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RESUMO

A epigenética é considerada como a interface entre os componentes genéticos, o ambiente
externo e o estilo de vida. Estudos recentes sugerem uma relacdo entre o processo de
envelhecimento cerebral e o desequilibrio de mecanismos epigenéticos, contudo, estes dados
ainda ndo sdo conclusivos. Ainda, tem sido demonstrado que o exercicio fisico parece alterar
marcadores epigenéticos em hipocampo de ratos adultos jovens. Sabe-se que o grau de
neuroplasticidade varia com a idade e que as estruturas encefalicas podem responder
diferentemente a exposi¢do ao exercicio. Assim, este trabalho teve como objetivo central
investigar o impacto do exercicio fisico sobre parametros epigenéticos em hipocampo e
estriado de ratos Wistar em diferentes fases do desenvolvimento. Na primeira etapa, avaliou-
se os efeitos do processo de envelhecimento e do exercicio fisico sobre pardmetros de
metilagdo, conteudo das enzimas DNA metiltransferase 1 (DNMT1) e DNA metiltransferase 3b
(DNMT3b) e niveis de metilagdo da histona H3-K9 em hipocampos de ratos Wistar adultos
jovens (3 meses) e envelhecidos (20 meses). Os animais foram submetidos a diferentes
protocolos de exercicio fisico: sessdo Unica, que constituiu em corrida em esteira durante 20
minutos, ou treinamento cronico, caracterizado pela corrida em esteira por 20 minutos
durante duas semanas. Ainda, no intuito de verificar os efeitos agudos e tardios do exercicio,
os animais foram decapitados 1 ou 18 horas apds a sessdo Unica ou o ultimo treino do
protocolo cronico. Observou-se um perfil de hipometilagao global nos animais envelhecidos,
uma vez que este grupo apresentou uma reducdo no contetdo hipocampal da enzima DNMT1
e nos niveis de metilagdo da histona H3-K9. A sessdo Unica de exercicio reduziu agudamente o
conteuddo hipocampal das enzimas DNMT1 e DNMT3b no grupo adulto jovem, um indicativo
de aumento da atividade transcricional e expressdo génica. No entanto, nao afetou estes
marcadores no grupo envelhecido. Além disto, a sessdo Unica de exercicio induziu uma
reducdo nos niveis de metilagdo da histona H3-K9 no grupo adulto jovem, enquanto que, no
grupo envelhecido induziu um aumento neste parametro em ambos os tempos testados.
Ainda, o protocolo crénico reduziu de forma persistente este pardametro no grupo adulto
jovem, mas ndo alterou em ratos envelhecidos. Na segunda etapa, analisou-se o efeito destes
mesmos protocolos de exercicio sobre a atividade global da enzima Histona Desacetilase
(HDAC) em estriado de ratos Wistar em diferentes fases do desenvolvimento, adolescentes (25
dias), adultos jovens (3 meses) e envelhecidos (20 meses). A sessdo Unica de exercicio induziu
efeitos persistentes na atividade da HDAC nos adolescentes, visto que o grupo exercitado
apresentou uma diminui¢do neste parametro em ambos os tempos testados, sugerindo um
aumento nos niveis de acetilagdo de histonas e ativagdo da maquinaria transcricional. No

entanto, o exercicio ndo alterou a atividade desta enzima nos demais grupos, ratos adultos



jovens e envelhecidos. Estes resultados sugerem que o exercicio fisico moderado de corrida
em esteira é capaz de induzir mudancas epigenéticas em encéfalo de ratos, o que pode alterar
a atividade transcricional, e assim, modular a expressao de genes especificos envolvidos com a
funcdo cerebral. Além disso, demonstramos que a modulacdo epigenética em resposta ao

exercicio ocorre de forma protocolo e idade-dependentes.



ABSTRACT

Epigenetics is considered as the interface between the genetic components, the external
environment and lifestyle. Recent studies suggest a relationship between the brain aging
process and the imbalance of epigenetic mechanisms, however, these data are not conclusive.
Moreover, it has been shown that exercise seems to alter epigenetic markers in the
hippocampus of adult rats. It is known that the neuroplasticity degree varies with age and that
the brain structures may respond differently to exercise exposure. Therefore, this work was
mainly aimed to investigate the impact of physical exercise on epigenetic parameters in the
hippocampus and striatum of rats at different stages of development. In the first moment, we
evaluated the effects of the aging and exercise on methylation parameters, DNA
methyltransferase 1 (DNMT1) and DNA methyltransferase 3b (DNMT3b) content and histone
H3-K9 methylation levels in hippocampi from young adult (3 months) and aged (20 months)
Wistar rats. The animals were subjected to different exercise protocols: a single session, which
consisted in running on a treadmill for 20 minutes, or chronic training, characterized by
running on a treadmill for 20 minutes during two weeks. Moreover, in order to examine the
acute and delayed effects of exercise, the animals were decapitated 1 or 18 hours after the
single session or the last training session of chronic protocol. It was observed a global
hipomethylation profile in the aged animals, since this group showed a reduction on
hippocampal DNMT1 enzyme content and on histone H3-K9 methylation levels. The single
exercise session acutely reduced hippocampal content of DNMT1 and DNMT3b enzymes in the
young adult group, an indicative of increased transcriptional activity and gene expression.
However, did not affect these markers in the aged group. Furthermore, the single exercise
session induced a reduction on histone H3-K9 methylation levels in the young adult group,
while in the aged group, increased this parameter in both tested times. Moreover, the chronic
protocol also reduced persistently this parameter in the young adult group, but did not alter in
the aged rats. In the second moment, it was analyzed the effect of these same exercise
protocols on the global enzyme Histone Deacetylase (HDAC) activity in the striatum of Wistar
rats at different stages of development, adolescents (25 days), young adult (3 months) and
aged (20 months). The single exercise session induced persistent effects on HDAC activity in
the adolescents, given that the exercised group showed a decrease in this parameter in both
time points evaluated, suggesting increased levels of histone acetylation and transcriptional
machinery activation. However, the exercise did not alter this enzyme activity in the other
groups, young adult and aged rats. These results suggest that moderate exercise treadmill
running it is able to induce epigenetic changes in rat brain, which might alter the

transcriptional activity, and thus might modulate the expression of specific genes involved with



Xi

the brain function. Furthermore, we demonstrated that epigenetic modulation in response to

exercise occurs in a protocol and age-dependent manner.



Introducao



1.1 Epigenética

A epigenética, expressdao que significa “acima do genoma”, consiste no estudo das
alteracdes na expressao de genes especificos que independem de mudancas na sequéncia
primdria do DNA. E sim, a epigenética envolve modificacdes estruturais na cromatina

decorrentes da interagdo do individuo com o ambiente (Bird, 2007).

A estrutura da cromatina consiste em uma unidade de DNA dividida em duas espirais,
as quais se enrolam em torno de um octamero protéico formado por quatro pares de histonas:

H2A, H2B, H3 e H4, conforme observado na figura 1 (Kouzarides, 2007; Strahl e Allis, 2000).

(A) Cromatina
N \
< |

.

™

(B) Octamero

Figura 1 (A) Estrutura da cromatina, formada por histonas envolvidas por duas moléculas de DNA; (B)

Octamero proteico formado por quatro pares de histonas (Adaptada de Graff e Mansuy, 2008).

Assim, os mecanismos epigenéticos englobam modificacdes tanto na molécula de
DNA, quanto em histonas. A molécula de DNA ¢é suscetivel a uma Unica modificacdo
epigenética, a metilacdo, reacdo catalisada por enzimas denominadas DNA metiltransferases
(DNMTs). Estas enzimas transferem o grupo metil da molécula doadora S-adenosilmetionina
(SAM) para a posicdo 5’ do anel piramidal da citosina, formando 5-metil desoxicitidina e S-
adenosil homocisteina (SAH), processo que resulta na reducdo da transcri¢cao génica (Figura 2)
(Reik et al.,1999). Existem 2 familias de DNMTs: as DNMTs de manutencdo, responsaveis por
manter os padrées de metilacdo durante o processo de replicacdo celular, incluindo as
DNMT1, as quais utilizam como substrato DNA hemi-metilado; e as DNMTs com fung¢do de
metilacdo propriamente dita dos genes (mecanismo denominado como de novo metilacdo).
Estas sdo divididas em DNMT3a e DNMT3b, as quais estdo envolvidas na transferéncia de

grupos metil para sitios previamente ndo metilados (Lei et al., 1996; Reik et al., 1999).
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Figura 2 Reacgdo de metilagdo do DNA (Adaptado de Zovkic et al., 2013).

A metilagdo ocorre preferencialmente nas chamadas ilhas “CpG”, regides do DNA com
grande nimero de residuos de Citosina e Guanina adjacentes, localizados na regidao promotora
de varios genes (Gupta et al., 2010; Reik et al.,1999). Uma das propostas para explicar os
possiveis mecanismos envolvidos com a repressao génica mediada pela metilagdio do DNA
seria através da diminuicdo direta da transcricdo por meio do bloqueio dos fatores de
transcricdo aos seus sitios de ligacdao (Prendergast e Ziff, 1991). Outro modelo incluiria a
participacao de proteinas ligadoras de metil-CpG (MBPs), as quais reconhecem o DNA metilado
e recrutam complexos co-repressores. Estes incluem a participagao de outras enzimas, como
as Histona Desacetilases (HDACs), para silenciar indiretamente a transcricdo génica (Nan,

1998).

Ja as histonas podem sofrer diversas modificagGes em sua cauda N-terminal, incluindo
a acetilagao, fosforilagdo, metilacdo, ubiquitinacdo e ADP-poli-ribosilagao (Figura 3). Uma vez
gue estas proteinas sdo modificadas, elas remodelam a cromatina, tornando-a mais ou menos
compacta, o que influencia o processo de transcricdio génica. Este processo tem sido
reconhecido como “o cédigo das histonas” (Strahl e Allis, 2000; Kouzarides, 2007). A acetilacdo

e a metilacdo de histonas serdo o foco deste estudo.



@ Acetilacéo
N [W Metilagéo
® Fosforilagéo
Ubiquinagao
N
N

Figura 3 Modifica¢Oes epigenéticas em histonas (Adaptada de Graff e Mansuy, 2008).

O estado dinamico de acetilagdo e desacetilagdo de histonas é regulado por dois
grupos de enzimas, as Histonas Acetiltransferases (HAT) e as Histonas Desacetilases (HDAC),
respectivamente. A HAT catalisa a adi¢do do grupo acetil da molécula doadora Acetil-coenzima
A (acetil-CoA) na cauda N-terminal das histonas, o que neutraliza a carga positiva das
extremidades destas proteinas e consequentemente enfraquece as intera¢des eletrostaticas
com o DNA, carregado negativamente. Este processo causa o relaxamento da estrutura da
cromatina, facilitando a acdo de fatores transcricionais, o que pode aumentar a expressao de
genes especificos. Inversamente, as HDAC promovem a desacetilagdo das histonas, ligando-se
fortemente ao DNA, tornando a estrutura da cromatina mais compacta, contribuindo para o
silenciamento génico (Figura 4A e 4B). Assim, o sistema HAT-HDAC desempenha um papel
chave na modificacdo da estrutura da cromatina, o que estd diretamente relacionado ao
controle do processo transcricional e expressdo génica (Kouzarides, 2007; Khan e La Thangue,

2008).
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Figura 4 (A) Acetilacdo e desacetilagdo de histonas, pela agdo da HAT e da HDAC; (B) Eucromatina,
cromatina “aberta”; (C) Heterocromatina, cromatina condensada (Adaptado de

http://bricker.tcnj.edu/Amb/amble9.html).

Diferente da acetilagdo de histonas, frequentemente associada com a ativacdo da
atividade transcricional e aumento da expressdo génica, a metilacdo das histonas, catalisada
por enzimas denominadas Histona Metiltransferases (HTMs), pode resultar em ativagao ou
repressao génica. Estas respostas dependem de fatores como a histona e a lisina onde ocorre a
adicdo do grupo metil, além do grau de metilacdo (mono, di ou tri-metilagdo). Por exemplo,
tem sido descrito que a mono-metilacdo da histona H3 na lisina 9 (H3-K9) resulta em ativacdo
transcricional, enquanto que a di e tri-metilacdo da H3-K9 estdo associadas a repressdo e ao
silenciamento génico. Inversamente, no caso da histona H3 na lisina 4 (H3-K4), a di e a tri-
metilacdo induzem o relaxamento da estrutura da cromatina, contribuindo para a ativacdo do

processo transcricional (Gupta et al., 2010).

E importante destacar que os mecanismos epigenéticos ndo sdo eventos isolados, e

sim, atuam em conjunto. Eles interagem e influenciam um ao outro para regular a estrutura da



cromatina, modulando a expressao de genes especificos, inclusive de genes relacionados com

a funcdo cerebral (Gupta et al., 2010; Lubin e Sweatt, 2007).

1.2 Epigenética e Fungdo Cerebral

O papel de mecanismos epigenéticos em diferentes fases do desenvolvimento cerebral
tem sido considerado nas ultimas décadas. Especificamente, as modificacdes epigenéticas
parecem ser importantes fatores reguladores durante o desenvolvimento neural, além de
estarem envolvidas na plasticidade sindptica, no comportamento, no aprendizado e na
memdria. Ainda, o desequilibrio nos niveis de acetilagdo de histonas e de metilagdo de
histonas e de DNA estdo associados ao processo de envelhecimento fisioldgico. Além de que,
estdo presentes em condi¢des neurodegenerativas e na patogénese de disfungdes cognitivas e
mentais, como a Sindrome de Rett, esquizofrenia e depressdo (Jingwen et al., 2013; Saha e

Pakan, 2006; MacDonald e Roskams, 2009).

