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RESUMO 

 

O estado da cromatina influencia diretamente nos processos de expressão gênica desencadeada 

durante a formação de memórias. Nesse sentido sendo de grande interesse seu estudo na área 

biomédica. Modificações epigenéticas como a metilação do DNA e modificações pós-traducionais em 

histonas são reguladores cruciais do estado da cromatina e ds transcrição gênica. Uma das 

modificações pós-traducionais mais bem estudada é a acetilação de histonas. Quando as histonas 

estão acetiladas a cromatina encontra-se num estado relaxado permitindo a expressão gênica.  A 

reação é catalisada por acetiltransferases de histonas (HATs) e é um processo reversível catalisado 

por histona desacetilases (HDACs). A utilização de fármacos inibidores de histona desacetilases 

(HDACis) tem ajudado na elucidação dos mecanismos gênicos envolvidos na formação do aprendizado 

e da memória. Nosso trabalho se baseia na hipótese de que a atividade de HDACs é crucial para 

modulação das respostas de aprendizado na tarefa de esquiva inibitória e que a acetilação de histonas 

é um passo essencial neste processo. Os resultados apresentados neste trabalho demonstram que a 

infusão intra-hipocampal de tricostatina A (TSA) ou butirato sódico (NaB) imediatamente após o treino 

resulta na melhora da memória de longa duração (LTM). TSA demonstrou ainda possuir duas ondas de 

efeitos melhoradores da LTM, uma imediatamente e outra 3h após o treino que coincidem com as 

ondas de ativação de vias de sinalização intracelular e de síntese de proteínas importantes para a 

formação da LTM. Adicionalmente, a inativação farmacológica da amigdala basolateral (BLA) antes do 

treino bloqueou os efeitos melhoradores do TSA administrado no hipocampo, evidenciando que a 

integridade da BLA é importante para este processo. Neste trabalho demonstramos também que a 

administração intraperitoneal de NaB imediatamente após o treino em animais velhos sem prejuízo 

cognitivo resulta em melhora significativa da memória. O tratamento com NaB não afetou a LTM de 

animais jovens saudáveis. Por fim, nossos dados demonstram que a administração de um fármaco 

antagonista de receptores TrkB, ANA-12, no hipocampo de animais jovens após o treino ou teste 

resulta no prejuízo da memória. No entanto a administração de NaB antes do treino preveniu os efeitos 

prejudiciais de ANA-12. Em conjunto estes resultados demonstram que a modulação epigenética 

através da atividade de HDACs é importante para a formação da LTM. Nossos dados fortalecem ainda 

a visão de que eventos epigenéticos possuem papel critico no aprendizado e memória interagindo com 

vias de sinalização intracelulares desencadeadas por estes processos. 

 

Palavras-chave: Epigenética. Acetilação. Desacetilação. Aprendizado. Memória. 



 
 

ABSTRACT 

  

The chromatin state directly impacts gene expression triggered by memory formation. Therefore, this 

process is of great interest to the biomedical area. Critical regulators of chromatin state and gene 

transcription are the epigenetic modifications such as DNA methylation and posttranslational 

modifications of histone proteins. One of the most studied postranslational modification of histones is 

histone acetylation. When histones are acetylated, chromatin is in a relaxed conformation allowing gene 

expression. Lysine acetylation is catalyzed by histone acetyltransferases (HATs) and is reversed by the 

action of histone deacetylases (HDACs). The use of histone deacetylase inhibitors (HDACis) is helping 

to elucidate genetic mechanisms of learning and memory. Our work is based on the hypothesis that 

HDACs activity is crucial for inhibitory avoidance (IA) learning responses modulation and the idea that 

histone acetylation is an essential step. The data presented in this work demonstrate that infusion of 

Trichostatin A (TSA) or Sodium Butyrate (NaB) intrahipocampally produced memory enhancement. 

Moreover, TSA showed two waves of memory enhancing effects when given immediately or 3 h after 

training coinciding with the observed waves of protein synthesis and PKA activation for memory 

formation. Our study also demonstrates that the enhancement of IA memory consolidation depends on 

the integrity of basolateral amygdala (BLA) since its functional inactivation by muscimol (MUS) 

completely blocked the enhancing effect of TSA infused in the rat hippocampus. Here, we also 

demonstrate that intraperitoneal administration of NaB immediately after training led to memory 

enhancement in aged rats with no cognitive deficit. Surprisingly, NaB had no effect in younger rats with 

normal memory retention. Finally, data presented here also demonstrate that TrkB activity in the 

hippocampus is crucial for long-term memory (LTM) since administration of a TrkB receptor antagonist, 

ANA-12, in the dorsal hippocampus immediately after training or retrieval led to memory retention 

impairment. Moreover, infusion of NaB before training prevented this impairing effect of TrkB 

antagonism. Taken together, these results show that epigenetic modulation by HDACs activity is 

required for memory formation. Our data also supports the idea of HDACs playing critical roles in 

learning and memory interacting with intracellular signaling pathways triggered by these processes. 

 

Keywords: Epigenetics. Acetylation. Deacetilation. Learning. Memory. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

Nos últimos anos, pesquisadores têm demonstrado como a cromatina, anteriormente vista na 

forma de uma estrutura estática cuja função restringia-se à compactação física do material genético, 

consiste numa estrutura dinâmica influenciando praticamente todos os processos metabólicos 

relacionados ao DNA como o controle da expressão gênica e sua reparação (HENIKOFF et al., 2008). 

Hoje sabemos que o padrão de expressão gênica de uma célula é o que a define funcionalmente. E, 

após o sequenciamento do genoma humano, ficou evidente a existência e a importância dos diferentes 

níveis de controle da expressão dos genes para se explicar a ampla diversidade de células e proteínas 

que possuímos apesar de todas conterem o mesmo material genético. A transcrição gênica é regulada 

por complexos de fatores de transcrição e proteínas que se ligam ao DNA nas regiões promotoras dos 

genes e são determinantes para o seu controle, ativando ou reprimindo a transcrição. A estes 

mecanismos atribuiu-se o nome de modificações epigenéticas. As modificações epigenéticas são 

alterações transientes afetando o estado da cromatina e os processos a ela associados sem alterar a 

sequencia do DNA como, por exemplo, as já bem conhecidas metilação do DNA e as modificações 

pos-traducionais em histonas (LIYANAGE, 2014; COSMA; TANAKA; NASMYTH, 1999). 

Inúmeros estudos, principalmente na última década, têm relacionado os mecanismos 

moleculares epigenéticos com os processos de formação e manutenção de memórias (LEVENSON; 

SWEATT, 2006). A regulação da transcrição em resposta ao estímulo é um processo crítico para a 

estabilização das memórias de longa duração (Long-term memory, LTM) sendo este um processo 

complexo que envolve muitas vias de sinalização e a modulação de inúmeros genes (DUNNING; 

DURING, 2003; IZQUIERDO; MEDINA, 1997).  Uma das primeiras demonstrações do envolvimento 

epigenético na formação de memórias ocorreu em 2004 onde a acetilação da histona H3, mas não da 

histona H4, apresentou-se significativamente aumentada após o aprendizado na tarefa de medo 

condicionado (LEVENSON et al., 2004). A partir de então, este e outros dados indicam que há 

marcação epigenética do genoma durante a formação e consolidação da memória sugerindo a 

ocorrência de um código de modificações de histonas, onde tipos específicos de memórias estão 

associados com padrões específicos de modificações nas histonas (LEVENSON; SWEATT, 2005). 

 Hoje já se sabe que mecanismos como acetilação, metilação e fosforilação de histonas 

participam ativamente na formação e consolidação da LTM (GUPTA et al., 2010; VECSEY et al., 2007; 

PELEG et al., 2010; CHWANG et al., 2006; TIAN; MARINI; LIPSKY, 2010) e o desenvolvimento de 

fármacos que atuem sobre estes mecanismos, especialmente facilitando o relaxamento da cromatina 



17 

 

pela inibição de histona desacetilases (HDACs), têm recebido grande atenção devido ao seu potencial 

terapêutico para o tratamento de disfunções cognitivas associadas a doenças neurológicas e 

psiquiátricas, bem como câncer, doenças cardíacas, entre outras (MIKAELSSON; MILLER, 2011; 

FALKENBERG; JOHNSTONE, 2014). Desta forma é grande o interesse em se compreender quais são 

os efeitos destes fármacos nos processos cognitivos, de aprendizado e consolidação da memória, e na 

elucidação dos mecanismos que governam as alterações nas vias de sinalização e expressão de 

proteínas essencialmente envolvidas nestes processos. 

 

1.1 Epigenética e epigenoma 

 

As informações advindas do sequenciamento completo do genoma humano levantaram inúmeras 

questões sobre como a informação genômica direcionaria e controlaria a expressão de seus genes e 

resultaria na diversidade celular. O conhecimento da sequência primária do genoma foi apenas o início 

da busca pelo entendimento de como os genes são expressos, uma vez que todos os tipos de células 

em um organismo possuem uma cópia idêntica do DNA, porém apresentam padrões de expressão 

gênica distintos, conferindo às células suas diferentes funcionalidades (RIVERA; REN, 2013; 

BERNSTEIN; MEISSNER; LANDER, 2007). A compreensão destes mecanismos reguladores da 

expressão gênica é de extrema importância para se esclarecer as variações fenotípicas de cada 

indivíduo e do surgimento e evolução de várias doenças. Atualmente, mecanismos epigenéticos estão 

sendo associados aos eventos que definem o padrão de expressão genica de uma célula conferindo 

sua especificidade e influenciando a saúde do individuo.  

A epigenética teve seu nome criado da junção das palavras “epigênese” e “genética” em 1942 por 

Conrad Waddington, que a definiu como: “interações casuais entre genes e seus produtos os quais 

resultam no fenótipo” (LIYANAGE et al., 2014).  E o epigenoma seria o conjunto único de genes 

expressos em uma determinada célula e descreve os processos independentes da sequência do DNA 

que alteram os padrões de expressão gênica (BERNSTEIN; MEISSNER; LANDER, 2007). Esta 

capacidade dos mecanismos epigenéticos de regular a expressão de um gene ou o padrão de 

expressão de diversos genes sem causar alterações na sequência de DNA e com isso modificar 

fenotipicamente o indivíduo tem sido considerada o mecanismo central de regulação transcricional. 

Atualmente o termo “epigenética” recebe uma definição atualizada na qual consiste no estudo das 
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mudanças fenotípicas, herdáveis ou não, que não envolvem alterações na sequencia de DNA 

(KOUZARIDES, 2007).  

 

1.2 Cromatina 

 

Anteriormente vista como uma estrutura estática cuja função restringia-se à compactação física 

do material genético, a cromatina se apresenta hoje como uma estrutura dinâmica influenciando 

praticamente todos os processos metabólicos relacionados ao DNA, como o controle da expressão 

gênica, reparo do DNA e replicação (HENIKOFF et al., 2008; LI; CAREY; WORKMAN, 2007). O 

desenvolvimento, destino e função celular dependem do correto equilíbrio entre ativação e repressão 

gênica na cromatina que são influenciados pelas modificações epigenéticas que ali atuam. Estas 

modificações são processos dinâmicos compreendendo uma combinação de fatores que induzem a 

transcrição ou o silenciamento gênico, conforme a Figura 1 (NDLOVU; DENIS; FUKS, 2011).  



19 

 

        

Figura 1 - Características do epigenoma. Interações entre a metilação do DNA, as modificações em histonas e o 

posicionamento do nucleossomo que contribuem para a dinamicidade da cromatina e a modulação da expressão gênica. 

Fonte: SCHONES; ZHAO, 2008, p. 188. 

 

A cromatina é a forma como o DNA se apresenta compactado, sendo sua unidade fundamental 

o nucleossomo. O nucleossomo é composto por um octâmero de proteínas histonas de subunidades 

H2A, H2B, H3 e H4 (Figura 2). O cerne de histonas enovela 147 pares de bases em 1,65 voltas e tem 

sua estrutura regulada de acordo com o estado epigenético da célula. Uma histona adicional, H1, se 

liga ao complexo estabilizando o nucleossomo (HE; LEHMING, 2003).  

As histonas são uma família de proteínas de estrutura globular que se associam ao DNA no 

núcleo auxiliando na condensação do material genético (KOUZARIDES, 2007). Existem 14 pontos de 

contato entre o DNA e as histonas (LUGER et al., 1997) ocasionando, dessa forma, com que o 
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nucleossomo seja um dos complexos DNA-proteína mais estáveis em condições fisiológicas apesar de 

ser dinamicamente regulado por vários complexos proteicos incluindo o cerne de histonas (LI; CAREY ; 

WORKMAN, 2007).  

 

 

 

Figura 2 - Nucleossomo com o cerne de histonas e o DNA. 

                Fonte: Adaptado de GRÄFF; MANSUY, 2008, p. 72. 

 

 

Dentre os processos epigenéticos que modificam dinamicamente a cromatina podemos citar a 

metilação de DNA e as modificações covalentes das proteínas histonas como sendo os principais 

(GOLDBERG; ALLIS; BERNSTEIN, 2007). As modificações epigenéticas dependem de reguladores 

epigenéticos que se classificam em 3 grupos dependendo da sua função: writers, aqueles que 

adicionam a marca epigenética; erasers, aqueles que retiram a marcação epigenética; e readers, 

aqueles que reconhecem as marcações (Figura 3, FALKENBERG ; JOHNSTONE, 2014;  BORRELLI et 

al., 2008). 
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Figura 3 - Classes de reguladores epigenéticos. (1) Writers: HATs - Histona acetiltransferases, HMTs - Histona 

metilases e quinases, atuam modificando seu substrato pela adição de grupos acetila, metila ou fosfato; (2) Readers: 

reconhecem os grupos acetila e metila e recrutam complexos proteicos; (3) Erasers: HDACs – Histona desacetilases, DMTs 

– demetilases, fosfatases, atuam retirando os grupos acetila, metila e fosfato dos substratos. 

Fonte: FALKENBERG; JOHNSTONE, 2014, p. 674. 

 

 

1.3 Regulação epigenética 

 

1.3.1 Metilação do DNA 

 

O primeiro evento epigenético descrito na literatura foi a identificação de metilação no DNA. 

Ocorrendo em sua grande maioria em dinucleotídeos citosina e guanina (CpG), a metilação do DNA 

tem recebido destaque por estar envolvida em diversas funções celulares e no desenvolvimento de 

inúmeras patologias (BIRD, 2002). DNA metiltransferases (DNMTs) catalisam a adição de um grupo 

metil ao carbono 5 dos resíduos de citosina, impactando a expressão gênica das regiões metiladas 

(GOLL; BESTOR, 2005). Em vertebrados estima-se que 70 a 80% dos dinucleotideos CpG no genoma 

estão metilados, com exceção de regiões chamadas “ilhas CpGs” que possuem em torno de 200pb e 
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são ricas em guanina e citosina, as quais não apresentam metilação e estão presentes próximas a 

regiões da cromatina com transcrição gênica ativa (NDLOVU; DENIS; FUKS, 2011). A citosina, quando 

metilada, promove o recrutamento de proteínas regulatórias da transcrição que inibem a ligação de 

fatores de transcrição. E, já foi demonstrado que é através da interação da citosina metilada, HMTs e 

de HDACs que ocorreria a repressão transcricional (BIRD, 2002; FUKS, 2005; BRENNER; FUKS, 

2007).  

