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RESUMO

Introducédo: Os transtornos neuropsiquiatricos sdo responsaveis por 13% da
carga global de doencas. Dentre 0os mais impactantes estdo o transtorno
bipolar (TB) e o transtorno depressivo maior (TDM). Os transtornos de humor
possuem uma etiologia multifatorial, onde a interacdo dos fatores genéticos e
ambientais estdo envolvidos e sdo responsaveis pelo desenvolvimento dos
mesmos. A epigenética compreende alteracdes moleculares que modificam a
expressdo génica sem alterar a sequéncia do DNA propriamente dito. Por
serem moduladas pelas alteracbes do meio, a epigenética € denomina a
“‘ponte” entre gene e ambiente. Diversos estudos tém sugerido o envolvimento
das alteracOes epigenéticas na fisiopatologia e tratamento dos transtornos do
humor. Os inibidores de histona desacetilase (HDAC) parecem exercer efeitos
antimaniacos e antidepressivos em estudos pré-clinicos; entretanto, seus
mecanismos de acdo permanecem desconhecidos. Objetivo: Avaliar os efeitos
dos inibidores de histonas desacetilase sobre alteracBes epigenéticas em
cérebro de ratos submetidos a modelos animais de mania e de depresséo.
Métodos: Para avaliar os efeitos antimaniacos, camundongos C57BI/6 machos
adultos foram submetidos ao modelo animal de mania induzido por privagéo do
sono paradoxal (PSP) e ratos Wistar machos foram submetidos aos modelos
animais de mania induzidos por anfetamina (amph) ou ouabaina (OUA). Os
animais foram tratados durante sete dias com injecdes intraperitoneais (i.p.)
diarias de butirado de sédio (BS) ou valproato (VPA). Apos o tratamento, a
atividade locomotora dos animais foi avaliada pelo teste de campo aberto. Para
avaliar os efeitos antidepressivos, ratos Wistar foram submetidos aos modelos
de depressédo induzidos por privacdo materna (PM) ou estresse cronico
moderado (ECM). Os animais foram tratados durante sete dias com injegdes
i.p. de BS, e, apés o tratamento, foram submetidos ao teste de nado forcado.
As atividades de HDAC, histona acetiltransferase (HAT) e DNA metiltransferase
(DNMT) foram avaliadas através de ELISA no cortex frontal, hipocampo e
estriado dos animais submetidos aos modelos de mania e de depressao.
Resultados: OUA, amph, e PSP induziram hiperatividade, que é considerado
um comportamento do tipo maniaco. Os modelos de amph e PSP, mas nédo
OUA, aumentaram a atividade de HDAC e DNMT. O tratamento com inibidores
de HDAC reverteu o comportamento do tipo maniaco e diminuiu a atividade
dessas duas enzimas nos trés modelos. Ambos modelos de depressdo
induziram comportamento do tipo depressivo, que foi acompanhado do
aumento da atividade de HDAC e DNMT. O tratamento com BS diminuiu o
comportamento do tipo depressivo e a atividade de HDAC e DNMT no cérebro
dos animais. As atividades de HDAC e DNMT foram positivamente
correlacionadas entre elas e com os comportamentos do tipo maniaco e do tipo
depressivo em todos os modelos. Concluséo: Esses resultados sugerem que,
embora 0S mecanismos epigenéticos possam nao estar relacionados com a
inducdo dos comportamentos maniaco e depressivo, sua modulagdo parece
exercer efeitos terapéuticos em ambos os casos. O BS exerce um efeito
cruzado sobre as enzimas epigenéticas, modulando a atividade de DNMT,
atraves da inibicdo de HDAC.

Palavras Chave: Transtorno bipolar; Mania; Depresséo; Epigenética; Butirato
de Saodio.



ABSTRACT

Background: Neuropsychiatry disorders account for 13% of global illness
burden and, among the most impactful are bipolar disorder (BD) and major
depressive disorder (MDD). Mood disorders have a multifactorial etiology, which
involves the interaction between genetic and environmental factors in its
development. Epigenetics is defined by molecular alterations that modify gene
expression without changing DNA sequence by itself. Since environmental
factors modulate these alterations, epigenetic is denominated the “bridge”
between gene and environment. Several studies have suggested the role of
epigenetic alterations on mood disorders pathophysiology and treatment.
Histone deacetylase (HDAC) inhibitors seem to have an antimanic and
antidepressant effect in preclinical studies; however, its mechanisms of action
are still unknown. Objective: Evaluate de effects of HDAC inhibitors on
epigenetic alterations in the brain of rats submitted to animal models of mania
and depression. Methods: To evaluate antimanic effects, adult male mice were
submitted to the animal model of mania induced by paradoxical sleep
deprivation (PSP) and, male Wistar rats were submitted to the animal model of
mania induced by Amphetamine (amph) or Ouabain (OUA). The animals were
treated during seven days with daily intraperitoneal (i.p.) injections of Sodium
Butyrate (BS) or Valproate (VPA). At the end of the treatment, animals
locomotor activity was evaluated by the open-field test. To evaluate the
antidepressant effects, male Wistar rats were submitted to the animal models of
depression induced by maternal deprivation (MD) or chronic mild stress (CMS).
The animals were treated during seven days with daily injections of BS and, at
the end of the treatment, were submitted to the forced swimming test. HDAC,
Histone Acetyltransferase (HAT) and DNA methyltransferase (DNMT) activities
were evaluated, by ELISA, in brains frontal cortex, hippocampus, and striatum
of animals submitted to each animal model of mania or depression. Results:
OUA, amph, and PSP induced hyperactivity in rats, which is considered manic-
like behaviors. Amph and PSP, but not OUA, increased HDAC and DNMT
activity in the brain. HDAC inhibitors treatment reversed the manic-like behavior
and decreased both enzyme activities in all of the three mania models. Both
depression animal models induced depressive-like behavior in rats, and it was
accompanied by increased HDAC and DNMT activities. SB treatment
decreased depressive-like and manic-like behaviors and HDAC and DNMT
activities in the brain of the rats. HDAC and DNMT activities were positively
correlated between themselves and with the manic- and depressive-like
behaviors in all the animal models. Conclusion: These results suggest that,
although the epigenetic mechanisms may not be related to the induction of
manic- and depressive-like behavior, its modulation seems to have therapeutic
effects in both of the cases. BS exercise a cross effect on epigenetic enzymes,
modulating DNMT activity through HDAC inhibition.

Keywords: Bipolar disorder, Mania, Depression, Epigenetics; Sodium Butyrate
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1 INTRODUCAO

Os transtornos neuropsiquiatricos, que incluem distdrbios neurolégicos e
psiquiatricos, sdo responsaveis por 13% da carga global de doencas (Lund et al.,
2012). Pessoas com transtornos mentais possuem um indice de mortalidade 2,22
vezes maior que a populagéo em geral, totalizando cerca de 8 milhdes de mortes por
ano. Dentre os transtornos mais impactantes pode-se citar a esquizofrenia, a
ansiedade, o transtorno depressivo maior e o transtorno bipolar (TB) (Walker et al.,
2015).

Durante muito tempo, o TB e os transtornos depressivos foram classificados
como transtornos do humor, ocupando o0 mesmo capitulo no Manual Diagndstico e
Estatistico de Transtornos Mentais (DSM — do inglés Diagnostic and Statistic
Manual). Entretanto, na ultima versdo do DSM, publicada no ano de 2014, o TB
ganhou um capitulo exclusivo, tendo em vista que 0s episdédios maniacos sdo o
marco clinico desse transtorno (American Psyquiatric Association, 2014). Alguns
autores descrevem que o TB compartilha caracteristicas tanto com os transtornos
depressivos quanto com a esquizofrenia, e juntos esses trés formam uma espécie de
espectro de transtornos psiquiatricos e ndo trés transtornos completamente distintos
(Kato, 2015). Apesar de ndo estarem mais incluidos na sessdo de transtornos de
humor do DSM-V, esse termo ainda € utilizado para descrever o TB e os transtornos
depressivos (Jorge, 2015).

O TB é um transtorno psiquiatrico crénico, grave, altamente incapacitante e &
0 terceiro transtorno psiquiatrico com maior impacto na qualidade de vida dos
pacientes (Subramaniam et al., 2013). Estima-se que, atualmente, esse transtorno
acomete cerca de 2% a 2,5% da populacdo mundial. Porém, esse numero pode ser
maior, uma vez que os critérios de diagnéstico podem variar entre os paises e
muitos casos podem ser confundidos com outros transtornos psiquiatricos, como a
depressdo, a esquizofrenia e o abuso de substancias (Fajutrao et al., 2009;
Clemente et al., 2015; Rowland e Marwaha, 2018). O termo bipolar expressa os dois
polos de humor que se intercalam, sendo eles os episddios depressivos e maniacos
ou hipomaniacos. Atualmente, o TB é dividido em tipo I, tipo Il, ciclotimico e
transtornos relacionados, dependendo da duracéo e intensidade dos episédios. Um
episédio maniaco classico é caracterizado pela presenca de, no minimo, cinco dos
seguintes sintomas por um periodo de 7 dias: humor expansivo ou irritavel, auto-

estima inflada ou grandiosidade, reducéo da necessidade do sono, fuga de ideias,
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distrabilidade, agitacdo psicomotora, aumento da atividade sexual e comportamento
de risco. Ja um episodio depressivo é caracterizado pela presenca de no minimo
cinco dos seguintes sintomas por um periodo maior que 15 dias: humor deprimido,
perda de interesse ou prazer, perda ou ganho de peso, insbnia ou hipersonia,
retardo psicomotor, fadiga, perda de energia, diminuicdo da concentracéo, indecisao
e pensamento recorrente de morte (American Psyquiatric Association, 2014).

Dentro dos transtornos depressivos, o0 transtorno depressivo maior (TDM)
possui uma prevaléncia global de aproximadamente 5% (Ferrari et al., 2013),
podendo variar de 2% a 8% dependendo da influéncia cultural do pais (Kessler e
Bromet, 2013). O TDM é uma das principais causas de invalidez no mundo e vem
crescendo ao longo dos anos, estimando-se alcancar o status de segunda maior
causa de invalidez em 2020 (Murray e Lopez, 1996; Ustiin et al. 2004). Considerado
um problema de saude publica, estima-se que os custos econdmicos do TDM nos
Estados Unidos foram de 210,5 bilhdes de dolares no ano de 2010, entre custos
diretos, relacionados ao suicidio e relacionados a invalidez (Greenberg et al., 2015).

O TDM representa a condi¢cdo classica do grupo de transtornos depressivos,
caracterizado por episodios de pelo menos duas semanas de duracdo, podendo
durar até dois anos, em que o paciente apresente humor deprimido na maior parte
do dia, perda de prazer ou interesse, perda ou ganho de peso, insdnia ou hipersonia,
agitacdo ou retardo psicomotor, fadiga, sentimento de inutilidade ou culpa,
dificuldade no raciocinio e concentracdo, pensamento de morte e, em alguns casos,
ideacdo e tentativa de suicidio. O diagnéstico pode ser baseado em um Unico
episddio, embora a recorréncia dos mesmos seja muito frequente (American
Psyquiatric Association, 2014).

O TB e o TDM acarretam graves consequéncias para 0s pacientes, 0S
familiares e a populagédo em geral; entretanto, apesar da gravidade e do avango nos

estudos, ndo se conhece a precisa neurobiologia dos transtornos de humor.

1.1 ETIOLOGIA E FISIOPATOLOGIA DOS TRANSTORNOS DE HUMOR

Baseando-se na hereditariedade dos transtornos de humor, é evidente que os
mesmos possuem uma base genética; entretanto, estudos genéticos ainda nao
conseguiram encontrar genes especificos para cada transtorno. Além disso, eventos

estressores durante as diferentes fases do desenvolvimento dos pacientes possuem
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uma importante carga para a prevaléncia desses transtornos (Klengel e Binder,
2015). Sendo assim, os transtornos de humor possuem uma etiologia multifatorial,
onde a interacdo dos fatores genéticos e ambientais estdo envolvidos e séo
responsaveis pelo desenvolvimento dos mesmos (Nestler et al., 2016).

J&4 é amplamente descrito na literatura que diversas influéncias genéticas e
ambientais podem agir como fatores de risco para o desenvolvimento do TB
(Rowland e Marwaha, 2018). As influéncias ambientais podem ser de varios tipos e,
dentre elas, pode ser citado: as infec¢des perinatais e as complicacdes obstétricas
(Scott et al., 2006; Barichello et al., 2016), os traumas durante a infancia, que podem
incluir abuso, violéncia e negligéncia fisica e emocional (Agnew Blais e Danese,
2016; Palmier-Claus et al., 2016), os estresses psicolégicos durante a vida adulta
(Lex et al., 2017) e uso de substancia, especialmente Cannabis (Gibbs et al., 2015;
Marwaha et al., 2017). Além disso, diversas alteracbes genéticas parecem agir como
pré-dispositoras do TB, incluindo polimorfismos no gene do fator neurotréfico
derivado do cérebro (BDNF — do inglés Brain Derived Neurotrophic Factor) (Fan e
Sklar et al., 2008; Aas et al., 2014) e do transportador de serotonina (Cho et al.,
2005; De-Pradier et al., 2010). Da mesma forma, existem diversos fatores
ambientais e genéticos que predispdéem o TDM, dentre eles a falta de nutrientes e o
consumo exagerado de gorduras, doces e fast-foods (Sanchez-Villegas et al., 2012),
os disturbios do sono (Baglioni et al., 2011), o sedentarismo (Teychenne et al.,
2010), os problemas econémicos e de relacionamento (Wu et al., 2017), os traumas
durante a infancia (Dias-de-Mattos-Souza et al., 2016; Scheuer et al., 2018), bem
como polimorfismos nos genes de BDNF (Jiang et al., 2013), do transportador de
serotonina (Taylor et al., 2017) e encurtamento acelerado dos telémeros (Palmos et
al., 2018). Juntos esses resultados sugerem que a interacdo do gene com o
ambiente é o gatilho para as alteracbes fisiopatoldégicas e desenvolvimento dos
transtornos do humor.

O diagnéstico dos transtornos de humor ainda € realizado exclusivamente pela
avaliacdo dos sintomas e, apesar do grande avanco tecnoldgico e nas pesquisas,
ainda nao existe nenhum marcador biolégico especifico para esses transtornos,
evidenciando a necessidade de mais estudos sobre suas bases bioldgicas (Grande
et al., 2015; Wager e Woo, 2017). Embora o TB e o TDM possuam um fendétipo
bastante distinto, sua neurobiologia, ainda que pouco conhecida, parece ter varias
caracteristicas em comum (Tang et al., 2018). Diversas teorias sobre a fisiopatologia
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desses transtornos tém sido propostas por diferentes autores ao longo dos anos,
como a teoria da disfungcdo monoaminérgica (Veselinovic et al., 2013; de Bartolomeis
et al., 2014; Jun et al.,, 2014; Dobozewska et al., 2017; Ramirez et al., 2018), da
alteracdo do metabolismo energético (Calally et al., 2015; MacDonald et al., 2018),
do estresse oxidativo (Brown et al., 2014; Liu et al., 2015) e do sistema inflamatoério
(Anderson e Maes, 2015; Galecki et al., 2018).

Estudos postmortem e de neuroimagem demonstram que o sistema limbico é o
sistema mais afetado no cérebro de pacientes bipolares e depressivos (Bielau et al.,
2013; Jiang et al., 2017). O sistema limbico € um sistema de estruturas cerebrais
centrais e corticais interconectadas, responsavel pela modulacdo dos processos de
humor, emocdo e memoéria (Patestas e Gartner, 2006). Nieuwenhuys (1996) foi
guem primeiro descreveu esse sistema e dentre as estruturas que o compdem pode-
se citar o cortex pré-frontal, hipocampo, estriado e amidala.

O cortex pré-frontal € uma regido cortical que durante muito tempo pensou-se
ser funcionalmente insignificante. Entretanto, apos o desenvolvimento de tecnologias
de neuroimagem e neurofisiologia, descobriu-se que essa estrutura desempenha um
papel importante no controle do humor, na cognicdo, na organizagdo e no
comportamento social (Millan et al., 2016). Essa estrutura cerebral recebe
inervacdes monoaminérgicas e colinérgicas, e envia projecdes (ha maioria
glutamatérgica) para quase todas as regides corticais e centrais, o que coloca o
cortex pré-frontal em uma posicao Unica, orquestrando uma série de funcbes neurais
cognitivas e efetivas (Szczepanski e Knight, 2014). O hipocampo possui papel
fundamental nos processos de aquisi¢édo, consolidacao e recuperacao de memarias
declarativas. Entretanto, apesar de desempenhar tal funcdo na formacédo de
memoria, 0 processamento de estimulos externos e armazenamento da memoria
consolidada ocorre nas regifes corticais do cérebro. Por esse motivo, o hipocampo
possui diversas ligagcdes com regides corticais, incluindo o cértex pré-frontal. Juntas
essas estruturas formam um subsistema denominado cortico-hipocampal,
responsavel pelo processamento das informacdes e estimulos recebidos para
posterior formacdo de memoria e armazenamento (Eichenbaum, 2000). O estriado,
por sua vez, possui um papel importante no controle de selecdo de acOes baseadas
no aprendizado de acgdo-resultado, particularmente quando as acdes disponiveis
estdo vinculadas a resultados recompensadores. Por isso, essa estrutura esta

bastante relacionada com o controle da impulsividade, comportamentos motivados e
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sistema de recompensa (Kim e Im et al., 2018). O estriado é conhecido com um dos
mais importantes centros dopaminérgicos do cérebro, recebendo uma grande
quantidade de projecdes dopaminérgicas da area tegmental ventral (especialmente
paras as regides dorso-lateral e nacleo accumbens) (Eban-Rothschild et al., 2016).
Além dessas conexdes, 0 estriado possui projecdes bilaterais com o cortex pré-
frontal, essa via cortico-estriatal permite que 0s processos de atencdo espacial,
mediados pelo pré-frontal, contribuam para a integracédo da selecédo de recompensa
e respostas (Jarbo e Verstynen, 2015).

Tendo em vista a importancia do sistema limbico nos principais dominios
comportamentais afetados nos transtornos de humor, e que essas alteracdes tém
origem na interacdo ambiente-gene, os mediadores bioldgicos dessa interacdo tém
sido sugeridos como peca chave para a fisiopatologia dos transtornos de humor
(Ludwig e Dwivedi, 2016; Hoffman et al., 2017).

1.2 EPIGENETICA E TRANSTORNOS DE HUMOR

A epigenética compreende alteracdes moleculares que modificam a expresséo
génica sem alterar a sequéncia do DNA propriamente dita. Por serem moduladas
pelas alteragcbes do meio, a epigenética é denominada a “ponte” entre gene e
ambiente (Klengel e Binder, 2015). Por esse motivo, essas alteracdes tém sido
amplamente estudadas nos transtornos psiquiatricos (Ludwig e Dwivedi, 2016;
Hoffman et al., 2017).

As alteracBes epigenéticas podem ser classificadas de acordo com seu
mecanismo de modulacdo e alvos moleculares, sendo pré- ou pdés-transcricionais.
As alteracdes pré-transcricionais ocorrem diretamente no DNA, impedindo o inicio da
transcricdo. Por sua vez, as alteracdes pos-transcricionais inibem a transcricdo
génica através de alteragbes moleculares no RNA mensageiro (mMRNA) e nas
proteinas. A principal alteracao pré-transcricional € a metilagdo do DNA, enquanto as
pés-transcricionais sdo os micro-RNAs e as alteracbes de histonas (Portela e
Esteller, 2010).

