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“O homem deve saber que de nenhum outro lugar, mas do encéfalo, vem a
alegria, o prazer, o riso e a diverséo, o pesar, o ressentimento, o desanimo e a
lamentac&o. E por isto que de uma maneira especial, adquirimos sabedoria e
conhecimento, e enxergamos e ouvimos e sabemos o0 que é justo e injusto, 0

gue € bom e o0 que é ruim, o que é doce e 0 que € amargo... E é pelo mesmo

o6rgédo que tornamo-nos loucos e delirantes, e medos e terrores nos
assombram... Todas estas coisas suportamos do encéfalo, quando néo esta
sadio... Neste sentido sou da opinido de que o encéfalo exerce o maior poder

sobre o homem.”

Hipocrates, acerca das doencas sagradas (séc. IX a.C.)



RESUMO

Um numero crescente de estudos tem avaliado a relevancia do potencial terapéutico
das histonas desacetilases (HDAC) em transtornos de humor, como transtorno de
humor bipolar (THB). Tem sido sugerido que o sistema limbico anterior, que controla
a impulsividade e psicose, € disfuncional no THB. Este estudo tem como objetivo
avaliar os efeitos da microinjecao de inibidores de HDAC no ventriculo, a amigdala,
estriado, pré-frontal e hipocampo sobre o comportamento maniaco induzido por
meta-anfetamina (m-AMPH) em ratos Wistar. Os ratos receberam uma Unica dose
intracerebral (no ventriculo, a amigdala, estriado, pré-frontal e hipocampo) de
injecdo de liquido cefalorraquidiano artificial (ACSF), butirato de sodio (SB) ou
valproato (VPA), seguido por uma injecdo intraperitoneal de salina ou m-AMPH 2
horas antes do teste do campo aberto. A atividade de HDAC foi avaliada em
amigdala, estriado, cortex pré-frontal e hipocampo dos animais. A microinjecdo de
SB e VPA no ventriculo, amigdala, estriado, cértex pré-frontal, mas ndo no
hipocampo bloqueou a hiperatividade induzida por m-AMPH. Além disso, SB e VPA
inibiram a atividade da HDAC, no entanto, este efeito pode variar dependendo do
procedimento experimental e das estruturas do cérebro avaliadas. NO0sSsO0s
resultados sugerem que os efeitos antimaniacos de SB e VPA, inibidores HDAC,
estdo relacionados com a amigdala, estriado e cortex pré-frontal, mas nao no
hipocampo. Mais estudos sé8o necessarios para esclarecer os efeitos terapéuticos
dos inibidores HDAC no BD e assim desenvolver novos farmacos.

Palavras-chave: Transtorno de Humor Bipolar; meta-anfetamina; Histonas
Deacetilases; Butirato; Valproato.



ABSTRACT

An increasing number of studies have evaluated the potential therapeutic relevance
of histone deacetylases (HDAC) inhibitors in mood disorder, as bipolar disorder (BD).
It has been suggested that anterior limbic, which controls impulsivity and psychosis,
is dysfunctional in BD. The present studies aims to evaluate the effects of
microinjection of HDAC inhibitors in the ventricle, amygdala, striatum, prefrontal and
hippocampus on m-amphetamine-induced manic-like behavior in rats. Rats were
given a single intracerebral (in the ventricle, amygdala, striatum, prefrontal or
hippocampus) injection of artificial cerebrospinal fluid (ACSF), sodium butyrate (SB)
or valproate (VPA) followed by an intraperitoneal injection of saline or m-AMPH 2 h
before the open-field task. The activity of HDAC was evaluated in amygdala,
striatum, prefrontal and hippocampus of animals. The microinjection of SB and VPA
in the ventricle, amygdale, striatum, prefrontal, but not in hippocampus blocked the
hyperactivity induced by m-AMPH. In addition, SB and VPA inhibited the HDAC
activity; however, this effect varied depending on the experimental procedure and the
brain structure evaluated. Our results suggest that the antimanic effects of SB and
VPA, HDAC inhibitors, are related to the amygdala, striatum and prefrontal, but not
the hippocampus. More studies are needed to clarify the therapeutic effects of the
HDAC inhibitor in BD and thereby develop new drugs.

Key-words: Histone deacetylases; Bipolar disorder; Methamphetamine; Valproate;
Butyrate
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1 INTRODUCAO

1.1 Transtorno do Humor Bipolar

O Transtorno do Humor Bipolar (THB) é um transtorno mental crénico,
muitas vezes incapacitante, pois envolve sintomas maniacos tipicamente precedidos
e intercedidos por episodios depressivos. (Moreno et al.,, 2005). O THB afeta
igualmente homens e mulheres e geralmente apresentam elevadas taxas de
recaida, prolongando déficits cognitivos e funcionais, o que acarreta em prejuizos ao
bem-estar e a qualidade de vida somente aos pacientes, mas também aos familiares
e cuidadores (Manning, 1997; Tohen et al., 2003; Fagiolini et al., 2005; Revicki et al.,

2005).

O termo “bipolar” expressa dois po6los de humor ou de estados afetivos
que se alternam: a depressdo e seu oposto, a hipomania ou a mania. A mania,
dependendo da gravidade, tem manifestacbes como euforia, energia exagerada,
grandiosidade, aceleracdo e uma sensacdo de prazer intenso ou um estado
altamente irritivel e agressivo (Calabrese et al., 2003).

Pacientes com THB geralmente possuem altas taxas de reincidéncia,
sintomas que resistem mesmo com o tratamento, diminuicdo cognitiva e funcional,
deficiéncia psicossocial e diminuicdo do bem estar (Fagiolini et al., 2005; Revicki et
al., 2005; Tohen et al., 2003). Aléem disso, muitos efeitos deletérios relacionados com
a saude estéo sendo reconhecidos.

