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RESUMO

O envelhecimento da populagdo mundial aumentou o interesse na busca pelos
mecanismos fisioldgicos e bioquimicos envolvidos no processo do envelhecimento
saudavel e por estratégias preventivas e terapéuticas de doencas relacionadas a
idade. O envelhecimento cerebral alterou a atividade global de histona desacetilases
(HDAC), enzima envolvida nos niveis de acetilacdo de histonas, marca epigenética
relacionada com a expressao génica. Nosso grupo de pesquisa demonstrou que o
protocolo de exercicio fisico diario em esteira reduziu a atividade global da HDAC no
cortex frontal imediatamente e 1 hora apds a Ultima sesséo de treino. Assim, € de
interesse elucidar as isoformas de HDAC envolvidas no processo de envelhecimento
e no efeito do exercicio fisico. O exercicio fisico voluntario aumenta os niveis do
Fator Neurotréfico Derivado do Encéfalo (BDNF) por mecanismos epigenéticos, no
entanto, o impacto do exercicio forcado parece ser contraditério. Nossos objetivos
foram avaliar os efeitos do envelhecimento e do exercicio de corrida sobre os niveis
de HDAC2 e de BDNF em cértex pré-frontal de ratos Wistar. Para isso, utilizamos
ratos Wistar machos com 3 e 20 meses de idade. Os animais do grupo exercitado
foram submetidos ao protocolo diario de exercicio fisico moderado em esteira por 14
dias. No 13° dia, os animais foram submetidos a tarefa da esquiva inibitoria (treino)
e, ho 14° dia, 30 minutos apds a ultima sessdo de exercicio fisico, foi realizado o
teste do paradigma da esquiva inibitoria. Ap6és 30 minutos do teste na esquiva
inibitéria (uma hora apds a ultima sessdo de exercicio), os cortices foram obtidos
para 0s ensaios bioquimicos. Os niveis da HDAC2 foram maiores em cortices de
animais envelhecidos. Ainda, foi observada uma correlacdo negativa entre o
conteido da HDAC2 e o desempenho no teste de memdria aversiva (esquiva
inibitéria). O exercicio fisico em esteira ndo alterou os niveis de HDAC2 em
nenhuma das idades testadas. O envelhecimento e o exercicio fisico em esteira ndo
alteraram os niveis de BDNF. Nossos dados sugerem que os altos niveis de HDAC2
estdo envolvidos com o pior desempenho de animais envelhecidos na memoria
aversiva e que esta isoenzima ndo esta relacionada aos efeitos epigenéticos do
exercicio fisico em cortex pré-frontal.

Palavras chave: HDAC2, BDNF, memoria, envelhecimento, exercicio fisico.



ABSTRACT

Increasing attention has been paid to study the physiological and biochemical
mechanisms of healthy aging process as well to seek therapeutic and protective
strategies for age-related neurodegenerative diseases, since the aging population is
growing. Epigenetic marks related to gene expression has been involved in aging
brain process; increases in global histone desacetylase (HDAC) activity, enzyme
involved with histone acetylation levels, has been found in aged brain areas. Our
research group demonstrated that daily treadmill exercise protocol reduced global
HDAC activity in frontal cortex immediately and 1hr after the last training session.
The role of HDAC isoforms in aging process and exercise effects still needs to be
elucidated. Taken that a specific HDAC isoform, HDAC2, has been involved with
formation of hippocampus-dependent memory, the involvement of HDAC2 in aging
process and exercise effects must be considered. Besides, it was described that
voluntary exercise increases the levels of brain-derived neurotrophic factor (BDNF)
through epigenetic mechanisms; while the forced exercise effects on BDNF levels
seem be contradictory. Our aim was to evaluate the aging and exercise effects on
HDAC2 and BDNF levels in prefrontal cortices of Wistar rats. Young adult and age
male Wistar rats were submitted to a daily moderate treadmill exercise protocol
(20 min/day during 14 days). The rats were assigned to sedentary and exercise
groups. Single-trial step-down inhibitory avoidance (IA) conditioning was employed
as an aversive memory paradigm. In the training trial (IA), rats were placed on a
platform and immediately after stepping down on the grid received a footshock prior
to removal from the apparatus. The test trial took place 24 hours after the training
trial. Prefrontal cortices were obtained thirty minutes after inhibitory avoidance test,
what was 1 hour after the last training session of exercise. HDAC2 levels were
increased in cortices of aged rats. Moreover, a negative correlation was observed
between HDAC2 content and aversive memory performance evaluated by inhibitory
avoidance. Treadmill exercise did not alter the HDAC2 levels in any evaluated age.
Aging process and treadmill exercise were unable to alter BDNF levels. Our results
suggest that the age-related memory impairment may be associated with the
increased HDAC2 levels.

Keywords: HDAC2, memory, aging process, exercise, BDNF.
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1 INTRODUCAO

1.1 ENVELHECIMENTO

O perfil demografico mundial tem sido alterado nas ultimas décadas, sendo
uma caracteristica marcante desta alteracdo o acentuado envelhecimento da
populacdo (LIMA COSTA; VERAS, 2003). Em 2011, a Organizacdo das Nacdes
Unidas emitiu relatorio sobre as perspectivas de vida e destacou que até 2020 o
namero de pessoas com mais de 65 anos serd maior do que o de criangas com até
5 anos de idade (ORGANIZATION, 2011). Segundo o IBGE (Instituto Brasileiro de
Geografia e Estatistica) a populacao brasileira de idosos com idade igual ou superior
a 60 anos corresponde a 11,8% da populacédo geral e no Rio Grande do Sul cerca
de 13,6% da populacdo pertence a este grupo, sendo considerado o estado
brasileiro com a maior populagéo dentro desta faixa etéria (Censo, 2010).

Os avancos da medicina, o amplo acesso a tecnologias e ao saneamento
basico sédo alguns dos fatores que tém sido relacionados ao fenbmeno do aumento
da expectativa de vida (Lima-Costa e Veras, 2003; Silva e Boemer, 2009). Flatt
(2012) define envelhecimento como um processo dindmico e progressivo
caracterizado pelo declinio das funcgdes fisiologicas e bioguimicas que envolvem
progressivamente a perda dos tecidos e a funcionalidade dos 6rgdos. O
envelhecimento da populacdo envolve o aumento da prevaléncia de doencas
cronicas, como as dislipidemias, diabetes, hipertensdo, osteoporose, doencas
cardiovasculares e neurodegenerativas sendo as duas ultimas as principais causas
de mortes nos paises desenvolvidos (PHTLS, 2015). Ainda, ha perda de
capacidades cognitivas, de adaptacdo e o prejuizo das funcdes motoras sao
algumas das alteracbes observadas durante o processo de envelhecimento
(MAHNCK et al., 2006; SOUZA et al., 2007; PARADIES et al., 2011; JURGENS,
JOHNSON, 2012).

Dentre as alteragdes fisioldgicas, Flatt (2012) destaca alteracdes nos sistemas
imunologico e antioxidante, alteracdes na atividade microglial e na plasticidade

neuronal.
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1.2 EPIGENETICA

Diversos estudos tém demonstrado que o meio ambiente pode induzir
modificacdes epigenéticas e consequentemente modular a expressdo de genes
especificos (ZHANG; MEANEY, 2010). Estas mudancas podem interferir no
comportamento, nos processos fisioloégicos e ainda no desenvolvimento de diversas
doencas (FEINBERG, 2008; FOLEY et al.,, 2009; HANDEL et al., 2010). Varios
fatores ambientais podem induzir modificacbes epigenéticas, sendo que 0s mais
citados séo dieta, poluicdo, farmacos e exercicio fisico (MULLER; PRADO, 2008).

