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RELATORIO DE FARMACIA COMUNITARIA




INTRODUCAO

O atual plano de estudos do Mestrado Integrado em Ciéncias Farmacéuticas (MICF), da
Faculdade de Farmacia da Universidade de Coimbra, contempla a realizacao de um Estagio
Curricular. O estdgio tem como objetivo a interligacdo dos conhecimentos adquiridos ao
longo do curso com a pratica profissional, neste caso, em Farmacia Comunitiria. E
proporcionando ao aluno um ambiente propicio a consolidagdo das suas competéncias
técnicas, cientificas e humanas, por forma a poder preparar-se para o seu futuro exercicio
profissional. O Farmacéutico é um agente de saude publica e o profissional ndo s6 do
medicamento mas também das pessoas. O foco na proximidade ao utente, na abordagem
cuidada e de elevada qualidade as variadas situagdes, com um posicionamento na promogao e
prevencao da sadde publica em cooperacdo com os restantes profissionais de saude sdo
valores da Faculdade de Farmacia da Universidade de Coimbra e, neste momento, meus
também.

O meu estagio em farmacia comunitaria foi realizado na Farmacia Adriana, situada na Praca
da Republica em Coimbra, sob a orientacio do Dr. Joao Pimentel durante um periodo
compreendido entre janeiro e julho. O presente relatério encontra-se redigido sob a forma de
uma andlise SWOT em que sdo abordados, de forma critica, os pontos fortes (Strenghs),
pontos fracos (Weaknesses), oportunidades (Opportunities) e ameacas (Threats) relativos ao
meu estagio em Farmacia Comunitaria.
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ANALISE SWOT
Pontos Fortes

€ Equipa

A equipa é para mim o ponto fulcral do sucesso de qualquer trabalhador em qualquer area de
trabalho coletivo. As pessoas com quem lidamos diariamente e o seu modo de
funcionamento conjunto é determinante em todos os momentos. Como estagidrio, senti-me
rapidamente incluido num grupo de trabalho coeso, bem organizado e com uma relacdo
interpessoal admiravel, com uma capacidade de resolucdo de problemas e divergéncias
notavel. A equipa da Farmacia Adriana apresentou uma constante boa disposi¢dao e vontade
de trabalhar contagiantes, foram um apoio incondicional no meu percurso e uma enorme
influéncia na moldagem da minha condicdo de futuro farmacéutico. Destaco uma
caracteristica comum a todos os membros em relacdo ao apoio nas minhas fungées como
estagidrio. Demonstravam um enorme cuidado aquando da correcdo de falhas minhas por
forma a nunca descredibilizarem a minha posicdo perante os utentes ou profissionais
presentes na farmacia o que me dava uma margem de correcao grande sem prejuizo de um
abate na confianca. Acredito que aprendi muito com esta equipa a varios niveis. Desde cedo
que deixei de me sentir um estagiario externo a equipa mas sim um elemento integrante da
mesma em todos os sentidos, com uma opinido tida em consideracdo e com um tratamento
indiscriminado. Aprendi muito ndo s6 ao nivel das fungdes de entrada de encomendas,
devolugdes, acerto de stocks, confericao de validades e atendimento mas também ao nivel de
toda a gestdo da farmacia, desde compra de materiais, reunides e negocios com
representantes de variados laboratoérios, ponderagdo e organizacao interna. No final, acredito
que a equipa da Farmacia Adriana me proporcionou um estagio bem sucedido ao longo de
meses marcados positivamente por uma grande experiéncia.

€ Localizagio

A Farmacia Adriana localiza-se na Praca da Republica de Coimbra. Esta localizacdao é
interessante em varios pontos. Trata-se de uma zona agradavel, muito movimentada e com
um ambiente muito positivo, o que influéncia o préprio comportamento e simpatia dos
utentes. Existe também uma boa relacdo de proximidade e cordialidade entre os
trabalhadores dos variados estabelecimentos da area o que contribui para o caloroso e
lisonjeiro ambiente da Praca da Reptblica. Creio que a localizagdo da farmacia teve um
enorme impacto no meu bem-estar pessoal diario e, consequentemente, na produtividade e
qualidade das fungoes por mim desempenhadas.

Devido a sua posicdo privilegiada no centro da cidade, assim como a proximidade a
Universidade, a Farmacia Adriana conta com um leque de utentes imensamente
diversificado, desde estudantes nacionais e internacionais, a idosos que passam



religiosamente pela praca nos seus tradicionais passeios matinais, até turistas alojados nas
redondezas ou simplesmente de passagem pela cidade. Esta diversidade de utentes resulta
numa diversidade de atendimentos, sem duvida um ponto forte da minha experiéncia de
estagio.

€ Pequena dimensdo da farmdcia

A pequena dimensdo da Farmdcia Adriana conferiu consideraveis vantagens ao meu periodo
de estagio. Comportando uma equipa pequena, a proximidade entre todos os envolvidos
proporcionada pela farmdcia resultou na minha rapida ambientacdo e insercdao na equipa. O
conhecimento geral de todo o funcionamento da farméacia por todos os membros da equipa
facilitou a dissipacdo rapida de dividas que foram surgindo quer em atendimentos quer em
funcdes de back office. A atencao e disponibilidade constantes prestadas aos estagiarios é
também produto desta pequena dimensao. O facto da Farmacia Adriana ter mais de 100 anos
também se verifica num consideravel nimero de utentes fidelizados que, aliado ao baixo
nimero de atendimentos diarios, resulta em condi¢Oes propicias para um acompanhamento
farmacoterapéutico cuidado e regular ao longo de extensos periodos de tempo.

€ Hordrio alargado

O horario alargado da Farmacia Adriana, que encerra as 20:30h durante a semana e as 20h
no sabado aumenta ndo s6 o numero mas também a variabilidade de atendimentos. Destaco
principalmente o sabado, que leva muitas vezes a um aumento de atendimentos envolvendo
criancas, por exemplo, pela disponibilidade que os pais dispdem ao fim-de-semana para ir
com os filhos a farmacia durante o dia, panorama normalmente impossibilitado durante a
semana devido aos horarios laborais e escolares, respetivamente.

€ Duragdo do estdgio

Considero que o meu periodo de estagio, entre janeiro e julho, ndo sendo uma mais valia na
variedade da experiéncia de estdgio devido a sua exclusividade, foi uma mais valia em
termos de experiéncia comunitaria. Permitiu um maior entrosamento com a equipa,
conhecimento de situacOes de utentes regulares, numero e qualidade de atendimentos e
adaptacdo rotineira em termos de horarios e funcdes. Acredito que o tempo foi suficiente
para conseguir adquirir conhecimentos e experiéncia para entrar no mercado de trabalho com
motivacao e confianca.



@ Receitas eletronicas

As chegada das receitas eletronicas veio trazer vantagens tanto para 0s utentes Como para 0s
farmacéuticos. A rapidez e seguranca na descodificacdo das receitas e a quantidade de
informacao nelas contida facilita em muito a acdo do farmacéutico. Para o utente, para além
de uma maior garantia de qualidade do servico farmacéutico do qual é o principal
beneficiario, as receitas eletrénicas permitem uma gestdo da aquisicdo dos medicamentos
pela possibilidade de multiplas utilizagdes da mesma receita em espagos temporais distintos,
desde que dentro dos limites de validade das prescricdes. A possibilidade de aceder a estas
receitas através do telemdvel ou do cartdo de cidaddao também facilita muito a organizacdo
dos utentes que por vezes, principalmente idosos, perdem ou confundem as receitas manuais
aumentando a probabilidade de erros no momento da dispensa e retirando grande parte do
tempo de atendimento por parte do farmacéutico, tempo esse que poderia ser aproveitado no
acompanhamento da situacdo de saude do utente.

Pontos Fracos

€ Localizagio

Apesar dos referidos pontos positivos da localizacdo da farmadcia, esta apresenta uma enorme
desvantagem. A Praca da Reptblica é, de facto, muito frequentada por turistas e estudantes
tanto do pais como internacionais. No entanto, a necessidade de aquisicao de medicamentos,
nomeadamente medicamentos sujeitos a receita médica, tende a aumentar com o avancar da
idade da populagdo, o que faz dos jovens um grupo de baixa expressdao percentual neste
dominio. O grande publico alvo de uma farmacia sdo os idosos, assim como, em casos de
dificuldade / impossibilidade de deslocacdao por parte dos mesmos, os parentes ou relativos
que se encarregam da compra dos seus medicamentos. Acontece que o comércio na zona da
Praca insere-se maioritariamente na area da restauracdo e bebidas. Dada a proximidade a
Universidade, uma grande porcao das areas residenciais encontra-se ocupada por estudantes.
Devido a estas razdes, os restaurantes, bares e cafés sdo frequentados principalmente por
estudantes, mas também por cidaddos de variadas idades com postos de trabalho e residéncia
nas cercanias. Ainda assim, o problema mantém-se uma vez que estes cidaddaos nao sdao, em
ntimero, significativos no universo de utentes de uma farmacia em Coimbra tendo em conta
a densidade populacional da cidade. Mas sdo significativos em termos de ocupacdo de
lugares de estacionamento na area, o que leva a outro problema da localizacao da farmacia, a
dificuldade do estacionamento por parte dos utentes. Estas caracteristicas fazem da Praca da
Republica um local, apesar de muito movimentado, pouco frequentado ndo s6 por idosos
mas também por adultos com mais de 30 anos que, tendo residéncias e postos de trabalho
fora, encontram poucas razdes para se deslocarem até esta area. Os correios, situados na
mesma rua da farmdcia, contribuem para a presenca de individuos que se inserem neste



conjunto critico de idades. No entanto, os servicos ali prestados ndo possuem um caracter
rotineiro no quotidiano da maioria das pessoas, cuja principal razdo para a sua presenga na
Praca acaba por ser simplesmente por passagem quando a caminho da baixa da cidade, que
possui um maior nimero e variedade de estabelecimentos de comércio e servicos, incluindo
farmécias. Tudo isto aliado a existéncia de uma outra farmdacia a menos de 60 metros de
distancia faz da Praca da Republica um local longe de ser ideal, refletindo-se num baixo
fluxo de utentes e, consequentemente, num diminuido nimero de atendimentos diarios
efetuados pela equipa da farmacia, estagiarios incluidos.

€ Manipulados

A preparagdo de medicamentos manipulados, “qualquer férmula magistral ou preparado
oficinal, preparado e dispensado sob a responsabilidade de um farmacéutico” segundo as Boas
Praticas de Preparacdo de Medicamentos Manipulados presentes no anexo da Portaria n.°
594/2004(1), tem a resposta a terapéuticas personalizadas em situacdes em que o mercado nao
tem a capacidade de assistir nas necessidades especificas de um doente como objetivo. Mas o
crescente desenvolvimento industrial tem vindo a retirar relevancia a este tipo de formulacdes,
pouco prescritas pelos médicos hoje em dia em comparacdo com o que se sucedia no passado.
Vejo-o como um ponto negativo principalmente da perspetiva do farmacéutico que vé
reduzido um dos seus oficios, classico por definicdo. Dada a escassa procura de preparados
oficinais por parte dos utentes, muitas vezes, e principalmente em farmacias com um reduzido
fluxo de utentes, a compra de matérias primas nao se justifica devido as quantidades minimas
impostas na sua venda pelos armazenistas e ao seu prazo de validade relativamente limitado
resultando num negdcio pouco proveitoso para as farmacias que, como no caso da Farmacia
Adriana, mesmo possuindo todas as condi¢Ges necessarias e exigidas para a sua preparagao,
acabam por renunciar a manipulacao.