O transtorno bipolar € cada vez mais encarado como um transtorno, nao

s6 com manifestagcbes puramente psicologica, mas como um transtorno sistémico
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frequentemente associadas com doencas cardiovasculares, diabetes mellitus,
obesidade e doencas da tirdide. (Kupfer, 2005; Chien et al., 2010 ). Sao relatados
também compulsdo alimentar em pacientes bipolares ((Kruger et al.,, 1996;
Ramacciotti et al., 2005)

O tratamento farmacolégico no THB tem como objetivo a manutencéo das
variacbes de humor e a reducdo da frequéncia das passagens entre as crises de
mania e os estados depressivos. Todavia, apesar dos esforcos e avangos no
tratamento da doenca, apenas 1/3 dos pacientes que sofrem de THB retomam
completamente as suas funcdes sociais e ocupacionais ap0s o inicio do tratamento
farmacoldgico (Huxley & Baldessarini, 2007).

Embora o tratamento da mania aguda com litio, valproato, carbamazepina
e antipsicoticos atipicos tenha sido um grande avango, muitos pacientes nao toleram
ou ndo respondem adequadamente a esses tratamentos (Evins et al., 2006).

Levando em consideracdo esses fatos, pouco se sabe sobre a precisa
neurobiologia do THB, o que é essencial para o desenvolvimento de terapias
especificas, que sejam mais efetivas, ajam rapidamente e sejam mais toleraveis que
as terapias existentes.

Para o desenvolvimento de novos medicamentos para THB € importante:
1) Que se entendam os alvos bioquimicos de medicamentos terapeuticamente
relevantes e que se utilize esse conhecimento para o desenvolvimento de novos
farmacos, que atuem diretamente nesses alvos. Incluindo ndo somente os alvos
bioquimicos diretos, mais também os alvos que s&o regulados pela administracéao
cronica do farmaco. 2) Entender a fisiopatologia da doencga (nos seus primordios) e
usar 0 que se sabe para o desenvolvimento de farmacos para atenuar ou prevenir 0

processo patologico (Zarate et al., 2006).
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Os farmacos classicos para tratamento de THB, litio e mais recentemente
valproato, séo efetivos nos episodios de mania aguda, promovem razoavel protecéo
contra episodios de humor recorrentes e tem uma modesta atividade antidepressiva
(Davis et al., 2005). A elucidacdo de alvos diretos pelo quais os estabilizadores do
humor agem modulando uma subjacente disfuncéo limbica e uma funcao limbica

associada oferece o potencial para delinear a desconhecida fisiopatologia do THB.

1.2 Areas Cerebrais e Transtorno do Humor Bipolar

Apesar de o THB ser uma doenca psiquiatrica importante e comum, a
base neuropatoldgica especifica é desconhecida. Entretanto, nos ultimos 15 anos,
0s estudos post mortem e o0 aprimoramento de técnicas de neuroimagem -
principalmente a de ressonancia magnética (MRI — sigla do inglés), a tomografia por
emissao de pésitrons (PET - sigla do inglés), e mais recentemente a espectroscopia
por ressonancia magnética (MRS - sigla do inglés) e espectroscopia por ressonancia
magnética funcional (fMRI) - tém produzido varios estudos a fim de clarear os
substratos neurais do THB (Drevets et al., 2001; Strakowski et al., 2005).

Os principais sintomas de THB que sao instabilidade afetiva,
anormalidades neurovegetativas, impulsividade e psicose, sugerem que 0 sistema
limbico anterior age controlando esses comportamentos (Strakowski et al., 2005).
Essa disfuncdo envolve as principais estruturas do sistema limbico, como a
amigdala que modula um sistema interativo cortex pré-frontal-estriado-hipotalamo
que controlam o0s comportamentos soOcio-emocionais (Strakowski; Sax, 2000;

Cummings, 1993).
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Em relacdo a amigdala, estudos de neuroimagem mostraram uma
diminuicao significativa dessa area em pacientes bipolares (Drevets, 2003). Outros
estudos também demonstraram diminuicdo do pré-frontal em pacientes com THB
(Strakowski et al., 2000; Strakowski et al., 2002, Narita et al., in press). Estudos de
espectroscopia tém demonstrado anormalidades na membrana e no metabolismo de
segundos mensageiros no estriado e pré-frontal de pacientes bipolares (Strakowski
& Sax, 2000; Cummings, 1993).

Alteracfes e diminuicdo no hipocampo também tém sido descrito no THB
(Rosoklija et al., 2000; Aratjo et al.,, 1999; Bertolino et al., 2003). Chen e
colaboradores (2006), em um estudo de neuroimagem funcional demonstraram uma
ativacdo anormal no hipocampo durante testes de emocado, atencdo e memoria,
concordando com achados neurofisioloégicos sobre a deficiéncia cognitiva nos
episodios agudos do humor e uma significante diminuicdo da memoria declarativa
durante a remissao (Bearden et al., 2006a; 2006b).

Em uma revisdo muito bem elaborada de Nugent et al.; (2006) sobre
estudos de neuroimagem em pacientes com THB, é refor¢cada a participacao dessas
areas na fisiopatologia da doenca, e adicionam que no pré-frontal a area mais
precisamente afetada € a medial, e no estriado a porcdo ventral (que inclui nacleo
accumbens). Resultados de outro estudo mostraram que a microinjecéo crénica de
VPA no nucleo accumbens, atenuou a hiperatividade induzida por anfetamina (Kim,
et al. 2007).