1.2.1 Acetilagdo de histonas e Fungdo Cerebral

A modulagdo da acetilagdo de histonas sobre a fung¢do cerebral é o mecanismo
epigenético melhor compreendido. Estudos experimentais recentes tem relacionado este
mecanismo a diversos eventos nas diferentes fases do desenvolvimento, como por exemplo,

predisposicdo a adi¢cdo a drogas de abuso e a formag¢dao da memoria.

Foi demonstrado que o consumo de drogas de abuso durante a adolescéncia
aumentou os niveis centrais de acetilacdo de histonas em roedores, sugerindo o envolvimento
deste mecanismo epigenético em alteragGes comportamentais e neurais relacionadas a adi¢ao
(Renthal e Nestler, 2008; Quown e Wood, 2010). Especificamente, foi demonstrado que a
administragdo cronica de etanol induziu um aumento na atividade da enzima acetiladora de
histonas, a HAT, em cdrtex pré frontal de ratos Wistar de 30 dias, além de aumentar os niveis
de acetilacdo das histonas H3 e H4 na regido promotora de genes envolvidos com a adigao,
como o cFos, FosB e quinase dependente de ciclina 5(Cdk5) (Pascual et al., 2012). Em estriado,
Kumar e colegas (2005) demonstraram que a administracdo de cocaina aumentou a acetilacdo
nos genes promotores do cFos e FosB. Ainda, um aumento na acetilagdo da histona H3 foi
observado na regido promotora dos genes Cdk5 e fator neurotréfico derivado do encéfalo

(BDNF). Alguns autores também tem descrito que acetilagdo de histonas parece ser um



componente chave nos processos de formacdo e consolidacdo da memodria em roedores
adultos jovens (Fontan-Lozano et al., 2008; Cotman et al., 2007; Bousiges et al., 2013; Bredy et
al., 2007). Fontan-Lozano e colaboradores (2008) observaram que apods serem submetidos ao
teste de reconhecimento de objeto, os animais apresentaram aumento nos niveis hipocampais
de acetilacdo da histona H3. Neste contexto, é interessante citar que o hipocampo exerce
papel crucial na plasticidade sinaptica e nos processos de aprendizado e memoéria (Cotman et
al., 2007). Bousiges e colegas (2013) observaram ainda que além de induzir aumento nos niveis
hipocampais de acetilagdo da histona H3, a exposicdo a este mesmo paradigma também
alterou os niveis de acetilagao das histonas H4 e H2B. Somado a isto, foi demonstrado que a
acetilagao de histonas pode influenciar a memoaria de extingao, uma vez que elevados niveis de
acetilagao da histona H4 no éxon IV do gene do BDNF foi verificado em cértex pré frontal de

camundongos expostos ao teste de medo condicionado (Bredy et al., 2007).

Dados obtidos em nosso laboratdrio mostraram uma reduc¢do nos niveis de acetilagdo
global da histona H4 em hipocampos de ratos Wistar durante o processo de envelhecimento
normal, o qual foi associado a um déficit da memdria aversiva, avaliado através da tarefa da
esquiva inibitéria (Lovatel et al., 2013). Adicionalmente, ratos de 24 meses de idade
submetidos a tarefa do labirinto aqudtico (Water Maze), apresentaram déficit de meméoria,
além de menores niveis hipocampais de acetilagao das histonas H3 e H4 quando comparados
ao grupo adulto jovem (Castellano, 2012). Estes achados podem estar relacionados a uma
diminuicdo na expressdao hipocampal de genes como o do BDNF em ratos envelhecidos
(Blalock et al., 2003; Rowe et al., 2007). Cabe descrever que o hipocampo é uma regido
encefdlica extremamente suscetivel aos processos degenerativos decorrentes do
envelhecimento. Isto pode explicar, pelo menos em parte, o comprometimento das func¢des
intelectuais em idosos (Mattson et al., 2006), o qual parece ser influenciado pela modulagao

dos niveis de acetilagdo de histonas.

E importante salientar que a desacetilacio global de histonas parece aumentar no
processo inicial de apoptose neuronal na neurodegeneracdo (Rouaux et al., 2003). Além de
gue, uma elevada atividade da HDAC tem sido observada durante o processo de morte
neuronal. Pode-se destacar ainda que a perda do balango entre a atividade das enzimas HAT e
HDAC a favor da HDAC parece ser um mecanismo critico e decisivo envolvido na disfuncdo e
toxicidade neuronal, fatores relacionados as doencas neurodegenerativas (Saha e Pakan,
2006). Assim, agentes que promovam aumento no nivel de acetilacdo de histonas, tais como
ativadores da HAT e inibidores da HDAC, parecem ser recursos terapéuticos promissores nao

somente na melhora da memoaria, como também no manejo de doencgas neurodegenerativas.



Com base nestas evidéncias, estudos pré-clinicos tem investigado o uso de inibidores
de HDAC no desempenho em testes de memoria. Foi observado que a Tricostatina pode
aumentar a potenciacdo de longa duracdo (LTP) (Levenson et al.,, 2004), enquanto que a
administracdo sistémica ou intra-hipocampal de Butirato de Sddio parece estar relacionada
com a melhora da memdria para o condicionamento ao medo (Vecsey et al., 2007) e para a
memaria de reconhecimento de objetos em roedores jovens (Stefanko et al., 2009). Levenson
e colegas (2004) também observaram que o Butirato de Sodio aumentou a memdria de longa
duragdo (LTM) no teste de medo condicionado, o que foi acompanhado por um aumento nos
niveis hipocampais de acetilagdo da H3 apds o treino. Ainda, foi demonstrado que este mesmo
inibidor de HDAC pode melhorar o desempenho de animais envelhecidos no teste de
reconhecimento de objetos (Reolon et al., 2011). Consequentemente, estes dados sugerem
que o estado de hiperacetilagdio de histonas exerce um papel crucial na formagdo e
consolidacdo da memodria, assim como pode reverter déficits de memdria associados ao

processo de envelhecimento.

1.2.2 Metilagdo de histonas e Fungdo Cerebral

Embora os efeitos da acetilagdo de histonas sejam melhor estudados, o papel da
metilagdo destas proteinas sobre a fungdo cerebral tem sido pouco explorado. Foi descrito que
a metilacdo da histona H3-K4 parece estar envolvida em eventos como a neurogénese (Lim et
al., 2009) e no desenvolvimento do tubo neural durante o periodo embriondrio (Patel et al.,
2007). Enquanto que, a metilacdo da histona H3-K9 tem demonstrado participar nos processos
de diferencia¢do neural e mielinizacdo de oligodendrécitos (Sen e Synder, 2011). Estes achados
sugerem que a metilacdo da histona H3, independentemente da lisina, parece exercer um

importante papel na maturagao do SNC.

Gupta e colegas (2010) investigaram a relacdo entre os niveis de metilacdo da histona
H3 durante a consolidagdo da memdria em hipocampo de ratos adultos jovens expostos a
tarefa de medo condicionado. Os autores observaram que esta tarefa induziu tri-metilacdo da
histona H3-K4, marcador associado a ativacdo do processo transcricional; e di-metilacdo da
histona H3-K9, mecanismo envolvido com a reduc¢do do processo transcricional, sugerindo
assim, aumento e repressdao de genes especificos durante a formac¢do da memdria. Outro
achado interessante deste estudo foi que os animais tratados com Butirato de Sédio, um
inibidor da HDAC, apresentaram elevados niveis hipocampais de tri-metilacdo da histona H3-

K4 e reduzidos niveis de di-metilagdo da histona H3-K9 apds o treino. Estes dados nos



permitem inferir que a metilagdao de histonas contribui para a formag¢ao da memoria a longo
prazo, e que a acetilacdo de histonas atua de forma conjunta com a metilacdo durante este

processo.

Também tem sido observado o envolvimento da metilacdo de histonas, em especial da
H3-K27, H3-K4 e H3-K9, em transtornos de comportamento e de humor (Xu e Andreassi, 2011;
Sun et al., 2013). Adicionalmente, Hunter e colaboradores (2009) demonstraram alteracdes
significativas nos niveis de metilacdo destas histonas no giro denteado de animais expostos a
um modelo de estresse agudo e cronico, evidenciando o envolvimento deste mecanismo em

resposta a exposi¢do ao estresse.

Além de que, um declinio progressivo nos niveis globais de metilagdo de histonas tem
sido observado em oligodendrdcitos durante o processo de envelhecimento normal (Shen e
Casaccia-Bonnefil, 2008). Somado a isso, alteragdes nos niveis de metilagdo de histonas tem
sido detectadas em diversas doengas neurodegenerativas, como Ataxia de Friedreich, Doenga
de Huntington e Doenca de Alzheimer (Schmucker e Puccio, 2010). Ainda, Walker e colegas
(2013) observaram um aumento significativo nos niveis neuronais de metilagdo da histona H3-
K9 em modelo animal de Alzheimer. Apesar destas evidéncias, a relacdo entre os niveis de
metilagdo da histona H3-K9 e o processo de envelhecimento cerebral fisiolégico tem sido

pouco explorada.

1.2.3 Metilagdo do DNA e Fungéo Cerebral

A influéncia que os fatores ambientais exercem sobre os niveis de metilagio do DNA
sobre a fungao cerebral tem sido observada desde o periodo pré-natal, o que parece resultar
em alteracOes persistentes na expressao de inumeros genes na vida adulta. Para exemplificar,
podemos citar o interessante estudo de Mueller e colegas (2008), onde camundongos fémeas
prenhas foram expostas ao estresse durante os periodos iniciais da gestagdo, em que o SNC
apresenta maior vulnerabilidade a insultos. Os autores observaram que os filhotes machos (10-
16 semanas) apresentaram alteracbes comportamentais nos testes de nado forgado e
suspensdao da cauda. Ainda, estes mesmos animais, aos 4 meses de idade, demonstraram
hipometilacdo do DNA no gene promotor do fator liberador de corticotrofina (CRF) e
hipermetilagdo no receptor de glicocorticdide em tecido hipotalamico. Também foi observada
uma hiperesponsividade do eixo hipotalamo-pituitaria-adrenal (HPA), um importante

regulador homeostatico que responde a agentes estressores, e é extremamente sensivel ao
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impacto de experiéncias adversas precoces. Cabe destacar que a exposicdo ao estresse
durante o periodo gestacional tem sido associada ao aumento da incidéncia de doencas
neuropsiquiatricas, como depressao, ansiedade, esquizofrenia e autismo (Koenig et al., 2002;
Nestler et al., 2002; Gillott e Standen, 2007). Assim, estes dados sugerem que a modulagdo da
metilacdo do DNA pode estar envolvida com os efeitos comportamentais induzidos pelas

experiéncias e exposicdes ambientais durante os estagios iniciais do desenvolvimento.

Também foi demonstrado que este parametro epigenético pode ser modificado apds o
nascimento, uma vez que filhotes de ratos que recebem maior qualidade de cuidados
maternos desenvolvem uma maior capacidade de reagdo comportamental a eventos
estressantes. Este achado foi associado a um estado de hipometilagdo de DNA e maior
expressao hipocampal de receptores de glicocorticéides (Weaver et al., 2004). Ainda, ratos que
receberam um numero reduzido de groomings, um componente do cuidado materno,
demonstraram prejuizos na memoaria espacial e aprendizado, o que estava associado com uma
alteragdo nos niveis hipocampais do gene do BDNF (Liu et al., 2000). Para finalizar, algumas
evidéncias tem sugerido que o efeito do cuidado materno sobre a expressdo de genes
especificos pode ter impacto transgeracional por meio da modulag¢do dos niveis de metilagdo

de DNA (Champagne, 2008).

Estudos também tém elucidado o envolvimento da metilagdo do DNA nos processos de
aprendizado, memdria e plasticidade sinaptica em roedores adultos. Foi observado que o teste
de medo condicionado induziu um aumento na expressdo do gene da DNMT3a em hipocampo
(Feng et al., 2010). Ainda, o uso de inibidores globais de DNMTs foi capaz de bloquear a
inducdo da LTP, como também alterou os niveis hipocampais de metilacio de genes
implicados na plasticidade sindptica e memadria, como o BDNF, relina e proteina fosfatase do
tipo-1 (PP1) (Levenson et al., 2006; Lubin et al., 2008; Miller e Sweatt, 2007). Adicionalmente,
a atividade das DNMTs tem sido associada ao processo de maturacdo e desenvolvimento do
SNC (Feng et al., 2005). Especificamente, foi demonstrado que as DNMT1 sdo altamente
expressas no cérebro, e que neurdnios deficientes nesta enzima sao eliminados nas primeiras
3 semanas de vida pds natal. Ainda, modelos animais nocaute para os genes das enzimas
DNMT1 e DNMT3 apresentaram grave anormalidade do desenvolvimento (Dean et al., 2005),
sugerindo a importancia destas enzimas durante o desenvolvimento embrionario. Somado a
isso, estudos sugerem um papel fundamental das DNMT3a e DNMT3b nos estdagios tardios e
precoces da neurogénese, respectivamente (MacDonald e Roskams, 2009). Outro interessante

estudo mostrou que estas enzimas parecem participar de respostas a lesdo cerebral, uma vez
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gue niveis neuronais reduzidos de DNMT1 diminuiram significativamente o tamanho da area

isquémica (Endres et al., 2000).