 

1.3.2 Modificações em histonas 

 

A arquitetura da cromatina e os processos a ela associados sofrem alterações em decorrência 

das modificações em histonas que estão ocorrendo. As proteínas histonas possuem um grande número 

de resíduos em sua cauda N-terminal que podem sofrer modificações pos-traducionais 

(posttranslational modifications; PTMS). Mais de 130 PTMs e 700 isoformas de histonas já foram 

identificadas (TAN et al., 2011; TIAN et al., 2012). Estas modificações compreendem, dentre outras, a 

metilação em resíduos de arginina (R) e lisina (K), fosforilação em resíduos de serina (S) e treonina (T) 

e acetilação em resíduos de lisina (K) (Figura 4, LI; CAREY; WORKMAN, 2007).  

 

 

Figura 4 - Representação esquemática das histonas, seus resíduos e suas modificações epigenéticas. 

 Fonte: Adaptado de GRÄFF; MANSUY, 2008, p. 72. 
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As modificações em histonas controlam o acesso da maquinaria de transcrição gênica ao DNA, 

permitindo ou não o relaxamento da cromatina de acordo com os tipos de modificações que estão 

ocorrendo sozinhas ou em combinação (KOUZARIDES, 2007). Por exemplo, acetilação e fosforilação 

de histonas modificam a carga das proteínas alterando sua interação eletroestática com o DNA, 

causando um relaxamento de sua estrutura e facilitando o acesso de fatores de transcrição e da RNA 

polimerase enquanto que a metilação de histonas atua de forma oposta na maioria das vezes (Figura 

5). Desta forma, as modificações de histonas possuem um papel essencial no controle da ativação e 

repressão gênica sendo de grande importância o conhecimento do padrão e da distribuição destas 

modificações ao longo do genoma para o entendimento dos processos fisiológicos e patológicos. 

 

 

Figura 5 - A regulação dinâmica das modificações de histonas coordena a atividade transcricional. 

     Fonte: DAY; SWEATT, 2011, p. 27. 

 

1.4 Metilação de histonas 

 

Resíduos de R e K na cauda amino-terminal das histonas podem sofrer metilação. A metilação 

não altera a carga da proteína e ainda pode ocorrer em K na forma mono-, di- ou tri-metiladas 

(LACHNER; JENUWEIN, 2002) e em R na forma mono- e di-metilada (BANNISTER; KOUZARIDES, 
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2011). As enzimas que catalisam os processos de metilação e desmetilação são denominadas de 

histonas metiltransferases (HMT) e histonas desmetilases (HDMT), respectivamente. O processo de 

metilação é dinâmico, podendo resultar na ativação ou repressão da transcrição de acordo com o 

padrão de modificações contidas nos resíduos. Por exemplo, na histona H3, metilação nos residuos K9 

e K27 está associada com inibição da transcrição, pela maior compactação da cromatina, e a metilação 

no resíduo K4 está associada com ativação da transcrição, portanto uma cromatina menos compactada 

(LACHNER; JENUWEIN, 2002). 

 

1.5 Fosforilação de histonas 

 

Atuando sobre a facilitação da expressão gênica está a fosforilação que ocorre em resíduos de 

S, T ou tirosina (Y) na cauda N-terminal das histonas. Os níveis de fosforilação são controlados por 

cinases, que adicionam o grupo fosfato a partir do ATP ao grupo hidroxila da cadeia de aminoácidos, e 

fosfatases que o removem. A adição de grupos fosfato aumenta a carga negativa da histona e 

influencia diretamente a estrutura da cromatina tornando sua interação com o DNA mais fraca 

resultando no seu relaxamento com consequente aumento nos níveis de transcrição gênica 

(BANNISTER; KOUZARIDES, 2011). 

 

1.6 Acetilação de histonas 

 

A primeira modificação de histonas descrita e descoberta em 1961 (PHILLIPS, 1963) foi a 

acetilação de histonas. O processo de acetilação ocorre pela ação de duas famílias de enzimas, 

histona acetiltransferases (histone acetyltranferase; HATs) e histona desacetilases (histone 

deaccetylases; HDACs). As HATs catalisam a transferência de um grupo acetil, originado do cofator 

acetil-CoA, ao grupo ε-amino da cadeia lateral da lisina. Esta adição neutraliza a carga positiva da lisina 

enfraquecendo a ligação das histonas com o DNA, relaxando a cromatina, expondo regiões do DNA e 

permitindo a transcrição gênica (revisado em YANG; SETO, 2007). Há dois tipos de HATs: tipo A e tipo 

B. HATs do tipo A são encontradas no núcleo associadas a complexos multiproteicos, podendo ser 

classificadas de acordo com a sua homologia de sequência de aminoácidos e estrutura conformacional 

em GNAT, MYST, p300/CBP; HATs relacionadas a fatores de transcrição e HATs associadas ao 
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receptor nuclear (HODAWADEKAR; MARMORSTEIN, 2007; SELVI et al., 2010). No quadro 1 podemos 

observar os membros das famílias de HATs e as modificações já descritas executadas por cada um. As 

proteínas do complexo possuem importantes funções no controle do recrutamento, atividade e 

especificidade enzimático. Já as HATs do tipo B localizam-se predominantemente no citoplasma, 

acetilando histonas livres recentemente sintetizadas, sendo a acetilação uma marcação importante 

para o seu direcionamento ao núcleo (PARTHUN, 2007).  

Quadro 1 

Famílias de HATs, seus membros e as modificações relacionadas. 

                Fonte: SELVI et al., 2010, p. 841. 

 

As HATs fazem parte de um complexo de modificadores pos-traducionais que trabalham 

cooperativamente regulando a função das proteínas modificadas por elas. Devido a sua dispersa 

localização na célula, as HATs atuam tanto em proteínas nucleares como citoplasmáticas, o que pode 

resultar em muitos efeitos (figura 6). Há uma lista crescente de proteínas que não são histonas, as 

quais as HATs também atuam regulando a sua função (MINUCCI; PELICCI, 2006). As HATs exercem 

ação na estabilização de proteínas, pois competem pelo mesmo resíduo da ubiquitinação (CARON; 

BOYAULT; KHOCHBIN, 2005); nas interações proteína-proteína conferindo potenciação de atividade 

pela interação ou sua supressão pela dissociação das proteínas (MUNSHI et al., 2001); na localização 

de proteínas onde a acetilação da lisina pode favorecer a translocação do núcleo para o citoplasma ou 
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reter a proteína no núcleo (BANNISTER et al., 2000); na ligação com o DNA interferindo na atividade 

de inúmeros fatores de transcrição correlacionado com a acetilação das proteínas histonas (CAILLAUD 

et al., 2002); e entre outros efeitos importantes para a fisiologia celular (revisado em MINUCCI; 

PELICCI, 2006). A acetilação de histonas pode ocorrer em inúmeros resíduos na cauda N-terminal das 

histonas, incluindo os mais conhecidos na lisina 9 e 14 da histona 3 e nas lisinas 5 e 12 da histona 4 

(KOUZARIDES, 2007). A ocorrência de um grande número de resíduos que podem sofrer acetilação 

indica que, em regiões hiperacetiladas, a carga das caudas das histonas sofre neutralização, 

fragilizando sua interação com o DNA.  

 

Figura 6 - Visão esquemática dos processos que são afetados pela acetilação e desacetilação de proteínas. a. 

associação de fatores de transcrição ao DNA; b. estabilidade proteica; c. importação e exportação de proteínas entre núcleo 

e citoplasma; d. funcionamento da p53; e. acessibilidade ao nucleossomo; f. funcionamento das chaperonas; g. 

funcionamento da proteína STAT3; h. funcionamento da maquinaria ubiquitina-proteossomo; i. translocação de BAX; j. 

exportação nuclear e acumulação citosollca de HMGB1 para posterior secreção.  

Fonte: MINUCCI; PELICCI, 2006, p. 40. 

 

Agindo de forma oposta, as HDACs revertem a acetilação nas lisinas, restaurando sua carga 

positiva e estabilizando a arquitetura da cromatina, reprimindo a transcrição gênica ou regularizando as 

atividades das proteínas (Figura 7). As HDACs são divididas em 4 classes e subdivididas em 2 famílias: 

as Clássicas e as Sirtuínas. As HDACs Clássicas HDAC1, -2, -3 e -8 (classe I), HDAC4, -5, -6, -7, -9 e -
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10 (classe II) e HDAC11 (classe IV) compartilham similaridade na sua sequencia e requerem Zn2+ para 

sua atividade de desacetilase (DE RUIJTER et al., 2003). As Sirtuinas requerem NAD+ como cofator e 

possuem 7 membros, Sirt1-7, correspondendo à classe III de HDACs. 

  

 

Figura 7 - Transição entre estados de cromatina com transcrição ativa e reprimida dependendo do equilíbrio entre 

HATs e HDACs. 

Fonte: WHITTLE; SINGEWALD, 2014, p.571. 

 

1.7 Histona desacetilases e inibidores de histona desacetilases 

 

As classes de HDACs localizam-se e exercem suas funções diferentemente (Figura 8, JOSHI 

et al., 2013). As HDACs da Classe I são encontradas no núcleo celular sendo expressas de forma 

ubíqua. Sua atividade influencia, em sua maioria, modificações na arquitetura da cromatina, na 

expressão gênica, no transporte proteico e no ciclo celular. As HDACs da classe II exercem suas 

funções de forma mais especifica nos tecidos e se divide em classe IIa (HDAC4, -5, -7 e -9) e IIb 

(HDAC6 e -10). As HDACs da classe IIa se transportam do núcleo para o citoplasma em resposta ao 

estímulo, enquanto HDAC6 e HDAC10 localizam-se prioritariamente no citoplasma. As funções 

celulares modificadas pelas HDACs da classe II incluem, além do remodelamento da cromatina e 

expressão gênica, transdução de sinal e processamento de RNA, ubiquitinação e ciclo celular (YANG; 

GRÉGOIRE, 2005). A classe IV possui apenas um membro conhecido, HDAC11, que se localiza tanto 
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agindo no núcleo como no citoplasma e interage, em sua maioria, com proteínas importantes para o 

remodelamento da cromatina e expressão gênica, processamento de RNA, ciclo celular, enovelamento 

de proteínas e transdução de sinal (JOSHI et al., 2013). As HDACs da classe III Sirt-1, -6 e -7 são 

encontradas no núcleo, enquanto Sirt-2 é citosólica e Sirt-3, -4 e -5 são encontradas nas mitocôndrias. 

A atividade das sirtuínas influencia inúmeros processos fisiológicos, afetando a sobrevivência celular, o 

metabolismo e o ciclo celular (HAIGIS; GUARENTE, 2006; DE RUIJTER et al., 2003; ZHANG; ZHONG, 

2014).  

 

Figura 8 - Localização das diferentes HDACs nas células, classe III não está representada. 

                        Fonte: Adaptado de JOSHI et al., 2013, p.3. 

 

O equilíbrio das atividades de HATs e HDACs coordena a fisiologia de processos 

neurobiológicos, de sobrevivência, proliferação e diferenciação celular, entre outros. E seu desequilíbrio 

foi observado em inúmeras patologias, já que o balanço entre suas ações governa inúmeros processos 

do desenvolvimento e da fisiologia animal (URDINGUIO; SANCHEZ-MUT; ESTELLER, 2009; MARKS; 

XU, 2009; WOOD et al., 2005; KOUZARIDES, 1999; FENRICK; HIEBERT, 1998; FALKENBERG; 
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JOHNSTONE, 2014; CAO; SUDHOF, 2001; KIM; SHUKLA 2006). Desta maneira, as HDACs se 

tornaram alvos terapêuticos promissores no controle dos estados de acetilação aberrantes e na 

recuperação do seu equilíbrio.  

Nos últimos anos, enorme atenção tem sido dada ao descobrimento e desenvolvimento de 

inibidores de HDACs (HDACs inhibitors; HDACis) (MARKS; XU, 2009; ;  ZHANG; FANG; XU, 2010). 

Inúmeros HDACis já foram sintetizados ou isolados de produtos naturais e variam na sua estrutura, 

especificidade, propriedades farmacocinéticas e atividade. A maioria dos HDACis possuem ação 

inespecífica, tendo como alvo múltiplas HDACs, o que torna difícil a compreensão dos seus efeitos 

(BANTSCHEFF et al., 2011). Dentre as HDACis mais conhecidas, temos as de ação global Tricostatina 

A (TSA) e o Ácido Suberoilanilido Hidroxâmico (SAHA), que são compostos da classe dos ácidos 

hidroxamicos que interagem com o sítio catalítico das HDACs, inibindo sua atividade (FINNIN et al., 

1999 ; MONNERET, 2005). Adicionalmente, outros compostos como os ácidos alifáticos, Ácido 

Valpróico (VPA) e o Butirato Sódico (NaB), também estão recebendo atenção por possuirem atividade 

inibitória de HDACs, afetando a expressão de inúmeros genes (PHIEL et al., 2001; DAVIE, 2003). Já se 

demonstrou que TSA inibe todas as classes menos a classe III de HDACs e NaB inibe a maioria das 

HDACs, com exceção das HDAC6 e 10 da classe IIb, da classe III e classe IV (BOLDEN; PEART; 

JOHNSTONE, 2006; DAVIE, 2003; KRUH, 1982; COUSENS; GALLWITZ; ALBERTS, 1979). 

Durante a inibição da atividade de HDACs, a atividade de HATs permanece, o que resulta num 

estado de hiper-acetilação das histonas. No entanto, as histonas não são o único substrato destas 

enzimas. Inúmeras outras proteínas podem ser acetiladas pelas HATs e desacetiladas pelas HDACs 

como, por exemplo, os fatores de transcrição, mediadores de transdução de sinal, proteínas do 

citoesqueleto, chaperonas e até proteínas virais (GLOZAK et al., 2005). Todas estas evidências 

demonstram que as modificações, de acetilação e desacetilação, possuem efeitos de amplo espectro 

no remodelamento da estrutura da cromatina, na regulação da expressão gênica e na atividade de 

diversas proteínas (DAVIE, 2003). Em 2000, os autores MARIADASON; CORNER; AUGENLICHT 

demonstraram ainda que HDACis regulam um conjunto comum de genes que correspondem a apenas 

10% de todos os genes (Quadro 2), indicando também uma maior suscetibilidade de genes ligados ao 

controle de crescimento e sobrevivência celular aos efeitos de HDACis, o que está de acordo com as 

propriedades anticâncer já observadas para estes fármacos (MARIADASON; CORNER; AUGENLICHT, 

2000). 
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Quadro 2 

HDACis de ação global e os genes por eles regulados. 