Epigenética refere-se aos processos de alteracdes herdaveis na cromatina,
gue podem promover alteracdes na expressao génica, sem que haja alteracdo na
sequéncia dos nucleotideos (WAGGONER, 2007; GRAVINA; VIJG, 2010). A
cromatina € formada, estruturalmente, por quatro pares de proteinas denominadas
histonas (H2B, H4, H3 e H2A), as quais sdo envolvidas pela dupla fita de DNA
(Figura 1).

Metilagio
A Acetilagio
Q Ubiquitinagio

Fosforilagio

Figura 1 - Estrutura da cromatina (A) e histonas (B)
As principais alteracdes epigenéticas estéo relacionadas com o0s processos de

metilacdo do DNA e a acetilagcédo, a fosforilagdo, a metilacdo e a ubiquitinacdo das
histonas. A acetilacdo das histonas € um dos parametros epigenéticos mais
estudados (STRAHL, ALLIS, 2000; MEHLER, 2008; Arrowsmith, BOUNTRA Et Al.,
2012), a qual ocorre em residuos especificos, as lisinas (K) (Figura 2) (STRAHL;
ALLIS, 2000; GRAFF; MANSUY, 2009; Liu, GROENC et al., 2009). E relevante
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destacar que as alteragbes na conformacéo das histonas podem alterar o estado de
compactacdao do DNA, que por sua vez tem influéncia na atividade dos genes
(KIEFER, 2007).

oMz 5

Figura 2 - Modifica¢des epigenéticas em histonas
Fonte: Gréff e Mansuy (2008).

O processo de acetilacdo das histonas é controlado por dois grupos
enzimaticos denominados como histona acetiltransferases (HATsS) e histona
desacetilases (HDACs) (YOO; JONES, 2006; ARROWSMITH; BOUNTRA et al.,
2012). HATs usam o acetil-CoA como doador de grupamento acetil para as histonas
(STRAHL; ALLIS, 2000; GRAFF; MANSUY, 2008). A acetilacdo atua neutralizando
as cargas positivas das histonas, enfraquecendo desta forma as interacOes
eletrostaticas da histona com o DNA, diminuindo a compactacdo da cromatina e
assim, facilitando a transcricdo génica (YOO; JONES, 2006; ARROWSMITH;
BOUNTRA et al., 2012). As HDACs desacetilam estas lisinas ao remover o
grupamento acetil, deixando a estrutura da cromatina mais compacta e desta forma,

reprimem a transcricdo génica (Figura 3) (STRAHL; ALLIS, 2000; KIEFER, 2007).

