCtomla <1 (T4, 20 pg/kg/dia v.0)

Metimazol 0,02% (p/v) Sem reposi¢do
| 21 Dias d
Metimazol 0,04% (p/v) Reposi¢do com Tiroxina
Rato macho Wistar [,/ MM i§ (T4, 20 pg/kg/dia v.0)
s Cirurgia simulada (SHAM) Sem reposicio |
| 28 Dias >
— SHAM — Cirurgia Simulada
[
28 Dias >

Fonte: Do autor
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As doses dos farmacos utilizados foram: 20ug/kg/dia de T4 por via oral (v.0)
através de gavagem (WU et al., 2013), 20 mg/kg de venlafaxina por v.0o (gavagem)
(SONG et al.,, 2017) e duas solucdes de MMI diluido em agua adicionadas ao
bebedouro nas concentracdes de 0,02% e 0,04% (p/v) (WU et al., 2013). Os grupos
MMI e SHAM passaram por simulacdo do procedimento cirdrgico, onde se realizou a
incisdo cirdrgica, mas ndo ocorreu a remoc¢ao da glandula, procedimento este com o
intuito de submeter todos os grupos ao mesmo nivel de estresse. Com 0 mesmo
intuito, foi realizado a gavagem diaria de salina nos animais SHAM e nos TX e MMI

sem reposi¢cado hormonal.

5.2 Modelo experimental de Hipotireoidismo em ratos

Para inducdo do modelo experimental de hipotireoidismo em ratos, com idade
de 7-8 semanas, foram utilizadas duas técnicas distintas, a tireoidectomia e o uso de
MMI.

5.2.1 Tireoidectomia

O procedimento foi realizado conforme reportado por Da Conceicdo et al.
(2016). Em suma, os ratos foram anestesiados com cetamina (90mg/kg) e xilazina (10
mg/kg), conforme descrito no documento de doses de agentes para ratos
disponibilizado pelo biotério da Universidade Federal de Alfenas (UNIFAL-MG), e as
glandulas tireoidianas retiradas do tubo traqueal. A Figura 2 ilustra as etapas do
procedimento. ApOs a cirurgia, foi realizado o tratamento com pentabiotico de uso
veterinario para animais de pequeno porte (24000 Ul/kg intramuscular), analgesia com
cetoprofeno (5mg/kg subcutdnea) e foram mantidos em caixas individuais de
polipropileno por 5 dias, para recuperacao pos-cirurgica. Os ratos tireoidectomizados
foram submetidos a tratamento com MMI (0,02% em agua) durante 3 semanas,
mantendo dieta normal, com o objetivo de acelerar a indu¢cdo do hipotireoidismo

sistémico. Durante o tratamento foi feito acompanhamento do ganho de peso e
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ingestéo de liquidos dos animais de trés em trés dias, e ao final, realizadas dosagens

hormonais de T4 livre e TSH.

Figura 2 - Etapas da Tireoidectomia.

A B

Lobulo
direito

Tireoide

Fonte: Adaptado de BIANCO et al. (2014)
Legenda: a) Inciséo cirurgica;
b) isolando glandulas salivares;
c¢) dissociagdo dos musculos;
d) libertar a traqueia;
e) dissociacdo dos musculos laterais;
f) com auxilio de uma pinga deslizar debaixo da traqueia, revelando a glandula tiredidea,
realizando sua remog&do com o uso de uma tesoura oftalmica.

5.2.2 Tratamento com metimazol

Foi realizado o tratamento utilizando MMI diluido na agua potavel dos ratos na
concentracéo de 0,04% (p/v) por 4 semanas, sendo realizada a troca da solucdo a
cada 3 dias, conforme procedimento adaptado de Wu et al. (2013). Durante o
tratamento foi feito acompanhamento do ganho de peso e ingestdo de liquidos dos

animais de trés em trés dias, e ao final, realizadas dosagens hormonais de T4 livre e
TSH.

5.3 Testes comportamentais para determinacdo da depressao
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Foram realizados em todos os animais em estudo para a avaliacdo do quadro
depressivo, sendo feitos durante a Ultima semana de tratamento de cada grupo.

5.3.1 Nado forcado

O teste foi executado, com um animal por vez, no periodo das 17 as 19h, sendo
utilizado um recipiente de 35 cm de didmetro, com 4gua a 25° C e profundidade de 50
cm, para evitar fuga ou apoio no fundo do cilindro, conforme demonstrado na Figura
3. No dia anterior ao procedimento (24h) os ratos passaram por sessdes de
treinamento por 15 min. No dia seguinte, o teste foi realizado por 5 min, onde com o
auxilio de um tripé e uma camera foram realizadas as gravacbes do teste (DA
CONCEICAO et al., 2016). A interpretacido do teste baseou-se em mobilidade, se o
rato apresentar um maior tempo de imobilidade em relacdo aos animais do grupo
controle é caracteristico de comportamento semelhante a depressao. Na Figura 3

pode se visualizar o animal durante o teste.

Figura 3 - Foto durante a realizacdo do teste de nado forgado, demonstrando o recipiente utilizado.

Fonte: Do autor

5.3.2 Teste de preferéncia por sacarose

O teste foi adaptado de Yu et al., (2015); primeiramente os ratos foram
habituados a consumir uma solucao de sacarose a 2% (p/v) durante 1h por dia por 2
dias. Apds este periodo, os animais foram alojados em caixas individuais onde foi

disponibilizada (por 24hr), solugcédo de sacarose a 5% (p/v) e de agua potavel, para
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que o rato escolhesse entre as mesmas. A preferéncia a sacarose (%) foi calculada
de acordo com equagao:

Ingestdo de sacarose

— — — X 100 = Preferéncia por sacarose(%

Ingestdo de agua + Ingestdo de sacarose P (%)
Uma baixa preferéncia por sacarose em comparacdo ao grupo controle é

caracteristico de sintoma de anedonia, perda da capacidade de sentir prazer, sintoma

este presente na depressao.

5.4 Teste do Rota-rod

Foi realizado utilizando o equipamento Rota-rod (Insight Ltda, Brasil) com
intuito de verificar a presenca do sintoma de fraqueza muscular nos animais onde foi
feita induc&o do hipotireoidismo sem a reposi¢cao hormonal.

Os animais (n=6 por grupo) foram submetidos a sessdo de treinamento em
rotacdo de 5 rpm por 5min no dia anterior ao teste. No dia do teste os mesmos foram
manipulados pelo experimentador 2 horas antes do experimento. Em seguida, foram
colocados no cilindro e a velocidade de rotagdo foi mantida de 5 a 35 rpm conforme
demonstrado na Figura 4. O tempo para queda dos animais foi computado pelo
equipamento e usado para a comparacao estatistica entre os grupos SHAM e os

grupos Tx e MMI sem reposi¢cao hormonal.

Figura 4 - Teste Rota rod em execugéo.
\

Fonte: Adaptado de RODRIGUES, 2016.
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5.5 Dosagens hormonais

Para a confirmagédo do hipotireoidismo, foram realizadas dosagens hormonais
de T4 livre e TSH dos grupos em estudo, sendo que, apés o periodo de tratamento foi
realizado a eutanasia por decapitacdo dos animais e o sangue foi coletado em tubos
sem anticoagulantes, contendo sistema de gel para separacdo do soro. Depois da
coleta, o sangue foi centrifugado a 1811g por 20 min a 4° C para obtenc¢&o do soro.

As amostras foram identificadas e encaminhadas a servigo privado de
dosagem hormonal, para realizacdo das dosagens por meétodo de

quimiluminescéncia.

5.6 Extracéo de tecidos para determinac&do da massa tecidual

Apés a eutanasia e a coleta de sangue dos animais para as dosagens
hormonais ou para cinética, foi realizada a coleta de tecidos [hipd6fise, adeno-hipdfise,
tecido adiposo marrom (TAM), tecido adiposo branco (TAB) perigonadal e a tireoide].
As massas dos tecidos foram determinadas e corrigidas para 100 gramas de massa
corporal do animal, com intuito de avaliar o efeito da falta dos HT nos tecidos
relacionados ao eixo hipotdlamo-hipéfise-tireoide e tecidos alvos dos HT conforme
descrito por Bianco et al. (2014).

5.7 Protocolo para avaliacdo farmacocinética da venlafaxina

As coletas foram feitas segundo a técnica de canulag&o da veia jugular externa
direita, desenvolvida por Harms e Ojeda, (1974), na qual os animais sdo anestesiados
com cetamina (90mg/kg) e xilazina (10 mg/kg) via intraperitoneal (UNIFAL-MG,
[20167]), fixados a plataforma, com seu abdomen para cima e bragos abertos para
facilitar a cirurgia (Figura 5A), e realizada a inciséo cirurgia na regido da clavicula,

onde € possivel observar a veia jugular (Figura 5B). Em seguida, a veia foi dissecada
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para facilitar o acesso, e com o auxilio de uma agulha foi feita sua perfuracdo, saindo
pelo musculo. Entdo retirou-se a agulha da extremidade da canula e com o auxilio de
uma pingca movimentou-se a canula para que ela ficasse dentro da luz da veia e o
sangue fluisse por ela. A canula foi fixada ao musculo (Figura 5C) e transpassada por
debaixo da pele até o dorso do animal (Figura 5D). Apés a fixacao, a canula foi lavada
com solucao isotdnica contendo heparina na proporcdo 1:50, com objetivo de evitar

obstrucao.

Figura 5 - Etapas do procedimento de canulagéo.

Fonte: Do autor

Legenda: a) fixacdo do animal;
b) Inciséo cirdrgica;
c) acesso da veia e fixagdo da canula no musculo;
d) transpasso da canula até o dorso do animal.