A metilacdo do DNA foi o primeiro mecanismo epigenético descrito (Holliday e
Pugh, 1975; Riggs, 1975), embora na época ainda ndo se soubesse sobre suas
funcBes na modulacéo da transcrigcdo génica. Essa alteracdo epigenética consiste na

ligagdo de um grupamento metil no carbono 5 de uma citosina que é seguida por
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uma guanina, sequencia denominada de CpG, em que o ‘C’ representa a citosina, ‘p’
representa o grupamento fosfato da ligacdo entre as bases nitrogenadas e ‘G’
representa a guanina. A citosina metilada é denominada 5-metilcitosina (5mC)
(Moore et al., 2013). O mecanismo basico pelo qual a metilacdo do DNA inibe a
transcricdo é através da criacdo de uma barreira fisica, impedindo o ancoramento de
fatores de transcricdo e da RNA polimerase. Tendo em vista que a regido protomora
dos genes séo regides ricas em CpG, denominadas ilhas CpG, essas sdo as areas
mais comumente metiladas, impedindo que a transcricdo se inicie (Feng et al.,
2018). Vale ressaltar que esse ndo é o Unico mecanismo pelo qual a metilagdo do
DNA inibe transcricdo, estudos demonstram que regides metiladas do DNA podem
atrair enzimas que alteram a conformidade de histonas, mecanismos que serao
discutidos posteriormente (Irvine et al., 2002).

A metilacdo do DNA nem sempre esta relacionada com repressao génica.
Embora as ilhas CpG sejam mais frequentes na regido promotora do gene, as
mesmas podem ocorrer na regido do corpo do gene. Nesses casos, essas ilhas
facilitam o ancoramento de mecanismos de transcricdo em lugares inadequados e a
consequente transcricdo de fragmentos incompletos de mRNA, que nao irdo
codificar proteinas, podem inibir a atividade de mRNAs funcionais no citoplasma
(Saliminejad et al., 2018). Sendo assim, embora a metilacdo de DNA esteja
relacionada a repressao génica de forma geral, essa atividade pode variar de acordo
com a regido em que a metilacdo acontece (Maunakea et al., 2013).

As enzimas DNA metiltransferases (DNMT) séo responsaveis por transferir um
grupamento metil da S-adenosilmetionina (SAM) para o CpG do DNA. Em seres
humanos existem trés tipos dessa enzima, DNMT1, DNMT3a e DNMT3b (Luczak e
Jagodzinski, 2006). A DNMT1 é conhecida como metiltransferase de manutencao,
uma vez que esta envolvida no processo de replicacdo do DNA e copia as marcas
de metilacdo da fita molde original. As enzimas DNMT3a e DNMT3b séao
responsaveis pela metilacdo de-novo, criando novos padrfes de metilacgdo no DNA
de acordo com estimulos externos (Jeltsch e Jurkowska, 2014). A figura 1
representa as diferentes funcdes da DNMT nos processos de metilacao.

As marcas epigenéticas de metilacdo do DNA sdo as mais estaveis, sendo
dificilmente revertidas; entretanto, a desmetilacdo de DNA pode acontecer tanto de
forma passiva quanto de forma ativa (Bochtler et al., 2017). A forma passiva de

desmetilagcdo compreende uma inatividade da DNMTL1; assim, ap0s sucessivas
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replicacdes de DNA, as marcas epigenéticas ndo séo restabelecidas nas fitas novas,
se perdendo ao longo das divisdes celulares (Kagiwada et al., 2013). O processo de
desmetilacdo ativa envolve duas etapas, a primeira etapa € mediada pela enzima de
translocacao ten-eleven (TET — do inglés ten-eleven translocation), onde a 5mC é
convertida em 5-hidroximetilcitosina (5hmC) e 5-formilcitosina (5fC), seguida pela
atividade da enzima timina DNA glicosilase (TDG), que retira essa base nitrogenada,
seguida pela translocacdo de uma citosina através do mecanismo de reparo de

excisao de bases (Schuermann et al., 2016).
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Figura 1: Representacdo das func¢des especificas dos tipos de DNMT. A DNMT1 é responséavel por
manter os padrbes de metilacdo apés a replicacdo. A enzima DNMT3a e DNMT3b é responséavel por
criar novos padrbes de metilacdo do DNA. Fonte: Adaptado de Luczak e Jagodzinski, 2006

A estrutura basica da cromatina, o nucleossomo, consiste em uma sequéncia de
DNA de aproximadamente 147 pb, envolto em um octamero de histonas, que inclui
duas moléculas de cada subtipo de histona H2A, H2B, H3 e H4 (Kouzarides, 2007).
Por fim, um tipo de histona conhecida como histona ligadora, H1, liga-se ao
octamero pelo lado externo ao nucleossomo, estabilizando a estrutura da cromatina
(Allan et al., 1980), como mostrado na figura 2. Além dessa estrutura basica, as
histonas possuem prolongamentos proteicos denominados “caudas”, formados por
sequéncias de aminoacidos que apresentam extremidades amino-terminais. O DNA
possui carga negativa enquanto as caudas da histona possuem carga positiva, o que

proporciona a aderéncia do DNA as histonas (Zhang et al., 2015).
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Figura 2: Representacdo do nucleossomo. Na imagem, as esferas vermelhas representam o
octédmero de histonas formados por duas unidades de H2A, de H2B, de H3 e de H4. Esse octamero
encontra-se envolto pela fita de DNA. A histona H1, representada em amarelo na figura, se liga pelo
lado externo do nucleossomo. Fonte: Adaptado de Purves et al., 1997.

As caudas das histonas podem se ligar a diferentes grupamentos quimicos que
alteram sua carga elétrica e por sua vez modulam a atracdo DNA-histona e histona-
histona, exercendo efeitos especificos sobre sua conformacao. Existem mais de cem
tipos diferentes de modificacbes de histonas como, metilacdo, fosforilacao,
acetilacao, ubiquitinagcéo, sumoilacao, nitrilacéo, glicosilacado entre outras (Zhang et
al., 2015).

O presente estudo foca-se focar em uma alteracdo de histonas denominada
acetilacdo. Nessa alteracdo, os grupamentos acetil provenientes de um aminoacido
e-N-acetil-lisina se liga aos residuos de lisina (K) da cauda das histonas (Kouzarides,
2007; Le et al., 2014). Quando a histona é acetilada sua carga positiva é atenuada,
diminuindo a atracdo DNA-histona. Isso leva a uma cromatina mais relaxada,
facilitando a ligacdo de fatores de transcricdo nas regidoes promotoras do gene e,
consequentemente, maior transcricao de proteinas. Por outro lado, na desacetilacao
das histonas a atracdo DNA-histona aumenta, fazendo com que a cromatina fique
mais condensada, dificultando a ligacdo de fatores de transcricdo e diminuindo a
transcricdo de proteinas (Bannister e Kouzarides, 2011; Zentner e Henikoff, 2013;
Mitrousis et al., 2015). O processo de acetilacdo de histonas € mediado por uma
classe de enzimas denominadas histona acetiltransferase (HAT) enquanto o
processo de desacetilacdo de histona é mediado pela enzima histona desacetilase

(HDAC) (Bannister e Kouzarides, 2011), de acordo com a figura 3.
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Figura 3: Representacdo da atividade de HAT e HDAC. A HAT é responsavel por catalisar a ligagao
de um grupamento acetil nas histonas tornando a cromatina mais relaxada, enquanto a HDAC é
reponsavel por mediar a desacetilagdo das histonas, tornando a cromatina mais densa. Fonte: Do
autor.

Existem aproximadamente 25 tipos diferentes de enzimas HAT, classificadas de
acordo com suas sequéncias homologas em 7 familias distintas: citoplasmatica,
GNAT, p300/CBP, MYST, Rttl09, coativadores transcricionais e coativaroes de
receptores esteroides (Luan et al., 2015; Wapenaar et al., 2016). A classificacdo das
enzimas HAT esta demonstrada na tabela 1. As enzimas HDAC, por sua vez, sao
classificadas dentro de duas familias e 4 classes (classes I, Il, Ill e IV) de acordo
com seu dominio desacetilase. As classes I, Il e IV sdo conhecidas como HDACs
classicas, enquanto a classe Ill, que compreende a classes de proteinas
denominadas sirtuinas, que se diferem das classicas por seus dominios protéicos
serem dependentes de dinucleétido de nicotinamida e adenina (NAD do inglés -
Nicotinamide adenine dinucleotide) e adenosina difosfato (ADP) (Seto e Yoshida,
2014). A classificagdo das HDACs esta demonstrada na tabela 2.

Esses mecanismos epigenéticos sdo responsaveis pela modulagcédo de diversas
funcdes fisiolégicas vitais no organismo como: diferenciacdo, proliferacdo, divisdo
celular, inativacdo do cromossomo X, desenvolvimento embrionario e
envelhecimento (Choudhuri, 2011; Cotton et al., 2015; Xu e Xie, 2018; Unnikrishnan
et al., 2018). Entretanto, a desregulacdo das alteracdes epigenéticas parece estar
envolvida na fisiopatologia de diversas doencas, inclusive transtornos psiquiatricos
(Klengel et al., 2015).

De fato, em uma revisao de literatura Peedicayil (2014) compilou alguns estudos

demonstrando que alteracbes na conformacdo das histonas parecem estar ligadas
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ao TB. Um estudo postmortem, com cérebro de pacientes bipolares, demonstrou
uma maior acetilacdo de histonas nas regiées promotoras de genes relacionados a
esquizofrenia, como: glutamato descarboxilase 1 (GAD1), receptor 2C de 5-
hidroxitriptamina, homologo A da proteina translocase da membrana mitocondrial
externa 70 e da proteina fosfatase-1E (Tang et al, 2011). Do mesmo modo, outro
estudo mostrou uma desregulacdo na expressdo do gene GABRB2, subunidade B2
do receptor de GABA, mediada pela atividade de HDAC2 (Zhao et al., 2012).
Estudos com amostras de tecidos periféricos também mostraram alteragfes, como
aumento de acetilacio de H3 em pacientes bipolares comparados com
esquizofrénicos (Gavin et al., 2009) e aumento da expressdo de HDAC4, HDACG6 e

HDACS8 em bipolares comparados com controle (Hobara et al., 2010).

Tabela 1: Classificacdo das enzimas HAT. Fonte: adaptado de Luan et al., 2015; Wapenaar et al;
2016

Familia Membros Substratos especificos
, , HAT1/KAT1 H4(K5,K12), H2A(K5)
Citoplasmatica .
HAT4/NAA60 N&o descrito
Gen5/KAT2A H2B(K16), H3(K14,K18,K23)
PCAF/KAT2B H3(K14)
GNAT yHpa2/KAT10 H3(K4,K14), H4(K5,K12,K8)
yHpa3 H4(K8,K5,K12)
Elp3/KAT9 H3(K14), H4(K8)
CEPIKAT3A HA(KLAKIBK23), HA(KS KEK12K16)
p300/CBP H2A(K5), H2B(K12,K15),
P300/KATSB H3(K14,K18,K23), H4(K5,K8,K12,K16)
Tip60/KATS H2A(K5), H3(K14), H4(K5,K8,K12,K16)
MOZ/MYST3/KAT6EA H3, H4
MORF/MYST4/KAT6B H2A, H3, H4
HBO1/MYST2/KAT7 H4
MYST
MOF/MYST1/KATS8 H4(K16)
yEsal (KAT5) H2A, H4
ySas2 (KAT8) H4(K16)
ySas3 (KAT6) H3(K14)
Rtt109 yR1t109 (KAT11) H3(K56)
Coativadores TAF1/TBP/KAT4 N&o descrito
transcricionais TIFIIC90/ KAT12 Nao descrito
SRC1/KAT13A N&o descrito
Coativadores de SCR3/AIB1/ACTR/KAT13B Né&o descrito
receptores esteroides P600/KAT13C N&o descrito
CLOCK/KAT13D N&o descrito
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Tabela 2: Classificacdo das enzimas HDAC. Fonte: Adaptado de Seto e Yoshida, 2014
Familia Classe Subclasse Proteina

HDAC1,
HDAC?2,
HDACS3,
HDACS8
HDACA4,

H,DA_C Classe lla HDACS,
classica Classe HDAC?,

" HDAC9

HDACS6,
HDAC10

Classe IV HDAC11

SIRT1,
I SIRT2,
SIRT3

Sirtuinas C"'i‘lslse T SIRT4
m SIRTS

SIRTG,
v SIRT7

Classe |

Classe llIb

Alguns achados em estudos postmortem de pacientes depressivos
demonstraram aumento da metilacdo dos genes de BDNF e TrkB e,
consequentemente, diminuicdo de sua expressao (Ernst et al., 2009a; 2009b; Keller
et al., 2011; 2010) e aumento na metilacdo do gene promotor da subunidade a do
receptor GABA A (Poulter et al., 2008) no cérebro desses pacientes. Além disso,
estudos com amostras periféricas demonstraram alteracdo na metilacdo do gene de
BDNF (Fuchikami et al., 2011; Kang et al., 2013; Dell'Osso et al., 2014; Kim et al.,
2014), aumento na expressao de HDACS (lga et al., 2007) e alteracdo nos padrbes
globais de metilacdo de DNA em pacientes depressivos (Uddin et al., 2011).

Juntas, essas evidencias apontam para o0 possivel envolvimento dos
mecanismos epigenéticos como precursores das alteracdes fisiopatologicas dos
transtornos de humor. Sendo assim, sua modulacao farmacoldgica poderia ser uma
abordagem terapéutica eficaz no tratamento agudo e de manutencdo do humor

nesses transtornos.

1.3 FARMACOTERAPIA DOS TRANSTORNOS DE HUMOR

Desde a sua descoberta, cerca de 60 anos atras, o litio (Li) ainda € o Unico
farmaco aprovado para o tratamento do TB. Atualmente, além do Li, alguns
anticonvulsivantes, como o valproato (VPA) e a carbamazepina, e antipsicoticos

atipicos, como olanzapina e quetiapina, tém sido utilizados no tratamento desse
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transtorno. Porém, esses farmacos sozinhos ndo apresentam total eficicia, sendo a
polifarmacia altamente aplicada no tratamento deste transtorno (Kapczinski e
Quevedo, 2015). Apesar da gravidade, ainda ndo existe um farmaco completamente
eficaz para o tratamento do TB. Assim como em outros transtornos psiquiatricos, o
tratamento farmacoldgico funciona em parte dos pacientes bipolares. Porém, muitos
deles possuem altas taxas de recidiva, sintomas que resistem mesmo com O
tratamento, diminuicdo cognitiva e funcional, deficiéncia psicossocial e diminuicdo do
bem-estar, que reduzem a taxa de adesao ao tratamento por parte dos pacientes
(Geddes e Miklowitz, 2013; Kapczinski e Quevedo, 2015).

Com a evolucéo dos antidepressivos, o tratamento do TDM passou a ter um perfil
mais favoravel quanto aos efeitos colaterais. Os antidepressivos de primeira geracao
(triciclicos e inibidores de monoaminoxidase) possuem efeitos colaterais mais
graves, que podem incluir toxicidade cardiaca, boca seca, constipacdo, retencéo
urinéria, hipotenséao/hipertencédo, ganho de peso, sedacdo e dor de cabeca. J& os
antidepressivos de segunda geracao (inibidores seletivos da recaptacdo de
serotonina e noradrenalina, bupropiona e mirtazapina) apresentam efeitos colaterais
mais brandos. Entretanto, ainda podem ser observados 0s seguintes efeitos
colaterais: nausea, sonoléncia, tontura, perda de libido e complicacdes
gastrointestinais (Montejo et al., 2015; David e Gouriun, 2016). Atualmente, a
fluoxetina é o antidepressivo mais popular devido a quantidade relativamente menor
de efeitos adversos (Quevedo e da Silva, 2013). Porém, a terapia para o TDM ainda
ndo € satisfatéria. Menos da metade dos pacientes apresentam remissdo dos
sintomas com o uso de apenas um antidepressivo e até 30% deles ndo apresenta
resposta ao quadro farmacoterapico atual (Mrazek et al., 2014).

Tendo em vista essas importantes lacunas no tratamento dos transtornos de
humor, varios estudos tém focado em novos agentes com possiveis efeitos
terapéuticos. Dentre 0s novos alvos terapéuticos estudados, pode-se destacar 0s
moduladores epigenéticos, como o VPA. Este farmaco é amplamente utilizado no
tratamento do TB e possui um efeito de supressao da atividade da HDAC, a qual tem
sido um alvo com grande enfoque para o tratamento deste transtorno (Hoertel et al.,
2013; Fass et al, 2014; Peedicayil, 2014; Brady e Keshavan, 2015;
Konstantakopoulos et al., 2015). Diversos agentes possuem efeito inibitério sobre

essa enzima, consequentemente, aumentando a acetilacdo de histonas e facilitando
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a transcricdo de proteinas responsaveis pela homeostase e funcionamento
adequado dos neurdnios (Camelo et al., 2005).

O inibidor de HDAC mais estudado nos transtornos do humor é o butirato de
sédio (BS), um acido graxo volatil com cadeia de quatro carbonos de baixo peso
molecular. O BS é um inibidor ndo especifico das HDACs, com estrutura similar ao
do VPA (Chiu et al., 2013). Apesar de ainda néo ser aplicado na clinica, estudos
recentes indicam que BS, assim como o VPA, modula a cognicdo e o
comportamento, através de mecanismo epigenéticos (Machado-Vieira et al., 2011),
apontando seu potencial para aplicagdo nos transtornos do humor.

De fato, estudos pré-clinicos demonstraram que o BS possui efeito do tipo anti-
depressivo em roedores machos e fémeas submetidos a modelos animais de
depressao (Schroeder et al., 2007; Zhu et al., 2009, Valvassori et al., 2014). Além
disso, o BS também foi capaz de reverter comportamentos maniacos em animais
submetidos ao modelo animal de mania induzido por anfetamina (Arent et al., 2011,
Varela et al., 2015). Esses e outros estudos indicam um potencial efeito estabilizador
do humor do BS (Resende et al.,, 2013). Entretanto, sua aplicacdo a longo prazo
pode estar relacionada a alguns efeitos colaterais como teratogénese e morte celular
(Fucic et al., 2010; Khan et al., 2011), sendo necessario maiores estudos sobre os

mecanismos de a¢ado dessa substancia.

1.4 MODELOS ANIMAIS DE MANIA E DEPRESSAO

A grande lacuna no conhecimento sobre a neurobiologia e funcionamento
cerebral, associadas as limitacdes éticas e praticas em estudar o cérebro humano in
vivo sdo os fatores que impedem o avanco no estudo sobre a neurobiologia e
fisiopatologia dos transtornos de humor (Nestler e Hyman, 2010). Apesar do avanco
tecnologico das técnicas de neuroimagem nos ultimos anos, as técnicas nédo
invasivas ainda ndo conseguem responder todas as perguntas sobre as disfuncdes
do cérebro humano. Sendo assim, os modelos animais de transtornos psiquiatricos,
mais especificamente os transtornos de humor, sdo uma importante ferramenta para
0 estudo da neurobiologia do TB e TDM (Valvassori et al., 2013).

Ellenbroek e Cools (1990) propuseram que modelos animais validos para os
transtornos psiquiatricos devem demonstrar os trés principais critérios a seguir:
validade de face, validade de constructo e validade preditiva. A validade de face
indica a habilidade do modelo em mimetizar os sintomas de determinada doenca. A
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validade de constructo esta relacionada com a habilidade do modelo em reproduzir
alguns aspectos fisiopatologicos conhecidos da doenca. Por dltimo, a validade
preditiva esta relacionada com a habilidade do modelo em mimetizar o tratamento
farmacoldgico do transtorno (Ellenbroek e Cools, 1990).