Esses estudos juntos sugerem fortemente que THB esta associado
principalmente as alteragcdes na amigdala, cortex pré-frontal, estriado e hipocampo,

resultando em prejuizo cognitivo e desregulacdo do humor em pacientes bipolares.
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1.3 Histona Deacetilase e Transtorno do Humor Bipolar

Atualmente tem aumentado o interesse na epigenética, que € o estudo de
caracteristicas de organismos unicelulares e multicelulares — como as modificacdes
de cromatina e DNA — que sédo estaveis ao longo de diversas divisdes celulares, mas
gue nao envolvem mudancas na sequéncia de DNA. Essas mudancas epigenéticas
desempenham um importante papel no organismo no processo de diferenciacéo
celular, permitindo que as células mantenham caracteristicas estaveis diferentes,
apesar de conterem o mesmo material gendmico. Presume-se que diferencas
funcionais e fenotipicas séo resultados cumulativos de fatores ambientais e eventos
estocasticos, alguns dos quais sdo mediados através de modificacdes epigenéticas
de histonas. A regulacao epigenética, € assim, um dos substratos moleculares para
“memoria celular” que pode ajudar a entender como efeitos ambientais resultam em
dissociacado temporal, alterando respostas comportamentais. (Drummont et al.,
2005)

Os nucleossomos, encontrados na cromatina e que representam a
relagdo proteina - acido nucléico, estdo envolvidos na regulacdo génica. O
nucleossomo contém 146 pares de bases do DNA enrolado em torno do octamero
de histonas. O octamero de histonas € composto de duas copias de cada um H2A,
H2B, H3 e H4. Essas proteinas sdo muito basicas e altamente conservadas ao longo
da evolucéo. (Marks, 2001).

A histona acetiltransferase (HAT- sigla do inglés) e a histona deacetilase
(HDAC - sigla do inglés) s&o enzimas que influenciam na transcricdo por
acrescentar (acetilagdo) ou remover (deacetilagdo) grupos acetil de um aminoéacido

e-N-acetil lisina em uma histona. A acetilacdo da histona esta ligada a atividade
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transcrissional, enquanto a deacetilagcdo esta ligada a inativacdo da transcrissédo
génica. A desregulacéo e atividade aberrante de HAT e HDAC — ex. superexpressao
génica, mutacao, translocacédo e amplificacdo — tem sido implicado na oncogénese,
até mesmo no sistema nervoso central.

Esta bem estabelecida na literatura que inibidores de HDAC tem a
habilidade de agir em varios processos que sao desregulados em células
neoplasicas, inclusive, a inibicdo de HDAC tem sido considerada como um
tratamento promissor para o cancer (Drummont et al., 2005).

Weaver et al., (2004) tem desenvolvido uma série de estudos sobre
comportamento maternal e epigenética em ratos. Com esses estudos eles
demonstraram que o aumento de cuidados maternais — foram avaliados os
parametros comportamentais de lamber o filhote “pup licking (L)”, afagar a pele ou o
pelo dos filhotes “grooming (G)” e amamentacdo realizada pela mae quando
permanecia numa posicdo com curvatura dorsal do corpo, que possibilitava melhor
acesso dos filhotes aos mamilos “arched-back nursing (ABN)” — altera o epigenoma
da prole em um promotor do gene do receptor de glicocorticéide no hipocampo. Os
filhotes das ratas que mostraram altos niveis de L, G e ABN tiveram diferencas na
metilacdo do DNA quando comparado com os filhotes que tiveram baixos L, G e
ABN. Essa diferenca foi revertida com a troca das maes, foram persistentes no
adulto e associada com alteracdo da acetilacdo de histonas. A infusédo central de um
inibidor de HDAC removeu a diferenca entre os grupos na deacetilacdo de histona,
na metilacdo de DNA e a funcdo do eixo hipotalamo-pituitaria-adrenal o qual € bem
conhecido por ter um papel fundamental no estresse. Assim, 0s autores mostraram
gue um estado epigenético do gene pode ser estabelecido através da programacao

comportamental e este estado pode ser potencialmente reversivel. Esta linha de
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achados € interessante em casos que a sequela por estressores no inicio da vida -
frequentemente observada em pacientes com THB (Leverich et al., 2003) - pode ser
amenisado com inibidores de HDAC.

Vérias substancias que inibem a desacetilacdo das histonas estdo em
ensaios clinicos como o butirato de sodio, acido valproico, saha, piroxamida,

depsipeptide, entre outros (Marks, 2001).

Inibidor
HDAC

Transcricdo

Figura 1. Mecanismo de ac¢éo dos inibidores de HDAC no remodelamento da cromatina e transcri¢ao:
Inibidores de HDAC, como o acido valpréico e butirato de sédio, tornam as histonas acetiladas e, o
DNA, que esta embrulhado em torno de um nucleo desacetilado de histonas, relaxa. O aumento da
acetilacdo causa modificacdes na conformacdo da cromatina, tornando-a menos condensada e
aumentando a transcricdo génica (Adaptado de Marks, 2001).

O &cido valpréico — um estabilizador do humor — é também um inibidor de
HDAC e pode causar espinha bifida no bebé se ingerido durante a gravidez (Eadie;
Vadja, 2005). Langley et al., (2005) tem demonstrado, que a diminuicdo de HAT e a
modulacdo de HDAC parece estarem envolvidos na disfuncdo e degeneracao

neuronal. Aumentando assim possibilidade deste alvo molecular direto de valproato
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ter um papel fundamental em algumas facetas de seu efeito terapéutico ou de seus
efeitos colaterais (teratogenicidade ou ovario policistico).

Em um recente estudo, foi demonstrado que o butirato de sodio (inibidor
de HDAC) reverteu comportamento de hiperatividade induzido pelo consumo de
cocaina em camundongos (Schroeder et al., 2008). Juntos, esses dados sugerem

evidéncias do envolvimento de HDACSs na fisiopatologia e tratamento de THB.

1.4 Modelo Animal de Mania Induzida por Anfetamina

Questdes éticas anteparam a utilizacdo dos seres humanos em
investigacdes fundamentais para o entendimento da fisiologia do organismo, assim
como para o desenvolvimento de novos tratamentos e dispositivos médicos. Deste
modo, o0 uso de animais em pesquisa tem sido crucial para gerar novos
conhecimentos e tratamentos para organismos vertebrados (DaMatta, in press).