No dia posterior a canulagéo, foi realizada a administracdo por gavagem de
venlafaxina (20 mg/kg v.0), o volume de 0,3mL de sangue foi coletado em tubos com
heparina nos tempos: 0,16; 0,33; 0,5; 1; 1,5; 2,5; 3,5; 5; 8 e 12h conforme descrito por
Song et al. (2017). Foi realizada reposicdo de volume a cada colheita com salina
estéril. Depois da colheita, o sangue foi centrifugado por 20 minutos a 1811g a 4°C, e

o plasma separado e armazenado a -70°C, para posterior andlise.

5.8 Quantificacdo de proteinas totais

A metodologia foi baseada no método Bradford (BRADFORD, 1976), onde
preparou-se uma solucdo padrédo de albumina na concentracdo 2000mg/mL, e por
meio de diluicbes seriadas obteve-se as concentragOes utilizadas para curva de
calibragéo (1000, 500, 250, 125, 62,5, 31,25 e 15,62mg/mL).

Utilizando como amostra a primeira coleta para farmacocinética de cada animal
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(coleta de 10min), as mesmas foram diluidas na propor¢édo 1:100 (5uL de amostra +
495uL de agua destilada) para se adequar a faixa de concentracdo da curva de
calibracdo. ApOs esse processo, foram pipetados 10uL do branco, das solucfes de
albumina e das amostras diluidas em seus denominados pocos na placa de Elisa
contendo 96 pocos. A quantidade de 300uL do reagente de Bradford foi adicionada
em cada poco e apos 5 minutos realizou-se a leitura da placa em 595nm.

5.9 Metodologia de andlise da Venlafaxina em plasma de rato por GC/MS

5.9.1 Equipamentos

e Cromatografo gasoso acoplado ao espectrobmetro de massas QP2010 Plus,
Shimadzu®, Japao

e Centrifuga de tubos 80-2B CENTRIBIO®, Brasil

e Banho ultrassénico USC-2800a, Unique®, Brasil

e Agitador de tubos vertical VIBRAX VXR Basic, IKA®, Brasil

e Misturador tipo vértex MAXI MIX Il, Thermolyne®, Estados Unidos

e Secadora e concentradora de amostras CentriVap Concentrator, LABCONCO

®, Estados Unidos
e Balanca analitica 410, Kern®, Brasil
e pHmetro mPA-210, MS TECNOPON®, Brasil
e Micropipeta de volume varidvel 100-1000 pL, Peguepet®, Brasil
e Pipetador de volume ajustavel 2-15uL, KACIL®, Brasil
e Pipetador de volume ajustavel 20-200 pL, KACIL®, Brasil

e Tubo de vidro 10 mL com tampa de rosca

e Béquer 100 mL, Qualividros®, Brasil
e Ultrafreezer (-80°C) Glacier, Nuaire®, Brasil
e Freezer (-20°C) F-21 smile, Prodécimo®, Brasil

e Baldo volumétrico 5 mL, VIDROLABOR®, Brasil



35

e Bal&o volumétrico 10 mL, IONGLASS®, Brasil
e Baldo volumétrico 100 mL, Pyrex®, Brasil

e Baldo volumétrico 250 mL, Pyrex®, Brasil

e Proveta volumétrica 100 mL, DiogoLab®, Brasil
e Proveta volumétrica 200 mL, DiogoLab®, Brasil
e Pipeta graduada 5 mL, Glasstécnica®, Brasil

e Agitador horizontal de tubos MA.139/CFT/UN,Marconi®, Brasil

e Agitador magnético Multi Stirrer, Velp Scientifica®, Italia

5.9.2 Reagentes

e Hexano PA-ACS, Dinamica Quimica Contemporanea Ltda., Brasil, lote: 97750

e Acetato de etila PA, PROQUIMIOS®, Brasil, lote: 12/0390

e Acetona UV/HPLC, Dindmica Quimica Contemporanea Ltda., Brasil, lote:
86376

e Metanol HPLC, J.T. Baker®, Estados Unidos, lote: X22CDO

e Acetonitrila HPLC, J.T. Baker®, Estados Unidos, lote: T41C53

e Venlafaxina (teor: 99,9%) padrdo secundario adquirido pela farméacia Musgo®

e Diazepam cedido pela Unido Quimica®

5.9.3 Preparo de solugéo

Inicialmente foi preparada uma solugao estoque de 1mg/mL com o padrao de
venlafaxina (adquirido pela farmacia Musgo). Por meio de diluicAo sucessiva em
metanol foram preparadas as solu¢des nas concentracdes 200, 400, 800, 1000, 2000,
3000, 4000ng/mL, utilizadas na obtencéo dos calibradores da curva analitica (50, 100,
200, 250, 500, 750, 1000ng/mL).
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Para o padréo interno (PI) foi pesado 10mg de diazepam (cedido pela Uniao
Quimica) em baldo volumétrico de 10mL, e em seguida, feita diluicdes sucessivas até

obter uma solucéo de 400ng/mL.

5.9.4 Metodologia de anélise

Para determinacdo da venlafaxina baseou-se no método desenvolvido por
Song et al., (2017), alterando-se o preparo de amostra, utilizando a técnica de
extragao liquido-liquido. Em resumo, o volume de 25uL das solu¢des calibradoras de
venlafaxina (200, 400, 800, 1000, 2000, 3000, 4000ng/mL) e 25uL de padrao interno
(Diazepam 400ng/mL) foram adicionados em tubo, realizando a secagem por meio da
utilizacdo de secadora a vacuo. Posteriormente, foi adicionado 100pL de plasma
branco (matriz isenta de analito) e feita a agitagcdo em vortex por 30 segundos, obtendo
as concentracdes utilizadas na construcdo da curva analitica (50, 100, 200, 250, 500,
750, 1000ng/mL de venlafaxina). Em seguida, foram adicionados 4mL da mistura de
hexano e acetado de etila na proporcdo 70:30 (v:v) respectivamente e 200uL de
Tampao carbonato de pH=10. Os tubos foram agitados a 1000rpm por 15 min em
agitador de tubos vertical e centrifugados a 675 G por 5 min para separacao das fases.
Uma aliquota de 3 mL foi transferida para um novo tubo, realizando a secagem
utilizando-se de secadora a vacuo, em seguida o residuo foi ressuspendido em 100pL
de metanol e transferido para vials contendo inserts. O volume de 1L foi injetado no
cromatografo gasoso acoplado ao espectrometro de massas (CG-MS/MS)

As analises foram realizadas utilizando uma coluna capilar Rtx-5MS (Restek),
com dimensbes de 30m de comprimento e 0,25mm de espessura. O gas de arraste
foi 0 hélio e a temperatura do injetor ajustada a 280°C. A temperatura inicial do forno
de 100°C foi mantida durante 1 minuto, seguida de aumento de 40°C/min até 260°C,
mantida por 4 min. A seguir a temperatura aumentou para 300°C a uma razéo de
40°C/min, mantida durante 2 min, com tempo total de analise cromatografica igual a
12 min.

O espectrometro de massa (MS) foi operado em modo de ionizag¢éo por impacto
de elétrons com a temperatura da fonte em 230°C e a temperatura da interface 250°C.

Uma solucdo padrdo de venlafaxina e diazepam foram analisadas separadamente no
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modo de varredura total (modo scan de 50-500 m/z) para determinacdo dos ions
caracteristicos. Os ions precursores e ions produtos obtidos foram m/z de 277 > 58,
134 e 121, sendo a transi¢édo 277 > 58 de maior intensidade para venlafaxina, e para
o diazepam m/z de 284 > 192, 154 e 222, com a transicdo 284 > 192 de maior
intensidade. Portanto, apos a sele¢do dos ions produtos o MS foi operado no modo
ion seletivo (SIM).

5.10 Validagdo da metodologia analitica

O método foi validado segundo a legislacao vigente para métodos bioanaliticos
da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria: RDC N° 27, de 17 de maio de 2012
(ANVISA, 2012), atestando os seguintes parametros: linearidade, preciséo intra e
interensaios, exatidao, efeito matriz, efeito residual, limite inferior de detecc¢ao, limite
inferior de quantificacdo, seletividade e estabilidades, a fim de garantir a qualidade e

confiabilidade dos resultados.

5.10.1 Linearidade

Para construcdo da curva analitica, foi adicionado 25uL da solucéo calibradora
de venlafaxina em 7 concentracdes distintas (200, 400, 800, 1000, 2000, 3000,
4000ng/mL) e 25uL da solucéo de PI (diazepam 400ng/mL) a 100uL de plasma isento
de analito. A amostra foi processada como descrito no item 5.9.4.

5.10.2 Precisdo e exatidao

A precisdo avalia a proximidade entre os resultados encontrados em uma
amostra de mesma concentragdo, ou seja, determina a capacidade de se obter

repetibilidade em um método quando € aplicado diversas vezes. Para este parametro



38

realizou-se a avaliagdo da preciséo intra (realizada no mesmo dia) e intercorridas
(realizada em 3 dias diferentes). A avaliacao foi feita por meio do controle de qualidade
de baixa concentracdo (CQB — 200ng/mL), controle de qualidade de média
concentracdo (CQM — 500ng/mL) e controle de qualidade de alta concentracdo (CQA
— 750ng/mL) em 6 repeticdes. O resultado foi expresso por meio do calculo do
coeficiente de variacédo (CV) ou desvio padrao relativo (DPR).

CV ou DPR(%) = (desvio padrdo x 100) / média

A exatidao verifica a capacidade de os resultados encontrados no método
utilizado serem semelhantes aos valores aceitos como reais, sendo realizada da
mesma forma que descrito para precisao. Os resultados foram expressos pelo célculo

do erro padréo relativo (EPR).

