UNIVERSIDADE DO EXTREMO SUL CATARINENSE
UNIDADE ACADEMICA DE CIENCIAS DA SAUDE
MESTRADO EM CIENCIAS DA SAUDE

ROGER BITENCOURT VARELA

INVESTIGACAO PRE-CLINICA DOS EFEITOS DO
TRATAMENTO COM BUTIRATO DE SODIO SOBRE O
COMPORTAMENTO E NIVEIS DE NEUROTROFINAS
EM RATOS SUBMETIDOS A MODELOS ANIMAIS DE

MANIA OU DEPRESSAO

Dissertagdo de Mestrado
apresentada ao Programa de
Pds-Graduacdo em Ciéncias
da Saude da Universidade
do Extremo Sul Catarinense
para obtencdo do titulo de
Mestre em Ciéncias da
Saude.

Orientador: Prof. Dr. Jodo
Luciano de Quevedo.

Coorientadoras:

Prof2 Dr2. Josiane Budni
Prof2 Dr2. Samira da S.
Valvassori

CRICIUMA, FEVEREIRO DE 2015



Dados Internacionais de Catalogacao na Publicacdo

V293i Varela, Roger Bitencourt.

Investigacdo pré-clinica dos efeitos do tratamento com
butirato de sédio sobre 0 comportamento e niveis de
neurotrofinas em ratos submetidos a modelos animais de
mania e depressdo / Roger Bitencourt Varela ; orientador :
Jodo Luciano de Quevedo ; coorientadoras: Josiane Budni,
Samira da S. Valvassori. — Criciima, SC : Ed. do Autor, 2015.

88 p.:il.;21cm.

Dissertagdo (Mestrado) - Universidade do Extremo Sul
Catarinense, Programa de Pés-Graduagdo em Ciéncias da
Salde, Criciima, 2015.

1. Butirato de sédio — Uso terapéutico. 2. Transtorno
bipolar - Tratamento. 3. Depressdo. 4. Psicose maniaco-
depressiva. I. Titulo.

CDD. 22. ed. 615.1

Bibliotecaria Eliziane de Lucca Alosilla— CRB 14/1101
Biblioteca Central Prof. Eurico Back - UNESC




FOLHA INFORMATIVA

A Dissertacdo foi elaborada seguindo o estilo VVancouver e sera
apresentada no formato tradicional.
Este trabalho foi realizado nas instalagfes do Laboratério de
Neurociéncias do Programa de P6s-graduacdo em Ciéncias da
Saude da Universidade do Extremo Sul Catarinense.



Y
unesc

UNIVERSIDADE DO EXTREMO SUL CATARINENSE — UNESC
Pro-Reitoria de Pos-Graduagdo. Pesquisa e Extensdo
Unidade Académica de Ciéncias da Satde
Programa de Pos-Graduagio em Ciéncias da Satide (Mestrado ¢ Doutorado)
' Recomendado pela CAPES — | lomologado pelo CNE — Portaria N° 1.919 de 03.06.2005

PARECER

Os membros da Banca Examinadora designada pelo Colegiado de Coordenacido do
Programa de Pos-Graduagdo em Ciéncias da Saude (Mestrado ¢ Doutorado) reuniram-se para
realizar a argui¢do da Dissertagio de MESTRADO apresentada pelo candidato Roger
Bitencourt Varela sob o titulo “Investigaciio pré-clinica dos efeitos do tratamento com
butirato de sodio sobre o comportamento e niveis de neurotrofinas em ratos submetios a
modelos animais de mania ou depressio”. para obtengdo do grau de MESTRE EM
CIENCIAS DA SAUDE do Curso de Pos- -Graduagio em Ciéncias da Satde da Universidade
do Extremo Sul Catarinense — UNESC,

Apos haver analisado o referido trabalho e arguido o candidato. os membros sdo de

parecer pela “APROVACAQ” da Dissertagiio. com conceito

Criciuma, SC. 22 de janeiro de 2015

Cocks G Lot Mo

Prof. Dr. Paulo Cgﬁ:‘)iock Silveira

Pro@gr"} Pa lul érOL.ln

Membro I Xtefh

Prof. Dr. £Taudio Teodoro de Souza
oordenador do PPGCS

Representante legal do
Orientador Jodo Luciano de
Quevedo



“Dedico essa dissertacdo de
mestrado aos meus pais,
Claudionor e Fatima, pela
dedicagdo e créditos em

mim depositados. ”



AGRADECIMENTOS

Agradeco primeiramente a minha familia. Meus Pais,
Claudionor e Fatima, que sempre me aconselham e apoiam em todas
as decisdes na minha vida, mesmo que para isso, tivessem que ir
contra seus proprios desejos. Pessoas fantasticas, nenhuma titulagéo
académica seria grandiosa o bastante para outorgar todos os anos
de dedicacdo e ensinamentos passados a mim e aos meus irmaos.
Vocés terdo uma parte em tudo o que eu fizer em minha vida, todas
minhas conquistas sero suas também. Meus irmdos, Richard e
Renan, e minhas cunhadas Renata e Laira por torcerem por mim e
estarem ao meu lado em todas as etapas do meu mestrado. Pode
parecer pouco, mas vocés sempre me fizeram acreditar mais em mim
mesmo.

A todos os meus amigos e colegas de trabalho, em especial
Wilson, Camila, Cenita, Paula, Tamara, Amanda, Edemilson,
Jéssica e Gustavo pela ajuda, ndo s6 nesse trabalho, mas durante
todos esses anos de laboratério. Vocés sdo pessoas incriveis,
inteligentes e sérias, mas alegres, divertidas e engragadas quando se
cabe. Sem dividas deixaram tudo mais facil e emocionante.

Ao meu orientador Prof. Dr. Jodo Quevedo, por ter
aceitado me orientar, ter depositado essa confianca em mim e
acreditar no meu potencial. Um exemplo de profissional que me
espelharei durante toda minha carreira.

As minhas coorientadoras, Prof. Dra. Josiane Budni,
palavras sdo poucas para agradecer toda ajuda que me foi dada.
Mostrou que é possivel ser orientadora-tipo-mée sem deixar de ser
responsavel, critica e uma pesquisadora excelente, meus profundos e
sinceros agradecimentos. Prof. Dra. Samira Valvassori, por ter
confiado em mim desde minha iniciacdo cientifica, ser a maior
incentivadora da minha vida académica e, acima de tudo, uma
grande amiga. Uma pessoa brilhante, espero conseguir seguir seus
passos e ensinamentos. Serei eternamente grato por tudo.

Por fim, aos professores do mestrado, ao PPGCS, a
UNESC e a todos que direta ou indiretamente ajudaram na minha
formagdo e contribuiram para o meu crescimento, meu muito
obrigado!



“Ao buscar a vitéria ndo é
habil deixar de ultrapassar

0 que todos ja sabem.”

SUNTZU



RESUMO

Os transtornos neuropsiquiatricos, que incluem distirbios
neuroldgicos e psiquiatricos, sdo responsaveis por 13% da carga
global de doencas. Dentre eles, a depressao e o transtorno bipolar
possuem um nlUmero bastante representativo de pacientes.
Diversos estudos tém demonstrado que esses dois transtornos séo
acompanhados de um representativo dano cognitivo, afetando
principalmente a memoria e causando um prejuizo na qualidade
de vida dos pacientes. Apesar da gravidade desses transtornos,
ainda existe uma lacuna muito grande no tratamento e na eficacia
terapéutica de antidepressivos e estabilizadores de humor, sendo
de extrema importancia o estudo de novos compostos e novas
abordagens terapéuticas. [Esses transtornos possuem uma
neurobiologia complexa e pouco conhecida, porém algumas vias
parecem estar envolvidas na sua fisiopatologia. As neutrofinas
sdo proteinas relacionadas & plasticidade, crescimento e
sobrevivéncia neuronal, sendo o fator neurotofico derivado do
cérebro (BDNF), fator neurotréfico do nervo (NGF) e fator
neurotéfico derivado da glia (GDNF) os fatores neurotroficos
mais importantes e é cada vez mais relatada alteragdes nos niveis
dessas proteinas em pacientes com transtornos do humor.
Estudos mostram que o butirato de sédio, um inibidor de histonas
deacetilases, é capaz de controlar o comportamento e cognigdo
através da modulacdo de mecanismos epigenéticos, e por esse
motivo seus efeitos antidepressivos e antimaniacos tém sido
estudado para sua aplicagdo como um possivel agente terapéutico
para os transtornos do humor. Portanto, o presente estudo tem
como objetivo avaliar os efeitos do tratamento com butirato de
sodio em ratos Wistar adultos, sobre o0s parametros
comportamentais e niveis de BDNF, NGF e GDNF em cérebro de
ratos submetidos a modelos animais de mania e depressdo. Para
isso, dois grupos de animais foram submetidos aos modelos
animais de depressdo induzido por estresse crénico moderado ou
privacdo materna e tratados com injecdes intraperitoneais de
butirato de sodio durante sete dias. Ap6s o tratamento, 0s animais
foram submetidos aos testes comportamentais de campo aberto e



nado forcado e o teste de memoria de reconhecimento de objetos
seguidos pela avaliacdo de BDNF, NGF e GDNF no hipocampo.
Um terceiro grupo de animais foi submetido ao modelo animal de
mania induzido por ouabaina e tratado durante sete dias com
butirato de sodio. Ap6s o tratamento os animais foram
submetidos ao teste do campo aberto seguido pela avaliagdo de
BDNF, NGF e GDNF no hipocampo e cértex pré-frontal. Os
animais submetidos ao modelo animal de depresséo apresentaram
tempo de imobilidade aumentado no teste de nado forgado, assim
como prejuizo na memdria de curta e longa duracdo, porém o
tratamento com butirato reverteu esses danos. O modelo de mania
causou hiperatividade nos ratos e o tratamento com butirato
também reverteu esse comportamento. Ambos os modelos, de
depressdo e mania, reduziram os niveis de neurotrofinas em todas
as estruturas cerebrais e 0 tratamento com butirato foi capaz de
reverter total ou parcialmente essa redu¢do. Como o butirato de
sodio facilita a transcricdo génica inibindo as histonas
deacetilase, pode-se sugerir que os efeitos antimaniacos e
antidepressivos do butirato de sédio se devem ao aumento da
transcricdo e niveis das neurotrofinas no cérebro. Estes resultados
ressaltam a importdncia de mais estudos com histonas
deacetilases em modelos animais para melhor elucidar o papel da
epigenética na fisiopatologia e tratamento dos transtornos do
humor.

Palavras-chave: Transtorno Bipolar; Depressdo; Butirato de
Sodio; Neurotrofinas.



