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"Daqui a vinte anos, vocé ndo terad arrependimento das
coisas que fez, mas das que deixou de fazer. Por isso,

veleje longe do seu porto seguro. Pegue os ventos. Explore.

Sonhe. Descubra”

Mark Twain
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RESUMO

Ao longo dos dltimos anos observou-se um aumento no nimero de idosos no
mundo, com isso faz-se necessario buscar terapias que amenizem 0s danos
relacionados e também elucidar os mecanismos envolvidos neste processo. O
exercicio fisico tem sido sugerido como uma ferramenta importante, nao
farmacoldgica, para atenuar os déficits relacionados a idade. Ainda, estudos
recentes sugerem uma relacdo entre o processo de envelhecimento cerebral e
o desequilibrio de mecanismos epigenéticos, contudo, estes dados ainda nao
sao conclusivos. Sabe-se que o grau de neuroplasticidade varia com a idade e
que as estruturas encefélicas podem responder diferentemente a exposicdo ao
exercicio. Estudos demonstram que o coértex pré-frontal estd envolvido em
funcbes de alta ordem como atencdo, tomada de decisdo e memoria de
trabalho. Portanto, o objetivo deste trabalho foi avaliar os efeitos de diferentes
protocolos de exercicio fisico (sesséo Unica e exercicio diario moderado) sobre
a modulacdo de marcadores epigenéticos em cortex pré-frontal de ratos Wistar
de 3 e 21 meses de idade. Os animais foram submetidos ao protocolo de
sessao Unica (20 minutos) ou o exercicio diario moderado (20 minutos durante
14 dias), 1 hora apos a Ultima sesséo foram eutanasiados. O coOrtex pré-frontal
foi dissecado e a acetilacdo da H4, o conteudo da DNA metiltransferase
(DNMT1 e DNMT3b), assim como a atividade da histona metiltransferase
H3K27 foram analisadas. O protocolo de exercicio diario moderado induziu um
aumento na acetilacdo da H4 em cortices de animais envelhecidos, sem efeitos
no grupo adulto jovem. Os niveis de DNMT3 em coOrtex de animais
envelhecidos aumentaram apds a sessao Unica de exercicio. Os protocolos de
exercicio e o processo de envelhecimento ndo induziram modificacdes
significativas no conteudo de DNMT1 e na atividade de HMT H3K27. Estes
resultados indicam que o cértex pré-frontal de animais de 21 meses sao mais
susceptiveis a alteracbes epigenéticas induzidas pelo exercicio de forma
protocolo dependente. Ainda, é possivel propor que os protocolos de exercicio
avaliados impactem diferentemente os parametros epigenéticos, no entanto,
ndo podemos associar a beneficios especificos induzidos pelo exercicio.

Palavras chave: Envelhecimento, Exercicio, Acetilacdo de histonas, DNA

metiltransferase.



ABSTRACT

Over the past few years the number of elderly people has increased in the
world, therefore it is necessary to search therapies that ameliorate age-related
deficits as well as elucidate the mechanisms involved in this process. Physical
exercise has been suggested as an important non-pharmacological approach to
alleviate the age-related decline. Furthermore, recent studies have suggested a
relationship between the process of brain aging and imbalance of epigenetic
mechanisms, however, these data are not conclusive. It is well described that
prefrontal cortex is involved in higher functions like attention, decision making
and working memory. Then, the aim of this study was to investigate the effects
of two exercise protocols (single session and daily moderate exercise) on the
modulation of epigenetic markers in the prefrontal cortex from Wistar rats of 3-
and 21- months-old. Animals were submitted to single session protocol (20
minutes) or the daily moderate exercise (20 minutes for 14 days), and 1lhour
after the last exercise session animals were euthanized. Prefrontal cortex was
dissected out and acetylation of H4, the content of DNA methyl transferase
(DNMT1 and DNMT3B), as well as histone methyitransferase H3K27 activity
were analyzed. Daily moderate exercise protocol induced an increase in cortical
H4 acetylation of aged rats with no effects in the young adult group. However,
DNMTS3 levels in cortex from aged animals were increased after the single
session protocol. In addition, single session and moderate exercise protocol did
not affect cortical DNMT1 content and HMT H3K27 enzyme activity levels in
both tested age groups. These results indicate that prefrontal cortex of 21-
months-old animals are more susceptible to epigenetic changes induced by
exercise in a protocol-dependent manner. Moreover, it is possible to suggest
that the exercise protocols influence differently epigenetic parameters, however,

itis not possible to link with specific benefits induced by exercise.

Keywords: Aging; cortex; treadmill exercise; histone acetylation; DNA

methyltransferase.



1. Introducao

1.1. Envelhecimento

Nas Ultimas décadas observou-se uma alteracdo no perfil demogréfico
mundial caracterizado pelo envelhecimento acentuado da populacdo (Lima-
Costa e Veras, 2003). O relatério sobre as perspectivas de vida da
Organizacdo das Nacdes Unidas de 2011 destaca que o niumero de pessoas
com 65 anos ou mais superara o de criangas menores de 5 anos antes de 2020
(Organization, 2011). No Brasil, segundo os dados do Instituto Brasileiro de
Geografia e estatistica, idosos com idade igual ou acima de 60 anos
correspondem a 11,8% da populacéo geral. No Rio Grande do Sul, 13,6% da
populagdo total do estado é considerada idosa, sendo o estado brasileiro com a
maior populacdo nesta faixa etaria (Censo, 2010).

O aumento da expectativa de vida é um fendmeno global, em decorréncia
dos avancos na medicina, da tecnologia e 0 acesso ao saneamento basico
(Lima-Costa e Veras, 2003; Silva e Boemer, 2009). Estes fatores contribuem
para o envelhecimento da populacdo e consequente aumento da prevaléncia
de doencas relacionadas a idade, como doencas neurodegenerativas,
diabetes, hipertensdo, doencas cardiacas, osteoporose, dislipidemias, entre
outras, 0 que torna iminente a necessidade de atencdo a populacdo idosa.
Desta forma, o aumento da expectativa de vida € um gerador de desafios a
diversas areas do conhecimento, assim, 0 processo biolégico de
envelhecimento e seus aspectos psicossociais necessitam ser estudados.

O envelhecimento € um processo dindmico e progressivo caracterizado pelo
declinio das funcdes fisioloégicas e bioquimicas, envolve a perda progressiva

dos tecidos e da funcionalidade dos 6rgaos (Flatt, 2012). Durante 0 processo



de envelhecimento, uma perda gradual da capacidade de adaptagdo do
individuo (Mahncke et al., 2006) assim como um prejuizo nas fungcdes motoras
e cognitivas podem ser observadas, tornando o idoso mais susceptivel a um
vasto nimero de enfermidades (Souza et al., 2007; Paradies et al., 2011;
Jurgens e Johnson, 2012).