A pesquisa pré-clinica tem sido utilizada principalmente com o intuito de
iniciar a avaliacdo da seguranca, tolerabilidade e possivel eficacia de novos
farmacos; estudar o mecanismo de acdo de psicofarmacos e auxiliar na elucidacéo
dos mecanismos neurobiolégicos dos transtornos mentais (Rodgers, 1997; Weiss,
1998).

Estudos anteriores sugerem que para ser valido, um modelo animal em
transtornos psiquiatricos deve demonstrar trés caracteristicas principais: mimetizar
os sintomas da doenca determinada (validade de face); habilidade do modelo em
reproduzir alguns aspectos fisiopatologicos da doenca (validade de construcao) e,

finalmente, os agentes terapéuticos usados no tratamento devem reverter 0s
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sintomas induzidos no modelo animal (validade preditiva) (Ellenbroek; Cools, 1990).
O desenvolvimento de modelos animais tem sido uma ferramenta importante para o
estudo dos sistemas intracelulares envolvidos no THB (Einat et al., 2003; Maniji;
Chen, 2002). O marco clinico para o diagnoéstico de THB € a presenca de sintomas
maniacos (Belmaker, 2004); assim, um modelo animal adequado de THB deve
assemelhar-se a algumas caracteristicas de um episédio maniaco, tais como
euforia, irritabilidade, agressividade, hiperatividade, insbnia, ou atividade sexual
aumentada. No entanto, o padrdo oscilante do THB dificulta o desenvolvimento de
um modelo animal adequado, que abranja todos os sintomas da sindrome.
(Ellenbroek; Cools, 1990).

Estudos prévios de nosso laboratério caracterizaram bem o modelo
animal de mania induzido pela administracdo de anfetamina (AMPH - sigla do
inglés), onde os estabilizadores do humor reverteram e preveniram a hiperatividade
induzida por esse psicoestimulante (Frey et al., 2006). Sabe-se que a AMPH induz
sintomas maniacos em pacientes com THB (Joyce et al., 1995) bem como em
voluntarios saudaveis (Anand et al.,, 2000). Tem sido demonstrado que injecdes
intracerebral de valproato em ratos previnem a hiperlocomog¢éo induzida pela
anfetamina (Kim et al., 2008).

Pesquisas em modelos animais de mania com a manipulagédo de alvos
terapéuticos em areas cerebrais possivelmente envolvidas no THB, avaliando as
alteracdes neuroquimicas e comportamentais decorrentes dessa manipulacdo, sao
importantes para compreender a fisiopatologia do THB. Para com isso nos
aproximarmos de novas substancias farmacoldgicas que poderao ser utilizadas no

tratamento desse transtorno do humor.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Avaliar os efeitos comportamentais da administracdo da microinjecao
intracerebral (1.C.) de inibidores de histonas deacetilases sobre a hiperatividade

induzida por AMPH em ratos Wistar.

2.2 Objetivos Especificos

e Avaliar os efeitos comportamentais da administracdo da microinjecédo |.C de
Butirato de Sodio e Acido Valpréico na amigdala sobre a hiperatividade induzida por
AMPH em ratos Wistar.

e Avaliar os efeitos comportamentais da administracdo da microinjecdo I.C de
Butirato de Sédio e Acido Valpréico no cértex pré-frontal, sobre a hiperatividade
induzida por AMPH em ratos Wistar.

e Avaliar os efeitos comportamentais da administracdo da microinjecdo I.C de
Butirato de Sédio e Acido Valproico no estriado, sobre a hiperatividade induzida por
AMPH em ratos Wistar.

e Avaliar os efeitos comportamentais da administracdo da microinjecédo |.C de
Butirato de Sodio e Acido Valpréico no hipocampo, sobre a hiperatividade induzida

por AMPH em ratos Wistar.
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3 ARTIGO CIENTIFICO

O artigo intitulado de “Neuroanatomical profile of antimanic effects of
histone deacetylases inhibitors” com autoria de Camila O. Arent; Samira S.
Valvassori; Gabriel R. Fries; Laura Stertz; Camila L. Ferreira; Jéssica Lopes-Borges;
Edemilson Mariot; Roger B. Varela; Felipe Ornell; Flavio Kapczinski; Monica L.
Andersen e Jodo Quevedo. Este artigo foi submetido ao periédico “Neurobiology

Disease”.
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Abstract

An increasing number of studies have evaluated the potential therapeutic
relevance of histone deacetylases (HDAC) inhibitors in mood disorder, as bipolar
disorder (BD). It has been suggested that anterior limbic, which controls impulsivity
and psychosis, is dysfunctional in BD. The present studies aims to evaluate the
effects of microinjection of HDAC inhibitors in the ventricle, amygdala, striatum,
prefrontal and hippocampus on m-amphetamine-induced manic-like behavior in rats.
Rats were given a single intracerebral (in the ventricle, amygdala, striatum, prefrontal
or hippocampus) injection of artificial cerebrospinal fluid (ACSF), sodium butyrate
(SB) or valproate (VPA) followed by an intraperitoneal injection of saline or m-AMPH
2 h before the open-field task. The activity of HDAC was evaluated in amygdala,
striatum, prefrontal and hippocampus of animals. The microinjection of SB and VPA
in the ventricle, amygdale, striatum, prefrontal, but not in hippocampus blocked the
hyperactivity induced by m-AMPH. In addition, SB and VPA inhibited the HDAC
activity; however, this effect varied depending on the experimental procedure and the
brain structure evaluated. Our results suggest that the antimanic effects of SB and
VPA, HDAC inhibitors, are related to the amygdala, striatum and prefrontal, but not
the hippocampus. More studies are needed to clarify the therapeutic effects of the

HDAC inhibitor in BD and thereby develop new drugs.

Keywords: Histone deacetylases; Bipolar disorder; Methamphetamine;

Valproate; Butyrate
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Introduction

Histones play an important role in the regulation of gene expression, these
proteins, package and order the DNA into units called nucleosomes (Choudhary et
al.,, 2009; Sengupta and Seto, 2004). The acetylation of histones by histone
acetyltransferases (HATs) promotes access to DNA and docking sites for
transcriptional factors, permitting genetic transcription. Unlike, HDACs are enzymes
that catalyze the removal of acetyl group from lysine residues of histones, leading to
gene expression silencing (Kurdistani et al., 2004).