Exatidao (%) = (concentracdo média determinada - concentracdo tedrica) x100

Concentracao tedrica

Para precisdo sao aceitos valores de DPR em até 20% somente para o LIQ e
até 15% para os demais calibradores. O mesmo vale em relacdo aos valores de EPR
para exatiddo (ANVISA, 2012).

5.10.3 Limite inferior de quantificacao

O LIQ expressa a menor concentracdo que o método é capaz de detectar e
guantificar com precisao e exatidao, sendo assim com valores inferiores a 20% para
DPR e EPR. Este parametro foi realizado por meio de 6 replicatas (ANVISA, 2012).

5.10.4 Limite detecgao

Determina a menor concentracdo do analito de interesse que pode ser
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detectada, porém néo necessariamente quantificado, sob as condi¢Bes experimentais
estabelecidas (ANVISA, 2012).

Foi determinado por meio da férmula:

LD = (DPa x 3,3)/IC

No qual,
LD = Limite de deteccéo
DPa = Desvio padrdo do intercepto com o eixo do Y da curva analitica

IC = inclinacdo da curva analitica

5.10.5 Efeito Matriz

Este paré@metro foi feito utilizando-se oito matrizes biologicas distintas, sendo
guatro normais, duas lipémicas e duas hemolisadas. As matrizes foram processadas
e posteriormente adicionou-se a solucdo padrdo de Pl e analito nas mesmas
concentracbes do controle de qualidade baixo (CQB= 200ng/mL em plasma) e
controle de qualidade alto (CQA= 750ng/mL em plasma), realizando em triplicata para
cada controle de qualidade.

A auséncia de efeito matriz € comprovada por meio da férmula demonstrada
abaixo, onde, resultados de coeficiente de variacdo (CV) para o fator de matriz
normalizado (FMN) inferiores a 15% séo aceitos (ANVISA, 2012).

FMN = Resposta do analito em matriz/resposta do PI em matriz

Resposta do analito em solugao/resposta do PI em solugao

5.10.6 Efeito Residual
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O efeito residual (carryover) é o efeito causado por contaminagao proveniente
de analises anteriores as quais podem levar ao aparecimento ou aumento do sinal do
farmaco ou PIl. Para essa analise, realizou-se trés inje¢cdes de amostra branco, sendo
uma antes e duas apos a injecéo do limite superior de quantificacdo (LSQ) do analito
(ANVISA, 2012).

5.10.7 Seletividade

Se define como a capacidade de identificar ou quantificar o analito de interesse
sem a interferéncia de componentes que possam estar presentes na matriz. Este
parametro foi realizado através da andlise em triplicata de um pool de plasma de 6

ratos.

5.10.8 Estabilidade

A estabilidade foi testada com o objetivo de verificar se o0 analito mantinha suas
concentracdes constantes frente as condi¢ces de preparo, andlise e estocagem das
amostras. Foi realizada a estabilidade de pds processamento e de curta duracéo,
sendo aceito valores de inferiores a 15% (ANVISA, 2012).

5.10.8.1 Estabilidade de curta duragao

Amostras de plasma fortificadas com padrdes referentes aos controles de
qualidade CQB e CQA (200 e 750ng/mL respectivamente), realizadas em
quadruplicata, foram deixadas em repouso nas condi¢des normais do laboratorio
(temperatura, umidade e luminosidade) e durante todo o processo de preparo das

amostras (6h). Posteriormente, submetidas ao preparo de amostra e analise conforme
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descrito no item 5.9.4, comparando os resultados obtidos com amostras recém-
preparadas (ANVISA, 2012).

5.10.8.2 Estabilidade de pds processamento

Amostras fortificadas com padrbes nas concentracbes de 200 e 750ng/mL
(CQB e CQA, respectivamente), em quadruplicata, foram submetidas ao preparo de
amostras descrito no item 5.9.4. Em seguida, foram colocadas como as Ultimas

analises a serem realizadas pelo equipamento.

5.11 Analise Farmacocinética

ApoOs obtencéo das concentracdes plasmaticas de venlafaxina nas amostras
coletadas, foi feita a modelagem farmacocinética por meio da utilizacdo do software
WinNonlin® versdo 4.0 (PharsightCorp, Mountain View, Califérnia, EUA), onde o
modelo mais adequado aos dados obtidos foi 0 modelo monocompartimental, obtendo
0s parametros: area sob a curva (AUC), clearance, meia vida (ti2), concentracdo

maxima (Cmax) € 0 tempo para alcancar a concentracdo maxima no plasma (tmax).

5.12 Analise estatistica

Os testes estatisticos foram realizados com auxilio do software GraphPad
Instat® (GraphPad Software, CA, USA) versao 6.0. Para a avaliacdo do efeito
bioldgico e os testes comportamentais, a relacéo entre os grupos foi realizada por
Andlise de Variancia de duas vias, seguida de teste de Tukey para mdultiplas
comparacdes. Todos estes dados estdo expressos como meédia = erro padrdo da

média (EPM), sendo considerados significativos valores de p < 0,05.
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Para comparacao dos parametros farmacocinéticos entre 0os grupos controle,
com reposicao e sem reposi¢cao hormonal, o teste ndo paramétrico de Kruskal-Wallis
foi utilizado, expressando os resultados por meio da mediana e do intervalo de

confianga 95% (IC 95%). Considerando valores de p<0,05 como significativos.
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6 RESULTADOS

6.1 Caracterizacdo do modelo de hipotireoidismo

Por meio das dosagens hormonais de T4 livre dos animais em estudo,
demonstrada na Figura 6, os niveis de T4 nos grupos Tx e MMI sem reposicéo
hormonal se mostraram significativamente menores em relagdo ao grupo SHAM
(0,28+0,03 e 0,26ng/dL vs. 1,69+0,15 ng/dL; p<0,0001) e aos grupos Tx e MMI com
reposicao de T4 (1,16+0,10 e 1,69+0,05ng/dL). Nao houve diferenca significativa entre
0 grupo MMI com reposicéo e o SHAM, porém um resultado contrario foi demonstrado
no grupo Tx com reposicdo, apresentando um valor médio significativamente abaixo
do controle (1,15+0,10 vs. 1,69+0,15 ng/dL; p<0,05).

Figura 6 - Dosagens de T4 livre no plasma dos animais em estudo. Resultados expressos em média =
EPM. Analise por Two-way ANOVA, seguida de pés-teste de Tukey. *p<0,05; ****p < 0,0001;

n =6/grupo.
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Fonte: Do autor

Legenda: SHAM: animais controle; Tx sem T4: tirecidectomizados sem reposi¢cdo hormonal de tiroxina;
Tx com T4: tireoidectomizados com reposi¢cdo hormonal de tiroxina (20pg/kg/dia V.O); MMI
sem T4: tratamento com metimazol (0,04% p/v) sem reposi¢cdo hormonal de T4; MMI com T4:
tratamento com metimazol (0,04% p/v) e reposi¢do hormonal de tiroxina (20pg/kg/dia V.O).

Resultados complementares aos encontrados nas dosagens de T4 livre foram
obtidos nas dosagens de TSH dos grupos em estudo, exibidos na Figura 7, que mostra

que os niveis de TSH se encontraram elevados para 0s grupos Tx e MMI sem
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reposicao (0,06 e 0,08+0,01 ng/mL) frente ao grupo SHAM (0,03ng/mL; p<0,05 para
0 Tx e p<0,01 para MMI) e aos grupos Tx e MMI com reposic¢éo (0,03 e 0,03ng/mL).
Figura 7 - Dosagens de TSH no plasma dos animais em estudo. Resultados expressos em média *

EPM. Analise por Two-way ANOVA, seguida de pés-teste de Tukey. *p<0,05; **p < 0,01; n
= 4/grupo.
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Fonte: Do autor

Legenda: SHAM: animais controle; Tx sem T4: tireoidectomizados sem reposi¢cado hormonal de tiroxina;
Tx com T4: tireoidectomizados com reposi¢do hormonal de tiroxina (20pg/kg/dia V.O); MMI
sem T4: tratamento com metimazol (0,04% p/v) sem reposi¢cdo hormonal de T4; MMI com T4:
tratamento com metimazol (0,04% p/v) e reposi¢do hormonal de tiroxina (20ug/kg/dia V.O).

Em relacdo as andlises das massas dos tecidos extraidos, é possivel notar que
nos animais dos grupos Tx e MMI sem reposi¢cao hormonal, a falta dos HT pode ser
associada a um aumento de massa da hipdfise (4,11+0,18 e 3,99+ 0,14mg/100g p.c.
vs. 2,97+0,08mg/100g p.c.; p<0,0001 Tx e MMI; Figura 8A) e da adeno-hipdfise (3,40+
0,16 e 3,08+ 0,17mg/100g p.c. vs. 2,18+ 0,10mg/100g p.c.; p<0,0001 Tx e MMI; Figura
8B) em relacdo ao grupo SHAM. Ja os grupos Tx e MMI que fizeram a reposicao
hormonal, os resultados para variagdo de massa nos diferentes tecidos nao
apresentaram diferencas em comparacao ao SHAM em relacédo a hipdéfise (Figura 8A)
e adeno-hipdfise (Figura 8B). O mesmo foi notado para massa da tireoide (Figura 8E),
onde o grupo MMI sem reposi¢cdo hormonal obteve valores superiores ao SHAM
(14,00+ 0,75mg/100g p.c. vs. 4,73+ 0,34mg/100g p.c.; p<0,0001), entretanto, para a
tireoide o grupo com reposi¢cdo hormonal obteve valores diferentes estatisticamente
comparando-se com o grupo SHAM (7,99+0.69mg/100g p.c. vs. 4,73+ 0,34mg/100g
p.c.; p<0,01).
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Outro resultado relevante é em relacdo a massa do TAM (Figura 8D), uma vez
gue os grupos Tx e MMI que nao realizaram reposi¢cao hormonal apresentaram uma
massa menor que o grupo SHAM (73,39+4,42 e 75,89+£3,33mg/100g p.c. vs.
112,59+7,51mg/100g p.c.; p<0,0001 para Tx e p<0,001 para MMI). Por outro lado, o
grupo Tx com reposi¢cao também se apresentou com massa reduzida em comparacao
ao grupo SHAM (89,17+6,18mg/100g p.c vs. 112,59+7,51mg/100g p.c.; p<0,05). Ja
para o TAB perigonadal somente o0 grupo Tx sem reposicao apresentou resultados
diferentes em relagcdo aos obtidos no grupo SHAM (0,61+0,03g/100g p.c vs.
0,77%0,03g/100g p.c; p<0,01) como demonstrados na Figura 8C.
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Figura 8 - Relagdo das massas dos tecidos coletados Hipofise (A), Adeno-Hipéfise (B), TAB (C), TAM
(D) e Tireoide (E). Resultados expressos em média + EPM. Analise por Two-way ANOVA,
seguida de poés-teste de Tukey. *p<0,05; **p < 0,01; ****p < 0,0001; Tx (n = 14); MMI (n = 13);