As células senescentes apresentam falhas no sistema imunoldégico como
também no sistema antioxidante, diminuicdo da plasticidade neuronal,
alteracdes na atividade microglial e mudancas na expressédo de genes (Flatt,

2012).

1.2. Exercicio Fisico

Diversos estudos trazem evidéncias apoiando a hipotese de que
intervencdes ambientais, como alimentacédo e principalmente o exercicio fisico,
podem reverter parcialmente o declinio cognitivo e sintomas depressivos
relacionados ao envelhecimento além de reduzir o risco de neurodegeneragao
(Cotman et al.,, 2007). Nesse contexto, sugere-se 0 exercicio como um
importante instrumento profilatico e terapéutico (Kramer et al., 1999).

Ja existiam relatos sobre algumas atividades as quais poderiam ser
classificadas como atividade fisica. Esta pratica era considerada como um
componente integral da expressdo religiosa, social e cultural, no inicio da
histéria da humanidade (Antunes et al.,, 2006). Ao longo dos dltimos anos
diversos trabalhos enfatizam a importancia do exercicio fisico na melhoria da
qualidade de vida e da autoestima (Duman, 2005). Além disso, estudos
demonstram que a pratica regular do exercicio fisico pode desencadear

diferentes respostas fisiolégicas como alteracbes em parametros



cardiovasculares, respiratérios, (Wilmore e Costill, 2001) e também pode
interferir na sinalizacdo dos fatores de crescimento e marcadores inflamatérios
(Cotman et al., 2007).

Alguns trabalhos sugerem que os efeitos do exercicio sdo dependentes do
protocolo utilizado, podendo variar quanto a intensidade, frequéncia e duracao
(Narath et al., 2001). Em relacdo a intensidade do exercicio, ela pode ser
classificada como leve, moderada e intensa. Essa classificacdo depende da
intensidade do esfor¢o realizado pelo individuo e pode ser mensurada pela
capacidade que o individuo tem de captar e utilizar o oxigénio inspirado para
gerar trabalho, comumente chamada de taxa de consumo maximo de oxigénio
(VO2max) (Hambrecht et al., 1998; Drummond et al., 2005). A intensidade do
exercicio pode ser expressa como percentual do VO2 max ou frequéncia
cardiaca (FC) maxima. Exercicios de intensidade moderada séo realizados a
uma intensidade relativa de 40% a 60% do VO2 maximo, enguanto que
sessfes de treinamento intensas acontecem a mais de 60% do VO2 maximo
(Thompson et al., 2003). Para uma sessao de treinamento moderada ou
intensa a frequéncia cardiaca do individuo deve ser entre 50 e 70% da FC
maxima, jA em sessdes de treinamento intenso a frequéncia desejada sera de
70 a 85% da FC maxima (Tao et al., 2015). Além da intensidade, o exercicio
pode variar quanto a sua motivacdo, podendo ser voluntario ou forcado.
Modelos experimentais de exercicio voluntario, como a roda de livre acesso,
sdo bem consolidados na literatura, porém o controle das varidveis que o
influenciam ndo é tdo preciso (Russell et al.,, 1987). No entanto, protocolos de
exercicio forcado, que normalmente utilizam esteira adaptada, permitem um

maior controle das variaveis (Figura 1) (Radak et al., 2006).



Fig. 1. Esteiraergométrica adaptada para ratos. Adaptado de (Souza et al., 2014)

Em modelos animais, diversos trabalhos tém evidenciado os efeitos
neuroprotetores promovidos pelo exercicio (Radak et al., 2006; Scopel et al.,
2006). Algumas regides encefdlicas como hipocampo, estriado e coértex
recebem maior atencdo dado ao seu maior comprometimento tanto no
envelhecimento saudavel quanto patolégico (Vissing et al., 1996). Entre essas
estruturas, € interessante destacar que o cortex pré-frontal tem papel central
nas funcdes cognitivas superiores, como atencdo, tomada de decisdo e
memoria de trabalho (Liston et al., 2006). Varias evidéncias demonstram que o
processo normal de envelhecimento esta associado ao declinio da memoria e
funcdo executiva, (Bishop et al., 2010; Silver et al., 2011; EIl Haj e Allain, 2012)
além de indicar uma conexdo com a perda de tecido nos cortices frontal,
temporal e parietal (Colcombe et al., 2003; Erickson et al., 2010; Bugg e Head,
2011). Estas regifes apresentam alta atividade neuronal durante o exercicio,
sendo, desta forma, susceptiveis a neuroplasticidade causada pela atividade
fisica (Cheung e Broman, 2000).

Em trabalhos realizados utilizando protocolos voluntarios foi observado que

o livre acesso a roda de corrida atenuou o0 declinio da neurogénese em ratos

envelhecidos quando comparados ao grupo controle (Van Praag et al., 1999).



Além disso, os beneficios promovidos pelo exercicio também sédo observados
em animais jovens. Nestes, 30 minutos de corrida durante 7 dias aumentaram
a proliferacdo celular hipocampal em comparacdo ao controle (Mukuda et al.,
2014).

Desta forma, a pratica regular de exercicio fisico é uma ferramenta
importante na promocdo da neuroprotecdo, uma vez que reestabelece e
melhora a plasticidade no cortex envelhecido além de servir como uma terapia
para reducdo da senescéncia (Colcombe et al., 2004; Navarro, 2004). Com isso
0 estudo dos mecanismos moleculares envolvidos nos efeitos centrais do
exercicio torna-se relevante no meio cientiffico (Radak et al., 2006). Cabe
descrever que 0 exercicio modula processos de transcricdo de genes
envolvidos na plasticidade sinaptica (Schmolesky et al., 2013). Neste contexto,
€ importante citar que 0 exercicio parece aumentar a expressdo de genes de
resposta imediata, como por exemplo, o c-fos (Collins et al., 2009), além do
fator de transcricio CREB (Proteina de ligacdo ao Elemento Responsivo ao
AMPc) (Molteni et al., 2002). Ainda, Selcher e colegas (2001) inferem que a
pratica do exercicio pode aumentar a expressdo génica de muitos
componentes da cascata das proteinas quinases ativadas por mitdgenos
(MAPKS), a qual esta envolvida na plasticidade sinaptica, formacédo de memdéria
e integracdo de mdltiplos sinais extracelulares.

A partir disso, nosso grupo de pesquisa busca estudar os mecanismos de
acao do efeito neuroprotetor de diferentes protocolos de exercicio fisico. Nesse
contexto, observamos que a corrida em esteira diariamente por duas semanas
(60% VO2, protocolo moderado) foi capaz de reduzir o dano induzido por

isquemia in vitro em fatias hipocampais de ratos, podendo ser sugerido como



um protocolo neuroprotetor (Scopel et al., 2006). Esse mesmo protocolo
melhorou o desempenho em teste de memdria aversiva de ratos de 3 e 20
meses, correlacionando este resultado ao conteddo de mediadores
inflamatorios (Lovatel et al., 2012). Recentemente, diversos trabalhos
observaram que ratos exercitados em esteira ergométrica apresentam aumento
significativo na expressédo de sinapsina e sinaptofisina no cortex motor (Garcia
et al.,, 2012), além de induzir um aumento na expressao cortical de fatores
angiogénicos em ratos (Ding et al., 2006).