Alguns autores tém apontado que ocorre um desequilibrio nos padrdes de metilacao
do DNA durante o processo de envelhecimento, o que pode comprometer a diferenciacdo e o
funcionamento normal das células (DiMauro e David, 2009; Penner et al., 2010; Kaliman et al.,
2011). Wilson e colegas (1987) demonstraram uma redugdo significativa no contelido de 5-
metil desoxicitidina, um dos produtos resultantes do processo de metilacdo do DNA, no
intestino delgado e figado de roedores, sugerindo uma tendéncia a hipometilacdo global do
DNA associado com o processo de envelhecimento. De acordo, outros estudos antigos
também observaram uma hipometilagdo global em tecido cardiaco e linfocitos T de humanos e
outros mamiferos (Vanyushin et al., 1970; Golbus et al., 1990). Um aspecto importante a ser
descrito neste contexto é que a hipometilagdo do DNA observada durante o processo de
envelhecimento tem sido apontada como um importante fator envolvido com a
carcinogénese, diminuindo a expressdo de pro-oncogenes especificos (Richardson et al., 2002).
Por outro lado, tem sido observado um aumento da metilacdo de DNA em rins de ratos
envelhecidos (Vanyushin et al., 1973), sugerindo que esta modulagdo possa variar de acordo
com o tecido analisado. Apesar destas evidéncias, o impacto do processo de envelhecimento
sobre os niveis de metilagdo do DNA no encéfalo tem sido pouco estudado, e ainda ndo ha um
consenso sobre seu efeito, talvez devido a complexidade destes mecanismos. Siegmund e
colegas (2007), em um estudo post-mortem, observaram que o envelhecimento induziu hipo e
hipermetilacdo do DNA em regides promotoras de forma gene-especifica em cortex cerebral.
No entanto, até o momento, de nosso conhecimento, ndo existem estudos que avaliem este
parametro em outras estruturas encefdlicas, como por exemplo, o hipocampo. Além de que,
ainda nao foram elucidados possiveis mecanismos moleculares envolvidos com as altera¢oes
nos niveis de metilagio do DNA no encéfalo envelhecido, refletindo a necessidade de se

analisar aspectos como o conteldo encefalico das DNMTs.

1.3 Exercicio Fisico, Epigenética e Fungdo Cerebral

Estudos experimentais tém demonstrado que o exercicio fisico constitui um
importante estimulo ambiental capaz de induzir alteragdes epigenéticas no encéfalo, o que
pode alterar a maquinaria transcricional de genes especificos envolvidos com a funcdo

cerebral (Feinberg, 2008; Gomez-Pinilla et al., 2011, Elsner et al., 2011; Lovatel et al., 2013).
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O exercicio fisico tem recebido atencdo nas uUltimas décadas devido ao seu potencial
efeito terapéutico relacionado com a melhora da func¢do cognitiva (Cotman e Berchtold, 2002;
Vaynman e Gomez-Pinilla, 2005); reducdo da ansiedade e depressdo (Martinsen, 2008) e a
capacidade de proteger o cérebro contra desordens neurogenerativas (Goodwin et al., 2008;
Honea et al., 2009). Dentre os mecanismos envolvidos com o aprimoramento da funcdo
cognitiva induzida pelo exercicio, pode-se citar o aumento das conexdes sindpticas (Pysh e
Weiss, 1979), da neurogénese hipocampal (Fabel et al., 2003; Van Praag et al., 1999) e do
aumento da expressdo de BDNF em regides encefalicas como hipocampo e cértex (Vaynman et

al., 2006; Gomes da Silva et al., 2012; Hopkins et al, 2011).

Ha evidéncias de que a pratica regular do exercicio melhora a fungao cerebral tanto
em humanos, quanto em animais de experimentagao, em diferentes fases do desenvolvimento
(Winter et al., 2007; Sibley e Beilock, 2007). Contudo, deve-se considerar que as respostas
associadas ao exercicio fisico dependem de diversos fatores, dentre eles o protocolo de
treinamento utilizado, variando conforme a frequéncia, a dura¢do e a intensidade do esforgo e

aidade (Narath et al., 2001).

Estudos clinicos demonstram uma relagao positiva entre a pratica regular de exercicio,
aprendizado e memodria em criancas em idade escolar (Sibley e Etnier, 2003). Inversamente,
baixo nivel de atividade fisica em criangas e adolescentes estd correlacionado a menores
habilidades cognitivas (Archer e Kostrezewa, 2012). Estes achados corroboram resultados de
ensaios experimentais. Neste contexto, pode-se citar o estudo de Uysal e colaboradores
(2005), onde um protocolo de exercicio aerdbico, sessdes didrias de corrida em esteira por 30
minutos durante 8 semanas, aprimorou a performance da meméria espacial em ratos de 22
dias, avaliado na tarefa do labirinto aquatico (Water Maze), e também induziu um aumento na
neurogénese na regidao CAl e CA3 do hipocampo. De acordo com estes achados, animais de 21
dias submetidos a um protocolo de corrida semelhante por um periodo de 39 dias também
apresentaram melhora da memdria espacial, o qual foi relacionado ao aumento hipocampal da
expressao de BDNF (Gomes da Silva et al., 2012). Apesar destas evidéncias, o conhecimento
sobre o mecanismo de ac¢do pelo qual o exercicio altera a expressdo deste importante fator

neurotréfico tem sido pouco explorado em ratos adolescentes.

Os efeitos benéficos do exercicio também tém sido amplamente observados em ratos
adultos jovens. Estudos demonstram que diferentes protocolos como corrida em esteira,
natacdo e corrida em roda, podem melhorar o desempenho de roedores em tarefas de

memadria como labirinto aquatico (Water Maze), (Berchtold et al 2010; Pietrelli et al., 2012),
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reconhecimento de objetos (Hopkins et al., 2011) e esquiva inibitéria (Kim et al., 2010; Radak
et al, 2006), respectivamente. Ensaios prévios conduzidos em nosso laboratdrio
demonstraram que a corrida em esteira ergométrica durante 20min/dia por um periodo de 2
semanas foi capaz de reduzir o dano isquémico induzido pela privacao de oxigénio e glicose
(POG) em fatias hipocampais de ratos Wistar adultos jovens, sugerindo-o como um protocolo
neuroprotetor de exercicio fisico (Scopel et al., 2006). Considerando que ha evidéncias de que
o exercicio fisico aumenta os niveis de BDNF, e que a expressao deste fator neurotréfico pode
ser modulada por mecanismos epigenéticos, um estudo posterior do grupo investigou
parametros epigenéticos, avaliacdo das atividades das enzimas HAT e HDAC, em hipocampo de
ratos Wistar adultos submetidos ao protocolo de exercicio neuroprotetor. Foi demonstrado
gue a Unica sessdo de exercicio, corrida em esteira ergométrica por 20 minutos, induziu um
aumento na atividade da HAT em combinagdo com uma diminui¢do na atividade da HDAC, um
indicativo de hiperacetilagdo de histonas e aumento da atividade transcricional. Estes dados
sugerem o envolvimento deste mecanismo epigenético com os efeitos neuroprotetores do
exercicio fisico em ratos adultos jovens (Elsner et al., 2011). Corroborando este achado,
Gomez-Pinilla e colegas (2011) observaram que o exercicio aumentou os niveis hipocampais de
acetilacdo da histona H3, o que estava relacionado com um aumento na expressao do gene
BDNF em ratos da mesma idade. Desta forma, pode-se hipotetizar que os efeitos positivos do
exercicio sobre a fungdo cognitiva de ratos adultos pode estar relacionada, pelo menos em
parte, com o aumento da expressdo de genes especificos, como o BDNF, por meio da
modulac¢do dos niveis de acetilacdo de histonas. Assim, avaliar o efeito do exercicio fisico sobre
outros parametros epigéneticos, como a metilacgdo de histonas e do DNA, torna-se
indispensavel para uma melhor compreensdo das bases moleculares envolvidas com a

alteracdo da expressao génica induzida pelo exercicio.

Inimeros sdo os estudos sugerindo que as alterag¢Ges induzidas pelo envelhecimento
podem ser prevenidas ou revertidas pela pratica regular de exercicio fisico. Em humanos, foi
demonstrado que a participagdo em programas de atividade fisica parece aprimorar as
habilidades mentais em idosos sauddveis (Dustman et al., 1984; Elsayed et al., 1980). Ainda,
alguns autores inferem que pessoas fisicamente ativas possuem um processamento cognitivo
mais rapido (Chodzko et al., 1994). Dados epidemioldgicos apontam que o exercicio fisico pode
reduzir tanto o risco quanto a mortalidade induzida por Acidente Vascular Encefalico (AVE)
(Lee e Paffenbarger, 1998), além de diminuir a incidéncia da Doenga de Alzheimer em
individuos com idade superior a 65 anos (Larson et al., 2006). Tem sido descrito ainda que a

aquisicdo de ganhos importantes para conservar e/ou melhorar a capacidade funcional e
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cognitiva de pacientes com doencgas neurodegenerativas foi observada apds estes individuos
serem submetidos a diferentes protocolos de exercicio fisico (Friedman et al., 1991; Heyn,
2003; Arkin, 2007), fatores que podem contribuir para a melhora da qualidade de vida desta

populacdo.

Neste contexto, podemos citar o trabalho de Herman e colegas (2009), os quais
observaram que um protocolo de corrida em esteira durante 6 semanas foi capaz de
aperfeicoar a performance da marcha em pacientes com Doenca de Parkinson, incluindo
aspectos como aumento da velocidade, do comprimento da passada e cadéncia. Ainda,
evidéncias mostraram que diferentes modalidades de atividade fisica, como a pratica de Tai
Chi, Boxe e Tango podem trazer beneficios em aspectos como o equilibrio e marcha. Além
disto, é capaz de reduzir os episddios de quedas em pacientes com Doenga de Parkinson (Li et

al., 2012; Combs et al., 2010; Duncan et al., 2012).

Considerando que a pratica regular de exercicio fisico tem sido vista como uma
promissora ferramenta na prevencdo do declinio das func¢Bes cognitivas e/ou no manejo de
doengas neurodegenerativas decorrentes do processo de envelhecimento, o estudo dos
mecanismos moleculares envolvidos neste processo é relevante. Recentemente, observamos
em nosso laboratdrio que um protocolo crénico de exercicio for¢ado, corrida em esteira
ergomeétrica 20 minutos por dia durante 2 semanas, reverteu a redugao nos niveis hipocampais
de acetilagdo da histona H4 e os déficits de memaria aversiva observados em ratos Wistar de
20 meses de idade (Lovatel et al., 2013). Estes achados sugerem que a alterag¢do dos niveis de
acetilagcdo de histonas induzida pelo envelhecimento em resposta ao exercicio fisico pode

estar envolvida neste processo.

Deve-se considerar que os estudos que reportam os efeitos do exercicio fisico sobre os
niveis de acetilacdo de histonas, tanto em roedores adultos jovens quanto envelhecidos, sdao
restritos ao hipocampo. Assim, nosso grupo de pesquisa tem avaliado esta modulagdo em
outras estruturas encefalicas. Foi demonstrado que o exercicio alterou a atividade das enzimas
HAT e HDAC em cértex de ratos Wistar de 3 meses de idade (Spindler et al., 2013). No entanto,
até o momento, a modulacdo de parametros epigenéticos induzida pelo exercicio em
estruturas estriatais ndo havia sido investigada. Cabe descrever que o estriado é uma regido
encefalica frequentemente associada com o planejamento e a execu¢do do movimento, além
de estar envolvida com o comportamento e a cogni¢do (Kravitz e Kreitzer, 2012; O'Callaghan,

2013). Ainda, foi demonstrado que esta estrutura apresenta alta atividade neuronal durante o


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Kreitzer%20AC%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22689792
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=O%27Callaghan%20C%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23833269
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exercicio (Vissing et al., 1996). Cabe ressaltar também que sua fungdo esta correlacionada com

as diferentes fases do desenvolvimento, conforme sera descrito abaixo.

Tem sido proposto que a integracdo e a coordenacdo entre as regides encefalicas,
incluindo o estriado, tornam-se mais refinadas e eficientes durante a adolescéncia. (Durston et
al., 2006; Hwang et al., 2010; Liston et al., 2006; Stevens et al., 2009). Na fase adulta, o
estriado parece exercer papel primordial na integracdo e no desenvolvimento motor (Kravitz e
Kreitzer, 2012). Ainda, tendo em vista a ligacdo anatomica do estriado com as regides frontal,
temporal, lobos insulares, hipocampo e amigdala, alguns autores tem sugerido um papel do
estriado na modulagdio do comportamento e da cognicdo durante este periodo.
Especificamente, a parte dorsal do estriado parece contribuir para o desenvolvimento e
manuteng¢do da associagao estimulo-resposta, o que sugere a influéncia desta regido nos
processos de aprendizado (Featherstone e McDonald 2004; O'Callaghan, 2013). Dados atuais
também mostram o envolvimento do estriado com o sistema de memdria implicita,
apresentando juntamente com o hipocampo um importante papel de organizar as memérias
recentes em memorias consolidadas (Albouy, 2013). Durante o processo de envelhecimento, o
estriado recebe atencdo especial em funcdo de seu envolvimento em diversas doencas
neurodegenerativas, como Parkinson e Huntington, as quais sdo caracterizadas pelo
comprometimento do sistema motor (Kravitz e Kreitzer, 2012; Lokk, 2000; Tajiri et al., 2010).
Apesar destes achados, do nosso conhecimento, ndo existem estudos que avaliem o efeito do
exercicio fisico em estriado e sua relacgdo com mecanismos epigenéticos durante as diferentes

fases do desenvolvimento.