O TB possui um curso clinico complexo com alternancias de humor recorrentes
entre episddios maniacos e depressivos, fazendo com que o desenvolvimento de um
modelo animal seja desafiador. Até o presente momento, ndo existe nenhum modelo
estabelecido que consiga mimetizar ambos os polos de humor no mesmo animal.
Entretando, o marco clinico para o TB é a presenca de sintomas maniacos; assim,
estudos pré-clinicos sobre a neurobiologia do TB utilizam modelos que reproduzam
caracteristicas de episoddios maniacos, como a hiperatividade, a hipersexualidade,
comportamentos de risco e a agressividade (Valvassori et al., 2017a).

Diversos estudos tém demonstrado que a administracdo de psicoestimulantes,
especialmente as anfetaminas (amph) sdo capazes de induzir hiperlocomogédo em
animais, além de diversos outros comportamentos do tipo maniacos como
comportamento de risco, agressividade e hipersexualidade (Wang et al., 2013;
Guarraci e Bolton, 2014; Zhou et al., 2015). Essas drogas sdo estimulantes do
sistema nervoso central e agem aumentando a liberacéo de dopamina e inibindo sua
receptacdo e degradacdo (Vasan e Olango, 2018). Uma vez que o aumento da
atividade dopaminérgica € uma das principais hipoteses fisiopatolégicas do TB
(Joyce et al., 1995; Pantazopoulos et al., 2004; Vogel et al., 2004; Zhao et al., 2015),
esse modelo apresenta validade de constructo. Sua validade preditiva é
demonstrada através da capacidade do modelo em responder a estabilizadores do
humor classicos, como o Li e o VPA (Frey et al., 2006).

A injecdo intracerebroventricular (ICV) de ouabaina (OUA) foi descrita como
modelo animal de mania por Li et al. (1997). A microinjecdo de OUA é capaz de
induzir hiperatividade em animais através da inibicdo da enzima Na*/K*-ATPase,
induzindo a despolarizacdo prolongada e aumento da liberacdo de
neurotransmissores. A atividade reduzida dessa enzima também é observada em
pacientes bipolares (Looney e El-Mallakh, 1997), apontando as validades de face e
constructo desse modelo. O tratamento com os estabilizadores do humor Li e VPA
sdo capazes de reverter o comportamento do tipo maniaco, bem como o estresse
oxidativo e a diminuicdo de niveis de neurotrofinas causados pela administracdo de

OUA (Jornada et al., 2010; 2011), mostrando sua validade de constructo.
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O protocolo de privagédo do sono paradoxal (PSP) em camundongos tem sido
considerado um bom modelo animal de mania ambiental, sendo capaz de induzir
comportamentos do tipo maniaco classicos como hiperatividade e comportamento
agressivo (Arent et al.,, 2015; Sung, 2017). Os principais mecanismos que
comprovam a validade de constructo desse modelo s&o as alteragdes no ciclo
circadiano e anormalidade nas sinalizacdes da proteina quinase C (PKC), alteracdes
gue também séo observadas em pacientes (Hahn et al., 2005; Szabo et al., 2009). Li
e VPA também s&o capazes de reverter os sintomas maniacos induzido pela PSP
(Streck et al., 2015; Valvassori et al., 2017b)

O cuidado parental € um comportamento fortemente estabelecido em roedores,
sendo essencial para o desenvolvimento saudavel da prole. O modelo animal de
depressao induzido por privagdo materna (PM), descrito primeiramente por Levine et
al. (1967), baseia-se na restricdo do cuidado materno para induzir comportamentos
do tipo depressivo em animais adultos, ap0s periodos de separa¢cdo materna no
inicio da vida, mimetizando a incidéncia de depressdo apdés esse gatilho em
pacientes. Esse modelo é capaz de induzir varios comportamentos do tipo
depressivo, como aumento no tempo de imobilidade nos testes de nado forcado e
suspensao pela cauda e diminuicdo do consumo de alimento doce. Além disso, 0
modelo também consegue mimetizar algumas alteracdes fisiopatolégicas como dano
no metabolismo energético, aumento do estresse oxidativo, desregulacdo imune e
diminuicdo dos niveis de neurotrofinas (Marco et al., 2015). O tratamento com
antidepressivos classicos como imipramina e tianeptina sdo capazes de reverter
todas essas alteracfes, comprovando a validade preditiva desse modelo (Della et
al., 2013; Réus et al., 2013).

Como descrito anteriormente, o estresse na vida adulta pode ser um dos gatilhos
para o desenvolvimento do TDM em pacientes, o modelo de depressao induzido por
estresse crénico moderado (ECM), descrito originalmente por Katz (1981), baseia-se
nessa premissa para induzir comportamento depressivo em roedores. Apos a
exposicdo cronica diaria a diferentes e imprevisiveis estimulos estressores, 0s
animais passam a expressar comportamentos do tipo depressivo, como aumento no
tempo de imobilidade no teste de nado forcado e de suspensdo pela cauda e
diminuicdo no consumo de alimento doce. Essas alteragcdes sdo acompanhadas por
aumento do estresse oxidativo, alteragcdes mitocondriais, aumento dos niveis de

corticosterona, diminuicdo dos niveis de fatores neurotroficos e alteragbes imunes
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(Willner, 2016). Essas alteracbes também s&o revertidas ap0s o tratamento com
antidepressivos classicos, como a imipramina e citalopram (Papp et al., 2017; Willner
et al., 2018).

1.5 JUSTIFICATIVA

E importante que alguns pontos sejam ressaltados: 1) o tratamento dos
transtornos do humor ndo é totalmente eficaz; 2) a etiologia dos transtornos do
humor parece envolver fatores genéticos e ambientais, apontando para o
envolvimento das alteracfes epigenéticas em sua fisiopatologia; e 3) os inibidores
de HDAC possuem um potencial promissor como moduladores do humor; entretanto,
seus mecanismos de acdo ainda ndo sdo completamente conhecidos. Portanto, € de
extrema importancia conhecer as alteracées epigenéticas induzidas pelo BS em
modelos animais de mania e depressao, afim de melhor descrever a fisiopatologia
desses transtornos, bem como novas possibilidade de abordagens terapéuticas para

0S mesmaos.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar os efeitos dos inibidores de HDAC sobre comportamento e alteracdes
epigenéticas em ceérebro de ratos submetidos a modelos animais de mania e

depressao.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1- Avaliar os efeitos do tratamento com BS e VPA sobre a atividade locomotora e
exploratdria de animais submetidos aos modelos animais de mania induzidos por
dextro anfetamina (d-amph), OUA e PSP.

2- Avaliar os efeitos do tratamento com BS sobre o comportamento do tipo
depressivo em ratos submetidos aos modelos animais de depressdo induzidos por
ECM e PM.

3- Avaliar os efeitos do tratamento com BS e VPA sobre a atividade de HDAC, HAT
e DNMT no cértex frontal, hipocampo e estriado de animais submetidos aos modelos

animais de mania induzido por d-amph OUA e PSP.

4- Avaliar os efeitos do tratamento com BS sobre a atividade de HDAC, HAT e
DNMT no cortex frontal, hipocampo e estriado de ratos submetidos aos modelos

animais de depressao induzidos por ECM e PM.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 ANIMAIS EXPERIMENTAIS

Nesse estudo foram utilizados 154 ratos Wistar adultos machos; 10 ratas
Wistar adultas fémeas e 42 camundongos black C57BL/6 adultos machos
provenientes do biotério da UNESC. Os animais foram mantidos em um ciclo
claro/escuro de 12 horas, com livre acesso a agua e comida e o0 ambiente mantido a
temperatura de 23 + 1° C.

Todos os procedimentos experimentais foram realizados de acordo com as
recomendacgfes internacionais para o cuidado e o uso de animais de laboratorio,
além das recomendacbes para o0 uso de animais da Sociedade Brasileira de
Neurociéncias e Comportamento (SBNeC). Os protocolos foram iniciados somente
ap6s a aprovacdo do Comité de Etico no Uso de Animais da UNESC (CEUA-
UNESC) sob os protocolos de nimero 102/2012 e 007/2016-1.

3.2 DESENHOS EXPERIMENTAIS

3.2.1 Modelo animal de maniainduzido por d-amph
O presente protocolo experimental teve duragcdo de 14 dias e mimetizou o

tratamento de um episédio de mania aguda e foi primeiramente descrito por Frey et
al. (2006). Nesse protocolo, ratos Wistar machos foram submetidos a injecdes
intraperitoneais (i.p.) diarias de d-amph, na concentracdo de 2 mg/kg, ou solucao
salina (Sal) para o grupo controle, durante 14 dias. Do oitavo ao décimo quarto dia,
além das inje¢cBes de d-amph, os animais foram tratados com duas injecdes i.p.
diarias de VPA (Sanofi-Aventis, Brasil) (200mg/kg), BS (Sigma-Aldrich, USA)
(600mg/kg) ou Sal afim de reverter o comportamento do tipo maniaco. No décimo
quinto dia, vinte quatro horas apos as ultimas injeces, 0os animais receberam uma
Unica injecdo de d-amph, e duas horas apds foram submetidos ao teste
comportamental (Figura 4). Dessa forma, foram utilizados 48 animais divididos em 6
grupos (Sal+Sal, Sal+VPA, Sal+BS, AMPH+Sal, AMPH+VPA e AMPH+BS). Todas
as substancias foram administradas em um volume de 1mL/kg. A concentracdo de d-
amph, VPA e BS foram baseadas em estudos prévios (Frey et al., 2006; Jornada et
al., 2010; Moretti et al., 2011; da-Rosa et al., 2012).
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Figura 4: Esquema do protocolo do modelo animal de mania induzido por dextro-anfetamina (d-
amph). Os animais receberam, diariamente, uma injecdo de d-amph ou salina (Sal). Do oitavo ao
décimo quarto dia, além das injec6es de metanfetamina, os animais foram tratados com duas
injecdes intraperitoneais diarias de valproato (VPA), butirato de sédio (BS) ou sal. No décimo quinto
dia os animais receberam uma Unica dose de d-amph ou salina e duas horas apdés, foram submetidos
ao teste de campo aberto. Fonte: Do autor.

3.2.2 Modelo animal de maniainduzido por PSP
O protocolo de privagéo for previamente descrito por Armani et al. (2012). O

presente estudo adotou o periodo de privacdo do sono de 36h, uma vez que esse
periodo aumenta a atividade locomotora em animais, que é considerada um
comportamento do tipo maniaco. Nesse protocolo, camundongos machos receberam
injecoes i.p. de salina, VPA ou BS durante 7 dias, duas vezes ao dia. A PSP iniciou
no sexto dia de tratamento as 18:00 horas. Os camundongos foram dispostos em 5
animais por caixa (38x31x17cm), cada caixa possuia 12 plataformas (3.5cm de
diametro). Na mesma caixa foi adicionado um volume de agua de 2 centimetros de
altura, obrigando os animais a ficarem sobre as plataformas. Os animais poderiam
se movimentar livremente de uma plataforma para outra. Assim, quando os animais
entravam na fase paradoxal do sono, devido a atonia muscular, eles eram
acordados caindo na 4gua. Comida e agua foram disponibilizados a vontade durante
todo o protocolo de privacdo. Os animais do grupo controle foram expostos as
mesmas condi¢cdes experimentais; entretanto, ndo havia dgua no fundo da caixa.
Apbs o periodo de privagdo, os animais foram acondicionados em uma caixa com
maravalha seca durante 5 minutos e logo apés foram submetidos ao teste de campo
aberto (Figura 5). Dessa forma, foram utilizados 42 animais divididos em 6 grupos
(Controle+Sal, Controle+VPA, Controle+BS, PSP+Sal, PSP+VPA e PSP+BS).
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Figura 5: Esquema do protocolo do modelo animal de mania induzido por privacéo do sono paradoxal
(PSP). Os animais receberam, diariamente, duas injecdes de valproato (VPA), butirato de sodio (BS)
ou sal durante 7 dias. A partir das seis horas da tarde do sexto dia foi iniciado o protocolo de privacéao
de sono de 36 horas. No oitavo dia os animais foram submetidos ao teste de campo aberto. Fonte: Do
autor.

3.2.3 Modelo animal de mania induzido por OUA
O modelo de OUA foi realizado segundo descrito por Jornada et al. (2010),

mimetizando o tratamento de reversdo de um episodio agudo de mania. Nesse
protocolo, os ratos Wistar machos foram anestesiados via intramuscular com
cetamina (80 mg/kg) e xilasina (10 mg/kg) em uma propor¢gao de 2:1
respectivamente, com um volume de 1ml/kg. Em um aparelho estereotaxico, a pele
do crénio dos animais foi removida e, através de um orificio de 2mm de didmetro no
cranio do animal, uma canula guia de calibre 27 e 9mm de comprimento foi
implantada a 0.9mm posterior ao bregma, 1.5mm a direita da linha central e 2.6mm
ventralmente em relagdo a superficie do cranio (1.0mm acima do ventriculo cerebral
lateral). A canula foi fixada com cimento acrilico dental e os animais permaneceram
em repouso durante 3 dias sem serem manipulados.

Apbés a recuperacdo, 0S animais receberam uma Unica injecao
intracerebroventricular de 5ul de OUA na concentracdo de 10-3M, diluida em liquor
artificial (aCSF — do inglés artificial cerebrospinal fluid) ou 5ul de aCSF para o grupo
controle. Para isso, uma canula de calibre 30 foi colocada dentro da canula guia e
conectada a uma microseringa, através de um tubo de polietileno. A ponta da canula
de infusdo sobressaia 1.0mm além da cénula guia, alcangcando o ventriculo cerebral
lateral direito. A partir do dia seguinte a injecdo de OUA ou aCSF, os ratos foram
tratados durante 7 dias com injecdes i.p. de salina, VPA ou BS duas vezes ao dia.
Vinte e quatro horas apoés a ultima injecdo, os animais foram submetidos ao teste de
campo aberto (Figura 6). Dessa forma, foram utilizados 42 animais, divididos em 6
grupos (aCSF+Sal, aCSF+VPA, aCSF+BS, OUA+Sal, OUA+VPA e OUA+BS).
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Figura 6: Esquema do protocolo do modelo animal de mania induzido por ouabaina (OUA). No
primeiro dia os animais foram submetidos a cirurgia estereotaxica para implantacéo da canula guia no
ventriculo lateral direito. No quarto dia os animais receberam uma Unica injecdo
intracerebroventricular de OUA ou liquor artificial (aCSF). Do quinto ao décimo primeiro dia, os
animais foram tratados com duas injecdes intraperitoneais diarias de valproato (VPA), butirato de
sédio (BS) ou salina (Sal). Vinte e quatro horas apds a Ultima injecdo, os animais foram submetidos
ao teste de campo aberto. Fonte: Do autor.

3.2.4 Modelo animal de depresséao induzido por PM

A PM foi realizada de acordo com Mello et al. (2009). Nesse protocolo os
animais foram privados da presenca da mae por 180 minutos por dia do primeiro dia
pés-natal (DPN) até o 10° DPN. O protocolo de PM foi realizado retirando a mée da
gaiola. Os filhotes eram mantidos na gaiola (com o odor da mée). Apds cada sessao
de PM as mées eram colocadas nas suas respectivas gaiolas novamente. Os
animais controle permaneceram em suas gaiolas juntamente com suas maes
durante todo o periodo po6s-natal. No 21° DPN, os ratos de ambos os grupos,
controle e privado, foram desmamados.

O BS ou Sal foram injetados i.p. duas vezes ao dia, durante sete dias, apos
0s animais alcancarem dois meses de idade. Os tratamentos foram administrados
num volume de 1mL/kg. No ultimo dia de tratamento, os animais foram submetidos a
sessdo de treino de nado forcado antes de receberem a injecdo. Vinte e quatro
horas ap0s o treino, os animais foram submetidos a sessao de teste do nado for¢cado
(descrito na secédo de testes comportamentais) (Figura 7). Os animais foram
randomicamente divididos nos grupos PM e controle antes do inicio do tratamento.
Para o desenvolvimento desse estudo, foram utilizados 32 animais (n=8), separados
em quatro grupos, como descritos a seguir: 1) Controle+Sal; 2) Controle+BS; 3)
PM+Sal; 4) PM+BS.
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Figura 7: Esquema do protocolo do modelo animal de depresséo induzido por privacdo materna
(PM). Os animais foram privados da presenca materna durante 3 horas por dia nos 10 primeiros dias
poés-natal (DPN). Quando completaram 60 dias, os animais receberam duas injecdes diarias de
butirato de sodio (BS) ou solucgéo salina (Sal) durante 7 dias. No dltimo dia de tratamento os animais
foram submetidos ao treino do nado forcado e 24 apds ao teste do nado forcado. Fonte: Do autor.

3.2.5 Modelo animal de depresséao induzido por ECM
O protocolo de ECM foi realizado de acordo com Gamaro et al. (2003). Os

animais estressados foram submetidos a quarenta dias de situacdes imprevisiveis
de estresse leve utilizadas para avaliar o comportamento do tipo depressivo em
ratos tratados com BS ou Sal. Os tipos de estressores e o tempo de aplicacédo de

cada um estéo descritos no quadro abaixo:

Tempo de exposicdo ao estresse Estressor
24 horas Privacdo de comida
24 horas Privacdo de agua
1-3 horas Contencéao
1,5-2 horas Contencédo a 4°C
120-210 minutos Exposicao a luz estroboscopica
2-3 dias isolamento

Os animais foram submetidos aos estimulos estressores em diferentes
periodos todos os dias, a fim de minimizar a previsibilidade. A contencdo foi
realizada acondicionando o animal em tubos de plastico, sem espaco para
movimentar-se, permanecendo imobilizado durante todo o processo. A exposicao a
luz estroboscépica foi conduzida colocando o animal em uma caixa com uma
lampada intermitente de 40 watts com frequéncia de 60 flashs por minuto.

BS ou Sal foram injetados i.p. duas vezes ao dia, durante 7 dias apds o
termino do protocolo de ECM. Todos os tratamentos foram administrados em um
volume de 1mL/kg. No ultimo dia de tratamento os animais foram submetidos a
sessao de treino de nado forcado antes de receberem a injecdo. Vinte e quatro
horas apds o treino, os animais foram submetidos a sessao de teste do nado for¢cado

(Figura 8). Para o desenvolvimento desse protocolo, foram empregados 32 animais
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(n=8), com quatro grupos, como descritos a seguir: 1) Controle+Sal; 2) Controle+BS;
3)ECM+Sal; 4) ECM+BS.

40 dias | 7 dias | 24 h |
ECM ou controle | BS ou Sal l l

Treino Teste
Nado Nado
forcado forgado

Figura 8: Esquema do protocolo do modelo animal de depressdo induzido por estresse cronico
moderado (ECM). Ratos adultos foram submetidos a 40 dias de estresse diario. Apés o termino do
protocolo de ECM os animais foram tratados com duas injec8es diarias de butirato de sédio (BS) ou
solugdo salina (Sal) durante 7 dias. No Ultimo dia de tratamento os animais foram submetidos ao
treino do nado forgado e 24 apds ao teste do nado forcado. Fonte: Do autor.