Existem também evidéncias de que o exercicio fisico altere marcadores
epigenéticos de forma dependente do regime de treinamento utilizado (Gomez-
Pinilla et al., 2011; Lovatel et al., 2012; Elsner et al., 2013), no entanto, sabe-se

pouco sobre os efeitos do exercicio nestes marcadores, em estruturas corticais.

1.3. Epigenética

Epigenética é definida como o estudo das mudancgas estruturais e herdaveis
da cromatina que modificam o fendtipo sem que o genotipo seja alterado
(Rountree et al., 2001; Yoo e Jones, 2006). Estas alteracdes estruturais
ocorrem no DNA, mas também nas proteinas nucleares, especialmente as
histonas. Ha indicios de que processos como aprendizagem, memodria e até o
envelhecimento do organismo seja epigeneticamente modulados (Dos Santos
Santanna et al., 2013; Lovatel et al., 2013). Além da metilacdo e acetilacdo de
histonas além da metilacdo do DNA sao, até entdo, as modificacbes
epigenéticas mais estudadas, uma vez que estas alteracdes podem influenciar

a transcricdo génica (Kouzarides, 2007; Graff e Sanchez-Mut, 2015).



As modificagbes epigenéticas incluem alteragcbes que promovem a
compactacdo ou relaxamento da cromatina, e portanto, modulam o acesso de
fatores de transcricdo e outras proteinas reguladoras as regibes promotoras,
por exemplo. A cromatina consiste em uma unidade de DNA dividida em duas
espirais, as quais se enrolam em torno de um octamero protéico constituido por
quatro pares de proteinas histonicas: H2A, H2B, H3 e H4 (Figura 2) (Luger et
al., 2012). As caudas N-terminais das histonas sofrem uma variedade de
modificagdes pos-transducionais que podem levar & repressdo ou ativagdo da
transcricdo génica (Jarome e Lubin, 2013), entre estas alteracfes estdo a
acetilacdo, metilacdo, fosforilacdo e ubiquitinacdo em diferentes residuos de

aminoacidos (Kimura, 2013).

Fig. 2. Estrutura da cromatina, formada por histonas envolvidas por duas moléculas de DNA,;

Octamero central do nucleossomo, formado por quatro pares de histonas (Graffe Mansuy, 2008)

O estado dinamico de acetilacdo e desacetilacdo de histonas € regulado por
dois grupos de enzimas, as Histonas Acetiltransferases (HAT) e as Histonas
Desacetilases (HDAC), respectivamente. A HAT catalisa a adicdo do grupo
acetil da molécula doadora acetil-coenzima A (acetil-CoA) em lisinas (K) na
cauda N-terminal das histonas. Com isso a cromatina adota uma configuracao

mais aberta, podendo facilitar o processo de transcricdo génica (Yoo e Jones,



2006; Waggoner, 2007). Inversamente, as HDAC desacetilam as lisinas (K) das
histonas, ou seja, removem o0 grupo acetil destas proteinas, ligando-se
fortemente ao DNA, e assim, tornam a estrutura da cromatina mais compacta
(Strahl e Allis, 2000; Turner, 2000).

Como foi descrito inicialmente, as modificacées nas histonas podem levar
ao relaxamento da cromatina e consequente ativacdo da atividade
transcricional, ou entdo ocorre a compactacao resultando em repressao da
transcricdo génica. Este processo esta, geralmente, associado a metilagdo das
histonas, no entanto a metilacdo também pode favorecer a transcricao,
dependendo do residuo de aminoacido que modificado. Por exemplo, metilacdo
de H3K4 em regides promotoras tem geralmente um efeito pro-transcricional,
enquanto que a metilacdo de H3K9 ou 27, possui geralmente efeito repressor.
Os residuos de lisina podem ser mono, di, ou trimetilados e, dependendo do
residuo de lisina metilado, um efeito diferente na transcricdo génica €
observado (Gupta-Agarwal et al., 2014). Por exemplo, di-metilacdo do residuo
de lisina 9 da histona 3 (H3K9me2) promove o silenciamento génico (Gupta et
al., 2010), assim como a tri-metilacdo neste mesmo residuo (H3K9me3).

A metilacdo, nos seus diferentes graus, € um processo catalisado por
grupos enzimaticos denominados, histonas metiltransferases (HMT) e histonas
desmetilases (HDM) (Gupta-Agarwal et al., 2014), as quais promovem uma
regulacdo coordenada da metilacdo especifica e, consequentemente, o0
controle da transcricdo de genes. As histonas metiltransferases transferem
grupo (s) metil da molécula doadora S-adenosilmetionina (SAM) para residuos

de lisina ou arginina das histonas. As HMTs apresentam um alto grau de



especificidade pela lisina e também pelo grau de metilagdo do residuo (Elsner
et al., 2013).

Além das modificacdes em histonas, o DNA também pode ser metilado. A
metilacdo do DNA consiste na adicdo de um grupo metil nos nucleotideos
localizados em regides chamadas de ilhas CpG, esta reacdo é catalisada por
enzimas denominadas DNA metiltransferases (DNMTs). Estas enzimas
transferem o grupo metil da molécula doadora S-adenosilmetionina (SAM) para
a posicao 5 do anel piramidico da citosina, formando 5-metil desoxicitidina e S-
adenosil homocisteina (SAH), processo que resulta na reducdo da transcricao
génica (Figura 3) (Reik et al., 1999). Ha 2 familias de DNMTs: as DNMTs de
manutencdo, responsaveis por manter os padres de metilacdo durante o
processo de replicacdo celular, incluindo DNMT1, que utiliza como substrato
DNA hemi-metilado; e as DNMTs com funcdo de metilacdo propriamente dita
dos genes (mecanismo denominado como metilagdo de novo), as DNMT3a e
DNMT3b, as quais estdo envolvidas na transferéncia de grupos metil para
sitios previamente ndo metilados (Reik et al., 1999). Este processo
normalmente reprime a transcricdo génica, no entanto, ndo existem indicios
que isso aconteca em todas as situacdes (Guenther et al., 2007; Graff e

Sanchez-Mut, 2015).
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Fig. 3. Metilacdo do DNA. Conversao da citosinaem 5' metil-citosina através da acao da DNMT, que

que catalisa a transferéncia o grupo metil da molécula doadora SAM para a posigao 5’ do anel piramidal

da citosina. Amolécula doadora SAM é convertida a SAH. (Zakhari, 2013)

1.3.1. Epigenética e envelhecimento

Diversos estudos tém demonstrado que o envelhecimento pode induzir
modificacdes epigenéticas e consequentemente modular a expressédo de genes
especificos, o que pode influenciar em processos fisiolégicos e fisiopatoldégicos
envolvidos neste processo (Walker et al., 2013; Chisholm e Sohrabji, 2016). A
partir disso, nosso grupo de pesquisa tem buscado elucidar os mecanismos
epigenéticos associados ao processo de envelhecimento normal em modelos
experimentais.