ABSTRACT

Psychiatric disorders, which include neurologic and psychiatric
disorders, are responsible for 13% of global burden of diseases.
Among them, major depression and bipolar disorder has a
representative number of patients. Several studies have
demonstrated that these disorders are accompanied by a relevant
cognitive damage, affecting memory mainly, causing a decrease
in patients quality of life. Neurotrophins are proteins related to
plasticity, growth and neuronal survival, being BDNG, NGF and
GDNF the most important neurotrophic factors. It is increasingly
reported the alterations on these proteins levels in mood disorders
patients, indicting to its role on pathophisiology and treatment of
these disorders. Despite the gravity of these disorders there is a
gap in the treatment and therapeutic efficacy of antidepressants
and mood stabilizers, being extremely important studying new
molecules therapeutic approach. Studies have shown that sodium
butyrate, a histone deacetylase inhibitor, is able to control
behavior and cognition via epigenetic mechanisms modulation,
therefore, the antidepressant and antimanic effects of this
substance have being studied to be applied ass a possible
therapeutic agent for mood disorders. Given the difficulties to
study the human brain in vivo, the animal models are relevant
tools to study the mood disorders neurobiology. This study aims
to evaluate the sodium butyrate treatment effects in behavioral
parameters and BDNF, NGF and GDNF levels in brains of
Wistar rats submitted to animal models of depression and mania.
For this, two animals groups was submitted to the animal models
of depression induced by chronic mild stress or maternal
deprivation treated with sodium butyrate intraperitoneal
injections during seven days. After the treatment, the animals
were submitted to the open field and forced swimming tests and
object recognition test, followed by the hippocampal BDNF,
NGF and GDNF levels evaluation. A third animal group was
submitted to the animal model f mania induced by ouabain and
treated with sodium butyrate, lithiun and valproate during seven
days. After the treatment, the animals were submitted to the open



field test followed by the BDNF, NGF and GDNF levels
evaluations in the hippocampus and prefrontal cortex. The
animals submitted to models of depression showed an increase of
immobility time in the forced swimming test, as well as an
impairment in the short and long term memory, however, the
sodium butyrate treatment reversed these alterations. The animal
model of mania induced hiperlocomotion in rats and the
treatment with sodium butyrate reversed this behavioral
alterations. Both models, depression and mania, reduced the
neurotrophins levels in all brain structure evaluated and the
treatment with sodium butyrate was able to reverse total or
partially this decrease. As sodium butyrate facilitates the gene
transcription inhibiting histone deacetylase, it might be suggested
that the butyrate antimanic and antidepressants effects are due to
the neurotrophins levels increases in the brain, which highlight
the importance of more studies with histone deacetilases in
animal models to better elucidate the role of epigenetic in the
mood disorders pathophysiology and treatment.

Key-words: Bipolar Disorder; Major Depression; Sodium
Butirate; Neurotrophins.
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1 INTRODUCAO

1.1 TRANSTORNOS DE HUMOR

Os transtornos neuropsiquiatricos, que incluem distdrbios
neurolégicos e psiquiatricos, sdo responsaveis por 13% da carga
global de doencas. Dentre eles, a depressdo e o transtorno bipolar
(TB) possuem um numero bastante representativo de pacientes.
Entretanto, apesar de sua gravidade ainda existe uma lacuna
muito grande entre o tratamento desses transtornos e a eficacia
terapéutica de antidepressivos e estabilizadores de humor (Lund
et al., 2012). Segundo o Manual Diagndstico e Estatistico de
Transtornos Mentais (sigla em inglés DSM-V) (American
Psychiatric Association, 2013), os dois principais transtornos do
humor sdo a depressdo maior e 0 TB. Ambos séo caracterizados
por uma extrema e inapropriada alteragdo do humor com
importante comprometimento social, cognitivo e funcional
(Murray e Lopez, 1997; Morgan et al., 2008; Aas et al., 2012).

A depressédo é possivelmente o transtorno psiquiatrico com
maior prevaléncia. Estima-se que nos Estados Unidos cerca de
19,2 % da populagdo adulta j& apresentou um episodio depressivo
durante a vida (Kessler, 2010). Dentre o0s transtornos
psiquiatricos, a depressdo é o transtorno que causa maior impacto
sobre a qualidade de vida dos pacientes e familiares de acordo
com um estudo realizado por Subramaniam et al. (2013). De
acordo com 0 DSM-V (American Psychiatric Association, 2013),
0 transtorno depressivo maior se caracteriza por um ou mais
episadios depressivos, onde 0 paciente apresenta um periodo de
humor deprimido, perda de interesse ou prazer por atividades
antes prazerosas, humor irritavel ou triste, podendo apresentar
também alteragBes no apetite, diminuicdo de energia, sentimento
de culpa e em alguns casos ideacéo e tentativas de suicidio.

Embora a diminuicdo na capacidade de raciocinio e
concentrar¢do, ou indecisdo sejam 0s Unicos critérios cognitivos
para o diagnostico de depresséo presentes no DSM-V, atualmente
é bastante reconhecido do fato de grande parte dos pacientes
depressivos apresentarem diversos déficits em diferentes fungdes
cognitivas, que podem incluir a velocidade de processamento,
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habilidades psicomotoras, atencdo, memoria e funcdes
executivas, sendo os dois Udltimos o0s que mostram
comprometimento mais grave (Marazziti et al., 2010; Sierksma et
al., 2010). Apesar de esses sintomas serem mais comumente
observados durante os episodios de humor deprimido, em alguns
casos, 0 dano cognitivo pode permanecer também durante 0s
periodos de remissdo dos sintomas depressivos, comprometendo
o funcionamento psicossocial e desempenho profissional do
paciente (Fava, 2003; Carvalho et al., 2014).

Diversos estudos tém demonstrado que diferentes tipos de
memoérias sdo afetadas em pacientes depressivos (Marazziti et al.,
2010). Dumas e Newhouse (2014) mostraram que pacientes com
depressdo apresentam prejuizo na memoria de trabalho
acompanhado de uma diminuigdo da ativacdo dos lobos lateral
frontal e parietal. Outro estudo mostra que o0s sintomas
depressivos parecem ter papel importante nos déficits de memoria
de trabalho e memoria episodica verbal em mulheres expostas a
dor (Tomey et al., 2014). Além disso, uma recente revisao
sistematica mostrou que memorias ligadas a estimulos
emocionais também estdo diminuidas em pacientes depressivos
(Miskowiak e Carvalho, 2014).

Apesar de ndo estar diretamente ligado com o estado de
humor, o déficit cognitivo parece acompanhar o curso e a
intensidade deste transtorno. Estudos comparando pacientes
depressivos e controles saudaveis, ambos em idade avangada,
demonstraram que os danos ligados & diferentes tipos de meméria
estdo mais acentuados em idosos com depressdo, indicando uma
correlagdo entre 0 dano cognitivo e a progressdo deste transtorno
(Marazziti et al., 2010; Koenig e Butters, 2014).

Além da depressdo, outro transtorno de humor abordado
no presente estudo é o TB, um dos mais severos transtornos e que
afeta a vida de milhdes de pessoas em todo o mundo. E o terceiro
transtorno psiquiatrico com maior impacto na qualidade de vida
do paciente, ficando atras da depressdo e transtorno obsessivo
compulsivo (Subramaniam et al., 2013).

O termo bipolar expressa dois polos de humor ou de
estados afetivos que se alternam: a depressdo e seu oposto, a
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hipomania ou a mania. A mania, dependendo da gravidade, tem
manifestacdes como euforia, energia exagerada, grandiosidade,
aceleracdo e uma sensacdo de prazer intenso ou um estado
altamente irritdvel e agressivo (Calabrese et al., 2003; American
Psychiary Assossiation, 2013). Segundo o manual diagndstico, os
episodios maniacos sdo caracterizados pelo estado elevado do
humor, no qual o paciente encontra-se expansivo ou irritavel por
um periodo de, pelo menos, uma semana ou se a hospitalizacao se
fizer necessaria. Os episddios hipomaniacos possuem 0s mesmos
critérios dos episédios maniacos, entretanto, com duracdo minima
de quatro dias. O critério de diagndstico, de acordo com o0 DSM-
V, requer que esta alteragdo do humor, tanto na mania quanto na
hipomania, seja acompanhada por pelo menos trés sintomas
adicionais, citados a seguir: auto-estima inflada ou grandiosidade,
diminuicdo da necessidade de sono, taquilalia, fuga de idéias,
distratibilidade, agitacdo psicomotora e comportamentos de risco
(American Psychiatry Assossiation, 2013).

Assim como na depressdo, 0 comprometimento cognitivo
também é uma caracteristica marcante no TB. Muitos estudos tém
demonstrado que pacientes bipolares apresentam déficits em
diferentes dominios da cognicéo, dentre eles o controle executivo,
motricidade, concentracdo, tomada de decisdo, velocidade de
processamento e principalmente as memdrias de trabalho, verbal
e visual sdo os mais seriamente afetados (Arts et al., 2008;
Torrent et al., 2012; Raust et al., 2014). Existe uma vasta gama de
evidéncias na literatura mostrando a diminuicdo das fungdes
cognitivas durante os episddios de humor agudo -maniacos,
depressivos e mistos- (Martinez-Aran et al., 2000; Bearden et al.,
2001; Gallagher et al., 2014), entretanto, estudos mais recentes
tém mostrado que esses danos persistem apds as fases agudas de
humor e também séo observados durante a eutimia (Rodriguez et
al., 2012; Buoli et al., 2014).

Interessantemente, estudos com pacientes bipolares em
estagio inicial mostraram que a neurocognicdo é afetada desde o
inicio do transtorno (Lera-Miguel et al., 2014) de modo que, um
primeiro e Unico episoédio maniaco é capaz de causar déficit
cognitivo, principalmente sobre parametros de memoria (Mackala
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et al., 2014). Da mesma forma, estudos com pacientes bipolares
em fase avancada do transtorno, mostram que o0 prejuizo
cognitivo é uma caracteristica bastante marcante desse estagio
(Lotrich et al., 2014; Rej et al., 2014), sendo que durante essa
fase mais tardia, os pacientes apresentam danos a cogni¢do mais
severos quando comparados com as fases iniciais deste
transtorno (Sajatovic et al., 2013; Weisenbach et al., 2014).

Sendo assim, tém-se sugerido que os déficits cognitivos,
gue persistem apds os episodios agudos de humor e acompanham
paralelamente a evolu¢do do quadro dos pacientes, podem ser
considerados como tracos do transtorno e de sua progressao e nao
apenas marcadores dos estados de humor (Martinez-Aran et al.,
2004; Rodriguez et al., 2012; Buoli et al., 2014)

1.2 NEUROBIOLOGIA DOS TRANSTORNOS DO HUMOR

Tanto a depressdo quanto o TB apresentam etiologia
multifatorial, onde fatores genéticos e ambientais estdo
envolvidos. Além disso, diferentes sistemas e vias intracelulares
podem explicar a fisiopatologia destes transtornos de humor
(Fries et al., 2012; Schneider e Prvulovic, 2013).