SHAM (n = 14).
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Fonte: Do autor

Legenda: SHAM: animais controle; Tx sem T4: tireocidectomizados sem reposi¢cao hormonal de tiroxina;
Tx com T4: tireoidectomizados com reposi¢éo hormonal de tiroxina (20pg/kg/dia V.O); MMI
sem T4: tratamento com metimazol (0,04% p/v) sem reposi¢cdo hormonal de T4; MMI com T4:
tratamento com metimazol (0,04% p/v) e reposi¢cao hormonal de tiroxina (20ug/kg/dia V.0).
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Conforme pode ser visualizado na Figura 9, a evolucdo de massa corporal foi
outro parametro que se comportou bem diferente nos grupos avaliados (SHAM, Tx
com T4, Tx sem T4, MMI com T4 e MMI sem T4). Por volta do 12° dia para o grupo
Tx sem reposi¢cao hormonal (Figura 9A) houve uma evolucéo significativamente menor
em relacdo ao SHAM (248,86+ 5,119 vs. 286,83+ 8,89¢g; p<0,01), diferenca essa que
se mostrou crescente até o ultimo dia de tratamento (241,53+ 4,749 vs. 318,16+8,78g;
p<0,0001), enquanto que para o grupo Tx com reposi¢cao hormonal s6 houve diferenca
por volta do 18° dia (279,58+7.64g vs. 308,58+9,55g; p<0,05), permanecendo-se a
mesma até o 21° dia (290,66+7,39¢g vs. 318,16+8,78g; p<0,05) em relacdo ao SHAM.

O mesmo padréo de resposta foi observado no grupo MMI sem reposicao
(Figura 9B), o qual apresentou por volta do 12° dia uma reducéo significativa no ganho
de massa corporal em relacdo ao SHAM (266,69+5,679g vs. 286,83+8,89¢g; p<0,05),
reducdo esta que também se demonstrou crescente até o Ultimo dia de tratamento
(250,15+5,64g vs. 335,00+10,38g; p<0,0001). Por outro lado, o grupo MMI com
reposicao hormonal ndo acompanhou a evolucdo de massa observado no SHAM,
sendo significativo a partir do 15° dia (264,30+9,24g vs. 299,3319,21g; p<0,05),
demonstrando crescimento ao decorrer do tratamento até o ultimo dia (286,00+8,63g
vs 335,00+10,38g; p<0,001).

Figura 9 - Evolucdo de massa corporal dos grupos em estudo referente ao tempo de tratamento. Grupo
Tx em relagdo ao SHAM (A), Grupo MMI em rela¢éo ao SHAM (B). Resultados expressos em

média. Analise por Two-way ANOVA, seguida de pés-teste de Tukey. *p<0,05; **p < 0,01;
***p < 0,001; ****p < 0,0001; n = 14/grupo.
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Fonte: Do autor

Legenda: SHAM: animais controle; Tx sem T4: tireoidectomizados sem reposi¢cdo hormonal de tiroxina;
Tx com T4: tireoidectomizados com reposi¢cdo hormonal de tiroxina (20pg/kg/dia V.O); MMI
sem T4: tratamento com metimazol (0,04% p/v) sem reposi¢cado hormonal de T4; MMI com T4:
tratamento com metimazol (0,04% p/v) e reposi¢do hormonal de tiroxina (20pg/kg/dia V.O).
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Com o delta de massa corporal dos grupos em estudo, ilustrado na Figura 10,
€ possivel observar valores condizentes com a evolu¢cdo da massa corporal, onde 0s
grupos sem reposicao hormonal apresentaram valores baixos, Tx sem reposicao
(-19,06+4,669g vs. 75,00£5,949; p<0,0001; Figura 10A) e MMI sem reposicao (-
5,09+3,27g vs. 90,17+7,01g; p<0,0001; Figura 10B), frente ao grupo SHAM. Em
contrapartida, nos grupos com reposi¢cao hormonal Tx (46,66+7,88g vs. 75,00+5,94q;
p<0,01; Figura 10A) e MMI (46,65+6,98¢g vs. 90,17+7,01g; p<0,0001; Figura 10B), foi

constatado uma diferenca em relacéo ao delta de massa corporal do grupo SHAM.

Figura 10 - Delta de massa corporal dos grupos em estudo referente ao tempo de tratamento. Grupo
Tx em relacdo ao SHAM (A), Grupo MMI em relacdo ao SHAM (B). Resultados expressos
em média £ EPM. Analise por Two-way ANOVA, seguida de pés-teste de Tukey. **p<0,01;
****n < 0,0001 (n = 14/grupo).
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Fonte: Do autor

Legenda: SHAM: animais controle; Tx sem T4: tireoidectomizados sem reposi¢cdo hormonal de tiroxina;
Tx com T4: tireoidectomizados com reposi¢cdo hormonal de tiroxina (20pg/kg/dia V.O); MMI
sem T4: tratamento com metimazol (0,04% p/v) sem reposi¢cao hormonal de T4; MMI com T4:
tratamento com metimazol (0,04% p/v) e reposi¢cdo hormonal de tiroxina (20ug/kg/dia V.O).

A ingestdo de liquidos ilustrada na Figura 11 foi outra medida que se
demonstrou diferente em relacdo ao grupo controle, apresentando resultados
variaveis durante todo o periodo de tratamento para ambos os grupos Tx e MMI, com

e sem reposi¢cao hormonal.
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Figura 11 - Ingestéo de liquido dos grupos em estudo referente ao tempo de tratamento. Grupo Tx em
relacdo ao SHAM (A), Grupo MMI em relacdo ao SHAM (B). Resultados expressos em

média. Analise por Two-way ANOVA, seguida de pés-teste de Tukey. *p<0,05; **p <0,01;
***n<0,001; ****p<0,0001) (n = 6/grupo).

A B

m S

;' 55+ g;ss-

S 50- S 50-

g 45- S 45-

E 40 E 40-

9 351 3 354

3 304 3 30-

= 251 = 25

° 204 xxxx T 204

8 151 8 15

s - Jft—--

2 5 6 9 0 N 2 P 2 D 9 9 0 0 QPN P
Dias Dias

-~ TxcomT4 - TxsemT4 -» SHAM - MMIlcomT4 - MMIsemT4 -« SHAM

Fonte: Do autor

Legenda: SHAM: animais controle; Tx sem T4: tireoidectomizados sem reposi¢cdo hormonal de tiroxina;
Tx com T4: tireoidectomizados com reposi¢cdo hormonal de tiroxina (20ug/kg/dia V.O); MMI
sem T4: tratamento com metimazol (0,04% p/v) sem reposicdo hormonal de T4; MMI com
T4: tratamento com metimazol (0,04% p/v) e reposicdo hormonal de tiroxina (20pg/kg/dia
V.0).

6.2 Testes comportamentais para avaliacdo da depresséo

6.2.1 Nado forcado

A Tabela 2 traz os resultados expressos com a média do tempo de imobilizacao

no nado dos animais, em relacdo aos seus grupos, no periodo de 5 minutos do teste.

Tabela 2 - Relagdo entre os grupos e o tempo de imobilizacdo em segundos no nado forgado.

TX MMI

SHAM Com T4 Sem T4 Com T4 Sem T4

Tempo de 86,88+ 6,86 98,10+8,54 108,89+6,03  99,18+10,15 153,61+10,70%****
imobilizacdo (s)

Fonte: Do autor
Legenda: *** p<0,001 em relacdo ao grupo SHAM, s — segundos.

Os resultados foram expressos na Figura 12, na qual é possivel observar que

0 grupo MMI sem reposi¢cao hormonal apresentou um maior tempo de imobilidade
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frente aos grupos SHAM (p<0,001), enquanto que ndo houve nenhuma diferenca entre
0S demais grupos.
Figura 12 - Tempo de imobilizacdo no teste de nado forcado em relacdo aos grupos em estudo.

Resultados expressos em média + EPM. Andlise por Two-way ANOVA, seguida de poés-
teste de Tukey. ***p < 0,001; Tx (n = 18); MMI (n = 17); SHAM (n = 18).
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Fonte: Do autor

Legenda: SHAM: animais controle; Tx sem T4: tireoidectomizados sem reposi¢cado hormonal de tiroxina;
Tx com T4: tireoidectomizados com reposi¢cédo hormonal de tiroxina (20ug/kg/dia V.O); MMI
sem T4: tratamento com metimazol (0,04% p/v) sem reposi¢cado hormonal de T4; MMI com T4:
tratamento com metimazol (0,04% p/v) e reposi¢do hormonal de tiroxina (20ug/kg/dia V.O).