Previous studies have demonstrated that HDACs inhibitors, as valproate
(VPA) and sodium butyrate (SB), to control epigenetic programming associated with
regulation of cognition and behavior (see Machado-Vieira et al., 2010). An increasing
number of studies have evaluated the potential therapeutic relevance of HDAC
inhibitors in mood disorder, as bipolar disorder (BD) (Zarate et al., 2006; Machado-
Vieira et al., 2010).

Weaver and colleagues (2004) have reported that lack of maternal care
altered the offspring epigenome at glicocorticoide receptor (GR) gene promoter in the
hippocampus. In the same study, HDAC inhibitor administration in the offspring
reverses the group differences in GR expression, histone acetilation, DNA
methylation and hypothalamic-pituitary-adrenal response to stress. Other study found
that co-treated with SB and estradiol benzoate resulted in a significant decrease in
immobility behavior in FST, a measure for depression-like behavioral (Zhu et al.,
2009). In a rat model of cocaine-induced conditioned place preference, SB treatment

facilitates extinction of drug-seeking behavior (Malvaez et al., 2010). In addition,



25
chronic microinjection of VPA into the nucleus accumbens attenuates amphetamine-
induced locomotor activity (Kim et al., 2007). Finally, previous studies of our research
group have demonstrated that intraperitoneal VPA administration reverse and
prevent d-AMPH-induced manic-like behaviors (Frey et al., 2006a; b; Valvassori et
al., 2010).

BD is one of the most severe psychiatric disorders, which is associated
with morbidity and mortality and psychiatric comorbidity (Kupfer, 2005; Mclintyre et
al., 2007). However, despite the severity of the disorder, its pathophysiology remains
largely unknown. The main symptoms of BD are neurovegetative abnormalities,
impulsivity and psychosis, suggesting that anterior limbic brain networks controlling
these behaviors are dysfunctional. It is well known that the amygdala modulates the
limbic system, controlling an iterative circuit, prefrontal—striatal-thalamic, which
control complex socioemotional behaviors (Strakowski et al., 2000; 2005).

Considering: 1) the lack of knowledge about the BD pathophysiology and
2) the growing body of data of the therapeutic effects of HDAC inhibitors in mood
disorders; the present studies aims to evaluate the effects of microinjection of HDAC
inhibitors in the ventricle, amygdala, striatum, prefrontal and hippocampus on m-

amphetamine-induced manic-like behavior in rats.

Experimental Methods

Animals

Adult male Wistar rats (250-300 g) were obtained from the Central Animal

House of Universidade do Extremo Sul Catarinense. They were caged in groups of
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five with free access to food and water, and were maintained on a 12-h light—dark
cycle (lights on at 7:00 am), at the temperature of 23°C £ 1°C. These conditions were
maintained constant throughout the experiments.

All experimental procedures were carried out in accordance with the
National Institutes of Health Guide for the Care and Use of Laboratory Animals and
the Brazilian Society for Neuroscience and Behavior (SBNeC) recommendations for
animal care, with the approval of the Ethics Committee of Animals Use from

Universidade do Extremo Sul Catarinense (Protocol 49/2009).

Surgical procedure

Animals were intraperitoneally anesthetized with ketamine (80mg/kg) and
xylasine (10mg/kg). In a stereotaxic apparatus, the skin of the rat skull was removed
for placement of guide cannula (27-gauge 9mm) aimed 1mm above lateral ventricle,
basolateral nuclear complex nuclear of the amygdala, ventral striatum/nucleus
accumbens, medial prefrontal cortex and CAl hippocampus region, according
Paxinos and Watson (1986).

In the ventricle, a single canulla was implanted, however, in the
amygdala, striatum, prefrontal and hippocampus the cannula were bilaterally
implanted in the animals at coordinates: ventricle - posterior 0.9mm, lateral 1.5mm
and ventral 2.6mm, amygdala - anterior 4.2mm, lateral 3.0mm, and ventral 1.3mm,
striatum — anteroposterior 1.6mm, lateral 1.8mm, ventral 7.5mm prefrontal — 3.2mm
anteroposterior, lateral 0.6mm, ventral 1.5mm and hippocampus — anteroposterior

4.2mm, lateral 3mm, ventral 2mm.
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Drugs and infusion procedures

The drugs used in this study were sodium butyrate (SB - Sigma, St Louis,
Mo.), sodium valproate (VPA - Sanofi-Aventis Pharmaceutic, Sdo Paulo, Br.) and
methamphetamine 1mg/kg (m-AMPH - Sigma, St Louis, Mo.). SB (10mM) and VPA
(300ug) were dissolved in artificial cerebrospinal fluid (ACSF) and injected directly
into the ventricle, amygdala, striatum, prefrontal and hippocampus in a volume of
0.5ul. m-AMPH (0.25mg/kg) was dissolved in saline (NaCl 0.9%) and injected
intraperitoneally (i.p) in a volume of 1mL/kg. The doses of SB and VPA were based
on previous studies of Wang et al. (2008) and Kim et al. (2007), respectively.
Controls groups received ACSF intracerebral and saline intraperitoneal.

At the time of infusion, an infusion cannula was fitted into the guide
cannula and drugs or vehicle infusions were performed using a microsyringe
attached to the cannulae by a polyethylene tube. The tip of the infusion cannula
protruded 1.0mm beyond the guide cannula and was aimed at the ventricle,
amygdala, striatum, prefrontal and hippocampus. The cannula were linked to a
microsyringe by polyethylene tubing, and the infusions were carried out over 30s first
on one side, then on the other; the infusion cannula remained in place 15 s after the
infusion, to minimize backflow.