Recentemente, em um estudo que avaliou o perfil de acetilacdo da histona
H4 em hipocampo de animais envelhecidos observamos a existéncia de um
estado hipoacetilado desta histona. E relevante destacar que a presenca deste
estado hipoacetilado pode indicar um desequilibrio entre as atividades das
enzimas HAT e HDAC (HAT/HDAC) a favor da HDAC. A perda deste balanco
(HAT/HDAC) parece ser um mecanismo critico e decisivo envolvido na
disfungdo e na toxicidade neuronal, fatores relacionados a desordens
neurodegenerativas e ao envelhecimento (Saha e Pahan, 2006; Elsner et al.,

2011; Dos Santos Sant’'anna et al., 2013).
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Estudos também indicam que a metilagdo de histonas pode regular a
expressdo de genes envolvidos no processo de envelhecimento (Kuzumaki et
al., 2010). A metilacdo da lisina 27 na histona 3 (H3K27), seja mono-, di- ou tri-
metilacdo, € um marcador de repressdo da transcricdo génica descrito por
diversos autores (Delcuve et al., 2012; Lui et al., 2014). Esta alteracdo é
catalisada por uma familia de HMTs identificadas como complexo repressor
polycomb (“polycomb repressive complex 2°, PRC2). Uma das subunidades
cataliticas deste complexo metilador é o “Enhancer of zeste homolog 2” (EZH2)
(Mozzetta et al., 2015).

Além de estar presente na regulacdo de diversos mecanismos celulares
envolvendo o cancer (Bracken et al., 2003; Wei et al., 2011; Li et al., 2013), a
metilacdo da H3K27 também €& Iimportante durante o processo do
envelhecimento. Wang e colegas (2010) avaliaram o efeito da idade em
cérebro de camundongos envelhecidos e observaram um padrdo de
hipermetilagdo da H3K27me3, indicando um silenciamento génico durante o
envelhecimento. Estes dados podem estar relacionados aos de Kuzumaki e
colaboradores (2010), que observaram um aumento da H3K27me3 hipocampal
no promotor do gene “doublecortin” (DCX), um marcador de diferenciagao
neuronal, durante o0 envelhecimento. Ainda, avaliaram o perfil de
metiltransferases no hipocampo, durante o envelhecimento. Neste trabalho ndo
foi possivel identificar nenhuma alteracdo na expressdo do mRNA do EZH2. Os
autores sugerem que, o envelhecimento possa alterar a metilacdo de histonas,
sem efeito sobre as histonas metiltransferases no hipocampo (Kuzumaki et al.,
2010). Apesar disso, h& trabalhos que descrevem a importancia das HMTs em

diversos mecanismos regulatorios cruciais para 0S processos celulares,
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indicando que um desequilibrio entre as proteinas desmetiladoras e estes
complexos metiladores podem ser determinantes para o prognostico de
desordens neuroldgicas (Li et al., 2013; Mozzetta et al., 2015). Recentemente,
nosso grupo de pesquisa demonstrou que o exercicio fisico pode modular a
metilacdo da H3K9, em hipocampos de animais jovens e envelhecidos (Elsner
et al., 2013), uma marca possivelmente repressora, assim como a H3K27.
Cabe destacar que, trabalhos que avaliem as enzimas metiladoras de histonas
durante o envelhecimento normal sdo escassos, assim como o impacto do
exercicio fisico neste processo.

E interessante ainda ressaltar o envolvimento de DNMTs durante o
envelhecimento. Recentemente demonstramos que hipocampos de ratos
Wistar de 20 meses apresentaram uma reducdo no conteudo da enzima
DNMT1, quando comparados aos controles adultos jovens (3 meses),
sugerindo uma reducdo nos niveis de metilacdo do DNA. Nossos achados
podem estar relacionados aqueles obtidos por Lopatina e colegas (2002), os
quais descreveram uma diminuicdo na atividade da DNMT1 em fibroblastos
humanos senescentes. Estes dados sugerem que modificacdes nos niveis de
metilagdo do DNA durante o processo de envelhecimento podem ser
decorrentes de alteracdes no conteudo e na atividade das enzimas DNMTSs.

E importante destacar que agentes que promovam modificacdes no perfil
epigenético podem estar associadas a melhora dos déficits relacionados a
idade. O exercicio fisico parece ser um recurso terapéutico promissor no
tratamento de desordens neurodegenerativas, e assim contribuir para a

melhora da qualidade de vida destes pacientes (Saha e Pahan, 2006).



13

1.3.2. Epigenética e exercicio fisico

Uma vez que 0 exercicio € proposto como terapia promissora para atenuar
os sintomas do envelhecimento, nosso grupo busca avaliar o efeito de
diferentes protocolos de exercicio. Demonstramos recentemente, que o0
exercicio fisico altera a atividade de HATs e HDACs no hipocampo de ratos
Wistar adultos exercitados. A sesséo uUnica de exercicio diminuiu a atividade da
HDAC, aumentou a atividade da HAT na histona H4 e aumentou o balanco da
relacdo HAT/HDAC, um indicativo de hiperacetilagdo de histonas (Elsner et al.,
2011). Estes dados apoiam a hipotese de que os efeitos do protocolo de
exercicio (sessao Unica) podem estar relacionados, pelo menos em parte, com
a modulacdo da atividade da HAT e da HDAC. No entanto, o exercicio diario
moderado (duas semanas) aumentou a atividade da HAT na histona H4 nos
animais exercitados quando comparado aos sedentarios, indice que pode
indicar um aumento na acetilagdo, mas nao alterou a atividade da HDAC e nem
o balanco HAT/HDAC (Elsner et al.,, 2011). O fato de o exercicio alterar
diferentemente a atividade da HAT na histona H4, e ndo ter efeito na histona
H3 pode ser explicado pelo grau de especificidade da HAT proposto por Turner
(2000), sendo que os efeitos desta enzima dependem das histonas nas quais
agem. Este protocolo de exercicio diario também impactou animais
envelhecidos uma vez que maiores niveis de acetilagdo da histona H4 foram
observados em hipocampo de ratos de 21 meses de idade (Lovatel et al.,
2013). Ainda, nosso grupo demonstrou o efeito do exercicio fisico em dois
protocolos de exercicio em esteira ergométrica no cortex frontal de ratos

Wistar. A sessdo Unica de exercicio aumentou a atividade da HAT, enquanto
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gue, o protocolo moderado diario reduziu a atividade da HDAC em cértex
frontal de ratos adultos (Spindler et al., 2014).