Uma das primeiras e mais bem estabelecidas teorias sobre
a neurobiologia dos transtornos do humor é a hipdtese da
disfuncdo monoaminergica (Haase e Brown, 2014; Jun et al.,
2014). Na depressdo a hipotese de deficiéncia monoaminergica,
relacionando os sintomas depressivos com a diminuicdo da
neurotransmissdo de monoaminas, principalmente serotonina e
noradrenalina, ja € bem estabelecida pelos achados
neuroguimicos e pelo tratamento bem sucedido com farmacos
gue melhoram a neurotransmissdo monoaminergica, aumentando
a liberagdo ou diminuindo a recaptacdo  desses
neurotransmissores (Bymaster et al., 2003; Mulinari, 2012). A
dopamina e o glutamato, dois dos principais neurotransmissores
estimulantes no cérebro, parecem ter um papel fundamental na
fisiopatologia do TB. Apesar do glutamato ndo pertencer a
familia das monoaminas, é bastante descrito sua relagdo com o
sistema dopaminérgico, conferindo-lhe um papel modulatério do
sistema monoaminergico (Jun et al., 2014; de Bartolomeis et al.,
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2014). Farmacos que modulam a transmissdo desses
neurotransmissores apresentam eficacia na manutengdo dos
sintomas em pacientes, evidenciando ainda mais o papel das
monoaminas no TB (Sanacora et al., 2008; Veselinovic et al.,
2013; Kirino, 2014; Matosin et al., 2014)

Alem das altera¢des acima citadas, vale ressaltar o recente
enfoque dado as alteragdes epigenéticas, que incluem diferentes
mecanismos que modificam a expressdo génica sem alterar a
sequencia do DNA, e vém sendo alvo de estudos em diversas
patologias, incluindo os transtornos do humor (Guintivano e
Kaminsky, 2014; Pefia et al., 2014). Dentre 0s principais
mecanismos epigenéticos envolvidos nesses transtornos pode-se
citar a metilacdo do DNA (Dulac, 2010; Schwartz e Ast, 2010) e
a modificacdo das histonas (ver item 1.4) (Kouzarides, 2007
Peedicayil, 2014). As alteracGes epigenéticas sdo moduladas por
estimulos externos e representam o mediador molecular pelo qual
0 ambiente pode interagir com os genes de pré-disposicao,
influenciando o fen6tipo e agindo como peca chave na etiologia
dos transtornos do humor (Guintivano e Kaminsky, 2014). De
fato, diversos estimulos ambientais que predispdem o0s
transtornos mentais, também induzem alteracdes epigenéticas,
como infeccdo e desnutrigdo materna durante a gestacdo, idade
avancada dos pais, baixo ou alto peso ao nascer, estresse na
infancia, abuso sexual, traumas, desenvolvimento em ambiente
urbano, perda parental, abuso de substancias e eventos adversos
durante a vida (McDonald e Murray, 2000; Tamashiro e Moran,
2010; Grissom e Reyes, 2013; Klengel e Binder, 2013;
Stankiewicz et al., 2013; Bratlien et al., 2014; Oher et al., 2014;
Sorensen et al., 2014). Entretanto, apesar dessas evidencias,
estudos que avaliem diretamente as alteracdes epigenéticas em
pacientes com transtornos do humor séo extremamente escassos e
inconsistentes, sendo os resultados provenientes de estudos com
modelos animais a maior fonte de dados sobre o papel da
epigenética nesses transtornos (Pefia et al., 2014).

Apesar do grande numero de estudos objetivando o
esclarecimento dos mecanismos fisiopatologicos dos transtornos
do humor, ainda sdo poucas as vias que se sabe de fato ter ligacdo
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direta com a neurobiologia da depresséo e do TB (Krishnan e
Nestler, 2008; Maletic e Raison, 2014).

O humor, emogdo e memoria sdo processos mediados por
um conjunto interconectado de estruturas cerebrais centrais e
corticais denominado sistema limbico (Patestas and Gartner,
2006). Esse sistema foi descrito por Nieuwenhuys (1996) e dentre
as estruturas que o compdem, podemos citar cdrtex pré-frontal,
amigdala, estriado e hipocampo. Dentro desse sistema, 0
hipocampo desempenha funcdo crucial sobre os processos de
aquisicdo, de consolidacdo e de recuperacdo da memoria
declarativa. O hipocampo possui diversas ligagdes com regides
corticais, incluindo o cortex pré-frontal. Essas regifes cerebrais
juntas sdo responsaveis pelo processamento das informagdes e
estimulos recebidos para posterior formacdo de memoria pelo
hipocampo, formando um subsistema denominado cortico-
hipocampal (Eichenbaum, 2000).

Existe uma série de evidencias proveniente de estudos
neuroanatdbmicos que apontam o envolvimento das alteracfes na
funcdo e volume das estruturas do sistema limbico com os
transtornos do humor (Otten e Meeter, 2015). Pacientes com
depressao apresentam volume diminuido do hipocampo (Elcombe
et al., 2014; Gillian et al., 2014; Sivakumar et al., 2014), cortex
pré-frontal (Fujishima et al., 2014; Rodriguez-Cano et al., 2014;
Treadway et al., 2014) e amigdala (Gillian et al., 2014; Ten
Doesschate et al., 2014). No cérebro de pacientes bipolares
também foram relatados reducdo no hipocampo (Hallahan et al.,
2011; Savitz et al., 2014a) e cortex pré-frontal (Lijffijt et al.,
2014; Savitz et al., 2014b). A redugdo do volume dessas &reas
cerebrais pode estar relacionada com a baixa plasticidade
neuronal e, consequentemente, alta taxa de morte celular, vista
nos transtornos do humor (Omata et al., 2013)

Atualmente, diversos laboratérios vém estudando o papel
dos agentes reguladores de plasticidade celular na fisiopatologia
dos transtornos de humor (Carlson et al., 2006; Zarate et al.,
2006). Os fatores neurotréficos sdo conhecidos por promover
sobrevivéncia, crescimento neuronal, formacdo sinaptica e
plasticidade celular. Portanto, os fatores neurotréficos podem ser
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moléculas chave para o entendimento da fisiopatologia dos
transtornos do humor (Gomez-Palacio-Schjetnan and Escobar,
2013).

1.2.1 Fatores neurotroficos e transtornos do humor

O fator de crescimento do nervo (sigla do inglés - NGF),
fator neurotrdfico derivado do cérebro (sigla do inglés - BDNF) e
o fator neurotréfico derivado da glia (sigla do inglés - GDNF) sdo
exemplos de fatores neurotréficos (Moris e Vega, 2003; Allen et
al., 2013). O primeiro fator neurotréfico a ser descoberto foi o
NGF, e tem sido, até hoje, umas das neurotrofinas mais
estudadas. O NGF regula a sobrevivéncia, desenvolvimento e
hipertrofismo de popula¢Bes neuronais especificas no sistema
nervoso central e periférico (Levi-Montalcini e Angeletti, 1968;
Cirulli e Alleva, 2009). Ja é bem descrito na literatura que o
BDNF tem um importante papel na sobrevivéncia, diferenciacéo
e arborizacdo neuronal no sistema nervoso central e periférico
durante o desenvolvimento cerebral e na fase adulta (Kang e
Schuman, 1995; Korte et al., 1995; McAllister et al., 1999;
Sohrabji and Lewis, 2006). O GDNF é o fator neurotrofico menos
estudado nos transtornos de humor; é produzido e secretado na
regido estriatal e desempenha um papel importante na
manutencdo e sobrevivéncia de neurbnios dopaminérgicos
adultos (Lin et al., 1993; Hoffer et al., 1994; Tomac et al., 1995;
Granholm et al., 2000; Boger et al., 2006; Pascual et al., 2008).

Recentemente muitos pesquisadores tém estudado o papel
do BDNF na fisiopatologia e no tratamento da depressao, sendo,
inclusive, considerado como um candidato a biomarcador deste
transtorno (Hashimoto, 2014; Numakawa et al., 2014). Diversos
estudos demonstram que pacientes depressivos apresentam
menores niveis de BDNF no sangue quando comparado com
controles saudaveis (Fornaro et al., 2014; Kleimann et al., 2014;
Grah et al., 2014; Brunoni et al., 2014). Estudos genéticos
também tém demonstrado uma correlacdo entre diversos tipos de
polimorfismos e alteracdes epigenéticas do gene promotor de
BDNF com o transtorno depressivo (Gutiérrez et al., 2014;
Kudinova et al., 2014; Choi et al., 2014). Alguns autores tem
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relatado baixos niveis de NGF no sangue (Wang et al., 2011;
Diniz et al., 2012; Sun et al., 2013; Zhang et al., 2014) além da
associacdo de alguns polimorfismos promotores de GDNF em
pacientes com depressdo (Kotyuk et al., 2013). Contudo, com
exce¢do de um estudo que mostrou niveis reduzidos de NGF no
sangue de pacientes depressivos (Martino et al., 2013), pouco se
sabe sobre o seu papel na fisiopatologia da depressdo (Jiang e
Salton, 2013; de Azevedo-Cardoso et al., 2014).

Considerando que as neurotrofinas, principalmente o
BDNF, sdo importantes mediadores da plasticidade sinaptica e
controle de apoptose celular, essas moléculas tem sido
consideradas chave na fisiopatologia do TB (Rizzo et al., 2014).
Em estudos pré-clinicos anteriores, nosso laborat6rio de pesquisa
demonstrou que comportamentos do tipo maniaco sdo
acompanhados por diminui¢do dos niveis de BDNF e GDNF no
cortex pré-frontal e hipocampo de ratos (Frey et al., 2006a,
2006b; Jornada et al., 2010; Cechinel-Recco et al., 2012). Do
mesmo modo, muitos estudos clinicos tem demonstrado que
pacientes bipolares durante a fase maniaca apresentam niveis de
BDNF diminuidos durante os episédios maniacos e depressivos
guando comparados com pacientes eutimicos ou controle (Cunha
et al., 2006; Fernandes et al., 2011; Gama et al., 2013). Além
disso, outro estudo clinico mostrou que individuos bipolares,
durante a fase maniaca, possuem niveis mais baixos de NGF que
pacientes eutimicos ou controles saudaveis, e que essa
diminuicdo de NGF est4 correlacionada com a severidade dos
episodios maniacos (Barbosa et al., 2011a). Seguindo a mesma
linha da hipdtese do déficit neurotrofico no TB, Barbosa et al.
(2011b) promoveram evidencias de que os niveis periféricos de
GDNF estdo relacionados com os diferentes episédios de humor
do TB, reforcando o envolvimento dos fatores neurotroficos na
fisiopatologia desse transtorno.

1.3 TRATAMENTO DOS TRANSTORNOS DO HUMOR

O tratamento da depressdo evoluiu nos UGltimos anos
devido ao perfil favoravel em relacdo aos efeitos colaterais dos
antidepressivos de segunda geragdo (inibidores seletivos da
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recaptacdo de serotonina e noradrenalina, bupropiona e
mirtazapina) quando comparada com os farmacos de primeira
geracdo (triciclicos e inibidores de monoaminoxidase).
Atualmente, a fluoxetina é o antidepressivo mais popular devido
a quantidade relativamente menor de efeitos adversos. Porém
ainda a terapia para a depressao ndo é satisfatdria (Quevedo et al.,
2013).

Desde a sua descoberta, cerca de 60 anos atras, o litio (Li)
ainda é o Unico farmaco estabilizador do humor utilizado
exclusivamente para o TB. Atualmente, além do litio, alguns
anticonvulsivantes como o valproato (VPA) e a carbamazepina, e
antipsicoticos atipicos, como olanzapina e quetiapina, tem sido
utilizados no tratamento desse transtorno. Porém esses farmacos
sozinhos ndo apresentam total eficacia, sendo a polifarmacia
altamente aplicada no tratamento (Kapczinski e Quevedo, 2009),
e apesar da gravidade, ainda ndo existe um farmaco
completamente eficaz para o tratamento desse transtorno. O
tratamento farmacoldgico funciona em parte dos pacientes
bipolares, porém, muitos deles geralmente possuem altas taxas de
reincidéncia, sintomas que resistem mesmo com o tratamento,
diminuicdo cognitiva e funcional, deficiéncia psicossocial e
diminuicdo do bem estar, que reduzem a taxa de adesdo ao
tratamento por parte dos pacientes (Kapczinski e Quevedo, 2009;
Geddes e Miklowitz, 2013).