6.2.2 Teste de preferéncia por sacarose

Com base na Figura 13, nota-se que o grupo MMI sem reposi¢cdo hormonal
apresentou uma preferéncia por sacarose diminuida em comparac¢do ao grupo SHAM
(80,13+7,77% vs. 94,83+0,86%; p<0,05). Para os demais grupos nao se foi

demonstrado nenhuma diferenca significativa.
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Figura 13 - Teste de preferéncia por sacarose. Resultados expressos em média + EPM. Analise por
Two-way ANOVA, seguida de pés-teste de Tukey. *p < 0,05; Tx (n = 16); MMI (n = 16);

SHAM (n = 15).
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Fonte: Do autor

Legenda: SHAM: animais controle; Tx sem T4: tireoidectomizados sem reposi¢cado hormonal de tiroxina;
Tx com T4: tireoidectomizados com reposi¢cdo hormonal de tiroxina (20pg/kg/dia V.O); MMI
sem T4: tratamento com metimazol (0,04% p/v) sem reposi¢cdo hormonal de T4; MMI com T4:
tratamento com metimazol (0,04% p/v) e reposi¢&o hormonal de tiroxina (20pg/kg/dia V.O).

6.3 Rota rod

Os resultados obtidos no teste encontram-se demonstrados na figura 14, na
qual é possivel observar que ndo ha diferenca entre o tempo de permanéncia em

relacdo aos grupos testados.
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Figura 14 - Teste de Rota rod. Resultados expressos em média + EPM. Analise por one-way ANOVA,
seguida de poOs-teste de Tukey (n=6/grupo).
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Fonte: Do autor
Legenda: SHAM: animais controle; Tx sem T4: tireoidectomizados sem reposi¢cado hormonal de tiroxina;
MMI sem T4: tratamento com metimazol (0,04% p/v) sem reposi¢cdo hormonal de T4.

6.4 Quantificacdo de proteina totais

Os resultados presentes na Figura 15 apresentam concentracdes homogéneas
de proteinas para os grupos em estudo, eliminando possiveis alteragcdes em relacédo
a quantidade de proteina plasmaética.



53

Figura 15 - Resultado da quantificacdo de proteina nas amostras utilizadas para farmacocinética.
Resultados expressos em média + EPM. Andlise por one-way ANOVA, seguida de pés-
teste de Tukey. (n= 8/grupo).
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Fonte: Do autor

Legenda: SHAM: animais controle; Tx sem T4: tireoidectomizados sem reposi¢cdo hormonal de tiroxina;
Tx com T4: tireoidectomizados com reposi¢cdo hormonal de tiroxina (20pg/kg/dia V.O); MMI
sem T4: tratamento com metimazol (0,04% p/v) sem reposi¢éo hormonal de T4; MMI com T4:
tratamento com metimazol (0,04% p/v) e reposi¢&o hormonal de tiroxina (20pg/kg/dia V.O).

6.5 Metodologia de analise da Venlafaxina em plasma de rato por GC/MS

A andlise da venlafaxina em plasma de ratos foi realizada apds extracéo
liquido-liquido utilizando como solvente extrator a mistura de hexano e acetato de etila
na proporgédo 70:30 respectivamente. A identificagdo e quantificacdo foi obtida por
meio de cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas, utilizando hélio
como gas de arraste e coluna com fase estacionaria de fenilmetilpolisiloxano para

separacao. A Figura 16 traz os cromatogramas obtidos das substancias analisadas.



54

Figura 16 - Cromatogramas das substancias analisadas em modo SIM. ions produtos monitorados m/z
de 58 para venlafaxina e m/z de 192 para diazepam. Venlafaxina 750ng/mL (A) e Diazepam
80ng/mL (B).
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Fonte: Do Autor

6.6 Validacdo da metodologia analitica

Os parametros testados na validacdo foram realizados conforme legislacao
vigente para métodos bioanaliticos da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria: RDC
N° 27, de 17 de maio de 2012 (ANVISA, 2012), e os resultados estdo descritos a

sequir.

6.6.1 Linearidade

De acordo com a RDC 27/2012, alguns critérios devem ser considerados para
analise e aceitacdo dos pontos da curva analitica, a menor concentracdo nominal deve

ter desvio menor ou igual a 20%, as demais concentracdes nao devem ter desvio



55

superior a 15% em relacdo ao valor nominal. Além disso, é necessario que no minimo
75% dos padrbes de calibracdo estejam adequados ao acima disposto, e, que no
minimo seis padrées de concentracdes distintas sejam utilizados. O LIQ e o limite
superior de gquantificacdo (LSQ) também devem atender as exigéncias anteriores. A
relagdo entre concentracdo e resposta foi definida por meio de uma curva analitica,
representada por uma equacao de primeiro grau, no intervalo de 50 a 1000 ng/mL de
venlafaxina em plasma.

Os resultados obtidos através da curva analitica estdo demonstrados na Tabela
3 e na Figura 17, na qual foram feitas 6 réplicas para cada ponto. O coeficiente de
correlacao foi >0,99 e o coeficiente angular diferente de 0, sendo assim, foi possivel
caracterizar comportamento linear para a faixa de trabalho escolhida (50 a
1000ng/mL).

Tabela 3 - Parametros relativos a curva analitica do método para quantificagcdo de venlafaxina em
plasma de ratos por CG/MS na faixa de concentra¢do de 50 a 1000 ng/mL de plasma.

Parametro Valor obtido
Coeficiente angular (a) 0,0019
Coeficiente linear (b) 0,0463
Coeficiente de correlacéao linear (r) 0,9903

Fonte: Do autor

Figura 17 - Curva analitica de venlafaxina em plasma.
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6.6.2 Precisao e exatidao

Os valores de preciséo e exatiddo intra e intercorridas estdo expressos na
Tabela 4. Os valores estao dentro do aceitavel para o LIQ (<20% de variacédo) e para
0s demais pontos (<15% de variacéo), conforme a RDC N° 27, de 17 de maio de 2012

(ANVISA, 2012). Sendo assim o método se mostrou preciso e com exatidao para o

analito de interesse.

Tabela 4 - Precisdo e exatidao intra-dias e interdias.

CQB CQM CQA
Preciséo

Intra-dias (CV%) 13.52 10.57 8.64
(n=6) Exatid&o

(EPR%) -10.84 2.04 5.40
Preciséo

Interdias (CV%) 9.76 10.53 6.24
(n=3) Exatid&o

(EPR%) -13.59 -5.10 4.36

Fonte: Do autor
Legenda: CV% = coeficiente de variagdo [(SD/média)x100]
EPR%= [(Cobtida - Cnominal)/CnominaI]XlOO

6.6.3 Limite inferior de quantificacdo

O LIQ para o método desenvolvido foi de 50ng/mL, apresentando CV e EPR
inferiores a 20%, resultados demonstrados na Tabela 5, os quais estdo dentro dos
requeridos pela RDC N° 27, de 17 de maio de 2012 (ANVISA, 2012).
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Tabela 5 - Limite inferior de quantificacédo para venlafaxina.

T
(50ng/mL)
Preciséo
Intra-dias (CVo%) 10.49
(n=6) Exatido
(EPR%) -18.66
Preciséo
Interdias (CV%) 15.40
(n=3) Exatidéo
(EPR%) -11.62

Fonte: Do autor
Legenda: CV% = coeficiente de variacdo [(SD/média)x100]
EPR%= [(Cobtida - Cnominal)/CnominaI]Xloo

6.6.4 Limite de deteccgao

O LD foi calculado por meio da formula descrita no item 5.10.4, e o resultado

obtido foi de 31,62ng/mL, valor este que atende as necessidades do método.

6.6.5 Efeito Matriz

De acordo com os valores de CV obtidos para o efeito matriz, CQB= 7,08% e
CQA= 3,13% o método se demonstrou dentro dos limites aceitaveis pela RDC N° 27,
de 17 de maio de 2012 (ANVISA, 2012), que sdo de até 15%. Comprovando a

auséncia de efeito matriz para o método.

6.6.6 Efeito Residual

Como observado na Figura 18, ndo houve efeito residual para a analise de

venlafaxina em plasma.
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Figura 18 - Cromatograma do efeito residual. Injecdo do branco apés analise do limite superior de
quantificacdo (A) e cromatograma do limite superior de quantificacdo da venlafaxina
(2000ng/mL) (B).
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6.6.7 Seletividade

Os picos interferentes proximo ao tempo de retencao do analito foram inferiores
a 20% da resposta da venlafaxina e a 5% na resposta do diazepam nas amostras do

LIQ, como ilustrado na Figura 19.
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Figura 19 - Cromatograma para seletividade. Pool de plasma branco (A), cromatograma do LIQ
(50ng/mL) da venlafaxina (B) e cromatograma do LIQ (50ng/mL) referente ao diazepam

©).
A
r " “JM"\&ML-‘V._\J*_ T TG PR g T | o x|
50 6.0 7.0 8.0 90 10.0 11.0 119
min
B
Venlafaxina
RT: 7,01
Area:31.293
58
1 v L v L A L4 1 ] ¥ T v 3
$ 6 7 8.0 N 10.0 3
C

Diazepam
RT: 9,88 —_—p
Area:125.321

IJ__‘JL"“"'LM-""—“ 192

Fonte: Do autor

6.6.8 Estabilidade

Os resultados referentes aos estudos de estabilidade estdo demonstrados a

seqguir.

6.6.8.1 Estabilidade de curta duracéo

Os dados obtidos estdo presentes na Tabela 6, e estdo dentro do desejado (CV
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inferior a 15%).