 

HDACi HDAC alvo 
Genes regulados 

Efeito in vitro 

ativo reprimido 

NaB HDAC1, HDAC2, HDAC3, 

HDAC8, HDAC4, HDAC5, 

HDAC7, HDAC9 

CDKN1A, GATA2, PKCD, 

MHC1, MHC2, BAK, IL8, 

RARβ, TG1, cyclin E, 

CPA3, CD86, ICAM1 

Cyclin D1, cyclin A, BCL2, 

IL2, BCLXL 

Apoptose, 

Diferenciação, 

controle do ciclo 

celular 

VPA HDAC1, HDAC2, HDAC3, 

HDAC8, HDAC4, HDAC5, 

HDAC7, HDAC9 

β-catenin  Apoptose, 

Diferenciação 

TSA HDAC1, HDAC2, HDAC3, 

HDAC8, HDAC4, HDAC5, 

HDAC7, HDAC9, HDAC6, 

HDAC10, HDAC11 

CDKN1A, GATA2, HSP86, 

CDKN1B, PKCD, HDAC1, 

IGFBP3, DHFR, TGFB1, 

ER, CD86, cyclin E, IFNG, 

IFNB, TP53, VHL,MHC1, 

MHC2, CPA3, P107, BAX, 

BAK, TG1, CDNK2A, 

MLH1, TIMP3 

Cyclin A, CDKN1C, 

BCLXL, PU.1, HIF1A, 

VEGF, IL2, IL10 

Apoptose, 

Diferenciação, 

controle do ciclo 

celular 

SAHA HDAC1, HDAC2, HDAC3, 

HDAC8, HDAC4, HDAC5, 

HDAC7, HDAC9, HDAC6, 

HDAC10, HDAC11 

 CDKN1A CMYC, CMYB, BMYB Apoptose, 

Diferenciação, 

controle do ciclo 

celular 

 

Fonte: Adaptado de CHWANG et al, 2006; BOLDEN; PEART; JOHNSTONE, 2006.  
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1.8 Aprendizado e memória 

 

A capacidade de adquirir novas informações é uma das atividades mais importantes do sistema 

nervoso e a expressão de memórias previamente adquiridas é crucial para a sobrevivência e evolução 

das espécies. Falhas nos mecanismos de formação, armazenamento e utilização das memórias são o 

cerne de uma grande variedade de transtornos em humanos como, por exemplo, os cognitivos, de 

humor e o vício.  

As memórias são adquiridas através do processo de aprendizado, passando por 3 fases 

distintas a partir da sua aquisição: consolidação, evocação e reconsolidação (Figura 9; NADER, 2003; 

ALBERINI, 2005; BEKINSCHTEIN et al., 2007). Após a aquisição, as memórias são processadas em 

um período chamado de consolidação, em que uma memória lábil passível de interrupção 

gradualmente se transforma em uma memória estável. Posteriormente, as memórias podem ser 

novamente ativadas durante a evocação e sofrerem um processo de atualização durante a fase de 

reconsolidação (ROBERTSON; COHEN, 2006; DUDAI, 2012; DE OLIVEIRA ALVARES et al., 2013).  

 

Figura 9 - Fases da memória. 

Fonte: Acervo da autora. 

 

As memórias são dinâmicas e podem variar conforme seu conteúdo (MARKOWITSCH, 1997); 

e conforme sua duração (THOMPSON; KIM, 1996; MARKOWITSCH, 1997; FUSTER, 1998; 

IZQUIERDO et al., 1999, 2000). Com relação ao seu conteúdo, as memórias podem ser denominadas 

de procedurais (implícitas, quando tratando de seu equivalente em animais experimentais), aquelas 

que são gradativamente adquiridas e uma vez estabelecidas são evocadas de maneira inconsciente 

constituindo traços extremamente duradouros; ou declarativas (explícitas), sobre fatos, eventos ou 

conhecimentos, conscientemente adquiridas e evocadas, podendo variar amplamente em sua duração. 
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Os diferentes tipos de memória utilizam ainda diferentes substratos neuroanatomicos. 

Enquanto as memórias procedurais são processadas por sistemas sensoriais e motores relacionados 

com a execução das habilidades aprendidas, as memórias declarativas dependem da integridade 

funcional das estruturas do lobo temporal e diencefálico, especialmente do hipocampo e da amigdala 

(EICHENBAUM, 1996; EICHENBAUM, 1999; RIEDEL; MICHEAU, 1999). O hipocampo é um dos 

principais maestros no processo de formação e consolidação das memórias. Esta região inicialmente 

recebe as informações advindas do estímulo e, com o passar do tempo, às integra, através de 

sinalização celular e sináptica, estabiliza-as e reorganiza-as em regiões corticais do cérebro para 

formar um traço de memória duradouro (DUDAI, 2012). Desta forma, as memórias declarativas podem 

ser divididas em dois tipos principais de acordo com o tempo durante o qual são retidas: memórias de 

curta duração (short-term memory ou STM), retidas por minutos ou horas após o aprendizado, ou LTM, 

que persistem dias, anos ou mesmo uma vida inteira (FUSTER, 1998). As memórias de curta e de 

longa duração utilizam as mesmas estruturas nervosas para seu processamento, porém, a formação da 

LTM requer mecanismos moleculares adicionais que culminam na modulação da expressão gênica e 

síntese de novas proteínas o que favorece a estabilização e formação de novas sinapses (KANDEL, 

2001; ALBERINI; MILEKIC; TRONEL, 2006). 

 

1.9 Formação da LTM via controle da expressão gênica 

 

O processo de aprendizado e formação da LTM desencadeia a ativação de vias de sinalização 

intracelulares durante a sua consolidação, com consequente ativação da transcrição gênica em ondas 

de cascatas bioquímicas, que podem ocorrer por 12 horas ou mais dependendo do estímulo e da sua 

intensidade (LEVENSON et al., 2004;  CARONI; CHOWDHURY; LAHR, 2014). Estudos em modelos 

animais têm mostrado que eventos bioquímicos envolvidos na formação da memória incluem, 

inicialmente, o aumento da concentração de cálcio intracelular pela ativação de receptores 

glutamatérgicos dos tipos AMPA, N-metil-D-aspartato (NMDAr) e metabotrópico. Em seguida, observa-

se aumento na atividade de proteínas cinases como as proteino-cinase G, C e A (PKG, PKC e PKA), 

proteínas cinases dependente de cálcio-calmodulina (CaMK II e CaMK IV) e proteínas cinases ativadas 

por mitógeno (MAPK), com consequente fosforilação do fator de transcrição de ligação ao elemento de 

resposta a adenosina monofosfato cíclico (CREB; DUNNING; DURING, 2003; IZQUIERDO; MEDINA, 

1997; MCGAUGH; IZQUIERDO, 2000; MCGAUGH, 2000; CAMMAROTA et al., 2000; IZQUIERDO et 

al., 2006; MEDINA et al., 2008). Os eventos bioquímicos iniciais resultam na tradução de mRNAs pré-
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existentes (de 0 min até 90 min após o estímulo), no surgimento de novas sinapses (por volta de 1 h) e 

na transcrição de genes de plasticidade sináptica como Zif268, c-fos, c-jun, bdnf e arc (entre 1 h e 3 h) 

(LESLIE; NEDIVI, 2011;  RESSLER et al., 2002; KATCHE; CAMMAROTA; MEDINA, 2013). Uma 

segunda onda de eventos bioquímicos é observada a partir de 3 horas e inclui a ocorrência de um novo 

aumento da atividade de PKA, ativação de genes de elementos regulatórios de fatores de transcrição, 

de modificações pos-traducionais em fatores de transcrição como a fosforilação de CREB e C/EBP e a 

maturação das novas sinapses, com sua consequente estabilização (LEVENSON, 2004; ALBERINI, 

2009; BERNABEU et al., 1997a–c; BEVILAQUA et al., 1997; CARONI; CHOWDHURY; LAHR, 2014). A 

ativação de CREB neste momento modula a ativação de genes e a síntese de proteínas críticas para 

as modificações estruturais nas sinapses necessárias para o armazenamento e persistência das 

memórias (Figura 10; POO, 2001; BEKINSCHTEIN et al., 2008, RESSLER et al. 2002; MCGAUGH, 

2000).  

 

Figura 10 - Representação esquemática das vias de sinalização ativadas durante a formação da memória. 

 Fonte: ALBERINI, 2009, p.131. 
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1.10 Mecanismos epigenéticos na memória 

 

A transcrição gênica e a tradução de novas proteínas são eventos fundamentais para a 

consolidação e persistência das LTMs, ratificando o papel crucial que mecanismos regulatórios da 

cromatina, com consequente modulação da expressão gênica, possuem nestes processos (ALBERINI; 

KANDEL, 2014; RESSLER et al., 2002). As mudanças morfológicas nas sinapses ocorrem de maneira 

orquestrada com as alterações na cromatina e na expressão gênica e o entendimento do padrão de 

modificações epigenéticas decorrentes do aprendizado é hoje um dos principais focos das pesquisas 

em memória (ALBERINI; KANDEL, 2014; GUAN; XIE; DING, 2014; LEVENSON; SWEATT, 2006). 

Swank e Sweatt, em 2001, demonstraram pela primeira vez que mecanismos epigenéticos 

poderiam ter um importante envolvimento durante o aprendizado (SWANK; SWEATT, 2001). Utilizando 

a tarefa de aprendizado de um novo sabor (novel taste learning), os pesquisadores demonstraram a 

ativação de HATs após o treino, coincidindo com a ativação da cascata de ERK/MAPK no córtex 

insular, regulando a expressão gênica. Nos anos que se seguiram, evidências de estudos 

farmacológicos e genéticos têm revelado os reguladores epigenéticos que podem estar envolvidos na 

consolidação da memória. A administração de TSA e NaB, inibidores globais de HDACs, resultou na 

melhora da LTM (VECSEY et al., 2007; YEH; LIN; GEAN, 2004). Já a interrupção genética da HAT 

CBP afetou a LTM de forma negativa, prejudicando a sua formação (ALARCON et al., 2004; BARRETT 

et al., 2011). HDAC2 parece ser um dos reguladores principais envolvidos na regulação da LTM, pois 

camundongos super expressando HDAC2 tiveram prejuízo na memória, enquanto animais knockout 

para a mesma HDAC mostraram plasticidade sináptica aumentada (GUAN et al., 2009). 

Adicionalmente, a inibição especifica de HDAC3 melhorou o desempenho na formação da memória de 

medo e a extinção do comportamento de busca por drogas (MALVAEZ et al., 2013; MCQUOWN et al., 

2011; ROGGE et al., 2013). Por outro lado, camundongos knockout para HDAC4 especificamente no 

cérebro mostraram prejuízos significativos de memória (KIM et al., 2012). É importante ainda ressaltar 

que a perturbação dos reguladores epigenéticos que controlam o equilíbrio de acetilação, CBP e 

p300/CREB, vem sendo associada com a patogênese da doença de Alzheimer (CACCAMO et al., 

2010; DUCLOT et al., 2010).  

Muitos outros trabalhos mostram que a metilação de histonas estaria igualmente envolvida com 

a formação de memórias (revisado em JAROME; LUBIN, 2013). O treino na tarefa de medo 

condicionado mostrou que este induziu o aumento da dimetilação na lisina 9 da histona 3 (H3K9me2), 

um marcador de repressão gênica, e da trimetilação na lisina 4 da histona 3 (H3K4me3), um marcador 
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de ativação gênica, no hipocampo e córtex entorhinal de ratos. Observou-se também mudanças 

significativas nos promotores dos genes Zif268, DNMT3a, BDNF exon IV e c-fos que ocorreram em 

combinação com a expressão do mRNA destes genes (GUPTA et al., 2010; GUPTA-AGARWAL et al., 

2012). Adicionalmente, a manipulação farmacológica ou genética de enzimas metiltransferases 

mostrou ser prejudicial para a formação da LTM em roedores (KERIMOGLU et al., 2013; GUPTA et al., 

2010; GUPTA-AGARWAL et al., 2012) e a inibição ou o aumento dos níveis de H3K9me2 na BLA 

alterou a LTM, uma modificação que permaneceu até 25h após o treino (GUPTA-AGARWAL et al., 

2014). 

Outras modificações que estariam atuando nos processos de memória e aprendizado também 

foram identificadas, como a fosforilação de H3S10 com níveis aumentados 1 hora após o treino na 

tarefa de condicionamento aversivo ao contexto (CFC) (CHWANG et al., 2006) e a metilação do DNA 

que se demonstrou fundamental na formação de LTM, pois a inibição de DNA meitltransferases 

resultou na supressão da memória e prejudicou a consolidação do aprendizado (MILLER; CAMPBELL; 

SWEATT, 2008; MILLER; SWEATT, 2007). Outro trabalho em 2010, por Feng e colaboradores, 

demonstrou que camundongos knockout para DNA metiltranferases 1 e 3 tiveram prejuízo na 

plasticidade sináptica, no aprendizado e na memória (FENG et al., 2010). E também, em 2013, 

demonstrou-se que a super expressão do regulador TET1 de metilação de DNA no hipocampo foi 

prejudicial para a formação da memória de camundongo na tarefa de medo contextual (CFM) (KAAS et 

al., 2013). 

 

 

1.11 Acetilação de histonas e formação da memória 

 

Na literatura de epigenética e memória, a acetilação de histonas é tida hoje como um dos 

eventos principais e crucial na regulação da expressão genica em decorrência do aprendizado para a 

modulação de mecanismos de plasticidade sináptica e posterior consolidação da LTM. Podemos 

destacar, inicialmente, o trabalho de Guan e colaboradores (2002), que foram pioneiros no estudo das 

interações DNA e proteínas demonstrando em culturas neurais de Aplysia que, durante um evento de 

plasticidade sináptica semelhante ao que ocorre na LTM, a expressão da HAT C/EBP era rapidamente 

induzida e a sua inibição bloqueava os eventos de plasticidade (GUAN et al., 2002). Posteriormente, o 

trabalho analisou a participação da acetilação na indução ou não da expressão de C/EBP e observou 

níveis de acetilação aumentados nas histonas 3 e 4 localizadas próximas ao promotor de C/EBP. Nos 

anos que se seguiram, muitos pesquisadores realizaram estudos nesta área procurando pelo 

envolvimento da acetilação de histonas nos processos de formação e consolidação da memória, bem 

http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1074742714001415#b0250
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1074742714001415#b0250
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como nos processos de extinção, reconsolidação e persistência, visando decifrar os mecanismos que 

conduzem, nas células, aos padrões de expressão gênica específicos a cada tipo de memória e região 

do cérebro (revisado em PEIXOTO; ABEL, 2013). Como estes processos são dinâmicos e envolvem 

mudanças ao longo do tempo, tornou-se importante estudar o progresso temporal das alterações 

moleculares que subjazem a LTM para compreender como eles influenciam a consolidação da 

memória, sua persistência e armazenamento. Para isso, o desenvolvimento e a utilização de HDACis 

se tornou um método essencial nos estudos dos efeitos do balanço da acetilação e desacetilação no 

processo de formação da memória, na possível reversão do declínio cognitivo associado ao 

envelhecimento e na participação da acetilação em inúmeras vias de sinalização intracelular cruciais 

para formação da LTM, como a via das neurotrofinas. 

 

. 

1.12 HDACis na plasticidade sináptica e formação da memória  

 

O uso e o desenvolvimento de novos HDACis nos últimos anos têm ajudado na elucidação dos 

eventos temporais de expressão genica durante a consolidação da LTM. Nesse contexto, inúmeros 

trabalhos visam a compreensão do papel da acetilação nas memórias. Levenson e colaboradores 

(2004), administrando TSA ou NaB, demonstraram que o tratamento causou melhoras na indução da 

potenciação de longa duração (LTP), um modelo sináptico in vitro dependente de transcrição gênica 

que se acredita mimetizar o processo de LTM, e ainda a administração intraperitoneal (I.P.) de NaB 

pré-treino melhorou a memória de ratos (LEVENSON et al., 2004). Com resultados semelhantes, Yeh e 

colaboradores administraram TSA ou NaB por via intra-amigdalar e observaram melhora da LTM na 

tarefa de CFC (YEH; LIN; GEAN, 2004).  E, em 2004, camundongos transgênicos, expressando CBP 

sem atividade de HAT, demonstraram prejuízo na aquisição de novas informações sendo recuperado 

após o tratamento com TSA (KORZUS; ROSENFELD; MAYFORD, 2004). 