Outro aspecto relevante a ser considerado é que as respostas associadas ao exercicio
fisico também dependem do tempo decorrido apds o treino (Lovatel et al., 2013; Hopkins et
al., 2011; Radak et al., 2006). Apesar de alguns achados reportarem que os marcadores
epigenéticos tem inicio de a¢do rapida (dentro de minutos) e sdo transitérias (até 24 horas)
para regular a atividade da maquinaria transcricional do encéfalo adulto (Miller e Sweatt,
2007), o perfil temporal dos efeitos do exercicio sobre a modulacdo de pardmetros

epigenéticos tem sido pouco explorado, refletindo a necessidade de investiga-lo.


http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0278262613001462#b0280
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0278262613001462#b0280
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0278262613001462#b0470
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0278262613001462#b0555
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0278262613001462#b0850
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Kreitzer%20AC%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22689792
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Kreitzer%20AC%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22689792
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O aumento da expectativa de vida tornou-se um fenébmeno global, e em comparacao
com a América Latina, encontramos um dos maiores aumentos da populacao de idosos no
Brasil (Coelho e Ramos, 1999). A Organiza¢do Mundial da Saude (OMS) prevé que até 2025, o
Brasil serd o sexto pais do mundo em numero de idosos. Ainda, as estatisticas apontam que
em 2020, o Rio Grande do Sul devera ter cerca de 2 milhdes de pessoas com mais de 60 anos
(Jardim, 2010). Estes dados sdo relevantes, uma vez que o processo de envelhecimento é
caracterizado pelo comprometimento das fung¢des fisioldgicas e bioquimicas, fatores que
contribuem para que estes individuos se tornem mais suscetiveis a um vasto ndmero de
patologias, destacando-se as doengas neurodegenerativas (Souza et al., 2007). Estas
constituem um importante problema de salde publica, pois estdo associadas a morbidade
neurolégica e a deficiéncias motoras e cognitivas (Pinto, 2007). Assim, torna iminente a
necessidade de ateng¢do a populagdo idosa. A realizagdo de pesquisas sobre os mecanismos
envolvidos nas alteragdes da estrutura e da fun¢do cerebral pode ser util para a identificacdao
de novas estratégias neuroprotetoras no intuito de melhorar a qualidade de vida destes
individuos. Neste contexto, alguns estudos tem demonstrado que o exercicio fisico,
caracterizado pelo baixo custo e facil acesso, parece ser uma importante ferramenta para a
prevengao e manejo de doencas neurodegenerativas (Mattson 2000; Kramer et al., 1999) . No
entanto, os mecanismos moleculares envolvidos com os efeitos centrais de sua pratica regular
ainda ndo estdo elucidados.

Por outro lado, em fungao de o foco estar no encéfalo envelhecido, pouca aten¢do tem
sido dada para os efeitos do exercicio fisico sobre encéfalo jovem, sendo relevante, uma vez
gue o exercicio parece contribuir para o crescimento e maturacdo encefdlico durante o
desenvolvimento.

Essas premissas constituiram a principal motivacdo que nos instigou a avaliar o
impacto do exercicio fisico sobre marcadores epigenéticos em encéfalo de ratos Wistar em

diferentes fases do desenvolvimento.



Hipotese de trabalho
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Nossa hipdtese de trabalho é que o exercicio fisico altere parametros epigenéticos em
estriado e hipocampo de ratos em diferentes estagios do desenvolvimento, e que esta
modulagdo possa depender da estrutura e idade avaliadas, bem como do protocolo utilizado e

do tempo apds o treino.



Objetivos
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4.1 Objetivo Geral

O objetivo geral desta Tese foi investigar o efeito do exercicio fisico sobre mecanismos
epigenéticos em estriado e hipocampo de ratos Wistar em diferentes fases do

desenvolvimento.

4.2 Objetivos especificos:
I. Investigar o impacto do processo de envelhecimento normal sobre parametros de metilagao,
especificamente sobre o conteldo das enzimas DNMT3b, DNMT1 e sobre os niveis de

metilagdo da histona H3-K9 em hipocampo de ratos Wistar.

II. Avaliar o efeito de diferentes protocolos de exercicio fisico (sessdo Unica e treinamento
cronico) sobre os niveis hipocampais de metilagdo da histona H3-K9 e sobre o contelido das

enzimas DNMT3b e DNMT1 em ratos Wistar de 3 e 20 meses.

lll. Avaliar o efeito de diferentes protocolos de exercicio fisico (sessdo Unica e treinamento
cronico) sobre a modulagao da atividade da enzima HDAC em estriado de ratos Wistar de 25

dias e 20 meses de idade.

IV. Analisar o perfil temporal dos efeitos do exercicio fisico sobre pardametros epigéneticos,
atividade da HDAC, conteludo das enzimas DNMT1 e DNMT3b e niveis de metilagdo da histona

H3-K9, em hipocampo e estriado de ratos Wistar em diferentes fase do desenvolvimento.



Materiais e Métodos
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5.1 Animais

Para avaliar o efeito do processo de envelhecimento e do exercicio sobre parametros
hipocampais de metilagdo, contetido das enzimas DNMT1 e DNMT3b e niveis de metilagao da
histona H3-K9 (capitulo 1), foram utilizados 128 ratos Wistar machos, sendo 64 adultos jovens

(3 meses) e 64 envelhecidos (20 meses).

O segundo capitulo desta Tese consistiu em analisar o efeito do exercicio fisico sobre a
atividade da HDAC em estriado de animais adolescentes, adultos jovens e envelhecidos, onde
foram utilizados 64 ratos Wistar machos adolescentes (25 dias) e as amostras dos animais de
20 meses descritos acima. Os dados dos animais adultos jovens (3 meses) fizeram parte da
dissertacdo de mestrado do aluno Christiano Spindler deste PPG. Assim, constam no artigo,

mas nao constituem o corpo de dados desta Tese.

Os animais foram fornecidos pelo Centro de Reprodugdo de Animais de Laboratdrio
(CREAL) do Instituto de Ciéncias Basicas (ICBS) da UFRGS e alocados no Biotério Setorial do
Departamento de Farmacologia (ICBS, UFRGS). Eles foram mantidos em condi¢bes padrdo com
um ciclo normal claro/escuro de 12 horas (estando as luzes apagadas no periodo das 19hs as
7hs), com ragdo padronizada e agua “ad libitum”. Todos foram mantidos em caixas plasticas
(390 X 320 X 170 mm?), com assoalho recoberto de serragem (maravalha), sendo que os ratos
de 25 dias e 3 meses foram distribuidos com 5 animais/caixa, enquanto que, ratos de 20 meses

foram mantidos em 2-3 animais/caixa.

5.2 Treinamento — Protocolos de exercicio fisico

O treinamento consistiu em sessdes de corrida em esteira ergométrica adaptada para
ratos, contendo oito pistas individuais separadas entre si por paredes confeccionadas em
acrilico (INBRAMED TK 01, Porto Alegre, Brasil, Figura 5), sempre entre 14hs e 17hs. Nenhum

choque elétrico foi utilizado neste estudo.

Para determinar a velocidade de corrida durante os treinos foi utilizada a medida de
consumo maximo de oxigénio indireta (VO, max) recomendada por Brooks e White (1987).
Cada animal correu na esteira a uma velocidade inicial baixa seguida por incrementos de
5m/min a cada 3 min até atingir seu ponto de exaustio (incapacidade do rato em continuar a
correr). O tempo de fadiga (em minutos) e a velocidade maxima (em m/min) foram tomados

como indice da capacidade de exercicio e usados para o teste de esforco maximo.
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Figura 5 Esteira ergométrica adaptada para ratos

5.3 Desenho Experimental

Os animais foram aleatoriamente distribuidos em dois grupos experimentais:
exercitados (EXE) e sedentdrios (SED) e submetidos a dois protocolos, sessdo Unica de exercicio
ou ao treinamento cronico. No primeiro protocolo, os animais EXE correram na esteira durante
20 minutos, enquanto que o treinamento cronico consistiu em corrida didria na esteira,
durante 20 minutos, por duas semanas. Os animais inicialmente selecionados que se
recusavam a correr eram encorajados com gentis tapinhas em suas costas. Os que, mesmo
assim, se recusavam a correr foram excluidos da amostra (Scopel, et al., 2006). O grupo SED foi
transportado para a sala de experimentos e os animais foram manipulados exatamente como
os do grupo EXE, pelo mesmo tempo, porém sem realizar a corrida, sendo submetidos a

esteira sem movimento durante 5 minutos.

Com o intuito de verificar os efeitos agudos e tardios do exercicio sobre os diferentes
marcadores epigenéticos, os animais foram decapitados em diferentes tempos: 1 hora (EXE1h,
SED1h) e 18 horas (EXE18h, SED 18h) apds a sessdo Unica ou o ultimo treino da protocolo

cronico (Figura 6).
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Protocolos
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Sessdo Unica de Tff-‘inflrf_lento
exercicio Cronico
S J
(20 min, 1 dia) (20 min/dia, 2 semanas)
EXElh SED1h
EXE18hs SED18hs

Figura 6 Esquema do desenho experimental

5.4 Dissecagao e preparagao das amostras
Os animais foram mortos por decapitacdo e as estruturas encefdlicas, hipocampo e
estriado, foram rapidamente dissecadas. As amostras foram coletadas e congeladas em

nitrogénio liquido e armazenadas a -80°C até a realiza¢cdo dos ensaios bioquimicos.

Para a avalia¢do da atividade das enzimas HDAC e do contelddo das enzimas DNMT1 e
DNMT3b, as estruturas foram homogeneizadas em um volume de 1:3 em tampdo de lise
gelado contendo 250 mM sacarose; 20 mM Tris—HCl; pH 7,4; 1 mM EDTA; 1 mM EGTA; 10 mM
KCl; 1 mM DTT; 0,1 mM PMSF; 0,0001 mM &cido ocaddico. Os lisados foram centrifugados
(16.000xg) por 5 minutos a 4°C em um tubo de microcentrifuga e o sobrenadante foi utilizado

para os ensaios.

Para a andlise dos niveis de metilacdo da H3-K9, as amostras foram inicialmente
homogeneizadas com tampado de lise especifico do kit e apds incubacdo com TCA, HCl e
acetona e uma série de centrifugacdes, o sobrenadante foi removido e pellet foi utilizado nos

ensaios.

A concentracdo de proteina para os ensaios da HDAC foi determinada pelo método
descrito por Bradford (1976), usando albumina bovina como padrdo; enquanto que, para
determinar a concentracdo de proteina nas amostras dos demais ensaios (conteudo de
DNMT1 e DNMT3b e niveis de metilacdo da histona H3-K9) utilizou-se o Pierce BCA Protein
Assay kit ®.
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5.5 Determinagao da atividade da enzima HDAC

A atividade da enzima HDAC em estriado foi determinada por meio de um kit-ELISA
disponivel comercialmente de acordo com as instrucdes do fabricante (Deteccdo Fluorimétrica,
catalogo #17-372, Upstate Biotechnology). Primeiramente, pipetou-se em cada poc¢o 5uL de
tamp3o, 5uL de amostra e 10ulL de substrato e incubou-se a placa por 60min a 30°C. Apds, a
placa foi incubada por 15min a temperatura ambiente com 10uL de solugdo ativadora (em
cada pogo). Finalmente leu-se a placa em um leitor de placas de fluorescéncia
(excitagdo=360nm, emissdo=450nm) durante 60 min e os resultados foram expressos em
porcentagem de controle. Cabe destacar novamente que os resultados de ratos adultos jovens

estdo disponiveis na dissertacao de mestrado do aluno Christiano Spindler deste PPG.

5.6 Determinagao do contetido das enzimas DNMT1 e DNMT3b

O conteldo de DNMT1 e DNMT3b em hipocampo de ratos Wistar foi determinado por
meio de kits disponiveis comercialmente (Detec¢do Colorimétrica, catalogo #P-3011 e #P-3013

EpiQuik®, respectivamente), realizados de acordo com as instrugdes do fabricante.

Resumidamente, as amostras foram incubadas por 120 min com o reagente de captura
a 37°C. Apés lavagem dos pocos, foi pipetado o anticorpo primério e a houve incuba¢do por 60
min, seguida por mais uma série de lavagens e pipetagem do anticorpo secundario. Apds
incubacdo de 30min a temperatura ambiente, adicionou-se a solugdo ativadora. Apds 10 min,
foi pipetada a solugdo estabilizadora. O conteldo das enzimas foi mensurado em um leitor de
placas em um comprimento de onda de 450nm e os resultados foram expressos em

porcentagem de controle.