(\(\(\({.{(\\t\“(\’(((( fﬁ’fm’;’m«“{

b Ll b
‘‘‘‘‘‘‘‘‘‘ ceeceee
~~~~~~~~~~ e I

Figura 3 - Enzimas histona acetiltransferases (HAT) e histona desacetilases (HDAC)
Fonte: http://www.dom.pitt.edu/paccm/faculty/zhou.html



13

Ha diferentes isoformas de HDACs descritas na literatura e estas sao
classificadas da seguinte forma: Classes | a IV (Figura 4). As HDACs pertencentes a
Classe | sdo as HDACs 1, 2, 3 e 8, estas enzimas sao relacionadas ao regulador

transcricional RPD3 da levedura Saccharomyces cerevisiae. As HDACs Il (HDAC 4,

5, 6, 7, 9 e 10) possuem semelhanca com a HDA1, uma desacetilase encontrada na
levedura (BJERLING et al., 2002; FISCHLE et al., 2002; GAO LIN et al., 2002). E a
Classe IV é representada pela isoforma HDAC11, que possui maior homologia com
a Classe | (BROIDE et al.,, 2006; LAKSHMAIH et al.,2015). A Classe Il é
representada por 7 sirtuinas, que utilizam o NAD+ como cofator. (DELCUVE et al.,
2012).

Atualmente, acredita-se que as HDACs da Classe | sdo expressas em todos
os tipos celulares, enquanto que as HDACs de Classe Il possuem um padrao de
expressao mais restrito sugerindo que estas possam estar envolvidas nos processos
de diferenciagéo celular e desenvolvimento (JOSEPH et al., 2000; SCOTT C. et al.,
2002).

Group Class Name Location Location
in cell in body
Classical (Zn Class | HDACH1 Nucleus Ubiquitous
dependent) (Rpd3) HDAC?2
HDAC3
HDACS
Class lla HDAC4 Nucleus/ Tissue
(Hda1) HDACS cytoplasm  specific
HDAC7Y
HDACY
Class llb HDACB Cytoplasm  Tissue
(Hda1) HDAC10 specific
Class IV HDAC11 Nucleus/ Tissue
(Rpd3/Hda1) cytoplasm  specific
NAD Class IlI SIRT (1-7)  Nucleus/
dependent cytoplasm
HDAC=Histone deacetylase, NAD=Nicotinamide adenine dinuclectide,
SIRT=Sirtuin

Figura 4 — Tabela de Classificacdo das HDACs — Imagem adaptada
Fonte: http://www.cancerjournal.net Epigenetic therapy of cancer with histone deacetylase inhibitors

Diversos estudos tém buscado elucidar a expresséao e distribuicdo das HDACs
no SNC e alguns evidenciaram que a HDAC2 possui um nivel de expressdo maior
em neurbnios do que em células da glia, e a HDAC1 possui maior expressao em
células gliais (MACDONALD, ROSKAMS, 2008; GUAN et al.,, 2009). Broide e
colaboradores (2006) descreveram a distribuicdo das HDACs no cérebro de ratos e

demonstraram que as HDAC1 e 2 possuem maior expressao no cortex do que em
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outras regides do cérebro. As HDAC1 e 2 podem formar homo ou heterodimeros,
além de integrarem complexos proteicos responsaveis pela inibicdo da transcricdo
génica (KELLY; COWLEY, 2013). A figura 5, imagem adaptada do trabalho de
Delcuve e colaboradores 2012, mostra diferentes possibilidades de interacdo das
HDACs 1 e 2 na constituicdo de complexos proteicos inibidores da transcricdo

génica.

-

Sin3 HDAC complexes

Figure 1 Class | HDAC1-HDAC2 multiprotein complexes.
Multiprotein complexes containing HDAC1-HDACZ homo- or
heterodimers are shown. HDAC2 is shown as phosphorylated, which
is a requirernent for multiprotein complex formation.
Phosphorylation is indicated by a red-outlined yellow triangle.

. J

Figura 5 — Imagem adaptada — Diferentes intera¢fes das HDACs 1 e 2
Fonte: https://clinicalepigeneticsjournal.biomedcentral.com/articles/10.1186/1868-7083-4-5

A compreensdo das diferentes isoformas de HDACs e a diversidade de
possibilidades de interaces € relevante pelo fato de presumir que estas enzimas
podem atuar em conjunto ou separadamente uma da outra (BRUNMEIR, LAGGER,
and SEISER, 2009; TAPLICK et al., 2001; LUO Y et al., 2009). E importante
destacar que a formacdo do dimero pode estar associada a atividade da enzima e
que a dissociagao do dimero pode inibir a atividade da HDAC (LUO Y et al., 2009).
Com base nas suas distribui¢cdes diferenciais no cérebro em estagios diferentes do
desenvolvimento, sugere-se que as HDAC1 e HDAC2 tenham fungbes diferentes
durante o desenvolvimento do sistema nervoso central (McDONALD and
ROSKAMS, 2008).
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As HDACs 1, 2 e 3, pertencem a Classe | e apresentam um papel importante
no contexto de formacdo da memoéria e do aprendizado (DELCUVE et al., 2012). A
partir dos resultados descritos por Guan e colaboradores, de que a HDAC2 regula
negativamente a plasticidade sinaptica e a formacdo de memoéria (GUAN et al.,
2009), diversos estudos investigaram o seu papel na memoéria e aprendizado.

Nosso grupo estuda o envolvimento das modificagbes epigenéticas no
processo do envelhecimento saudavel, assim como, no efeito protetor do exercicio

fisico.

1.3. EPIGENETICA E ENVELHECIMENTO

As alteracGes epigenéticas parecem estar relacionadas ao processo de
envelhecimento normal. Alguns autores sugerem que o0 envelhecimento pode
modular a expressdo de genes especificos por meio de modificacbes epigenéticas,
podendo influenciar os processos fisioldégicos e fisiopatoldégicos envolvidos no
envelhecimento (WALKER et al., 2013; CHISTHOLM, SOHRABJI, 2016).

A perda do equilibrio (HAT/HDAC) relacionada as doencas
neurodegenerativas e ao envelhecimento normal, podendo ser um mecanismo
decisivo nestes processos (SAHA, PAHAN, 2006).

Em estudos recentes do nosso grupo de pesquisa, foi demonstrado que o
envelhecimento normal altera a atividade global da HDAC hipocampal e cortical de
ratos Wistar (DOS SANTOS SANT'ANNA et al., 2013). Foi também observado que
hipocampos de ratos de 20 meses de idade apresentaram diminui¢cdo dos niveis de
metilacdo da histona H3-K9 (ELSNER, et al., 2013) e de acetilacédo global da histona
H4 (LOVATEL, et al., 2013). As alteracdes na acetilacdo global da histona H4 em
hipocampo de animais de 20 meses de idade, demonstrando um perfil de
hipoacetilagdo desta histona, podem estar relacionadas a maior atividade global de
HDAC. No entanto, a isoforma de HDAC envolvida ainda nao foi elucidada, sendo
objeto de estudo deste trabalho.

Ainda a susceptibilidade as doencas neurodegenerativas no envelhecimento
pode estar vinculada a outras alteragcbes epigenéticas em diferentes estruturas
cerebrais. Kuzumaki e colaboradores (2010) demonstraram que a metilagcdo de
histonas podem estar envolvidas no processo de envelhecimento por meio da

regulacéo da expressao de genes. Outros autores tém descrito que a metilacdo da
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lisina 27 na histona 3 (H3K27), podendo ser mono, di ou tri-metilacdo, € considerada
um marcador de repressao da transcricao génica, sendo esta modificagdo catalisada
pelas histona metiltransferases, as HMTs (DELCUVE et al., 2012; LUI et al., 2014;
MOZZETTA et al., 2015). O envolvimento da metilacdo de histonas foi descrito em
alguns processos patolégicos destacando entre eles o cancer (BRACKEN et al.,
2003; WEI et al., 2011; LI et al., 2013), a metilacdo da H3K27 também foi descrita
como importante na evolucdo do processo de envelhecimento. Um estudo recente
demonstrou que o silenciamento génico durante o envelhecimento pode estar
associado ao estado de hipermetilacdo da H3K27me3 em cérebro de camundongos
envelhecidos (WANG et al., 2010). Contudo h& trabalhos que descrevem a
importancia das HMTs nos mais diversos processos biolégicos e mecanismos
regulatorios. Sugerindo que um desequilibrio entre as proteinas desmetiladoras e os
complexos metiladores podem estar associados a desordens neuroldgicas (LI et al.,
2013; MOZZETA et al., 2015). Podemos ainda destacar que as DNMTs também