Tabela 6 - Dados referentes ao teste de estabilidade de curta duracao.

Amostra CQB CQB CD CQA CQA CD
Média (ng/mL) 178,31 193,41 790,55 734,21
CV(%) 13,52 3,04 8,64 5,05

Fonte: Do autor
Legenda: CV% = coeficiente de variagdo [(SD/média)x100]

6.6.8.2 Estabilidade de pos processamento

As amostras se demonstraram estaveis atendendo o requisito de CV inferior a

15% para 0 CQB e CQA. Os resultados estao descritos na Tabela 7.

Tabela 7 - Dados referentes ao teste de estabilidade de pds processamento.

Amostra CQB CQB PP CQA CQAPP
Média (ng/mL) 178,31 179,38 790,55 812,38
CV(%) 13,52 13,49 8,64 7,08

Fonte: Do autor
Legenda: CV% = coeficiente de variagdo [(SD/média)x100]

6.7 Analise Farmacocinética

ApoOs as coletas realizadas conforme o item 5.7, o plasma foi processado
conforme o método descrito no item 5.9.4. Os resultados das quantificacBes foram
analisados no software WinNonlin® versdo 4.0 (PharsightCorp, Mountain View,
California, EUA). A Tabela 8 traz os parametros obtidos: area sob a curva (AUC),
clearance, meia vida (t12), Cmax € tmax dos grupos em estudo.

O modelo que melhor se adequou para a andlise da venlafaxina foi o0 modelo
monocompartimental, cujo a relacdo da concentracdo vs. tempo esté ilustrada na

Figura 20.



Tabela 8 - Parametros farmacocinéticos obtidos para venlafaxina administrada por via oral em ratos (dose: 20mg/kg). Dados expressos como mediana e
intervalo de confianca (IC).

Paramétros SHAM Tx c/T4 Tx s/t4 MMI c/T4 MMI s/T4
1037,5 1644,7 4403,7*xa ™t 1457,0 1106,6
AUC (ng.h/mL) (697,8 —1709,9) (901,32 — 2443,3) (3319,1 - 6113,2) 775,1 - 2216,0) (833,5-1384,2)
1,29 2,13 2,95* " 2,62 1,15
t¥(h) (0,94 -1,94) (1,60 - 3,15) (2,06 — 4,57) (1,76 — 3,55) (0,33 -2,58)
19,765 15,037 4,237% ™" 13,358 17,657
CLvr (L/h/kg) (12,392 — 28,744) (9,406 — 19,065) (3,340 —5,851) (7,214 — 29,963) | (10,162 — 26,367)
0,45 0,35 0,35 0,49 0,45
tmax (h) (0,29 - 0,67) (0,24 - 0,50) (0,22 -0,52) (0,24 -0,82) (0,33-10,64)
432,23 417,63 880,35* © aaa 291,77 455,78
Cmax (ng/mL) (324,12 -572,90) | (301,53 —574,43) (759,29 — 1155,40) | (219,16 —372,08) | (314,20 — 605,56)

Fonte: Do autor

Legenda: AUC: area sobre a curva,;

tY%2: meia-vida,

CIT/f: clearance total aparente
tmax: Tempo para alcancar a concentracdo maxima no plasma,;
Cmax: concentracdo maxima.

Teste de Kruskal-wallis:

* p<0,05 em comparacéo ao SHAM

** p<0,01 em comparacdo ao SHAM

° p<0,05 em comparagéo ao Tx c/T4

a p<0,05 em comparac¢do ao MMI ¢/T4
432 n<0,001 em comparacdo ao MMI ¢/T4
" p<0,05 em comparacdo ao MMI s/T4
™ p<0,01 em comparacéo ao MMI s/T
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Figura 20 - Curvas de concentracdo plasmatica de venlafaxina em fungéo do tempo.
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Legenda: SHAM: animais controle; Tx c/T4: tireoidectomizados com reposi¢do hormonal de tiroxina
(20pg/kg/dia V.0); Tx s/T4: tireoidectomizados sem reposi¢céo hormonal de tiroxina; MMI ¢/T4:
tratamento com metimazol (0,04% p/v) e reposicdo hormonal de tiroxina (20pg/kg/dia V.O);
MMI s/T4: tratamento com metimazol (0,04% p/v) sem reposi¢cdo hormonal de T4.
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7 DISCUSSAO

7.1 Caracterizacdo do modelo de hipotireoidismo

No presente estudo, verificou-se que ambos os modelos utilizados para indugao
do hipotireoidismo, seja pela tireoidectomia ou a utilizacdo do MMI, apresentaram-se
eficazes em ratos machos Wistar. As dosagens de T4 livre (Figura 6) e TSH (Figura
7) para os grupos sem reposi¢cdo hormonal Tx e MMI, demonstraram-se semelhantes
a outros estudos, onde foram obtidos valores baixos de T4 livre e elevados de TSH
(KULIKOV; TORRESANI; JEANNINGROS, 1997; NAGAO et al., 2011, 2014; WU et
al., 2013; YU et al., 2015; DA CONCEICAO et al., 2016). Apesar de nossos resultados
demonstrarem que, no grupo Tx com reposicdo hormonal os niveis de T4 nao
estiveram proximos aos niveis do SHAM, achados semelhante foram observados por
Wu et al. (2013), que demonstram que o grupo tireoidectomizado apos 4 semanas de
tratamento com T4 (20 upg/kg/dia i.p.) ndo obteve valores semelhantes ao grupo
SHAM. Além disso Bianco et al. (2014) relataram que em ratos, a monoterapia com
T4 pode ndo normalizar simultaneamente os niveis séricos de T3, T4 e TSH.
Sugerimos que essa diferenca possa estar ligada ao tempo de tratamento deste grupo
em questdo, que foi de 21 dias. E importante ressaltar que os modelos utilizados em
nosso estudo foram baseados em Da Conceicdo et al. (2016) para tireoidectomia,
onde o quadro de hipotireoidismo em ratos Wistar foi induzido através da remocéo da
glandula e da utilizacdo de uma solucéao 0,03% (p/v) de MMI durante trés semanas e
Wu et al. (2013) para utilizacdo do MMI, no qual utilizou-se somente a utilizacdo do
MMI 0,04% (p/v).

Os dados sobre niveis de T4 livre e TSH corroboram com 0s encontrados nas
massas dos tecidos extraidos, demonstrados na Figura 8. Verificou-se que nos grupos
Tx e MMI sem reposicdo hormonal, a auséncia dos HT interferiu positivamente nas
massas da hipofise, adeno-hipofise e tireoide, sendo a atividade da glandula da
tireoide regulada pelo eixo hipotalamico-hipofisario-tireoidiano através de feedback
negativo. A hiperplasia da hipoéfise se deu pelo aumento de massa da adeno-hipofise,
devido ao elevado estimulo para sintese de TSH que foi provocada pela falta dos HT;
efeito esse que refletiu sobre a glandula da tire6ide através de estimulo para producéo

de T4 e T3. Porém como o MMI é um potente inibidor da sintese dos HT, a massa da
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tireoide também se encontra hiperplasiada (Figura 8E). Resultado semelhante
também foi relatado em um estudo com ratos machos Wistar (130-1509) utilizando
MMI 0,02% diluido em agua (CAKIC-MILOSEVIC; KORAC; DAVIDOVIC, 2004). Em
relacdo ao grupo MMI com reposicao ter apresentado valores contrarios ao grupo
SHAM, sugere-se que isso possa ter acontecido pelo estimulo fisiolégico para
producdo dos HT, mesmo sendo realizada a reposi¢cao hormonal, pois 0 MMI inibe a
sintese natural dos HT.

Sabe-se que o0 TAM estéa relacionado com o processo de termogénese, gerando
calor por meio da conversao de lipideos, atuando na regulacéo do balanco energético
quando ha um desequilibrio. E regulado principalmente pelo sistema nervoso
simpatico e diversos hormoénios, tais como insulina, glicocorticoides e os HT. No TAM
encontram-se grande quantidade de receptores para os HT, além de uma alta
expresséo das enzimas D2 que realizam a conversao do T4 em T3, estando o T3
positivamente relacionado a expresséao da proteina desaclopadora (UCP-1) presente
na membrana das mitocondrias, proteinas estas, responsaveis pelo aumento da
termogénese (HIMMS-HAGEN, 1989; CVIJIC et al., 2004; BIANCO, 2006; LOMBARDI
et al., 2015). Com base neste fato, pesquisa realizada por Lombardi et al. (2015),
relacionando o hipotireoidismo com a massa do TAM, demonstrou que, em ratos, 0
hipotireoidismo provocou um decréscimo significativo na massa do TAM, estando este
fato justificado pela reducdo da capacidade oxidativa maxima e da termogénese
mitocondrial em relacdo aos animais controle, resultando assim em uma reducéo no
namero de mitocéndrias e na taxa de respiracdo. Além disso, foi demonstrada
diminuicdo na imunorreagdo da UCP-1 (LOMBARDI et al., 2015). O mesmo foi
observado em nosso estudo, onde a massa do TAM se apresenta significativamente
baixa nos grupos Tx e MMI sem reposicdo hormonal em relacdo ao controle.
Entretanto, foi observado que para o grupo Tx com reposi¢cdo a massa do TAM nao
apresentou reversao no seu peso, ao se realizar a reposi¢cdo hormonal com T4, em
comparacdo ao SHAM. Uma possivel causa sugerida € que os dados inferiores,
obtidos na dosagem de T4 livre para o grupo Tx com reposi¢ao hormonal, possam ter
interferido sobre a recuperacdo da massa do TAM neste grupo. Resultado contréario
foi relatado por Cvijic et al. (2004), sendo que em ratos tireoidectomizados a massa
do TAM aumentou, sugerindo sua maior ativagdo, uma vez que a termogénese
obrigatéria foi reduzida pela falta dos HT, porém a termogénese facultativa que ocorre

sob a regulacdo do sistema nervoso simpatico (SNS), foi aprimorada como
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mecanismo compensatoério no estudo de Cvijic et al. (2004), ativando a expressao das
enzimas D2 que estéo presentes no TAM e séo responsaveis pela conversdo de T4
em T3 (BIANCO; MCANINCH, 2013). Em contrapartida, esse mecanismo
compensatorio é reduzido em ratos com hipotireoidismo sistémico segundo Bianco e
Mcaninch, (2013), ratificando os resultados obtidos em nosso estudo, pela severa falta
dos HT nos tecidos periféricos. Levando em consideragdo a massa do TAB
perigonadal, somente o grupo Tx sem reposicdo demonstrou valores inferiores
referente ao grupo SHAM. Comportamento semelhante foi relatado por Lombardi et
al. (2015) onde foi observada pequena diferenca entre os grupos com hipotireoidismo
e controle, apresentando massa menor no grupo tratado com PTU. Esse resultado
demonstra leve perda de gordura para o grupo Tx sem reposi¢cao, o que se encontra
em concordancia com o observado no delta de massa corporal em nosso estudo, visto
gue este grupo apresentou o menor valor frente aos demais grupos.