5.7 Determinacao dos niveis de metilagdo da histona H3 na lisina 9 (H3-K9)

A metilacdo da H3-K9 em hipocampo de ratos foi determinada por meio de um kit
disponivel comercialmente de acordo com as instru¢cbes do fabricante (Deteccdo

Colorimétrica, catdlogo #P-3018, EpiQuik®).

Inicialmente, as amostras foram incubadas com o tampao de bloqueio por 24 min a
37°, seguido por uma série de lavagens até ser pipetado o anticorpo primario, o qual ficou

incubado por um periodo de 60 min a temperatura ambiente no orbital shaker (100rpm).
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Depois, cada poco foi lavado para adicionar o anticorpo secundario. Apds 30 min, os pocos
foram novamente lavados e as amostras incubadas com solucdo ativadora por 10 min. Por fim,
pipetou-se solucdo para estabilizar a reacdo e a absorbancia foi lida em leitor de microplacas
em um comprimento de onda de 450nm. Os niveis de metilagdo da histona H3-K9 foram

expressos em porcentagem de controle.

5.8 Estatistica

Os dados foram armazenados em planilha (Microsoft Excel). Inicialmente, foi
empregado o teste de Kolmogorov-Smirnov, com o intuito de verificar a normalidade dos

dados obtidos.

No primeiro capitulo, onde se avaliou o efeito do envelhecimento e do exercicio fisico
sobre o conteldo hipocampal das enzimas DNMT1 e DNMT3b e os niveis de metilagdo da
histona H3-K9, os resultados foram expressos em porcentagem de controle (média + desvio
padrdo da média), considerando 100% o grupo SED1h jovem. Os resultados foram analisados
utilizando a ANOVA de trés vias, onde os fatores considerados foram a idade, o exercicio e o
tempo da eutandsia apds o exercicio, seguido pelo post hoc de Tukey quando apropriado. O

efeito da idade sobre os marcadores epigéneticos foi avaliado pelo Teste T de Student.

Na etapa seguinte, para verificar o efeito do exercicio sobre a atividade global da
enzima HDAC em estriado de ratos adolescentes, adultos jovens e envelhecidos, os resultados
foram analisados por ANOVA de duas vias. Os fatores considerados foram o exercicio e o
tempo da eutandsia apds o exercicio, seguido pelo post hoc de Tukey quando apropriado. Os
dados também foram expressos em porcentagem de controle (média + desvio padrao),

considerando-se 100% o grupo SED1h de cada idade.

Em todas as etapas, utilizou-se o programa estatistico SPSS (Statistical Package for the

Social Science), versdo 16.0, adotando-se nivel de significancia p < 0,05.

5.9 Consideragdes Eticas

Este trabalho foi apreciado e aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de Animais da
Universidade Federal do Rio Grande do Sul (CEUA/UFRGS, nimero 21449). O maximo de

precaucdo foi tomado com o intuito de minimizar o sofrimento e de reduzir o nimero de
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animais utilizados, sendo que todos os experimentos estiveram de acordo com os critérios
estabelecidos na Lei Arouca (11.794) e no “Guide for Care and Use of Laboratory Animals” (NIH

publication No. 80-23, revised 2011).



Resultados
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6.1 CAPITULO 1

Exercise induces age-dependent changes on epigenetic parameters

in rat hippocampus: a preliminary study

Experimental Gerontology, 48: 136—-139, 2013.
Doi: 10.1016/j.exger.2012.11.011
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Regular exercise improves learning and memory, including during aging process. Interestingly, the imbalance
of epigenetic mechanisms has been linked to age-related cognitive deficits. Howewver, studies about epigenet-
ic alterations after exercise during the aging process are rare, In this preliminary sudy we investigated the
effect of aging and exercise on DMA methyltransferases (DMMT1 and DNMT3h) and H3-K9 methylation levels
in hippocampus from 3 and 20-months aged Wistar rats. The animals were submitted to two exercise proto-
cols: single session or chronic treadmill protocol. DNMT1 and H3-K9 methylation levels were decreased in
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hippocampus from aged rats. The single exercise session decreased both DNMT3b and DNMT1 levels in

Keywards: young adult rats, without any effect in the aged group. Both exercise protocols reduced H3-K9 methylation
Aging levels in young adult rats, while the single session reversed the changes on H3-K9 methylation levels induced
Exercise by aging. Together, these results suggest that an imbalance on DMMTs and H3-K9 methylation levels might be
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linked to the brain aging process and that the outcome to exercise seems to vary through lifespan
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1. Introduction

Recently, e pige netic mechanisms have been linked to normal aging-
related changes in the brain, as well as neuropsychiatric and neurode-
generative diseases (Saha and Pahan, 2006). Epigenetic typically in-
volves modifications in the micro and macrostructure of chromatin,
DNA and nuclear proteins, particularly histones, which can modulate
the transcriptional machinery and allow long lasting modifications in
the genome. DNA and histone methylation, in addition to histone acet-
ylation, are the most extensively studied post-translational modifica-
tions, which can influence gene transcription (Kouzarides, 2007).

The histones can be methylated on either lysine (K) or arginine
(R)-residues by histone methyltransferases. Site-specific methylation
of amino acid residues can condensate or relax the chromatin struc-
ture, such as mono-methylation of histone H3 at K9 (H3-K9) is asso-
ciated to transcriptional activation, whereas transcriptionally silent

* Corresponding author at: Programa de Pds-Graduacio em Qindas Biokgicas: Fisiologia,
Rua Sarmento Leite, 500, 90050-170, Instituto de GEndas Basicas da Sadde, Universidade
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0531-5565/% - see front matter © 2012 Elsevier Inc All rights reserved
http:/jdx doiorg10.1016/]exger 201211011

regions contain di- and tri-methylation of H3-K9 (Gupta et al,
2010). The impact of aging process and exercise on H3-K9 methyla-
tion is poorly exploited. While, DNA methylation is catalyzed by a
group of enzymes called DNA methyltransferases (DNMTs), DNMTI,
DNMT2, DNMT3a, and DNMT3b that transfer the methyl group from
the donor S-adenosylmethionine (SAM) to 5' position of the cytosine
pyramidal ring. This process usually represses the gene transcription.
DNMT1 is primarily involved in maintenance of DNA methylation
after replication, while DNMT3a and DNMT3b are particularly impor-
tant for de novo methylation (Reik et al, 1999). It has been described
a genome-wide tendency to DNA hypomethylation in multiple verte-
brate organs during aging process (Richardson, 2002; Wilson et al,
1987). In addition, the age-related global hypomethylation is related
to DNMT1 deficits in senescent human fibroblasts (Lopatina et al,
2002). However, studies reporting DNMT content in the brain during
aging process are lacking.

Interestingly, epigenetic mechanisms have been linked to the
age-related cognitive dedline, since histone deacetylase (HDAC) inhibi-
tors have been shown to improve memory in aged rodents (Levenson
and Sweatt, 2005; Reolon et al, 2011). Accordantly, some evidences
demonstrated that exercise ameliorates aging-related cognitive function
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in rodents (Pietrelli et al,, 2012; Radak et al, 2001), in addition, recent
findings have demonstrated that the exerdse was able to modulate the
histone acetylation status, enhancing transcription of genes related to
brain function ( Elsner et al, 2011; Gomez-Pinilla et al., 2011).

Considering that exercise restores the age-related memory deficits
and epigenetic mechanisms which may be related to protective ef-
fects of exercise, it is crudal to assess the modulation of exercise on
epigenetic parameters in the normal aging process. Therefore, the
aim of this investigation was to study the effect of aging and two
treadmill exerdse protocols, single session of treadmill or chronic
treadmill protocol on methylation parameters, specifically, DNA
methylransferases 1 and 3b (DNMT1and DNMT3b) and histone H3
lysine 9 (H3-K9) methylation levels.

2. Material and methods
2.1. Animals and training

Male Wistar rats of different ages, 3 and 20-months-old were
used. The animals were maintained under standard conditions
(12-h light/dark, 2242 "C) with food and water ad libitum. The
NIH “Guide for the Care and Use of Laboratory Animals” (No. 80-23,
revised 1996) was followed in all experiments. The Local Ethics Com-
mittee (CEUA/UFRGS) approved all handling and experimental condi-
tions (nr. 21449).

Rats were randomly divided into sedentary (SED) or exercised
group ( EXE). The exercise training consisted of running sessions in an
adapted motonzed rodent treadmill { INBRAMED TK 01, Porto Alegre,
Brazil) at 60% of the animals' maximal oxygen uptake (Brooks and
White, 1978). Peak oxygen uptake (VO,) was measured indirectly in
all animals before training (Arida et al, 1999; Brooks and White,
1978; Elsner et al,, 2011). Two exercise protocols were employed: asin-
gle session of treadmill exercise {20 min) and chronic treadmill proto-
col (20 min running session each day for 2 weeks). SED was handled
exactly as the experimental animals and was left on the readmill for
5 min without any stimulus to run. All the procedures took place
between 14:00 and 17:00 h.

2.2, Preparation of samples

Inorder to verify the acute and delayed effects of exercise, rats were
decapitated 1 hand 18 h after a single session or after the last training
session of chronic treadmill exercise. The whole hippocampi were
quickly dissected out and immediately snap-frozen in liquid nitrogen,
and stored at —80 "C. In the day of the assay, the whole hippocampi
were homogenized in 1:3 volumes of spedfic ice-cold lysis buffer.

2.3. Determination of DNMT1, DNMT3b and methylation of histone H3
lysine 9 (H3-K9) levels

Specific ELISA Assay Kits (Colorimetric Detection, catalog #P-3011,
#P-3013, #P-3018, respectively, EpiQuik®) were used. All the proce-
dures were done according to the manufacturer's instructions. The
Fierce BCA Protein Assay kit ® was used to determine the protein
concentration.

24 Statistical analysis

All results were expressed as the percent of control (mean+
S.EM.). The results were analyzed by Three-Way Analysis of Variance
(ANOVA) with age, exerdse and time points after the exercise as fac-
tors followed by post hoc Tukey's multiple range test when appropri-
ate. The influence of age on epigenetic markers was evaluated by
Student's t-test. In all tests, p<0.05 was considered.

3. Results
3.1. Aging process reduces epigenetic markers in rat hippocampus

Firstly, we evaluated the effect of the aging processon histone meth-
ylation levels. 20-months-old rats hippocampi displayed lower histone
H3-K9 methylation levels (about 50%) compared to the young adult
group (Fig. 1; p=0.0002). It was also observed that DNMT1 levels
were significantly diminished (about 25%) in the aged group (Fig. 1;
p=0009). The level of DNMT3b enzyme was not modified by age.

32. Exercise decreased DNMT3b and DNMT1 levels in hippocampi from
young adult rats

The DNMT3b levels after single session of exerdise are illustrared
in Fig. 2A. Three-way ANOVA revealed significant effect of the exer-
cise factor (Fiy3q)=5.845; p=0.021), without any effect of age.
When measured 1 h after session ended, young adult exercised rats
exhibited lower levels of DNMT3b (about 30%) when compared to
its sedentary group (p =0.042), while no delayed (18 h)effects of ex-
ercise were observed, The DNMT3b levels were not modified by the
chronic exercise regimen in all groups (data not shown). Three-way
ANOVA showed the effects of both factors, single session of exercise
(Fr138) =29.505; p=0001) and age (F;;39,= 10.073; p=0.003), on
DNMT1 levels (Fig. 2B). In addition, there was a significant interaction
between age and exercise factors (Fiy3g,=7.302; p= 0.011). This ex-
ercise protocol diminished acutely DNMT1 levels in hippocampi from
3 months-aged rats (approximately 45%; p=0.001), without any
change on this parameter 18 h after exercise. There was no significant
effect of chronic exercise protocol on DNMT1 levels in both young
adult and aged groups (data not shown).

33. Exercise affects differently hippocampal H3-K9 methylation levels in
young adult and aged rats

Fig. 3 shows H3-K9 methylation levels in both 3 and 20-months-
aged rat hippocampus at different time-points. Three-way ANOVA indi-
cated effect of age (F(y15,= 11.818; p=0002) and a significantinterac-
tion between age and exercse factors (Fig. 3A; Fyaq)=42165;
p-=0.0001). This exercise protocol diminished acutely and delayed
H3-K9 methylation levels in young adult hippocampi { about 50%, p=
0.006 and 60%, p<0.0001, respectively). Differently, hippocampi from
20-months-old rats have higher H3-K9 methylation levels 1 h and
18 h after single exercise session (respectively, about 30 and 100%;
p=0024 and p=0.001).

Additionally, it was observed the effect of both factors, chronic
exercise (Fig. 3B; Fjy15=7431; p=0011), and age (F5,=
10.709, p= 0.003), in addition to an interaction between the factors
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Fig. 1. Effects of aging process on methylation parameters in rat hippoampus, Results
are expressed as percentage of young adult group and columns represent mean 4 S.0.
(n=29-12). Student -test, * = different as compared to control group.
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(Fi130)=13.072; p=0.001). The chronic exerdse induced an acute
and delayed decrease (about 70%; p=0.008 and 50%, p=0.015, re-
spectively) on H3-K9 methylation levels in hippocampi from young
adult rats, without any effect on aged group (Fig. 3B).