Rats were given a single intracerebral (in the ventricle, amygdala,
striatum, prefrontal or hippocampus) injection of ACSF, SB or VPA followed by an i.p
injection of saline or m-AMPH 2 h before the behavioral test, totaling 6 experimental
groups (ACSF+Saline, SB+Saline, VPA+Saline, ACSF+m-AMPH, SB+m-AMPH,

VPA+mM-AMPH).
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Locomotor Activity

Locomotor activity was assessed using the open-field task as previously
described (Frey et al., 2006a; b). This task was performed in a 40_60 cm open field
surrounded by 50 cm high walls, made of brown plywood, with the floor divided into
12 equal rectangles by black lines. The animals were gently placed on the left rear
rectangle, and left free to explore the arena for 5 min. Crossings of the black lines
(locomotor activity/ horizontal activity) and rearings (exploratory activity/ vertical

activity) were counted.

Biochemical analysis

After locomotor activity, rats were killed by decapitation and the brain
transferred within 1 min to ice-cold isolation buffer (0.23 Mmannitol, 0.07M sucrose,
10mM Trise HCI, and 1m MEDTA, pH7.4). The amygdala, striatum, prefrontal and
hippocampus (n = 8 animals per group) were dissected in ice-cold buffer in a Petri

dish.

Nuclear extraction

The tissue samples were submitted to a nuclear extraction protocol,
according to a Nuclear Extraction kit (Chemicon, USA). Briefly, the tissues and
lymphocytes were homogenized in cytoplasmic lysis buffer containing dithiothreitol
(DTT) and protease inhibitors. The suspension was kept in ice for 15 minutes and

was later centrifuged in 250 x g for 5 minutes at 4 °C. The supernatant was discarded
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and the pellet was resuspended in two volumes of cold cytoplasmic lysis buffer. The
suspension was homogenized using a small gauge needle syringe and centrifuged in
8000 x g for 20 minutes at 4 °C. The resulting pellet contained the nuclear portion of
the cellular lysate. The pellet was resuspended in a nuclear extraction buffer
containing DTT and protease inhibitors, and the suspension was homogenized with a
small gauge needle syringe. The resulting sample was kept in slow agitation for 30-
60 minutes in an orbital shaker at 4 °C. Later, the nuclear suspension was
centrifuged in 16000 x g for 5 minutes at 4 °C and the nuclear extract-containing

supernatant was transferred to a new tube and stored at -80 °C until further analysis.

HDAC activity

The nuclear extracts were submitted to a HDAC activity assay with the use
of HDAC Assay kit (Fluorometric Detection), according to the manufacturer's
instructions (Upstate, USA). Briefly, 5 uL of nuclear extracts were mixed with 5 pL of
HDAC Assay Buffer and 5 yL of HDAC Assay Substrate in a 384-well plate and
incubated at 30 °C for 45 minutes. Concomitantly, a standard curve was performed
with serial dilutions of deacetylated substrate and positive and negative controls were
added to the plate. After, 10 uL of activator solution were added to the wells and the
plate was incubated at room temperature for 15 minutes. The fluorescence reading
was performed in a fluorescence plate reader, with 360 nm for excitation and 460 nm
for emission. The calculation of the HDAC activity was performed based on the
standard curve, and the values are presented as uM/ug protein. Total protein was
measured by the modified Lowry's method (Peterson, 1977) using bovine serum

albumin as a standard.
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Statistical Analysis

Statistical analyses were performed using SPSS 16.0 for Windows.
Behavioral data (hnumber of crossing and rearings) and HDAC activities were fitted in
a standard distribution curve and were therefore subjected to parametric analyses.
For the comparisons between the groups, one-way analysis of variance (ANOVA)
test was performed, followed by the Tukey post-hoc test when ANOVA was

significant. P-Values <0.05 two-tailed were considered statistically significant.

Results

Firstly, in the present study we showed that administration of m-AMPH
increased crossings and rearings in ACSF-treated rats in all experimental
procedures, however, m-AMPH does not alter the activity of HDACs in any of the
brain structures evaluated.

As shown in figure 1A, intracerebroventricular (ICV) administration of VPA
and SB blocks m-AMPH-induced increased crossing and rearing. In figure 1B we
observed that SB and VPA ICV administration in saline and m-AMPH groups
inhibited the HDAC activity in the prefrontal and striatum. In hippocampus, the ICV
administration of VPA and SB in the saline groups inhibited HDAC activity; and
administration of SB, but not VPA, in m-AMPH-administered rats also decreased the
activity of this enzyme. In amygdala there were no significant results.

In figure 2A, the microinjection of SB and VPA in the amygdala blocked
the hyperactivity induced by m-AMPH. In the same procedure, the microinjection of

SB in the amygdale in rat saline- and m-AMPH-treated decreased the HDAC activity
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in the amygdala (Fig. 2B). However, microinjection of VPA in the amygdala did not
alter the activity of HDAC in this brain structure.

The figure 3A shows that microinjection of SB and VPA in the striatum blocked
the m-AMPH-induced hyperactivity. In addition, striatal microinjection of SB and VPA
in the saline and m-AMPH groups decreased HDAC activity in the striatum (Fig. 3B).

According to figure 4A, microinjection of SB and VPA in the prefrontal also
blocked the hyperactivity induced by m-AMPH. The SB and VPA microinjection in the
prefrontal in saline and m-AMPH groups inhibit the HDAC activity in this brain
structure (Fig. 4B).

As shown in figure 5A, microinjection of SB and VPA did not alter the
hyperactivity induced by m-AMPH. However, the hippocampal microinjection of SB
and VPA inhibited the HDAC activity in hippocampus of rat saline- and m-AMPH-

treated.