@ Receitas manuais

Curiosamente, a diferenca na proporcdao de receitas manuais entre os dois primeiros e os
restantes meses do meu estagio foi astronémica, e, da mesma forma, a diferenca ao nivel dos
problemas da farmacia em torno das receitas também o foi. Esta diferenca deve-se as ja
referidas e proeminentes desvantagens das receitas manuais quando comparadas com as
eletronicas. Apesar do nimero ter diminuido muito, continuaram a aparecer algumas receitas
desta qualidade com alguma frequéncia. A Gnica vantagem que destaco nas receitas manuais é
a sua utilidade e plena funcionalidade em eventuais falhas informadticas, motivadas por
problemas do software / hardware de computadores ou da corrente elétrica, quer no momento
da prescricdo no consultério do médico, quer no momento da dispensa na farmdcia. No
entanto, esta vantagem ndo se sobrepOe perante todas as desvantagens mencionadas e que
resultam num aumento de trabalho e responsabilidades para o farmacéutico, que poderiam ser



canalizados para fun¢des de maior importancia e relevancia, e num consideravel incremento
da probabilidade de ocorréncia de erros grosseiros, com principal prejuizo para o utente,
consequéncias desnecessdrias e evitaveis nos tempos que correm.

€ Lacunas no conhecimento em determinadas dreas

Houve atendimentos em que me senti mais "desamparado”" em termos de conhecimentos.
Estes atendimentos envolviam algumas areas que creio que ndo sao suficientemente
abordadas no plano de estudos do MICEF, e afirmo-o tendo como base de ponderacdo aquela
que considero como sendo uma alta fasquia na abordagem as restantes vertentes por parte do
mesmo plano de estudos. Atendimentos no ambito da puericultura foram complicados, por
exemplo, em relacdo produtos relacionados com a amamentacdo. Nesta area em particular, as
lacunas acabaram por ser parcialmente colmatadas com uma formacdo da Medela a que
assisti. A area da veterinaria também foi complicada ao inicio. Mas o0s casos eram
relativamente limitados e semelhantes entre si. A grande maioria dos utentes procurava
resolver problemas de pulgas e carracas em cdes e gatos pelo que depressa aprendi a lidar
com a situacdo. No entanto, a area dos suplementos foi a que se revelou mais desafiante e na
qual me senti mais impotente no apoio ao utente. Com uma procura muito superior ao que
esperava, os suplementos eram pretendidos por utentes de todas as idades, dos quais destaco
os suplementos para auxilio na memdria e concentracdo, muito solicitados por estudantes,
principalmente em épocas de exames; 0s suplementos multivitaminicos procurados por
adultos de meia-idade e os suplementos direcionados para articulagcdes e 0ssos, por parte dos
idosos. Estes casos eram muito variados e apareciam diariamente. E mesmo tendo
participado em intimeros atendimentos com suplementos em causa, continuo a sentir-me
limitado nesta area.

Oportunidades

€ Desenvolvimento de diversas capacidades

A oportunidade de contacto com um grande nimero de utentes, com origens diferentes e
com situacdes clinicas e pessoais também distintas e com modos de comunicacao variados
permitiu-me desenvolver capacidades de adaptagdo, interpretacdao e comunicagao uteis tanto
para a minha vida profissional como para a minha vida pessoal. A prépria desenvoltura e
entrega a uma rotina de trabalho inserida num meio pratico de algo altamente teorizado ao
longo de todos os anos de formagdao no Mestrado Integrado em Ciéncias Farmacéuticas deu,
inevitavelmente, frutos de diversas qualidades e feitios que levarei certamente comigo na
minha vida futura, independentemente da natureza do oficios que venha a abracar.
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€ Servigos prestados a institui¢ées

A Farméacia Adriana providencia protocolos com instituicoes de Coimbra com indoles
distintas, o que, para um estagiario, se torna como uma montra de diversos ramos na area,
algo incomum tendo em conta o panorama geral, sendo, a meu ver, uma oportunidade de
diversificacdo de tarefas e ampliacdo de conhecimentos. A Farméacia Adriana é responsavel
pelo fornecimento de medicamentos a estas instituicoes, efetuando a deslocacdo até as
mesmas em alguns casos. A organizacdo de toda a medicacdo fornecida é também realizada
dentro do perimetro da farmacia. Tive a oportunidade de realizar as tarefas referidas e
participar na ponderagdo e organizacdao dos protocolos em questdo onde faz o necessarios e,
em alguns casos, prepara também a medicacdao semanal destes utentes, funcdes que
enriqueceram profundamente a minha experiéncia de estagio.

€ Acompanhamento farmacoterapéutico

Como referido, a pequena dimensdo da farmacia, com um reduzido nimero de atendimentos
diarios e um estatuto centenario com qualidade que origina uma consideravel quantidade de
utentes fidelizados com idade avangada possibilita um atendimento alargado, calmo,
atencioso e ponderado por parte dos farmacéuticos. As condi¢des para o acompanhamento
farmacoterapéutico realizado na Farmdacia Adriana acabam por ser excecionalmente propicias
para o efeito, existindo varios utentes a usufruir do servico com uma regularidade semanal. A
assidua presenca destes utentes fidelizados na farmacia, com perfis farmacoterapéuticos
heterogéneos, representa uma marcada mais valia no estagio, uma grande oportunidade para a
expansdo e consolidacdo de conhecimentos e utilizacdo dos mesmos.

Ameacas

€ Panorama socioeconémico do pais

A situacdo financeira dos Portugueses afeta em larga escala o seu poder de compra. Numa
farmacia, esta situacdo verifica-se ndo s6 na fraca aquisicao de produtos extra-saude, como
de estética por exemplo, mas também em medicamentos. Ha utentes que optam por nao levar
todos os medicamentos prescritos pelo médico por falta de dinheiro, sujeitando-se ao nao
tratamento de sintomas nocivos no seu bem estar diario, 0 que representa uma ameaca nao so
para a saude dos utentes mas também para a faturacdo e sobrevivéncia das farmacias.

€ Estabelecimentos de venda de medicamentos ndo sujeitos a receita médica

A venda de medicamentos ndo sujeitos a receita médica fora das farmacias resulta em
variadas ameacas. A liberalizacdao da venda destes medicamentos confere-lhes um estatuto de
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bem de consumo na mente do utente, que os aborda de forma leviana. A falta de qualificacao e
conhecimento por parte dos profissionais que dispensam estes medicamentos representa um
perigo de saude publica, facilitando a ocorréncia de utilizacdes indevidas com possibilidade
de consequéncias graves que poderiam ser evitadas com uma supervisdao e aconselhamento
cuidado, fundamentado e seguro por parte de um farmaceéutico.

Por outro lado, devido a dimensdo e poder de compra destes estabelecimentos, os precos por
si praticados representam uma pronunciada ameaca na faturacdo das farmdcias por serem
significativamente menores.

@ Falta de conhecimentos por parte da populagdo

O nivel de atitude, comportamento e simpatia dos utentes que passaram pela Farmacia
Adriana durante o meu estagio foi muito superior as minhas expectativas. O ponto que passo
a descrever é fruto de marcadas excecdes na minha experiéncia de estagio mas que acredito
ser um reflexo de uma realidade maior ao longo de todo o pais. Os conhecimentos em falta a
que me refiro situam-se em varios conceitos, como por exemplo, medicamentos genéricos.
Outra questdao que atormenta muitos dos utentes é a interpretacao da informacao presente nas
receitas, nomeadamente, "este medicamento custa-lhe no maximo X € a ndo ser que opte por
um medicamento mais caro"(2) recentemente alterada para "no minimo" devido, suponho, a
confusdo compreensivelmente causada pela frase original. Esta informacdo, que possui uma
forte ligacdo aos medicamentos genéricos, principais implicados na maioria dos casos, e a
incompreensdo do seu conjunto por parte dos utentes causam variados confrontos com o0s
farmacéuticos. Muitas vezes os utentes ndo conseguem conceber que o preco do
medicamento cedido ndo va de encontro ao preco descrito na receita mesmo quando exigem
exclusivamente medicamentos de marca. Este é apenas um exemplo de uma situagdo entre
inumeras com 0s mesmos intervenientes, tanto os individuos como os objetos de duvida e
contestacdao. Isto causa diversos problemas, principalmente ao nivel da relacdo entre os
utentes e os farmacéuticos, problemas esses nocivos para ambas as partes. Infelizmente,
quando o assunto envolve dinheiro, o farmacéutico deixa de ser visto como o profissional de
saide que era no inicio do atendimento e passa a ser visto como o negociante interessado em
angariar a maior maquia possivel, o que se traduz numa quebra de confianca no
farmacéutico, afetando a sua privilegiada posicdao de informador e educador na area perante
o utente.

€ Qualidade de vida do farmacéutico

Ressalvo que a Farmacia Adriana ndo se configura no que passo a descrever, nao deixando
por isso de ser algo que vejo como sendo descritivo do panorama nacional.

Considero a atual condicdo dos farmacéuticos comunitarios, provocada pela atual
condcondicao das farmdacias comunitarias, uma forte ameacga a profissio. Com um elevado
nimero de insolvéncias de farmdacias nos ultimos anos em Portugal, torna-se clara a
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dificuldade pelas quais estas passam nos dias que correm. A necessidade de um aumento de
faturacao por parte das farmacias por forma a subsistirem resulta em diversas dificuldades e
inconvenientes na vida dos farmacéuticos. A necessidade do alargamento de horarios de
funcionamento faz do farmacéutico comunitario uma profissio com horarios com pouca
estabilidade e em constante alteracdo, fora do horario laboral comum a grande parte dos
oficios e com inclusdo de fins de semana, 0 que afeta enormemente a sua vida pessoal e
familiar. A necessidade de um aumento da faturacdo acaba muitas vezes por tornar-se numa
obsessdo para o proprietario de uma farmacia, o que se traduz numa enorme pressao imposta
na acdo do farmacéutico e na propria relacao entre os elementos da equipa criando um
ambiente nocivo para o bem-estar de todos os envolvidos no funcionamento da farmacia. E,
uma vez que o problema tem uma motivacdo monetaria, a remuneracdao do farmacéutico
acaba por sofrer inevitavelmente. A falta de estimulos em qualquer acdo por parte de um
qualquer profissional é sempre uma ameaga para seu bem-estar mental e, consequentemente,
para a qualidade do seu trabalho.