Ha evidéncias relevantes sobre a relacdo das DNMTs com exercicio. Tem
sido proposto na literatura que uma sessdo Unica de exercicio pode reduzir o
contetado hipocampal das enzimas DNMT1 e DNMT3b em animais adultos. No
entanto estes niveis ndo foram modificados pelo protocolo diario. Rodrigues et
al. (2015) demonstrou, em ratos Wistar, que o exercicio de natacdo durante 4
semanas (20 sessdes) reverteu parcialmente a reducéo da metilagao global em
hipocampo induzida pelo isolamento social, um modelo de estresse. E
interessante descrever que, em humanos, houve uma maior metilacao
periférica de DNA em individuos que realizam aproximadamente 30 minutos
diarios de atividade fisica, quando comparados aos que realizam menos do que
10 minutos (Zhang et al., 2011; Horsburgh et al., 2015). Os diferentes perfis de
metilacdo do DNA decorrentes da natacdo e da esteira mostram que o tipo e 0
protocolo de exercicio sdo importantes na modulacdo desse marcador
epigenético,

E interessante notar que as modificacdes epigenéticas discutidas ja foram
associadas a melhorias das fungdes cerebrais apds o exercicio, no entanto
estes resultados foram focados apenas em hipocampos (Elsner et al., 2011;
Dos Santos Sant'anna et al., 2013; Elsner et al., 2013; Lovatel et al., 2013).
Assim é importante avaliar o efeito do exercicio fisico no cortex pré-frontal de
ratos Wistar no que diz respeito aos niveis de acetilacdo da histona 4 (H4) e

sobre o conteido de DNMTs em diferentes fases do desenvolvimento e ainda a

atividade da histona metiltransferase H3K27.
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2. Hipotese

Nossa hipotese de trabalho é que o exercicio fisico possa alterar
diferentemente os niveis de acetilacao global da H4 e do contetdo das DNMTs
além da atividade da enzima HMT/H3K27 em cortex pré-frontal de animais

jovens e em animais envelhecidos.

3. Objetivos

3.1 Objetivo Geral

Estudar o efeito do envelhecimento sobre a acetilagdo global da H4, sobre
as enzimas metiladoras de DNA (DNMT1 e DNMT3b) e metiladoras da histona
3 na lisina 27 (KMT/H3K27) em cortex de ratos Wistar submetidos a diferentes

protocolos de exercicio fisico.

3.2. Objetivos Especificos

— Quantificar os niveis de acetilacdo global da H4 em cortex de ratos
Wistar de 3 e 21 meses de idade submetidos a diferentes protocolos
de exercicio fisico.

— Auvaliar a atividade da enzima KMT/H3K27 em cortex de ratos Wistar
de 3 e 21 meses de idade submetidos a diferentes protocolos de
exercicio fisico.

— Quantificar o conteido de DNMT1 e DNMT3b em cértex de ratos
Wistar de 3 e 21 meses de idade submetidos a diferentes protocolos

de exercicio fisico.
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4. Material e Métodos

4.1. Animais

Para este estudo foram utilizados no total, 40 ratos Wistar. Os animais
utilizados neste trabalho tinham diferentes idades (ratos jovens de 3 meses de
idade e ratos envelhecidos de 21 meses de idade). O projeto foi aprovado pela
Comisséo de Etica no Uso de Animais (CEUA) da Universidade Federal do Rio
Grande do Sul, sob n® 21449.

Os animais foram fornecidos pelo Centro de Reproducéo e Experimentagao
de Animais de Laboratério (CREAL) da UFRGS. Eles foram alocados em
grupos de no maximo 5 em caixas de Plexiglass, forradas com maravalha e
foram mantidos em condi¢des padréo (ciclo de 12 h claro/escuro), com controle
da temperatura (21 £ 2° C) e 4gua e comida fornecidas a vontade.

Neste estudo, foram utilizados animais de 2 idades, realizados 2 protocolos
de exercicio em animais sedentério (SED) ou exercitados (EXE) (2x2x2=8).
Portanto, foram 8 grupos experimentais (n=5):

- Animais 3 meses (adulto jovens); sessao Unica de exercicio; SED

- Animais 3 meses (adulto jovens); sessédo Unica de exercicio; EXE

- Animais 3 meses (adulto jovens); protocolo diario moderado; SED

- Animais 3 meses (adulto jovens); protocolo diario moderado; EXE

- Animais 21 meses (envelhecidos); sessao unica de exercicio; SED

- Animais 21 meses (envelhecidos); sessédo Unica de exercicio; EXE

- Animais 21 meses (envelhecidos); protocolo diario moderado; SED

- Animais 21 meses (envelhecidos); protocolo diario moderado; EXE

Todas as medidas necessarias a fim de minimizar o nimero e o sofrimento

dos animais foram tomadas. Todos 0s experimentos se mantiveram dentro dos
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critérios e normas estabelecidos na Lei Arouca (11.794) e no “Guide for Care

and Use of Laoratory Animals” (NIH publicagdo n° 80-23, revisado em 1996).

4.2. Treinamento dos Animais

O treinamento dos animais foi realizado sempre no periodo da tarde entre
14 e 17 horas (Spindler et al., 2014). Este treinamento consistiu em corrida em
esteira ergométrica adaptada para ratos. A esteira utilizada continha oito pistas
individuais separadas entre si por divisérias de acriico (INBRAMED TK 01,
Porto Alegre, Brazil) (Scopel et al., 2006; Cechetti et al., 2007).

Para determinar a velocidade de corrida durante os treinos foi utilizada a
medida de consumo maximo de oxigénio indireto (VO2max) (Brooks e White,
1978). Cada animal correu na esteira a uma velocidade inicial baixa seguida
por incrementos de 5 m/min a cada 3 min até atingir seu ponto de exaustao
(incapacidade do rato em continuar a correr — tempo de fadiga). O tempo de
fadiga (em minutos) e a velocidade maxima (em m/min) foram tomados como
100% capacidade de exercicio e utilizados para a mensuracdo de VO2max
indireto. Todos os animais foram treinados a uma intensidade 60% do VO2méax
(Elsner et al., 2011).

Os animais de 3 e de 21 meses de idade foram distribuidos em grupos
exercitados (EXE) ou sedentarios (SED). Ao final dos diferentes protocolos,
sessdo Unica e exercicio diario, os animais do grupo SED e EXE foram
decapitados 1 hora ap0s a Ultima sessdo. Os animais SED foram transportados
para a sala de experimentos e foram manipulados exatamente como o0s
animais EXE, pelo mesmo tempo, porém sem realizar a corrida, sendo

submetidos a esteira sem movimento durante 5 minutos. Além disso, todos os



18

animais foram habituados ao aparato de treino um dia antes para minimizar o
estresse, sendo colocados na esteira desligada por 5 minutos (Cechetti et al.,

2007).