4. Discussion

We described here that aged hippocampus has diminished DNMT1
and H3-K9 methylation levels. Our data corroborates to those obtained
by Lopatina and et al. (2002 ), demonstrating decreases on DNMTI activ-
ity in senescent human fibroblasts. These findings can be related t
genome-wide tendency to DNA hypomethylation during aging process
(Richardson, 2002; Wilson et al, 1987). The relevance of our finding
is not currently known, although we can suggest that might reflect
age-related global patterns of genomic destabilization. Additionally, we
could suggest that the age-related folate deficiency (Keyes et al., 2007)
might potentiate the dysregulation of DNA methylation levels in the
aged brain, since folate exerts the main role in the supply of one-carbon
moieties for DNA synthesis and the synthesis of SAM, the most important
methyl donor in the DNA methylation process (Selhub, 2002). Further-
more, low folate levels have been linked to newropsychiatric and
neurodegenerative diseases, such as Alzheimer disease (Querfurth and
LaFeria, 2010), what could be related to hypomethylation status,

Our result supports the idea that dysregulation of histone methyla-
tion is also related to aging process, since aged hippocampi have
lower H3-K9 methylation levels. It is known that histone methylation
can display opposite effects, resulting in either gene activation or re-
pression, but it is impossible at this moment to establish if aging is
able to alter mono-, di- or tri-methylation. We can suggest that the re-
duced levels of H3-K9 in hippocampi from 20-months aged rats may

Fig. 3. Effect of single exerdse session [ A) and chronic protocol (B) on H3-K9 methylation
lkewels in rat hippocampus. Results are expressed as percentage of the young SED gmoup
{1 h) and columns represent mean4 5.0, (n=>5-7). Three-way ANOVA followed by
Tukey's test, * = different from the respective SED control group and # = different from
the young adult groups [ p<005).

be related to mono-methylation of H3-K9, contributing to the age-
related reduction of gene transcription. Consistent with our finding, the
expression of genes with important roles on memory and synaptic plas-
ticity, including Arc (activity-regulated cytoskeletal gene), zif268 (nerve
growth factor inducible-A) and BDNF ( brain-derived neurotrophic factor)
is decreased in normal aging process, as well in many models of memory
disorders ( Kohman et al, 2011 ). In accordance, lower levels of global his-
tone H4 acetylation were observed in hippocampi from aged rats (Lovatel
et al, submitted for publication). Considering that mono-methylation of
H3-K9 and histone acetylation are typically associated with transcription-
al activation, our findings suggest that both epigenetic markers may be re-
lated to aging-associated abnormal brain gene expression patterns.

A major finding that emerged from our study involvesa potential in-
teraction between aging and exercise on DNA and histone methylation
markers. To our knowledge, we provide here, for the first time, evidence
of age-dependent exercise modulation on epigenetic mechanisms, The
single exercise session significantly decreased both DNMTI and
DNMT3b levels in young adult rats, which may reduce DNA methyla-
tion, affecting gene expression. Our findings are in agreement with
those recently obtained by Gomez-Pinilla et al. (2011), where exerdse
reduced DNA methylation in the BDNF gene promoter IV in the hippo-
campi of 3 months-aged rats, augmenting BDNF gene expression. To-
gether, these data are consistent with the idea that exerdse may
increase the transcriptional activity of genes involved in neuronal plas-
ticity and memory formation through the modulation of DNA methyla-
tion in hippocampi from young adult rats.

In contrast to the young adult rat group, our exercise protocol did not
modify DNMT1 nor DNMT3b levels in hippocampi from 20 months-aged
rats, suggesting that exercise might not influence the transcription
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activity through DNMT activity in aging brain. The differences between
young adult and aged samples are not surprising, since it is well docu-
mented that aged animals can respond differently to same stimulus in
both behavioral tasks and biochemical assays. Buchanan et al. (2008) ob-
served that a stress model increased hippocampal IL-1P expression asso-
dated with a cognitive impairment in aged mice, without any effect in
adult mice. Therefore, these findings demonstrated that exercise can im-
pact methylation parameters in an age-dependent manner.

Another remarkable result is the opposite effects of exercise on H3-K9
methylation levels between young adult and old groups. Both exercise
protocols reduced H3-K9 methylation levels in the young group. We
might hypothesize that exercise reduced di- and mmi-methylation of
H3-K9 levels in hippocampus from young rats, which may enhance the
expression of specific gene expression involved to neuronal survival,
plasticity and cognitive functions, since di- and tri-methylation of histone
H3-K9 are associated to transcriptional repression ( Gupta et al., 2010). In-
terestingly, it was observed that the single exercise session reversed the
diminished H3-K9 methylation levels in aged group, therefore we could
suppose that exercise can impact positively the transcriptional activity
through mono-methylation of H3-K9. Taken together, it is plausible to
suppose that histone lysines might be methylated in response to exercise
with different pattems (mono-, di- or tri-methylation) depending on the

The single exercise session had transiently effects on DNMT1 and
DNMT3b enzyme levels, reducing acutely their levels (1 h after exer-
dise), without any delayed effect (18 h after). This finding corroborates
our previous results, since the same exercise protocol modulates HAT
and HDAC in rat hippocam pus, enzymes involved in the acetylation sta-
tus, immediately and 1 h after exercise, but had no delayed effects
(Elsner et al, 2011). Similarly, Chandramohan et al. (2008) demonstrat-
ed that forced swimming increased phosphoacetylation histone levels
in rat dentate gyrus up to4 h, but not 24 h after training. These findings
led us to hypothesize that exercise can alter enzymatic activity/levels up
to the first hours after training, without any delayed influence, Although
it is impossible to establish at this moment why exercise-induced acet-
ylation and methylation changes did not persist after training, we might
suggest this short-lived effect as a protective mechanism to maintain
the homeostasis of the transcriptional machinery, avoiding maladaptive
conditions.

5. Conclusions

The present findings bring new insights into the effects of aging pro-
cess and exercise on epigenetic modulation in rat hippocampus. Summa-
rizing, our results support the hypothesis that an imbalance on epigenetic
mechanisms, specifically DNMTs and H3-K9 methylation levels, are
linked to brain aging process that might ultimately lead to age-related
dysfunctions, Furthermore, exercise induced age-dependent changes on
methylation markers, providing evidence that the epigenetic mecha-
nisms in response to exercise might vary through lifespan. Additional
work will be required to investigate the molecular mechanism behind
this phenomenon. Further studies are necessary to support our prelimi-
nary findings. (1) We will use specific antibodies to distinguish between
the three types of H3K9 methylation (H3K9mel, H3K9me2 and
H3k9me3), (2) we need to evaluate the roles played by H3K9
methyl-transferases (G9a, GLP, etc.) and (3) we will evaluate the effects
of exercise in the DNA methylation levels itself.
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Abstract

Studies reporting the exercise effects on epigenetic parameters have been focused in mature
hippocampus. It was demonstrated that different protocols might alter histone acetylation
status, which is regulated by histone acetyltransferases (HATs) and histone desacetylases
(HDACsS). Our aim was to evaluate the effect exercise on HDAC activity in striatum from Wistar
rats at different stages of development. Male Wistar rats aged 25 days postnatal (adolescents),
3 months (young adults) and 20 months (aged) were used. The animals were submitted to two
different exercise protocols, a single session of treadmill and chronic exercise (running daily for
20 min for 2 weeks). The single session induced persistent effect on global HDAC activity in the
adolescent group, given that exercised rats showed decreased HDAC activity 1 h and 18 h after
training, without any effect on mature groups. We can propose that striatum might be more
vulnerable to exercise-induced epigenetic marks during adolescent period compared to
mature brain, suggesting that epigenetic mechanisms in response to exercise vary through

lifespan.

Keywords: Wistar rats; forced exercise; histone deacetylases; striatum; stage of development.
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1. Introduction

Several evidences have pointed out that environmental stimulus, such as stress, nutrition,
social interactions, exercise and environment enrichment may induce epigenetic modifications
in brain, which can alter the transcriptional machinery of specific genes involved to neural
function (Feinberg, 2008; Foley et al., 2009; Handel et al., 2010). In this context, emerging
findings demonstrated that exercise was able to modulate the histone acetylation status, the
most extensively studied epigenetic modification, in hippocampus from young adult and aged
rats. This epigenetic process is controlled by histone acetyltransferases (HATs) and histone
desacetylases (HDACs) enzymes, which respectively add and remove acetyl groups to amino-
terminal tails of histones (Strahl and Allis, 2000; Wade, 2001; McKinsey et al., 2001).

It is important to note that the studies reporting the exercise effects on acetylation
parameters have been focused in mature hippocampus. A single exercise session of treadmill
exercise alters the HAT and HDAC activities, specifically, reducing HDAC activity in combination
to an increase in HAT activity in hippocampus from 3 months-aged rats (Elsner et al., 2011). In
addition, Collins and colleagues (2009) demonstrated that voluntary exercise increased the
hippocampal histone H3 phospho-acetylation levels in adult young rats. According to that,
Gomez-Pinilla and colleagues (2011) showed that a voluntary exercise paradigm induced
acetylation of histone H3 in the brain derived neurotrophic factor (BDNF) promoter IV in
hippocampus from 3 months-aged rats, a crucial gene for synaptic plasticity, learning and long-
term memory (Cotman, 2002). These data support the hypothesis that exercise effects may be
related, at least in part, to the histone hyperacetylation status, since histone acetylation is
associated with enhanced transcriptional activity (Kimura et al., 2005; Choi and Howe, 2009).
Interestingly, histone hypoacetylation and high levels of HDAC, what are usually associated
with transcriptional repression, have been linked to the normal aging process, as well during
neurodegenerative conditions (Lovatel et al., 2013; Saha e Pakan, 2006; Kouzarides, 2007,

Kimura et al., 2005; Choi and Howe, 2009). It was reported that a chronic exercise protocol



40

was also able to reverse aging-related histone H4 hypoacetylation levels in hippocampus and
memory declines of 20- months-old aged rats (Lovatel et al., 2013).

Exercise seems to induce several neurochemical and structural plasticity in various brain areas,
including striatum (MacRae et al., 1987). Besides, it is relevant to consider that the striatum
has a crucial role for learning and implicit memory process (McDonald and White 1993; Squire
and Zola, 1996); indeed, an interaction between the hippocampal and striatal systems during
the learning and consolidation processes of motor sequence memory have been recently
suggested (Albouy et al.,, 2013). Taken together, these findings indicate that the exercise
modulation on epigenetic parameters in striatum must be better explored.

A key role of epigenetic markers in effects of early-life experiences, such as maternal care, on
gene expression, synaptic transmission and the consequent behavior has been widely accept
(Fagiolini, 2009). Although studies investigating the involvement of epigenetic modifications in
response to exercise in rat brain through the adolescent period of life are rare.

In view of these observations, our aim was to investigate the effect of two exercise protocols:
single session or chronic treadmill protocol on HDAC activity in striatum from rats at different
stages of development. Moreover, we also evaluated the time course of the exercise

outcomes, specifically, 1 h and 18 h after the last session of training.

2. Material and methods

2.1 Animals

Male Wistar rats at different stages of development, adolescents (25 days postnatal), young
adults (3 months) and aged (20 months) were used. The animals were maintained under
standard conditions (12h ligh/dark cycle, 22+- 2°C) with food and water ad libitum. The NIH

“Guide for the Care and Use of Laboratory Animals” (No. 80-23, revised 2011) was followed in
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all experiments. The Local Committee (CEUA/UFRGS) approved all handling and experimental

conditions (nr.21449).

2.2 Training

Rats were randomly divided into sedentary group (SED) or exercised (EXE). The exercise
training consisted of running sessions on an adapted motorized rodent treadmill (INBRAMED
TK 01, Porto Alegre, Brazil), with individual Plexiglas lanes, at 60% of the animals’ maximal
oxygen uptake (Brooks and White, 1978). Peak oxygen uptake (VO,) was measured indirectly in
all animals before training. Each rat ran on a treadmill at a low initial speed with the speed
being increased by 5 m/min every 3 min until the point of exhaustion (i.e. failure of the rat to
continue running). The time to fatigue (in min) and workload (in m/min) were taken as indexes
of exercise capacity, which was in turn taken as VO, max (Brooks and White, 1978; Elsner et
al., 2011). Two exercise protocols were employed: a single session of treadmill exercise (20
min) and chronic treadmill protocol (20 min running session each day for 2 weeks). SED was
handled exactly as the experimental animals and left on the treadmill for 5 min without any

stimulus to run.

Adolescent rats (25-days-old) were adapted to the treadmill by running, in the first two
sessions, at 4.7 m/min for the first 2 min, 5.8 m/min for the next 4 min, 7 m/min for 8 min, 5.8
m/min for 4 min and 4.7 m/min for the last 2 min. Thereafter, animals ran at 4.7 m/min for the
first 4 min, 7 m/min for 12 min and 4.7 m/min for the last 4 min. Rats aged 3-months-old were
adapted to the treadmill by running, in the first two sessions, at 6.7 m/min for the first 2 min,
10 m/min for the next 4 min, 15 m/min for 8 min, 10 m/min for 4 min and 6.7 m/min for the
last 2 min. Thereafter, animals ran at 6.7 m/min for the first 4 min, 15 m/min for 12 min and
6.7 m/min for the last 4 min. Finally, the 20-months aged rats were adapted to the treadmill by
running, in the first two sessions, at 4.5 m/min for the first 2 min, 5.6 m/min for the next 4

min, 6.8 m/min for 8 min, 5.6 m/min for 4 min and 4.5 m/min for the last 2 min. Thereafter,



42

animals ran at 4.5 m/min for the first 4 min, 8 m/min for 12 min and 4.5 m/min for the last 4
min. Any animals that initially refused to run were encouraged by gently tapping their backs.
Neither electric shock nor physical prodding was used in this study. All the procedures took

place between 14:00 and 17:00 h.