CONSIDERACOES FINAIS

Acredito que toda a informacao descrita ao longo da minha andlise reflete bem aqueles que
foram cerca de 6 meses da minha vida de estudante da Faculdade de Farmacia da
Universidade de Coimbra. Revelou ser uma experiéncia rica em todos os sentidos, e devo-o a
toda a equipa da Farmdcia Adriana. Nao tenho, no entanto, dividas de que toda a formacao
por mim recebida antes do comeco do estagio tenha representado um papel critico na minha
adaptacdo e desempenho enquanto farmacéutico estagiario na Farmdacia Adriana, ndo s6 ao
nivel cientifico mas também, e creio que principalmente, ao nivel de mentalidade e
comportamento. Resta-me esperar que tenha conseguido representar a Universidade de
Coimbra, a Faculdade de Farmacia, e o Mestrado Integrado em Ciéncias Farmacéuticas em
particular, a um nivel pelo menos equivalente ao que estes representaram, representam e
acredito que continuardo a representar para mim.
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MECANISMOS EPIGENETICOS NA FORMACAO
DE MEMORIA E CAPACIDADES COGNITIVAS




ABREVIATURAS

BDNF - Fator neutréfico derivado do cérebro

cAMP - Monofosfato ciclico de adenosina

CBP - Proteina de ligacdo ao elemento de ligacdo a monofosfaro ciclico de adenosina
ChIP-Seq - Sequenciacdo por imunoprecipitacdo da cromatina
CpG - Nucledtidos de citosina seguidos de nucleétidos de guanina
CREB - Elemento de ligacao a monofosfaro ciclico de adenosina
DOTI1P - Proteina disruptora do silenciamento telomérico 1
DNA - Acido desoxirribonucleico

DNMT - Metiltransferase de DNA

ERK - Cinase regulada por sinal extracelular

ETS1 - O fator de transcricao eritroblastose 1

HAT - Acetiltransferase das histonas

HDAC - Desacetilase das histonas

HDAC:s - Inibidores das desacetilases das histonas

HDM - Desmetilase das histonas

HFS - Estimulacao de alta frequéncia

HTM - Metiltransferase das histonas

JNK - Cinase N-terminal c-Jun

KID - Dominio de Ser 133 induzivel por cinases

LTD - Depressao de longo prazo

LTF - Facilitacdo de longo prazo

LTP - Potenciagao de longo prazo

MAPK - Proteina cinase ativada por mitogénios

MBD - Proteinas com dominio de ligacdo a metil-CpG

MeCP?2 - Proteina 2 de ligacdo a metil-CpG

MSK-1 - Proteina cinase 1 activada por stress e mitogénios

NaB - Butirato de sddio

NAD - dinucleétido de nicotinamida e adenina



NMDA - Recetor acido N-metil-D-aspartato
p75NTR - Recetor de neurotrofina p75

piRNA - Acido ribonucleico associado a Piwi
PP1 - Proteina fosfatase 1

PRMT - Metiltransferase da proteinas argininas
PTM - ModificacOes poés-traducao

RNA - Acido ribonucleico

RTS - Sindrome de Rubinstein-Taybi

SAHA - Acido hidroxdmico suberoilanilida
SAM - Cofactor enzimatico S-adenosilmetionina
Ser - Serina

SIRT1 - Sirtuina-1 dependente de NAD

SNC / CNS - Sistema nervoso central

TF - Factor de transcricao

TSA - Tricostatina A
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RESUMO

A habilidade do organismo humano em adaptar o seu comportamento em resposta a estimulos
ambientais ao longo do tempo, fundamenta-se na plasticidade estrutural e funcional do SNC.
E atualmente conhecido que os processos em torno da memdria celular (diferenciacio), e da
memoria neurologica tém similaridades, ndo sé ao nivel da sua génese como também da sua
regulacdo, orquestrada por mecanismos epigenéticos. Marcas epigenéticas como a metilacao
do DNA e modificacdes pos-traducao das histonas tém vindo a comprovar-se cada vez mais
como imprescindiveis reguladores dos processos de memoria. As suas fun¢oes de regulacao
dindmica da transcricdo de genes em resposta a ativacao neuronal mostram-se relevantes e
influentes no processo de formacdo de memoria. A natureza persistente, mesmo apos divisao
celular, de mecanismos como a metilacdo do DNA sugere também a existéncia de um papel
da epigenética na manutencao da memoria previamente formada. O conteido da presente
monografia tem como foco a ligacdo entre determinados processos envolvidos na formacao e
manutencao de memoria e capacidades cognitivas, compreendendo vias de sinalizagdo
comuns a ambos os tipos de memoria referidos, e os mecanismos epigenéticos implicados na
regulacdo desses mesmos processos e consequentes respostas, dependentes de uma articulagao
e encadeamento com um elevado nivel de precisao temporal e especificidade.

Palavras-chave: Acetilacdo de histonas, BDNF, epigenética, expressao génica, MAPK,
MeCP2, memoria, metilacao de DNA, neuronios, plasticidade sinaptica, transcricao.

ABSTRACT

The hability of the human organism to adapt its beahviour in response to environmental
stimuli through time is based on the estructural and funcional plasticity of the CNS. It is
known that the processes regarding cellular memory (differentiation) and neurological
memory have similarities, not only on the level of their genisis but of their regulation as well,
orchestrated by epigenetic mechanisms. Epigenetic tags like DNA methylation and histone
post-translational modifications have been increasingly seen as crucial regulators of memory
processes. Their functions of dynamic regulation of gene transcription in answer to the
neuronal activation have been shown to be relevant and influential in memory formation. The
presistent nature of mechanisms like DNA methylation, even after cell division, also suggests
the existence of a role to epigenetics on the maintenence of previously formed memory. The
content of the present monography spotlights the conection of particular processes envolved
in the formation and maintenece of memory and cognition, including signaling pathways
common to both types of memory (cellular and neuronal) and the epigenetic mechanisms
implicated on the regulation of these same processes and subsequent outcomes, dependent of
an articulation and sequencing comprising a high level of temporal precision and specificity.

Keywords: BDNF, DNA methylation, gene expression, histone acetylation, MAPK, MeCP2,
memory, neurons, synaptic plasticity, transcription.
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EPIGENETICA

O estudo da epigenética esta intimamente ligado ao estudo da evolugdo e do desenvolvimento.
O seu significado sofreu também uma evolucdo paralela com o aumento evolutivo do
conhecimento dos mecanismos envolvidos na regulacao da expressao génica nos eucariotas.
A palavra epigenética deriva do prefixo grego "epi" que significa "apds" ou "sobre" a
genética. O termo surge nos anos 40 por Conrad Waddington com um significado mais
abrangente, descrito como o estudo dos processos pelos quais os genotipos ddo origem a
fenotipos.(1) A definicdo molecular moderna de epigenética consiste no conjunto de
alteracGes na estrutura base da cromatina que, coletivamente, originam e propagam diferentes
padroes de expressdo de genes, transcricdo, e silenciamento em relacdo ao mesmo genoma
que ndo sdo explicados por mudangas na sequéncia de DNA.(2) (3)

A cromatina consiste numa estrutura altamente condensada constituida por DNA e por
proteinas. O epigenoma constitui o conjunto da estrutura da cromatina com os padrdes de
metilacdo do DNA, por outras palavras, é o resultado da interacdo entre o genoma e o
ambiente.(4)(5) A epigenética pode entdo, por esse prisma, ser definida como a manutencao
estavel da expressdo génica que envolve a marcacao fisica do DNA ou das proteinas a si
associadas, a regulacdo da estrutura da cromatina.

A unidade base da cromatina é o nucleossoma, que é constituido por um octomero de histonas
envolvido por cerca de 147bp de DNA genomico. O octémero (Fig. 1) contem pares de
histonas H2A, H2B, H3 e H4.(6) As extremidades/protuberancias N-terminais destas histonas,
conhecidas pela sua interacdo com o DNA nucleossomal, sdao a localizacdo de numerosas
modificacdes pos-traducao, PTMs (acetilacao, metilacdo, fosforilagdo, ubiquitinacdao, por
exemplo) levadas a cabo por variadas enzimas modificadoras de histonas (acetiltransferases,
desacetilases, metiltransferases, desmetilases, cinases, etc.).(7)

r N

| Protuberancia

- das histonas

Dominio
elobular

DMNA

Fig. 1 - Nucleossoma e octomero: Imagem adaptada(1)
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Uma vez que o genoma tem muito mais facilidade em ganhar ou perder um grupo metilo do
que em alterar a sua sequéncia de DNA, a epigenética representa mecanismos rapidos com
que o organismo consegue responder ao ambiente sem ter de recorrer a mudancas estruturais
severas (8), o que nos leva a uma inseparavel associacdo ao conceito, polémica na altura da
sua sugestao, a questdo da hereditariedade.

E conhecido que alelos silenciados podem ser passados através de varios ciclos de replicacio
de DNA, o que vai de acordo com a nocdo de que as marcas epigenéticas podem manter-se
pelas divisdes celulares mitéticas. No entanto, por muito tempo assumiu-se que durante a
gametogenese ou no inicio da embriogenese essas marcas seriam apagadas de forma a
restabelecer a totipoténcia do embrido em desenvolvimento. Hoje em dia existe um conjunto
em crescimento de evidéncias que sugerem que as marcas epigenéticas em alelos de
determinados mamiferos ndo sdo completamente apagados de uma geracdo para a seguinte,
resultando em complexos padroes de hereditariedade que indicam que o fen6tipo ndo s6 pode
variar na auséncia de fatores genéticos e ambientais como também pode ser herdado por
geracoes seguintes.(9)

Existem hoje em dia alguns mecanismos epigenéticos relativamente bem descritos em termos
conceptuais em que a estrutura da cromatina € regulada resultando num controlo da expressao
génica: As ja referidas modificacdes nas histonas, metilagdo do DNA, RNA ndo codificante e
remodelacdo da cromatina. De entre esses mecanismos, esta revisdo tem como principais
focos a acetilagdo das histonas e a metilacdo do DNA devido ao facto de se tratarem de
mecanismos com estudos mais aprofundados no ambito neuronal e com conhecida ligacao ao
desenvolvimento de memoria e de capacidades cognitivas.(10)

A base celular e molecular da meméria e cognicdo é algo que tem vindo a fascinar neuro-
cientistas ao longo de décadas. A pura complexidade ideol6gica de como interpretamos,
lembramos e esquecemos experiéncias vividas torna a sua compreensdo uma tarefa
aparentemente impossivel de ser alcancada. No entanto, dado que a memoria do ser humano
tem uma duracado superior a semi-vida da maioria das moléculas bioldgicas, é expectavel que
os responsaveis pela assisténcia aos processos de formacdo e manutencdo de memoria se
situem em material biol6gico duradouro. Seguindo uma perspetiva de epigenética como sendo
a adaptacao estrutural de regides cromossomais que possibilita o registo, sinalizacdo ou
perpetuacao de estados alterados de atividade, podemos inferir que as modificacdes
epigenéticas reagem a aprendizagem e cognicdo, que compreendem uma atividade neuronal
estimulada pela chegada de informacdo nova, e assistem na integracdao dessa mesma
informacdo através de programas de expressao em genes especificos — conhecidos pré-
requisitos para a formacao de memorias de longa duracdo.