podem estar envolvidas nos mecanismos de envelhecimento. Lopatina e
colaboradores (2002) descreveram uma diminuicdo na atividade da DNMT1 em
fibroblastos humanos senescentes 0 que sugere que alteracées na metilacdo do
DNA no decorrer do processo de envelhecimento podem estar associadas ao
conteldo e atividades destas enzimas. Recentemente, demonstramos que o0
envelhecimento normal ndo altera o0s niveis da histona metiltransferases,
especificamente da as HMTs H3K27) e das DNA metiltransferases (DNMT1 and
DNMT3b) em cortex pré-frontal de ratos Wistar (CECHINEL et al., 2016)

Por fim é relevante destacar que alguns pesquisadores defendem a hipotese
do emprego de agentes capazes de promover alteracdes no perfil epigenético a fim

de reduzir (ou minimizar) os déficits cognitivos relacionados a idade.

1.4 EXERCICIO FisICO

A pratica do exercicio fisico € relacionada a reducdo no numero de doengas
fisicas e mentais, trazendo beneficios a saude e qualidade de vida ao individuo
(GUINEY; MACHADO, 2013; YAMAZAKI et al., 2013).

O exercicio pode ser classificado de acordo com a sua intensidade em leve,
moderado e intenso, sendo essa classificacdo determinada pelo VO, max, definida

como a capacidade maxima que o individuo tem em captar e utilizar o oxigénio
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inspirado para gerar trabalho (KASCH et al., 1976). O exercicio leve corresponde em
torno de 20 e 50% do VO, méx, o exercicio moderado de 50-70% do VO,max e o
exercicio intenso acima de 80% do VO;max (DRUMMOND et al.,, 2005). Outra
classificacdo do exercicio € quanto a motivacdo, podendo ser voluntario ou forcado.
Nos protocolos voluntarios em modelos de laboratorio, os animais tém acesso a roda
de corrida de livre acesso durante um determinado periodo, no entanto, o controle
de intensidade, duracdo e frequéncia, fica impreciso pelo componente volitivo do
animal (KENNARD; WOODRUFF-PAK, 2012; MONDON et al., 1985). Assim, 0s
protocolos forgados usam a corrida em esteira e o nado forgado, que permitem um
melhor controle das variaveis estudadas (KE et al., 2011; RADAK et al., 2001).

Héa diversos trabalhos que evidenciam os efeitos de diferentes protocolos de
exercicio no sistema nervoso central (SNC). Varios mecanismos envolvidos com a
melhora das func¢des do sistema nervoso central foram sugeridos, como uma melhor
integridade cerebrovascular pelo aumento da rede capilar, de conexdes sinapticas,
os niveis de fatores neurotréficos (COTMAN; BERCHTOLD, 2002; RADAK et al.,
2001; VIVAR et al., 2012).

Entre os efeitos benéficos do exercicio ao SNC, destaca-se a melhora das
funcbes cognitivas em especial da memoria e aprendizado. Em humanos, o
exercicio melhorou aspectos da fungcéo executiva e reduziu as perdas relacionadas a
idade de tecido encefalico em regibes envolvidas com funcéo visuoespacial, ao
controle motor e memoéria de trabalho e melhorou o controle motor em adultos
(TSENG et al.,, 2013). Roig et al (2013), em metanalise, demonstraram que o0
exercicio é capaz de melhorar a memoéria em humanos saudaveis. Alguns estudos
demonstraram a reducéo no risco de deméncia em idosos submetidos a protocolos
de exercicio durante a meia idade (ANDEL et al., 2008; GEDA et al., 2010).

Em estudos pré-clinicos, diferentes protocolos de exercicio, melhoraram o
desempenho em testes de memoria. Estudos demonstraram que o exercicio fisico
voluntario ou for¢ado induziu melhora da memdria espacial, observada no teste do
labirinto aquatico. Esse achado foi relacionado a um aumento nos niveis de BDNF
em estruturas encefalicas de ratos Wistar jovens (BERCHTOLD et al., 2005;
BERCHTOLD et al.,, 2010; ALOMARI et al., 2013). Radak e colaboradores (2001)
observaram que a natacdo melhora a memoria aversiva, evidenciada através do

teste da esquiva inibitéria associada a atenuacdo do dano oxidativo.
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Além disso, estudos em animais de laboratério investigando os efeitos do
exercicio envolvendo o processo do envelhecimento também tém sido conduzidos.
Neste contexto, Aguiar-Jr e colaboradores (2011) demonstraram que exercicio de
corrida em esteira melhorou a memaria espacial. Estes autores sugerem que esta
melhora estd associada ao aumento dos niveis de BDNF induzidos por meio da
ativagcdo da proteina serina-treonina quinase (AKT) e do elemento de resposta ao
monofosfato ciclico de adenosina (CREB), em hipocampo de ratos Wistar. No
entanto, os mecanismos de acdo envolvidos nesses efeitos benéficos ndo estéao
totalmente esclarecidos. Estes resultados apoiam a idéia de que o exercicio pode
melhorar a memoéria, no entanto ainda ndo estdo totalmente elucidados os
mecanismos de acao envolvidos nesse processo, bem como o papel das diferentes
estruturas encefalicas envolvidas. Estudos recentes tém demonstrado o papel de
mecanismos epigenéticos sobre os efeitos benéficos do exercicio fisico (ERICKSON
et al., 2012; GOMEZ-PINILLA et al., 2011).

1.5 EXERCICIO FISICO E EPIGENETICA

Considerando que o exercicio € proposto como estratégia terapéutica ou
preventiva para atenuar os sintomas relacionados ao envelhecimento, nosso grupo
de pesquisa estuda os efeitos do exercicio fisico sobre parametros funcionais,
especificamente memoria aversiva, e busca os mecanismos de acdo, como as
marcas epigenéticas em diferentes estruturas cerebrais de ratos Wistar. O exercicio
altera a atividade da HATs e HDACs em hipocampos de ratos Wistar adultos
exercitados (ELSNER et al., 2011). O protocolo de sessdo Unica diminuiu a
atividade global da HDAC e aumentou a atividade da HAT na histona H4
aumentando, dessa forma alterou a relagdo HAT/HDAC, sugerindo um estado de
hiperacetilacdo de histonas (ELSNER et al., 2011). Ainda, o protocolo de exercicio
diario moderado (duas semanas) promoveu o aumento da atividade da HAT na
histona H4 no grupo de animais exercitados quando comparado com o grupo de
animais sedentarios, fato que pode indicar um aumento da acetilacdo, porém né&o
houve alteracdo da atividade da HDAC (ELSNER et al.,, 2011). Lovatel e
colaboradores (2013) demonstraram que o protocolo de exercicio diario alterou os

parametros epigenéticos estudados somente no envelhecimento e descreveram



19

aumento nos niveis de acetilagdo da histona H4 em hipocampo de ratos
envelhecidos.

Outro estudo de nosso grupo avaliou o coértex pré-frontal e demonstrou que a
sessao unica de exercicio promoveu 0 aumento da atividade da HAT, enquanto que
0 protocolo de exercicio moderado diério reduziu a atividade global da HDAC no
cortex pré-frontal de ratos adultos (CECHINEL et al., 2016). Estes achados sugerem
gue diferentes protocolos podem impactar de forma distinta em diferentes regides do
cérebro e que 0s impactos epigenéticos podem ser estrutura-dependentes. Outro
estudo avaliou as atividades globais das HAT e HDAC em cértex pré-frontal de
animais ndo submetidos ao paradigma de memoéria (SPINDLER et al., 2014), ndo
sendo possivel correlacionar com a funcdo cognitiva. Assim, € de interesse
correlacionar as modificacdes epigenéticas corticais e o desempenho na memoria
aversiva, proposto no presente trabalho.

Ainda, € interessante investigar quais isoformas de HDACs séo alteradas pelo
exercicio, visto que possuem diferentes funcdes. Como descrito acima, as HDACs 1,
2 e 3, que pertencem a Classe |, estdo envolvidas com memoria e aprendizado
(DELCUVE et al., 2012).

Outro mecanismo epigenético associado ao exercicio fisico € a metilacdo do