Em 2007, o estudo de Lattal e colaboradores demonstrou que tanto a administração sistêmica 

de NaB ou intra-hipocampal de TSA exerciam efeitos sobre o processo de extinção do CFC, facilitando-

o (LATTAL; BARRETT; WOOD, 2007). No mesmo ano, demonstrou-se que a administração intra-

hipocampal de TSA logo após a aquisição do aprendizado resultava na melhora da LTM sem afetar a 

STM (VECSEY et al., 2007). Aumento significativo nos níveis de acetilação de H4 foi observado 

durante a extinção da memória de CFC e o tratamento com o HDACi VPA facilitou a extinção nesta 

tarefa (BREDY et al., 2007). Bredy e Barad, em 2008, também utilizando VPA administrado 
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sistemicamente, demonstraram melhora na aquisição e extinção da LTM na tarefa de condicionamento 

aversivo (BREDY; BARAD, 2008). Além disso, observou-se que a administração de NaB I.P. em 

camundongos após um treino com estímulo fraco, que normalmente não resultaria em LTM, facilitou a 

formação da LTM e aumentou sua persistência usando a tarefa de reconhecimento de objeto novo 

(Novel Recognition Object; NOR; STEFANKO et al., 2009). A infusão intra-hipocampal de NaB 

melhorou a memória na tarefa de localização de objeto (object location training, OLT) quando 

administrado imediatamente após o treino (ROOZENDAAL et al., 2010) e, da mesma forma, a infusão 

de TSA após o treino também melhorou a LTM da OLT (HAWK; FLORIAN; ABEL, 2011). 

Usando as tarefas de NOR e OLT, Haettig e colaboradores, demonstraram que a HAT CBP é 

essencial para a modulação de LTM via HDACis e a administração de NaB melhorou o desempenho 

dos animais na OLT (HAETTIG et al., 2011). Níveis aumentados de acetilação de H3 e a melhora da 

LTM sem afetar a STM também foram observados com infusão intra-amigdalar de TSA (MONSEY et 

al., 2011). Mahan e colaboradores, em 2012, observaram aumentos nos níveis de acetilação de H3 

após administração I.P. de NaB em camundongos, o que induziu ainda a melhora na memória do CFC 

(MAHAN et al., 2012). Melhora na LTM também foi observada com a administração de NaB na região 

do cortex pré-frontal (SUI et al., 2012). E, VPA e NaB administrados por via I.P. 2h antes do treino, 

melhoraram o aprendizado na tarefa do estímulo condicionado ao apetite em ratos (PLOENSE et al., 

2013). 

A inibição inespecífica de HDACs, isto é utilizando os inibidores de HDACs globais, também 

demonstrou ser efetiva na facilitação da extinção de comportamento de dependência à droga em 

diversos estudos (ITZHAK; LIDDIE; ANDERSON, 2013; RAYBUCK et al., 2013; MALVAEZ et al., 

2013). E ainda, a melhora da memória através do tratamento com HDACis foi observada em doenças 

como Sindrome de Rubstein Taybi, Doença de Alzheimer e traumatismo craniano (ALARCON et al., 

2004; FISCHER et al., 2007; DASH; ORSI; MOORE, 2009; KILGORE et al., 2010). Desta forma, 

HDACis demonstram possuir um elevado potencial terapêutico, tendo ainda sido demonstrado seus 

efeitos benéficos em inúmeras doenças neuropsiquiátricas (Figura 11; KONTOPOULOS; PARVIN; 

FEANY, 2006; FISCHER et al., 2010; TSANKOVA et al., 2006), reafirmando a importância da 

compreensão de sua ações nos eventos de aprendizado e memória.  
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Figura 11 - Esquema mostrando as doenças psiquiátricas e as modificações epigenéticas dos genes chave e sua 

intervenção por HDACis. 

Fonte: ABEL; ZUKIN, 2008, p.62. 

 

1.13 HDACis no envelhecimento e neurodegeneração 

 

Alterações na expressão gênica são um dos fatores mais importantes relacionados com o 

prejuízo da memória decorrente do processo de envelhecimento, já que o declínio da atividade 

cognitiva é uma consequência normal do envelhecimento saudável (BISHOP; LU; YANKNER, 2010). 

Estudos na área demonstram evidências de que há diminuição dos níveis de acetilação de H4 no 

hipocampo associados com o declínio cognitivo em camundongos velhos (PELEG et al., 2010) e em 

modelos animais da Doença de Alzheimer (FRANCIS et al., 2009). E ainda, o tratamento com HDACis 

não seletivos, como o NaB e o TSA, resultou na prevenção e recuperação do declínio cognitivo 

associado ao  envelhecimento (STILLING; FISCHER, 2011).  

Análises comportamentais e imunohistoquimicas em animais velhos mostraram que o 

tratamento com TSA intra-hipocampal imediatamente apos o treino reestabeleceu os níveis de 

acetilação de H4 (DAGNAS et al., 2013). Adicionalmente, HDACis administrados sistemicamente 

melhoraram a memória de animais velhos submetidos à tarefa de NOR (REOLON et al., 2011), 

reverteram os prejuízos na memória de animais modelo de neurodegeneração (FONTÁN-LOZANOA et 

al., 2008) e daqueles que apresentaram prejuízo na memoria induzidos pela sobrecarga de ferro no 
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período neonatal  (SILVA et al., 2012). Recentemente, Dagnas e colaboradores, falharam ao tentar 

melhorar a memória de ratos velhos com infusão intra-hipocampal de TSA imediatamente após o treino 

na tarefa de memória espacial, no entanto o tratamento recuperou os níveis de acetilação de H4 que se 

apresentavam alterados no hipocampo (DAGNAS et al., 2014). Todos estes dados apontam para o 

potencial de HDACis em melhorar o declínio cognitivo associado com o envelhecimento e com as 

doenças relacionadas à ele, demonstrando que há um desequilíbrio nos níveis de acetilação no cérebro 

em função do envelhecimento. 

 

 

1.14 HDACis e a via de neurotrofinas/TrkB  

 

Uma das vias mais importantes na aquisição do aprendizado e no processamento de novas 

memórias é a via do fator neurotrófico derivado do cérebro (Brain-derived neurotrophic factor ou BDNF) 

e de seu receptor (Figura 12). O BDNF é uma pequena proteína pertencente à família de fatores de 

crescimento neurotrofinas (MURER; YAN; RAISMAN-VOZARI, 2001). A sinalização pelo BDNF é 

mediada através de duas classes de receptores de membrana celular que se diferem pela via 

intracelular as quais ativam: receptores cinase B relacionados à tropomiosina (tropomyosin-related 

kinase receptor B, TrkB) e o receptor comum a todas a neurotrofinas p75NTR. A ligação de BDNF ao 

receptor TrkB induz a sua dimerização e autofosforilação nos resíduos de tirosina na sua porção 

intracelular, com subsequente ativação intracelular de uma ou mais cascatas de sinalização que 

compreendem a via da fosfatidilinositol 3-quinase (PI3K), fosfolipase C gamma (PLCγ) e a cinase 

regulada por sinal intracelular 1/2 (ERK1/2; CUNHA; BRAMBILLA;  THOMAS, 2010; BEKINSCHTEIN et 

al., 2008). Todas estas vias de sinalização intracelular, após a sua ativação, convergem no núcleo 

fosforilando o fator de transcrição CREB e propiciando a modulação da síntese de proteínas via 

mecanismos transcricionais (ALONSO et al., 2002). Evidências sugerem que o BDNF regula a função 

sináptica dependente de atividade, sendo importante na transmissão e plasticidade sináptica (POO, 

2001; BEKINSCHTEIN et al., 2008). Consistente com a visão de que mudanças nas sinapses 

dependentes de atividade subjazem o processamento e armazenamento de memórias (CUNHA; 

BRAMBILLA; THOMAS, 2010; KANDEL, 2001; IZQUIERDO; MEDINA, 1997), inúmeros trabalhos 

sugerem um papel crucial da via TrkB/BDNF no aprendizado e na memória (BEKINSCHTEIN et al., 

2007; PANG; LU, 2004; ALONSO et al., 2002; TYLER et al., 2002). 
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Figura 12 - Vias de sinalização intracelulares mediadas por BDNF/TrkB. 

               Fonte: CUNHA; BRAMBILLA; THOMAS, 2010, p. 4. 

 

A regulação da transcrição via BDNF é mediada pela fosforilação de CREB na ser133 e pela 

ligação de CREB ao elemento de resposta a cAMP (CRE) e na cromatina em regiões promotoras de 

genes importantes para a memória como c-fos, zif-268, nNos, entre outros (CUNHA; BRAMBILLA; 

THOMAS, 2010; RICCIO et al. 2006). O funcionamento anormal de certas áreas do cérebro estaria 

associado com a regulação da expressão e sinalização por BDNF (POO, 2001; BEKINSCHTEIN et al., 

2008; ROTH; SWEATT, 2010).  

Alguns estudos avaliaram a relação entre os níveis de acetilação de histonas, a expressão 

gênica de BDNF e a sinalização por TrkB (revisado em BOULLE et al., 2012). Bredy e colaboradores, 

em 2007, utilizando VPA e a tarefa CFC, observaram que a extinção do CFC é acompanhada de 

aumento na acetilação de H4 em torno do promotor de bdnf e que VPA aumenta a memória de 

extinção (BREDY et al., 2007). Lubin e colaboradores, em 2008, demonstraram que a transcrição do 

mRNA de BDNF é superregulada no hipocampo durante a consolidação da memória de medo, evento 

que é acompanhado de um aumento da fosfoacetilação de H3 nos promotores deste gene (LUBIN; 

ROTH; SWEATT, 2008). Em 2010, Wang e colaboradores demonstraram aumento de acetilação de H3 

nos promotores do gene bdnf em resposta ao uso crônico de cocaína por ratos (WANG et al., 2010). 

Ishimaru e colaboradores, também em 2010, demonstraram que o tratamento com TSA in vitro 

aumenta a acetilação de H3 e H4 nos promotores do gene bdnf (ISHIMARU et al., 2010). 

http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0022395610002505#bib5


41 

 

 Adicionalmente, o receptor TrkB também demonstra possuir um papel importante na 

plasticidade sináptica dependente de atividade e está sendo implicado como mediador de eventos de 

aprendizado e memória (MINICHIELLO et al., 1999; RATTINER et al., 2004;  SAARELAINEN et al., 

2000). O desenvolvimento de antagonistas específicos aos diferentes receptores de Trks (A, B, C) nos 

últimos anos tem permitido uma melhor compreensão dos mecanismos que governam a sinalização 

mediada por cada um deles e a sua importância nos processos celulares e patofisiológicos (CAZORLA 

et al., 2011;  CAZORLA et al, 2010;  MUSUMECI; MINICHIELLO, 2011). Com base nestas evidências é 

de grande importância a elucidação do envolvimento da sinalização por BDNF e TrkB com os 

reguladores epigenéticos, principalmente os de acetilação de proteínas, a fim de se entender suas 

ações no aprendizado e na memória. 

http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0022395610002505#bib33
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0022395610002505#bib41
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0022395610002505#bib47
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0022395610002505#bib47
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2 OBJETIVOS 

 

2.1 Objetivo Geral 

 

Avaliar os efeitos dos inibidores globais de histona desacetilases TSA e NaB durante a 

formação e consolidação da memória de longa duração em ratos na tarefa de esquiva inibitória. 

 

2.2 Objetivos Específicos 

 

a) Testar se os HDACis TSA e NaB administrados intra-hipocampalmente em diferentes 

momentos durante a consolidação melhoram a retenção da memória da tarefa de esquiva inibitória. 

 

b) Verificar se a atividade da região da amigdala basolateral é requerida para a melhora da 

retenção da memória da tarefa de esquiva inibitória após tratamento com HDACis administrados no 

hipocampo.  

 

c) Testar se a administração I.P. de NaB imediatamente após o treino melhora a retenção da 

memória de ratos velhos na tarefa de esquiva inibitória. 

 

d) Verificar se a inibição de receptores TrkB pelo antagonista ANA-12 no hipocampo prejudica 

a formação da memória da esquiva inibitória. 

 

e) Testar se o tratamento com NaB 10 minutos antes do treino previne os efeitos do 

antagonismo de TrkB no hipocampo na formação da memória da esquiva inibitória. 
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Abstract 

 

Relatively little is known about the requirement of signaling initiated by brain-derived neurotrophic factor 

(BDNF) and its receptor, tropomyosin receptor kinase B (TrkB), in the early phases of memory 

consolidation, as well as about its possible functional interactions with epigenetic mechanisms. Here we 

show that blocking TrkB in the dorsal hippocampus after learning or retrieval impairs retention of 

memory for inhibitory avoidance (IA). More importantly, the impairing effect of TrkB antagonism on 

consolidation was completely prevented by the histone deacetylase (HDAC) inhibitor sodium butyrate 

(NaB). Male Wistar rats were given an intrahippocampal infusion of saline (SAL) or NaB before training, 

followed by an infusion of either vehicle (VEH) or the selective TrkB antagonist ANA-12 immediately 

after training. In a second experiment, the infusions were administered before and after retrieval. ANA-

12 after either training or retrieval produced a significant impairment in a subsequent memory retention 

test. Pretraining administration of NaB prevented the effect of ANA-12, although NaB given before 

retrieval did not alter the impairment resulting from TrkB blockade. The results indicate that inhibition of 

BDNF/TrkB in the hippocampus can hinder consolidation and reconsolidation of IA memory. However, 

TrkB activity is not required for consolidation when HDACs are inhibited, suggesting that a dysfunction 

in BDNF/TrkB signaling can be fully compensated by epigenetic mechanisms to allow hippocampal 

memory formation. 

 

Keywords TrkB • Histone deacetylase • Hippocampus • Inhibitory avoidance • Memory consolidation • 

Reconsolidation 
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Introduction 

 

Increasing evidence indicates an important role for the tropomyosin receptor kinase B (TrkB, also called 

receptor tyrosine kinase B), encoded by NTRK2, in nervous system development, synaptic plasticity, 

memory formation, and neuroprotection. TrkB is a member of the neurotrophin receptor kinase family 

activated by brain-derived neurotrophic factor (BDNF). (Huang and Reichardt, 2003; Yoshii and 

Constantine-Paton, 2010). TrkB activation by BDNF stimulates several intracellular signaling cascades 

involved in synaptic plasticity, including the phospholipase C(PLC)/protein kinase C (PKC), mitogen-

activated protein kinase (MAPK), and the phosphatidylinositol 3-kinase (PI3K) pathways (Huang and 

Reichardt, 2003; Minichiello, 2009; Yoshii and Constantine-Paton, 2010). 

 Recombinant BDNF stimulates hippocampal long-term potentiation (LTP), whereas 

pretreatment with an antibody against TrkB impairs LTP maintenance (Kang and Schuman, 1995; Korte 

et al., 1998; Patterson et al., 1996; reviewed by Minichiello, 2009). Consolidation of memory for 

inhibitory avoidance (IA) in rats involves learning-related requirement of BDNF/TrkB activity that 

accompanies protein synthesis in the dorsal hippocampus (Bambah-Mukku et al., 2014), and 

intrahippocampal administration of an anti-BDNF antibody before training impairs long-term retention 

(Chen et al., 2012). When given around the time of retention testing, under experimental conditions in 

which retrieval can trigger extinction or reconsolidation, BDNF might also enhance these processes 

(Peters et al., 2010; Samartgis et al., 2012; Wang et al., 2012), although it has been suggested that 

hippocampal BDNF does not play a role in the reconsolidation of fear memory in rats (Lee et al, 2004).  