Com estudos desenvolvidos ao nivel celular e molecular, com recurso a varios paradigmas da
aprendizagem e de memoria em diferentes modelos de organismo, comeca a desenhar-se uma
base de conhecimentos das mudancas moleculares que permitem a criagdo e armazenamento
de memdrias por parte dos neurénios onde a epigenética desempenha um evidente papel de
enorme relevancia.
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MEMORIA

Memoria celular

Os sistemas biolégicos possuem a fascinante capacidade de relembrar estimulos do seu
ambiente. A capacidade de formacdo de meméria é um fendmeno evolucionario antigo,
presente em protozoarios. A primeira revolucdo moderna na abordagem dos neuro-cientistas a
este fenomeno surgiu quando Eric Kandel (prémio Nobel da medicina em 2000) propds nos
anos 60, com base nos estudos que desenvolveu com o molusco Aplysia californica como
modelo, que as moléculas e mecanismos utilizados para formar memdrias simples em
organismos simples também seriam utilizados na formacdao de memorias complexas em
organismos também eles mais complexos, como é o caso do ser humano. A pesquisa que tem
sido levada a cabo ao longo das ultimas décadas corrobora com a referida hipotese, validando
o conceito de memdria como um antigo fenémeno conservado na evolucdo das espécies.(11)

Seguindo a mesma linha de estudos, foi reconhecido nos anos 90 um paralelismo entre o
desenvolvimento celular e a formacdo de memdrias cognitivas e de comportamento. Ambos
os conceitos dependem claramente de sinais ambientais que com a capacidade de desencadear
alteracGes celulares duradouras, vitalicias em alguns casos.(12) Ou seja, existe uma clara
analogia entre uma memoéria de desenvolvimento e diferenciacdo celular, em que as
propriedades e os fendtipos das células se definem durante o desenvolvimento inicial,
permanecem armazenadas e manifestam-se durante toda a vida, e uma memoria cognitiva e de
comportamento em que a informacdo é adquirida através de uma experiéncia vivida e fica
disponivel para uma futura recordagdao de longo prazo. A conclusdao chegada durante estes
anos de investigacdo desenvolvida aponta para a existéncia de cascatas de sinalizacao comuns
aos dois tipos de memoria, indicando que estes para além de evidenciarem analogia,
compreendem também uma situacdo de homologia ao nivel molecular.(13)

Sao conhecidos alguns exemplos em mamiferos que vao de encontro a esta generalizacao. Um
exemplo é o papel de fatores de crescimento envolvidos na diferenciagdo neuronal, como
BDNF e relina, na formacdo de memorias de longo prazo e plasticidade no sistema nervoso
central do adulto. Outro exemplo sdo as cascatas de sinalizagao prototipicas. As MAPKs
(proteinas cinases ativadas por mitogénios) sdo centrais em vias de sinalizagdo uteis na
memoria e na plasticidade sinaptica.(12) Estes exemplos serdo discutidos na continuidade da
presente monografia. Por ultimo, como exemplo da hip6tese em causa, estdo os protagonistas
desta revisdao — 0os mecanismos epigenéticos.

Os diferentes tipos de células nos organismos multicelulares sdo idénticas ao nivel do
geno6tipo mas no entanto sao fenotipicamente diferentes. Esta disparidade de fenétipo deve-se
a diferencas entre os padrdes de expressdo génica nos tipos celulares existentes. Acredita-se
hoje em dia que a manutengao estavel destas dissemelhancas encontra explicacdo no controlo
epigenético da expressao génica.(9)

A marcacdo epigenética do genoma ocorre durante os processos de determinacao pelos quais
as células totipotentes originam tecido diferenciado, e resulta na restricio da expressao de
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genes em beneficio de outros genes promovidos e vitais para a funcdo e conservacao de um
determinado tipo de tecido, alcancando-se desta forma uma variacao fenotipica sem que haja
diferencas genéticas.

Os mecanismos epigenéticos representam assim uma valida hipotese de memoria celular,
concordante com o facto de diferentes tipos de tecido diferenciado se "lembrarem" do seu
fendtipo.(11)

No contexto da diferenciacdo celular, o conjunto de modificages provocadas por mecanismos
epigenéticos na cromatina sdo estaticas. Quando uma célula sofre diferenciacao, o genoma é
marcado e estas marcas epigenéticas sao preservadas. Uma vez formada a memoria celular
epigenética, esta ndo sofre mais alteracoes (tipo de tecido), idealmente.(14) Por outro lado, o
sistema nervoso é dinamico e estd em constante processamento e armazenamento de
informacdo. Nesse caso, 0s processos epigenéticos utilizados pelo sistema nervoso terao
também de possuir dinamismo.

Memdria cognitiva e de comportamento

A memoria é a base da mente humana. Esta envolvida em inimeros processos pelos quais um
organismo recolhe informacgdo apresentada sob a forma de estimulos ambientais e a converte
em conhecimento adquirido e armazenado, possivel de ser relembrado a qualquer momento de
modo a executar decisoes, formar uma narracdo descritiva ou gerar uma interpretacao
compreensivel do mundo. Existem diferentes tipos de memoria reconhecidos. Informacao
proveniente do meio envolvente é apresentada aos sentidos do ser humano. O registo
resultante é definido como memoria sensorial. Quando essa informacao se torna percetivel a
consciéncia mental, define-se como memoéria de curto prazo que tem uma influéncia imediata
na canalizacdo de foco e atencdo por parte de um individua, gerando um comportamento.
(4) Muita dessa informacdo é temporaria. Porém, parte dessa informacdo podera ser
consolidada dando origem a uma memoria de longo prazo, com possibilidade de ser
recuperada e relembrada funcionando como fundamento para tomadas de decisdo, adicdo de
perspetiva e influéncia geral no comportamento.(15) Assim sendo, ndo sera descabido afirmar
que a memoria é experienciada sob a forma de consciéncia. Um dos grandes objetivos de
elucidacdo na presente area de estudo compreende os processos moleculares responsaveis pela
conversdao de memorias de curto prazo em memorias de longo prazo consolidadas.

O papel da transcricao em formas de plasticidade sinaptica de longa duragcdo e memdria tem
sido ativamente investigada desde os ensaios iniciais que mostraram que a transcricao se
tratava de um requisito para a formacao de memoria de longa duracdo em Carassius auratus
(Peixe dourado) nos anos 60, estudos conduzidos por Agranoff.(16) A plasticidade sinaptica é
definida como o conjunto de variacdes da forca sindptica dependentes de atividade e é
considerada como o principal propulsionador da formacdao de memorias de longo prazo. Os
estudos desenvolvidos com a Aplysia californica, mais concretamente na sinapse sensimotora
do molusco, mostram duas formas de plasticidade — Facilitacdo de longo prazo (LTF)
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(denominada de potenciacdo de longo prazo (LTP) nos mamiferos), que corresponde a
melhoria duradoura da transmissao sinadptica e a depressdo de longo prazo (LTD), redugdo
duradoura da transmissdo sinaptica.(14)

A descoberta de que as modificacGes epigenéticas no hipocampo cerebral sao temporarias(17)
veio desafiar a hipotese inicial de que estas mesmas modificacdes teriam fungdes relevantes
no ambito das memérias de longo prazo. Contudo, a teoria dos sistemas de consolidagdo e
manutencao de memoaria sugerem que estas modificacdes epigenéticas sdo tdo temporarias
quanto o envolvimento do hipocampo na formagdo de memorias. Segundo esta teoria, a
consolidacdao de memoria é dependente do hipocampo desde o primeiro contacto consciente
com a nova informacao até aproximadamente 7 dias apés esse contacto. No caso de memorias
mais antigas, estas sdo descarregadas para o cortex onde se estabelecem por periodos de
tempo prolongados. Por conseguinte, estudos comprovam um aumento de densidade das
espinhas dendriticas no hipocampo associado a memorias recentes e um aumento de
densidade das espinhas dendriticas no cortex associado a memorias antigas. Verifica-se a
mesma disparidade em relacdo a metilacdo de DNA nas duas regides cerebrais. A utilizacao de
inibidores do processo de metilacdao de DNA no cortex resulta num bloqueio de recordacao de
memorias, sugerindo que este mecanismo epigenético apoia a manutencdo de memoria com o
passar do tempo.(15)(18)

A cognicdo e formagdo de novas memorias requerem uma remodelagdo estrutural e funcional
das sinapses através de mecanismos de regulacdo celular e molecular estritos. Em resposta a
um especifico padrdo neuronal de atividade (como LTP ou LTD). Ao nivel molecular, a
ativacao neuronal origina modificagdo, translocacdo e producdao de novas proteinas de
moléculas relacionadas com a memoria por forma de cascatas de sinalizacao intracelulares,
transcricdo de genes e sintese proteica, exercendo influéncia na comunicagao e sinalizagdo nas
redes neuronais.(19)(1)

SINALIZACAO NEURONAL

MAPK

A cascata de sinalizacdo da proteina cinase ativada por mitogénios (MAPK) foi originalmente
descoberta como sendo critica na regulacdo da divisao e diferenciacao celular. Nao obstante, a
sua proeminente expressao no sistema nervoso desenvolvido, e em particular no hipocampo
(com destaque para a area CA1), levantou a questdao da sua posicdo em relacdo as células
neuronais com diferenciacdo totalmente consumada e sem capacidade de divisdao. Dessa
questdao surgiu entdo a especulacdo tornada hipoOtese, que eventualmente viria a ser
confirmada, de que a via de sinalizacdo MAPK/ERK teria uma intervencao vvastamente
apreciavel na plasticidade sindptica e formacdo de memoria.(20) (21)A via MAPK/ERK tem
um papel de regulacdo da expressdo génica em todas as células. No sistema nervoso, existe
como mediador e integrador de sinais que permitem aos neurénios corresponder com
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mudancas de longa duracdo da forca sinaptica, concordantes com o cariz da informacdo
recebida (indicacdo da ja mencionada homologia molecular entre diferentes tipos de
memoria).