DNA, especificamente os niveis das DNMTs. A sesséo Unica de exercicio reduziu o
conteudo hipocampal das enzimas DNMT1 e DNMT3b em animais adultos no
entanto ndo se observou modificacdo nos niveis pelo protocolo diario (ELSNER et
al.,, 2013). Cechinel e colaboradores (2016) demonstraram um efeito idade-
dependente do exercicio fisico em cortex pré-frontal, uma vez que a sesséao Unica de
exercicio aumentou os niveis da DNMT3b somente em animais envelhecidos. Ainda,
0 exercicio diario em esteira aumentou 0s niveis da acetilacdo na histona H4 em
cortices pré-frontais de animais envelhecidos (21 meses de idade), sem qualquer
efeito significativo em animais jovens.

Um estudo recente demonstrou que a natagdo por 4 semanas reverteu
parcialmente a reducdo da metilagdo global desencadeada pelo isolamento social
em um modelo de estresse (RODRIGUES et al., 2015). E relevante relatar que em
humanos, foi observada uma maior metilacao periférica de DNA nos individuos que
praticavam 30 minutos diarios de atividade fisica, quando comparados aos que
realizavam menos de 10 minutos (ZHANG et al., 2011; HORSBURGH et al., 2015)
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Além de modicacbes epigenéticas, outros mecanismos podem estar
envolvidos no efeito neuroprotetor do exercicio fisico, dentre estes podemos
destacar o Fator Neurotrofico Derivado do Encéfalo (BDNF). Diversos estudos
demonstraram a importancia desta neurotrofina nos processos de regulagcéo
singptica e plasticidade neuronal (COSTA et al.,, 2015). O exercicio fisico diario
moderado em esteira pode promover o aumento na expressao do fator neurotréfico
derivado do encéfalo (BDNF), importante no processo de diferenciacdo e sobrevida
neuronal (ISHIMARU, 2010; SOYA, 2007 e HOPKINS et al., 2011). Russo-Neustadt
e colaboradores (2000) demonstraram que, mesmo um curto periodo de
treinamento, pode aumentar a expressédo do BDNF. Miladi-Gorjiet e colaboradores
(2011) demonstraram que a administracdo de um inibidor do BDNF reduziu
significativamente a melhora de parametros de memoaria espacial induzido por um
protocolo de exercicio voluntario. Varios autores sugerem que o BDNF esti
envolvido aos efeitos positivos do exercicio voluntario sobre os parametros de
memoria. E importante destacar que a expressdo génica do BDNF pode ser
modificada por alteracdes epigenéticas (SWEATT, 2011).

Gomez Pinilla e colaboradores (2011) descreveram que 0 exercicio fisico
voluntario aumentou a acetilacdo da histona H3 na regido IV do promotor do gene do
BDNF com concomitante aumento da sua expresséo. Estes autores relacionaram o
aumento dos niveis de BDNF hipocampal e sua regulacéo epigenética com o efeito
funcional do exercicio.

Silva e colaboradores (2016) demonstraram que o exercicio no periodo
gestacional aumentou os niveis de BDNF hipocampal na vida adulta da prole,
mostrando um efeito a longo prazo da exposicdo materna. Contudo estes efeitos ndo
foram observados no cértex o que sugere que regibes distintas do cérebro
respondem de forma diferente e por vias diferentes ao exercicio fisico.

Outro fator interessante é que a maioria dos estudos com BDNF sao
conduzidos com processos fisiopatolégicos relacionados a idade, e estudos com
envelhecimento normal sdo escassos até 0 momento, assim como o impacto do

exercicio fisico neste processo.



21

2 HIPOTESE

Considerando o papel da HDAC2 e do BDNF no processo de memoria e
aprendizado, nossa hipoétese central de trabalho € que o envelhecimento aumente 0s
niveis de HDAC?2, e o protocolo de exercicio de corrida em esteira (20 min, diario por
duas semanas) reduza os niveis desta enzima em cortex pré-frontal de ratos Wistar,

impactando nos niveis de BDNF em cortex pré-frontal.

3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

e Investigar o efeito do envelhecimento e do exercicio sobre marcadores
bioquimicos envolvidos nos processos de memoria no cortex pré-frontal de

ratos Wistar.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Avaliar o efeito do envelhecimento sobre os niveis de HDAC2 em cortex
pré-frontal de ratos Wistar.

e Analisar o efeito do envelhecimento sobre os niveis de BDNF em coértex
pré-frontal de ratos Wistar.

e Avaliar o efeito do exercicio de corrida sobre os niveis de HDAC2 em
cortex pré-frontal de ratos Wistar de 3 e 20 meses de idade.

e Estudar o impacto do exercicio de corrida sobre os niveis de BDNF em
cortex pré-frontal de ratos Wistar de 3 e 20 meses de idade.

e Correlacionar os resultados bioquimicos em cortex pré-frontal com o
desempenho dos animais no teste comportamental memoria aversiva
utilizando o teste da esquiva inibitoria, publicado previamente por Lovatel e
colaboradores (2012).
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 ANIMAIS

Este trabalho esta aninhado ao projeto de pesquisa guarda-chuva “EFEITOS
FUNCIONAIS DE DIFERENTES PROTOCOLOS DE EXERCICIO NO PROCESSO
DE ENVELHECIMENTO: BUSCA DO MECANISMO DE ACAOQ’, aprovado pela
Comisséo de Etica no Uso de Animais da Universidade Federal do Rio Grande do
Sul (CEUA/UFRGS) sob o numero de protocolo: 29818.

Cabe descrever que os dados bioquimicos obtidos com hipocampos, além do
desempenho no paradigma da esquiva inibitéria, destes animais ja foram publicados
(LOVATEL et al., 2012) e o presente trabalho avaliou os parametros epigenéticos
em outra estrutura encefélica, o cortex pré-frontal. Utilizamos as amostras
armazenadas no intuito de reduzir o nimero de animais utilizados pelo grupo de
pesquisa, € assim minimizar o sofrimento e de atender ao principio dos 3Rs
(Reduction/Reducéo; Replacement/Substituicéo; Refinement/Refinamento),
especificados na “Diretriz Brasileira para o Cuidado e a Utilizacdo de Animais para
Fins Cientificos e Didaticos” do CONCEA (DBCA/2013).

Foram utilizados ratos machos Wistar com idade de 3 e 20 meses. Os animais
foram mantidos sob condi¢cdes padrées de biotério e seguranca (12-h claro/escuro,
22°C £ 2°C) com dieta e 4gua ad libitum. Os animais foram fornecidos pelo Centro
de Reproducdo e Experimentacdo de Animais de Laboratério (CREAL) na
Universidade Federal do Rio Grande do Sul (UFRGS) e permaneceram em grupos
de no maximo 4, em caixas de Plexiglass forradas com maravalha.

Os procedimentos propostos obedeceram a normas propostas pela
Declaragcéo Universal dos Direitos dos Animais (UNESCO - 27 de janeiro de 1978),
pelos Principios Internacionais Orientadores para a Pesquisa Biomédica Envolvendo
Animais (Council for International Organizations of Medical Sciences - CIOMS), pelos
Procedimentos para o Uso Cientifico de Animais conforme a Lei 11.794 (8 de
outubro de 2008) e as Diretrizes do CONCEA. Todas as medidas necessarias a fim
de minimizar o numero e o sofrimento dos animais foram tomadas. Foram aplicadas
as Normas de Seguranca e Procedimentos de boas préaticas de laboratério. Todas

as medidas de protecdo aos professores pesquisadores e bolsistas foram
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asseguradas. Para manipulacdo dos animais, o uso de luvas de latex e de jalecos
limpos foi obrigatério; a execugéo dos ensaios foi sempre em grupo.

4.2 PROTOCOLO DE EXERCICIO

O protocolo de exercicio fisico consistiu em corrida em esteira ergométrica
adaptada para roedores, com pistas de Plexiglass individuais (AVS Projeto, Séo
Paulo, Brasil). Para determinar a velocidade de corrida, foi utilizada a medida de
consumo méximo de oxigénio indireto (VO, méx) recomendada por Brooks e White .