2.3 Preparation of samples

To investigate both acute and long-term effects of the exercise protocols, rats were
decapitated 1 h and 18 h after a single session or after the last session of chronic treadmill
exercise; then the animals were killed at different time of day, in afternoon and early morning,
respectively. The striatum were quickly dissected out, immediately snap-frozen in liquid
nitrogen and store at -80°C. On the day of the assay, the striatum was homogenized in 1:3
volumes of ice-cold lysis buffer pH 7.4 containing (in mM): 250 sucrose; 20 Tris—HCI; 1 EDTA; 1
EGTA; 10 KCI; 1 DTT; 0.1 PMSF; 0.0001 okadaic acid). The lysates were subjected to
centrifugation (16,000 x g for 5 min) at 4°C in a microcentrifuge tube, and the supernatant was

removed for analysis.

2.4 Determination of global HDAC enzyme activity

The effect of exercise on global HDAC enzyme activity was determined using an HDAC Assay Kit
(Fluorometric Detection catalog # 17-372, Upstate Biotechnology, Temecula, CA, USA)
according to the manufacturer’s instructions. Briefly, the samples were incubated with the
HDAC assay substrate at 30°C for 45 min before addition of the activator solution. The
mixtures were incubated for an additional 10 min at room temperature, and HDAC enzyme
activity was measured on a microplate reader (excitation = 360 nm, emission= 450 nm) and
expressed as pmoles HDAC per mg protein. The protein concentration of each sample was
measured by the Coomassie Blue method using bovine serum albumin as standard (Bradford,

1976).
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2.5 Statistical Analysis

The SED 1h groups were taken as 100%. Data were expressed by mean * standard deviation.
The results were analyzed by two-way Analysis of Variance (ANOVA) with exercise and time
point after exercise as independent variables, followed by post hoc Tukey’s multiple range

tests when appropriate. In all tests, p < 0.05 was considered to indicate statistical significance.

3. Results

We investigated the global HDAC activity in striatum from rats at different stages of
development submitted to a single session of treadmill exercise or a chronic treadmill protocol

1 h and 18 h after training.

The effects of the single session of treadmill exercise are illustrated in Fig. 1. Two-way ANOVA
showed a significant effect of both factors, exercise and time point after exercise (respectively,
F(1,19)=23.141, p < 0.001; F(4, 19) =4.168; p = 0.047) in the adolescent group. It was observed that
the single session induced short and long-term effects on global HDAC activity in the
adolescent group, given that exercised rats showed a decrease on HDAC activity 1 h (about
30%, p<0.01) and 18 h (about 20%, p<0.01) compared to its sedentary groups (Fig 1A).
Moreover, it was observed a clear temporal pattern on HDAC activity, since this parameter
was reduced in sedentary and exercised groups in the early morning (18 h groups) compared
to the afternoon (1 h groups). Two-way ANOVA did not show a significant interaction between
both factors, exercise and time point after exercise. The single session of treadmill exercise did
not alter global HDAC activity in striatum of young adult and aged groups in both evaluated
time-points, 1 h and 18 h (Fig. 1B and C). Besides, the chronic exercise regimen did not modify
this parameter in any groups (p>0.05; Fig. 2). Two-way ANOVA showed the effect of day time

(Fi1, 16y =8.421, p = 0.012) also only in the adolescent group, since HDAC activity was
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significantly diminished in the early morning, in accordance with findings obtained with single

session of treadmill exercise groups.

4, Discussion

This study provides important insights about exercise-induced epigenetic modifications in the
early stages of development, since striatal HDAC activity in response to exercise is remarkably

different in adolescent rats compared to the young adult and aged group.

It was observed that adolescent rats submitted to a single exercise session presented lower
levels of HDAC activity in striatum, an indicative of hyperacetylation status and enhanced
transcriptional activity. It is important to consider that striatum and hippocampus are
functionally related and seem to act in concert during the learning and consolidation processes
of motor sequence memory (Albouy et al., 2013). In accordance, it was recently demonstrated
a down-regulation in the expression of several HDAC genes in combination to an increase on
H3 acetylation levels in hippocampi from adolescent mice after 1 week of a voluntary exercise
paradigm. Moreover, this hyperacetylation status induced by training was associated with
increased levels of genes linked to synaptic plasticity and memory process, such as BDNF (Abel
et al., 2013). BDNF expression is known to exert a pivotal role during brain maturation and
development, in fact, learning deficits were observed in restricted BDNF mutant mice (Gorski

et al., 2003; Bernd, 2008).

These data can be related to those obtained by Cetinkaya and colleagues (2013) using
adolescent rats. The authors demonstrated that both exercise protocols, voluntary and forced,
were able to improve learning and memory performance. This data was associated to
increased hippocampal activity and insulin-like growth factor-1 (IGF-1) levels, a

neuroprotective agent involved in brain development and neuron survival (Aksu et al., 2012).
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In addition, clinical studies also observed a positive correlation between serum IGF-1 levels
and IQ in children (Gunnell et al., 2005). Together, these findings raise the possibility that the
improvement on cognitive functions following exercise in adolescent rats may be related to
the enhancement of specific genes involved to the brain function through epigenetic

mechanism, specifically, with HDAC activity modulation.

The relationship between acetylation levels and memory improvement, as well increased
BDNF levels in cortex and hippocampus from adult and aged rats have been widely described
(Lovatel et al., 2013; Cassilhas et al., 2012; Vayman et al., 2004; Sui et al., 2012). Surprisingly,
the present study showed that exercise did not alter HDAC activity in striatum from 3 and 20-

months aged rats.

We can suggest a structure-dependent effect of exercise on epigenetic mechanism
modulation, since a single exercise session augmented HAT and reduced HDAC activities
immediately and 1 h after training in hippocampi (Elsner et al., 2011), while this protocol
showed an enhancement on HAT activity immediately after training. In addition, the chronic
protocol was able to reduce the HDAC activity in frontal cortices from young adult rats
(Spindler et al., 2013, submitted). Moreover, a chronic exercise protocol increased H4
acetylation levels in hippocampi from 20-months aged rats (Lovatel et al., 2013). Despite of

different profile, these data suggest a hyperacetylation status in investigated brain areas.

The age-dependent exercise outcomes on HDAC modulation here observed are not surprising,
since it was described in previous work that the environment stimulus effects on brain
function, such as physical activity exposure, may vary according to animal stage of
development (de Almeida et al., 2013; Kim et al., 2004). In agreement, recent findings showed
that exercise could impact methylation parameters in rat hippocampus in an age-dependent
manner. It was observed that the single exercise session is capable to decrease DNA

Methyltransferases 3b and 1 (DNMT3b and DNMT1, respectively) contents in hippocampi from
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young adult rats, enzymes involved in DNA methylation process, without any effect in the aged
group. Besides, the single exercise session and chronic exercise protocols reduced significantly
the methylation levels of histone H3 at lysine 9 (H3-K9) in young adult rats. On the other hand,
only the single session diminished this parameter in the 20-months aged ones (Elsner et al.,
2013). All these data led us to hypothesize that epigenetic changes induced by exercise are

linked to specific periods of development, as well to different brain regions.

Interestingly, striatal HDAC activity was modulated by the circadian rhythm, given that this
epigenetic mark was reduced in the early morning (18 h) only in the adolescent group, without
any effect in young adult and aged groups. Therefore, we may postulate that its modulation
seems to have a structure and age-dependent profile, since the influence of the time of the
day on HDAC activity in hippocampi from young adult Wistar rats was previously described,
where this parameter is increased in early morning (Elsner et al., 2011). In addition, it was also
reported higher HDAC activity in hippocampus from aged rats in the early morning (Sant' Anna

et al., 2013).

It was initially recognized that epigenetic modifications would be permanent through the life,
however, finding obtained in recent works suggest that these modifications can occur rapidly
(minutes) and transiently (less than 24 h) (Miller and Sweatt, 2007). Accordantly, authors have
been suggested that the epigenetic modifications observed after exercise are short-lived.
Chandramohan et al. (2008) demonstrated that forced swimming increased hippocampal
phosphoacetylation histone levels up to 4 h, but not 24 h after training. Similarly, our data
about exercise effects in adult hippocampus indicates a modulation in HAT and HDAC activities
immediately and 1 h, without any alteration 18 h after training (Elsner et al., 2011).
Furthermore, a forced exercise protocol also induced transiently increase on H4 acetylation
levels in hippocampi from 20-months-aged rats (Lovatel et al., 2013). Conversely from these

findings observed in adult and aged rats, we showed here that the diminished HDAC activity
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induced by exercise in striatum from adolescent rats persists at least for 18 h, suggesting that
this effect is more persistent than in other brain structures. In addition, this result may be
related, at least in part, to the fact that the striatum could be more susceptible to exercise
effects during restricted temporal windows of postnatal development compared to other ages
(Fagiolini et al., 2009). To our knowledge, we describe here, for the first time, the temporal

profile of exercise outcomes on epigenetic parameters during the adolescent period.

5. Concluding remarks

The present study shows that exercise is an environmental stimulus able to induce epigenetic
modification in striatum from adolescent rats, which may mediates the modulation of specific
genes expression involved to the brain function and behavioral phenotypes. Further studies
are necessary to establish the pathway through which region-specific modifications can be
achieved and to better understand the route by which epigenetic mechanisms in response to

exercise vary through lifespan.
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Effects of the single exercise session (20 min) on global HDAC activity in striatum from adolescent (Panel A), young adult
(Panel B) and aged (Panel C) Wistar rats. Results are expressed as percentage of the SED 1h group and columns represent
meanzS.D. (n=5-8). * Values significantly different from its respective SED control group; # Values significantly different

from 1h, as determined by ANOVA followed by Tukey’s test (p<0.05).
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Effects of the chronic treadmill protocol (2 weeks, 20 min daily) on global HDAC activity in striatum from adolescent (Panel
A), young adult (Panel B) and aged (Panel C) Wistar rats. Results are expressed as percentage of the SED 1h group and

columns represent meanzS.D. (n=5-8). # Values significantly different from 1h, as determined by ANOVA followed by
Tukey’s test (p<0.05).
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Nossos dados demonstram que o processo de envelhecimento altera parametros de
metilacdo de histonas e DNA em hipocampos de ratos Wistar, o que pode modificar a
expressao de genes envolvidos com a fungao cerebral. Um dos resultados de maior relevancia
gue emergiu deste estudo envolve uma potencial interacdo entre o exercicio fisico e a fase do
desenvolvimento sobre parametros epigenéticos. Foi demonstrado pela primeira vez que a
modulacdo do exercicio sobre estes marcadores ocorre de forma idade-dependente e varia de
acordo com a estrutura encefdlica analisada e o protocolo de treinamento utilizado.

No primeiro capitulo desta Tese, demonstramos que os hipocampos de ratos Wistar de
20 meses apresentaram uma redug¢do no conteldo da enzima DNMT1 quando comparado ao
grupo adulto jovem (3 meses), sugerindo uma redugdo nos niveis de metilagdo do DNA. Nossos
achados podem estar relacionados com aqueles obtidos por Lopatina e colegas (2002), os
quais descreveram uma diminuicdo na atividade da DNMT1 em fibroblastos humanos
senescentes. Estes dados sugerem que modificagdes nos niveis de metilagdo do DNA durante o
processo de envelhecimento podem ser decorrentes de alteragdes no conteldo e na atividade
das enzimas DNMTs.

E importante salientar que o0s mecanismos epigenéticos n3o agem
independentemente, e sim sdo interligados, sendo que a metilagio do DNA atua de forma
conjunta com as modificacdes em histonas (Gupta et al., 2010). Neste sentido, observamos
também uma diminuigdo nos niveis hipocampais de metilagio da histona H3-K9 em ratos
envelhecidos. Funcionalmente, pode-se descrever que a metilacdo da histona H3-K9 esta
relacionada com o recrutamento das DNMTs, bem como a metilagdo do DNA pode recrutar
enzimas HMTs (Fuks et al., 2005). Assim, podemos sugerir que a interacao destes eventos pode
induzir um efeito sinérgico sobre a maquinaria transcricional, sendo que a redugdo na
metilacdo da histona H3-K9 causa hipometilacdo do DNA e vice-versa, de modo que este perfil
de hipometilacdo de DNA e histonas possa se perpetuar. De forma geral, estes achados
sustentam a hipdtese de que ha uma tendéncia a hipometilagao global durante o processo de
envelhecimento (Wilson e Jones, 1987; Richardson, 2002). Este perfil pode refletir em padrdes
globais de instabilidade genémica relacionados ao envelhecimento cerebral (Tra et al., 2002).