3.3 TESTES COMPORTAMENTAIS

3.3.1 Teste do campo aberto
A atividade locomotora e exploratoria foram avaliadas através do teste de

campo aberto, que consiste em uma caixa de 40 x 60 cm para ratos e 40 x 40 cm
para camundongos, cercada por paredes de 50 cm de altura feitas de madeira
compensada branca, com uma parede de vidro frontal e assoalho dividido em 9
retdngulos iguais por linhas pretas. Os animais foram colocados delicadamente no
quadrante posterior esquerdo, para explorar livremente a arena durante cinco
minutos. A atividade locomotora foi calculada contando, com ajuda de contadores, o
namero de cruzamentos feito pelo animal entre as linhas pretas. A atividade
exploratéria foi calculada contando a quantidade de levantamentos quando os
animais ficam apoiados nas patas traseiras (Figura 9).

3.3.2 Teste de nado forcado

O teste de nado forcado foi realizado de acordo com a descricdo de Porsolt et
al (1977). Esse teste envolve duas sessdes denominadas treino e teste, realizados
em um tanque de formato cilindrico cheio de 4gua a uma temperatura de + 26°C e
profundidade o suficiente para o animal ndo conseguir tocar o fundo do tanque ou
escapar. Na sessao de treino, o animal é colocado na agua e deixado nadar
livremente durante 15 minutos. 24 horas apés o treino, o animal é recolocado no
tanque para a sessao de teste. Nessa sessao € contado o tempo em que o animal

nada pelo cilindro (natagdo), o tempo que o animal fica imével na 4gua, sem a
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intencdo de nadar (imobilidade), e o tempo que o animal tenta escalar as paredes do
cilindro com a intencdo de escapar da arena (escalada) (Figura 10). Esse

comportamento é uma representacao da desmotivacao vista em pacientes.

CRUZAMENTO LEVANTAMENTO

Figura 9: Representacdo dos pardmetros de cruzamento e levantamento avaliados no teste de
campo aberto. Fonte: Modificado de Valvassori et al., 2017a.

IMOBILIDADE NATACAO ESCALADA

Figura 10: Representacdo dos parametros de imobilidade, natacdo e escalada avaliados no teste de
nado forcado. Fonte: Modificado de Valvassori et al., 2017a

3.4 ANALISES BIOQUIMICAS

Imediatamente apds os testes de campo aberto e nado forcado, os animais
foram mortos por decapitacdo (para ratos) ou deslocamento cervical (para

camundongos) e o cérebro dissecado em cortex frontal, hipocampo e estriado, de
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acordo com o método descrito por Glowinski e Iversen (1965). As amostras de tecido
cerebral foram acondicionadas em microtubos previamente identificados e
imediatamente congeladas em nitrogénio liquido. Logo apds, as amostras foram

armazenadas a -80 °C para posterior andalise bioguimica.

3.4.1 Preparacao dos extratos nucleares

Primeiramente, todas as amostras de tecido cerebral foram submetidas ao
protocolo de extragdo nuclear. O protocolo de extragdo nuclear foi realizado através
do kit EpiQuik Nuclear Extraction Kit de acordo com as instru¢cdes do fabricante
(EPIGENTEK®, USA).

Resumidamente, as amostras de tecido cerebral foram pesadas, fatiadas em
pequenos pedacos e homogeneizados em tampao de lise citoplasmatico contendo
ditiotreitol (DTT) e inibidores de protease. A suspensao foi mantida em gelo durante
15 minutos e depois centrifugada a 250 x g durante 5 min a 4 °C. O sobrenadante,
fracdo citosolica, foi descartado e o sedimento foi ressuspenso em dois volumes de
tampdo de lise citoplasmético gelado. A suspensao foi homogeneizada utilizando
uma ponteira de 200ul e centrifugada em 8000 x g durante 20 min a 4 °C. O
sedimento resultante continha a porcdo nuclear da célula lisada. O sedimento foi
ressuspenso em tampédo de extracdo nuclear contendo inibidores de protease e
DTT, e a suspenséo foi homogeneizada com uma ponteira de 200ul. A amostra
resultante foi mantida em agitacéo lenta durante 30-60 min num agitador orbital, a 4
°C. Apos, a suspensédo nuclear foi centrifugada em 16000 x g durante 5 min a 4 °C.
O sobrenadante contendo o extrato nuclear foi transferido para dois microtubos, o
primeiro tubo contendo uma aliquota de 20 pl para andlise de concentracdo de
proteina, e o segundo tubo contendo o restante do sobrenadante para as
posteriores analises enzimaticas. Ambos os tubos foram armazenados a -80°C até o
momento dos ensaios seguintes. A concentracdo de proteinas foi determinada pelo
meétodo descrito por Lowry et al. (1951).

3.4.2 Avaliagéo da atividade da HDAC

Os extratos nucleares foram submetidos a um ensaio para a avaliagcdo da
atividade das HDACs através do kit de deteccdo colorimétrica EpiQuik HDAC
Activity/Inhibition Assay Kit de acordo com as instrucdes do fabricante
(EPIGENTEK®, USA). O EpiQuik HDAC Activity/Inhibition Assay Kit foi desenvolvido
para mensuracao total de atividade de HDAC, nessa analise, o Unico substrato de

histona acetilada € capturado estavelmente nos pocos da microplaca. As HDACs
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ativas se ligam e desacetilam o substrato de histona. O restante de substrato ndo
desacetilado pode ser reconhecido com um anticompor de histona acetilada de alta
afinidade. A quantidade de histona n&do desacetilada, que € inversamente
proporcional a atividade de HDAC, é entdo quantificada colorimetricamente atraves
de uma reacdo do tipo ensaio de imunodetec¢do enzimatica (ELISA — do inglés
Enzyme-Linked Immunosorbent Assay).

Resumidamente, uma placa de 96 pocos, foi pré-incubada com 50 pl de
tampéo de ensaio de HDAC mais substrato de ensaio de HDAC durante 60 minutos
a temperatura ambiente. Concomitantemente, uma curva padrdo foi feita com
diluicdes em série de substratos do kit de HDAC e controles positivos e negativos
foram adicionados a placa. Apés a incubacéo os pocos foram lavados com tampéao
de lavagem e 2ul de cada amostra de extrato nuclear foram pipetados nos pocos e
incubados por 60 minutos a uma temperatura de 37°C. Apdés o periodo de
incubacdo, os pocos foram novamente lavados com tampao de lavagem e
incubados a temperatura ambiente com 50ul de anticorpo de captura por 60 minutos
em um agitador orbital (50-100rpm). Os pocos foram lavados com tampédo de
lavagem e incubados a temperatura ambiente com 50ul de anticorpo de deteccgao
por 30 minutos. Os pogos foram lavados com tampéo de lavagem e incubados a
temperatura ambiente e protegidos da luz com 100ul de solucéo de desenvolvimento
por 2-10 minutos (o tempo de incubacgéo variou de acordo com a desenvolvimento
da coloracéo azul na curva padrédo e nas amostras). Apés a incubacéo foi adicionado
50ul de stop solution em cada poco e a leitura colorimétrica foi realizada
imediatamente apds em um leitor de placas de ELISA, em um comprimento de onda
de 450 nm (O protocolo esta exemplificado na Figura 11).

ApoGs a leitura de absorbancia, atividade de HDACs em ng/h/ml foi entéo
calculada através seguinte formula:

[DO (controle - branco) — DO (amostra — branco)] o
Atividade de HDAC (ng/h/ml) = x diluigdo da amostra
Curva x tempo de reacao (1h)
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Extratos nucleares

P Incubagdo com substrato e tampéao
de ensaio por 60-90 minutos

Adigdo do anticorpo de
- captura

Adigdo do anticorpo de
detecgdo

Adigdo da solugdo de desenvolvimento
para mudanga de coloragdo e
mensuragao da absorbancia

Figura 11: Esquema do procedimento das analises do EpiQuik HDAC Activity/Inhibition Assay Kit;
EpiQuik DNA Methyltransferase (DNMT) Activity/Inhibition Assay Kit e EpiQuik HAT Activity/Inhibition
Assay Kit Fonte: Modificado de EPIGENTEK®, 2015

3.4.3 Avaliacédo da atividade da DNMT

Os extratos nucleares foram submetidos a um ensaio para a avaliacdo da
atividade das DNMTs, através do kit de deteccdo colorimétrica EpiQuik DNA
Methyltransferase (DNMT) Activity/Inhibition Assay Kit de acordo com as instrucdes
do fabricante (EPIGENTEK®O, USA). Nessa analise, o substrato universal de DNMT
€ estavelmente aderido nos pocos de uma microplaca. As enzimas DNMT
transferem um grupamento metil do adomet para a citosina do substrado de DNA
metilado, e o DNA metilado pode ser reconhecido com um anticorpo anti-5-
metilcitosina. A quantidade de DNA metilado, que é proporcional a atividade
enzimatica, foi entdo analisada através de uma reacdo do tipo ELISA, lendo a
absorbancia na microplaca.

Resumidamente, em uma placa de 96 pocos, 3ul de extrato nuclear foram
incubados com 24l de tampé&o de ensaio e 3l de substrato de ensaio (s-adenosil-I-
metionina) durante 90 minutos a 37°C. Concomitantemente aos extratos nucleares,
uma curva padrao foi feita com diluicdes em série de substratos do kit de DNMT e
controles positivos e negativos foram adicionados a placa. ApGs a incubacao os
pocos foram lavados com tampéao de lavagem e em seguida incubados com 50ul de
anticorpo de captura a temperatura ambiente por 60 minutos em agitador orbital (50-
100rpm). Apés essa incubagdo os pocgos foram lavados com tampéo de lavagem e
novamente incubados com 50ul de anticorpo de deteccdo a temperatura ambiente
por 60 minutos. Apds a incubacao os pocos foram lavados com tampéao de lavagem

e incubados com 100ul de solucdo de desenvolvimento a temperatura ambiente e
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protegidos da luz por 2-10 minutos (o tempo de incubacéo variou de acordo com a
desenvolvimento da coloracdo azul na curva padrdo e nas amostras). Apos a
incubacéao foi adicionado 50l de stop solution em cada poco e a leitura colorimétrica
foi realizada imediatamente ap6s em um leitor de placas de ELISA, em um
comprimento de onda de 450 nm (O protocolo de ELISA estd exemplificado na
Figura 11).

Apos a leitura de absorbancia, a atividade de DNMTs em DO/h/mg foi entéo
calculada através seguinte formula:

DO amostra— DO branco
Atividade de DNMT (DO/h/mg) = - x 1000
Concentragao de proteina (ug) x tempo de reagao

3.4.4 Avaliacéo da atividade da HAT

Os extratos nucleares foram submetidos a um ensaio para a avaliacdo da
atividade das HATs através do kit de deteccdo colorimétrica EpiQuik HAT
Activity/Inhibition Assay Kit de acordo com as instrucdes do fabricante
(EPIGENTEK®, USA). O EpiQuikTM HAT Activity/Inhibition Assay Kit é utilizado para
mensurar a atividade total de HAT. Em uma analise com esse kit, 0 substrato de
histona é estavelmente capturado nos pocos. As HATSs ativas se ligam e acetilam o
substrato de histona. O substrato acetilado pode ser reconhecido com um anticorpo
anti-histona acetilada de alta afinidade. A razdo ou quantidade de histona acetilada,
que ¢é diretamente proporcional a atividade enziméatica de HAT, foi entdo
colorimetricamente quantificada através de uma reacédo do tipo ELISA.

Resumidamente, uma placa de 96 pocos foi pré-incubada com 50 pl de
substrato de HAT durante 45 minutos a temperatura ambiente. Concomitantemente,
uma curva padréo foi feita com diluicbes em série de substratos do kit de HDAC e
controles positivos e negativos foram adicionados a placa. Ap6s a incubacao os
pocos foram lavados com tampdo de lavagem. 2ul de extrato nuclear foram
pipetados em cada pocgo, juntamente com 26l de tampao de ensaio de HAT e 2ul
de Acetil-CoA e incubados a 37°C por 60 minutos. Os pogos foram lavados com
tampao de lavagem e incubados com 50ul de anticorpo de captura a temperatura
ambiente por 60 minutos em agitador orbital. Os poc¢os foram lavados com tampéao
de lavagem e incubados com 50pl de anticorpo de detecgao a temperatura ambiente
por 30 minutos. Apos a incubacdo os pocos foram lavados com tampé&o de lavagem

e incubados novamente com 100ul de solugédo de desenvolvimento a temperatura
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ambiente e protegidos da luz por 2-10 minutos (o tempo de incubacéo variou de
acordo com a desenvolvimento da coloracdo azul na curva padrdo e nas amostras).
Apés a incubacdo foi adicionado 50ul de stop solution em cada poco e a leitura
colorimétrica foi realizada imediatamente ap6s em um leitor de placas de ELISA, em
um comprimento de onda de 450 nm (O protocolo de ELISA esta exemplificado na
Figura 11).

Apoés a leitura de absorbancia, atividade de HDAC em ng/h/mg foi ent&o
calculada através seguinte formula:

o DO amostra — DO branco
Atividade de HAT (ng/h/mg) = - - - x 1000
Curva x tempo de reagéo (h) x concentragéo de proteina (ug)

3.5 ANALISE ESTATISTICA

As analises estatisticas dos dados de comportamento e das atividades
enziméticas foram realizadas nos softwares SPSS 20 (IBM®) e STATISTICA 8
(Statsoft®). Teste de Shapiro-wilk foi realizado para avaliar se os resultados
possuiam distribuicdo normal. As diferencas entre os grupos foram determinadas por
analise de variancia de duas vias (ANOVA) seguida pelo pos-hoc de Tukey. Um
valor de p<0,05 foi considerado como estatisticamente significativo. Os graficos
foram gerados no software Prism 6 (GraphPad®) e os dados estdo apresentados em
média (barras) e erro da média (barras de erro).

As correlacbes foram analisadas através do teste de Pearson no software
Prism 6 (GraphPad®). O coeficiente de correlagcdo de Pearson foi usado para
analisar a forca da relacdo entre as variaveis, classificano o valor de r2 da seguinte
forma: 0-0.19 = muito fraca; 0.2-0.39 = fraca; 0.4-0.65 = moderada; 0.7-0.89 = forte;
0.9-1.0= muito forte. Em todas as comparac¢des um valor de p<0,05 foi considerado

como estatisticamente significante.



45

4 RESULTADOS
4.1 MODELO ANIMAL DE MANIA INDUZIDO POR D-AMPH

A Figura 12 demonstra os efeitos comportamentais dos inibidores de HDAC
no modelo animal de mania induzido por d-amph. A administracdo repetida de d-
amph aumentou o nimero de cruzamentos e levantamentos dos animais, quando
comparado ao grupo controle. O tratamento com ambos os inibidores de HDAC,
VPA e BS, foram capazes de reverter a hiperatividade induzida por d-amph. E

interessante notar que VPA e BS per se ndo afetaram o comportamento no grupo

controle.
100-
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Figura 12: Efeitos do valproato (VPA) e do butirato de sddio (BS) sobre o nimero de cruzamentos e
levantamentos, no teste de campo aberto, de ratos submetidos ao modelo animal de mania induzido
por dextro-anfetmina (d-amph). As barras representam média + erro padrdo; *=p<0,05 comparado
com grupo Sal+Sal; #=p<0,05 comparado com o grupo d-amph+Sal, de acordo com o ANOVA de
duas vias, seguido pelo post-hoc de Tukey.

Dados do ANOVA de duas vias para a administracdo de d-amph:
[cruzamentos: F(1,42)=52,860, p<0,001; levantamentos: F(1,42)=13,2843, p<0,001];
para o tratamento com VPA ou BS [cruzamentos: F(2,42)=44,937, p<0,001;
levantamentos: F(2,42)=28,3355, p<0,001] e para a interacdo entre d-amph e
tratamentos [cruzamentos: F(2,42)=28,902, p<0,001; levantamentos:
F(2,42)=21,8175, p<0,001].

A figura 13 demonstra a atividade de HDAC no coértex frontal (figural3A),
hipocampo (figural3B) e estriado (figural3C) de ratos. A administracdo de VPA e BS
per se diminuiram a atividade de HDAC em todas as estruturas cerebrais. A
administracdo cronica de d-amph foi capaz de aumentar a atividade de HDAC no
hipocampo e estriado, mas ndo no cortex frontal, quando comparado com o0 grupo

controle. VPA foi capaz de reverter essa alteragdo causada por d-amph no
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hipocampo e estriado. BS foi capaz de reverter essa alteragdo em todas as
estruturas. Como demonstrado na figura 14, d-amph aumentou atividade de DNMT
no cortex frontal (figura 14A), hipocampo (figura 14B) e estriado (figura 14C). Tanto o
tratamento com VPA quanto BS foi capaz de reverter essa alteragdo em todas as
trés estruturas cerebrais. Nenhuma alteracdo foi observada em atividade de HAT
(figura 15).
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Figura 13: Efeitos do valproato (VPA) e do butirato de sédio (BS) sobre a atividade de histona
deacetilase (HDAC) no cortex frontal (A), hipocampo (B) e estriado (C) de ratos submetidos ao
modelo animal de mania induzido por dextro-anfetamina (d-amph). As barras representam meédia +
erro padrdo; *=p<0,05 comparado com o grupo Sal+Sal; #=p<0,05 comparado com o grupo d-
amph+Sal, de acordo com ANOVA de duas vias seguido pelo post-hoc de Tukey.
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Figura 14: Efeitos do valproato (VPA) e do butirato de sodio (BS) sobre a atividade de DNA
metiltransferase (DNMT) no cortex frontal (A), hipocampo (B) e estriado (C) de ratos submetidos ao
modelo animal de mania induzido por dextro-anfetamina (d-amph). As barras representam média +
erro padrdo; *=p<0,05 comparado com o grupo Sal+Sal; #=p<0,05 comparado com o grupo d-
amph+Sal, de acordo com ANOVA de duas vias seguido pelo post-hoc de Tukey.
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Figura 15: Efeitos do valproato (VPA) e do butirato de sédio (BS) sobre a atividade de Histona
acetiltransferase (HAT) no cortex frontal (A), hipocampo (B) e estriado (C) de ratos submetidos ao
modelo animal de mania induzido por dextro-anfetamina (d-amph). As barras representam media +
erro padréo.

Dados do ANOVA de duas vias para a administracdo de d-amph: [HDAC
cortex frontal: F(1,24)=16,5816, p<0,001; HDAC hipocampo: F(1,24)=2,5526,
p=0,123; HDAC Estriado: F(1,24)=85,5294, p<0,001; DNMT cértex frontal:
F(1,24)=23,177, p<0,001; DNMT hipocampo: F(1,24)=12,6236, p=0,001; DNMT
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estriado: F(1,24)=3,10624, p=0,090]; para tratamento com BS ou VPA [HDAC cortex
frontal: F(2,24)=56,8182, p<0,001; HDAC hipocampo: F(2,24)=57,0130, p<0,001;
HDAC estriado: F(2,24)=181,1033, p<0,001; DNMT cortex frontal: F(2,24)=8,540,
p=0,001; DNMT hipocampo: F(2,24)=15,9040, p<0,001; DNMT estriado:
F(2,24)=1,97546, p=0,160] e para interacdo entre administracdo de d-amph vs
tratamentos [HDAC coértex frontal: F(2,24)=9,9678, p<0,001; HDAC hipocampo:
F(2,24)=1,8223, p=0,183; HDAC estriado: F(2,24)=15,1251, p=0,001; DNMT cortex
frontal: F(2,24)=10,147, p<0,001; DNMT hipocampo: F(2,24)=12,3906, p<0,001;
DNMT estriado: F(2,24)=2,13177, p=0,140].