4.2.1. Sessao Unica

Os animais submetidos a sessdo Unica de exercicio, correram na esteira
durante 20 minutos e foram eutanasiados 1h apo6s a sessdo (Figura 4). Os
primeiros minutos foram destinados a elevacdo da velocidade e os minutos
finais para a diminuicdo desta. Nos primeiros 4 minutos de exercicios a
velocidade foi de 7,36 m/min para os animais adultos jovens e 5,08 m/min para
os animais envelhecidos, aumentando para 11,04 m/min (adultos jovens) e
7,62 m/min (envelhecidos) nos proximos 12 minutos. A velocidade nos 4

minutos finais foi de 7,36 m/min (adultos jovens) e 5,08 m/min (envelhecidos).

12 SESSAO FIM 12 SESSAQO

1°DIA

EUTANASIA

Fig. 4. Representacdo graficadalinha de tempo do protocolo sess&o Unica

4.2.2. Protocolo de Exercicio Diario Moderado
No treinamento diario de exercicio moderado, 0s animais correram na
esteira diariamente, durante 20 minutos, por duas semanas e foram

eutanasiados 1h apos a Ultima sesséo (Figura 5). Os dois primeiros dias foram
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treinos de adaptacdo para os animais. A velocidade inicial foi de 6,85 m/min
para 0 grupo adultos jovens e 5,17 m/min para os animais envelhecidos, dois
minutos apos houve um incremento na velocidade para 8,56 m/min (adultos
jovens) e 6,46 m/min (envelhecidos), esta velocidade permaneceu constante
pelos proximos 4 minutos, entdo um segundo aumento na velocidade que
permaneceria por mais 8 minutos, 10,28 m/min (adultos jovens) e 7,75 m/min
(envelhecidos). Os minutos finais foram utilizados para desaceleragéo, 8,56
m/min (adultos jovens) e 6,46 m/min (envelhecidos) nos proximos 4 minutos e
0s 2 minutos finais a 6,85 m/min (adultos jovens) e 5,17 m/min (envelhecidos).

Apés os dois dias de adaptacdo a sessdo se iniciou com 6,85 m/min
(adultos jovens) e 5,17 m/min (envelhecidos) por 4 minutos, 12 minutos a 10,58
m/min (adultos jovens) e 7,75 m/min (envelhecidos) e finalizando com 6,85
m/min (adultos jovens) e 5,17 m/min (envelhecidos) nos dltimos 4 min.

12 SESSAO ULTIMA SESSAO

1° DIA

14° DIA

]
1
1
]
1
EUTANASIA

Fig. 5. Representacao graficadalinha de tempo do protocolo exercicio diario moderado

4.3. Preparacédo das Amostras

Os animais foram decapitados em ambiente apropriado (baixa
luminosidade, silencioso e longe de outros animais) por pesquisador com
treinamento e experiéncia. O ambiente foi cuidadosamente higienizado antes

do ingresso do animal na sala. Os animais foram submetidos & decapitagéo,



20

método aceito com restricdo, conforme as “Diretrizes da Pratica de Eutanasia
do CONCEA".

A decapitacdo foi realizada em guilhotina adaptada para roedores (Insight®)
sem anestesia prévia para ndo alterar bioquimicamente as estruturas
estudadas. Os animais foram decapitados 1 hora apds a sessdo Unica de
exercicio e a 1 hora apdés a Ultima sessao de exercicio diario moderado (Elsner
et al., 2011; Gomez-Pinilla et al., 2011), posteriormente, o encéfalo foi removido
e 0 cortex rapidamente dissecado, congelado em N2 liquido e armazenado a -
80°C até arealizacdo dos ensaios bioquimicos.

Para realizacdo dos ensaios, as amostras foram homogeneizadas de
acordo com as especificacdes do fabricante dos kits utilizados. A concentracao
de proteina para cada amostra foi determinada pelo método de Bradford,

usando albumina bovina como padréo (Bradford, 1976).

4.4. Quantificacdo dos marcadores epigenéticos
4.4.1. Quantificacdo dos niveis de acetilacao global da histona 4 (H4)
Os niveis globais de acetilacdo da histona H4 globais foram
determinados usando um kit de deteccdo colorimétrica (Histone H4 Global
Acetylation Assay Kit, #P-4009, EpiQuik EUA), sendo que todos os
procedimentos foram realizados de acordo com as instru¢des do fabricante. Os
cortices foram homogeneizados com tampéo de lise especifico para extracdo
nuclear seguido de extracdo de histona. Apos as incubacdes com TCA, HCl e
acetona e algumas centrifugacdes, o pellet foi utiizado para a deteccdo da
acetilacdo da H4. As amostras foram incubadas com o anticorpo de captura

seguido por anticorpo de deteccdo. Depois, as amostras foram incubadas com
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solucdo de revelagcdo. A solugdo de parada foi adicionada e a absorbancia foi
medida num leitor de microplacas (450 nm) (Sui e Li, 2010; Lovatel et al.,

2013).

4.4.2. Determinacdo da atividade da enzima metiladora da H3K27
(KMT/H3K27)

O efeito do exercicio sobre a atividade da enzima HMT/H3K27 foi
mensurado, através de um kit de deteccdo colorimétrica (catalogo #P-3005,
Epigentek®), sendo que todos os procedimentos foram realizados de acordo
com as instrugdes do fabricante.

Neste ensaio as amostras foram incubadas com anticorpo com afinidade
pelas HMT/H3K27 por 60 minutos e entdo a placa contendo a amostra ligada
ao anticorpo passou por sucessivas lavagens a fim de descartar o anticorpo
que nado se ligou corretamente. Entdo foi adicionado o anticorpo de captura.
Depois de mais lavagens o anticorpo de deteccéo foi adicionado e realizado a
leitura, apdés adicdo da solucdo para desenvolvimento da cor, em um leitor
colorimétrico a um comprimento de onda de 450nm, por 2-15 minutos (Batra e
Devasagayam, 2012; Liu et al., 2015).

4.4.3. Quantificacdo do conteudo de DNA metiltransferase 1 e 3b
(DNMT1 e DNMT3b)

A guantificagdo do conteudo de DNMT1 e DNMT3B foi mensurada através
de um kit de deteccéo colorimétrica (catalogo #P-3011 e #P-3013, Epigentek®),
sendo que todos os procedimentos foram realizados de acordo com as
instrugcdes do fabricante.

Para este ensaio foi realizado a extracdo nuclear. Em seguida as amostras

foram incubadas (1-2 horas) na placa revestida com anticorpos com afinidade a
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DNMT. Os anticorpos adsorvidos na placa ligaram-se ao substrato presente na
amostra. A placa contendo a amostra ligada ao anticorpo passou por
sucessivas lavagens a fim de descartar o anticorpo que nao foi corretamente
ligado. Apos foi adicionado o anticorpo de detecgéo e realizada a leitura em um
leitor colorimétrico a um comprimento de onda de 450nm. A quantidade de
DNMT foi proporcional a intensidade do desenvolvimento da cor (Roll et al.,

2008; Elsner et al., 2013; Yang et al., 2015).