 In different types of cultured brain cells, gene transcription for BDNF is upregulated by inhibitors 

of histone deacetylases (HDACs) such as sodium butyrate (NaB) (Koppel and Timmusk, 2013; Wu et 

al., 2008). In addition, BDNF can potentiate some effects of HDAC inhibition in vitro (Nör et al., 2011), 

and treatment with NaB increases protein levels of BDNF in the rat brain (Kim et al., 2009). The action 
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of HDACs is part of the set of epigenetic mechanisms regulating chromatin state and gene expression. 

HDACs remove acetyl groups from histones, leading to chromatin condensation and repression of gene 

transcription (Kouzarides, 2007). Current evidence increasingly implicates histone acetylation and 

deacetylation in synaptic plasticity and memory formation (reviewed in Gräff and Tsai, 2013; Levenson 

and Sweatt, 2005). Systemic or intracerebral administration of HDAC inhibitors has been used as an 

approach to produce memory enhancement through the pharmacological manipulation of the 

epigenome. NaB and other inhibitors including trichostatin A (TSA), suberoylanilide hydroxamic acid 

(SAHA), and valproic acid have been shown to enhance LTP and the formation and extinction of 

memory for fear-motivated tasks (Blank et al., 2014; Bredy and Barad, 2008; Lattal et al., 2007; 

Levenson et al., 2004; Stafford et al., 2012; Vecsey et al., 2007). We have previously shown that 

infusions of either NaB or TSA into the dorsal hippocampus given immediately or 3 h after training 

resulted in a long-lasting enhancement of IA memory (Blank et al., 2014). 

 The evidence reviewed above suggests that BDNF/TrkB signaling might functionally interact 

with epigenetic mechanisms involving HDACs to regulate memory formation or its modification by 

retrieval, and raises the possibility that HDAC inhibition may ameliorate memory impairment associated 

with reduced TrkB activity. In the present study, we examined the effects of combined pharmacological 

inhibition of hippocampal TrkB and HDAC on IA memory. 

Material and methods 

 

Animals 

 

Adult male Wistar rats (280 - 350g at time of surgery) were obtained from the institutional breeding 

facility (CREAL, ICBS, UFRGS). Animals were housed three per cage in plastic cages with sawdust 

bedding, and maintained on a 12 h light/dark cycle at a room temperature of 22 ± 1 °C. The rats were 
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allowed ad libitum access to standardized pellet food and water. All experiments took place between 8 

AM and 5 PM. All experimental procedures were performed in accordance with the Brazilian Guideline 

for the Care and Use of Animals in Research and Teaching (DBCA, published by CONCEA, MCTI) and 

were approved by the institutional animal care committee under protocol number 130381. 

 

Surgery 

 

Animals were implanted under anesthesia with ketamine (75 mg/kg) and xylasine (25 mg/kg) with 

bilateral 8.0-mm, 23-gauge guide cannulae aimed 1.0 mm above the CA1 area of the dorsal 

hippocampus as described in previous studies (Blank et al., 2014; Roesler et al., 2003). Coordinates 

(anteroposterior, −4.3 mm from bregma; mediolateral, ±3.0 mm from bregma; ventral, −2.0 mm from 

skull surface) were obtained from the atlas of Paxinos and Watson (2007).  Animals were allowed to 

recover at least 5 days after surgery. 

  

Drugs and infusion procedures 

 

The general procedures for intrahippocampal infusions were described in previous reports (Blank et al., 

2014; Jobim et al., 2012). At the time of infusion, a 30-gauge infusion needle was fitted into the guide 

cannula. The tip of the infusion needle protruded 1.0 mm beyond the guide cannula and was aimed at 

the CA1 hippocampal area. Drug or vehicle was infused during a 60-s period. The infusion needle was 

left in place for an additional minute to allow diffusion of the drug away from the needle tip.  
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 NaB (Sigma–Aldrich, St. Louis, USA) was chosen as an HDAC inhibitor. It inhibits preferentially 

class I HDACs, which are localized predominantly to the cell nucleus, and also act with lower activity on 

HDAC8 (Bolden et al., 2006). For TrkB inhibition, the novel and highly selective antagonist {[N2–2-2-

Oxoazepan-3-yl amino]carbonyl phenyl benzo (b)thiophene-2-carboxamide (ANA-12)]} (Sigma–Aldrich) 

(Cazorla et al., 2011) was used. In the first experiment, rats received a bilateral 1.0-μl infusion of saline 

or NaB (100 mM dissolved in saline) into the dorsal hippocampus 10 min before training, then 

immediately after training they received vehicle (1% DMSO in saline) or ANA-12 (0.3, 1, or 3 μg/μl 

dissolved in vehicle). In the second experiment, rats received a bilateral intrahippocampal 1.0-μl infusion 

of saline or NaB (100 mM dissolved in saline) and immediately after reactivation they were infused with 

vehicle (1% DMSO in saline) or ANA-12 (1,0 μg/μl dissolved in vehicle). The doses of NaB and ANA-12 

was chosen on the basis of previous studies (Blank et al., 2014; Spaeth et al., 2012). Drug solutions 

were freshly prepared before each experiment. 

  

Inhibitory avoidance (IA) 

 

In step-down IA training, animals learn to associate a location in the training apparatus (a grid floor) with 

an aversive stimulus (footshock). The general procedures for IA training and retention testing were 

described in previous reports (Blank et al., 2014; Jobim et al., 2012; Pedroso et al., 2013). The IA 

apparatus was a 50 × 25 × 25-cm acrylic box (Albarsch, Porto Alegre, Brazil) whose floor consisted of 

parallel caliber stainless steel bars (1 mm diameter) spaced 1 cm apart. A 7-cm wide, 2.5-cm high 

platform was placed on the floor of the box against the left wall. On training trials, rats were placed on 

the platform and their latency to step down on the grid with all four paws was measured manually with a 

digital chronometer. Immediately after stepping down on the grid, rats received a 0.4-mA, 3.0-s 

footshock and were removed from the apparatus immediately after the footshock. Rats were tested for 
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retention 24 h in the first experiment (examining the effects of drug treatments on consolidation). In the 

second experiment (verifying the effects of drugs given after retrieval), the first test trial was used as a 

reactivation session that could induce reconsolidation or extinction, and a second test trial was given 48 

h after training. A ceiling of 180 s was imposed on retention test measures. No footshock was presented 

during retention test trials. Step-down latencies on the retention test trial were used as a measure of IA 

memory retention. 

  

Histology 

 

Twenty-four to 72 h after behavioral testing, a 1.0-μl infusion of a 4% methylene blue solution was given 

into the dorsal hippocampus. Rats were killed by decapitation 15 min later, and their brains were 

removed and stored in 10% formalin for at least 72 h. The brains were sectioned and examined for 

cannulae placement in the hippocampus. The extension of the methylene blue dye was taken as 

indicative of diffusion of the drugs previously given to each rat, as previously described (Blank et al., 

2014; Jobim et al., 2012). Rats with incorrect cannula placements were excluded from the final analysis. 

 

Statistical analyses 

 

Data are shown as mean ± S.E.M. retention test latencies to step-down (s). Since the variable being 

analyzed (step-down latency) does not follow a normal distribution and we limited the observation to 180 

seconds comparisons of latencies between groups were made using Kruskal-Wallis analyzes of 

variance followed by Mann–Whitney U tests, two-tailed (Blank et al., 2014; Jobim et al., 2012; Pedroso 

et al., 2013). In all comparisons, p < 0.05 was considered to indicate statistical significance. 
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Results 

 

HDAC inhibition protects from the impairment of IA memory consolidation produced by TrkB antagonism 

in the dorsal hippocampus 

 

We first verified the effect of intrahippocampal infusions of NaB given before training, ANA-12 given 

after training, or NaB followed by ANA-12. There was no difference among groups in training latencies 

(H = 12.46, df = 7, p = 0.09; Table 1). Results for retention test latencies are shown in Fig. 1. Analysis 

with the Kruskal-Wallis test revealed a significant difference among groups (H = 40.41, df = 7, p < 

0.001). Further analysis with Mann-Whitney U tests showed that posttraining ANA-12 at any of the three 

doses used produced a significant impairment of 24-h IA retention (all ps < 0.01 compared to controls) 

in rats given saline before training. This result indicates that TrkB activity in the dorsal hippocampus 

shortly after training is required for IA memory consolidation. Pretraining administration of NaB did not 

affect retention by itself, but completely prevented the impairing effect of ANA-12. There were no 

significant differences between groups treated with NaB combined with any dose of ANA-12 and control 

rats given saline followed by vehicle. This finding indicates that HDAC inhibition by NaB could fully 

protect against the memory-impairing effect of TrkB blockade. 

 

 

Table 1 should be inserted here 
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Fig. 1 should be inserted here 

 

HDAC inhibition does not protect from the impairment of IA memory reconsolidation produced by 

hippocampal TrkB antagonism 

 

In the second experiment, NaB or saline was given before first test trial (which also served as a memory 

reactivation session), and ANA-12 or vehicle was given immediately after retrieval. Kruskal-Wallis 

analyzes revealed a significant difference among groups in the second test (H = 17.01, df = 3, p < 

0.001), but not in the training (H = 0.76, df = 3, p = 0.86; Table 2) or first test trial (H = 0.92, df = 3, p = 

0.82). Mann-Whitney U tests showed that, when given immediately after the first test, ANA-12 produced 

a significant impairment compared to controls in a second retention test (p < 0.05). NaB given before 

test did not affect retrieval or retention in the second test, but rats treated with NaB followed by ANA-12 

showed a level of memory impairment at the second test comparable to animals given ANA-12 only (p < 

0.01) (Fig. 2). These findings indicate, first, that TrkB antagonism in the hippocampus after retrieval 

might hinder reconsolidation-like processes; and, second, that this effect is not ameliorated by HDAC 

inhibition before retrieval.  

 

 

 

 

 

Table 2 should be inserted here 
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Fig. 2 should be inserted here 

 

Histology 

 

All animals included in the final analysis (103 rats) had cannula placed in the intended sites. Fig. 3 

shows schematic drawings of the diffusion of methylene blue, which indicates infusion placements and 

spread of drug infusions, within the dorsal hippocampus. 

 

 

Fig. 3 should be inserted here 

 

 

 

 

Discussion 

 

The role of BDNF/TrkB in the early phases of memory consolidation and reconsolidation remains poorly 

characterized. Also, previous studies have not fully determined how BDNF signaling can interact with 

epigenetic mechanisms during memory formation. We show that TrkB activity in the dorsal 

hippocampus shortly after learning is required for IA memory. In addition, although BDNF has been 
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proposed to be recruited for the consolidation but not reconsolidation of hippocampal fear memory (Lee 

et al., 2004), we found that blocking TrkB after retrieval can reduce memory in a subsequent test, 

suggesting its requirement for reconsolidation. Moreover, the impairment in consolidation produced by 

TrkB inhibition was prevented by an HDAC inhibitor, suggesting that enhanced chromatin relaxation can 

compensate for decreased TrkB signaling during memory formation. Confirming previous findings 

(Blank et al., 2014), administration of NaB at 100 mM before training did not affect IA retention. Also, 

although histone acetylation and HDAC inhibitors have been shown to influence reconsolidation (Bredy 

and Barad, 2008; Federman et al., 2012), NaB infused after retrieval changed neither retention tested 

24 h later nor the reconsolidation impairment produced by ANA-12.   

It is possible that the reduced latency on the second test trial in rats given ANA-12 after retrieval 

results from accelerated extinction. However, this is unlikely since BDNF has been shown to enhance 

rather than impair extinction, thus facilitated extinction would not be an expected effect of a TrkB 

antagonist. Previous work from our laboratory has demonstrated that IA memory can undergo 

reconsolidation dependent on mTOR activity in the hippocampus and amygdala after retrieval (Jobim et 

al., 2012). Reconsolidation might serve to maintain (Jobim et al., 2012) or strengthen (Pedroso et al., 

2013) IA memory. 

Perhaps the most important finding of the present study is that BDNF/TrkB activity is not 

necessary for the early phase of memory formation when HDAC is inhibited. Several molecular 

mechanisms might be involved in this replacement of TrkB signaling by chromatin relaxation during 

consolidation. BDNF-induced TrkB stimulation increases gene expression through the activation of 

multiple protein kinase pathways and transcription factors. It has been recently proposed that learning-

related increases in the expression and release of BDNF through a positive autoregulatory feedback 

loop is crucially involved in the gene expression-dependent phase of IA memory consolidation 

(Bambah-Mukku et al., 2014). Blocking BDNF with an antibody prior to IA training abrogates learning-

induced induction of hippocampal phospho cyclic adenosine monophosphate response element-binding 
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protein (pCREB), phospho Ca2+/calmodulin-dependent protein kinase II (pCamKII), and 

CCAAT/enhancer binding protein β (C/EBPβ), among other targets related to synaptic plasticity and 

memory consolidation (Bambah-Mukku et al., 2014; Chen et al., 2012). Therefore, it is possible that 

TrkB stimulation and HDAC inhibition converge to enhance the expression of similar sets of genes 

related to consolidation. NaB acts mostly by inhibiting HDAC, thus increasing histone acetylation in cell 

nucleus to affect chromatin structure allowing its relaxation and promoting the recruitment of 

transcriptional machinery to gene promoters to activate gene expression (Gräff and Tsai, 2013). 

However, little is known about the biochemical consequences of HDAC inhibition by NaB and how they 

influence memory. In cultured cells, NaB has been shown to enhance cAMP levels and stimulate the 

activation of the cAMP/protein kinase A (PKA), PKC, and MAPK signaling pathways. These actions 

might be at least partially mediated by effects independent of epigenetic influences, through direct 

interactions with cAMP/PKA signaling in the cytoplasm (Prasad and Sinha, 1976; Rivero and Adunyah, 

1996; 1998), which may result in induction of pCREB and other transcription factors and increased RNA 

transcription and protein synthesis mediating memory consolidation (Fig. 4). In addition, one possible 

mechanism of interaction involves regulation by HDAC of the expression of BDNF itself. HDAC2 has 

been shown to mediate the repression of the bdnf exon IV promoter, decreasing BDNF expression and 

thus terminating a late phase of the memory consolidation process (Bambah-Mukku et al., 2014). 

However, further research is required to examine why the actions of NaB do not suffice to overcome the 

consequences of TrkB blockade during reconsolidation. 

In summary, our findings indicate that TrkB signaling is involved in both early consolidation and 

reconsolidation of hippocampal memory. Most importantly, HDAC inhibition can fully compensate for 

TrkB blockade during memory formation. From a translational perspective, since BDNF/TrkB signaling 

can be disrupted in neurodevelopmental and neurodegenerative disorders (Li and Pozzo-Miller, 2014; 

Zuccato and Cattaneo, 2009), these findings support the investigation and development of HDAC 

inhibitors as potential therapeutics to treat cognitive deficits in patients with brain disease.      
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Fig. 4 should be inserted here 
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Table 1. Latencies to step-down during training of rats given intrahippocampal infusions before and 

immediately after training (treatment groups and retention test latencies are shown in Fig. 1). 

Group n Mean + S.E.M. latency (s) p value 

SAL – VEH 8 16.82 ± 3.96 

0.09 

 

SAL – ANA-12 0.3 µg/µl 8 9.26 ± 1.60 

SAL – ANA-12 1 µg/µl 8 7.90 ± 1.42 

SAL – ANA-12 3 µg/µl 8 9.27 ± 2.24 

NaB – VEH 11 13.07 ± 2.77 

NaB – ANA-12 0.3 µg/µl 9 10.41 ± 1.86 

NaB – ANA-12 1 µg/µl 9 15.34 ± 2.24 

NaB – ANA-12 3 µg/µl 8 9.64 ± 2.56 

 

 



81 

 

Table 2. Latencies to step-down during training of rats given intrahippocampal infusions before and 

immediately after the first test (treatment groups and retention test latencies are shown in Fig. 2). 