Nesta medida os animais foram submetidos a corrida em esteira com velocidade
progressiva (5 m/min a cada 3 min) até atingirem a exaustao. O tempo de fadiga (em
minutos) e a velocidade maxima (em m/min) foram tomados como indice da
capacidade de exercicio e usados para a mensuracdo de VO, méax indireto.

Os ratos foram divididos aleatoriamente em grupos exercitados (EXE) e
grupos sedentarios (SED). Os animais do grupo EXE foram submetidos a corrida na
esteira durante 20 minutos, diariamente, por duas semanas a uma intensidade de
60% do VO, méx entre as 14 e 17h, (Lovatel et al., 2013). Os animais SED foram
colocados na esteira desligada por 5 minutos, sendo desta forma, manipulados
exatamente como os animais do grupo EXE.

Figura 6: Esteira ergométrica adaptada.
Fonte: Imagem adaptada de Spindler (2012).
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4.3 TESTE DE MEMORIA E APRENDIZADO

Cabe descrever que os dados comportamentais ja foram publicados
(LOVATEL et al., 2013), e o presente trabalho usou estes dados unicamente para
correlacionar com os niveis de marcadores epigenéticos em cortex pré-frontal.
Obviamente, como previamente apresentados na Tese de Gisele Lovatel (PPG
Neurociéncias) e no referido artigo, ndo serdo demonstrados nha presente
dissertacgéo.

Para avaliar a memaria aversiva de longa duracdo, foi utilizado o paradigma
da esquiva inibitoria. Todos os animais foram submetidos ao teste da esquiva
inibitoria. O teste consiste de duas sessdes, sendo elas treino e teste. O aparato da
esquiva inibitoria consiste de uma caixa de acrilico de 50x25x25 cm com uma grade
de barras de ago paralelas de 1 mm de diametro contendo uma plataforma (com
altura de 7 cm). Na sesséao treino, os animais foram colocados sobre a plataforma e
o tempo de laténcia de descida da plataforma em direcdo a barra metalica foi
mensurado em segundos. Ao descer, 0s animais receberam um choque de 0,6 mA
por 3 segundos. Desta forma, os animais associaram a descida da plataforma ao
choque (estimulo aversivo). A sessdo teste foi realizada 24h apés o treino e
consistiu em mensurar a laténcia de descida da plataforma sem a aplicacdo do
choque. Foi considerado um tempo maximo de 180 segundos para a descida dos
animais (LOVATEL et al., 2013).

4.4 TESTES BIOQUIMICOS

4.4.1 Preparacgao das amostras

Os animais foram decapitados em guilhotina adaptada para roedores
(Insight®) sem anestesia prévia, uma vez que 0s anestésicos alteram a funcéo
cerebral (ELSNER ET AL., 2011; GOMEZ-PINILLA, ZHUANG et al., 2011), contudo
todos os cuidados foram tomados para minimizar a dor e o sofrimento dos animais.

O encéfalo foi removido, e as estruturas encefalicas, hipocampo e coértex pré-
frontal, foram rapidamente dissecados, congeladas em N2 liquido e armazenadas a -

80°C até a realizagéo dos ensaios bioquimicos.
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Como descrito acima, neste trabalho foram utilizados os cortices pré-frontais.
Para realizacdo dos ensaios bioquimicos, as amostras foram divididas, uma vez que
os procedimentos de preparacdo para analise dos niveis de HDAC2 e de BDNF sao
diferentes. Para avaliar os niveis de HDAC2, a amostra foi homogeneizada em 1: 3
volumes de tampao de lise gelado contendo: sacarose 250 mM; Tris-HCI 20; pH 7,4;
acido etilenodiaminotetracético 1 mM, acido etileno-glicol-tetraacético 1 mM, cloreto
de potassio 10 mM; ditiotreitol 1 mM ; fluoreto de fenilmetilsulfonilo 0,1 mM, acido
ocadaico 0,001 mM. Os lisados foram submetidos a centrifugacdo (16000 x g
durante 5 min a 4 -C) e o sobrenadante foi utilizado (Sant'Anna et al., 2013).

Para o ensaio dos niveis de BDNF, a amostra foi homogeneizada em 1:10
volumes de tampao gelado contendo: 100 mM Tris / HCI, pH 7, contendo 2% de
albumina de soro bovino (BSA), 1 M de NaCl, 4 mM de EDTA.Na2, 2% de Triton X-
100, 0,1% de azida de sédio e os inibidores de protease (Sigma) 5 ug / ml de
aprotinina, 0,5 ug / mL de antipaina, 157 ug / mL de benzamidina, 0,1 ug / ml de
pepstatina a fluoreto e 17 ug / mL de fenilmetil-sulfonilo. Os homogeneizados foram
centrifugados a 14.000 x g durante 30 minutos e os sobrenadantes resultantes foram

usadas.
4.4.2 Determinacdo dos niveis de HDAC2

Os niveis da enzima HDAC2 foram determinados por meio de kit-ELISA
disponivel comercialmente Epigentek, EpiQuik™ HDAC2 Assay Kit (colorimetric)
Base Catalog #P-4006, de acordo com as instru¢des do fabricante.
4.4.3 Determinacao dos niveis de BDNF

A determinagdo dos niveis de BDNF foi realizada por meio de kit-ELISA
disponivel comercialmente MILIPORE ChemikKine™ Brain Derived Neurotrophic
Factor (BDNF) Sandwich ELISA Kit Cat. No. CYT306, de acordo com as instrucdes

do fabricante.

4.4.4 Dosagem de proteinas
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A concentracdo de proteina para cada amostra foi determinada pelo método
descrito por Bradford (BRADFORD, 1976), usando albumina bovina como padrao.

4.45 Andlise estatistica

Ao final dos experimentos, os dados coletados foram organizados e
armazenados em uma planilha eletronica de dados (Microsoft Excel®). A
normalidade dos dados foi confirmada por meio do teste Kolmogorov-Smirnov e a
homogeneidade das variancias através do teste de Levine. O analise de Variancia
(ANOVA) de duas vias foi utilizado considerando como fator a idade e o exercicio.
Nos casos onde houve uma interacao idade x exercicio, as diferencas entre grupos
foram estabelecidas por meio do teste comparacdes multiplas Tukey. O teste de
correlacdo de Pearson foi usado para avaliar as associacdes entre o0 teste
comportamental e os marcadores bioquimicos (BDNF e HDAC?2). A significancia

aceita foi P< 0.05. Os dados foram expressos como média + desvio padrao.
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5 RESULTADOS
5.1 NIVEIS DE HDAC?2

Foi possivel observar um aumento nos niveis da enzima HDAC2 no cortex
pré-frontal dos animais envelhecidos (F(1,28) = 7.11); p =0.013) (Figura 7). O

protocolo de exercicio fisico moderado diéario ndo foi capaz de modular os niveis da

HDAC2 nesses animais.
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Figura 7 — Efeito de protocolo de exercicio diario no conteddo da enzima HDAC2 em cortex pré-
frontal de ratos Wistar. Os resultados foram expressos em porcentagem de controle como média +
desvio padrao, onde # representa diferenca significativa em relagdo aos grupos de 3 meses apés a
Andlise de Variancia (ANOVA) seguida por teste de Tukey (p<0.05; n= 6-8 animais por grupo).
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5.2 CORRELACAO DO DESEMPENHO NO PARADIGMA DA ESQUIVA
INIBITORIA COM OS NIVEIS DE HDAC2

Considerando dados de memodria aversiva publicados anteriormente por
Lovatel et al. (2013) e os bioquimicos com amostras de cortex pré-frontal destes
animais (acima descritos), foi realizado o teste de correlacdo de Pearson. Houve
uma correlacdo negativa entre o conteido da HDAC2 e o tempo de laténcia para
descida em segundos (R=-0,561; p=0,002) (Figura 8). Assim, altos niveis de HDAC2
representaram piores desempenhos (menor laténcia) no teste de memoria.

50 -
45
40
35
30
25
20
15 -
10 -

HDAC2 (ng/mg de proteina)

0] 50 100 150 200

Laténcia de descida (seg)

Figura 8. Correlagdo dos niveis de HDAC2 em cortex de ratos Wistar com o tempo de descida em
segundos no paradigma da esquiva inibitdria. Teste de Pearson (p=0,002; n= 6-8 animais por grupo).
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5.3 NIVEIS DE BDNF