5. Analise estatistica

Ao final dos experimentos, os dados coletados foram armazenados e
organizados em uma planilha (Microsoft Excel). Os resultados foram analisados
quanto a sua normalidade utilizando o teste de Kolmogorov-Smirnov. Dados
que seguiram a distribuicdo normal foram analisados por Analise de Variancia
(ANOVA) de duas vias, seguido de post hoc de Duncan, onde foram
considerados os fatores idade e exercicio. Para estas analises foi utilizado o
programa estatistico Statistical Package for the Social Science (SPSS), versao
20.

Os resultados cuja distribuicdo foi ndo paramétrica foram analisados através
do teste Kruskal-Wallis, seguido de post hoc de Dunn. Estes testes foram
realizados utilizando o software Graph Pad Prism 6.0 (GraphPad Software, La
Jolla, CA).

Todos os resultados foram apresentados em porcentagem de controle onde
foi adotado como 100% o grupo adulto jovem sedentario. Dados paramétricos

foram expressos em média + desvio padrdo. Os dados ndo paramétricos foram
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expressos em medianas (intervalos interquartis 25/75). Em o0s testes a
diferenca foi considerada significativa quando p<0,05.
6. Resultados

6.1. Acetilagdo global da histona h4

Os niveis de acetilacdo global da histona H4 ndo modificaram
significativamente apds a sessao Unica de exercicio (Figura 6a). O protocolo de
exercicio diario moderado alterou os niveis de acetilacdo global no cértex
frontal dos animais de 21 meses de idade. Foi observado que os animais
envelhecidos tém maiores niveis de acetilacdo de H4 comparado aos animais
sedentarios de 21 meses e animais exercitados de 3 meses de idade (KW=

13,51; p=0,0037) (Fig. 6b)
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Figura 6. Efeito da sessado Unica de exercicio (A) e do exercicio diario moderado (B) sobre os
niveis de acetilacdo global da histona H4 em coértex frontal de ratos Wistar de 3 e 21 meses. Os
resultados foram determinados por Kruskal-Wallis e estdo expressos em medianas (intervalos

interquartis 25/75). (p<0,05; n=4-5 animais por grupo)

6.2. Atividade da enzima HMT H3K27
Nao foi possivel identificar diferencas significativas na atividade da enzima
HMT H3K27 nos protocolos de treinamento realizados, sessdo Unica e

exercicio diario moderado (Figura 7).
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Figura 7.
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Figura 7. Efeito da sessdo Unica de exercicio (A) e do exercicio diario moderado (B) sobre a
atividade da enzima HMT H3K27 em coértex frontal de ratos Wistar de 3 e 21 meses. Os
resultados foram determinados por Kruskal-Wallis e estdo expressos em medianas (intervalos

interquartis 25/75). (p<0,05; n=4-5 animais por grupo).
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6.3. Contetdo de DNMT1 e DNMT3b

ANOVA de duas vias indicou uma interacdo entre os fatores idade e
exercicio no conteudo da DNMT3b (p=0,045) (Fig. 8a). Os animais de 21
meses apresentam niveis elevados desta DNMT em resposta ao exercicio.
Contudo, no protocolo de exercicio diario moderado ndo foram observadas
diferencas significativas em relacdo ao conteddo de DNMT3b (Figura 8b).

O conteudo de DNMT1 néo foi estatisticamente significativo nem na sessao

Gnica nem no protocolo de exercicio diario moderado (Figura 9).
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Figura 8.
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Figura 8. Efeito da sessé&o Unica de exercicio (A) e do exercicio diario moderado (B) sobre o
contetido de DNMT3b em cdrtex frontal de ratos Wistar de 3 e 21 meses. # - Interagdo entre os
fatores idade e exercicio. Os resultados foram determinados por ANOVA de duas vias e estao

expressos em porcentagem de controle como média + desvio padrao. (p<0,05; n=4-5 animais

por grupo).
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Figura 9.
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Figura 9. Efeito da sessé&o Unica de exercicio (A) e do exercicio diario moderado (B) sobre o
conteido de DNMT1 em cortex frontal de ratos Wistar de 3 e 21 meses. Os resultados foram
determinados por ANOVA de duas vias e estdo expressos em porcentagem de controle como

média + desvio padrdo. (p<0,05; n=4-5 animais por grupo)
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7. Discussao

A susceptibilidade do coértex pré-frontal a intervengdes comportamentais,
como o exercicio e enriquecimento ambiental jA foi descrita na literatura
(Brockett et al., 2015; Darna et al., 2015). Além disso, é importante considerar
que essa regido cerebral esta intimamente envolvida na regulacdo de fungbes
motoras (Ding et al., 2006) e também de processos cognitivos (Hillman et al.,
2008). No entanto, como abordado anteriormente, estudos que avaliem o
envolvimento do coOrtex nas modificagbes epigenéticas, em resposta ao
exercicio, especialmente durante o envelhecimento, sdo escassos. A partir
disso, este trabalho traz dados importantes sobre a susceptibilidade cortical ao
exercicio e também ao processo de envelhecimento. Os resultados
apresentados neste estudo corroboram a hipétese de que o coOrtex de animais
envelhecidos seja mais susceptivel aos efeitos de um protocolo de exercicio
fisico moderado.

O exercicio em esteira ergométrica adaptada parece modular 0s processos
de acetilacdo de histonas, mais especificamente da H4, uma vez que foram
observados maiores niveis de acetilacdo H4 em animais envelhecidos apés o
exercicio diario moderado (Figura 6b). Além disso, os protocolos de exercicio
empregados neste estudo parecem influenciar diferentemente os marcadores
epigenéticos avaliados, uma vez que somente no protocolo sessao unica foram
observadas alteracdes no processo de metilacdo de DNA, envolvendo a
DNMT3b (Figura 8b).

Neste estudo n0s demonstramos que o0 exercicio diario moderado induziu
modificac6es nos niveis de acetilacdo global de H4 em cortex de animais de 21

meses de idade (Figura 6b). Recentemente, noSso grupo de pesquisa observou
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gue o mesmo protocolo de exercicio diario moderado foi capaz de induzir um
aumento na acetilacdo global de H4 em hipocampo de animais envelhecidos
(Lovatel et al., 2013). Este aumento na acetilacdo global de H4 ainda foi
correlacionado positivamente com uma melhora no desempenho do teste da
esquiva inibitéria. Ja esta descrito na literatura que a evocacdo de memorias
extintas depende de fatores contextuais e que esta evocacdo pode ser
mediada através de um circuito que envolve estruturas como o cértex pré-
frontal e hipocampo (Sotres-Bayon et al., 2004). De acordo, também é descrito
na literatura a existéncia de um circuito cortical que passa através do talamo
diretamente para o hipocampo, neste circuito o cértex pré-frontal pode controlar
a especificidade da reaquisicio da memodria (Xu e Sudhof, 2013).
Considerando a relacdo entre o hipocampo, cortex pré-frontal e memodria,
podemos sugerir que modificacbes observadas no cortex pré-frontal também
podem estar relacionadas com a melhora da memoria aversiva em animais
idosos.