Group n Mean + S.E.M. latency (s) p value 

SAL – VEH 9 12.32 ± 1.8 

0.86 

SAL – ANA-12 1 µg/µl 8 17.06 ± 5.89 

NaB – VEH 9 16.16 ± 5.08 

NaB – ANA-12 1 µg/µl 8 10.84 ± 2.33 
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Legends for figures 

 

Fig. 1. Administration of an HDAC inhibitor into the hippocampus prevents the impairment of memory 

consolidation produced by a TrkB antagonist. Rats received a bilateral infusion of saline (SAL) or NaB 

(100 mM) into the CA1 area of the hippocampus 10 min before IA training, and a bilateral infusion of 

vehicle (VEH) or ANA-12 (0.3, 1, or 3 μg/μl) into the hippocampus immediately after training (SAL/VEH, 

n = 8; SAL/ANA-12 0.3 μg/μl , n = 8; SAL/ANA-12 1 μg/μl , n = 8; SAL/ANA-12 3 μg/μl , n = 8; NaB/VEH, 

n = 11; NaB/ANA-12 0.3 μg/μl , n = 9; NaB/ANA-12 1 μg/μl , n = 9; NaB/ANA-12 3 μg/μl , n = 8). 

Retention was tested 24 h later. Data are mean + S.E.M. retention test latencies to step-down (s); ** p < 

0.01 compared to SAL/VEH controls. 

 

Fig. 2. Blocking TrkB in the hippocampus impairs reconsolidation regardless of HDAC inhibition. Rats 

were trained and given a retention test trial 1 day later (Test 1). A bilateral infusion of SAL or NaB (100 

mM) was given into the hippocampus 10 min before Test 1, and a bilateral intrahippocampal infusion of 

VEH or ANA-12 (1,0 μg/μl) was given immediately after retrieval (SAL/VEH, n = 9; SAL/ANA-12 1 μg/μl , 

n = 8; NaB/VEH, n = 9; NaB/ANA-12 1 μg/μl , n = 8). Retention was tested again 1 day after the infusion 

(Test 2). Data are mean + S.E.M. retention test latencies to step-down (s); * p < 0.05 compared to SAL-

VEH Test 1 latencies; *** p < 0.001 compared to latencies during Test 2 of NaB/VEH controls. 

 

Fig. 3. Infusion placements into the dorsal hippocampus. Schematic diagrams of coronal sections of the 

rat brain, adapted from the atlas of Paxinos and Watson (2007), depicting the diffusion of methylene 

blue in the BLA for rats included in the final statistical analysis. 
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Fig. 4. Schematic model of some possible intracellular signaling pathways influenced by NaB and ANA-

12 infusion in memory consolidation. Hippocampal BDNF/TrkB signaling stimulates multiple protein 

kinase pathways including MAPK/extracellular signal-regulated protein kinase (ERK), which can in turn 

influence chromatin histone acetylation and gene transcription through activation of CREB and CBP. 

Upon entering the cell, NaB might stimulate the adenylyl cyclase (AC)/cAMP/PKA pathway in the 

cytoplasm, enhancing RNA and protein synthesis that mediate the consolidation of IA memory. In 

addition, the epigenetic effects of NaB could lead to increased histone acetylation in the cell nucleus, 

relaxing the chromatin structure and activating gene expression related to memory consolidation. These 

actions can fully compensate for TrkB blockade, so that TrkB activity is not required for hippocampal 

memory consolidation in the presence of NaB. 
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4 DISCUSSÃO 

 

Estudos em modelos animais têm mostrado que a formação da memória envolve uma série de 

alterações bioquímicas intracelulares que culminam na modulação da expressão de genes importantes 

para a sua consolidação (IZQUIERDO; MEDINA, 1997). No entanto, os mecanismos responsáveis pela 

regulação da expressão gênica, durante a consolidação da memória, não estão plenamente 

esclarecidos. 

 A utilização de roedores para estudos comportamentais já está bem estabelecida e inúmeras 

tarefas comportamentais já são descritas na literatura e tornaram-se clássicas para o estudo da 

formação e consolidação da memória (McGAUGH, 2000; McGAUGH; IZQUIERDO, 2000). Dentre as 

tarefas já descritas, a esquiva inibitória tem sido a mais utilizada e considerada aquela que oferece 

maiores vantagens para estudos de memórias declarativas de variadas durações (GOLD, 1986). Sua 

rápida aquisição de informação na sessão de aprendizado/treino favorece a análise dos mecanismos 

de formação da memória que seguem a sessão de treino podendo ser modulados farmacologicamente 

em diferentes momentos (GOLD, 1986; IZQUIERDO et al., 1999). A integridade do circuito anatômico 

que inclui a região CA1 do hipocampo, região tradicionalmente responsável pelo processamento 

cognitivo nos mamíferos de forma geral e alvo de alterações patológicas que comprometem a 

cognição, é essencial para esta tarefa (EICHENBAUM, 1996) além de sua modulação por projeções 

adrenérgicas da região da amígdala cerebral, relacionadas com o conteúdo emocional do aprendizado 

que neste caso é aversivo e de medo (MCGAUGH, 2002). Os mecanismos de processamento de 

informação para a aquisição inicial de memórias para esta tarefa são conservados evolutivamente e por 

estar relacionada a respostas de medo esta consiste em uma importante ferramenta em estudos que 

visem descrever os substratos moleculares e celulares daquelas memórias tradicionalmente 

relacionadas com patologias comportamentais em humanos, como fobias e estresse pós-traumático 

(MCGAUGH, 2000; MCGAUGH; IZQUIERDO, 2000).  

Os processos moleculares responsáveis pelas alterações sinápticas necessárias para a 

formação da LTM têm mostrado que, após a ativação das vias mediadas por cAMP, a regulação da 

expressão de genes relacionados com a plasticidade sináptica é um evento crucial (IZQUIERDO; 

MEDINA, 1997; McGAUGH; IZQUIERDO, 2000; McGAUGH, 2000; CAMMAROTA et al., 2000; 

IZQUIERDO et al., 2006; MEDINA et al., 2008). Recentemente, pesquisadores demonstraram que 

alterações no estado da cromatina e, consequentemente na expressão de genes, associada à 

formação da LTM é regulada por mecanismos epigenéticos como, por exemplo, a acetilação de 

histonas (HENIKOFF et al., 2008; LEVENSON; SWEATT, 2006; GRÄFF; TSAI, 2013). 
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Considerando que o uso de HDACis é a abordagem farmacológica mais utilizada atualmente 

para se observar os efeitos do aumento de acetilação nos processos de formação da LTM, em nosso 

primeiro trabalho o objetivo inicial foi avaliar os efeitos da administração intra-hipocampal de TSA ou 

NaB durante o período de consolidação da memória que segue após o treino na tarefa de esquiva 

inibitória. Observamos que tanto TSA quanto NaB quando administrados imediatamente após o treino 

resultam em melhora da LTM medidas 24 h após o treino. TSA demonstrou ainda possuir duas ondas 

de efeitos melhoradores da LTM, uma imediatamente após o treino e outra 3 h após o treino. No 

entanto, a administração de TSA 1,5 h ou 6 h após o treino não alterou a LTM dos animais. Testes 

subsequentes demonstraram que a melhora da memória dos animais que receberam TSA intra-

hipocampal permanecia aumentada por ate 3 dias, quando administrada 3 h após o treino, e por até 11 

dias, quando administrado imediatamente após o treino, enquanto que a memória dos animais 

controles decaía até o estado basal, se igualando com a latência de treino já a partir do teste 3. Estas 

evidências estão de acordo com estudos que mostram que HDACis podem melhorar a memória ou a 

extinção pelo aumento da acetilação em histonas que resultam na expressão dos genes importantes 

para plasticidade sináptica dependente do aprendizado (GRÄFF; TSAI, 2013). As ondas de efeitos da 

inibição de HDACs observadas condizem com as ondas de ativação da via de PKA e de síntese de 

novas proteínas importantes para a formação e consolidação da LTM (BEVILAQUA et al., 1997; 

QUEVEDO et al., 1999; ABEL et al., 1997; ALBERINI, 2009; KANDEL, 2012; IGAZ et al., 2002). Outro 

ponto importante a salientar é que, apesar de TSA e NaB possuírem ações sobre HDACs diferentes, 

ambos resultaram na melhora da memória, corroborando a importância da acetilação em diferentes 

substratos para o eventos de aprendizado. 

Estudos que avaliaram o efeito da inibição de HDACs através de inibidores NaB, TSA e VPA já 

demonstraram os efeitos melhoradores da acetilação de histonas na formação da LTM. A infusão intra-

hipocampal de TSA imediatamente após o treino melhorou a LTM na tarefa CFM (VECSEY et al., 

2007). Igualmente, a administração sistêmica de NaB e a infusão na amigdala de TSA melhoraram a 

LTM aversiva (LEVENSON et al., 2004; YEH; LIN; GEAN, 2004). A administração sistêmica de NaB ou 

intra-hipocampal de TSA após o teste facilitou a extinção da memória aversiva em camundongos 

(LATTAL; BARRETT; WOOD, 2007). E, adicionalmente, a administração sistêmica de VPA melhorou a 

aquisição, extinção e reconsolidação de memória aversiva (BREDY et al., 2008). O trabalho de 

Federman, Fustiñana e Romano (2009) traz evidencias dos períodos de efeitos da acetilação de 

histonas e de HDACis durante a consolidação em caranguejos utilizando a tarefa de memoria de som 

associada ao contexto (FEDERMAN; FUSTIÑANA; ROMANO, 2009). Os autores demonstraram 

melhora da memória dos animais quando NaB era administrado imediatamente ou 6 h após o treino, 
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mas não 3 h ou 12 h, o que seria consistente com as ondas de ativação de PKA na consolidação da 

memória em caranguejos. Todos estes estudos apontam para a importância da acetilação no 

aprendizado e os resultados de nosso trabalho complementam estes achados, demonstrando haver 

momentos específicos durante a formação da memória em que HDACis exercem efeitos positivos de 

melhoramento da LTM, condizente com as vias cruciais para ativação da expressão gênica durante a 

consolidação da memória no hipocampo. 

Com relação às regiões neuroanatomicas envolvidas na formação da LTM, o segundo objetivo 

do nosso estudo ratifica a importância da integridade da amigdala basolateral (BLA) para os efeitos de 

melhora de memória observados com administração de TSA no hipocampo imediatamente após o 

treino. A inativação da BLA por muscimol, agonista GABAérgico, antes do treino preveniu a melhora da 

memória decorrente da administração de TSA no hipocampo imediatamente após o treino. Inúmeros 

estudos já demonstraram que a BLA modula os efeitos de fármacos e hormônios na formação da LTM 

proveniente de experiências com alto aspecto emocional, como no caso da tarefa de esquiva inibitória 

utilizada em nosso estudo. Em estudos anteriores, a inativação farmacológica ou física da BLA foi 

efetiva em bloquear os efeitos de fármacos administrados sistemicamente ou localmente. Roesler e 

colaboradores demonstraram que a inativação da BLA por muscimol antes do treino não afetou a 

retenção da memória, mas alterou os efeitos da intervenção farmacológica sistêmica com RC-3095 na 

LTM (ROESLER et al., 2004). Também já foi demonstrado que lesões da BLA bloqueiam os efeitos 

induzidos na memória pela administração sistêmica de corticosterona e de infusão de um agonista de 

receptores glicocorticoide no córtex pré-frontal (ROOZENDAAL; MCREYNOLDS; MCGAUGH, 2004). 

Outro experimento examinando a importância da integridade da BLA na formação da memória 

demonstrou que a lesão da BLA bloqueou os efeitos melhoradores de memória da administração de 

um análogo de cAMP no córtex entorhinal (ROESLER; ROOZENDAAL; MCGAUGH, 2002). 

Adiconalmente, em 2006, Huff e colaboradores, demonstraram que os efeitos modulatórios da BLA no 

hipocampo poderiam estar relacionados ao controle da expressão gênica nesta região (HUFF et al., 

2006). O trabalho demonstrou que com a BLA inativada funcionalmente por muscimol os aumentos na 

expressão de alguns genes de plasciticade sináptica observados no hipocampo em resposta ao 

aprendizado foram atenuados. Estes resultados embasam os achados de nosso estudo e demonstram 

que a BLA possui papel crítico durante a formação de memórias emocionais, influenciando sua 

consolidação e interagindo com outras regiões cerebrais, no nosso caso, o hipocampo, bem como 

alterando a expressão gênica nesta região (MCGAUGH, 2002; MCGAUGH; CAHILL; ROOZENDAAL, 

1996; HUFF et al., 2006). É importante ressaltar que esta é a primeira demonstração da influência da 
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interação entre regiões cerebrais nos mecanismos epigenéticos decorrentes do tratamento com 

HDACis no hipocampo. 

No nosso segundo trabalho, o foco foi a avaliação os efeitos de HDACis na LTM de animais 

velhos e jovens, pois há evidências de que a dinâmica e a estrutura da cromatina se modificam durante 

o processo de envelhecimento assim como a atividade de histonas (CASTELLANO et al., 2012; DAS; 

TYLER, 2012). O objetivo deste trabalho foi verificar se a administração I. P. de NaB resultaria em 

melhora de LTM em animais velhos e jovens e seus efeitos ao longo do tempo com exposições diárias 

dos animais ao contexto sem administração do fator aversivo (choque). Nossos resultados demonstram 

que o tratamento sistêmico com NaB em animais velhos imediatamente após o treino não só melhora a 

LTM destes animais como parece gerar uma LTM mais forte, não decaindo sua latência perante testes 

sucessíveis mesmo estes animais não apresentando déficits cognitivos em comparação ao grupo 

jovem. Interessantemente, a administração de NaB em animais jovens não afetou a LTM medida 24 h 

após o treino. Devido ao fato de NaB ter sido administrado após o treino e possuir uma meia vida curta 

em roedores, nós rejeitamos a hipótese de interferência do fármaco durante o treino e testes dos 

animais (DANIEL et al., 1989). Nossos resultados também estão de acordo com os trabalhos que 

demonstram os efeitos melhoradores de memória com a administração de HDACis em modelos 

animais da Doença de Alzheimer (KILGORE et al., 2010), em animais tratados com ferro neonatal 

apresentando déficits de memória na tarefa de NOR (SILVA et al., 2012) e animais velhos 

apresentando déficits de memoria na tarefa de NOR (REOLON et al., 2011). A falta de efeitos na LTM 

com a administração sistêmica de NaB em animais jovens condiz com estudos prévios de nosso grupo 

na tarefa de NOR (REOLON et al., 2011) e de esquiva inibitória (SILVA et al., 2012). Adicionalmente, 

Castellano e colaboradores também demonstraram que administração sistêmica de NaB não afeta a 

LTM de ratos jovens no CFC (CASTELLANO  et al., 2014). E ainda, os trabalhos de Kilgore e 

colaboradores e Federman, Fustiñana e Romano demonstram evidências de que o tratamento com 

HDACis pode resultar num tipo de memória mais resistente em resposta ao tempo e a reativação, 

desta forma concordando com nossas evidências de persistência da memória dos animais velhos 

tratados com NaB, mesmo quando reapresentados diariamente ao contexto (KILGORE et al., 2010; 

FEDERMAN; FUSTIÑANA; ROMANO, 2009). Estes dados mostram que HDACis podem estar de fato 

regulando mecanismos de plasticidade sináptica, gerando maior estabilidade das conexões e 

melhorando a eficiência sináptica durante a consolidação da memória original, quando administrado em 

momentos específicos após o aprendizado. 