O protocolo de exercicio diario moderado e o envelhecimento ndo foram
capazes de alterar de maneira estatisticamente significativa os niveis de BDNF em

cortex pré-frontal de ratos Wistar (Figura 9).

0,003
\g 0,0025
% [
5 D002
3 [
Eﬂ 0,0015 W5SED
— ,
Z 0001 EXE
D L A
o

3 months 21 months

Figura 9. Contetdo de BDNF em cértex pré-frontal de ratos Wistar de 3 e 20 meses. Os resultados
foram expressos como média + desvio padrdo. ANOVA de duas vias.(p>0,05; n= 6-8 animais por

grupo)
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5.4 CORRELACAO DO DESEMPENHO NO TESTE DA ESQUIVA INIBITORIA COM
OS NIVEIS DE BDNF.

Considerando dados de memoria aversiva publicados anteriormente por
Lovatel et al. (2013) e os bioquimicos com amostras de cortex pré-frontal destes
animais (acima descritos), foi realizado o teste de correlacdo de Pearson. Nao houve
uma correlacédo significativa entre o conteido da BDNF e o tempo de laténcia para
descida em segundos (R=-0,310; p=0,116) (Figura 10).
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Figura 10. Correlacédo dos niveis de BDNF em cortex pré-frontal de ratos Wistar de 3 e 20 meses com
o tempo de descida em segundos no paradigma da esquiva inibitéria. Teste de Correlacdo de
Pearson (p=0,116; n= 6-8 animais por grupo).
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6 DISCUSSAO

Os resultados desta dissertacdo corroboram a hipotese de que o processo de
envelhecimento aumenta os niveis da HDAC2 e impacta negativamente no
desempenho de ratos no paradigma de memoria. Nosso grupo de pesquisa investiga
o papel de marcadores epigenéticos no processo de envelhecimento, sem
patologias associadas, o envelhecimento saudavel.

Os cortices pré-frontais de animais envelhecidos apresentaram niveis mais
elevados de HDAC2 do que os animais do grupo jovem. Além disso, evidenciamos
um prejuizo na memoria de longo prazo associado aos niveis de HDAC2, uma vez
gue observamos uma correlagdo negativa entre os niveis desta enzima e a laténcia
no teste de esquiva inibitéria. O aumento do conhecimento sobre as enzimas
HDACSs no encéfalo é de extrema relevancia tendo em vista a possibilidade de novas
estratégias de intervencdes terapéuticas de doencas associadas a memodria e ao
envelhecimento.

E importante destacar que os dados comportamentais anteriormente
publicados demonstram que os ratos envelhecidos apresentam um pior desempenho
na tarefa de esquiva inibitéria (LOVATEL et al., 2012). O presente trabalho
demonstrou uma correlacdo negativa entre os niveis de marcadores epigenéticos,
especificamente os niveis da enzima HDAC2 em cértex pré-frontal, e o desempenho
dos animais no teste de memdria aversiva.

Um estudo recente realizado por Guan e colaboradores (2009) demonstrou
gue a HDAC2 estéa envolvida em processos de plasticidade sinaptica e de formacéao
de memodrias. Este estudo relatou que a HDAC2 regula negativamente a formacéo
de memodria e a plasticidade neuronal e que camundongos com deficiéncia da
HDAC?2 apresentam um melhor desempenho cognitivo. Alguns autores sugerem que
a HDAC2 pode afetar a transmissdo sinaptica e estd envolvida na maquinaria
molecular que regula a diferenciacdo e integracdo de neurénios (AKHTAR et al.,
2009; MONTGOMERY et al., 2009). A HDAC2 pode inibir processos cognitivos
controlando a plasticidade neural estrutural e funcional (GRAFF et al., 2014).

Nossos resultados demonstram que os altos niveis corticais de HDAC2 em
animais envelhecidos podem estar relacionados ao prejuizo de memoria

apresentado por estes animais, cujos dados foram publicados em trabalho prévio do
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nosso grupo de pesquisa (LOVATEL et al 2012). A hipétese de que as HDACs
possuem um papel central no desempenho em paradigmas de memdéria durante o
envelhecimento € corroborada por um estudo que demonstrou que a administracao
sistémica do inibidor de HDAC, butirato de sddio, imediatamente apos o treino, na
esquiva inibitéria melhorou a consolidacdo de memdéria de ratos envelhecidos, sem
afetar o desempenho de ratos adultos jovens (BLANK et al., 2015).

E relevante descrever que o hipocampo e a amigdala estdo relacionados com
a formacdo da memoria, enquanto que, o coOrtex pré-frontal parece estar envolvido
com a consolidacdo de vérios tipos de memoria. Por exemplo, a consolidacdo da
memoria no teste de condicionamento do medo contextual, e ainda a interferéncia
sobre a plasticidade cortical, apos o treino na esquiva inibitéria, induziu prejuizos de
memoria (ZHAO et al., 2005; EUSTON et al., 2012). Considerando que Canto-de-
Souza e Mattioli (2016) demonstraram que a consolidacdo da memdria aversiva
depende de sintese proteica no cortex pré-frontal e ndo no hipocampo e amigdala, e
gue as modificacBes epigenéticas controlam a expressdo génica, podemos sugerir
gue alteracdes epigenéticas, como as dos niveis de HDAC2 observadas nos animais
envelhecidos, impactem na sintese proteica e consequentemente na consolidagcédo
da memoria (Canto-de-Souza e Mattioli, 2016).

Diversos pesquisadores relataram que o envelhecimento pode provocar
alteracdes epigenéticas e a consequente alteracdo na expressao génica, influenciar
em processos fisioldgicos e/ou fisiopatologicos (WALKER et al., 2013; CHISHOLM e
SOHRABJ, 2016). Cancela (2007) descreve que devido ao processo de
envelhecimento, sdo desencadeados processos degenerativos em certas regides do
encéfalo, sendo o cértex pré-frontal especialmente afetado.

Estudos desta natureza podem direcionar estratégias farmacoldgicas, uma vez
inibidores de HDACs sao propostos como uma nova alternativa preventiva e/ou
terapéutica de diversas patologias incluindo algumas associadas ao envelhecimento
como a doencga de Parkinson e os AVCs (RYU et al.,, 2003; GUAN et al., 2009;
DELCUVE et al.,, 2012). Guan e colaboradores (2009) demonstraram que ratos
apresentaram melhora nos processos de aprendizagem e de memaoria com o uso de
inibidores de HDAC (HDACIs).

Ainda, entre os processos fisiopatologicos descritos na literatura relacionados
com alteracdes epigenéticas, o cancer € amplamente estudado. Lakshmaiah e

colaboradores (2015) descrevem que muitos canceres séo relacionados a alteracdes
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moleculares, incluindo desequilibrio entre as atividades das HATs e HDACs. Desta
forma, os inibidores das HDACs surgem como uma abordagem antitumoral para
algumas linhagens celulares.

Nossa hipotese envolvia também que o exercicio fisico diario moderado pode
modular o conteddo de HDAC2, atenuando desta forma os efeitos do
envelhecimento. Esta hipétese estava baseada em resultados prévios de nosso
grupo de pesquisa onde observamos que o mesmo protocolo de exercicio foi capaz
de diminuir a atividade global da HDAC em cortex cerebral (SPINDLER et al., 2014).
Nossos dados refutam a hipotese de que os efeitos do exercicio fisico sobre a
mem©éria seriam relacionados a reducdo dos niveis de HDAC2, visto que 0s animais
jovens e envelhecidos apresentaram um melhor desempenho no teste aversivo 1
hora ap6s a ultima sessdo de treino (resultados publicados por LOVATEL et al.,
2012), sem alteracdes significativas no contetido da HDAC2. E relevante destacar
que outras isoformas de HDACs também participam dos processos de formacao da
memoria, estando também as isoformas 1 e 3 ja descritas na literatura como
integrantes deste processo (DELCUVE et al 2012). E importante destacar que a