Ao contrario dos animais envelhecidos, os niveis corticais de acetilacdo de
H4 em animais de 3 meses de idade ndo foi influenciado pelos protocolos de
exercicio avaliados (Figura 6). Dados da literatura corroboram a hipotese de
gue o exercicio em esteira € incapaz de induzir modificacBes significativas nos
niveis de acetilacdo em animais adultos jovens. Em relacéo a histona H3, ja se
observou que o exercicio em esteira ndo altera os niveis de acetilagdo desta
histona (Patki et al., 2014). Spindler e colaboradores (2013) relataram que o
exercicio diario moderado reduz a atividade global de HDAC cortical de ratos
jovens de 3 meses. Apesar deste perfil de atividade reduzida da HDAC indicar

um ambiente favoravel a hiperacetilacdo, os dados apresentados sugerem que
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o exercicio influencie outros substratos como alguns componentes da
magquinaria transcricional (Imhof et al., 1997; Bannister et al., 2000; Spindler et
al., 2014), uma vez que o exercicio ndo alterou os niveis de acetilacdo cortical
de H3 e também de H4 de animais jovens.

Ainda, ndo foram observadas alteracGes significativas na atividade da
enzima HMT H3K27 (Figura 7). De modo geral, o envelhecimento € associado
a um padréo de hipermetilagdo de H3K27, indicando atividade elevada da HMT
H3K27 (Wang et al.,, 2010). EZH2, uma histona metiltransferase, ja foi
associado a doencas neurodegenerativas, como a ataxia-telangiectasia. Além
disso, um desequilibrio entre o0s complexos metiladores podem ser
determinantes para o progndstico de desordens neurolégicas (Li et al., 2013;
Mozzetta et al., 2015). Kuzumaki e colaboradores (2010) avaliaram o perfil de
metiltransferases no hipocampo, durante o envelhecimento, mas nao
identificaram alteragbes na expressdo do mRNA do EZH2. Em acordo, nés
sugerimos que o envelhecimento normal ndo esteja envolvido com alteragbes
em histonas metiltranferases. No entanto ndo podemos excluir a influéncia do
envelhecimento na metilacdo de outras lisinas, uma vez que, como ja
mencionado, a metilacdo de histonas é sitio-especifica.

E interessante destacar, que o contetdo cortical de DNMT3b de animais
envelhecidos foi alterado em resposta ao protocolo de sessao unica (Figura
8a). Uma vez que dados prévios ndo observaram alteracdes significativas no
conteddo hipocampal de DNMT3b em animais de 20 meses de idade
exercitados (Elsner at al., 2013), nés podemos sugerir um efeito estrutura e
idade dependente na modulacdo deste parametro. Além disso, alguns

trabalhos na literatura observam que o cértex envelhecido é mais susceptivel a
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alteracdes funcionais (Berchicci el al., 2013; Tennat et al., 2015). Berchicci e
colaboradores (2013), avaliaram o efeito de um protocolo de exercicio nas
funcbes executivas mediadas pelo cértex pré-frontal durante o processo de
envelhecimento e observaram que o exercicio fisico ndo afeta a atividade do
cortex pré-frontal de individuos jovens, mas seus efeitos sdo evidentes em
participantes com mais de 38 anos de idade. Considerando estes achados, nos
podemos sugerir que o cortex pré-frontal de animais envelhecidos seja mais
susceptivel também a alteracdes epigenéticas.

Contrariamente, os fatores avaliados neste estudo néo influenciaram no
conteudo cortical de DNMT1 dos animais adultos jovens ou envelhecidos
(Figura 9). Assim como DNMT3b, os niveis de DNMT1 exibem um padréo
diferente do observado no hipocampo, onde demonstrou-se que o0
envelhecimento reduz o conteudo de DNMT1 em ratos Wistar, e ainda que em
animais adultos o conteido de DNMT1 hipocampal foi reduzido ap6s a sesséo
anica de exercicio (Elsner et al., 2013). Recentemente, (Kashimoto et al., 2016)
mostrou que 60 min de natacdo sdo capazes de aumentar a metilacdo global
do DNA no hipotalamo, sem um efeito significativo no hipocampo e no cortex.
Esse mesmo grupo demonstrou que o0 protocolo de exercicio reverteu
alteracdes no perfil de metilacdo global do DNA induzida pelo estresse no
hipocampo, cortex e substancia cinzenta periaquedutal (PAG), modulando a
expressdo de DNMT1 e de genes do fator neurotrofico derivado do encéfalo
(BDNF) (Rodrigues et al., 2015)

Por fim, mas ainda de grande relevancia ao estudo, observamos um efeito
protocolo dependente observado no perfil de acetilacdo da H4 (Figura 6b) e do

contetdo de DNMT3b (Figura 8a). Como abordado anteriormente, alguns
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trabalhos sugerem que os efeitos do exercicio sdo dependentes do protocolo
utilizado, estes podendo variar quanto a intensidade, frequéncia e duracédo
(Narath et al., 2001; Garcia et al., 2012). Achados prévios sustentam a ideia de
que existem efeitos dependentes do protocolo de exercicio em parametros
epigenéticos. Por exemplo ja foram descritas diferencas quanto a atividade das
enzimas acetiladoras e desacetiladoras no hipocampo e cortex de ratos Wistar
adultos jovens em dois protocolos de exercicio (sessdo Unica e diario
moderado) (Elsner et al., 2011; Spindler et al., 2014).

Considerando os dados apresentados, ndo podemos identificar o impacto
fisiologico das alteracdes epigenéticas em resposta ao exercicio fisico. No
entanto, dados na literatura indicam que a transcricdo genes, como por
exemplo o BDNF, esteja associada ao processo de acetilacdo de histonas
(Mendelsohn, e Larrick, 2012). A partir disso, podemos inferir que as
modificacbes epigenéticas observadas no cortéx pré-frontal possam
representar alteragbes na transcricdo génica, assim como no hipocampo.
Contudo, s@o necessarios mais estudos para que possamos estabelecer quais

sao os beneficios especfificos promovidos pelo exercicio.
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8. Conclusdes
Este estudo fornece dados importantes sobre as modificacGes epigenéticas
induzidas pelo exercicio no cortex pré-frontal. Embora a relevancia de nossas
descobertas ainda ndo possa ser associada a beneficios especificos
promovidos pelo exercicio, podemos propor que diferentes protocolos de
exercicios impactem os parametros epigenéticos corticais diferentemente. Além
disso, cortices de animais envelhecidos sdo mais susceptiveis a alteracfes
induzidas pelo exercicio, atravées da modulacdo da acetilagdo de histonas e do
conteudo de DNMTSs.
Até onde temos conhecimento, nosso estudo fornece evidéncias inéditas

sobre os efeitos do exercicio em marcadores epigenéticos durante 0 processo

de envelhecimento.
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