Esta é especificada como cinase regulada por sinal extracelular (ERK) e é definida como o
prototipo de uma familia MAPK de cascatas de sinalizacao (ERKs, JNKs e p38) em que cada
uma é constituida por trés cinases distintas ativadas em sequéncia. Apesar das semelhancas
presentes entre as referidas cascatas, a sua interligacdo/intercomunicacdo é aparentemente
limitada.(21) A ERK apresenta um envolvimento estrito na memoria espacial, nos testes de
medo condicionado contextual e é ativada no hipocampo com a cognigado associativa. Estudos
recentes também indicam uma correlacdo entre o mal-funcionamento ou desregulacdo da via
MAPK/ERK e uma patologia cognitiva humana, neurofibromatose associada a limitacdes
mentais.(12)

Estimulos sensoriais originam cascatas de sinalizacdo bem definidas, com inicio na ativagdo
do recetor acido N-metil-D-aspartato (NMDA). A via de sinalizacado MAPK/ERK transmite a
ativacao do sinal até ao nuicleo. No nticleo, a fosforilacdo, dependente da chegada do sinal, da
proteina de ligacdo ao elemento de resposta ao AMP ciclico (CREB), intrinsecamente ligada a
acetilacdo de histonas, ativa a transcricdo de genes essenciais a memoria. Este processo
produz novas proteinas sindpticas e proteinas funcionais associadas que permitem uma
remodelacdo sinaptica de longa duracdo influente na formagdo de memoria. Existe evidéncia
de que o estado conformacional da cromatina antes e durante o estimulo é fulcral na
expressao génica despoletada.(19) (22)

Desta forma, o controlo das PTMs das histonas nas alteragcdes de plasticidade sinaptica e de
comportamento estimulado por uma experiéncia vivida também passa pela acdo da via
MAPK/ERK. Um exemplo dessa dependéncia é a acetilagao da histona H3 no hipocampo. A
ativacao dos recetores NMDA e de outros recetores associados aos mesmos fendémenos
aumenta a acetilacdo da histona H3, efeito esse contrariado pela inibicdo da sinalizagdo
MAPK/ERK. A acetilacdao ndo é a tnica modificacao nas histonas associada a esta via, a
fosforilacdo estd também dependente dessa sinalizacdo surgindo ligada ao medo condicionado
induzido em estudos laboratoriais. Ou seja, o aumento de plasticidade sinaptica, com recurso
a ERK, amplia o nimero de acetilacdes e fosforilagdes das histonas no hipocampo.(18) (14)

Em sintese, existe um consideravel conjunto de evidéncias que indicam que a cromatina e os
processos epigenéticos que esta engloba sofrem uma regulacdo dependente da via
MAPK/ERK e que estas alteracdes sdo cruciais na potenciacdo de longa duracdo no
hipocampo e, consequentemente, na formacdao de memoria.

E possivel entdo constatar que a via de sinalizacio MAPK/ERK para além de representar o
elemento determinante no vinculo existente entre a memoria celular e a memoria neuronal,
também revela ser um elo de ligacdo mecanistico direto entre as alteracdes epigenéticas e a
memoria.
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BDNF

O fator neutr6fico derivado do cérebro (BDNF) é um membro de uma familia de fatores
neurotréficos com um forte envolvimento na regulacio e diferenciacio neuronal. E também
amplamente reconhecida a implicagdo do BDNF na regulacdo e funcao de diferentes circuitos
neuronais ao longo da vida.

A conexdo entre o BDNF e a plasticidade sinaptica surgiu, em semelhanca ao caso da ERK,
por observacdo de uma elevada expressao deste fator neuronal no hipocampo, com recurso a
estimulacdo de alta frequéncia (HFS), utilizada na inducao de LTP. Esta associado a formacao
de diferentes tipos de memoria e ao seu armazenamento no hipocampo, amigdala e cortex.
(23) Sao reconhecidas em algumas destas regides cerebrais funcoes de regulacao sindptica por
parte do BDNF, com consequéncias funcionais e estruturais de duracao variavel, em sinapses
excitatorias e inibitérias. O BDNF pode modular a atividade cerebral bidirecionalmente na
medida em que a sua expressdao pode ser exacerbada ou atenuada consoante a experiéncia que
a regula da mesma forma que os tracos de comportamento podem ocorrer tanto a baixas como
a altas intensidades.(24) (25) Assim sendo, muitos aspetos da biologia celular do BDNF sdo
regulados pela atividade neuronal. A sua funcdo na regulacdo de processos celulares
implicados na cognicdo e outros comportamentos de elevada complexidade é fruto das
interacOes sinergéticas entre a plasticidade sindptica e a atividade neuronal por si mediadas.
Devido a sua intimidade com a potenciacdo de longo termo no hipocampo, a deficiéncia da
sinalizacdo do BDNF podera contribuir na patogénese de doencgas ou disttirbios como por
exemplo, a doenca de Alzheimer.(26)

A demanda de informacdo acerca da possivel relacio entre o BDNF e as alteracdes
epigenéticas da cromatina provocadas por processos de acetilacdo, metilacdao e fosforilagao
surgiram uma vez confirmado o envolvimento de fatores de transcricdo classicos como o
CREB na expressao de BDNF. As fungdes do BDNF no SNC dependem da sua interagao
com dois recetores transmembranares localizados nas dendrites, soma e axonios de neuronios.
Um € o recetor tropomiosina cinase B (TrkB) responsavel pela grande maioria da atividade
conhecida do BDNF. O outro é o recetor de neurotrofina p75 (p75NTR), associado ao
precursor proBDNF. Estudos recentes apontam para a capacidade do recetor do BDNF, TrkB,
comportar-se como marcador sinaptico regulado por atividade com a capacidade de
relocalizar proteinas associadas a plasticidade, entre elas o BDNF, até sinapses recentemente
ativadas. Esta marcacao sinaptica representa um potencial mecanismo de conducdo de genes
epigeneticamente regulados até aos locais sinapticos pertinentes.(18)(27) A ligacdao
BDNF/TrkB desencadeia vias de sinalizacdo, entre as quais a MAPK/ERK. Por via da
ativacao da cascata MAPK/ERK, ocorre um aumento de fosforilagdo no local de regulacdao
transcricional do CREB, provocado pela exposicdo de BDNF no hipocampo, que intensifica a
expressao de varios genes como c-fos, por exemplo.(23) Foi também experimentalmente
mostrado que o medo contextual induzido origina uma expressdo seletiva do BDNF (exon
IV), bloqueada por inibicao direta da metilacago do DNA no hipocampo dorsal, dependente da
intervencao do recetor NMDA e da via MAPK/ERK no processo.(23)
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Existem varios indicios de que o promotor do BDNF esta sujeito a uma remodelacdo
dindmica da cromatina, a uma regulacdao epigenética. A ativacdo do recetor TrkB pelo BDNF
causa, entre outras consequéncias como as ja mencionadas, uma despolarizacdo no neurénio
e aumenta a fosforilacdo do recetor NMDA. Concomitantemente, a ativacdo do BDNF leva a
dissociacdo da desacetilase das histonas 2 (HDAC2) da cromatina.(19) Os dois efeitos
resultam num incremento na acetilacao das histonas nas regides do promotor do gene bdnf e
outros genes envolvidos na plasticidade que causa um aumento na expressao génica formando
um ciclo de feedback positivo, maximizando as alteragdes no circuito neuronal durante a
formacao de memoria.

ACETILACAO DAS HISTONAS

A especificidade de gene dentro do genoma assim como a especificidade de regido no seio da
cromatina sdo caracteristicas das modificagcdes das histonas que lhes conferem uma posicao
de destaque na influéncia seletiva da expressdo génica. Estas alteracdes intensamente
especificas provocam alteragOes diretas na condi¢do da cromatina e na transcrigao através de
alguns mecanismos reconhecidos. Um exemplo é o relaxamento por diminuicao da afinidade
eletrostatica entre as extremidades das histonas e o DNA, provocado pela acetilacdo das
histonas, que promove uma estrutura da cromatina mais permissiva a transcricao de genes por
facilitacdo do acesso dos fatores de transcricdo ou da RNA polimerase a determinados locais
do DNA. Também se pensa que a acetilacdo especifica nas extremidades das histonas permite
a ligacao de fatores de transcricdo com um dominio bromo a estas histonas incentivando a
remodelacdo da cromatina (Fig. 2).(12)

Transcricdo Reprimida

H3KS H3K9  H3K9

) | | ,"/ DMA

@ Acetilagso
@ MetilacSo
Nucleossoma
(7} Fosforilacdo

Transcricdo Ativa

H3K9 H4KS H3K14 HIK4 H3K9 H3K9
H3510 H4K16

H2BKS H2BK12 H2EK1S HIBKZD

Fig. 2 - ModificagOes das histonas: Imagem adaptada.(18)
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A acetilacdo é a PTM das histonas mais bem caracterizada até o dia de hoje. Ocorre nos
residuos de lisina do grupo amina das protuberancias das histonas, neutralizando a sua carga
positiva com éxito. Como referido anteriormente, as extremidades N-terminais das histonas
contém multiplas zonas onde ocorrem potenciais modificacbes como acetilagdes. Estas
marcas epigenéticas sao, de forma bidirecional e reversivel, catalisadas ou removidas por
tipos de enzimas especificos. A catalisacdo, transferéncia de grupos acetil da acetil-coenzima
A até aos grupos e-NH+ dos residuos de lisina das proteinas em foco, é levada a cabo pelas
acetiltransferases das histonas (HAT). Por sua vez, as responsaveis pela remocao dos grupos
acetil sdo as desacetilases das histonas (HDAC). Estes dois tipos de enzimas funcionam em
conjunto, criando-se um balanco entre as duas por forma a modular a expressao génica.(12)

As HATSs estdo divididas nas subfamilias P300/CBP, MYST e GNAT. Nos mamiferos, as
HDACG:s estdo divididas em quatro classes: Classe I, II e IV (dependentes de zinco), e classe
III, HDACs conhecidas por sirtuinas (dependente de NAD).(28) As HATs tém uma funcao,
para além da ja descrita, que consiste na marcacao da cromatina para recrutamento de enzimas
com incumbéncias na sua modificacdo e remodelagdo para subsequente regulacao e
facilitacdo dos processos transcricionais. A HAT mais estudada a fundo na esfera da memoria
e cognicdo trata-se da proteina de ligacdo ao CREB (CBP). A CBP, pertencente a subfamilia
P300/CBP, é um conhecido coactivador recrutado pelo CREB através da interacdo entre o
dominio de Ser 133 induzivel por cinases (KID) e o dominio KIX da CBP. A ligacdo entre a
CBP e a memoria foi descoberta a partir do Sindrome de Rubinstein-Taybi (RTS) que é
caracterizada por retardamento mental e disturbios de desenvolvimento causadas por
mutacoes na CBP.(16)

De entre as classes de HDACs, a classes dependentes de zinco (I, II e IV) foram mais
aprofundadamente estudadas em conexdo com a memoria e cognicdo apesar de recentemente
terem sido efetuados estudos com foco nas sirtuinas. Foram descobertas propriedades
neuroprotetoras e benéficas na formacdo de memdria em sirtuinas, indicando que a inibigao
das HDACs com o intuito de melhorar a resposta cognitiva e de incremento de memaria ndo
se aplica de um modo universal a todos os tipos de HDACs, havendo determinadas classes ou
tipos em que a sua ativacdo se ajusta melhor aos objetivos referidos, como é o caso da
desacetilase sirtuina-1 dependente de NAD (SIRT1).(28) (29)