formacéo de homo ou heterodimeros entre as HDACL1 e 2 e a interagdo destas com
outras proteinas formando complexos repressores podem impactar sobre a atividade
desacetilase (DELCUVE et al., 2012; KELLY e COWLEY, 2013). As enzimas HDACs
1 e 2 sofrem regulacdo, por exemplo, via fosforilacdo e sumoilacdo. Baseados
nestes dados podemos sugerir que outras isoformas de HDAC que atuam sobre a
formacao dos dimeros e sobre a formacédo dos complexos repressores, possam ser
moduladas pelo exercicio fisico. Sendo assim novos estudos necessitam ser
desenvolvidos na busca do mecanismo epigenético relacionado ao efeito sobre a
memoaria do exercicio.

Outros trabalhos demonstram o efeito do exercicio fisico sobre parametros
epigenéticos em hipocampos de ratos Wistar. Prévio estudo do nosso grupo de
pesquisa demonstrou que sessdo Unica em esteira diminuiu a atividade da HDAC
hipocampal e aumentou a atividade da HAT na histona H4 aumentando dessa forma
a relacdo HAT/HDAC, sugerindo um estado de hiperacetilacdo de histonas em ratos
(ELSNER et al., 2011). Enquanto que o protocolo de exercicio diario moderado
(duas semanas) promoveu o aumento da atividade hipocampal da HAT na histona
H4 no grupo de animais exercitados quando comparado com 0 grupo de animais

sedentarios, fato que pode indicar um aumento da acetilacdo, porém néo alterou a
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atividade da HDAC e nem o balangco HAT/HDAC (ELSNER et al., 2011). Lovatel e
colaboradores (2013) utilizando o mesmo protocolo de exercicio evidenciaram
melhora da memodria no paradigma de esquiva inibitéria em ratos jovens e
envelhecidos e demonstraram que o exercicio reverteu parcialmente a diminuicéo da
acetilacao global da histona H4 induzida pelo envelhecimento.

O grupo do prof. Fernando Gomez Pinilla  estudou os
mecanismos bioquimicos, dentre eles os epigenéticos, pelos quais o exercicio
voluntario altera os niveis de BDNF e demonstraram que o exercicio voluntario reduz
a metilagdo do DNA do promoter IV do gene do BDNF, aumentando os niveis da
proteina e do RNA do BDNF (Gomez-Pinilla et al, 2010). O mesmo grupo de
pesquisa demonstrou que 7 dias de exercicio voluntario alteram o processamento do
BDNF, aumentando os niveis do BDNF maduro em hipocampos de ratos (GOMEZ-
PINILLA et al., 2011). E apesar de diversos autores sugerirem o aumento do BDNF
como mecanismo bioquimico relacionado ao efeito neuroprotetor do exercicio fisico,
nem todos mencionam o intervalo de tempo entre o treinamento e a obtencdo das
amostras. Berchtold e colaboradores (2010) demonstraram uma melhora na
memoéria espacial e aumento nos niveis de BDNF hipocampal em camundongos
induzidos pelo exercicio voluntério, sendo que estes efeitos foram verificados 1 e 2
semanas apoés o término do protocolo de exercicio.

Contudo nesta dissertacdo ndo demonstramos alteracdes nos niveis centrais
de BDNF induzidas pelo exercicio, corroborando estudos prévios de nosso grupo de
pesquisa (CECHETTI et al., 2007). Em estudo prévio do grupo avaliamos os niveis
de BDNF em diferentes estruturas encefalicas de ratos 16 horas apds a ultima
sessdo de treino em esteira, periodo em que havia sido descrita uma acao
neuroprotetora in vitro (Scopel et al., 2006). No entanto, assim como nha presente
dissertacdo, onde as avaliacdes foram feitas 1 hora apos a Ultima sessao de treino,
nao encontramos nenhuma alteracdo nos niveis de BDNF nas diferentes estruturas
analisadas. Desta forma, podemos sugerir que o exercicio forcado (em esteira)
melhora o desempenho cognitivo sem alterar os niveis de BDNF, diferentemente do
exercicio voluntario.

Silva e colaboradores (2016) avaliaram o efeito do exercicio, durante o
periodo gestacional de ratas, sobre niveis de BDNF e densidade celular em
hipocampo e cértex cerebral da prole, e observaram diferentes respostas nas duas

estruturas avaliadas. O exercicio em esteira durante 20 dias da gestacao nao alterou
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os niveis corticais de BDNF dos filhotes na vida adulta. Contudo, no hipocampo foi
observado um aumento significativo nos niveis de BDNF no grupo exercitado
gquando comparado com o controle. Estes resultados sugerem que diferentes vias
participam na formacéao e plasticidade de diferentes regides do encéfalo.

Estudos avaliando os niveis de BDNF em estruturas encefalicas em animais
de laboratério e em humanos no envelhecimento saudavel séo raros. Kreinin e
colaboradores (2015) ndo observaram correlacdo entre os niveis séricos de BDNF e
0 aumento da idade em humanos. Gunstad e colaboradores (2008) demonstraram
que niveis aumentados de BDNF estdo associados com uma melhor funcéo
neuropsicolédgica no envelhecimento. Estudos com animais silenciados para o gene
BDNF demonstraram alteracdes sobre os processos de aprendizagem e de memoria
(GORSKI et al., 2003; MONTEGGIA et al., 2004; HELDT et al., 2007). No entanto,
nesta dissertacdo ndo foram observadas alteracdes nos niveis corticais de BDNF
induzidas pelo envelhecimento ou correlagdo entre o desempenho dos animais no
paradigma de memoria aversiva e 0s niveis desta neurotrofina. Corroborando
nossos dados,um estudo realizado na Polénia com uma populacdo adulta de 150
voluntarios, ndo demonstrou correlagdo dos niveis séricos de BDNF com um teste
de aprendizado (“Auditory-verbal learning Test”) (WILKOSC et al., 2016).

Diversos estudos demonstraram a importancia desta neurotrofina nos
processos de regulacdo sinaptica e plasticidade neuronal (COSTA et al., 2015). E
relevante destacar que a regulacao dos niveis de BDNF, pode ser pos-transcricional.
Todo mMRNA de BDNF é traduzido em pr6-BDNF e apés clivagem por proteases
intracelulares é convertido em BDNF maduro (mBDNF) (NAGAPPAN et al., 2009).

Smiljanic e colaboradores (2014) demonstraram que a dieta de restricdo
calorica apresentou um efeito idade-dependente sobre os niveis de pr6-BDNF e do
BDNF maduro. Em animais de 12 meses, a restricdo aumentos 0s niveis de BDNF
maduro, enquanto que nos animais de 24 meses, houve um aumento dos niveis do
pro-BDNF e uma reducdo dos niveis do BDNF maduro em cortex. Chen e
colaboradores (2015) evidenciaram que ratos tratados com proBDNF obtiveram
piores escores no teste de Water Maze e sugerem que o proBDNF atenua a
neurogénese no hipocampo e induz déficits em funcdes de aprendizagem e memoéria
de ratos envelhecidos. Assim, abre-se a perspectiva de avaliar tanto o efeito do
envelhecimento quanto do impacto do exercicio sobre os niveis do pr6-BDNF e do
BDNF maduro.
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7 CONCLUSAO

Este estudo demonstrou que os niveis de HDAC2 em cortex pré-frontal de
ratos Wistar envelhecidos esta aumentado em relacédo ao grupo adulto jovem e este
aumento estad correlacionado ao prejuizo no desempenho destes animais no
paradigma de memdria observado nestes animais. Nossos resultados indicam ainda
que o protocolo de exercicio fisico diario moderado néo alterou significativamente os
niveis de HDAC2 em cortex pré-frontal de ratos Wistar. O protocolo de exercicio
utilizado e o processo de envelhecimento ndo induziram modificacdes nos niveis de
BDNF. Nossos dados permitem sugerir que mais estudos sao necessarios para uma
melhor compreenséo dos mecanismos relacionados tanto ao envelhecimento normal

guanto a neuroprotecao induzida pelo exercicio fisico.
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