Para compreender se os efeitos melhoradores de LTM nos animais velhos estariam 

relacionados com alterações nos níveis de acetilação de resíduos específicos de H3 nós analisamos 
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via Western blotting o hipocampo dos animais velhos tratados ou não com NaB. Contudo, não foram 

observadas alterações significativas nos níveis de acetilação de H3K9 e H3K14, ambos resíduos já 

implicados nos processos de memória em animais velhos (PELEG et al., 2010; CASTELLANO et al., 

2012). A falta de efeitos na acetilação de H3 pode ser explicada, em parte, pelo fato das alterações 

epigenéticas serem transientes e estarem ocorrendo em um momento diferente do analisado, como 

demonstrado no trabalho de Castellano e colegas, em que o aumento da acetilação em H3 resultante 

da administração sistêmica de NaB ocorre em 30 min, mas não em 60 min após a injeção 

(CASTELLANO et al., 2014). Além disso, Castellano e colegas demonstraram que as alterações da 

acetilação de H3K9 ocorrem significativamente na área CA1 do hipocampo em resposta ao estímulo 

(CASTELLANO et al., 2012) e ao analisar o hipocampo como um todo esta abordagem pode ter 

prejudicado a nossa análise por acabar diluindo as possíveis modificações que ocorreram em áreas 

específicas. Outra observação é que HATs e HDACs também possuem substratos proteicos diferentes 

de histonas, podendo atuar sobre HDACs nucleares e citosolicas, agindo via efeitos em outras 

proteínas (BUCHWALD; KRÄMER; HEINZEL, 2009; SPANGE et al., 2009). Usando HDACis de ação 

global, como o NaB, outros resíduos na H3 podem estar sendo modificados e alterações em outras 

histonas podem estar ocorrendo impossibilitando a sua detecção em nosso estudo (BLACKWELL et al., 

2008). Recentemente, Howe e Gamble, publicaram dados evidenciando que há clivagem enzimática da 

cauda N-terminal de H3 in vivo e que certas modificações não poderiam ser corretamente mensuradas 

por terem sido clivadas (HOWE; GAMBLE, 2015). Os autores comentam que as modificações mais 

estudadas como acetilação e metilação nos resíduos H3K4, H3K9 e H3K27 estariam alocadas na 

porção downstream dos sítios de clivagem enzimática, sendo removidas juntamente com a porção 

clivada (figura 13). A razão para ocorrência da clivagem poderia se dever a um fenômeno biológico 

importante ou, alternativamente, estaria ocorrendo como resultado da coleta e do processamento de 

amostras, pois alguns coquetéis de inibidores de proteases comerciais não bloqueariam a atividade de 

algumas das enzimas proteolíticas que agem sobre as histonas. Outras circunstâncias que poderiam 

influenciar a clivagem da cauda N-terminal de H3, segundo os autores, seriam ciclo celular, 

desenvolvimento, infecção, diferenciação celular, espermatogênese e envelhecimento já demonstrados 

em outros trabalhos (revisado em ZHOU et al., 2014).  

Apesar de não termos relacionado os efeitos farmacológicos na retenção da memória dos 

animais velhos com possíveis alterações na acetilação de H3K9 e H3K14, os resultados deste nosso 

trabalho surpreendem ao demonstrar efeitos significativos da administração sistêmica de NaB na 

melhora da retenção da memória de animais velhos mesmo estes animais não apresentando prejuízo 

cognitivo em decorrência do envelhecimento. Além disso, nosso estudo reforça os resultados de outros 
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trabalhos que demonstram que NaB não afeta LTM de animais jovens e saudáveis, o que é um efeito 

desejado quando se pensa no desenvolvimento de tratamentos para prejuízos cognitivos decorrentes 

do envelhecimento. 

 

 

Figura 13. Sequência de aminoácidos da cauda N-terminal de H3. Representação dos sítios de clivagem por 
diferentes proteases e das modificações pós-traducionais melhor estudadas. 

Fonte: ZHOU et al., 2014, p. 2. 

 

Nos últimos anos, estudos demonstraram que a via BDNF/TrkB possui um papel crucial na 

consolidação da memória da tarefa de esquiva inibitória (ALONSO et al., 2002; BEKINSCHTEIN et al., 

2007; PANG; LU, 2004). O foco dos trabalhos na investigação dos efeitos da sinalização do BDNF e a 

falta de inibidores específicos para o TrkB até então não permitiu a compreensão de seus efeitos 

específicos na formação da memória, já que a ativação do receptor TrkB pode ocorrer pela ligação de 

outros fatores além do BDNF (SKAPER, 2008).  

O nosso terceiro trabalho teve como objetivo compreender os efeitos da acetilação e 

desacetilação de histonas nas memórias e a possível interação com a via BDNF/TrkB. O recente 

desenvolvimento e viabilidade comercial de um antagonista específico para o receptor TrkB (CAZORLA 

et al., 2011) nos permitiu avaliar os efeitos do bloqueio da sinalização via este receptor especificamente 

durante a formação e reconsolidação da memória. A coadministração de um inibidor de histona 

desacetilases nos permitiu ainda verificar uma possível interação funcional entre os mecanismos 

desencadeados pela ativação do receptor TrkB e mecanismos epigenéticos.  

O aprendizado desencadeia a ativação de vias como MAPK/ERK, CAMK e cAMP/PKA que 

convergem suas ações no núcleo celular, fosforilando CREB, e recrutam o coativador transcricional, e 

também HAT, CBP que promove a acetilação de histonas próximas aos promotores relaxando a 

cromatina, facilitando o acesso à maquinaria de transcrição ao DNA e influenciando a transcrição de 
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genes importantes para a LTM como c-fos, zif-268 e bdnf (RICCIO et al., 2006; RICCIO, 2010; CUNHA; 

BRAMBILLA; THOMAS, 2010). A ativação destas vias ocorre, em parte, através da sinalização do 

BDNF via receptor TrkB. E, sendo o aumento da transcrição e a síntese de novas proteínas suas ações 

mais importantes, mecanismos epigenéticos podem estar envolvidos. Porém, pouco se sabe a respeito 

desta interação.  

Alguns trabalhos demonstram que existe certa interação entre a acetilação de histonas e a 

sinalização ou expressão de BDNF. No trabalho de Nott e colaboradores, neurônios corticais quando 

expostos ao BDNF desencadeavam a S-nitrosilação de HDAC2, o que induziu sua dissociação dos 

promotores de genes regulados por BDNF e, assim, estaria permitindo o aumento de acetilação 

próximo a estes promotores, com consequente aumento da expressão gênica (NOTT et al., 2008). Já 

em células de meduloblastoma, o tratamento com NaB combinado ao BDNF reduziu significativamente 

a viabilidade destas células, mostrando que há uma regulação positiva entre os mecanismos ativados 

por ambos tratamentos (NÖR et al, 2011). Outros estudos in vitro demonstraram ainda que o 

tratamento com NaB induz a transcrição do gene de BDNF e o aumento nos níveis da proteína BDNF 

no cérebro de ratos (WU et al., 2008; KIM et al., 2009). Recentemente se demonstrou que a 

consolidação da memória aversiva em ratos ocorreria através de feedback positivo e autoregulatório de 

BDNF no hipocampo. A sinalização por BDNF/TrkB após o aprendizado induziria a dissociação de 

HDAC2 do promotor do gene bdnf desta forma permitindo aumento de acetilação no local e aumento 

da expressão gênica de BDNF que estaria ocorrendo pela ativação de CREB e expressão de C/EBP 

com consequente aumento dos níveis da proteína BDNF que através da ligação com o receptor TrkB 

iniciaria novamente a sinalização (BAMBAH-MUKKU et al., 2014). Neste trabalho ainda se demonstrou 

que este feedback positivo ocorreria por cerca de 48h quando o repressor transcricional MeCP2 acaba 

por se ligar no promotor do gene bdnf, assim como a HDAC2, desta forma reprimindo a transcrição e 

terminando o processo de consolidação da memória através da sinalização por BDNF/TrkB. 

Os resultados de nosso trabalho sustentam as evidências de que a sinalização por TrkB é 

importante para formação da memória aversiva e mostram que o bloqueio do receptor TrkB pela 

administração intrahipocampal de ANA-12 imediatamente após o treino ou da evocação da memória foi 

prejudicial para a retenção da memória na tarefa de esquiva inibitória. O prejuízo na memória causado 

pelo bloqueio da sinalização por TrkB imediatamente após o treino ou da evocação pode ter ocorrido 

devido a interferência na sinalização intracelular importante para a formação da memória ativada por 

ele. MAPK/ERK, PI3K e fosfolipase C-γ são vias de sinalização intracelulares comumente ativadas pelo 

estímulo do aprendizado através da sinalização de BDNF/TrkB que são cruciais para desencadear os 

eventos celulares e moleculares que determinarão a consolidação da LTM (YANO; CHAO, 2000; 



95 

 

KAPLAN; MILLER, 2000; BRAMHAM; MESSAOUDI, 2005; LU; CHRISTIAN; LU, 2008). Desta forma, 

nossos resultados estão de acordo com a literatura que demonstra papel crucial de sinalização de 

BDNF/TrkB na plasticidade sináptica e na consolidação da memória (BEKINSCHTEIN et al., 2007; 

PANG; LU, 2004; ALONSO et al., 2002; TYLER et al., 2002). Apesar do fato de que BDNF parece não 

ser necessário para reconsolidação, da mesma forma que é para a consolidação da memória (LEE et 

al., 2004), nossos resultados demonstram que a atividade de TrkB seria também importante para a 

reconsolidação, pois o seu bloqueio logo após a evocação prejudicou a formação da memória medida 

24 h depois. 

O efeito de NaB prevenindo o prejuízo causado pelo bloqueio de TrkB demonstrado em nosso 

experimento sugere que mecanismos epigenéticos, como a acetilação, estariam envolvidos no 

processo e sua modulação na acetilação, no caso pela inibição da atividade de HDACs, poderia 

compensar a falta de sinalização por outras vias durante a formação da LTM. Nós utilizamos uma dose 

de NaB que previamente não havia influenciado no processo de consolidação da memória, 

confirmando que os efeitos de NaB não foram devido a um aumento da LTM estimulada por ele e, sim, 

pela sua atividade intracelular.  

Nos últimos anos, muitos trabalhos focaram no NaB como inibidor de HDACs e pouco se sabe 

sobre seus mecanismos de ação extra-epigenéticos após permear a membrana celular. Na década de 

70, alguns estudos verificaram que, tratando células mamíferas em cultivo com NaB, os níveis de 

cAMP se apresentavam aumentados, provavelmente pelo aumento da atividade da enzima adenilato 

ciclase, e subsequentemente observaram aumento da transcrição de mRNAs e síntese proteica 

(PRASAD; SINHA, 1976; PRASAD; GILMER, 1974). Alguns anos mais tarde, Rivero & Adunyah, 

demonstraram que NaB possuía a capacidade de fosforilar resíduos tirosinas, serinas e treoninas e 

assim induziria a ativação das vias de sinalização intracelulares MAPK/ERK e PKC em células em 

cultivo (RIVERO; ADUNYAH, 1996; 1998). Desta forma NaB estimularia a expressão gênica e síntese 

protéica, tanto agindo em proteínas no citoplasma celular quanto diretamente no núcleo inibindo a ação 

de HDACs possibilitando o aumento e permanência da acetilação em histonas, promovendo o 

relaxamento da cromatina e o recrutamento da maquinaria de transcrição gênica para os promotores 

de genes importantes na plasticidade sináptica e consolidação da memória (GRÄFF; TSAI, 2013). 

Nota-se que algumas das vias de sinalização estimuladas por BDNF/TrkB e NaB são as mesmas que 

agem em decorrência do aprendizado para a consolidação da LTM como as vias da PKA e ERK 

(IZQUIERDO; MEDINA, 1997). Logo, podemos observar que quando NaB está presente inibindo 

atividade de HDACs, a atividade de TrkB parece não ser necessária para a consolidação da LTM,  o 
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que sugere que mecanismos epigenéticos podem compensar, de certa forma, a falta de sinalização via 

BDNF/TrkB no hipocampo durante a formação da memória. 

A administração de NaB antes da evocação não conseguiu prevenir os efeitos prejudiciais de 

ANA-12 na memória, possivelmente pelo fato de que, no hipocampo, a síntese de novas proteínas 

parece não ser crucial para a reconsolidação da memória aversiva (TAUBENFELD et al., 2001) e 

algumas vias de sinalização estimuladas pelo NaB parecem não ser induzidas no momento da 

evocação 24 h após o treino como no caso da cAMP/PKA (KEMENES et al., 2006).  

Nossos resultados indicam que, no hipocampo, a sinalização por TrkB está envolvida tanto na 

consolidação como na reconsolidação da memória aversiva. E, interessantemente, a inibição de 

HDACs por NaB no hipocampo consegue compensar a falta de sinalização por TrkB quando este é 

bloqueado durante a formação da memória. Estes dados demonstram a importância dos mecanismos 

desencadeados por BDNF/TrkB e inibidores de HDACs, bem como sua possível interação funcional no 

sistema nervoso, já que a perturbação de sua atividade parece estar envolvida em diversas doenças 

neurológicas, como transtornos de humor, doenças neurodegenerativas e de neurodesenvolvimento 

(revisado em YOSHII; CONSTANTINE-PATON, 2010). 
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5 CONCLUSÕES 

 

- TSA e NaB possuem efeitos melhoradores de LTM quando administrados no hipocampo de ratos 

jovens; 

- Há 2 momentos específicos durante a consolidação em que HDACis exercem efeitos positivos de 

melhoramento da LTM em ratos jovens, imediatamente após o treino e 3 h após o treino, que condizem 

com as vias cruciais para ativação da expressão gênica durante a consolidação da memória no 

hipocampo; 

- TSA administrado 1,5 h e 6 h após o treino não resulta em efeitos positivos na LTM de ratos jovens; 

- A inativação da BLA por infusão de muscimol preveniu a melhora da memória decorrente da 

administração de TSA no hipocampo imediatamente após o treino; 

- A integridade da BLA é importante para os efeitos melhoradores de LTM do TSA; 

- O tratamento sistêmico com NaB em animais velhos imediatamente após o treino melhora a LTM 

destes animais; 

- A administração de NaB sistemicamente em animais velhos parece gerar uma LTM mais estável e 

forte que não decai perante testes sucessíveis;  

- NaB exerce efeitos melhoradores de LTM em animais velhos mesmo estes animais não apresentando 

déficits cognitivos em comparação ao grupo jovem; 

- A administração de NaB em animais jovens saudáveis não afetou a LTM; 

- Apesar de observarmos efeitos positivos da administração sistêmica de NaB em ratos velhos não se 

observou alterações nos níveis de acetilação de histona 3 nas lisinas 9 e 14 medidos 1 h após o treino. 

- A interrupção da via BNDF/TrkB pela administração intrahipocampal do antagonista ANA-12 bloqueou 

a formação da LTM, evidenciando sua importância neste processo. 

- A administração intrahipocampal de NaB antes do treino conseguiu prevenir o efeito prejudicial na 

formação da memória decorrente da administração de ANA-12 após o treino. 

- ANA-12 administrado via intrahipocampal imediatamente após a evocação da memória prejudicou a 

sua reconsolidação. 
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- NaB admnistrado intrahipocampalmente antes da evocação da memória não conseguiu prevenir o 

efeito negativo de ANA-12 na reconsolidação da memória. 