Dentro das classes dependentes de zinco, as classe I e IV tém uma expressdo maior nas
regioes cerebrais envolvidas na memodria do que a classes Ila e IIb (classe com a menor
expressao). Também, e como exemplos, na classe I, a HDAC2 e a HDAC3 tém uma
expressao maior do que a HDAC1 e a HDACS8 enquanto que na classe Ila, HDAC4 é a que
tem maior expressao. As descobertas efetuadas nestes estudos mostram que a localizacao,
funcdo e atividade das diferentes HDACs pode ser diferente mesmo dentro do mesmo tipo de
desacetilase (Anexo 1), justificando uma necessidade de especificacio na abordagem a
inibicdo destas enzimas.(28)(30)

A primeira evidéncia da associacdo da acetilacdo das histonas com a memoria e cognicao
despontou do estudo da acetilagio das histonas H3 e H4 ap6s inducdo de medo
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contextualizado condicional e inibicdo latente (separadamente) em ratos, paradigmas
associados a cognicdo. No primeiro caso foi verificado que a lisina 14 da histona 3 (H3K14)
havia sofrido um aumento consideravel na area C1 do hipocampo enquanto que a acetilagao
da H4 permanecia inalterada. No segundo caso, foi verificado o contrario, havendo alteracdao
da acetilacdo da H4. O estudo retratado para além de corroborar a existéncia correlacional e
proporcional entre a acetilagdo das histonas e a consolidagdao de memorias, evidencia também
a solida possibilidade de que diferentes paradigmas de aprendizagem, diferentes formas de
receber informagdo externa, suscitam respostas epigenéticas distintas. Desde a referida
experiéncia, foram realizadas outras, pondo em pratica diferentes paradigmas de
aprendizagem adicionais e outras espécies de animais, experiéncias essas com resultados
concordantes com a descrita.(28) Estudos de caracter semelhante verificaram que a
coocorréncia de acetilacdao nas histonas H3K9, H3K 14, H4K5, H4K8 e H4K12 no hipocampo
ap6s medo condicionado induzido em ratos jovens esta associada a mudangas nas transcricao
de centenas de genes.(12)

Outro ponto de ligacdo entre as modificacdes das histonas e a memoria é o BDNF que é
regulado negativamente pela HDAC2 mas aumenta com a atividade neuronal através da
proteina 2 de ligacdo a metil-CpG (MeCP2), proteina ligada também a metilacio do DNA. A
atividade neuronal podera entdo acionar o ja referido ciclo de feedback positivo que leva a
uma expressao génica mediada pela acetilacio das histonas tendo como principais
intervenientes a HDAC2, o BDNF e, inderetamente, a MeCP2.(31)

Desde as suas descobertas, foram desenvolvidos estudos que concluiram que a inibicdo das
HAT tem um efeito negativo na formacdo de memoria enquanto que a inibicdo das HDAC a
promove. Esta informacdo é valida para memarias mais consolidadas mas ndo para a memoria
de curta duragdo, o que é concordante com o suposto envolvimento da acetilagdo das histonas
na expressao génica implicada na formagao de memoria de longo prazo.(28)

Mutacdoes na HAT CBP em ratos resultam numa diminuicdao na acetilacdo das histonas,
condicionando a formacdo de memoria. Dada a sinergia entre a inibicdo induzida das HDACs
e o processo natural de incrementacdo da acetilacdo das histonas causadas por experiéncias
cognitivas, houve uma necessidade de aprofundar o estudo dos inibidores das HDACs
(HDAC:is). Foi proposto que a utilizacdo de HDACis poderia melhorar a plasticidade
sinaptica e memoria em ratos com respostas normais de CBP mas, induzindo um estado de
hiperacetilagdo das histonas, poderia também causar um efeito de compensacdao em casos de
défice de CBP. Testes com as HDACis SAHA e TSA revelaram a veracidade da proposta,
tendo demonstrado melhorias ao nivel da memoria de reconhecimento e associada ao medo
condicionado induzido.(32)(16) No entanto, também foi verificado que a interacdo
CREB/CBP, devido a sua funcdo na engrenagem transcricional, é essencial para o efeito na
LTP por parte dos HDACIis, pelo que a simples hiperacetilagdo das histonas podera ndo ser
suficiente para o referido efeito.

Foram realizados testes relacionados com a atividade das HDACs em ratos que chegaram a
uma conclusdo pouco surpreendente mas ainda assim interessante. Uma vez que a memoria é
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um efeito de sinais provenientes do ambiente circundante do individuo, foi verificado que a
atividade das HDACs é também alterada por mudancas no ambiente.(30) Em modelos de
neuro-degeneracao sob a forma de ratos, por alteracdo do meio em que se encontravam, desde
a utilizacdo de rodas para correr, nutricao seletiva e interacdo social, verificou-se um aumento
da densidade sinaptica e melhorias na memoria espacial e de associacdo, sinais semelhantes
aos obtidos por HDACis, como é o caso de NaB, que causa um efeito de intensificacdo da
acetilacdo das histonas H3 e H4 em zonas hipocampais e corticais do cérebro. No entanto, na
sua esséncia, essas alteracOes ambientais assim como os seu possiveis efeitos ainda ndao sao
especificamente conhecidos apesar de ja haver estudos relativos a limitacdo do importe
calorico apesar de ndo ter sido comprovada uma implicacdo direta com a memoria cognitiva.
F;KG

Presentemente, o estudo das HDACis tem avancado na direcdio da especificidade,
permeabilidade celular e capacidade de atravessar a barreira hematoencefalica na perspetiva
de uma utilizacdo farmacoldgica.

Outras modificacbes das histonas

Tal como na acetilagdo, a metilagdo das histonas ocorre nos grupos e-NH+ dos residuos de
lisina e é mediada por metiltransferases das histonas (HMTSs). Ao contrario do que acontece na
acetilacdo, os residuos de lisina metilados preservam a sua carga positiva e tém a capacidade
de aceitar até trés grupos metilo. A remoc¢do dos grupos metilo é efetuada pelas desmetilases
das histonas (HDMs). A metilagdo ndo ocorre exclusivamente nas lisinas, pode afetar também
residuos de arginina através de mono ou dimetilagdes, reacoes mediadas pelas
metiltransferases da proteinas argininas (PRMTs).(14) (33)

De notar que apesar das extremidades N-terminais das histonas do nucleossoma serem as mais
frequentemente associadas a epigenética da memoria, tém vindo a surgir evidéncias de que
outros dominios das histonas também poderdo albergar estes mecanismos de modulacdo
genomica, de como ¢é exemplo a metilagdao por parte da proteina disruptora do silenciamento
telomérico 1 (DOT1P) na lisina 79 da H3, residuo que se situa no dominio globular das
histonas.(14)

A fosforilacdo das histonas da-se nos residuos de serina ou treonina das extremidades das
histonas. Vérias cinases nucleares poderdo ser responsaveis pelas fosforilacoes, como a MSK-
1.(34) (28) Por sua vez, a desfosforilacdao é levada a cabo por fosfatases proteicas como a
proteina fosfatase 1 (PP1) cuja inibicdo esta associada a uma melhoria da meméria de longa
duracdo. A fosforilacdo tem vindo a aparecer associada a acetilacao de histonas. A acetilacao
pode ser desencadeada por varias formas de atividade neuronal. Foi demonstrado que a
despolarizacdo neuronal mediada por cloreto de potassio leva a uma hiperacetilacdo da
histona H2B no hipocampo de roedores e ao estimulo das vias dopaminérgica, colinérgica e
glutamatérgica por agonistas especificos ao nivel do recetor, aumentando a acetilacdo da
histonas H3K14 e fosforilacdo da histona H3S10. Em todos os casos, as modificacdes na
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acetilacdo das histonas foram acompanhadas por ativacdo por meio de fosforilagdo da ERK.
Como visto anteriormente, a ativacdo da via MAPK/ERK provoca hiperacetilacdo das
histonas ao passo que a sua inibicdo impede a acetilacdo. Estas descobertas confirmam o ja
referido envolvimento da MAPK/ERK em todo este processo adicionando a provavel
interligacdo desta via com a fosforilacdo da H3S10, muitas vezes associada a acetilacdao de
H3K14.(28)

A ubiquitinacdo das histonas ndo sofreu o mesmo aprofundamentos de estudo dos casos
anteriores. A ubiquitina é uma proteina de 76 aminoacidos cujo nome provém da sua
distribuicdo ubiqua em todas os tipos de células onde normalmente surge associada a
proteinas sinalizando-as para degradacao por parte do proteassoma. A ubiquitinacdo também
ocorre nos grupos e-NH+ dos residuos de lisina das histonas e foi observada nas histonas H1,
H2A, H2B e H3, na grande maioria dos casos sob a forma de mono-ubiquitinacdo apesar de
existir evidéncia de poli-ubiquitinagoes.(14) (35)

Codigo das histonas

Uma vez que as histonas possuem vérios locais de modificacdo, a existéncia de um cédigo de
histonas, um padrdo de modificacées interligadas funcionando em conjunto de forma a ditar o
destino, por meio de transcricdo ou auséncia da mesma, de um gene especifico, constitui uma
hip6tese de imperativa consideracdo. A hipétese, confirmada experimentalmente, sugere que
certas combinacdes de modificaces levam a ativacdo da transcricdo enquanto que outras
determinadas combinacdes causam a sua repressao. Foi demonstrada, com recurso a
sequenciacdo por imunoprecipitacdio da cromatina (ChIP-Seq), uma tendéncia para a
coocorréncia de uma combinacdo especifica de 17 modificagdes associada a um aumento da
expressao génica. Este conjunto de modificagdes foi observado numa imensiddo de
promotores de genes, apontando para que se trate de um mecanismo geral pelo qual as
histonas poderdo alterar a transcricdo de genes.(36)

Tudo indica, no entanto, que combinagdes exatas de modificacdes ao longo do nucleossoma
raramente se repetem entre genes o que depreende uma regulacdo epigenética de enorme
complexidade e especificidade para cada gene.(12) (35) Por este prisma, o cédigo das
histonas, ao contrario do que se pensava inicialmente, ndo compreende uma combinacao de
modificacdes capaz de originar uma tnica resposta universal mas sim um complexo grupo de
modificacdes que, consoante as suas combinagoes, pode gerar profusas respostas especificas
em diversos genes. As possibilidades para o modo operacional das diferentes modificacGes
constituintes do cédigo das histonas sdo vastas. Uma modificacdo particular podera recrutar
uma enzima modificadora de histonas que cause um efeito indutor ou repressor nas marcagoes
proximas. Um exemplo desta pratica é a fosforilacdo na serina 10 em H3 que reprime a
metilacdo na lisina 9 estimulando a acetilacao na lisina 14 (Fig. 3). Este tipo de interagdo nao
ocorre exclusivamente dentro da mesma extremidade da histona, pode também ocorrer entre
extremidades diferentes.(12)
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Fig. 3 - InteracOes entre mudancas nas histonas em H3: Imagem adaptada.(12)

Adicionalmente, algumas destas marcas epigenéticas especificas poderdo ser repressoras ou
indutoras da transcricdo, dependendo da indole das restantes marcas adjacentes, o que
explicaria a dualidade de funcdes e consequéncias que algumas modificacdes das histonas
apresentam. Para além disso, demonstra também que modificagdes associadas a mesma
repercussao nao estao necessariamente presentes em conjunto nas mesmas situagoes.