A figura 16 demonstra a correlacdo entre o numero de cruzamentos e
atividade de HDAC e atividade de DNMT em todas as estruturas cerebrais avaliadas.
Como pode ser observado, existe uma correlacdo positiva estatisticamente
significativa entre o nimero de cruzamento vs. atividade de HDAC (figura 16A, 16B e
16C) e entre 0o numero de cruzamentos vs atividade de DNMT (figura 16D, 16E e
16F) no cortex frontal, hipocampo e estriado. A correlacdo entre atividade HDAC e
atividade DNMT também € demonstrada na figura 16. Os resultados demonstram
gue existe uma correlacao positiva entre atividade de HDAC e atividade de DNMT no
cortex frontal, hipocampo e estriado (figura 16G, 16H e 16l).

Dados da correlagdo para atividade de HDAC vs numero de cruzamentos
[cOrtex frontal: r2=0,4284 (moderada), p<0,001; hipocampo: r2=0,1803 (muito fraca),
p=0,0194; estriado: r2=0,4287 (moderada), p<0,001]; para atividade de DNMT vs
namero de cruzamentos [cortex frontal: r?=0,5588 (moderada), p<0,0001;
hipocampo: r?=0,4757 (moderada), p<0,0001; estriado: r?= 0,5196 (moderada),
p<0,0001]; para atividade HDAC vs atividade de DNMT [cOrtex frontal: r2= 0,3549
(fraca), p<0,001; Hipocampo: r?= 0,2145 (fraca), p=0,01; estriado: r>= 0,4786
(moderada), p<0,001].
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Figura 16: Correlagdo entre o nimero de cruzamentos vs. atividade de histona desacetilase (HDAC)
no cortex frontal (5A), hipocampo (5B) e estriado (5C); nimero de cruzamentos vs atividade de DNA
metiltransferase (DNMT) cortex frontal (5D), hipocampo (5E) e estriado (5F); atividade de HDAC vs
atividade de DNMT no cortex frontal (5G), hipocampo (5H) e estriado (51); de ratos submetidos ao
modelo animal de mania induzido por dextro-anfetamina. Os dados foram andlisados pelo teste de
correlacdo de Pearson.

4.2 MODELO ANIMAL DE MANIA INDUZIDO POR PRIVACAO DO SONO
PARADOXAL

O protocolo de PSP foi capaz de induzir um aumento no numero de
cruzamentos e levantamentos em camundongos comparados ao grupo controle,
como demonstrado na figura 17. O tratamento com VPA e BS per se ndo afetaram
0S parametros comportamentais; entretanto, os inibidores de HDAC foram capazes
de reverter a hiperatividade induzida pela PSP em ambos o0s parametros,

cruzamentos e levantamentos.
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Figura 17: Efeitos do valproato (VPA) e do butirato de s6dio (BS) sobre o niUmero de cruzamentos e
levantamentos, no teste de campo aberto, de camundongos submetidos ao modelo animal de mania
induzido por privacdo do sono paradoxal (PSP). As barras representam média + erro padrao;
*=p<0,05 comparado com o grupo Sal+Sal; #=p<0,05 comparado com o grupo PSP+Sal, de acordo
com o ANOVA de duas vias, seguido pelo post-hoc de Tukey.

Dados do ANOVA de duas vias para PSP [cruzamentos: F(1,36) =64,806,
p<0,001; levantamentos: F(1,36)=23,038, p<0,001]; para tratamento com BS ou VPA
[cruzamentos: F(2,36)=21,891, p<0,001; levantamentos: F(2,36)=26,127, p<0,001] e
para a interagdo entre PSD vs. tratamento [cruzamentos: F(2,36)=18,214, p<0,001,;
levantamentos: F(2,36)=21,190, p<0,001].

A atividade de HDAC foi aumentada em todas as estruturas cerebrais apés o
protocolo de PSP (figura 18). O tratamento com VPA e BS diminuiu a atividade
dessa enzima, tanto em camundongos privados como controles. Como demonstrado
na figura 19, o protocolo de privacdo também aumentou a atividade de DNMT no
cortex frontal, hipocampo e estriado. VPA e BS per se diminuiram a atividade de
DNMT comparada com o grupo controle e reverteram a alteracdo induzida pela PSP.
Nenhuma diferenca significativa foi encontrada entre os grupos experimentais na
atividade de HAT (Figura 20).

Dados do ANOVA de duas vias para a PSP [HDAC cortex frontal:
F(1,30)=3,0414, p=0,091; HDAC hipocampo: F(1,30)=43,0032, p<0,001; HDAC
Estriado: F(1,30)=21,9504, p<0,001; DNMT cortex frontal: F(1,30)=47,1128, p<0,001;
DNMT hipocampo: F(1,30)=47,5451, p<0,001; DNMT Estriado: F(1,30)=9,0923,
p<0,001]; para tratamento com BS ou VPA[HDAC cortex frontal: F(2,30)= 213,0127,
p<0,001; HDAC hipocampo: F(2,30)= 99,4284, p<0,001; HDAC estriado:
F(2,30)=73,3411, p<0,001; DNMT cortex frontal: F(2,30)= 71,9419, p<0,001; DNMT
hipocampo: F(2,30)= 39,6006, p<0,001; DNMT estriado: F(2,34)= 75,9584, p<0,001]
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e para interacdo entre PSP vc tratamento [HDAC cortex frontal: F(2,30)=10,9398,
p<0,001; HDAC hipocampo: F(2,30)=6,3704, p=0,004; HDAC estriado:
F(2,30)=4,5333, p=0,019; DNMT cortex frontal: F(2,30)=6,1877, p=0,005; DNMT
hipocampo: F(2,30)=1,6693, p<0,001; DNMT estriado: F(2,30)=9,0923, p<0,001].
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Figura 18: Efeitos do valproato (VPA) e do butirato de sédio (BS) sobre a atividade de Histona
desacetilase (HDAC) no cortex frontal (A), hipocampo (B) e estriado (C) de camundongos submetidos
ao modelo animal de mania induzido por privacdo do sono paradoxal (PSP). As barras representam
meédia + erro padrdo; *=p<0,05 comparado com o grupo Sal+Sal; #=p<0,05 comparado com 0 grupo
d-amph+Sal, de acordo com ANOVA de duas vias, seguido pelo post-hoc de Tukey.
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Figura 19: Efeitos do valproato (VPA) e do butirato de sédio (B) sobre a atividade de DNA
metiltransferase (DNMT) no cortex frontal (A), hipocampo (B) e estriado (C) de camundongos
submetidos ao modelo animal de mania induzido por privacdo do sono paradoxal (PSP). As barras
representam média * erro padréo; *=p<0,05 comparado com o grupo Sal+Sal; #=p<0,05 comparado
com o grupo d-amph+Sal, de acordo com ANOVA de duas vias, seguido pelo post-hoc de Tukey.
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Figura 20: Efeitos do valproato (VPA) e do butirato de sédio (BS) sobre a atividade de Histona
Acetiltransferase (HAT) no cortex frontal (A), hipocampo (B) e estriado (C) de camundongos
submetidos ao modelo animal de mania induzido por privacdo do sono paradoxal (PSP). As barras
representam media + erro padréo.

A figura 21 demonstra a correlagdo entre o numero de cruzamento e a
atividade de HDAC a atividade de DNMT em todas as estruturas cerebrais avaliadas.
Como pode ser observado, existe uma correlacdo positiva estatisticamente
significativa entre 0 nimero de cruzamentos vs atividade de HDAC (figura 21A, 21B

e 21C) e numero de cruzamentos vs atividade de DNMT (figura 21D, 21E e 21F) no
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cortex frontal, hipocampo e estriado. A correlacdo entre atividade de HDAC e
atividade de DNMT também esta demonstrada na figura 20. Os resultados mostram
uma correlacdo positiva entre atividade de HDAC e atividade de DNMT no cortex

frontal (Figura 21G), hipocampo (Figura 21H) e estriado (Figura 211).

Dados da correlacdo de Pearson para atividade de HDAC vs numero de
cruzamentos [cortex frontal: r2=0,2876 (fraca), p<0,001; Hipocampo: r2=0,4808
(moderada), p<0,001; Estriado: r?=0,3118 (fraca), p<0,001]; para atividade de DNMT
vsS. numero de cruzamentos [cOrtex frontal: r2=0,4340 (moderada), p<0,001;
r2=0,4033 (moderada), p=0,001; Estriado: r?=0,4772 (moderada),
p<0,001]; para atividade de HDAC vs atividade de DNMT [cortex frontal: r2=0,5781

Hipocampo:
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Figura 21: Correlagao entre o numero de cruzamentos vs atividade de histona desacetilase (HDAC)
no cortex frontal (A), hipocampo (B) e estriado (C); nimero de cruzamentos vs atividade de DNA
metiltransferase (DNMT) cértex frontal (D), hipocampo (E) e estriado (F); atividade de HDAC vs
atividade de DNMT no cortex frontal (G), hipocampo (H) e estriado (I); de camundongos submetidos
ao modelo animal de mania induzido por privagdo do sono. Os dados foram analisados pelo teste de
correlacao de Pearson.
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4.3 MODELO ANIMAL DE MANIA INDUZIDO POR OUABAINA

A figura 22 representa os efeitos comportamentais do tratamento com VPA e
BS nos animais submetidos ao modelo animal de mania induzido por OUA. A injecao
ICV de OUA aumentou o numero de cruzamentos e levantamentos comparados com
0 grupo controle. VPA e BS per se nao afetaram a atividade locomotora nos animais.
Entretanto, o tratamento com os inibidores de HDAC foi capaz de reverter a
hiperatividade induzida por OUA.

Dados do ANOVA de duas vias para a administragdo de OUA [cruzamentos:
F(1,36)=54,9276, p<0,001; levantamentos: F(1,36)=31,3772, p<0,001]; para o
tratamento com BS ou VPA [cruzamentos: F(2,36)=6,9751, p=0,002; levantamentos:
F(2,36)=29,9203, p<0,001] e para interacdo entre administracdo de OUA vs
tratamento [cruzamentos: F(2,36)=11,5309, p<0,001; levantamentos:
F(2,36)=20,3448, p<0,001].

100+
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Figura 22: Efeitos do valproato (VPA) e do butirato de sddio (BS) sobre o nimero de cruzamentos e
levantamentos no teste de campo aberto de ratos submetidos ao modelo animal de mania induzido
por ouabaina (OUA). As barras representam meédia + erro padrado; *=p<0,05 comparado ao grupo
aCSF+Sal; #=p=<0,05 comparado com o grupo OUA+Sal, de acordo com o ANOVA de duas vias,
seguido pelo post-hoc de Tukey.

A administracdo de OUA nao alterou a atividade de HDAC (figura 23), DNMT
(figura 24) ou HAT (figura 25) em nenhuma das estruturas cerebrais analisadas. O
tratamento com VPA e BS diminuiram a atividade de HDAC e DNMT tanto nos
animais que receberam injecdo ICV de aCSF gquanto nos animais que receberam
injecdo ICV de OUA. A atividade de HAT néo foi afetada pelo tratamento com
inibidores de HDAC.

Dados do ANOVA de duas vias para a administracdo de OUA [HDAC cortex
frontal: F(1,36)=3,3499, p=0,075; HDAC hipocampo: F(1,36)=0,0358, p=0,850;
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HDAC estriado: F(1,36)=2,1198, p=0,111; DNMT coértex frontal: F(1,36)=0,1511,
p=0,699; DNMT hipocampo: F(1,36)=0,0063, p=0,937; DNMT estriatdo:
F(1,36)=0,4235, p=0,0519]; Para o tratamento com BS ou VPA [HDAC cértex frontal:
F(2,36)=62,9303, p<0,001; HDAC hipocampo: F(2,36)=43,0626, p<0,001; HDAC
estriado: F(2,36)=53,8193, p<0,001; DNMT cortex frontal: F(2,36)=37,8854, p<0,001;
DNMT hipocampo: F(2,36)=17,7110, p<0,001; DNMT estriado: F(2,36)=18,5303,
p<0,001] e para interacdo entre administracdo de OUA vs tratamentos [HDAC cortex
frontal: F(2,36)=0,9001, p=0,415; HDAC hipocampo: F(2,36)=3,7741, p=0,032;
HDAC estriado: F(2,36)=2,8018, p=0,073; DNMT coértex frontal: F(2,36)=0,0261,
p=0,974; DNMT hipocampo: F(2,36)=0,2007, p=0,819; DNMT estriado:
F(2,36)=0,5761, p=0,567].
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Figura 23: Efeitos do valproato (VPA) e do butirato de sédio (BS) sobre a atividade de Histona
desacetilase (HDAC) no cortex frontal (A), hipocampo (B) e estriado (C) de ratos submetidos ao
modelo animal de mania induzido por ouabaina (OUA). As barras representam média + erro padréo;
*=p<0,05 comparado com o grupo aCSF+Sal; #=p<0,05 comparado com o grupo OUA+Sal, de
acordo com ANOVA de duas vias, seguido pelo post-hoc de Tukey.
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Figura 24: Efeitos do valproato (VPA) e do butirato de sodio (BS) sobre a atividade de DNA
metiltransferase (DNMT) no cortex frontal (A), hipocampo (B) e estriado (C) de ratos submetidos ao
modelo animal de mania induzido por ouabaina (OUA). As barras representam média + erro padrao;
*=p<0,05 comparado com o grupo aCSF+Sal; #=p<0,05 comparado com o grupo OUA+Sal, de
acordo com ANOVA de duas vias, seguido pelo post-hoc de Tukey.
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Figura 25: Efeitos do valproato (VPA) e do butirato de sédio (BS) sobre a atividade de Histona
acetiltransferase (HAT) no cortex frontal (A), hipocampo (B) e estriado (C) de ratos submetidos ao
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modelo animal de mania induzido por ouabaina (OUA). As barras representam média e barras de erro
representam = erro padréao.

A figura 26 demonstra a correlagcdo entre o0 numero de cruzamentos e a
atividade de HDAC e atividade de DNMT em todas as estruturas cerebrais avaliadas.
Como pode ser observado, existe uma correlagdo positiva estatisticamente
significativa entre o niumero de cruzamentos e a atividade de HDAC no estriado
(figura 26C), mas nao no cortex frontal (Figura 26A) e hipocampo (Figura 26B). Nao
h& correlagdo significativa entre 0 nimero de cruzamentos vs a atividade de DNMT
no cortex frontal (figura 26D), hipocampo (figura 26E) ou estriado (figura 26F). A
correlacdo entre atividade de HDAC e atividade de DNMT também & demonstrada
na figura 26. Os dados demonstram uma correlacdo positiva entre atividade de
HDAC e atividade de DNMT no cértex frontal (figura 26G), hipocampo (figura 26H) e
estriado (Figura 26l).
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Figura 26: Correlacdo entre o niumero de cruzamentos vs atividade de histona desacetilase (HDAC)
no cortex frontal (A), hipocampo (B) e estriado (C); numero de cruzamentos vs atividade de DNA
metiltransferase (DNMT) cortex frontal (D), hipocampo (E) e estriado (F); atividade de HDAC vs
atividade de DNMT no cortex frontal (G), hipocampo (H) e estriado (I); de ratos submetidos ao modelo
animal de mania induzido por ouabaina. Os dados foram analisados pelo teste de correlacdo de
Pearson.

Dados da correlacdo de Pearson para atividade de HDAC vs numero de
cruzamentos [cortex frontal: r2=0,05865, p<0,1223; hipocampo: r2=0,02210, p=
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0,3474; striatum: r2=0,1289 (fraca), p<0,0195]; para atividade de DNMT vs number of
cruzamentos [cortex frontal: r2=0,07962, p=0,0702; Hipocampo: r2=0,08979,
p=0,0539; estriado: r?=0,06146, p<0,1134]; para atividade de HDAC vs atividade de
DNMT [cortex frontal: r2=0,6104 (moderada), p<0,001; hipocampo: r2=0,2637 (fraca),
p<0,001; estriado: r?=0,1916 (fraca), p<0,0037].

4.4 MODELO ANIMAL DE DEPRESSAO INDUZIDO POR PRIVACAO MATERNA

Os efeitos comportamentais do tratamento com BS nos animais submetidos
ao modelo animal de depressao induzido por PM estdo demonstrados da figura 27.
O protocolo de PM aumentou o tempo de imobilidade e reduziu o tempo de natagéo
no teste de nado forcado quando comparado ao grupo controle. O tratamento com
BS per se néo alterou nenhum desses parametros. Entretanto, a administracéo
desse inibidor foi capaz de reverter parcialmente as alteragbes causadas no tempo
de imobilidade e totalmente o tempo de nado.
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Figura 27: Efeitos butirato de sédio (BS) sobre o tempo de imobilidade, a escalada e o nado, no teste
de nado forgado, de ratos submetidos ao modelo animal de depresséo induzido por privagédo materna
(PM). As barras representam média + erro padrao; *=p<0,05 comparado ao grupo Ctrl+Sal; #=p=<0,05
comparado com o grupo PM+Sal, de acordo com o ANOVA de duas vias seguido pelo post-hoc de
Tukey.

Dados do ANOVA de duas vias para o protocolo de PM [imobilidade:
F(1,24)=57,818, p<0,001; nado: F(1,24)= 79,48, p<0,001]; para o tratamento com BS
[imobilidade: F(1,24)=172,297, p<0,001; nado: F(1,24)= 116,93, p<0,001] e para
interacdo entre PM vs tratamento [imobilidade: F(1,24)=8857,3, p<0,001; nado:
F(1,24)= 43,72, p<0,001].

O protocolo de PM aumentou a atividade de HDAC no hipocampo e no
estriado, mas ndo no cortex frontal dos animais adultos (figura 28). O tratamento

com BS per se diminuiu a atividade dessa enzima no hipocampo e estriado quando
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comparados ao grupo controle. Nos animais privados, o BS foi capaz de reverter a
alteracdo da atividade de HDAC causada no hipocampo e estriado. Assim como a
atividade de HDAC, o protocolo de PM causou aumento de DNMT apenas no
hipocampo e estriado, e o tratamento com BS diminuiu a atividade dessa enzima em
ambos 0s grupos, privados e ndo privados quando comparados com 0O grupo
controle (figura 29). Interessantemente, a atividade de HAT também néo foi alterada
em nenhum grupo experimental, exceto no cortex frontal do grupo néo privado + BS,

onde houve uma diminui¢céo da atividade dessa enzima (figura 30).
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Figura 28: Efeitos do butirato de s6dio (BS) sobre a atividade de Histona desacetilase (HDAC) no
cortex frontal (A), no hipocampo (B) e no estriado (C) de ratos submetidos ao modelo animal de
depressao induzido por privacdo materna (PM). Barras representam média + erro padrdo; *=p<0,05
comparado com o grupo Ctrl+Sal; #=p<0,05 comparado com o grupo PM+Sal, de acordo com ANOVA
de duas vias, seguido pelo post-hoc de Tukey.
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Figura 29: Efeitos do butirato de sédio (BS) sobre a atividade de DNA metiltransferase (DNMT) no
cortex frontal (A), hipocampo (B) e estriado (C) de ratos submetidos ao modelo animal de depressdo
induzido por privacéo materna (PM). Barras representam média + erro padrdo; *=p<0,05 comparado
com o grupo Ctrl+Sal; #=p<0,05 comparado com o grupo PM+Sal, de acordo com ANOVA de duas
vias, seguido pelo post-hoc de Tukey.