Discussion

In previous studies, has been reported in the literature that epigenetic
mediate diverse environmental aspects involved in the pathophysiology of major
psychotic disorders (Rutten and Mill, 2009). Recently, was demonstrated that in
major depressive disorder patients the expression of HDAC2 and -5 mRNA was
increased in a depressive state, and in BD, the expression of HDAC4 mRNA was
increased also in a depressive state, suggesting that changes in transcriptional
regulation caused by the altered expression of HDACs is associated with the

pathophysiology of mood disorders (Hobara et al., 2010). In an analysis of the
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National Brain Databank microarray collection, was observed that HDAC1 expression
is increased in the prefrontal cortex of schizophrenia subjects (Sharma et al., 2008).

In the present study our data demonstrated that microinjection of SB
and VPA in the ventricle, amygdale, striatum and prefrontal block the d-AMPH-
induced hyperlocomotion. Nevertheless, the microinjection of HDAC inhibitors in the
hippocampus did not alter the d-AMPH-induced manic-like effects. Taken together,
our results indicate that the antimanic effects of HDAC inhibitors are related to the
amygdala, striatum and prefrontal, but not the hippocampus.

The mechanisms of antimanic effects of HDAC inhibitors are still
unknown. However, a previous study has demonstrated that trichostatin A (TSA) — a
HDAC inhibitor — completely blocked the cocaine-induced behavioral sensitization
(Romieu et al., 2008). Wu and colleagues (2008) showed that HDA inhibitors up-
regulate astrocyte glial cell line-derived neurotrophic factor (GDNF) and brain-derived
neurotrophic factor (BDNF) gene transcription, protecting dopaminergic neurons.
Moreover, pretreatment with VPA, SB or TSA caused a robust decrease in
lipopolysaccharide-induced pro-inflammatory responses and protected DA neurons
from damage in mesencephalic neuron-glia cultures (Chen et al., 2007). In addition,
administration of phenylbutyrate significantly attenuated MPTP-induced depletion of
striatal dopamine and loss of tyrosine hydroxylase-positive neurons in the substantia
nigra; suggesting that administration of phenylbutyrate may be a useful approach for
the treatment of neurodegenerative diseases (Gardian et al., 2004). In a positron
emission tomography study, VPA has been shown to decrease [18F]-dopa uptake
constants in the striatum of patients with mania, suggesting that VPA treatment
decreases aromatic amino acid decarboxylase activity, which should decrease the

rate of dopamine synthesis (Yatham et al., 2002).
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It has been suggested that anterior limbic, which controls impulsivity
and psychosis, is dysfunctional in BD. It is well known that the amygdala modulates
the limbic system, controlling an iterative circuit, prefrontal—striatal-thalamic, which
control complex socioemotional behaviors (Strakowski et al., 2000; 2005).

Recently, a functional magnetic resonance imaging (fMRI) study have
suggested that stable amygdala overactivation across prolonged vigils may interfere
with sustained attention and exacerbate attentional deficits in bipolar patients. In the
same study, differential striatal and thalamic deactivation in BD is interpreted as a
loss of amygdala (emotional brain) modulation by the ventrolateral prefrontal-
subcortical circuit, which interferes with attentional maintenance (Fleck et al., 2010).
In another fMRI study, bipolar manic patient exhibit blunted brain response to
emotional cues throughout the ventrolateral prefrontal emotional arousal network;
this emotional network alteration may contribute to the mood dysregulation of bipolar
disorder (Strakowski et al., 2010). Narita and colleagues (2010) have also
demonstrated that the BD patients showed gray matter volume reduction in the
prefrontal cortex. Moreover, subjects with BD exhibit reduced gray matter volume in
the dorsolateral prefrontal cortex, left nucleus accumbens and left amygdale, but not
in the hippocampus (Dickstein et al., 2005). Despite the deficits in attention and
memory in bipolar patients, most of the structural brain imaging studies did not find
changes in hippocampal volume in BD (Frey et al., 2007).

Here we confirm that the decrease in HDAC activity was directly related to
the antimanic effects of HDAC inhibitors. However, in some situations VPA did not
inhibit the enzyme activity and still continued to have antimanic effect. This can be
explained by the fact that VPA has other molecular targets. VPA has been found to

enhance GABA activity within the brain by inhibiting its degradation, stimulating its
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synthesis and release, and directly enhancing its postsynaptic effects (Owens and
Nemerroff, 2003). VPA also acts on the protein kinase C - as inhibitor - decreasing
the release of neurotransmitters (Chen et al., 1994). Another important fact to be
reviewed is that when SB and VPA were administered in the ventricle, HDAC activity
was not inhibited in the amygdala. Nevertheless, HDAC inhibitors continued to have
antimanic effect. This may be by fact that in other brain structures HDAC activity was
inhibited, thus compensating the lack of effect in the amygdala.

In summary our results suggest that the antimanic effects of SB and VPA,
HDAC inhibitors, are related to the amygdala, striatum and prefrontal, but not the
hippocampus. More studies are needed to clarify the therapeutic effects of the HDAC

inhibitor in BD and thereby develop new drugs.
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Legends to figures

Figure 1. Microinjection of SB, VPA or ACSF in the ventricle followed by

an i.p injection of saline or m-AMPH. Open-field task (A) and HDAC activity (B).

Figure 2. Microinjection of SB, VPA or ACSF in the amygdala, followed by

an i.p injection of saline or m-AMPH. Open-field task (A) and HDAC activity (B).
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Figure 3. Microinjection of SB, VPA or ACSF in the striatum, followed by

an i.p injection of saline or m-AMPH. Open-field task (A) and HDAC activity (B).

Figure 4. Microinjection of SB, VPA or ACSF in the prefrontal, followed by

an i.p injection of saline or m-AMPH. Open-field task (A) and HDAC activity (B).