Nesta veia de possibilidades, a propria cinética das reacGes em questdo ndao deve ser
negligenciada. Visto que a acetilacdo e a fosforilagdo das histonas podem ser revertidas mais
facilmente que a metilacdo das mesmas, que persiste por mais tempo, estes mecanismos
podem exercer um controlo conjunto da expressdo génica repartido ao longo do tempo,
mesmo sem que haja uma interacdo direta entre si.

METILACAO DO DNA

A metilagdao de DNA, a adicao de um grupo metilo a posi¢dao 5' no anel piramidal da citosina,
pode ocorrer em varios locais de um gene mas, geralmente, esta modificacdo encontra-se
limitada aos nucledtidos de citosina seguidos de nucledtidos de guanina, conhecidos como
zonas CpG. Estas zonas sdo pouco frequentes ao longo do genoma (em termos percentuais)
mas sdo ocasionalmente encontradas agrupadamente, formando as chamadas ilhas CpG. As
ilhas CpG tendem a aparecer na regido do promotor dos genes ativados, sugerindo um
envolvimento no controlo da transcricao. De notar ainda que cerca de 70% dos dinucleo6tidos
CpG existentes estdo metilados e, normalmente, os que ndo se encontram metilados sdo os
constituintes das ilhas CpG.(12)(37) A metilacdo do DNA é catalisada pelas metiltransferases
de DNA (DNMTs), que se encontram divididas em dois grupos. O primeiro consiste nas
DNMTs "de novo", implicadas na metilagdo de citosinas livres ou ndo metiladas em qualquer
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uma das cadeias de DNA. O segundo compreende as DNMTs de manutengdo, envolvidas na
metilacdo de citosinas hemi-metiladas.(31) (38)

Trés DNMTs (DNMT1, DNMT3a e DNMT3b) medeiam a transferéncia do grupo metilo do
cofactor enzimdtico S-adenosilmetionina (SAM) até a posicdao 5 da citosina. As trés tém a
capacidade de efetuar metilacoes "de novo" mas a DNMT1, distinta ao nivel estrutural, é
predominantemente responsavel pela metilacdo de manutencdo.(39)(40) As DNMTs
asseguram a perpetuacdo da metilacio do DNA perante constantes desmetilagdes passivas,
permitindo uma modificacdo quimica persistente ao longo da vida de uma célula. A sua
atividade permite que uma metilacio em ambas as cadeias de DNA persista mesmo na
eventualidade de haver danos ou metabolizacdo da citosina, ou seja, a marca epigenética ndo
fica necessariamente comprometida, havendo a possibilidade de esta ser restabelecida, o que
ndo significa que ndo possam sofrer desmetilacdo. Pensa-se que seja esta a razdo pela qual
células em divisdo passam as marcas de metilacao as células descendentes.(38)

Originalmente, a metilacio do DNA era vista como uma marca epigenética estavel. Hoje
sabe-se que este mecanismo sofre uma dindmica regulacdao nos neurénios em resposta a
atividade neuronal, com metilagdes a ocorrer mesmo fora das ilhas CpG em associagdo a
genes especificos apesar do efeito dessa expressao génica ser ainda desconhecido.

Os mecanismos em torno da metilacdo do DNA podem dar origem a trés tipos de resultados
gerais conhecidos: Metilacdo das duas cadeias de DNA, hemi-metilagdo e auséncia de
metilacdo. Estes diferentes cendrios aliados a possibilidade de existéncia de centenas de zonas
CpG nas regides intragénicas, em particular no promotor, conferem um enorme e complexo
potencial de combinacdes no horizonte da metilacio do DNA. O contexto em que este
processo se desenrola também revela ser importante, como a sua localizacao relativamente ao
local de ligacdo de um fator de transcricdo, aumentando drasticamente as possibilidades de
repercussao deste mecanismo epigenético na transcri¢cao de genes.(12)

As mudancas na metilacio de DNA no hipocampo em resposta a atividade sinaptica e
cognicdo tém uma duracdo relativamente curta, de dias ou por vezes horas. Ainda assim, a
memoria de medo contextual em ratos pode chegar a durar muitos meses. Como previamente
referido, pensa-se que a memoria de longa duracdo localiza-se no cértex pré-frontal, o que foi
recentemente demonstrado através da inibicdo de DNMTs nesta regido cerebral, 1 més apos
medo condicionado, resultando na inabilidade de relembrar memorias com uma duragdo
consideravel. Esta informacdo aponta para um comportamento das DNMTs como marcadores
de memoria de longo prazo em certas regides do cérebro. Testemunhando a favor desta linha
de pensamento, o ato de lamber e limpar os filhotes nas primeiras semanas de vida por parte
dos ratos progenitores tem, comprovadamente, uma influéncia na metilacio do DNA no
cérebro desses filhotes na idade adulta.(7)

Curiosamente, foi observado que a inibicdo de DNMT no cortex pré-frontal impede a
recordacao de memorias existentes mas ndo a formacdo de novas memérias, o que propde
funcoes especificas ao nivel de diferentes circuitos de processos envolvidos na formacao e
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manutencao de memoria por parte da metilagdo do DNA. Uma caracteristica deste mecanismo
epigenético que tem vindo a ganhar cada vez mais relevancia é a sua especificidade em genes
particulares havendo registos de alguns genes com metilacdo aumentada e outros com a
metilacdo diminuida apos atividades cognitivas. A observacdo da bidirecional especificidade
de genes da metilacdo do DNA leva a crer que o todo o processo por si responsavel tem uma
especificidade e precisao de alto nivel.(39)

As marcas provocadas pela metilacio do DNA levam a altera¢cdes na cromatina que sdo
maioritariamente associadas a numa diminuicdo da transcri¢cao. No entanto, existem exemplos
de casos em que a metilacdo do DNA ndo exibe uma acdo repressora da transcricao. Foi
observada uma associacdo de isoformas das DNMTs na ativacdo transcricional relacionada
com a formacdo de memoria, com mecanismos de mediacdo ainda desconhecidos.(18)

Estas observagoes colocam em duvida a dominancia da metilacdo sobre a desmetilacao do
DNA, por inibicdo das DNMTs, na disfuncdo da memoria, por defesa da necessidade
imperativa de um balango entre ativadores e inibidores da memoria, desde proteases e
fosfatases até fatores de transcricdo e repressores nos promotores dos genes.(18) Apesar da
natureza da conexdo entre modificacdes comportamentais e a metilagio do DNA ser ainda
pouco conhecida, o grosso das evidencias apoia a existéncia de um papel critico da metilagdo
do DNA na coordenagdo de padrdes apropriados tanto a ativacdao como ao silenciamento de
genes. Tendo estes dados em consideracdo, subsiste a possibilidade de que as DNMTs estejam
envolvidas tanto na metilacdo como na desmetilacio do DNA sendo a sua inibicdo
responsavel pela interrupcao de ambos os processos.

No DNA, a metilacao pode interferir diretamente com a competéncia de ligacdo a elementos
de regulacdo por parte de fatores de transcricdo. Por exemplo, o fator de transcri¢ao
eritroblastose 1 (ETS1) liga-se eficientemente ao DNA ndo metilado mas ndao ao DNA
metilado. No entanto, sdo conhecidas outras proteinas que se ligam a CpGs metiladas, tais
como a Kaiso, algumas das proteinas com dominio de ligacdo a metil-CpG (MBDs) e a
proteina 2 de ligacdo a metil-CpG (MECP2), das quais se destaca a tltima.(37)

MeCP2

As proteinas MBD podem mediar a repressdo transcricional por recrutamento de enzimas
envolvidas na remodelacdao da cromatina como é o caso da MeCP2, diretamente associada
com as HDACs.(2) A MeCP2 pode também atuar na ativagao da transcri¢ao, quando ligada a
CREB, por exemplo.

MBD's como a MeCP2 tém afinidades diferentes para DNA hemi-metilado e completamente
metilado o que pode ser uma caracteristica chave na regulacdao da transcricdo. No SNC, a
hidroximetilacdo de citosinas que marca os grupos metilo para remoc¢ao pode afetar a ligacao
das MBD's ao DNA. Ainda ndo é conhecida a natureza desta reagdo, se compreende um outro
mecanismo epigenético ou se se trata de um estado intermédio de uma marca de metilagdo ja
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existente, apesar de estar claramente envolvido no dominio da memoria, como avangado por
alguns estudos ja efetuados.(12) Animais com um défice de MeCP2 revelam menos aptidao
na cognicao espacial e medo condicionado, apresentando também défices de LTP, enquanto
que a sua superexpressao resulta em niveis superiores de LTP e medo condicionado. Estas
descobertas indicam a provavel necessidade do funcionamento constante da MeCP2 para o
normal desenvolvimento de memodria, cognicdo e plasticidade sindptica no SNC por vias de
regulacdo da transcricdo génica dependente de atividade. Devido a sua conexdao com o BDNF,
a MeCP2 tem um papel na mediacao do silenciamento do gene bdnf, cuja expressdo esta
dependente da atividade do BDNF.

Parte do mecanismo de funcionamento da MeCP2 podera residir na marcagao da metilagdao
das histonas em regides de regulacdo levada a cabo pela metilagio de DNA. E conhecido o
envolvimento entre a atividade da MeCP2 e as HDACs mas visto que a inibicdo das HDACs
tem uma acdo de repressao parcial, é pouco provavel que este papel seja o reflexo de todo o
potencial repressor da MeCP2.(41) O reconhecimento de zonas CpG metiladas é muitas vezes
mediado por estas proteinas, que, com a sua capacidade de recrutamento de HDACs, as
podem direcionar até essas zonas CpG levando a modificacbes na cromatina. Este
reconhecimento por parte das proteinas MBD passa pela detecdao de um par de residuos de
arginina implicados na quelagdo dos anéis de guanina complementares.(38)

A MeCP2 podera assim ser um elo de conexdo entre a repressao transcricional mediada por
modificacdes nas histonas e modificagdes no DNA. Dados de estudos em Neurospora crassa
e Arabidopsis thaliana indicam também que a metilacdio de H3 na lisina 9 ocasiona a
metilacdo do DNA.(41) Caso o mesmo se verifique nos mamiferos, é possivel que o MeCP2
seja determinante num ciclo de repressdao autossuficiente crucial para a manutencdo e
hereditariedade do estado reprimido. Neste panorama, o MeCP2 poderia ser responsavel pela
distincdo entre o estado reprimido permanente de determinados promotores de genes e o
temporariamente regulado estado de repressao de outros.

CONSIDERACOES, LIMITACOES E POTENCIALIDADES

Existem alguns parametros a ter em consideracdo em relacdo a esta monografia.
Foi demonstrada a existéncia de mecanismos epigenéticos ou mecanismos potencialmente
epigenéticos adicionais, envolvendo piRNA(42) por exemplo, que ndo estao contemplados
nesta monografia principalmente devido ao ainda limitado ou inexistente conhecimento da
conexao com os restantes mecanismos descritos.