1.4 HISTONAS E HISTONAS DEACETILASES

As histonas sdo  proteinas  responsaveis  pelo
empacotamento, compactagdo e organizagdo do DNA (Sengupta
e Seto, 2004; Choudhary et al., 2009). Foram descobertas por
Albrecht Kossel em 1884, e durante muito tempo pensou-se que
possuiam apenas fungdo estrutural para o material genético.
Porém, quase cem anos depois, Allfrey e Mirsky (1964) fizeram
as primeiras descri¢des de como as alteracBes na estrutura dessas
proteinas poderiam influenciar a expressdo génica sem afetar
diretamente a sequéncia do material genético (Gurard-Levin e
Almouzni, 2014).
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Dentro do ndcleo, as histonas se encontram organizadas

em octameros, cada um formado por um par de cada subtipo de
histona (H2A, H2B, H3 e H4). Essa estrutura é denominada de
nucleossomo, e possui cerca de 146 pares de bases do DNA
enrolado no seu entorno (Marks, 2001). Além dessa estrutura, as
histonas possuem prolongamentos proteicos denominados
“caudas” que apresentam extremidades amino-terminais e podem
se ligar a grupamentos acetil provenientes de um aminoacido e-
N-acetil lisina, evento esse denominado acetilacdo de histonas
(Kouzarides, 2007; Le et al., 2014).
A acetilacdo das histonas é uma reacdo modulada pela enzima
histona acetiltransferase (HAT). Quando acetiladas, as histonas
alteram sua conformacdo, deixando a cromatina menos
condensada, o que facilita 0 acesso dos fatores de transcricdo aos
sitios de ligagdo do DNA, permitindo a transcri¢do génica. Por
outro lado, histonas deacetilases (HDAC) sdo enzimas que
catalisam a remocdo de grupos acetil das caudas da histona,
resultando em uma histona mais condensada e induzindo o
silenciamento da expressdo génica (Tsankova et al., 2007,
Machado-Vieira et al., 2011) (Figura 1). As HDACs sdo uma
super-familia de 18 proteinas formada por 4 principais classes:
classe 1 (HDAC1-3, 8), classe Il que é dividida em duas sub-
classes lla (HDAC4, 5, 7 e 9) e lIb (HDAC 6 e 10) e classe Il
(Sirtuin 1-7). E importante ressaltar que a classe | e Il sdo as
classes mais estudadas no sistema nervoso central (Machado-
Vieiraetal., 2011).

1.5 INIBIDORES DAS HISTONAS DEACETILASES E
TRANSTORNOS DE HUMOR

Compostos com diferentes grupos estruturais podem inibir
a atividade das HDACs. Consequentemente, a inibicdo dessas
enzimas induz um aumento nos niveis de acetilacdo das proteinas
histonas promovendo uma maior abertura da cromatina de tal
forma que facilita a interacdo de fatores de transcri¢do e da RNA
polimerase com o DNA para modular a transcri¢cdo (Camelo et
al., 2005). Dentre os inibidores da HDAC encontra-se 0 VPA,
farmaco anticonvulsivante amplamente utilizado na clinica para o
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tratamento do TB (Chiu et al., 2013). O VPA inibe as HDACs de
classe | e lla ndo afetando a classe llb (Géttlicher et al., 2001;
Gurvich et al., 2004), tendo um enorme potencial para o
tratamento de uma variedade de transtornos do sistema nervoso
central e doencgas neurodegenerativas. No entanto, 0 seu uso esta
associado com muitos entraves relativos a toxicidade,
teratogenicidade, a idade do paciente, co-morbidades e
estabilidade do paciente (Genton et al., 2006; Grosso et al., 2009;
Ornoy, 2009; Chateauvieux et al., 2010; Verrotti et al., 2011).
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Figura 1: Atividade da histona acetiltransferase e histone deacetilase. a:
Niveis de acetilacdo da cauda das histonas (k) sdo determinados pela reacéo
concorrente de acetilagdo (Ac) e desacetilacdo, que sdo mediadas pela
histona acetiltranferase (HATSs) e histonas deacetilases (HDACSs). Essa
acetilagdo de histonas é vital para estabilizar a conformagdo estrutural dos
complexos da cromatina, e subsequentemente transcricdo e expressdo
génica. b: através do bloqueio da reagdo de desacetilagdo, inibidores de
HDAC alteram o equilibrio do nivel de acetilagéo de histonas, causando um
aumento da acetilagdo e relaxamento na conformacdo da cromatina
aumentando a transcri¢do. Fonte: Modificado de Kazantsev e Thompson,
2008.

Baseado no mecanismo de agdo e efeito terapéutico do
VPA, busca-se novos farmacos com estrutura e mecanismo de
acdo similares e com menos efeitos colaterais. Levando isso em
considera¢do, um candidato a ser extensivamente estudado é o
butirato de sodio (BS), um &cido graxo volatil com cadeia de
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quatro carbonos de baixo peso molecular, inibidor das HDACs
ndo especifico com estrutura similar ao do valproato (Chiu et al.,
2013). O primeiro estudo sobre as propriedades do BS foi
realizado por Riggs (1977), onde o autor observou que a
administracdo in vitro dessa molécula foi capaz de aumentar
acetilacdo de histonas em células Hela. Entretanto, 0 mecanismo
de acdo pelo qual o BS apresentava esses efeitos so foi descrito
posteriormente por Boffa et al. (1978), Sealy e Chalkley (1978) e
Candido (1978), em uma sequéncia de estudos in vitro e in vivo,
gue comprovaram que os efeitos do BS eram provenientes da
supressao da atividade das HDACs. Atualmente o BS ainda néo
possui nenhuma aplicacdo clinica préatica, porém diversos estudos
tém demonstrado seus efeitos em algumas patologias (Falkenberg
e Johnstone, 2014). Sua aplicagdo para o tratamento do cancer foi
a primeira estudada e melhor estabelecida (Dong et al., 2014; Li
et al., 2015). Estudos recentes indicam que BS, assim como 0
VPA, controlam a cognicdo e o comportamento através de
mecanismo epigenéticos (Machado-Vieira, 2011), apontando seu
potencial para aplicagéo nos transtornos do humor.

Sabe-se que a estrutura nucleossomal da cromatina permite
gue o DNA seja empacotado hermeticamente no nicleo da célula
por dobramentos organizados. Mecanismos de remodelamento
(envolvem os mecanismos epigenéticos) da cromatina asseguram
gue o DNA permaneca acessivel para a maquinaria transcricional.
E importante lembrar que estes mecanismos epigenéticos alteram
a atividade génica por modulacdo da interacdo proteina-DNA,
porém nao alteram o codigo genético (Tsankova et al., 2007).
Sendo assim, o controle epigenético de genes por meio da
modificacdo de histonas e a remodelagdo da cromatina
demonstrou afetar profundamente o desenvolvimento, a
plasticidade sindptica, o aprendizado, a memdria, o uso de
drogas, o alcoolismo, o ritmo circadiano, e a eficacia dos
antidepressivos (Abel e Zukin, 2008; McClung e Nestler, 2008;
Chuang et al., 2009). De fato, um estudo conduzido por Tsankova
et al. (2006) mostrou que a deacetilagdo de histonas hipocampais
bloqueou 0 efeito tipo-antidepressivo da imipramina em
camundongos submetidos ao estresse psicossocial.
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Corroborando com esta idéia, muitos estudos estdo sendo
realizados para avaliar o potencial terapéutico dos inibidores das
HDACs em transtornos de humor como a depressdao e o TB
(Machado-Vieira et al., 2011). Entretanto, estudos realizados
com valproato mostram que alteracdo de funcGes a longo prazo,
relacionadas ao DNA podem acarretar importantes alteracdes
génicas, bem como alteragcGes comportamentais, danos celulares e
teratogénese (Khan et al., 2011; Fucic et al., 2010). Por isso a
importancia de investigar os efeitos da administracdo cronica de
BS e valproato sobre os parametros comportamentais e
neuroquimicos de ratos Wistar submetidos a administracdo
cronica de inibidores de HDAC.

Portanto, o presente estudo foca-se em um novo candidato-
alvo a terapia do transtorno bipolar. Este candidato é o BS, um
agente inibidor ndo-especifico da classe | e 1l da HDAC. Ainda
existem poucos estudos pré-clinicos que relacionam este farmaco
com o comportamento. Um estudo em um modelo de preferéncia
condicionada por local induzido por cocaina em ratos mostrou
que BS facilitou a extingdo do comportamento de busca pela
droga (Malvaez et al., 2010). Além disso, o BS mostrou efeito
tipo-antidepressivo, em camundongos machos no teste de
suspensdo pela cauda, um modelo preditivo para avaliar a
atividade tipo-antidepressiva de um composto (Schroeder et al.,
2007). Adicionalmente Zhu et al. (2009) mostrou que o
tratamento combinado com BS e benzoato de estradiol induziu
efeito tipo-antidepressivo no teste da natacdo forcada em
camundongos fémeas. Um estudo mais recente do nosso grupo
mostrou que microinje¢Bes intracerebroventricular de BS na
amigdala, estriado e cortex pré-frontal reduziu a hiperatividade
induzida por meta-anfetamina, um modelo animal de mania,
indicativo de um possivel papel do BS no transtorno bipolar
(Arentetal., 2011).

1.6 MODELOS ANIMAIS DE TRANSTORNO DO HUMOR

O fator mais importante que dificulta o progresso na
compreensdo da patologia dos transtornos psiquiatricos é a falta
de compreensdo sobre a neurobiologia do funcionamento cerebral
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e as dificuldades éticas e préaticas de estudar o cérebro humano in
vivo (Nestler e Hyman, 2010). Dadas as relativas limitacGes das
atuais tecnologias ndo invasivas para estudo do cérebro humano,
0os modelos animais de transtornos psiquiatricos sdo uma das
ferramentas mais importantes para os estudos neurobioldgicos
(Valvassori et al., 2013).

Um modelo animal, de qualquer doenga ou transtorno,
deve apresentar trés tipos de validades, sendo que quanto mais
caracteristicas do transtorno o modelo apresentar dentro de cada
validade, mais fidedigno ao quadro clinico esse modelo sera
considerado. A primeira, validade de face, corresponde a
habilidade do modelo em mimetizar algum sintoma do
determinado transtorno observado na clinica; A validade de
constructo diz respeito a capacidade do modelo em mimetizar
alguma caracteristica fisiopatologica do transtorno; A terceira
validade, denominada validade preditiva, considera a habilidade
do modelo em responder a agentes terapéuticos clinicamente
efetivos (McGonigle e Ruggeri, 2013; McGonigle, 2014).

Tendo em vista que o estresse ambiental tem sido descrito
como um dos principais fatores para o desenvolvimento da
depressdo em pacientes, os principais modelos de depressdo séo
fundamentados em expor animais & diversas situagGes estressoras
durante diferentes fases do desenvolvimento a fim de mimetizar
o0s estimulos ambientais observados na clinica (Bai et al., 2014).
Dentre modelos ambientais de depressdo, 0 estresse cronico
moderado e a privagdo materna atendem todas as trés validades
de um modelo, pois induzem comportamentos do tipo depressivo
(como anedonia, afastamento social, ansiedade, desamparo) e
alteragdes neuroenddcrinas (Meaney, 2001; Ruedi-Bettschen et
al., 2006; Chen et al. 2010; Fortunato et al., 2010; Réus et al.,
2011); contudo, essas alteracdes podem ser revertidas apds o
tratamento com antidepressivos (Krishnan et al., 2007; Wallace et
al., 2009; Nestler e Hyman; 2010).

Atualmente, ndo existe um modelo bem consolidado na
literatura que consiga mimetizar os dois polos do TB no mesmo
animal. Assim, modelos animais de mania tém sido bastante
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usados para estudar essa condi¢do (Nestler e Hyman, 2010;
Young et al., 2011).