Figure 5. Microinjection of SB, VPA or ACSF in the hippocampus,
followed by an i.p injection of saline or m-AMPH. Open-field task (A) and HDAC

activity (B).
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4. DISCUSSAO

Em estudos anteriores, tém sido relatado que a epigenética media
diversos aspectos ambientais envolvidos na fisiopatologia dos principais transtornos
psicoticos (Rutten e Mill, 2009). Recentemente, foi demonstrado que pacientes com
transtorno depressivo maior, a expressédo de HDAC2 e -5 RNAm foi aumentada no
estado depressivo e, no THB, a expressdo de RNAm HDAC4 também foi aumentada
no estado depressivo, sugerindo que as mudancas na regulacdo da transcricao
provocadas pela expressao alterada de HDACs esta associada a fisiopatologia dos
transtornos de humor (Hobara et al., 2010). Em uma andlise feita a partir do National
Brain Databank, um banco de dados desenvolvido por Harvard, foi observado que a
expressdo HDAC1 é aumentada no cOrtex pré-frontal de pacientes esquizofrénicos
(Silva et al., 2008).

Neste estudo, nossos dados demonstraram que a microinje¢éo de SB e
VPA no ventriculo, amigdala, estriado e cortex pré-frontal bloqueiam a
hiperlocomocéao induzida por m-AMPH. No entanto, a microinjecdo de inibidores de
HDAC no hipocampo néo alterou os efeitos da inducdo de mania. Juntos, nossos
resultados indicam que os efeitos antimaniacos de inibidores de HDAC estédo
relacionadas com a amigdala, estriado e cortex pré-frontal, mas ndo com o
hipocampo.

O mecanismo dos efeitos antimaniacos dos inibidores de HDAC ainda
sao desconhecidos. No entanto, um estudo anterior demonstrou que tricostatina A
(TSA) - um inibidor HDAC - inibiu completamente a sensibilizagcdo induzida por
cocaina (Romieu et al, 2008). Wu e colaboradores (2008) mostraram que 0S
inibidores da HDA regulam a transcricdo do fator neurotréfico derivado de célula

gliais (GDNF) e o fator neurotréfico derivado do cérebro (BDNF) em astrdcitos,
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protegendo os neurbnios dopaminérgicos. Além disso, o pré-tratamento com VPA,
SB ou TSA causaram reducdo nas respostas proé-inflamatérias induzidas por
lipopolisacarideo e protecdo contra danos em culturas de neurénios dopaminérgicos
mesencefalicos (Chen et al., 2007). Além disso, a administracdo de fenilbutirato
atenuou significativamente a deplecdo de dopamina estriatal induzida por MPTP (1-
methil-4-fenil-1,2,3,6-tetrahidropiridina) e perda de tirosina-hidroxilase em neurdnios
na substantia nigra, sugerindo que a administracdo de fenilbutirato pode ser um
meétodo util para o tratamento de doencas neurodegenerativas (Gardian et al. ,
2004). Em um estudo de tomografia por emissdo de positrons, o VPA diminuiu a
captacdo de [18F]-dopa no estriado de pacientes com mania, sugerindo que o
tratamento com VPA diminui a atividade de descarboxilase dos aminoacidos
aromaticos, o que deve diminuir a taxa de sintese de dopamina (al Yatham al. ,
2002).

Tem sido sugerido que o sistema limbico anterior, que controla a
impulsividade e psicose, € disfuncional no THB. E sabido que a amigdala modula o
sistema limbico, controlando um circuito iterativo, pré-frontal-estriado-tadlamo, que
regula os comportamentos socioemocionais (Strakowski et al, 2000;. 2005).

Um estudo recente, utilizando imagens de ressonancia magnética
funcional (fMRI), sugere que a aumento da ativacdo da amigdala em funcao de
vigilias prolongadas pode estar ligado aos déficits de atencdo em pacientes
bipolares (Fleck et al., 2010). Em outro estudo ultilizando fMRI, pacientes bipolares
em fase maniaca apresentam reducdo na resposta cerebral a estimulos emocionais
no prée-frontal ventrolateral, o que pode estar contribuindo para a desregulacdo do
humor no THB (Strakowski et al, 2010). Narita e colaboradores (2010) também

demonstraram que o0s pacientes bipolares apresentaram reducdo do volume de
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substancia cinzenta no cortex pré-frontal. Além disso, os individuos com THB
apresentam reducdo no volume de substancia cinzenta no cortex pré-frontal
dorsolateral, ndcleo accumbens esquerdo e amigdala esquerda, mas ndo no
hipocampo (Dickstein et al., 2005). Apesar do déficit de atencdo e memoria em
pacientes bipolares, a maioria dos estudos de imagem estrutural do cérebro néo
encontraram mudancas no volume do hipocampo no THB (Frey et al., 2007).

Nossos resultados confirmaram que a diminuicdo da atividade de HDAC
esta diretamente relacionada com os efeitos antimaniacos dos inibidores de HDAC.
No entanto, em algumas situacfes o VPA néo inibiu a atividade dessa enzima e
ainda continuou apresentando efeito antimaniaco. Isso pode ser explicado pelo fato
de que o VPA possui outros alvos moleculares, como o GABA e a proteina quinase
C (PKC). O VPA aumenta a atividade de GABA no cérebro, inibindo a sua
degradacdo, estimulando sua sintese e liberacdo, e diretamente reforca os seus
efeitos pos-sindpticos (Owens & Nemerroff, 2003). O VPA também age sobre a
proteina quinase C - como inibidor - (Chen et al, 1994), diminuindo a liberacdo de
neurotransmissores. Outro fato importante a ser analisado é que quando SB e VPA
foram administradas no ventriculo, a atividade de HDAC ndo foi inibida nha amigdala.
No entanto, os inibidores de HDAC continuaram a produzir efeitos antimaniacos.
Isso pode ser pelo fato de que em outras estruturas cerebrais atividade HDAC foi
inibida, compensando assim a falta de efeito na amigdala.

Em sumo, nossos resultados sugerem que os efeitos antimaniacos de SB
e VPA, inibidores HDAC, estéo relacionados com a amigdala, estriado e cortex pre-
frontal, mas nédo no hipocampo. Entretanto, mais estudos sdo necessarios para
esclarecer os efeitos terapéuticos dos inibidores HDAC no THB e assim usar o

conhecimento para o desenvolvimento de novos farmacos.
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