Pelo fato do crescimento continuado dos animais ao longo da vida, além de a
secrecdo do hormonio de crescimento ser muito sensivel aos niveis de T3, a avaliacédo
da evolucdo de massa corporal € considerada um marcador adequado para definir o
quadro de hipotireoidismo, sendo que para um rato de aproximadamente 100g, o
ganho de massa € cessado em cerca de 3 semanas apds o procedimento de
tireoidectomia total, com possiveis varia¢cdes decorrentes do tipo de tratamento, sendo
para alguns casos necessario apenas 5 dias (BIANCO et al., 2014). Este parametro
se mostrou condizente em relacéo a evolucao de massa corporal observada em nosso
estudo (Figura 9), onde comparando-se 0s grupos sem reposi¢cao hormonal Tx e MMI
com o grupo SHAM, foi possivel observar um decréscimo na evolugdo de peso por
volta do 12° dia de tratamento, achados esses que estdo presentes em outros estudos
(CAKIC-MILOSEVIC; KORAC; DAVIDOVIC, 2004; MONTERO-PEDRAZUELA et al.,
2006; WU et al., 2013; BIANCO et al., 2014; LOMBARDI et al., 2015; YU et al., 2015;
GE et al., 2016; LOPEZ-FONTANA et al., 2019). Apesar dos grupos TX e MMI com
reposicdo hormonal apresentarem valores reduzidos de evolugcdo de peso em
comparagao com o grupo SHAM, por volta do 18° dia para o grupo Tx e 12° dia para
o MMI, esse fato foi evidenciado por Wu et al. (2013), estudo no qual se realizou a
inducéo pela tireoidectomia e também por meio do uso MMI 0,04% p.v diluido em
agua. O comportamento referente a perda de massa corporal esta presente em
modelo animal, sendo que em humanos, o contrario € relatado, onde individuos com

hipotireoidismo apresentam uma reducdo no metabolismo basal, reduzindo o gasto
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de energia e consequentemente aumentando o peso corporal (NASCIMENTO, 2010;
BIANCO et al., 2014; CHAKER et al., 2017).

Com a visualizacéo do delta de massa corporal dos animais avaliados (Figura
10), fica nitido o declinio de peso nos grupos Tx e MMI sem reposi¢do em relacéo ao
inicio do estudo. Outros autores, Wu et al. (2013) e Lombardi et al. (2015) nao
obtiveram um delta negativo, porém, valores baixos ou bem proximo de um delta
nulo como no estudo de Yu et al. (2015), caracterizando assim uma auséncia no
desenvolvimento de peso dos animais ap0s o inicio do tratamento.

Quando se utiliza de substancias para indugao do hipotireoidismo, como
exemplo o MMI e o PTU, é recomendavel que se realize além da monitorizacdo do
ganho de peso a quantificacdo de ingestdo de liquidos, pois estes compostos
apresentam sabor amargo, podendo provocar uma desidratacdo nos animais
(BIANCO et al., 2014). No presente estudo foi observada reducédo da ingestao de
liguido dos grupos TX e MMI em relag&o ao grupo SHAM, destacando os grupos MMI
com e sem reposicado hormonal, cujo o consumo foi inferior durante todo o tratamento,
sendo que somente por volta do 15° e 21° dia para o grupo com reposicao hormonal
gue o consumo foi equivalente ao grupo SHAM. O mesmo comportamento foi descrito
por Wu et al. (2013), onde o consumo de liquido foi reduzido para ambos os modelos,
tireoidectomia e MMI, mesmo quando se realizou a reposi¢cdo hormonal com T4. Uma
estratégia que pode ser adotada para aumentar o consumo de liquido dos animais
segundo Bianco et al. (2014), € a adicdo de sacarose para mascarar o sabor amargo,
porém esta técnica ndo foi utilizada para evitar possiveis interferéncias nos testes
comportamentais. Segundo o Manual de Cuidados e Procedimentos com Animais de
Laboratério do Biotério de Producdo e Experimentacdo da FCF-IQ/USP (2013), o
consumo de liquido diario para um rato adulto € de 10 a 20mL por dia, sendo que em

nosso estudo a quantidade ingerida esta nesta faixa.

7.2 Testes comportamentais para avaliacdo da depresséao

7.2.1 Nado for¢cado
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A auséncia de movimentos das patas associada a posi¢ao flutuante foi
considerada como imobilidade, registrando sua duragcdo em segundos, no periodo do
teste (5min). Foi possivel observar que apenas o grupo MMI sem reposicao
apresentou maior tempo de imobilidade em comparacdo ao SHAM e aos demais
grupos que realizaram a reposi¢cdo hormonal. Achados similares foram relatados por
Kulikov, Torrésani e Jeanningros, (1997), utilizando como agente indutor o PTU, no
qual demonstraram que em ratos machos Wistar com hipotireoidismo o tempo de
imobilidade foi maior que no grupo controle, sugerindo assim que os HT estédo
envolvidos em mecanismos subjacentes a vulnerabilidade ao estresse psiquico, que
€ um dos fatores para o desenvolvimento de comportamentos depressivos. Outros
autores como Montero-Pedrazuela et al. (2006), que utilizaram-se da tireoidectomia,
e Ge et al. (2014) utilizando eletrocauterizacdo total da glandula, também relataram
prolongamento no tempo de imobilidade dos grupos com hipotireoidismo,
caracterizando assim um comportamento semelhante a depressao. Ressalta-se que
0S grupos com reposicado hormonal, Tx e MMI, obtiveram tempo semelhante ao SHAM,
demonstrando assim a auséncia de sintomas depressivos quando se realizou a
reposicao com T4. Sugere-se que a diferenca no tempo de tratamento entre 0s grupos
(21 dias para Tx e 28 para MMI) possa ser um dos fatores para qual o grupo Tx sem
reposicdo ndo ter demonstrado comportamento semelhante ao grupo MMI sem
reposicao no teste. Por outro lado, estudos demonstram resultados controversos aos
obtidos, nos quais os animais com hipotireoidismo apresentam um menor tempo de
imobilidade, e animais com hipertireoidismo um maior tempo, quando comparados
com o grupo controle, fato este que designa em um comportamento antidepressivo
para o hipotireoidismo e depressivo para o hipertireoidismo (YU et al., 2015; DA
CONCEICAO et al., 2016).

7.2.2 Preferéncia por sacarose

Por meio da avaliacao de preferéncia a sacarose é possivel se caracterizar um
comportamento semelhante a depressao, pois o animal com tendéncias depressivas
tém menor afinidade pela ingestdo de sacarose. Ge et al. (2014, 2016) demonstraram

em seus trabalhos a existéncia de relacdo negativa entre o hipotireoidismo e o
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hipotireoidismo subclinico em ratos Wistar e Sprague-Dawley com 8 semanas e o
teste de preferéncia de sacarose, com diminui¢cdo na preferéncia a sacarose destes
animais em relacao ao grupo controle. O mesmo foi observado em nosso estudo para
0 grupo MMI sem reposicdo hormonal, determinando um comportamento depressivo
neste grupo.

Os mesmos resultados controversos relatados para o nado forgado foram
obtidos pelos autores Da conceicéo et al., (2016) e Yu et al., (2015), os quais relatam
que os grupos com hipotireoidismo apresentaram maior preferéncia a sacarose,
enquanto que para o grupo com hipertireoidismo a preferéncia diminuiu, atribuindo

assim um comportamento antidepressivo ao hipotireoidismo.

7.3 Rotarod

Sabe-se que dentre os sintomas apresentados no quadro de hipotireoidismo, a
fraqueza muscular, céibras musculares e artralgia estdo presentes (NASCIMENTO,
2010; CHAKER et al., 2017). Com intuito de verificar se o tempo de imobilidade
apresentado no teste de nado forgado para os grupos sem reposi¢cao hormonal foram
ocasionados devidos a estes sintomas, realizou-se a Rota-rod. Analisando o0s
resultados encontrados € possivel notar que ndo houve diferenca em relacdo ao
tempo de permanéncia do grupo SHAM e os demais sem reposicao hormonal,
validando assim o resultado encontrado no teste de nado forgcado.