Os efeitos dos psicoestimulantes sobre o comportamento
tém sido amplamente utilizados como modelos animais de mania
por induzir agitacdo psicomotora, caracteristica amplamente
observada na clinica médica durante episodios maniacos em
pacientes bipolares (Young et al., 2011). A injecdo
intracerebroventricular (ICV) de Ouabaina (OUA) é capaz de
induzir hiperatividade em ratos através da inibicdo da Na*/K*-
ATPase (El-Mallakh et al., 1995; El-Mallakh and Wyatt, 1995;
El-Mallakh et al., 2003), alteracdo essa observada em pacientes
bipolares (Banerjee et al., 2012). Além disso, diversos estudos
tém demonstrado que essas alteracbes sdo revertidas ap6s o
tratamento com Litio (Lopes-Borges et al., 2015), contemplando
as trés validades como um bom modelo de mania.

1.7 JUSTIFICATIVA

Os estabilizadores do humor e antidepressivos atualmente
utilizados na clinica ndo possuem completa eficacia,
apresentando muitos sintomas residuais e efeitos colaterais que
reduzem a adesdo ao tratamento. Portanto, estudos que buscam a
compreensdo dos mecanismos de novos farmacos com maior
eficacia terapéutica sdo de extrema importancia.

Considerando que: 1) O BS, um inibidor de histonas
deacetilases, apresentou efeitos tipo antimaniaco e antidepressivo
em estudos pré-clinicos; 2) O déficit na cognicdo e memoria sdo
caracteristicas marcantes em pacientes transtornos de humor e 3)
O envolvimento das neurotrofinas nos processos cognitivos e na
fisiopatologia dos transtornos de humor; Avaliar os efeitos desse
composto sobre os parametros cognitivos e sobre 0s niveis de
fatores neurotréficos em modelos animais € de extrema
importancia para explorar o potencial terapéutico desse possivel
agente farmacolégico para o tratamento dos transtornos de
humor.
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2 OBJETIVOS DO TRABALHO

2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar os efeitos do tratamento com butirato de sodio

em ratos Wistar adultos sobre os pardmetros comportamentais e
niveis de BDNF, NGF e GDNF em cérebro de ratos Wistar
submetidos a modelos animais de mania e depresséo.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1-

Avaliar os efeitos do tratamento com butirato de sédio sobre
0 comportamento do tipo depressivo através do teste de nado
forcado em ratos Wistar adultos submetidos aos modelos
animais de depressdo induzido por estresse cronico
moderado e privagdo materna;

Auvaliar os efeitos do tratamento com butirato de sodio sobre
parametros de memdria através do teste de reconhecimento
de objetos em ratos Wistar adultos submetidos aos modelos
animais de depressdo induzido por estresse cronico
moderado e privagdo materna;

Avaliar os efeitos do tratamento com butirato de sédio sobre
a atividade locomotora no teste do campo aberto em ratos
Wistar adultos submetidos ac modelo animal de mania
induzido por ouabaina;

Avaliar os efeitos do tratamento com butirato de sédio sobre
os niveis de BDNF, GDNF e NGF no hipocampo de ratos
submetidos aos modelos animais de depressdo induzido por
estresse cronico moderado e privacdo materna;

Avaliar os efeitos do tratamento com butirato de sodio,
valproato e litio sobre os niveis de BDNF, GDNF e NGF no
hipocampo e cortex pré-frontal de ratos submetidos ao
modelo de mania induzido por Ouabaina;
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3 METODOLOGIA

3.1 ANIMAIS EXPERIMENTAIS

Nesse estudo foram utilizados ratos Wistar machos
neonatos e adultos (250-300g) provenientes do biotério da
UNESC. Os animais foram mantidos em um ciclo claro/escuro de
12 horas, com livre acesso a dgua e comida e 0 ambiente mantido
a temperatura de 23 + 1° C.

Todos os procedimentos experimentais foram realizados
de acordo com as recomendagdes internacionais para o cuidado e
0 uso de animais de laboratério, além das recomendacdes para o
uso de animais da Sociedade Brasileira de Neurociéncias e
comportamento (SBNeC). O projeto foi aprovado pelo Comité de
Etico no Uso de Animais da UNESC (CEUA-UNESC) sob o
protocolo de nimero 102/2012 (ANEXO 1).

3.2 CONCENTRACAO E DILUICAO DAS SUBSTANCIAS

A concentragdo e diluigdo dos farmacos foram constantes
em todos os protocolos do estudo e estdo descritos a seguir:
Butirato de Sddio (BS) - 600mg/kg intra-peritoneal (i.p.);
Valproato (VPA)- 500mg/kg i.p.; Litio (Li) - 47,5mg/kg i.p.;
Ouabaina (OUA) - 10M; Solucdo salina (Sal) - 0,09% NaCl
i.p.; Cetamina - 80mg/kg intra-muscular (i.m.); Xilasina -
10mg/kg i.m.

3.3 DESENHOS EXPERIMENTAIS

A fim de investigar os efeitos do tratamento com BS sobre
comportamentos do tipo maniacos e do tipo depressivos e sobre a
meméria de reconhecimento de objetos foram utilizados no
presente estudo trés modelos animais, sendo dois modelos
animais de depressdo induzidos por estresse crénico moderado
(ECM) ou privagdo materna (PM) e um terceiro modelo animal
de mania induzido por ouabaina (OUA). Cada modelo e seu
respectivo protocolo de tratamento serdo descritos a seguir.
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3.3.1 Modelo de depresséo induzido por ECM

O protocolo de ECM foi realizado de acordo com Gamaro
e colaboradores (2003). Os animais estressados foram submetidos
a quarenta dias de situacBes imprevisiveis de estresse leve
utilizadas para avaliar o comportamento do tipo depressivo e teste
de meméria em ratos tratados com SB ou solu¢do salina (Sal). Os
tipos de estressores e 0 tempo de aplicacdo de cada um estdo
descritos no quadro abaixo:

Tempo de exposicdo ao

estresse Estressor
24 horas Privagdo de comida
24 horas Privacdo de agua
1-3 horas Contengao

1,5-2 horas Contencdo a 4°C

120-210 minutos Exposicdo 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 espago para movimentar-se,
permanecendo imobilizado durante todo o processo. A exposicdo
a luz estroboscopica 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 intraperitonealmente (i.p.) duas
vezes ao dia, durante 7 dias ap6s o termino do protocolo de ECM.
Todos os tratamentos foram administrados em um volume de
Iml/kg. Para o desenvolvimento desse protocolo, foram
empregados 32 animais (n=8), para cada teste experimental,
separado e quatro grupos, como descritos a seguir: 1) ndo
esressado+Sal; 2) ndo estressado+BS; 3)ECM+Sal; 4)ECM+BS.
Nesse modelo os animais foram submetidos aos testes de campo
aberto, nado forgado e reconhecimento de objetos (descritos mais
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abaixo) uma hora apds a ultima administracdo de cada farmaco.
Diferentes animais foram usados para cada teste comportamental
(ver figura 2).

40 dias 7 dias
A I
f f |
| | | 24h [ 24h
I ECM ou Controle I Bsousal | ! |
1h i i
' Habltua;ao RO i- E Treino RO I fi Teste RO MLP
__________________ E.Llh : ST
| Teste RO MCP :
E Treino NF -":Lfi Teste NF "i

Figura 2: Desendo experimental do protocolo de ECM. ECM= Estresse
Crbnico Moderado; BS= Butirato de Sédio; Sal= Solugdo salina; RO=
Reconhecimento de objetos; MCD= Memoria de Curta Duragdo; MLP=
Memoria de Longa Duracdo; NF= Nado Forcado. Fonte: Modificado de
Valvassori et al., 2014.

3.3.2 Modelo de depressao induzido por PM

A PM foi realizada de acordo com Mello et al.
(2009). Nesse protocolo os animais foram privados da presenca
da mé&e por 180 minutos por dia do primeiro dia pds-natal (DPN)
até o 10° DPN. O protocolo de privagdo materna foi realizado
retirando a mée da gaiola. Os filhotes eram mantidos na gaiola
(com o odor da mae). Apds cada sessdo de PM as maes eram
colocadas nas suas respectivas gaiolas novamente. Os animais
controle permaneceram em suas gaiolas juntamente com suas
maes durante todo o periodo pés-natal. No 21° DPN, os ratos de
ambos o0s grupos, controle e privado, foram desmamados.

BS e Sal foram injetados i.p. duas vezes ao dia
durante sete dias apds os animais alcancarem dois meses de
idade. Os tratamentos foram administrados num volume de
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1mL/kg. Os animais foram randomicamente divididos nos grupos
PM e controle antes do inicio do tratamento. Para o
desenvolvimento desse estudo, nos utilizamos 32 animais (n=8),
para cada teste comportamental, separados em quatro grupos,
como descritos a seguir: 1) ndo privadostSal; 2) ndo
privados+BS; 3)PM+Sal; 4)PM+BS. Os animais foram
submetidos para o teste de nado forcado, reconhecimento de
objetos ou campo aberto uma hora ap6s a administragdo de cada
farmaco. Diferentes animais foram usados para cada teste
comportamental (ver figura 3).

DPN Fase adulta (60 dias de vida)
| 1odias | 7 dias | 24h 24h
I PMou | | BS ou Sal T T |
Controle l«lh .L »L
| Habituagdo RO i-|TreinoRO -/ Teste ROMLD
e | 4 1h : R
| Teste ROMCD |

i Treino NF : 75--5 Teste NF

Figura 3: Desenho experimental do protocol de PM. Desenho experimental
do protocolo de PM. DPN= Dia P6s-Natal; PM= Privacdo Materna; BS=
Butirato de Sodio; Sal= Solucdo Salina; RO= Reconheciento de Objeto;
MCD= Memdria de curta duracdo; MLD= Memdria de Longa Duragdo; NF=
Nado Forgado. Fonte: Modificado de Valvassori et al., 2014.

3.3.3 Modelo animal de mania induzido por OUA

Nesse modelo o0s animais sdo primeiramente
submetidos a uma cirurgia estereotaxica para a implantacdo de
uma canula no ventriculo lateral e posterior administracdo de
OUA. Para isso, o0s animais foram i.p. anestesiados com cetamina
e xilasina. Em um aparelho de cirurgia estereotaxica a pele do
cranio dos ratos foi removida e uma canula guia de calibre 27 e
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9mm de comprimento foi implantada a 0.9mm posterior ao
bregma, 1.5 mm a direita da linha central e 1.0mm acima do
ventriculo lateral (as coordenados estdo de acordo com Paxinos e
Watson (2007)). Através de uma perfuracdo de 2mm de didmetro
feita no 0sso do cranio, uma canula foi implantada ventralmente a
2.6mm de profundidade e fixada com cimento acrilico. Apos esse
procedimento 0s animais permaneceram em repouso, sem serem
manipulados durante trés dias.

O tratamento farmacoldgico utilizado nesse
protocolo reproduz o tratamento de um episédio agudo de mania
e foi realizado de acordo com Jornada et al (2010). Os animais
receberam uma Unica inje¢do intracerebroventricular (ICV) de
5ul de OUA dissolvida em liquor artificial (aCSF) ou 5ul de
aCSF sozinho no quaro dia apo6s a cirurgia. Para isso, uma canula
de calibre 30 foi colocada dentro da canula guia e conectada
através de um tubo de poliéster a uma microseringa. A ponta da
canula de infusdo sobressaia 1.0mm da canula guia, alcangando o
ventriculo lateral direito. 24 horas apds a injecdo de OUA os ratos
foram tratados durante 7 dias com injec@es i.p. duas vezes ao dia
de Sal, Li, VPA ou BS. Para o desenvolvimento desse protocolo
foram utilizados 64 animais (n=8) separados em 8 grupos, como
descritos a seguir: 1) aCSF+sal; 2) aCSF+Li; 3) aCSF+VPA,; 4)
aCSF+BS; 5)0OUA+sal; 6)0OUA+LI; 7)OUA+VPA; 8)OUA+BS.
Os animais foram submetidos ao teste de campo aberto 24 horas
apos a ultima injecdo i.p. de Li, VPA, BS ou Sal (ver figura 4).