A Cortex frontal B Hipocampo c Estriado

S 0.10 S 0.10 B 0.10

E E E 3 Ctrksal
£ =

< 0.8 < 0.8 5 o.08 =3 Cul+BS
£ £ £ . PM+Sal
E 0.06 . 'i(_: 0.08 ':q-: 0.06 =l PM+BS
S 0.04 S 0.04 2 0.04

3 3 2

g 002 g o0z g 002

8 8 2

< 0.00 < 0.00 < 0.00

Figura 30: Efeitos do butirato de sédio (BS) sobre a atividade de Histona acetiltransferase (HAT) no
cortex frontal (A), hipocampo (B) e estriado (C) de ratos submetidos ao modelo animal de depressédo
induzido por privacdo materna (PM). As barras representam média + erro padrdo; *=p<0,05
comparado com o grupo Ctrl+Sal.

Dados do ANOVA de duas vias para o protocolo de PM [HDAC cértex frontal:
F(1,16)=1,0923, p=0,311; HDAC hipocampo: F(1,16)=47,6967, p<0,001; HDAC
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estriado: F(1,16)=21,0822, p<0,001; DNMT cortex frontal: F(1,16)= 0,6443, p=0,434;
DNMT hipocampo: F(1,16)=22,0387, p<0,001; DNMT estriado: F(1,16)=20,2515,
p<0,001]; Para o tratamento com BS [HDAC cortex frontal: F(1,16)=1,5481, p=0,231;
HDAC hipocampo: F(1,16)=44,7280, p<0,001; HDAC estriado: F(1,16)=54,6696,
p<0,001; DNMT cortex frontal: F(1,16)=0,4976, p=0,491; DNMT hipocampo:
F(1,16)=66,0727, p<0,001; DNMT estriado: F(1,16)=71,0876, p<0,001] e para
interacdo entre PM vs tratamento [HDAC coértex frontal: F(1,16)=0,5573, p=0,466;
HDAC hipocampo: F(1,16)=5,1334, p<0,038; HDAC estriado: F(1,16)=6,3611,
p<0,05; DNMT cortex frontal: F(1,16)=0,3130, p=0,583; DNMT hipocampo:
F(1,16)=0,0472, p=0,831; DNMT estriado: F(1,16)=4,4977, p<0,05].

A figura 31 demonstra a correlacdo entre o tempo de imobilidade e a atividade
de HDAC a atividade de DNMT em todas as estruturas cerebrais avaliadas. Como
pode ser observado, existe uma correlacdo positiva estatisticamente significativa
entre o tempo de imobilidade vs atividade de HDAC e tempo de imobilidade vs
atividade de DNMT no hipocampo (figura 31B e 31E) e estriado (figura 31C e 31F),
mas nao no cortex frontal (figura 31A e 31D). A correlacéo entre atividade de HDAC
e atividade de DNMT também estd demonstrada na figura 31. Os resultados
mostram uma correlagéo positiva entre atividade da HDAC e atividade da DNMT no
hipocampo (Figura 31H) e estriado (Figura 311), mas ndo no cortex frontal (Figura
31G).

Dados da correlacdo de Pearson para atividade de HDAC vs tempo de
imobilidade [cértex frontal: r2=0,01916, p=0,5606; hipocampo: r2=0,6508 (moderada),
p<0,001; estriado: r2=0,7218 (forte), p<0,001]; para atividade de DNMT vs tempo de
imobilidade [cértex frontal: r2=0,02377, p=0,5163; Hipocampo: r2=0,5226 (moderada),
p<0,001; estriado: r2=0,7035 (forte), p<0,001]; para atividade de HDAC vs atividade
de DNMT [cortex frontal: r2=0,004776, p=0,7722; hipocampo: r2=0,6439 (moderada),
p<0,001; estriado: r2=0,7154 (forte), p<0,001].
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Figura 31: Correlacdo entre o tempo de imobilidade vs atividade de histona desacetilase (HDAC) no
cortex frontal (A), hipocampo (B) e estriado (C); tempo de imobilidade vs atividade de DNA
metiltransferase (DNMT) cértex frontal (D), hipocampo (E) e estriado (F); atividade de HDAC vs
atividade de DNMT no cértex frontal (G), hipocampo (H) e estriado (l); de ratos submetidos ao modelo
animal de depressao induzido por privacdo materna. Os dados foram analisados pelo teste de
correlacdo de Pearson.

4.5 MODELO ANIMAL DE DEPRESSAO INDUZIDO POR ESTRESSE CRONICO
MODERADO

A figura 32 representa os efeitos do tratamento com BS sobre o
comportamento do tipo depressivo no teste de nado forcado de animais submetidos
ao modelo animal de depresséo induzido por ECM. A exposi¢cdo dos animais ao
ECM aumentou o tempo de imobilidade e diminuiu o tempo de nado dos animais
comparados com o grupo controle. A administracdo do BS per se ndo alterou
nenhum desses parametros, entretanto, foi capaz de reverter parcialmente as
alteracdes causadas pelo ECM tanto para o parametro de imobilidade, quanto para o
parametro de nado.

Dados do ANOVA de duas vias para o protocolo de ECM [imobilidade:
F(1,24)=94,912, p<0,001; nado: F(1,24)=75,731, p<0,001]; para o tratamento com
BS [imobilidade: F(1,24)=18,724, p<0,001; nado: F(1,24)=14,148, p<0,001] e para
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interacdo entre PM vs tratamento [imobilidade: F(1,24)=42,612, p<0,001; nado:
F(1,24)=34,786, p<0,001].
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Figura 32: Efeitos butirato de sédio (BS) sobre o tempo de imobilidade, escalada e nado no teste de
nado forcado de ratos submetidos ao modelo animal de depressdo induzido por estresse crbnico
moderado. As barras representam media * erro padrao; *=p<0,05 comparado ao grupo Ctrl+Sal;
#=p<0,05 comparado com o grupo ECM+Sal, de acordo com o ANOVA de duas vias, seguido pelo
post-hoc de Tukey.

O protocolo de ECM aumentou a atividade de HDAC em todas as estruturas
cerebrais avaliadas. O tratamento com BS per se ndo alterou a atividade dessa
enzima quando comparados ao grupo controle, entretanto, foi capaz de reverter
esse aumento causado pelo ECM no cortex frontal e hipocampo (figura 33). Assim
como a atividade de HDAC, o protocolo de ECM causou aumento de DNMT em
todas as estruturas. O tratamento com BS néo alterou a atividade dessa enzima no
grupo controle mas reverteu totalmente o aumento da atividade de DNMT causado
pelo ECM no cortex frontal e estriado, e reverteu parcialmente no hipocampo (figura
34). A atividade de HAT néo foi alterada em nenhum grupo experimental em
nenhuma das estruturas cerebrais avaliadas (figura 35).

Dados do ANOVA de duas vias para o protocolo de PM [HDAC cértex frontal:
F(1,16)=22,5716, p<0,001; HDAC hipocampo: F(1,16)=21,6733, p<0,001; HDAC
estriado: F(1,16)=15,4342, p<0,05; DNMT cortex frontal: F(1,16)=17,6539, p<0,001;
DNMT hipocampo: F(1,16)=3,027, p<0,101; DNMT estriado: F(1,16)=12,3640,
p<0,05]; Para o tratamento com BS [HDAC cortex frontal: F(1,16)=9,06721, p<0,05;
HDAC hipocampo: F(1,16)=18,2525, p<0,001; HDAC estriado: F(1,16)=1,3113,
p<0,269; DNMT cortex frontal: F(1,16)=12,5396, p=0,001; DNMT hipocampo:
F(1,16)=73,777, p<0,001; DNMT estriado: F(1,16)=1,9987, p<0,176] e para interacéo
entre ECM vs tratamento [HDAC cortex frontal: F(1,16)=4,4900, p=0,051; HDAC
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hipocampo: F(1,16)=3,3125, p=0,087; HDAC estriado: F(1,16)=4,1046, p=0,059;
DNMT cortex frontal: F(1,16)=12,0252, p<0,05; DNMT hipocampo: F(1,16)=29,005,
p<0,001; DNMT estriado: F(1,16)=7,0026, p<0,05].
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Figura 33: Efeitos do butirato de s6dio (BS) sobre a atividade de Histona desacetilase (HDAC) no
cortex frontal (A), hipocampo (B) e estriado (C) de ratos submetidos ao modelo animal de depresséo
induzido por estresse cronico moderado (ECM). As barras representam média + erro padréo;

*=p<0,05 comparado com o grupo Ctrl+Sal; #=p<0,05 comparado com o grupo PM+Sal, de acordo
com ANOVA de duas vias, seguido pelo post-hoc de Tukey.

Cortex frontal

Hipocampo

Estriado

Atividade de DNMT (OD/h/mg) T>
° o °
2 2 2
2 2 a

=
@
k=3

Atividade de DNMT (OD/h/mg) 00
2 £
2 B

=R )
o
5]

=
k=3

(&

3 Ctri+Sal
3 Ctrl+BsS
Bl ECM+Sal
@l ECM+BS

Atividade de DNMT (OD/h/mg) O
o o
2 2 2
2 8 8

=R
o
5]

=
k=3

Figura 34: Efeitos do butirato de sédio (BS) sobre a atividade de DNA metiltransferase (DNMT) no
cortex frontal (A), no hipocampo (B) e no estriado (C) de ratos submetidos ao modelo animal de
depressao induzido por estresse crénico moderado (ECM). As barras representam média = erro
padrao; *=p<0,05 comparado com o grupo Ctrl+Sal; #=p<0,05 comparado com o grupo PM+Sal, de
acordo com ANOVA de duas vias, seguido pelo post-hoc de Tukey.
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Figura 35: Efeitos do butirato de sodio (BS) sobre a atividade de Histona acetiltransferase (HAT) no
cortex frontal (A), hipocampo (B) e estriado (C) de ratos submetidos ao modelo animal de depresséo
induzido por estresse crdnico moderao. As barras representam meédia * erro padrdo.

A figura 36 demonstra a correlacdo entre o tempo de imobilidade e a atividade
de HDAC e a atividade de DNMT em todas as estruturas cerebrais avaliadas. Como
pode ser observado, existe uma correlagdo positiva estatisticamente significativa
entre 0 numero de cruzamentos vs atividade da HDAC (figura 36A, 36B e 36C) e
namero de cruzamentos vs atividade da DNMT (figura 36D, 36E e 36F) no cortex
frontal, hipocampo e estriado. A correlacdo entre atividade de HDAC e atividade de

DNMT também esta demonstrada na figura 36. Os resultados mostram uma
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correlacdo positiva entre atividade da HDAC e atividade da DNMT no cértex frontal

(Figura 36G), hipocampo (Figura 36H) e estriado (Figura 361).
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Figura 36: Correlacdo entre o tempo de imobilidade vs atividade de histona desacetilase (HDAC) no
cértex frontal (A), hipocampo (B) e estriado (C); tempo de imobilidade vs atividade de DNA
metiltransferase (DNMT) cértex frontal (D), hipocampo (E) e estriado (F); atividade de HDAC vs
atividade de DNMT no cértex frontal (G), hipocampo (H) e estriado (l); de ratos submetidos ao modelo
animal de depressao induzido por estresse crdonico moderado. Os dados foram analisados pelo teste

de correlacdo de Pearson.

Dados da correlacdo de Pearson para atividade de HDAC vs tempo de
imobilidade [cortex frontal: r2=0,5949 (moderada), p<0,001; hipocampo: r2=0,5274
(moderada), p<0,001; estriado: r>=0,5063 (moderada), p<0,001]; para atividade de
DNMT vs tempo de imobilidade [cértex frontal: r2=0,6303 (moderada), p<0,001;
Hipocampo: r2=0,3496 (fraca), p<0,05; estriado: r2=0,6798 (moderada), p<0,001];
para atividade de HDAC vs atividade de DNMT [cortex frontal: r2=0,3184 (fraca),
p<0,05; hipocampo: r?=0,4903 (moderada), p<0,001; estriado: r?=0,5115 (moderada),

p<0,001].

Os resultados da atividade enzimatica dos modelos animais de mania e

depressao estdo sumarizados na tabela 3, enquanto os resultados das analises de

correlagcdo dos modelos animais de mania e depressao estdo sumarizados na tabela

4.
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Tabela 3: Compilacao dos resultados de atividade enzimatica, comparados com o grupo controle dos

respectivos modelos animais de mania ou depresséo. ‘A’= aumento, ‘vV’= redugéo, ‘='= sem alteragéo
Atividade de HDAC Atividade de DNMT Atividade de HAT
CF HIP EST CF HIP EST CF HIP EST

Sal+VPA v v v = = = = = =

< Sal+BS v = v = = = -
£ amph = A A A A = = =
T amph+VPA | = M = = = = = = =
amph+BS | V v v = = = = = =
Ctrl+vPA | V v v v v v = = =
Ctrl+BS v v v v v v = = =

g PSP A A A A A A = = =
PSP+VPA v = v = = = = = =
PSP+BS M v v v = = = = =
aCSF+VPA | V v v v v v = = =
aCSF+BS M v v v v v = = =

<8E OUA = = = = = = = = =
OUA+VPA | V v v v v = = = =
OUA+BS | V v v v v v = = =
Ctrl+BS = v v = v v v = =

= pmssal | = | A Al =] A N I -
PM+BS = = = = v v = = =
Ctrl+BS = = = = = = = = =

§ ECM+Sal A A A = = =
ECMM+BS | = = = = v = = = =

Tabela 4: Compilagédo dos resultados da for¢a de correlagédo entre as variaveis dos modelos animais
de mania e depresséo.

Atividade de HDAC Atividade de DNMT
CF HIP EST CF HIP EST
d-amph Cruzamento | Moderada | Muito fraca| Moderada | Moderada | Moderada | Moderada

DNMT Moderada | Moderada | Moderada - - -

e Cruzamento Fraca Moderada Fraca Moderada | Moderada | Moderada
DNMT Moderada | Moderada | Moderada - - -

S Cruzamento | Ausente Ausente | Muito fraca| Ausente Ausente Ausente
DNMT Moderada Fraca Muito fraca - - -

o Imobilidade | Ausente | Moderada Forte Ausente | Moderada Forte
DNMT Ausente | Moderada Forte - - -

e Imobilidade | Moderada| Moderada | Moderada | Moderada Fraca Moderada
DNMT Fraca Moderada | Moderada - - -
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5 DISCUSSAO

No presente estudo foi demonstrado que a administracéo repetida de d-amph
foi capaz de induzir um estado hiperativo nos ratos, através do aumento no niumero
de cruzamentos e levantamentos, quando comparado com o grupo controle. As
Amphs, de uma forma geral, agem no cérebro como ativadoras do sistema
dopaminergico, aumentando a liberacdo de dopamina e diminuindo a recaptacéo
desse neurotransmissor (Perugi et al., 2017). Muitas evidéncias sugerem que a
administragao cronica de amph pode induzir uma gama de comportamentos do tipo
maniaco em roedores, sendo considerado um bom modelo animal de mania
(Minassian et al., 2016). O tratamento com os inibidores de HDAC, VPA e BS, foi
capaz de diminuir a hiperatividade induzida pela d-amph nos animais. Esse modelo
animal responde a agentes farmacolégicos classicos utilizados na clinica, como Li e
VPA, essa caracteristica faz da administracdo cronica de amph uma importante
ferramenta para investigar a eficacia de novas substancias para o tratamento da
mania bipolar (Zhou et al., 2015). Alguns estudos pré-clinicos tem demonstrado que
0 BS apresenta efeitos antimaniacos no modelo animal de mania induzido pela
administracdo de amph (Resende et al., 2013; Steckert et al., 2013; Valvassori et al.,
2018).

O protocolo de PSP também foi capaz de aumentar o nimero de cruzamentos
e levantamentos nos camundongos, quando comparados com 0s animais do grupo
controle. Os modelos animais ambientais tém sido considerados Gtimas ferramentas
para os estudos pré-clinicos na area da psiquiatria, uma vez que esses modelos sao
baseados em potenciais caracteristica etiolégicas desses transtornos (Nestler e
Hyman, 2010; Beyer e Freund, 2017). A perturbacao do relégio circadiano resulta em
alteracdes do humor e inducdo de mania em pacientes bipolares, o que pode ser 0
principal mecanismo pelo qual o protocolo de PSP induz comportamentos do tipo
maniacos em roedores (Beyer and Freund, 2017). A administracdo de VPA e BS foi
capaz de reverter as alteragbes comportamentais induzidas pela PSP em
camundongos. Esses resultados corroboram com a literatura, que demonstra que o
protocolo de privacdo pode responder a administracéo de estabilizadores do humor
(Valvassori et al., 2017b).

A injecdo ICV de ouabaina também induziu alteracdo nas atividades
locomotoras e exploratdria dos animais. Como descrito previamente, a OUA age

como um inibidor da Na*/K*ATPase e, o efeito inibitério dessa enzima induz a
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excitabilidade neuronal, através do prolongamento do estado de despolarizacdo da
membrana neuronal (McCarren e Alger, 1989; El-Mallakh et al., 1995; Herman et al.,
2007). Estudos pré-clinicos tém demonstrado que alteracbes na sinalizacdo da
Na*/K*ATPase provocam mudanc¢as em varios dominios comportamentais, como a
atividade locomotora, a memdria e o aprendizado, as respostas a estimulos
aversivos e 0 comportamento social (Lichtstein et al., 2018). A hipotese do
envolvimento da Na*/K*ATPase na fisiopatologia do TB foi proposta ha muito tempo
por El-Mallakh e Wyatt (1995). Looney e El-mallakh (1997) demonstraram em uma
meta-analise que a atividade da Na'/K*ATPase estd diminuida em eritrocitos de
pacientes bipolares durante epis6dios maniacos e depressivos, quando comparados
com pacientes eutimicos. Desde entdo, outros estudos tém contribuido para essa
hip6tese (Mynett-Johnson et al., 1998; Rose et al., 1998; Goldstein et al., 2009;
Kurup e Kurup, 2012), ressaltando o envolvimento dessa enzima na fisiopatologia do
TB e reforgando a sua relevancia como validade de constructo para modelos animais
de mania.

E bem descrito que a microinjecio de OUA pode induzir diversos
comportamentos do tipo maniaco em animais e essas alteracdes sao revertidas por
farmacos antimaniacos, como o Li e o VPA (Jornada et al., 2011; Valvassori et al.,
2017c). No presente estudo, o tratamento com VPA e BS foram capazes de reverter
a hiperatividade induzida por OUA. Embora a literatura apresente resultados um
pouco controversos, os efeitos dos inibidores de HDAC na modulacdo de
comportamentos motivados como alimentacéo, agressividade e busca por drogas
parecem ser via mecanismos de neuroplasticidade em regiées dopaminérgicas como
estriado e cortex frontal (Elvir et al., 2017). Um estudo prévio do nosso grupo de
pesquisa demonstrou que VPA e BS foram capazes de reverter o comportamento do
tipo maniaco e aumentar niveis de BDNF, fator de crescimento neural (NGF — do
inglés Nerve Growth Factor) e fator neurotréfico derivado da glia (GDNF — do inglés
Glial cell-Derived Neurotrophic Fatcor) no hipocampo e no estriado de ratos (Varela
et al., 2015). Juntamente com os resultados do presente estudo, esses dados
apontam para a modulacao neurotrofica, através de mecanismos epigenéticos como
um dos mecanismos pelo qual os inibidores de HDAC revertem comportamento do
tipo maniaco.

Evidéncias tem sugerido que os moduladores epigenéticos podem alterar

cognicdo e comportamento (Machado-Vieira et al., 2011). Diversos estudos tém
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demonstrado que os inibidores da HDAC, VPA e BS, apresentam efeitos
antimaniacos e antidepressivos em estudos pré-clinicos (Resende et al., 2013).
Juntos, esses resultados sugerem que a modulacdo da HDAC pode ter um
importante papel na modulacdo comportamental nos transtornos de humor;
entretanto, 0s mecanismos exatos por trds desses efeitos e a interagcdo dessas
substancias com outros marcadores epigenéticos ainda ndo estdo completamente
elucidados (Peedicayil, 2014).