7.4 Consideragdes gerais sobre o método analitico desenvolvido

O método desenvolvido se demonstrou linear na faixa de trabalho de 50 a
1000ng/mL, apresentando coeficiente de correlagao de 0,9903 (Tabela 3, Figura 17).
Intervalo este, que se encontra semelhante ao obtido por outros estudos, porém, por

utilizarem de técnicas mais sofisticadas de extrac&o, obtiveram LIQ de 20ng/mL, valor
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menor do que encontrado em nosso método (DUBEY et al., 2013; SONG et al., 2017).
Contudo, a faixa de trabalho encontrada abrange concentragdes esperadas no plasma
de ratos, sendo adequado para realizar as analises farmacocinéticas. Por meio dos
resultados obtidos para os testes de precisao e exatidao (Tabela 4) observa-se que o
método possui acuracia e repetibilidade segundo os requisitos feitos pela ANVISA.

A venlafaxina se demonstrou estavel frente as condi¢cfes testadas de curta
duracdo e poOs processamento, obtendo desvios inferiores a 15%, resultado que
comprova a estabilidade do analito em relacdo as condicdes utilizadas em nosso
estudo.

Pelo teste de efeito matriz foi possivel caracterizar a auséncia de interferéncias
da matriz (plasma) na quantificacdo do analito e do PI. Outro resultado importante foi
inexisténcia de efeito residual significativo no método.

O tempo total de andlise cromatogréfica foi de 12 min, o mesmo relatado por
Song et al. (2017), no qual nossa metodologia foi baseada. Os picos de venlafaxina e
diazepam (Figura 16) obtiveram tempo de retencdo distintos (7,01 e 9,88min
respectivamente) e com boa resolucéo. A extracao liquido-liquido utilizando hexano e
acetato de etila na proporgéao 70:30, seguida de agitacao e centrifugacao, foi eficaz na
remocao das impurezas que podem danificar o sistema cromatogréafico e a coluna. O
modelo se difere da metodologia base de Song et al. (2017),na qual se utilizam de
extracdo em fase sdlida (SPE), contudo, a extracdo foi escolhida com base nas
condicbes do Laboratério de Andlise de Toxicantes e Farmacos da Universidade

Federal de Alfenas.

7.5 Andlise farmacocinética

Os resultados encontrados no grupo SHAM encontram-se divergentes dos
presentes na literatura, onde por meio da administracao oral de venlafaxina na mesma
dose de 20mg/kg de venlafaxina, Song et al. (2017) obtiveram AUC de 161 ng.h/mL,
tw. de 2,4h, Cmax de 46ng/mL e clearance de 111,02 L/h/kg; cerca de 10 vezes maior
que os valores obtidos para nosso grupo controle no Clw, refletindo nos outros
parametros. Sugerimos que essa diferenca se deva ao fato que Song e colaboradores

utilizaram ratos da raca Sprague—Dawley, metade macho e metade fémea, pesando
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entre 260 a 280g. Ja em nosso estudo utilizamos ratos machos Wistar que ao final do
tratamento os animais controles possuiam em média 335g.

Relatos de estudos realizados com outras doses para venlafaxina também
apresentaram parametros farmacocinéticos diferentes dos nossos achados (DUBEY
et al., 2013; XIAO et al., 2018). Utilizando-se de ratos machos Wistar pesando de 180
a 220g, administrando 30mg/kg de venlafaxina por via oral, Dubey et al. (2013)
obtiveram AUC de 2920ng.h/mL, t¥2 de 3,13h, Cmax de 1480ng/mL e clearance de
41,03L/h/kg, ja Xiao et al. (2018), trabalhando com fémeas de 200 a 300g,
administrando dose de 200mg/kg, observou AUC de 49164 ng.h/mL, t¥2 de 2,03h e
Cmax de 11095ng/mL.

Comparando os valores encontrados para o grupo SHAM (Tabela 8) entre os
grupos Tx e MMI com reposicdo hormonal, fica evidente que a reposicéo diaria de T4
via oral foi capaz normalizar todos os pardmetros farmacocinéticos, visto que,
nenhuma diferenca foi observada entre estes grupos. Entretanto o grupo Tx sem
reposicdo hormonal demonstrou diferenca relevante frente todos os grupos em
estudo, destacando-se a comparacdo ao grupo SHAM, apresentando AUC maior
(4403,7ng.h/mL vs. 1037,5 ng.h/mL; p<0,01), consequentemente um t% superior
(2,95h vs. 1,29h; p<0,05), um clearance reduzido (4,237L/h/kg vs. 19,765 L/h/kg;
p<0,01) e a Cmax elevada (880,35ng/mL vs. 432,23ng/mL; p<0,05).

Como os HT estéo ligados ao metabolismo de proteinas (NASCIMENTO, 2010;
CHI et al., 2013; CHAKER et al., 2017), realizou-se a quantificacdo de proteinas
plasméticas pelo método de Bradford com intuito de verificar se as alteragcbes
farmacocinéticas observados no grupo Tx sem reposicdo hormonal poderiam ser
provenientes de modificacdes na quantidade de proteinas plasmatica, visto que a
venlafaxina se liga em torno de 27% a essas proteinas (DRUGBANK, 2019). Contudo
os valores demonstraram-se homogéneos (Figura 15) entre os grupos, descartando a
hipotese de relagéo entre as proteinas plasmaticas e as altera¢des farmacocinéticas
observadas (Tabela 8).

Chung e colaboradores, (2012) em seus estudos observaram correlagao entre
a falta dos HT presentes no hipotireoidismo e a incidéncia de doenca hepatica
gordurosa néo alcodlica (DHGA), comorbidade esta, que pode estar associada a
esteatose simples, cirrose e até mesmo ao carcinoma hepéatico (MARCHESINI et al.,
2001; ADAMS et al.,, 2017). O mecanismo entre essa correlacdo permanece

desconhecido (CHI et al., 2013), entretanto, uma vez que no hipotireoidismo a falta
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dos HT esté relacionada ao aumento do colesterol, a dislipidemia é fator relevante
para o desenvolvimento de DHGA nestes individuos (CHUNG et al., 2012). Visto que
a venlafaxina sofre intenso metabolismo de primeira passagem no figado pela enzima
CYP2D6 (DRUGBANK, 2019), sugerimos que as alteracbes farmacocinéticas
encontradas no grupo Tx sem reposi¢cdo hormonal de T4 possam estar relacionadas
a queda no metabolismo da venlafaxina, devido a diminuicdo da funcéo hepética pela
auséncia dos HT, reduzindo assim o clearance, provocando como consequéncia, 0
aumento da biodisponibilidade, concentracdo maxima e t¥%. Relacionado ao dano
hepético Chi et al. (2013) relataram que os HT possuem efeito hepatoprotetor,
estimulando o crescimento e proliferacdo de células hepaticas, demonstrando
potencial terapéutico associado aos analogos do T3 frente as doencas hepaticas, o
gue pode ajudar a compreender a equivaléncia dos resultados obtidos para 0os grupos
Tx e MMI com reposi¢cao hormonal em comparagéo ao grupo SHAM. Por outro lado,
0 grupo MMI sem reposicdo hormonal apresentou comportamento divergente em
relacdo ao Tx sem reposi¢cado, demonstrando valores similares aos encontrados no
grupo SHAM. Por se tratar apenas de um modelo de indug¢do quimica, partindo da
utilizacdo de MMI diluido em &gua potavel, e que por meio da conversédo do horménio
T4 em T3 realizada pelas enzimas desiosades nos 6rgdos alvos dos HT, leva-se
tempo para desenvolver um hipotireoidismo sistémico (BIANCO et al., 2014).
Acreditamos que a expressdao da enzima D1 possa ter exercido mecanismo
compensatorio a inibicdo da sintese dos HT, sendo a D1 altamente presente no figado,
suprindo assim as necessidades dos HT locais e sistémicas, nao interferindo na
farmacocinética da venlafaxina no grupo MMI sem reposi¢cdo hormonal (BIANCO et
al., 2014; BERNE; LEVY, 2010; MEYER; WAGNER; MAIA, 2007; NUNES, 2003).
Entretanto para que se possa comprovar esta teoria, a quantificacdo das desiodades
nos tecidos alvos dos HT deveria ser realizada.

. Para a venlafaxina, em ratos Wistar, ndo foram observadas alteracées que
possam comprovar a hipétese de que o hipotireoidismo pode alterar a farmacocinética
do antidepressivo, administrado em dose Unica, levando a falha terapéutica, pois os

grupos sem reposi¢cdo hormonal ndo apresentaram menores valores de AUC.
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8 CONCLUSOES

Sao as conclusdes de nosso estudo:

a)

b)

d)

f)

O quadro de hipotireoidismo clinico foi estabelecido com sucesso para
ambos os modelos experimentais (tireoidectomia e MMI), sendo que a
reposicao hormonal de T4 na dose de 20 pg/kg/dia foi eficaz para grupos

Tx e MMI, uma vez que 0s mesmos atingiram niveis fisioldgicos;

apenas o grupo MMI sem reposicdo hormonal apresentou indicios de
comportamento depressivo avaliado pelos testes de nado forcado e

preferéncia a sacarose;

o0 método analitico desenvolvido e validado para analise de venlafaxina em
plasma de ratos apresentou limites de confianca adequados a aplicacdo em

estudo farmacocinético;

a reposicao hormonal realizada nos grupos Tx e MMI foi adequada para
normalizacdo dos parametros farmacocinéticos em compara¢cdo com 0
grupo SHAM;

o0 hipotireoidismo apresentado no grupo Tx sem reposicdo hormonal
interferiu nos parametros farmacocinéticos da venlafaxina com a reducao

do clearance, provocando como consequéncia, aumento do AUC, ti2 e Cmax;

a falta de reposicao hormonal ndo provocou reducéo da biodisponibilidade

nos grupos MMI ou Tx tratados com venlafaxina via oral em dose Unica.
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