3.4 TESTES COMPORTAMENTAIS

3.4.1 Teste do Campo aberto

A atividade locomotora foi avaliada usando um
campo aberto, que consiste em uma caixa de 40 x 60 cm, 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 que
explorassem a arena durante cinco minutos. A locomoc¢édo foi
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calculada contando, com ajuda de contadores, o ndmeros de
cruzamentos feitos pelos ratos entre as linhas pretas.

7 dias
A

[ )
Dias: 1 4 10 11
[ Recuperagéo [ Li, VPA, BS ou Sal | 24h |

v i !

Cirurgia ICV de QUA
ou aC5F

!
Figura 4: Desenho experimental do modelo animal de mania induzido por
OUA. Desenho experimental do protocolo do modelo animal de mania
induzido por OUA. ICV= Injecdo Intracarebroventricular; aCSF= Liquor
Artificial; Li= Litio; VPA= Valproato; BS= Butirato de Sddio; Sal= Solucéo
Salina. Fonte: Modificado de Varela et al., 2014.

3.4.2 Teste do Nado forcado

O teste de nado forcado foi realizado de acordo
com a descricdo de Porsolt et al (1977). Esse teste envolve duas
sessbes denominadas treino e teste, realizados em um tanque de
formato cilindrico cheio de dgua a uma temperatura de + 26°C e
profundidade o suficiente para o animal ndo conseguir tocar o
fundo do tanque ou escapar. Na sessdo de treino, o animal é
colocado na agua e deixado nadar livremente durante 15 minutos.
24 horas ap0s o treino, o animail é recolocado no tanque para a
sessdo de teste. Nessa sessdo € contado o tempo em que o animal
fica imovel na agua, sem a intencdo de nadar (ver figura 5). Esse
comportamento é uma representacdo da desmotivacdo vista em
pacientes.
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Figura 5: Teste do nado for¢ado. O primeiro cilindro ilustra um animal
durante a natagdo, enquanto o segundo cilindro ilustra um animal durante o
periodo de imobilidade. No teste de nado forcado é cronometrado o tempo
que o animal permanece imével durante cada sessdo. Fonte: Valvassori,
2014.

3.4.3 Teste de reconhecimento de objetos

O teste de reconhecimento de objetos descrito por
Izquierdo et al. (2006) foi realizado no campo aberto (descrito
acima) apenas para 0 modelo de depressdo, pois ndo é aplicavel
ao modelo de mania devido a alteracdo locomotora que esse
modelo apresenta. Esse teste € amplamente utilizado para avaliar
a capacidade de memorizar e reconhecer objetos, novos, e ja
conhecidos (ver figura 6).



39

e

a0, &0,
o
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(24h APOS A HABITUAGAO)
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Figura 6: Teste de reconhecimento de objeto. O primeiro quadrante
representa o periodo de habituagdo. O segundo quadrante representa a sessao
de treino quando o animal é exposto & dois objetos iguais denominados Al e
A2. O terceiro quadrante representa o teste da meméria de curta duracdo,
realizado 1,5 horas ap6s o treino onde o animal é exposto a dois objetos
diferentes na forma e igual na cor, sendo que um dos objetos €é idéntico ao
objeto do reino, esses objetos sdo denominados A e B. No Gltimo quadrante
esta representado o teste de longa duracéo, realizado 24 horas apos o treino.
O animal é exposto a dois objetos, um idéntico ao objeto utilizado no treino
e o outro diferente tanto na forma quanto na cor. Fonte: Valvassori, 2014.
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Na fase de habituacdo o animal é colocado na arena
para explora-la livremente durante 5 minutos. 24 horas ap6s, 0
animal é recolocado no campo aberto, com dois objetos de
brinquedo de Lego duplo exatamente iguais denominados Al e
A2. Os animais permanecem durante 5 minutos na arena para que
explorem os objetos livremente. O tempo de exploracdo de cada
objeto foi cronometrado, para posterior andlise através do indice
de reconhecimento.

No mesmo dia, 1 hora e 30 minutos apds a sessao
teste, € realizado o teste da memoria de curta duragdo, onde o
animal € recolocado na caixa, com dois objetos, A e B,
semelhantes na cor e tamanho, porém de formas diferentes. Os
animais permanecem durante 5 minutos na arena para que
explorem os objetos livremente. O tempo de exploragéo de cada
objeto foi cronometrado, para posterior analise através do indice
de reconhecimento.

A fim de avaliar a memdria de longa duracdo o
animal é recolocado na caixa, 24 h ap0s a sessao treino, com dois
objetos denominados A e C, diferentes entre si na forma, cor e
tamanho. Os animais permanecem durante 5 minutos na arena
para explorar os objetos livremente. O tempo de exploragdo de
cada objeto foi cronometrado, para posterior analise através do
indice de reconhecimento.

Para a andlise dos resultados foi utilizado o indice
de reconhecimento (IR), calculado através da formula TB1/ (TA1
+ T1B) onde TA é o tempo gasto para explorar o objeto familiar,
e TB é o tempo gasto para explorar o novo objeto.

3.5 ANALISES MOLECULARES

3.5.1 Preparacéo dos tecidos

Imediatamente apds os testes comportamentais, 0s
animais foram mortos por decapitacdo e o cérebro foi dissecado
em hipocampo e cortex pré-frontal de acordo com Glowinski e
Iversen (1965). As estruturas cerebrais foram imediatamente
utilizadas para os processos de andlise bioquimica descritos a
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seguir. Para a analise dos niveis de fatores neurotréficos (BDNF,
NGF e GDNF) os tecidos cerebrais foram homogeneizados em
solucdo tampéo de fosfato (PBS) com 1 mM de fluoreto de
fenilmetilsulfonilo (PMSF) e 1 mM de acido etilenoglico bis (2-
éteraminoetil)-N, N, NONO-tetracético (EGTA).

3.5.2 Avaliacéo dos niveis cerebrais de BDNF, NGF e GDNF

Os niveis de BDNF, NGF e GDNF foram avaliados
através de ensaios de imunoabsorcdo enzimatica (ELISA),
utilizando kits comerciais de acordo com as instru¢bes do
fabricante (Chemicom, USA para NGF e BDNF; Biosensis, USA
para GDNF). Microplacas (com 96 pocos de fundo plano) foram
incubadas durante 24 horas com amostras diluidas na
concentracdo de 1:2 de sample diluent e a curva padrdo variou de
7.8 a 500 pg de BDNF ou NGF. Entéo, as placas foram lavadas 4
vezes com sample diluent. O anticorpo monoclonal anti-rabbit
para BDNF, anticorpo monoclonal anti-rabbit para NGF ou
anticorpo policlonal anti-rabbit para GDNF diluidos em 1:1000
em sample diluent foi incubado durante trés horas a temperatura
ambiente. Apds lavar, uma segunda incubacdo com anticorpo
anti-rabbit de peroxidase conjugada diluinada em 1:1000 foi
realizada durante 1 hora em temperatura ambiente. Apos a adicao
de enzima estreptvidina, substrato e stop solution, a quantidade
de BDNF, NGF e GDNF foi determinada por absorbancia em
450nm. A curva padrdo demonstrou uma relacdo direta entre
densidade optica e a concentracdo de BDNF, NGF e GDNF. A
Proteina total foi mensurada pelo método de Lowry (1951)
usando albumina sérica bovina como padrao.

3.6 ANALISE ESTATISTICA

Os dados comportamentais e moleculares sao
apresentados como média e erro padrdo da média. Diferencas
entre 0s grupos experimentais foi determinada utilizando analise
de variancia de duas vias (ANOVA) seguida pelo teste post-hoc
de Tukey ou Duncan. Em todas as comparagdes, significancia
estatistica foi considerada para p<0,05. Os testes estatisticos
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foram realizados no sostware STATISTICA7® e os gréaficos
foram preparados no software GraphPad Prism5 ®.
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4 RESULTADOS

4.1 ESTRESSE CRONICO MODERADO E PRIVACAO
MATERNA

4.1.1 Testes comportamentais

Os resultados comportamentais dos modelos
animais de depressdo estdo representados na figura 7. O protocolo
de ECM aumentou o tempo de imobilidade no teste de nado
forcado e a administracdo cronica de BS reverteu esta alteracdo
comportamental  (Figura 7A). O mesmo padrdo de
comportamento foi observado no protocolo de PM (Figura 7B).
Além disso, ndo houve diferenga significativa no teste de campo
aberto em ambos os modelos (FiguraC e 7D respectivamente),
testados no mesmo momento que o nado forgado, indicando que
os efeitos do BS observados no teste de nado forcado ndo foram
devido ao aumento da atividade locomotora.

4.1.2 Testes de memoria

A figura 8 mostra que o protocolo de ECM (figura
8A) e PM (Figura 8B) induziram déficits cognitivos no teste de
reconhecimento de objetos e esse efeito foi completamente
revertido pelo tratamento com BS. Na sessdo de treino, todos os
grupos (estressados ou ndo estressados) nos protocolos de ECM e
PM ndo apresentaram diferenca no indice de reconhecimento
entre os dois objetos (Al e A2). O teste post-hoc de Tukey
mostrou uma diferenga significativa do grupo controle + Sal
comparado com os grupos ECM ou PM + Sal nas memdrias de
curto e longo prazo (1,5 e 24h), que sdo indicativos do dano
cognitivo induzido por ECM e PM. Interessantemente, o
tratamento com BS foi capaz de reverter o declinio do indice de
reconhecimento de um novo objeto induzido pelos protocolos de
ECMePM.
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Figura 7: Efeitos do buirato de sodio (BS) sobre a imobilidade no teste do
nado forgado e atividade locomotora nos protocolos de Estresse Cronico
Moderado (ECM) (3A e 3C) e Privacdo Materna (PM) (3B e 3D). Os
animais foram avaliados durante 5 minutos nos aparatos de nado forcado e
campo aberto. Barras representam as médias; barras de erro representam o
desvio padrao; *p<0,05 vs. grupo conrole+Sal, de acordo com a analise de
duas vias ANOVA seguida pelo teste post-hoc de Tukey. #p<0.05 vs. grupos
MD+Sal ou CMS+Sal de acordo com a analise de duas vias ANOVA
seguida pelo teste post-hoc de Tukey.