A administragdo repetida de d-amph foi capaz de aumentar a atividade de
HDAC no hipocampo e estriado, mas ndo no cortex frontal dos ratos. Apesar de
parecer que as modificacbes das histonas tém um papel nas alteracbes
comportamentais induzidas por psicoestimulantes, os dados na literatura sobre o
papel especifico da HDAC ainda sdo controversos. Shibasaki et al. (2011)
demonstraram que a administragdo cronica de meta-amph em ratos aumenta o0s
niveis de acetilacdo da histona H3 no prosencéfalo limbico de camundongos. Por
outro lado, outros estudos tém demonstrado que a administracdo crénica de amph
foi capaz de aumentar a atividade de HDAC no cértex frontal de ratos (Stertz et al.,
2014) e expressdo da HDACS no septo lateral e estriado de camundongos (Liu e Liu,
2016). Outro estudo demonstrou que uma Unica injecdo i.p. de meta-amph nédo
alterou atividade da HDAC no cortex frontal, no hipocampo, no estriado e na amidala
de ratos Wistar (Arent et al., 2011). Martin et al. (2012) mostraram que uma Unica
injecdo de meta-amph foi capaz de diminuir os niveis de HDAC1 e aumentar 0s
niveis de HDAC2 no nucleo accumbens de ratos. Esses dados sugerem que 0sS
efeitos da d-amph sobre a atividade de HDAC parecem ser dependentes da dose e
da regido cerebral avaliada, o que poderia explicar, pelo menos em parte, os efeitos
especificos das estruturas cerebrais do presente estudo. O tratamento com BS
diminuiu a atividade basal de HDAC no cérebro de animais que receberam tanto
salina quanto d-amph. Entretanto, o VPA nao teve efeito sobre a atividade de HDAC
no cortex frontal dos animais que receberam d-amph, e apenas reverteu 0 aumento
induzido por d-amph no estriado. A discrepancia dos efeitos de VPA e BS podem
estar relacionados aos alvos especificos de cada substancia. Embora os dois sejam
inibidores da HDAC, BS possui um efeito mais substancial, agindo sobre as classes
de HDAC | e IV, enquanto VPA age apenas na classe | (Ganguly e Seth, 2018).

Os dados na literatura sobre os niveis, expressao e atividade da DNMT, apos
a administracdo de d-amph também sao discrepantes. Numachi et al. (2004)
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descreveram gque a expressdo da DNMT2 diminuiu 24 horas apds uma Unica injecao
de meta-amph (4mg/kg). Mais tarde, Numachi et al. (2007) compararam os efeitos
da meta-amph em duas linhagens diferentes de ratos e descobriram que a
administracdo aguda e cronica de meta-amph aumentou a expressao da DNMT1 no
nucleo caudado de ratos Fisher, mas diminuiu em ratos Lewis. O efeito foi o oposto
no hipocampo, diminuindo expressdo de DNMTL1 nos ratos Fisher e aumentando nos
ratos Lewis. O presente estudo demonstrou que o tratamento repetido de d-amph foi
capaz de aumentar a atividade da DNMT no cortex frontal, hipocampo e estriado.
Esses resultados sugerem que os efeitos da amph sobre a atividade de DNMT
podem variar de acordo com a dose, regido cerebral e, até mesmo, linhagem dos
animais. A administracdo de VPA e BS foram capazes de reverter essa alteracao
induzida pela d-amph na atividade da DNMT. Apesar da associagéo dos inibidores
da HDAC e agentes metiladores terem sido estudadas na area de pesquisa do
cancer (Zhu e Otterson, 2003), os efeitos dos inibidores de HDAC sobre a atividade
da DNMT ainda sao pouco conhecidos. Fuks et al (2000) descreveram que DNMT1
interage com HDAC1 em um nivel molecular e, a atividade desacetilase associada
com a DNMT1 pode ser necesséaria para que a DNMT1 exerca suas funcdes de
metilagcdo. Outros estudos também demonstraram que os inibidores de HDAC
diminuiram os niveis proteicos da DNMT1 através da degradacdo mediada pela via
proteasomal em células de cancer de mama (Yang et al., 2001; Zhou et al., 2008).
Como VPA e BS agem inibindo a HDAC1, esse poderia ser o mecanismo pelo qual
essas substancias inibem a atividade da DNMT. Por outro lado, um estudo prévio
demonstrou que o tratamento crénico com VPA diminuiu a metilacdo do DNA,
apesar de nédo alterar os niveis da DNMT1l ou DNMT3a no hipocampo de
camundongos (Aizawa e Yamamuro, 2015).

A atividade de HAT né&o foi alterada em nenhum grupo experimental no
modelo de mania induzido por d-amph. O papel da HAT nos efeitos da d-amph ainda
nao é completamente conhecido, uma vez que os estudos focados nessa enzima
epigenética sdo extremamente escassos (Ganguly e Seth, 2018). Martin et al.,
(2012) demonstraram que uma unica injecao de meta-amph em uma maior dose
(20mg/kg) aumentou a expressédo de ATF2, um tipo de HAT, no nucleo accumbens
de ratos. A discrepancia desses resultados pode ser explicada por diferencas

metodoldgicas, como o tipo de amph, a dose e a duracéo do tratamento.
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O protocolo de PSP também aumentou a atividade de HDAC no cortex frontal,
no hipocampo e no estriado, mas a atividade da HAT néo foi alterada em nenhuma
das estruturas cerebrais avaliadas. Seguindo os resultados do presente trabalho,
Duan et al. (2016) demonstraram que 72 horas de privacdo do sono foi capaz de
induzir dano cognitivo e aumentar a expressao da HDAC2 no hipocampo de ratos.
Interessantemente, 0 mesmo estudo mostrou que a privacdo do sono diminuiu a
expressdo de proteina de ancoragem de CREB (CBP - do inglés CREB-binding
protein), uma familia de proteinas com atividade HAT. Existem 20 tipos de proteinas
HAT conhecidas, as quais podem ser classificadas em 5 familias diferentes, sendo a
CBP uma das trés menores familias (Gaine et al., 2018). O método de analise
utilizado no presente estudo avalia a atividade da HAT global ndo especificada, o
gue pode explicar a diferenca entre esses estudos. O VPA e BS foram capazes de
diminuir a atividade de ambos os grupos, controle e PSP. Duan et al. (2016) também
demonstraram que a tricostatina A, outro inibidor da HDAC, reverteu a diminui¢do de
acetilacao da lisina 9 da histona 3 e lisina 12 da histona 4, induzida pela privacdo do
sono, demonstrando o possivel papel da inibicdo da HDAC no tratamento dos efeitos
comportamentais da privagcao do sono.

A PSP também aumentou a atividade da DNMT no cérebro dos ratos e o
tratamento com inibidores da HDAC foi capaz de diminuir essa atividade em ambos
0S grupos, controle e PSP. Em concordancia com os presentes resultados, algumas
evidéncias tém sugerido que a privacdo do sono pode afetar a atividade da DNMT
(Sterner e Berger et al.,, 2000). A privacdo aguda do sono aumenta a expressao
génica de Dnmt3al e Dnmt3a2 no cértex anterior de camundongos (Massart et al.,
2014). Além disso, 96 horas de PSP em ratos também aumentou a expressao de
genes relacionados aos processos de metilacgdo em amostras de cérebro total
(Narwade et al., 2017).

E interessante notar que apesar de induzir comportamentos do tipo maniaco,
a administracao de OUA néo alterou atividade da HDAC, HAT e DNMT em nenhuma
das regibes cerebrais avaliadas. Os efeitos da administracdo de OUA sobre as
enzimas epigenéticas nao foi descrito na literatura até o momento; entretanto, Arent
et al. (2011) descreveram que uma unica injecdo de meta-amph foi capaz de induzir
hiperlocomocgé&o em ratos, apesar de ndo afetar a atividade da HDAC no cérebro. No
mesmo estudo, uma unica injecao intracerebral de VPA ou BS na amidala, no cortex

frontal e no estriado reverteram a hiperlocomocao induzida por meta-amph. O
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tratamento com VPA e BS foi capaz de diminuir a atividade da HDAC e DNMT.
Estudos prévios tém demonstrado que a inibicdo de HDAC reverte 0 comportamento
do tipo maniaco induzido pela OUA; além de reverter importantes marcadores como
0 estado de estresse oxidativo, diminuicdo dos niveis de neurotrofinas e alteracdes
do metabolismo energético (Valvassori et al., 2015; Varela et al., 2015; Lopes-borges
et al., 2015).

Os resultados da correlacdo de Pearson demonstraram que a atividade da
HDAC e DNMT estédo relacionadas positivamente com o comportamento do tipo
maniaco nos modelos de d-amph e PSP. Alguns estudos tém demonstrado uma
correlacéo entre a validade de constructo desses modelos e alteracdes epigenéticas.
A administracdo crbnica de meta-amph pode alterar os padrdes de metilacdo e
diminuir a expresséo de proteinas relacionadas a sinalizacao neural no hipocampo e
cortex frontal de ratos. Os autores sugerem que essas alteracfes podem estar
envolvidas nos mecanismos moleculares da agdo da meta-amph (Cheng et al.,
2015). Zhai et al. (2018) demonstraram in vitro que os processos de metilagédo do
DNA e acetilacdo de histonas medeiam a expressao de transportador de dopamina
humano (hDAT) em linhagens de células dopaminérgicas. A regido promotora desse
gene é altamente metilada e o tratamento com 5-aza-dc, um inibidor da
metiltransferase, e/ou BS pode diminuir o estado de metilacdo e aumentar a
expressao génica de hDAT. Esses resultados sugerem que o BS pode modular a
expressdo de hDAT por ambos 0s mecanismos epigenéticos, acetilacao de histonas
e metilacdo de DNA, agindo sobre a sinalizacdo dopaminérgica. Esses resultados
poderiam explicar, pelo menos em parte, os efeitos do BS sobre comportamento e
mecanismos epigenéticos no modelo animal de mania induzido por d-amph.
Schroeder et al. (2013) demonstraram que a administragdo do composto 60, um
inibidor de HDAC1 e HDAC2, mas ndo HDACS, reverteu a hiperlocomocéao induzida
por amph. E importante ressaltar que BS age sobre HDAC1 e HDAC2, enquanto
VPA age apenas em HDAC1, apontando para a potencial relacdo dessas isoformas
especificas na alteracdo comportamental induzida por amph.

Diversos estudos tém sugerido que os mecanismos pelos quais a PSP induz
comportamento maniaco pode estar relacionada com alteracdes epigenéticas,
especialmente em genes relacionados com os ritmos circadianos (Sterner e Berger,
2000). E importante ressaltar que a proteina CLOCK, um dos fatores de transcri¢éo

mais importantes na regulacdo dos genes dos ritmos circadianos, também possui
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atividade histona acetiltransferase. O heterodimero CLOCK/BMAL1 pode recrutar
HDAC1, HDAC?2 e sirtuinas para regular diversos outros genes circadianos como
Perl Dbp (Nakahata et al., 2008). Alem de agir como HAT por si s6, CLOCK também
pode se associar com CBP e P300, duas proteinas HAT (Takahata et al., 2000).
Além das modifica¢des de histona, estudos também tem sugerido que alteragdes no
metiloma estdo envolvidos nos efeitos da PSP. A regido promotora dos genes
circadianos Perl e Cryl séo hipermetiladas em tecido adiposo de homens ap6s uma
noite de privacdo do sono (Cedernaes et al., 2015). Massart et al (2014)
demonstrara, que a privagdo do sono em camundongos induz a hipermetilagdo do
gene Dlg4. Esses genes codificam as proteinas de densidade pos-sinaptica 95
(PSD-95 - do inglés Postsynaptic Density Protein 95) que é responsavel por regular
sinapses excitatérias. A diminuicdo da expressao génica dessa proteina pode levar a
alteragcbes comportamentais, como aumento do comportamento repetitivo e do tipo
ansioso (Feyder et al., 2010). Juntos, esses resultados sugerem que a alteracdo de
histonas e metilacdo de DNA induzidas pela PSD altera a expressdo génica de
diversos genes, o0 quais podem desempenhar um papel nos mecanismos de
alteracdo comportamentais induzidos por PSP.

Por outro lado, ndo existe uma correlacdo da atividade da HDAC e DNMT
com o numero de cruzamentos no modelo animal de mania induzido por OUA. Até o
momento ndo existe na literatura estudos avaliando o efeito modulatorio da Na*/K*-
ATPase sobre as enzimas epigenéticas. E conhecido que a despolariza¢éo e troca
de ions, especialmente Ca?*, pode alterar expressdo de algumas proteinas em
células neuronais; entretanto, essa alteracdo parece estar relacionada com a
ativacdo de outros fatores de transcricdo, como o CREB (Sheng et al., 1990;
Carlezon et al., 2005)

O presente estudo demonstrou uma correlagcdo positiva entre a atividade de
HDAC e DNMT nos trés modelos animais de mania. As interacdes entre metilacdo
de DNA e modificagdo de cromatina sdo conhecidas h& muito tempo. Dois estudos
semelhantes descreveram primeiramente que o DNM metilados poderia recrutar
HDAC via MeCP2, levando a uma desacetilacdo de histona e condensacdo da
cromatina. O tratamento com o inibidor de HDAC tricostatina A atenuou a repressao
génica induzida pela metilacdo de DNA, apontando para um efeito cruzado entre
essas duas alteracdes epigenéticas (Jones et al., 1998; Nan et al., 1998). Mais tarde

foi descrito que esses mecanismos nao afetam apenas a acetilagdo, mas também a
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metilacdo de histonas (Fuks et al., 2003). Entretanto, no presente estudo foi
demonstrado que a diminuicdo da atividade da HDAC €& acompanhada pela
diminuicdo da atividade da DNMT, sugerindo uma interacdo no sentido contrario do
descrito anteriormente. Os efeitos da HDAC na metilacdo do DNA ainda n&o estéo
completamente descritos; entretanto, alguns estudos sugerem que a HDAC possui
um efeito direto sobre a DNMT (Dobosy e Selker, 2001). A DNMT de eucariotos
possui longos dominios N-terminais que interagem com HDAC1 e HDAC2. Essa
interacdo DNMT/HDAC parece ser importante para a manutencao das regides de
heterocromatina no cromossomo, que € caracterizada por histonas hipoacetiladas e
DNA altamente metilado (Fuks et al., 2000; Robertson et al., 2000; Rountree et al.,
2000; Fuks et al., 2003).

O protocolo de PM induziu comportamento depressivo, que pode ser
observado através do aumento do tempo de imobilidade dos animais no teste do
nado forcado. Esses resultados corroboram com diversos estudos prévios, que
demonstram que a PM induz comportamento do tipo depressivo em animais (Réus
et al., 2017; Maciel et al., 2018; Shepard et al., 2018a). O cuidado e contato parental
proximo € uma caracteristica dos mamiferos de uma forma geral; entretanto, em
algumas espécies de roedores como 0s ratos, esse contato nos primeiros dias de
vida desempenha um papel importante no desenvolvimento emocional e cognitivo da
ninhada. Os primeiros dias de vida moldam as respostas comportamentais,
emocionais e fisiologicas na vida adulta (Kaffman e Meaney, 2007). A perturbacéo
da relacdo mée-filhote em ratos desencadeia diversos efeitos negativos de longa
duracédo nos filhotes. Esses efeitos sdo desenvolvidos devido a ativacao repetida de
mediadores de estresse, como glicocorticoides e catecolaminas, que tém sido
descritas por McEwen (2003) como carga alostatica. A carga alostatica afeta o
desenvolvimento neuroquimico e comportamental durante a vida, e pode ser
considerada como modelos animais para transtornos psiquiatricos (Vetulani, 2013).
De fato, essa teoria vai de encontro com varias observagdes clinicas que mostram
que a negligéncia e maus-tratos de criangas em estagios iniciais do
desenvolvimento, aumentam o risco de incidéncia de TDM na fase adulta (Kaufman
e Charney, 2001), muitas vezes influenciando também na resisténcia ao tratamento
psicoterapico e farmacologico (Nemeroff et al., 2003).

Bem como o modelo de PM, o protocolo de ECM também induziu um

aumento no tempo de imobilidade e reducéo no tempo de nado dos animais no teste
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de nado forgcado, quando comparados com o grupo controle. Diversos estudos
também demonstram que o ECM induz uma gama de comportamentos do tipo
depressivo em ratos (Han et al., 2018; Réus et al., 2018; Shen et al., 2018; Zhao et
al., 2018). O modelo de ECM também ¢é fundamentado na ativacdo de mediadores
de estresse; porém, esse modelo baseia-se na exposicao repetida e imprevisivel de
ratos adultos a uma série de diferentes situacfes micro estressoras consideradas
“suaves”, mas que devido a sua cronicidade acabam atribuindo a esse protocolo
uma faixa de “moderadamente estressora” de modo geral (Willner, 2017). Em
pacientes é possivel observar que a exposicao cronica a estressores psicoldgicos da
vida moderna, tais como desemprego, pressao no trabalho, perda de entes queridos,
divorcio, violéncia, problemas de saude, problemas financeiros, entre outros,
induzem uma vulnerabilidade aumentada dos transtornos do humor, como o TDM
(Nemeroff, 2004; Yang et al., 2015). Esses eventos estressores podem induzir uma
série de alteracOes fisioldgicas, incluindo a ativacdo do eixo hipotadlamo-hipofise-
adrenal (HHA) e sistema nervoso simpatico (Wong e Licinio, 2001; Armbruster et al.,
2011). De fato, disfuncdes do eixo HHA é uma das alteracBes mais comuns, sendo
manifestado em cerca de 70% dos pacientes depressivos (Holsboer, 2000; Pariante
e Lightman, 2008).

No presente estudo, o tratamento com BS apresentou um moderado efeito
antidepressivo, revertendo parcialmente a imobilidade induzida pela PM e ECM.
Esses resultados corroboram com outros estudos, que demonstram que o BS possui
um efeito antidepressivo (Resende et al., 2013; Valvassori et al., 2014). O teste de
nado forcado € um dos testes mais utilizados para investigar os efeitos
antidepressivos de novas moléculas em estudos farmacologicos (Kokras et al.,
2015). J& é bem conhecido que, na maioria dos casos, 0s agentes farmacoldgicos
antidepressivos per se sdo capazes de diminuir o tempo de comportamento passivo
e aumentar o tempo de comportamento ativo durante a sessédo de teste do nado
forcado (Cryan et al., 2002; 2005); todavia, mesmo no método original descrito por
Porsolt (1979) quanto no método adaptado por Detke et al. (1995), inibidores
seletivos de serotonina e noradrenalina per se podem nao apresentar alteracao no
tempo de imobilidade em alguns casos (Kokras et al., 2015). Isso pode explicar o
fato do BS néo alterar o tempo de imobilidade de nado nos grupos néo-privado/néo-

estressado.



72

O modelo de PM aumentou a atividade da HDAC no hipocampo e estriado,
mas nao no cortex frontal de ratos. Levine et al. (2012) demonstraram que os efeitos
da PM sobre a acetilagdo de histonas podem variar durante o desenvolvimento de
diferentes linhagens de camundongos. Esse estudo demonstrou que camundongos
Balb/c privados da mée apresentam aumento da expressao neocortical de HDAC1,
HDAC3, HDAC7, HDAC8 e HDAC10 no 21° dia de vida; porém, a expressado das
mesmas HDACs é diminuida no 60° dia de vida comparado a animais controle.
Esses resultados sdo acompanhados por diminuicdo da acetilacdo de H4K8 e
H4K12 no 21° dia e aumento da acetilacdo de H4K5, H4K8 e H4K12 no 60° dia de
vida. Entretanto, em camundongos C57BI/6 nenhuma alteracéo, tanto na expresséo
de HDACs quanto na acetilacdo de histonas H4 foi observada.