Apesar de se assumir cada vez mais que os processos epigenéticos se traduzem num conjunto
intrincado de mecanismos combinados que exercem funcdes em aspectos especificos da
memoria, a informacdo comprovada experimentalmente cinge-se na sua vasta maioria a acao
individualizada destes processos epigenéticos (0 que ndo invalida a sua utilidade na
compreencao do panorama global).
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A provavel hipotese de que estes mecanismos actuam em conjunto carece ainda de uma
demonstracdo experimental que comprove que os estimulos cognitivos, sinais e experiéncias
de evocagdo de memoria geram um determinado e especifico conjunto de marcas epigenéticas
em neurdnios. Adicionalmente, a demonstracdao experimental de que o bloqueio ou
interrupcao deste conjunto especifico de marcas epigenéticas leva a modificacoes que
resultam na diminuicdo da formacdo ou armazenamento de memodria torna-se igualmente
relevante. A compreensdo do modo de funcionamento conjunto dos mecanismos epigenéticos
e as suas consequéncias transcricionais a um nivel celular altamente especifico é crucial para
que se possa inferir positivamente acerca de processos com a complexidade da memoria e
cognicdo. A epecificidade local destes mecanismos deveria assim ser, idealmente, versada
nestas verificacdes experimentais, desde o nivel de especificidade de gene, ou da ilha CpG,
até determinadas protoberancias N-terminais das histonas.

Para além de uma resolugdo celular aumentada, um grau de resolucdo molecular superior
podera assistir na compreensao da interacdo das cascatas de sinalizagdo com os mecanismos
epigenéticos e como estas modificacoes poderdo ser integradas na regulacdo da plasticidade
sinaptica e funcdo neuronal. Para além disso, muitos dos estudos realizados focaram-se em
genes com conhecido envolvimento na memoria. Estudos ao longo do genoma poderdo vir a
ser importantes na detecdo de genes adicionais regulados epigenéticamente com importancia
na formacdo e manutencdo de memoria.(18) Felizmente, o desenvolvimento recente de
tecnologias de sequenciamento ao longo de todo o genoma veio permitir a formulacdao do
denominado metiloma com base num panorama geral de metilagdao de DNA.(39)

Em relacdo aos prorpios métodos experimentais, o sequenciamento de DNA por bissulfito,
método muito utilizado na determinacdao de DNA metilado, € um metodo que ndo possui a
capacidade de diferenciacao ao nivel do tipo especifico de células. No entanto, quando
associada a sub clonagem de DNA, que tem origem em alelos de uma unica célula permitindo
o isolamento de DNA de células tinicas do SNC, é possivel fazer a verificacio de DNA
metilado ao nivel de um unico nucle6tido, numa unica célula cerebral.(12) O grande
problema presente na area é o facto de muita da informacao utilizada em estudos recentes ser
baseada em demonstracdes efectuadas com recurso a métodos e abordagens muito pouco
especificas e/ou limitadas o que justifica a repeticdo e comprovacao de estudos experimentais
"antigos" mas com recurso a tecnologias mais especificas desenvolvidas e disponiveis nos
dias de hoje.

Foram também verificadas varias relacdes entre os intervenientes na formacdo de memoria e
algumas patologias como é o caso da Sindrome de Rett, doenga neurologica semelhante ao
autismo e causada por mutagdes no gene MeCP2(3)(33)(43); Doenca de Alzheimer, que tal
como referido, se encontra ligada a uma deficiente sinalizacdio do BDNF e inibicdo de
HDAC2(7)(44); Doenca de Huntington, distirbio neurolégico associado a actividade
condicionada da CBP(45), alteracaio do BDNF(46)(25) e diminuida acetilacao das
histonas(32), tal como no caso da Sindrome de Rubinstein-Taybi, doenca rara caracterizada
por inimeras anomalias fisicas e propensao para o desenvolvimento de tumores cancerisnos.
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Verificadas estas associagOes, existe um enorme potencial de uma agdo terapéutica
direcionada aos mecanismos epigenéticos envolventes que podera vir a revelar-se
revolucionaria. No entando, devido as limitacOes referidas, ainda existem barreiras cientificas
e experimentais a ultrapassar de modo a fazer do potencial uma realidade.

CONCLUSAO: CODIGO GERAL

Recapitulando, de modo a originar um leque de diferentes tipos de células com recurso a
material genético idéntico, as células tém de possuir a capacidade de expressar ou reprimir
determinados genes por forma a conceber hepatécitos ou neurénios, por exemplo. Os
programas te transcricao que ocorrem na diferenciacdo tém um enorme impacto no futuro das
células, garantindo que as caracteristicas de cada tipo de células se perpetuem apds intimeras
divisdes ou que, na auséncia de divisao celular como no caso dos neurénios, as células tenham
uma vida prolongada. A regulacdo de todo este processo que dita o funcionamento e a
sobrevivéncia do organismo humano envolve mecanismos epigenéticos.

A base explicativa da criacdo e perpetuacdo desta memoria celular adequa-se também a
criacdo e manutencdo da memoria neuronal, com apoio na plasticidade sinaptica e sinais
externos ao organismo provenientes de atividade. Os processos requeridos para a
consolidacdo de memoéria, como a LTP, iniciam programas complexos de transcricdo de
genes. Estes processos transcricionais do SNC analogos aos envolvidos na memoria celular
estao também dependentes de regulacao epigenética. A hipotese que defende que os processos
envolvidos na criacdo de memoéria do SNC sdao um reflexo dos processos envolvidos na
memoria celular, assim como os mecanismos epigenéticos que as regulam, tem vindo a
acumular cada vez mais evidéncias, tais como a dependéncia comum de cascatas de
sinalizacdo (como a MAPK/ERK), fatores de crescimento (como BDNF) e da ativacao de
fatores de transcricdo criticos com ligacoes a promotores de genes especificos. Da mesma
forma, mudancas na expressdo génica causadas por atividade iniciam altera¢des nos processos
de cognicdo e formagdo de memoria.

Visto que a epigenética desempenha funcdes tdo importantes e presentes em tantas
localizacdes e vertentes da formacdo e manutencdo de memoria, a sua relacdio com
intervenientes e processos previamente associados a memoria é muito provavel, como é o
caso do fator de transcricdo CREB, que possui reconhecida atividade na regulacdo da
memoria celular e cognitiva. O CREB fosforilado liga-se a locais, no promotor de genes,
responsivos a CAMP e interage com a uma HAT, a CBP. Estas descobertas da analogia e
homologia entre os processos de diferenciacdo celular e formacdo de memodria, do
envolvimento e efeito dos mecanismos epigenéticos em ambos 0s processos, a necessidade
imperativa de plasticidade sinaptica e a existéncia propostas consistentes para sua regulacao e
funcionamento iluminam, de certa forma, uma questdo antiga, a razdo pela qual os neurénios
ndo possuem capacidade de divisao.
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Os préprios mecanismos epigenéticos, para além da sua proxima relacdio com o ambiente e
fisiologia do organismo, também possuem uma forte ligacao e dependéncia entre si. Como
visto, as modificacoes das histonas interagem umas com as outras por restricao ao acesso ou
recrutamento de enzimas modificadores de histonas. E dada a funcdo de proteinas como a
MeCP2 na metilacio do DNA e no recrutamento de HDACs, parece evidente que estas
modificacbes tém algum grau de dependéncia entre si. Outra relagdo verificada entre as
alteracGes das histonas e o DNA advém da possivel reversdo do défice de memoria e
plasticidade sindptica no hipocampo induzido por inibidores de DNMT a partir de um
tratamento prévio com HDACis. Estas informagdes vao contra a existéncia de um cédigo de
histonas e um codigo de metilacdo do DNA individualizados e independentes um do outro. As
modificacdes das histonas e a metilacio do DNA ndo apresentam uma total independéncia
entre si.

E também provavel que os mecanismos epigenéticos atuem contribuindo para padrdes de
expressao génica temporalmente distintos, envolvidos na criacdo e persisténcia de memorias,
também elas distintas, ao nivel da sua duracao. A Especificidade temporal da expressao génica
e sintese proteica em determinadas regioes do cérebro é fundamental para a formacdo e
persisténcia de memorias. Mudancas na expressao de proteinas com efeito na consolidacdo de
memorias sdo fruto de eventos transcricionais com responsabilidades na formacdo dessas
memorias. O processo de transferéncia de informacdo do hipocampo para o cortex esta
inteiramente dependente dos momentos em que ocorrem as mudangas na expressao génica ao
nivel do hipocampo. Um atraso na linha de processos de formacdo de memoéria no hipocampo
pode assim originar uma deficiente ou inexistente consolidacdao de memoria no cortex.
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Fig. 4 - Panorama geral da rede de processos e mecanismos individuais cujo conjunto
coordenado e altamente especifico das suas acOes resulta em modificagdes num mesmo
principio como o da plasticidade sindptica: Imagem adaptada.(18)(19)

Considerando toda a informacdo descrita, através de uma determinada perspetiva, a
epigenética podera ser vista como o ultimo passo de uma longa, complexa e altamente
especifica cascata de eventos, direta ou indiretamente ligados e com variados graus de
dependéncia entre si, que levam a transcricdo de genes envolvidos na memoria e cognicao.
Mas, curiosamente, este tltimo passo podera ter uma influéncia determinante em muitos dos
restantes passos da longa cascata de eventos que resulta na transcricdo dos genes relevantes ao
tema desta monografia.
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ANEXO

Anexo 1 - HDACs dependentes de zinco: Tabela adaptada.(28)

Classes

Tipo

Localizacao predominante

Implicacdo no processo cognitivo

HDAC1

Ntcleo

® Facilita a extincdo de mem©ria.

® Aumentada apés medo condicionado

HDAC2

Ntcleo

® Constringe LTP, a memoéria espacial e
a memoria associativa em ratos tanto
em cérebros saudaveis de como
neurodegenerados

® Constringe EPSCs

® Diminuida ap6s medo condicionado

HDAC3

Nticleo e/ou citoplasma

® Constringe a memoria de localizagdo
de objectos

® Dimuida apds medo condicionado

HDACS

Nrticleo e/ou citoplasma

Nao determinada

Ila

HDAC4

Nrticleo e/ou citoplasma

® A fraccgao citoplasmatica constringe a
memoria termotaxica em
Caenorhabditis elegans

® A perda de HDAC4 prejudica a LTP,
a memoria espacial e a memoéria

associativa

HDACS5

Nticleo e/ou citoplasma

® Inibe LTF em Aplysia californica
® Aumentada em ratos modelo de
esquizofrenia com défice de memoéria

® Diminuida ap6s medo condicionado

HDACY7

Nticleo e/ou citoplasma

Diminuida apés medo condicionado

HDACS

Ntcleo

CNV associada com défice cognitivo

relacionado com a esquizofrenia

IIb

HDACS6

Citoplasma

Envolvimento pouco provavel

HDAC10

Nucleo e/ou citoplasma

N3ao foi determinada

v

HDACI11

Ntcleo

Aumentada apés medo condicionado
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