 

 

Figura 14. Modelo esquemático dos dados apresentados neste trabalho. A atividade neuronal resulta na ativação 

de BDNF/TrkB. Intracelularmente, BDNF/TrKB estimula vias de sinalização, como a via da MAPK/ERK, que, no núcleo, 

fosforilam e ativam CREB e CBP resultando no aumento de acetilação em histonas, no remodelamento da cromatina e no 

consequente aumento da transcrição gênica e síntese de proteínas envolvidas na plasticidade sináptica. Estes processos 

culminam na modulação positiva da LTM. Da mesma forma, o tratamento com HDACis em certos momentos durante a 

formação e consolidação das memórias resulta na melhora significativa da LTM. Esta atividade de HDACis sobre a LTM 

pode ser explicada em parte pela sua atuação inibindo HDACs e em menor parte pela sua capacidade em agir sobre a 

atividade de proteínas não-histonas, como a ACγ e cAMP. A inibição de HDACs resulta em um estado hiperacetilado das 

histonas na cromatina o que  facilita a transcrição gênica. Consequentemente, há um aumento na síntese de proteínas que 

regulam a consolidação de memórias. Eventos como distúrbios na sinalização por BDNF/TrkB, o envelhecimento e a 

inativação funcional da região cerebral da BLA, que possui  conexão direta com o hipocampo, modulam negativamente a 

LTM possivelmente agindo sobre estas vias de sinalização. 

Fonte: Acervo da autora. 
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APÊNDICE A 

 

Martina Blank 

Curriculum Vitae 
 
Endereço para acessar este CV: http://lattes.cnpq.br/1723737388747487 
Última atualização: 30/05/2015 
__________________________________________________________________________________
____ 
Formação acadêmica/titulação 
 
2011         Doutorado  em Biologia Celular e Molecular.  
 Universidade Federal do Rio Grande do Sul, UFRGS, Porto Alegre, Brasil 
 Título: MECANISMOS EPIGENÉTICOS NA FORMAÇÃO DE MEMÓRIA AVERSIVA 
 Orientador: Rafael Roesler 
 
2008 - 2009  Mestrado  em Biologia Celular e Molecular.  
 Pontifícia Universidade Católica do Rio Grande do Sul, PUCRS, Porto Alegre, Brasil 
 Título: Padronização de um paradigma comportamental de esquiva inibitória para 

zebrafish (Danio rerio Hamilton, 1822), Ano de obtenção: 2009 
 Orientador: Mônica Ryff Moreira Roca Vianna 
 Bolsista do(a): PUCRS 
 
2002 - 2007  Graduação  em Ciências Biológicas.  
 Pontifícia Universidade Católica do Rio Grande do Sul, PUCRS, Porto Alegre, Brasil 
 
 
__________________________________________________________________________________
____ 
Formação complementar 
 
2014 - 2014  Curso de curta duração  em MALDI-TOF Tissue Imaging Training Course.  
 Bruker Daltonics Inc.  , Bruker, Billerica, Estados Unidos 
 
2014 - 2014  Curso de curta duração  em MALDI-TOF Operator Course.  
 Bruker Daltonics Inc.  , Bruker, Billerica, Estados Unidos 
 
2013 - 2013  Curso de curta duração  em Protein NMR.  
 Universidade Federal do Rio Grande do Sul, UFRGS, Porto Alegre, Brasil 
 
2012 - 2012  Curso de curta duração  em Técnica de LC-MS/MS e suas aplicações.  
 Centro de Espectrometria de Massas Aplicada, CEMSA, Sao Paulo, Brasil 
 
2012 - 2012  Curso de curta duração  em LC/MS & LC/MS/MS.  
 Congresso Latino-Americano de Cromatografia e técnicas relacionadas, 
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COLACRO, Brasil 
 
2010 - 2010  Curso de curta duração  em Mechanisms of neuroplasticity.  
 Centro Interdiciplinario de Neurociencias, Universidad de Valparaiso, Chile, CNV, 

Chile 
 
2009 - 2009  Extensão universitária  em Cuidados e Manejo de Animais de Experimentação.  
 Pontificia Universidade Católica do Rio Grande do Sul, PUCRS, Brasil 
 
2007 - 2007  Curso de curta duração  em Receptores de Membrana e a Tradução do Sinal.  
 Federação das Sociedades de Biologia Experimental, FeSBE, Sao Paulo, Brasil 
 
2006 - 2006  Curso de curta duração  em The gain in the Brain lies mainly in the stain.  
 Federação das Sociedades de Biologia Experimental, FeSBE, Sao Paulo, Brasil 
 
2006 - 2006  Curso de curta duração  em Boas práticas de segurança no laboratório-módulo1.  
 Pontifícia Universidade Católica do Rio Grande do Sul, PUCRS, Porto Alegre, Brasil 
 
2005 - 2005  Curso de curta duração  em Credenciamento ao CEMM.  
 Pontifícia Universidade Católica do Rio Grande do Sul, PUCRS, Porto Alegre, Brasil 
 
2004 - 2005  Extensão universitária  em Ciências Biológicas.  
 Eberhard Karls Universität Tübingen, UT, Tübingen, Alemanha 
 Bolsista do(a): Landesstiftung Baden-Württemberg 
 
2003 - 2003  Curso de curta duração  em Comportamento de Felinos Selvagens.  
 Sociedade Brasileira de Etologia, SBET, Uberlandia, Brasil 
 
 
__________________________________________________________________________________
____ 
Atuação profissional 
 
 
1. Universidade Federal de Santa Catarina - UFSC 

________________________________________________________________________
____ 

Vínculo institucional 
  
2012 - Atual   Vínculo: Servidor público , Enquadramento funcional: Biólogo , Carga 

horária: 40,  Regime: Integral  
 
 

2. Universidade Federal do Rio Grande do Sul - UFRGS 
________________________________________________________________________

____ 
Vínculo institucional 
  
2011 - Atual   Vínculo: livre , Enquadramento funcional: Doutorando , Carga horária: 

40,  Regime: Integral  
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________________________________________________________________________

____ 
Atividades 
  
09/2011 - Atual Pesquisa e Desenvolvimento, Instituto de Ciências Básicas e da Saúde 
 Linhas de pesquisa: 
 Biologia Molecular da Memória , Epigenética e Memória 
 
 
 

3. NeuroAssay Pesquisa e Desenvolvimento - NeuroAssay 
________________________________________________________________________

____ 
Vínculo institucional 
  
2009 - 2011    Vínculo: Colaborador , Enquadramento funcional: Pesquisadora 

Associada,  Regime: Dedicação exclusiva  
 
 

4. Pontifícia Universidade Católica do Rio Grande do Sul - PUCRS 
________________________________________________________________________

____ 
Vínculo institucional 
  
2008 - 2009    Vínculo: Mestrado , Enquadramento funcional: Mestrado , Carga 

horária: 40,  Regime: Dedicação exclusiva  
2007 - 2008    Vínculo: Colaborador , Enquadramento funcional: Programa de 

Educação Continuada , Carga horária: 20,  Regime: Parcial  
2007 - 2007    Vínculo: Colaborador , Enquadramento funcional: Monitoria , Carga 

horária: 2,  Regime: Parcial  
2006 - 2006    Vínculo: Livre , Enquadramento funcional: Bolsista BPA/PUCRS,  

Regime: Dedicação exclusiva  
2006 - 2007    Vínculo: Livre , Enquadramento funcional: Bolsista FAPERGS,  

Regime: Dedicação exclusiva  
2006 - 2006    Vínculo: Colaborador , Enquadramento funcional: Monitoria , Carga 

horária: 6,  Regime: Parcial  
2005 - 2005    Vínculo: Colaborador , Enquadramento funcional: Monitoria , Carga 

horária: 4,  Regime: Parcial  
2005 - 2007    Vínculo: Livre , Enquadramento funcional: Iniciação Cientifica,  

Regime: Dedicação exclusiva  
2004 - 2004    Vínculo: Colaborador , Enquadramento funcional: Monitoria , Carga 

horária: 4,  Regime: Parcial  
2002 - 2002    Vínculo: Colaborador , Enquadramento funcional: Estagiário,  Regime: 

Dedicação exclusiva  
 
________________________________________________________________________

____ 
Atividades 
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03/2008 - 08/2009 Pesquisa e Desenvolvimento, Faculdade de Biociências 
 Linhas de pesquisa: 
 Memória em Zebrafish , Biologia Molecular da Memória , Memória e 

Aprendizado 
 
09/2007 - 02/2008 Extensão Universitária, Faculdade de Biociências 
 Especificação:  
 Atividades de pesquisa em projeto no Lab. de Biologia do 

Desenvolvimento do Sistema Nervoso. 
 
04/2006 - 07/2007 Estágio, Faculdade de Biociências, Departamento de Ciências 

morfológicas 
 Estágio:  
 Bolsista BPA/PUCRs e BIC/FAPERGS para desenvolvimento de 

atividades em projetos de pesquisas no Lab.de Biologia do 
Desenvolvimento do Sistema Nervoso. 

 
04/2002 - 12/2002 Estágio, Faculdade de Biociências 
 Estágio:  
 Estágio voluntário no Laboratório de Ecologia Florestal 
 
 
 

5. Max Planck Institute for Developmental Biology - MPI 
________________________________________________________________________

____ 
Vínculo institucional 
  
2004 - 2005    Vínculo: Colaborador , Enquadramento funcional: Scientific helper 

student - HiWi , Carga horária: 20,  Regime: Parcial  
 
________________________________________________________________________

____ 
Atividades 
  
12/2004 - 06/2005 Estágio, Department of Molecular Biology 
 Estágio:  
 Genes Hox em Drosophila melanogaster 
 
12/2004 - 06/2005 Pesquisa e Desenvolvimento, Department of Molecular Biology 
 Linhas de pesquisa: 
 Genes Hox em Drosophila melanogaster 
 
 
 

6. Eberhard Karls Universtiät Tübingen - EKU 
________________________________________________________________________

____ 
Vínculo institucional 
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2004 - 2005    Vínculo: Colaborador , Enquadramento funcional: Estágio voluntário , 
Carga horária: 16,  Regime: Parcial  

 
________________________________________________________________________

____ 
Atividades 
  
11/2004 - 03/2005 Pesquisa e Desenvolvimento, Interfakultäres Institut für Zellbiologie, 

Department of Molecular Biology 
 Linhas de pesquisa: 
 Migração Celular , Moléculas de adesão celular em neurônios 
 
 
 

7. Fundação Zoobotânica do Rio Grande do Sul - FZB/RS 
________________________________________________________________________

____ 
Vínculo institucional 
  
2003 - 2004    Vínculo: Livre , Enquadramento funcional: Bolsista CNPQ- ITI , Carga 

horária: 20,  Regime: Parcial  
 
________________________________________________________________________

____ 
Atividades 
  
04/2004 - 04/2004 Outra atividade técnico-científica, Fundação Zoobotânica do Rio 

Grande do Sul 
 Especificação:  
 Monitora da I Jornada de Iniciação Científica - Meio Ambiente 
 
05/2003 - 05/2004 Estágio, Museu de Ciências Naturais 
 Estágio:  
 Projeto de pesquisa: Estudo florístico comparativo do componente 

arbóreo das formações florestais nas regiões das lagoas do 
Casamento e do Cerro, Planície Costeira do RS.  

 
 
 

__________________________________________________________________________________
____ 
Linhas de pesquisa 
 
1. Biologia Molecular da Memória 
 
2. Memória e Aprendizado 
 
3. Memória em Zebrafish 
 
4. Biologia Molecular da Memória 
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5. Epigenética e Memória 
 
6. Genes Hox em Drosophila melanogaster 
 
7. Migração Celular 
 
8. Moléculas de adesão celular em neurônios 
 
 
 
__________________________________________________________________________________
____ 
Projetos 
 
Projetos de pesquisaProjetos de pesquisa2011 - Atual MECANISMOS EPIGENÉTICOS NA 

FORMAÇÃO DE MEMÓRIA AVERSIVA 
 Situação: Em andamento Natureza: Projetos de pesquisa 
Integrantes: Martina Blank (Responsável); ;  Rafael Roesler 
 
2008 - 2009 Análise da expressão das caderinas 1 e 2 na memória da tarefa de esquiva 

inibitória em zebrafish (Danio rerio) 
 Situação: Concluído Natureza: Projetos de pesquisa 
Alunos envolvidos: Graduação (2); Mestrado acadêmico (1);  
Integrantes: Martina Blank;  Monica Vianna (Responsável) 
Financiador(es): Conselho Nacional de Desenvolvimento Científico e Tecnológico-CNPq, Pontificia 
Universidade Católica do Rio Grande do Sul-PUCRS 
Número de produções C,T & A: 2/  
2006 - Atual Papel de moléculas de adesão celular na plasticidade sináptica responsável pela 

formação de memórias no hipocampo. 
 Situação: Em andamento Natureza: Projetos de pesquisa 
Alunos envolvidos: Graduação (2);  
Integrantes: Martina Blank;  Monica Vianna (Responsável) 
 
2006 - 2006 Moléculas de adesão celular na formação de memórias no hipocampo. 
 Descrição: Caracterização dos mecanismos de adesão celular mediados por moléculas de 
adesão como caderinas e outras CAMs no sistema nervoso envolvidos com o aprendizado e 
manutenção de memórias em roedores. 
Situação: Concluído Natureza: Projetos de pesquisa 
Alunos envolvidos: Graduação (1);  
Integrantes: Martina Blank;  Monica Vianna (Responsável) 
 
2006 - 2007 Moléculas de adesão celular na formação de memórias no hipocampo de 

vertebrados. 
 Descrição: Caracterização dos mecanismos de adesão celular mediados por moléculas de 
adesão como caderinas e outras CAMs no sistema nervoso envolvidos com o aprendizado e 
manutenção de memórias em roedores. 
Situação: Concluído Natureza: Projetos de pesquisa 
Alunos envolvidos: Graduação (2);  
Integrantes: Martina Blank;  Monica Vianna (Responsável) 
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Projetos de desenvolvimento tecnológicoProjetos de desenvolvimento tecnológico2009 - 2011

 Síntese e desenvolvimento pré-clínico de análogos estruturais de um 
antidepressivo tricíclico modificado e de butiratos como compostos terapêuticos 
candidatos para o tratamento de doenças neurológicas e psiquiátricas e câncer 

 Descrição: Auxílio concedido à NeuroAssay Pesquisa e Desenvolvimento Ltda. - Edital 
MCT/SETEC/CNPq No 67/2008 - RHAE - Pesquisador na Empresa.  
Situação: Concluído Natureza: Projetos de desenvolvimento tecnológico 
Integrantes: Martina Blank;  Rafael Roesler (Responsável) 
Financiador(es): Conselho Nacional de Desenvolvimento Científico e Tecnológico-CNPq 
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1. Citologia e Biologia Celular 
2. Biologia Molecular 
3. Morfologia 
4. Memória e Aprendizado 
5. Espectrometria de massas 
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Idiomas 
 
Alemão Compreende  Razoavelmente  , Fala  Razoavelmente , Escreve  Bem , Lê  Bem  
 
Inglês Compreende  Bem  , Fala  Bem , Escreve  Bem , Lê  Bem  
 
Espanhol Compreende  Razoavelmente  , Fala  Razoavelmente , Escreve  Razoavelmente , 

Lê  Razoavelmente  
 
Francês Compreende  Razoavelmente  , Fala  Pouco , Escreve  Razoavelmente , Lê  

Razoavelmente  
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