4.1.3 Niveis de neurotrofinas

Os niveis de neurotrofinas estdo apresentados na
figura 9. A exposicdo ao ECM e PM diminuiram os niveis dos
fatores de crescimento (BDNF, NGF e GDNF) no hipocampo dos
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animais. Entretanto, nos animais expostos ao ECM e PM tratados
com BS, os niveis das neurotrofinas- BDNF (figura 9A e 9D),
NGF (Figura 9B e 9E) e GDNF (Figura 9C e 9F)- retornaram aos
niveis basais. A administracdo de BS per se aumentou BDNF,
NGF e GDNF em ambos os protocolos experimentais.
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Figura 8: Efeitos do butirato de sédio (BS) no teste de reconhecimento de
objetos em ratos submetidos aos protocolos de Estresse Cronico Moderado
(ECM) (4A) e Privagdo Materna (PM) (4B). Indice de reconhecimento dos
objetos nas sessdes de treino e tese para todos os grupos. Os resultados sdo
apresentados como média + erro padrdo da média dos indices de
reconhecimento. As sessOes de teste foram testadas 1,5 e 24 horas apds a
sessdo de treino. *p<0,001 comparando com o treino do mesmo grupo.
&p<0,001 comparado com o indice de reconhecimento do grupo
Controle+Sal, #p<0,001 comparado com o indice de reconhecimento do
grupo ECM+Sal ou PM+8Sal, de acordo com o teste ANOVA de duas vias
para medidas repetidas seguido pelo teste post-hoc de Duncan
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Figura 9: Efeitos do butirato de sédio (BS) nos niveis hipocampais de
BDNF, NGF e GDNF de ratos submetidos aos protocolos de estresse
cronico moderado (ECM) (5A, 5B e 5C) e privagdo materna (PM) (5D, 5E e
5F). As barras representam média e as barras de erro representam o desvio
padrdo; *p<0,05 vs. grupo controle+Sal, de acordo com o teste ANOVA de
duas vias seguido pelo teste post-hoc de Tukey. #p<0,05 vs. grupo ECM+Sal
ou PM+Sal de acordo com o teste ANOVA de duas vias seguido pelo teste
post-hoc de Tukey.

4.2 MODELO ANIMAL DE MANIA INDUZIDO POR OUA

4.2.1 Teste comportamental

Os resultados do teste de campo aberto do modelo
animal de mania esta representado na figura 10. A administracdo
ICV de OUA aumentou a atividade locomotora dos ratos. Os
tratamentos com Li, VPA e BS foram capazes de reverter o
comportamento  hiperativo induzido pela OUA. Quando
coadministrados com aCSF, os tratamentos com Li, VPA e BS
ndo alteraram o comportamento dos animais, indicando que 0s
efeitos dos estabilizadores do humor e do BS ndo estdo
associados com sedacao.
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Figura 10: Efeitos do Litio (Li), Valproato (VPA) e Butirato de sodio (BS)
sonre a atividade locomotora de animais submetidos o modelo animal de
mania induzido por ouabaina. Os animais foram avaliados durante 5 minutos
no teste de campo aberto. As barras a média; barras de erro representam o
desvio padrdo; *p<005 vs. grupo aCSF+Sal, de acordo com o teste ANOVA
de duas vias seguido pelo post-hc de Tukey. #p<0,05 vs. grupo
ouabaina+Sal de acordo com o teste ANOVA de duas vias seguido pelo
post-hoc de Tukey.

4.2.2 Niveis de neurotrofinas

Os niveis de neurotrofinas para esse modelo estdo
apresentados na figura 11. A administracdo de OUA diminuiu os
niveis de BDNF (figura 11A e 11D), NGF (Figura 11B e 11E) e
GDNF (Figura 11C e 11F) no hipocampo e cortex pré-frontal dos
animais.

O tratamento com Li e BS foi capaz de reverter os
niveis diminuidos das trés neurotrofinas em ambas as estruturas
cerebrais. Entretanto, o tratamento com VPA ndo foi capaz de
reverter a diminuicdo dos niveis BDNF causado pela OUA no
hipocampo. O tratamento com Li, VPA e BS per se, ndo
aumentaram os niveis de neurotrofinas, exceto pelos niveis de
NGF e GDNF que foram aumentados no hipocampo dos animais.
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Figura 11: Efeitos do litio (Li), valproato (VPA) e butirato de sodio (BS)
sobre os niveis de BDNF (7A e 7B), NGF (7C e 7D) e GDNF (7E e 7F) no
hipocampo e pré-frontal respectivamente, de ratos submetidos ao modelo
animal de mania induzido por ouabaina. Barras representam média, barras
de erro representam desvio padrdo; *p<0,05 vs. grupo aCSF +Sal; #p<0,05
vs. grupo Ouabaina+Sal de acordo com o teste ANOVA de duas vias
seguido do teste post-hoc de Tukey.
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5 DISCUSSAO

Na primeira parte do presente estudo, foi avaliado o
efeito do BS sobre o comportamento do tipo depressivo e
memoria de reconhecimento em ratos adultos submetidos aos
modelos animais de depressdo induzidos por ECM e PM. Os
resultados deste estudo mostram que ECM e PM aumentam o
tempo de imobilidade no teste de nado forcado e déficits
cognitivos no teste de reconhecimento de objetos. Tendo em vista
gue eventos estressores durante a vida tém sido reportados como
facilitadores da evolucdo dos transtornos depressivos (Calabrese
et al., 2011), os modelos animais de depressdo induzidos por
ECM ou PM ja foram previamente estabelecidos e reproduziram
comportamentos do tipo depressivos em ratos, como imobilidade
no teste de nado for¢ado e diminui¢do do consumo de alimento
doce (Vazquez et al., 2005; Willner, 2005; Resende et al., 2013 ).
Corroborando com nossos resultados, diversos estudos tém
demonstrado que a exposicdo ao ECM e PM também induz danos
cognitivos (Aisa et al., 2007; Andreasen et al., 2011; Pinheiro et
al., 2012; Marco et al., 2013, Gumuslu et al., 2014). J& é bem
descrito que a depressdo é, geralmente, acompanhada por déficits
cognitivos, como reducdo da atencdo, de aprendizado, da
memoria, e de fungdes executivas (Llorente-Berzal et al., 2011;
Lee et al., 2012; Llorente-Berzal et al., 2012; Mclintyre et al.,
2013).

O presente estudo também mostrou que o
comportamento depressivo e o déficit cognitivo em ratos
submetidos ao ECM e PM foram acompanhados por uma
diminuicdo dos niveis cerebrais de BDNF, NGF e GDNF. Um
consideravel nimero de estudos tém associado o dano cognitivo
com a diminuicédo dos niveis de neurotrofinas, ambos observados
no transtorno depressivo (Soeiro-de-Souza et al., 2012; Rahn et
al., 2013; Jiang e Salton, 2013). De fato, os fatores neurotroficos
como BDNF, NGF e GDNF estdo ligados com a formacédo e
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plasticidade sinaptica, sobrevivéncia e resiliéncia celular
(Gomez-Palacio-Schjetnan e Escobar, 2013; Martin et al., 2013).
Angelucci et al. (2003), utilizando modelos animais de depressdo
com ratos da linhagem Flinders Sensitive, também encontraram
niveis diminuidos de BDNF, NGF e GDNF associados com
comportamento do tipo depressivo. Do mesmo modo, animais
submetidos ao protocolo de ECM apresentaram comportamento
do tipo depressivo e exibiram uma significante reducdo na
expressdo de GDNF no hipocampo, enquanto o tratamento
crénico com clomipramina reverteu os déficits comportamentais
e diminuicdo dos niveis de GDNF induzidos pela exposicdo ao
ECM (Liu et al., 2012). Além disso, estudos prévios mostraram
que o estresse cronico induz alteragbes na conformacgdo das
histonas e metilagdo do DNA no gene promotor de BDNF em
cérebro de camundongos (Otsuki et al., 2012). Zhang et al. (2012)
mostraram que a diminuicdo da expressdo de BDNF no
hipocampo agravou o dano cognitivo em ratos com depressdo
pos-trauma. Juntamente com os resultados demonstrados no
presente trabalho, esses estudos sugerem que 0 comportamento
do tipo depressivo e danos cognitivos podem estar associados
com diminui¢do dos niveis de neurotrofinas induzido por ECM.

Llorente-Berzal et al. (2011; 2012) também tem
sugerido que o dano na memdria de reconhecimento esta
associado com baixos niveis de BDNF no hipocampo de animais
submetidos a PM. Alguns estudos tém mostrado que eventos
adversos durante o periodo pés-natal podem diminuir a expressao
de proteinas sinapticas, como o BDNF, NGF, molécula de adesdo
celular neuronal (sigla em inglés NCAM) e sinaptofisina;
danificando assim a memdria espacial em ratos (Aisa et al., 2007;
Biala et al., 2011; Della et al., 2013). Juntamente com 0S NOSSOS
resultados, esses estudos sugerem que a PM pode alterar o
desenvolvimento normal do cérebro, através de um potente
mecanismo pelo qual estressores ambientais precoces podem
influenciar no desenvolvimento de comportamentos do tipo
depressivo e dano cognitivo na vida adulta.

O comportamento depressivo, déficits cognitivos e
diminuicéo de niveis de neurotrofinas (BDNF, NGF e GDNF) em
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ambos modelos de depressdo foram reestabelecidos pelo
tratamento com BS. E importante enfatizar que a administracio
de BS per se aumentou 0s niveis das neurotrofinas analizadas
nesse estudo (BDNF, NGF e GDNF). Estudos prévios tem
demonstrado que o BS induz proliferagdo, migracdo e
diferenciacdo celular através da estimulacdo da sinalizacdo do
receptor de tropomiosina quinase B (sigla em inglés TrkB) pelo
BDNF (Kim et al., 2009). Um estudo in vitro também mostrou
que os inibidores de HDAC, BS e tricostatina A up-regulam a
expressao de GDNF e BDNF em astrocitos e protegem neurdnios
dopaminérgicos, pelo menos em parte, através da inibicdo de
HDAC (Wu et al., 2008). Lu et al. (2013) demonstraram que a
administragdo de LB-205, um inibidor global de HDACs, ap6s a
inducdo de traumatismo craniano-encefalico preserva a expressao
de NGF e ativacdo das vias de sobrevivéncia de receptor de
tropomiosina quinase A (sigla em inglés TrkA). Além disso, VPA
e BS aumentam significantemente a expressdo e liberacdo de
BDNF em um modelo de insulto isquémico (Hasan et al., 2013).

Estudos prévios do nosso laboratério demonstraram
que o tratamento com BS reverte tanto 0 aumento do tempo de
imobilidade no teste de nado forcado quanto a diminui¢do do
consumo de alimento doce induzidos pelo ECM e PM (Han et al.,
2014). E importante notar que a maioria dos antidepressivos que
revertem o dano cognitivo em modelos animais também up-
regulam os fatores neurotréficos no cérebro de ratos (Liu et al.,
2012; Della et al., 2013; Castrén e Rantamaki, 2010; Yan et al.,
2011). Um fato interessante é que a infusdo direta de BDNF no
hipocampo promove a liberagdo de serotonina e efeitos
comportamentais do tipo antidepressivos em ratos submetidos a
modelos de depressdo (Shirayama et al., 2002). Um estudo
usando modelo de encefalopatia séptica tem demonstrado que o
VPA, é capaz de reverter danos cognitivos por up-regular a
expressdao de BDNF (Wu et al., 2008). Estudos pré-clinicos tem
demonstrado que inibidores de HDAC aumentam memdria de
longo prazo tanto por aquisicdo quanto por extingdo no teste do
medo condicionado contextual (Bredy e Barad, 2008; Kaplan e
Moore, 2011).
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No presente estudo foi demonstrado também que a
OUA, um inibidor da Na*K*-ATPase, induziu comportamento do
tipo maniaco, como previamente descrito por diversos autores
(El-mallakh et al., 1995; Jornada et al., 2011). A enzima Na*K*-
ATPase bombeia sédio para fora e potassio para dentro da célula,
tendo papel essencial no processo de repolarizacdo do neurdnio,
fazendo o mesmo voltar ao estado de repouso apds a
despolarizagdo. Portanto, a inibicdo dessa enzima pela OUA
induz a excitacdo neuronal através do prolongamento do estado
de despolarizagdo (Herman et al., 2007; McCarren e Alger, 1989;
El-Mallack et al., 1995; El-Mallakh e Wyatt, 1995), que esta
relacionada a hiperatividade e alteracdes bioquimicas observadas
em ratos. De fato, a atividade reduzida da Na*K*-ATPase e
aumento de sédio e célcio intracelular tém sido reportado em
eritrocitos de pacientes bipolares (El-Mallakh et al., 1995).
Considerando que Na*K*-ATPase tém um papel importante na
regulacdo da atividade neural, liberacdo de neurotransmissores e
comportamento animal (Vaillend et al., 2002; Vatta et al., 2004;
moseley et al., 2007), pode ser sugerido que o comportamento do
tipo maniaco induzido pela administracdo de OUA em ratos é
proveniente de uma disfuncdo da Na*K*-ATPase, semelhante ao
gue ¢ reportado na clinica em pacientes bipolares.