Corroborando com o presente resultado, Albuquerque-filno et al. (2017)
demonstrou que a PM aumentou a atividade da HDAC no hipocampo de ratos
adultos e essa alteragcédo parece estar ligada ao desempenho dos animais no teste
de reconhecimento de objetos. Os autores ndo encontraram alteracdo nos niveis de
acetilacao da histona H3, podendo esse efeito estar ligado a outros alvos. Suri et al.
(2014) também demonstraram que a PM aumenta a atividade da HDAC2, HDACG6 e
HDACS8 no hipocampo de ratos. Esses resultados sugerem que os efeitos da PM
sobre parametros de acetilacdo de histonas podem variar de acordo com a espécie e
até mesmo linhagem animal.

O tratamento com BS foi capaz de diminuir a atividade da HDAC nos animais
controle e reverter o aumento da atividade causado pela PM no cértex frontal e no
hipocampo dos ratos. Outros estudos também demonstraram que diferentes
inibidores da HDAC, como CI-994, SAHA foram capazes de reverter as alteracdes
nos padrbes de acetilacdo da histona induzido pela PM (Moloney et al., 2015;
Shepard et al., 2018b).

O modelo de PM também aumentou a atividade da DNMT no hipocampo e no
estriado dos ratos no presente estudo. Ignacio e colaboradores (2017) também
demonstraram que a PM em ratos induziu aumento na atividade da DNMT no
hipocampo e nucleo accumbens, mas ndo no cértex frontal. Outros estudos
mostraram um aumento na expressao da DNMT1 e DNMT3a no hipocampo de ratos
adultos submetidos a PM durante o periodo pés-natal (Boku et al., 2015; Park et al.,
2018). No presente estudo, a atividade da DNMT foi reduzida ap0s o tratamento com
BS. Os efeitos do tratamento com inibidores da HDAC sobre a atividade da DNMT
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no modelo animal de PM ainda n&o foi descrito, sendo esse o primeiro trabalho a
realizar tal analise.

A atividade da HAT né&o foi alterada em nenhum grupo experimental no
modelo de depresséo induzida por PM, exceto por uma diminuicdo causada pelo BS
per se no cortex frontal. Baseando-se nos demais resultados do presente estudo,
acredita-se que essa alteracdo possa ter ocorrido ao acaso. Além disso, o Unico
estudo avaliando a atividade da HAT nesse modelo também demonstrou que esse
protocolo ndo induz alteracbes na atividade dessa enzima no cortex frontal,
hipocampo e estriado de ratos (Ignacio et al., 2017).

Os resultados da correlacdo de Pearson apontam uma correlacdo positiva
entre o comportamento depressivo e a atividade da HDAC no hipocampo e no
estriado. Um estudo prévio demonstrou que o0s antidepressivos imipramina e
cetamina reverteram o aumento da atividade da HDAC causada pela PM no ndcleo
accumbens de ratos. Da mesma forma, a inibicdo da HDAC através de diferentes
agentes farmacolégicos como CI-994, SAHA e BS revertem o0 comportamento
depressivo induzido pela PM, evidenciando o papel dessa enzima no
comportamento depressivo nesse modelo (Moloney et al.,, 2015; Shepard et al.,
2018b). Dentre os potenciais mecanismos biolégicos pelos quais a HDAC modula o
comportamento depressivo no modelo de PM, pode-se citar o aumento da expressao
dos mediadores de sobrevivéncia e plasticidade neuronal, o BDNF e a Proteina de
Ancoragem a Quinase A (AKAP — do inglés A-kinase anchoring protein). Diversos
estudos tém demonstrado que os inibidores da HDAC revertem a diminuicdo da
expressdo de BDNF e AKAP, através de alteracdo de histonas, melhorando a
transmissao sinaptica e comportamento no modelo de PM (Valvassori et al., 2014;
Authement et al., 2015; Albuquerque-Filho et al., 2017; Shepard et al., 2018b). A
atividade da DNMT também foi correlacionada positivamente com o comportamento
do tipo depressivo induzido por PM. Um estudo demonstrou que a quetiapina,
farmaco utilizado para o tratamento do TDM refratario, foi capaz de reverter o
comportamento do tipo depressivo induzido pela PM, e essa reversédo
comportamental foi acompanhada pela reverséo do aumento da DNMT no
hipocampo (Ignécio et al., 2017). Além disso, a administracdo de escitalopram, um
potente antidepressivo, também reverte o comportamento depressivo e aumento de
expressdo da DNMT1 e DNMT3a em ratos submetidos PM (Park et al., 2018). De
fato, as alteracbes dos padroes de metilacdo do DNA também parecem afetar
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regides génicas importantes para a modulagdo do comportamento no modelo de PM.
Park et al. (2018) descreveram que a PM induz represséo da transcricdo de BDNF,
através de mecanismos epigenéticos que incluem a metilacdo da regido promotora
desse gene. A PM também parece diminuir a diferenciacdo de células neuronais
precursoras adultas através do aumento da DNMT1 (Boku et al., 2015). Juntos
esses resultados sugerem que a modulacdo da DNMT pode estar relacionada com o
comportamento do tipo depressivo bem como efeitos anti-depressivos de diversos
agentes farmacolégicos.

O protocolo de ECM aumentou a atividade da HDAC no cértex frontal e
hipocampo e o tratamento com BS foi capaz de reverter essas alteracfes, nenhuma
alteracdo na atividade da HAT foi observada. Ferland e Schrader (2011) mostraram
que o ECM diminuiu a acetilagdo da H4K12 e H3k9 no hipocampo e essa alteracao
foi acompanhada do aumento da atividade da sirtuina 1. Os autores também
demonstraram que o tratamento com sirtino, um inibidor de sirtuina, reverteu essas
alteracdes. Um outro estudo demonstrou que a aplicacao do protocolo de ECM antes
e durante a gestacdo em camundongos foi capaz de reduzir a acetilagdo de H3K14
no hipocampo da prole adulta de machos e fémeas (Benoit et al., 2015). Erburu et al.
(2015) demonstraram que o protocolo de estresse cronico por derrota social em
camundongos aumentou a expressao de Hdac8, Hdach, Hdac7, Sirt2, Sirt3 e Sirt6.
Além disso, a derrota social aumentou os niveis de HDAC5 no ndcleo e reduziu a
acetilacdo das histonas H3 e H4 no cértex frontal dos camundongos. Por outro lado,
estudos demonstraram que o modelo de estresse cronico por derrota social
aumentou a acetilacdo da H3K9 no cérebro de camundongos (Covington et al.,
2015), H3K9 e H3K14 em ratos Sprague—Dawley (Hinwood et al., 2011) e acetilacdo
global da histona H3 no hipocampo de ratos (Hollis et al., 2010). O estresse crénico
induzido por contencdo espacial € capaz de induzir comportamentos do tipo
depressivo em camundongos, Han et al. (2014) descreveram que esse protocolo
diminui os niveis da HDAC2 no hipocampo; entretanto, os niveis de acetilacdo de H3
também diminuiram, e esse efeito perdurou por até 7 dias. Os autores também
demonstraram que o tratamento com BS foi capaz de reestabelecer os niveis de
acetilacdo de H3 no hipocampo total, giro denteado e regiao CA2/3. Embora alguns
desses protocolos sejam distintos do utilizado no presente estudo, tanto o modelo de
ECM quanto os modelos de derrota social e contencdo espacial, baseiam-se na

exposicao cronica as situacdes estressoras. Isso sugere que a HDAC pode estar
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envolvida nos mecanismos biologicos pelos quais o estresse cronico induz
alteracdes comportamentais.

E importante ressaltar que o tratamento com BS n&o diminuiu a atividade de
HDAC nos animais controle no modelo de ECM. Acredita-se que essa discrepancia
possa estar relacionada a idade dos animais, uma vez que os animais submetidos
ao protocolo de ECM sédo mortos mais tardiamente comparado aos outros modelos
do presente estudo, e que o envelhecimento altera padrbes de acetilacdo de
histonas j& em animais de meia idade (Peleg et al., 2016), podendo talvez afetar os
efeitos do BS sobre essa enzima.

A atividade da DNMT foi aumentada em todas as estruturas cerebrais
avaliadas apos o protocolo de ECM e o tratamento com BS foi capaz de reverter
essa alteragdo. Os trabalhos sobre os efeitos do estresse cronico sobre DNMT sao
extremamente escassos na literatura. A exposicdo de camundongos a situagcéo de
derrota social por trés dias consecutivos ndo alterou a expressdo de DNMT1 e
DNMT3a na amidala (Wright et al.,, 2017). O protocolo de desamparo aprendido
(composto por uma sessdo teste onde os animais recebiam eletrochoques
inescapdaveis nas patas e uma sessao de teste constituida por 30 eletrochoques dos
guais os animais poderiam escapar), foi capaz de aumentar metilacao global de DNA
no hipocampo e no cértex frontal, bem como a atividade hipocampal de DNMT3a em
ratos (Sales et al., 2018). Benoit et al. (2015) também demonstraram que o ECM
pré-natal aumentou os niveis de DNMT1 na prole fémea adulta, mas ndo na prole de
machos adultos. Os efeitos de inibidores da HDAC sobre a essa enzima em modelos
de estresse crénico ndo haviam sido descritos na literatura até o momento.

Através do teste de correlacdo de Pearson foi possivel observar uma
correlacdo positiva entre o tempo de imobilidade no nado forcado e a atividade de
HDAC. De fato, o antidepressivo imipramina é capaz de reverter a expressao
aumentada de HDACS5, Sirt2 e Sirt3 e reverter a diminuicdo de acetilacdo de
histonas H3 e H4 no modelo de estresse cronico (Erburu et al.,, 2015). A
administracdo de fluoxetina também foi capaz de reverter a reducdo nos niveis de
acetilacdo de histona H3 induzida pelo protocolo de estresse crbnico por derrota
social (Covington et al., 2015). Outros estudos também demonstram que o0s
inibidores de HDAC, BS, vorinostat e MS-275, também sdo capazes de diminuir o
comportamento depressivo induzido por estresse cronico (Golden et al., 2013;
Valvassori et al.,, 2014; Kv et al., 2018). Juntos esses dados sugerem que a
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modulagéo de histonas esta envolvida com os comportamentos do tipo depressivo.
Dentre os principais mecanismos pelos quais a modulacédo de histona pode induzir
seu efeito antidepressivo, especula-se sobre o aumento da acetilacdo de histonas
nas regibes promotoras de BDNF, CREB e RAC1, proteinas promotoras de
plasticidade sinaptica (Golden et al.,, 2013; Erburu et al.,, 2015), aumento na
atividade de glutationa e reducéo dos niveis de interleucina (Kv et al., 2018)

A atividade da DNMT também esta relacionada com o comportamento
depressivo. Le francois et al. (2015) demonstraram que a administracdo de
imipramina reverteu as alteracdes nos padrdes de metilagdo induzida pelo protocolo
de ECM. No protocolo de desamparo aprendido a imipramina e a cetamina séo
capazes de reverter o aumento de metilacdo do DNA e atividade de DNMTs no
cérebro de roedores (Ju et al., 2017; Sales et al., 2018). Esses resultados sugerem a
ligacdo da atividade de DNMT com o comportamento do tipo depressivo induzido por
ECM. Os principais alvos de metilacdo relacionados ao comportamento depressivo
induzido pelo estresse crénico bem como nos efeitos antidepressivos sao a regiao
promotora dos genes de CRF, BDNF; receptores 5-HT1a € MKP-1 (Elliott et al., 2010;
Le Francois et al., 2015; Wang et al., 2015; Ju et al., 2017).

Foi possivel observar uma correlagcédo entre a atividade de DNMT e HDAC em
ambos 0s modelos de depressdo. Os efeitos modulatérios que essas enzimas
exercem uma sobre a outra foram previamente discutidos para os modelos de
mania. Acredita-se que 0s mesmos mecanismos se apliquem para os efeitos vistos

nos modelos de mania e depresséo.
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6 CONCLUSAO

Os resultados do presente estudo demonstram que as alteracdes das
enzimas epigenéticas ndo estdo relacionadas com os mecanismos pelos quais 0s
modelos induzem comportamentos do tipo maniaco, uma vez que o modelo de OUA
induziu comportamentos do tipo maniaco sem alterar a atividade de HDAC, DNMT e
HAT. Por outro lado, o comportamento do tipo depressivo pode estar relacionado
com alteracdes nessas ezimas epigenéticas. Entretanto, fica evidente que o efeito
antimaniaco e antidepressivo estéa relacionado com a modula¢cdo da HDAC e DNMT,
visto que o tratamento foi capaz de reverter o comportamento maniaco e depressivo
em todos os modelos.

Os resultados do presente estudo também demonstram um efeito cruzado
entre as enzimas HDAC e DNMT, e que o potencial terapéutico dos inibidores da
HDAC pode ser proveniente de mais de uma alteracdo epigenética, ndo apenas
alteracdo na conformacgédo de histonas. Esses achados podem abrir portas para
novas abordagens terapéuticas para o tratamento de transtornos do humor, focando
em farmacos com novos alvos terapéuticos, bem como terapia combinada com

diferentes moduladores epigenéticos.

7 LIMITACOES E DIRECOES FUTURAS

E importante ressaltar que no presente estudo foram utilizados apenas ratos e
camundongos machos. Uma vez que as respostas comportamentais e bioquimicas
podem variar entre 0s sexos, esse fato pode ser considerado como uma limitagéo
metodoldgica e pode ser realizado em estudos futuros.

A lacuna no conhecimento sobre como os moduladores epigenéticos podem
ser utilizados para o tratamento do TB e TDM é pertinente e o presente estudo traz
luz aos possiveis mecanismos desses agentes em uma perspectiva epigenética.
Futuros estudos devem focar em subtipos especificos de cada enzima epignética,
bem como seus alvos especificos, afim de refinar ainda mais os alvo farmacolégicos

e potencializar os efeitos terapéuticos dos moduladores epigenéticos.
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« A Comissdo de ENca mo Uso de Animai normatizada pela Resalucdo n 02/2011/Camara
Propex de acerdo com a Lel Federal 11.794, analsou o projeto abaixo,

Protocolo; 1022012

Professor Responsavel: Jodo Cuevedo
Equipe: Roger Varela Daniela Bavaresco, Samira Valvasson, Juiane Carvalho, Leticia
Calegarl, Gustavo Dal Pont, Camila Arent & Wilson Resanda,

Titwdo: ‘AVAUAGAD DOS EFEITCS ANTIDEPRESSWVOS E ANTIMANIACOS DO BUTIRATO DE
S00I0 EM MODELOS ANIMAIS DE MANIA E DEPRESSAC: IMPLICACOES PARA A VALIDAGAC
DE UM NOVD ESTABILIZADOR DE HUMOR®

Este projete fol Aprovado em 5eus Aspecios @icos @ metodologicos. Toda @ quaiguar
akeracdo do Projeto devera ser comunicado @ CEUA, Fol auterzada a uthzagho 424 ralos wistar ¢ 80
camundonges bisck CETELYS. Os membros da CEUA nda partioparam do processo de avalagdo dos
PIO@ias &M que conslam como pesquisadores, Para demais dividas, contatar 8 CEUA pelo e-mail
ERUATRUNGSC.NeE.

The animal ressarch Ethics Commiles, sanctioned by the resokstion number 0202011/Camara
Propax, i1 accordance with faderal w number 11.764, has anatyzed the following Project:

Protocol number: 102/2012

Principal Investigator: Jodo Cusvedo
Researchars: Roger Vare@, Dankla Bavaresco. Samira Valvassor, Jukane Carvalho,
Laticia Calegarl, Gustavo Da! Pont, Camila Arent e Wilson Resande.

tite: "ANTIDEFRESSANTS AND EVALUATION OF THE EFFECTS OF ANTIMANC
SODUM BUTYRATE W ANIMAL MODELS OF DEPRESSION AND MANIA: IMPLICATIONS FOR
THE VALIDATION OF A NEW MOOD STABILZER".

The project was Approved & its athical and meshodological aspects. Any alteration of the

ofinal vevsion of this project must be prevdeusly submited 1o the Commitee for further analyzes. May

Yyou have further questions, plase conlacl uso 0 swae uncc nalprapexiceus of by e-mall
coua@unesc.nat,

Crcima, 03 de outubro de 2012
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Universidade do Extremo Sul Catarinense
Comissao de Etica no Uso de Animais
CERTIFICADO

Certificamos que o projeto mfitulado “Avaliacio Dos Efeitos Do Butirato De Sodio Sobre Os Niveis
De Citocinas Em Modelos Animais De Mania Induzidos Por Anfetamina E Privacio Do Sono
Paradoxal”, Protocolo n® 007/2016-1 sob a responsabilidade de Samira da Silva Valvassori, equipe:
Roger B. Varela, Wilson P Resende, Damiela V. Bavaresco, Gustave C. Dal-Pont, Edemilson Manot,
Camula Leite Ferremra, Jéssica Lopes-Borges, Bruna Peterle, Gabnela Barbosa Nadas, Guilherme
Bianchini, Femanda Fredenico Gava, Mikaela Mianda, Paula Tomin, que envolve a produgio,
manutencio e'on utilizagio de ammmais pertencentes ao filo Chordata, subfilo Vertebrata (exceto o
homem), para fins de pesquisa cientifica {(ou ensmo) — encontra-se de acordo com os preceitos da Lei
no. 1 11.7%4, de & de cutubro de 2008, do Decreto no. 5.899, de 15 de julho de 2009, e com as normas
editadas pelo Conselho Nacional de Conirole da Expenmentacio Ammal (CONCEA), e fo aprovado
pela COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS (CEUA) da UNESC — Universidade do
Extremo Sul Catarimense.

[Vigéncia do Projeto | 01/03/2016 a 01/03/2018 ]
s Canmmdongo heterogémco Black C3TBL'G
Espécie/Linhagem | b\ 1 eterogenico Wistar
N". De animais 160
20-30g/ 60 dias
Peso/ldade 250-300g / 60 dias
Sexo M
. Bioténio da Umiversidade do Extremo Sul
Origem Catarinense — UNESC

The Ethics Committee on Ammal Use on Research, sanctioned by the reselution mumber
02/2011/Camara Propex, in accordance with federal law mumber 11.794/08, has analyzed the followmg
Project:

Protocol number: 007/2016-1

Principal Investigator: Samara da Silva Valvasson

Researchers: Foger B. Varela, Wilson F. Resende, Damela V. Bavaresco, Gustave C. Dal-Pont,
Edemilson Manot, Camula Leite Ferreira, Jéssica Lopes-Borges, Bruma Peterle, Gabnela Barbosa
Nadas, Gulherme Bianchimi, Femanda Fredenico Gava, Mikaela Miranda, Paula Tomnin.

Project title: “Assessment Of The Effects Of Sodinm Butyrate On Levels Of Cytokines In Animal
Models Of Mania Induced By Amphetamine And Sleep Deprivation Paradoxical”.

The project was Approved mn its ethical and methodological aspects. Any alteration of the ongmal
version of this project mmst be previously submitted to the Commuttee for further analyzes. May you
have firther questions, please contact us on www unesc net’propex/ceua or by e-mail: ceua@unesc.net.

Criciima, 23 de fevereiro de 2016.
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