Os farmacos Li e VPA tém sido considerados como
“padrdao ouro” para o tratamento do TB, por serem efetivos no
tratamento de episddios maniacos agudos e no tratamento de
manutencdo contra novos episodios recorrentes do humor, além
de apresentarem modestas propriedades antidepressivas (Davis et
al., 2005; Keck and McElroy, 2002; Zarate et al., 2006). Sendo
assim, uma nova farmacoterapia deve apresentar similaridade aos
efeitos do Li e/ou VPA sobre o comportamento, mecanismos
bioguimicos e neuroprotecdo. No presente estudo, assim como Li
e VPA, o BS reverteu a hiperatividade induzida pela
administracdo de OUA nos ratos. De fato, recentes estudos do
nosso laboratorio de pesquisa tém reportado que o tratamento
com BS previne e reverte o comportamento do tipo maniaco
induzido por OUA e d-anfetamina (Arent et al., 2011; Moretti et
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al., 2011; Resende et al., 2013; Steckert et al., 2013; Valvassori et
al., 2013; Stertz et al., 2014).

A hiperatividade induzida pela OUA também foi
acompanhada pela diminui¢do nos niveis de BDNF, NGF e
GDNF no hipocampo e cértex pré-frontal de ratos. Esses dados
reforcam os resultados de trabalhos anteriores que mostraram
uma diminuicio de BDNF em cérebro de ratos ap6s a
microinjecdo ICV de OUA (Jornada et al., 2010), entretanto esses
s80 0s primeiros resultados que mostram a diminuicdo de NGF e
GDNF nesse modelo. Muitos estudos tem mostrado que a
inibicdo da Na*K*-ATPase induzida pela OUA pode ativar
diversas vias de sinalizacdo intracelular, modificando muitas
fungdes celulares como a proliferacdo celular, hipertrofia,
apoptose, mobilidade e metabolismo (Blanco e Wallace, 2013).
Utilizando dados eletrofisiologicos, Sui et al. (2013) mostraram
gue a OUA diminui a plasticidade das sinapses de longa e curta
duragdo. No mesmo estudo os autores mostraram que o0
tratamento com Li preveniu essas alteragdes na plasticidade
sinptica induzida pela OUA. A transdugdo do sinal da Na*K*-
ATPase desencadeia o crescimento dendritico, programas de
transcricdo dependentes da roteina de igacdo ao elemento de
resposta do AMP-ciclico (AMPc) (sigla em inglés CREB) e
expressdo génica mediada pelo elemento de resposta a0 AMPc
(CRE), primariamente regulada pelas quinases dependentes de
Ca?*/calmodulina (Desfrere et al., 2009; Johar et al., 2014). Ja é
conhecido que a CREB é um importante regulador da expressao
génica de fatores neurotréficos (Pizzorusso et al., 2000; Riccio et
al.,1999; Hisaoka et al., 2008). Desta forma, uma possivel
explicacdo para a alteracdo dos niveis de neurotrofinas nesse
modelo é de que a inibicdo da Na*K*-ATPase induzida pela OUA
pode prejudicar a transducdo do sinal da Na*K*-ATPase e,
consequentemente, diminuir os niveis de BDNF, NGF e GDNF
no hipocampo e pré-frontal dos animais.

Nesse modelo, foi demonstrado também que o
tratamento com BS assim como Li e VPA reverteram a
diminuicdo de BDNF, NGF e GDNF induzida pela OUA no
cortex pré-frontal; entretanto, no hipocampo, apenas Li e BS
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reverteram o dano causado pela OUA sobre os niveis dos fatores
neurotrdficos. Além disso, o tratamento com BS, bem como Li e
VPA per se aumentaram o0s niveis de NGF e GDNF no
hipocampo dos animais. E bem descrito na literatura que o Li
ativa seletivamente o promotor IV de BDNF de neurdnios
primérios e eleva os niveis dessa neurotrofina no hipocampo e
cortex frontal e temporal de ratos (Frey et al., 2006a; Yasuda et
al., 2009). Além disso, alguns estudos tem demonstrado que o Li
aumenta os niveis de proteinas neuroprotetoras, como a Bcl-2,
NT-3, PKA, CREB e BDNF (Maniji et al., 2000; Cechinel-Recco
et al., 2012; Walz et al., 2008), e down-regula a expressdo dos
genes pro-apoptoticos Bax e GSK-3 (Chen and Chuang, 1999;
Cechinel-Recco et al., 2012) em cérebro de ratos. Estudos tem
demonstrado que 0 aumento da sintese de BDNF, NGF e GDNF
no hipocampo parece ser neuroprotetor e antiapoptético; portanto,
pode ser sugerido que Li exerce sua acdo
neurotrofica/neuroprotetora  através da modulacdo dessas
moléculas no cérebro (Hellweg et al., 2002; Angelucci et al.,
2003; Frey et al., 2006a, 2006b).

E importante observar que no presente estudo VPA
ndo reverteu a diminuicdo dos niveis de BDNF induzida pela
OUA no hipocampo. Os dados demonstrados aqui reproduzem
resultados de estudos anteriores, onde o VPA ndo foi capaz de
reverter a diminuicdo de BDNF induzida pela OUA (Jornada et
al., 2010). Além disso, outro estudo demonstrou que o tratamento
com VPA preveniu (14 dias de tratamento) mas ndo reverteu (7
dias de tratamento) a diminuicdo de BDNF em cérebros de ratos
submetidos ao modelo animal de mania induzido por d-
anfetamina (Frey et al., 2006a). Uma possivel explicagdo para
essa discrepancia é a diferenca metodoldgica entre os estudos.
Possivelmente um tratamento mais longo ou com uma dose maior
de VPA poderia reverter a alteracdo nos niveis de BDNF
induzidas por OUA. Por outro lado, no presente estudo
mostramos que o VPA reverteu a diminuicdo dos niveis de NGF
e GDNF induzidos por OUA.

Em estudos prévios foi demonstrado que inibidores
de HDAC, BS e tricostatina A, upregulam a expressdo de GDNF
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e BDNF em astrdcitos, protegendo neurbnios dopaminergicos
(Wu et al., 2008). Além disso, inibidores de HDAC, tricostatina
A, BS e VPA aumentam a expressdo do gene de BDNF, por
estimular a liberacdo de serotonina em células de glioma (Morita
et al., 2009). Tém-se sugerido que a diferenciacdo de células
gliais estd fortemente associada com a protecdo de células
neuronais, fato esse que pode estar ligado ao aumento de sua
habilidade em produzir BDNF em resposta a estimulacdo da
serotonina (Morita e Her, 2008). Kim et al. (2009) demonstraram
préviamente que o tratamento com BS também aumentou o
numero de células que expressam a molécula de adeséo da célula
neuronal, nestina, proteina acida fribilar glial, CREB e BDNF em
varias regides cerebrais apds a esquemia cerebal, 0 que pode
contribuir para os efeitos benéficos do BS. E bem descrito na
literatura que inibidores de HDAC, incluindo BS e VVPA, alteram
a transcrigéo génica, incluindo genes de neurotrofinas (Fukumoto
et al., 2001; Yasuda et al., 2009; Halsall et al., 2012). A partir
desses estudos pode-se sugerir que as neurotrofinas sao
importantes alvos finais dos inibidores das HDAC. A respeito
disso, & possivel sugerir que o aumento da transcricdo de
neurotrofinas possa contribuir para os efeitos terapéuticos do BS.

Considerando que as HDAC dificultam a
transcri¢cdo génica por remover grupamentos acetil das histonas,
pode ser sugerido que a inibicdo das HDAC, que em termos
facilita a transcricdo génica, pode ser um importante link para o
aumento dos niveis de BDNF, NGF e GDNF induzidos pela
administragdo de BS observados nesse estudo. Portanto, o BS
pode estar agindo como antimaniaco e antidepressivo, assim
como melhorando a cognicdo dos ratos estressados por meio do
aumento dos niveis de fatores neurotréficos no cérebro dos ratos
submetidos aos modelos animais de depressdo induzidos por
ECM ou PM e mania induzido por OUA.

Entretanto, apesar dos resultados positivos
encontrados no presente estudo, algumas caracteristicas do BS a
respeito do seu papel em outros processos intracelulares devem
ser levados em consideracdo. Primeiramente, ja é descrito que
altas concentracdes de inididores de HDAC, semelhante as
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utilizadas para o tratamento do cancer, sdo capazes de ativar vias
intrinsecas e extrinsecas de apoptose (Shin et al., 2012). As
enzima HAT e HDAC utilizam como substrato outras proteinas,
além das histonas, como por exemplo, a tubulina, p53, proteina
de especificidade 1 (singla do inglés — Spl) , Smad7, CREB, fator
de transcricdo pleotropico nuclear Kappa B (NF-xB), e
transdutores de sinal e ativadores da transcricdo-1 (STAT-1) (Itoh
et al., 2008; Kazantsev e Thompson, 2008).

Além disso, o0 excesso de acetilagdo das histonas
dificulta a condensacdo da cromatina e organizagdo do
cromossomo, um evento essencial para a divisdo celular, sendo
assim, a possivel inibicdo excessiva das HDACs causada por uma
longa exposicdo ao BS poderia interferir interrompendo o
processo mitotico (Gabrielli e Brown, 2012).

N&o existem dados suficientes na literatura clinica
gue demonstre alteragdo da atividade da HDAC na depressdo ou
TB (Pefia et al., 2014), sendo assim, o tratamento com BS poderia
alterar os niveis basais de acetilacdo de histonas nos pacientes.
Tendo em vista, que o tratamento desses transtornos se
caracteriza pelo uso crénico dos agentes farmacoldgicos,
antidepressivos e estabilizadores do humor (Kapczinski e
Quevedo, 2009; Quevedo et al., 2013), deve-se levar em
consideracdo, os possiveis efeitos colaterais da administracdo de
um inibidor de histonas deacetilase em longo prazo.
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6. CONCLUSAO

Em suma, esses resultados reforcam a importancia
do papel das neurotrofinas na fisiopatologia dos transtornos do
humor e no mecanismo de acdo de agentes terapéuticos ja
utilizados na pratica clinica, como Li e VPA.

Além disso, os achados do presente estudo sugerem
gue o aumento dos niveis dos fatores neurotréficos, BDNF, NGF
e BDNF, os quais sdo associados a plasticidade celular, pode ser
um dos mecanismos pelo qual o BS apresenta efeitos
neuroprotetores, antidepressivos e antimaniacos em animais
submetidos aos protocolos de ECM, PM e & administracdo de
OUA. O que ressalta a importancia de mais estudos com HDAC
em modelos animais para melhor elucidar o papel da epigenética
na fisiopatologia e tratamento dos transtornos do humor.
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