Deve-se considerar que a metilacdo da histona H3-K9 pode exercer efeitos opostos
sobre a transcricdo génica, resultando em sua ativacdo ou repressao, dependendo da histona,
do sitio e do grau de metilagdo. Sabendo-se que a mono-metilacdo da histona H3-K9 é
considerada um ativador da atividade transcricional, sugerimos que os niveis hipocampais
reduzidos de metilagdo da histona H3-K9 observados no grupo envelhecido estejam associados
com este grau de metilacdo, estando assim relacionado com a reducdo da expressdo génica

caracteristica do processo de envelhecimento. No intuito de melhor compreender os
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mecanismos epigenéticos envolvidos com o processo de envelhecimento, ensaios paralelos em
nosso laboratdrio demonstraram uma hipoacetilacao global da histona H4 em hipocampos de
ratos Wistar de 20 meses, o qual foi relacionado a um déficit da memdria aversiva, avaliado
por meio da tarefa da esquiva inibitdria (Lovatel et al., 2013). Ainda, observou-se que ratos
Wistar de 18 meses de idade apresentam um aumento da atividade hipocampal da enzima
HDAC, um indicativo de hipoacetilacdo de histonas (Sant' Anna et al., 2013). Estes achados sdo
consistentes com a idéia de que hd uma alteracdo da atividade da maquinaria transcricional a
favor da repressao génica durante o processo de envelhecimento.

Estes achados corroboram estudos que demonstram uma redug¢do na expressao
hipocampal de importantes genes envolvidos na plasticidade sindptica e na memdria de
roedores envelhecidos (Kohman et al.,, 2011; Adlard et al., 2005). Isto sugere que o
desequilibrio destes marcadores biolégicos, conteddo da DNMT1 e niveis de metilagdo da
histona H3-K9, estejam envolvidos, pelo menos em parte, com os déficits cognitivos associados
ao processo de envelhecimento.

Além do impacto do processo de envelhecimento normal, também foi avaliado o efeito
da exposicao ao exercicio fisico sobre marcadores de metilagdo em hipocampos de ratos
Wistar adultos jovens (3 meses) e envelhecidos (20 meses). Observamos que uma sessdo de
exercicio reverteu a hipometilagdo da histona H3-K9 induzida pelo envelhecimento, enquanto
que este marcador ndo foi alterado pela exposicdo ao protocolo crénico neste grupo.
Considerando evidéncias que demonstram que o exercicio aumenta a expressdo de genes
especificos no encéfalo de roedores envelhecidos (Adlard et al., 2005), nossos dados sugerem
gue esta modulagdo pode ocorrer, pelo menos em parte, via mono-metilagdo da histona H3-
K9. Por outro lado, ambos os protocolos, sessdo Unica e treinamento cronico, reduziram este
parametro no grupo adulto jovem. Nossa hipdtese é que esta reducdo esteja relacionada com
a di e tri-metilagdo da histona H3-K9, o que pode aumentar a expressao de genes envolvidos
com fungdes cognitivas, uma vez que estas altera¢des induzem repressado transcricional (Gupta
et al., 2010). Podemos ainda propor que as lisinas de histonas sdo metiladas em resposta ao
exercicio com diferentes padrées (mono, di ou tri- metilacdo) de forma idade-dependente.

Demonstramos ainda que a sessao Unica de exercicio diminuiu o conteudo das enzimas
DNMT1 e DNMT3b em hipocampo de ratos adultos jovens, o que pode reduzir os niveis de
metilacdo do DNA e assim, aumentar a expressdo génica. Esse achado corrobora o estudo de
Gomez-Pinilla e colegas (2011), onde ratos jovens exercitados apresentaram diminui¢cdo dos
niveis de metilagdo do DNA no promotor IV do gene BDNF. Com base nisto, estes dados nos
permitem inferir que o exercicio pode aumentar a expressdo de genes envolvidos com a

plasticidade neuronal e formagdo de memadria por meio da modulagdo dos niveis de metilacdo
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do DNA e da histona H3-K9 em hipocampo de ratos adultos jovens. Por outro lado, nenhum
dos dois protocolos utilizados foi capaz de alterar os niveis de DNMT1 e DNMT3b em ratos de
20 meses de idade. Este achado sugere que o exercicio ndo influencia a maquinaria
transcricional por meio da modula¢do do contelddo hipocampal das DNMTs durante o processo
de envelhecimento cerebral.

Estudos experimentais sugerem que os niveis séricos de fatores neurotréficos como o
BDNF possam refletir a concentracdo desta molécula no SNC (Trajkovskaet al., 2007; Sartorius
et al., 2009; Klein et al., 2010). E, apesar do nome “derivado do encéfalo”, a sintese e liberagdo
do BDNF foram observadas na periferia por células musculares, vasculares, epiteliais e
leucdcitos (Gielen et al., 2003; Nakahashi et al., 2000; Cattaneo et al., 2010). Assim, os achados
bioquimicos aqui expostos podem estar relacionados a evidéncias clinicas, que no entanto,
ndo reportem a modulagdo central da expressao génica em resposta ao exercicio. Porém,
demonstram alteragdes transcricionais induzidas tanto pelo exercicio agudo quanto crénico
em células sanguineas periféricas ou bidpsia de musculo esquelético, e sua relagdio com a
melhora de aspectos cognitivos em individuos adultos e idosos (Kaliman et al., 2011).

Para exemplificar, Ferris e colegas (2007) observaram que a Unica sessdo em
cicloergbmetro melhorou a performance no Teste de Stroop, o qual avalia parametros de
atencdo seletiva e a resisténcia a estimulos distratores. Adicionalmente, foi observado um
aumento nos niveis séricos de BDNF em adultos sauddveis, sugerindo que a melhora na fungdo
cognitiva induzida pelo exercicio agudo ocorre via incremento desta molécula. Outros estudos
também demonstraram que a sessdo Unica de exercicio, tanto em cicloergdmetro quanto em
esteira ergométrica, melhorou a fung¢do cognitiva de idosos sauddveis submetidos a diferentes
testes (Hogan et al., 2013; Vasques et al., 2011).

Alguns estudos conduzidos com humanos também sugerem que a pratica de exercicio
fisico durante a adolescéncia parece exercer impacto positivo sobre a fungao cognitiva (Buck et
al., 2008; Hillman et al., 2009). No entanto, os mecanismos moleculares envolvidos neste
processo tém sido pouco explorados. Sabe-se que os periodos iniciais do desenvolvimento
parecem ser extremamente influenciados por estimulos ambientais, o que pode impactar a
funcdo cerebral e o comportamento (Fagiolini et al., 2009). Assim, consideramos relevante
investigar a modulagdo do exercicio fisico sobre parametros epigenéticos em ratos
adolescentes.

Cabe destacar que estruturas encefalicas distintas respondem diferentemente aos
estimulos provenientes do exercicio (McCloskey et al., 2001; Abel et al., 2013). Contudo, até o
momento, a maioria dos estudos envolvendo os efeitos do exercicio fisico e sua relacdo com

mecanismos epigenéticos, tanto em roedores adultos jovens quanto envelhecidos, se restringe



58

ao hipocampo (Elsner et al., 2011; Elsner et al., 2013; Gomez-Pinilla et al., 2011; Lovatel et al.,
2013). Assim, é de interesse avaliar diferentes estruturas encefdlicas, como o estriado,
estrutura associada com a fungao cognitiva, além de exercer papel crucial no controle motor.
Com base nisso, o segundo capitulo desta Tese avaliou o efeito dos protocolos de exercicio
descritos acima sobre a modulacdo da atividade da enzima HDAC em estriado de ratos Wistar
de 25 dias (adolescentes) e 20 meses de idade (envelhecidos).

Demonstramos que os estriados de ratos adolescentes exercitados apresentaram uma
redugdo significativa na atividade da HDAC quando comparado ao grupo sedentdrio, um
indicativo de hiperacetilagdo de histonas e aumento da atividade transcricional. Este achado
corrobora resultados da literatura obtidos em hipocampo, que descrevem uma redugdo na
expressao do gene da HDAC em camundongos adolescentes apds serem submetidos a um
protocolo de exercicio voluntario em roda de corridas durante uma semana (Abel et al., 2013).
E interessante citar que esta redugdo estava associada a um aumento na expressdo
hipocampal de diversos genes envolvidos com a plasticidade sindptica e memdria, como o
BDNF. Este achado é interessante, uma vez que esta molécula exerce um papel crucial na
maturagdo e no desenvolvimento cerebral, além de que, déficits de aprendizado foram
observados em camundongos nocautes para o gene do BDNF (Gorski et al.,, 2003; Bernd,
2008). Complementarmente, Cetinkaya e colegas (2013) recentemente demonstraram que o
exercicio fisico, tanto voluntdrio quanto forgado, pode aprimorar a fungdo cognitiva. Os
autores observaram uma melhora em parametros de memdria e aprendizado em ratos
adolescentes por meio de um aumento dos niveis hipocampais do fator de crescimento
semelhante a insulina (IGF-1), um agente neuroprotetor envolvido com o desenvolvimento
cerebral e sobrevivéncia neuronal (Aksu et al., 2012).

Estes achados podem estar relacionados com estudos clinicos que reportaram uma
correlagdo positiva entre os niveis séricos de IGF-1 e o quociente de inteligéncia em criancgas
(Gunnel et al., 2005). Ainda, baixos niveis de atividade fisica em criancas e adolescentes estdo
correlacionados com habilidades cognitivas pobres, enquanto que uma Unica sessdo de
exercicio é capaz de melhorar a fungdo executiva e aliviar os sintomas em criancas com déficit
de atencdo e hiperatividade (Archer e Kostrewa, 2012; Chang et al., 2012). A parte de todas
estas especulagbes, o presente resultado implica a possibilidade de que a melhora das fungdes
cognitivas em adolescentes observadas apds o exercicio fisico esteja relacionada com o
aumento da expressdo de genes especificos por meio da regulacdo de mecanismos
epigenéticos, como por exemplo, a modulagdo da atividade da HDAC.

Por outro lado, Titterness e colegas (2011) demonstraram que o exercicio foi capaz de

aumentar a LTP em ratos adolescentes machos, sem exercer nenhum efeito em fémeas,
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indicando que adolescentes machos e fémeas sdo diferentemente sensiveis aos efeitos do
exercicio. Ainda, tem sido recentemente sugerido que a modulacdo epigenética difere entre os
géneros, fatores que podem contribuir para modificacdes comportamentais a longo prazo,
além de estar associados com a susceptibilidade a doencas neuroldgicas e psiquiatricas
(Qureshi e Mehler, 2010). Neste contexto, nos questionamos se a modulagdo do exercicio
fisico sobre mecanismos epigenéticos poderia variar em estruturas encefdlicas de ratos
adolescentes machos e fémeas. Este tema que pode ser futuramente investigado.

Conforme ja mencionado, a relagdo entre os niveis de acetilagdo de histonas e a
melhora do desempenho em testes de memdria e o aumento nos niveis de BDNF em
hipocampo de ratos adultos e envelhecidos tem sido amplamente descritos (Lovatel et al.,
2013; Vayman et al., 2004). No entanto, nenhum dos protocolos de exercicio aqui utilizados
foram capazes de alterar a atividade da HDAC em estriado de ratos Wistar de 3 e 20 meses de
idade. Isto sugere que os efeitos do exercicio sobre a modulagao dos niveis de acetilagdo de
histonas e sua relagdo com a fungdao cognitiva nestes animais seja restrito a altera¢des
hipocampais. Neste contexto, Lovatel e colaboradores (2013) demonstraram que o nosso
protocolo de exercicio crénico reverteu a hipoacetilagdo da histona H4 induzida pelo
envelhecimento em hipocampo de ratos Wistar. Ainda, destacamos a participagdo de outros
mecanismos epigenéticos ativadores da transcricdo génica induzidas pela exposicdo ao
exercicio nas diferentes fases do desenvolvimento, como a metilacdo da histona H3-K9 em
hipocampos de ratos adultos jovens e envelhecidos, aqui observados. Podemos sugerir
também que o exercicio fisico altera os niveis estriatais de acetilagdo de histonas nestes
animais por meio da modulagao de outra enzima, a HAT.

Devemos considerar que as amostras utilizadas neste estudo foram de ratos durante o
processo de envelhecimento fisiolégico, e assim, ndo podemos descartar a possibilidade de
gque em estriado de modelos animais de doencas neurodegenerativas o exercicio possa
modular a atividade da HDAC. Esse raciocinio pode ser explicado pelo fato de que o exercicio
induziu uma melhora da fun¢do motora, o que foi relacionado com a preservagdo do sistema
dopaminérgico nigroestriatal, por meio de um aumento na expressao génica de BDNF e GDNF
em modelo animal de Doenca de Parkinson (Tajiri et al., 2010). Corroborando estes achados,
outro estudo observou que um protocolo de 18 semanas de corrida também melhorou
aspectos motores e induziu um aumento nos niveis de BDNF e GDNF na substancia negra e
estriado de modelos animais com Doenca de Parkinson moderada (Lauet al., 2011). Assim,
analisar o impacto do exercicio fisico sobre os niveis de HDAC e outras varidveis epigenéticas

em modelo animal de doencas neurodegenerativas pode ser importante para melhor
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compreender os mecanismos pelos quais a expressdo destes fatores neurotrdéficos € modulada
apos o treino.

De uma forma geral, nossos dados evidenciam pontuais diferencas em relacdo ao
efeito do exercicio fisico sobre a modulacdo epigenética em encéfalo de ratos adolescentes,
adultos jovens e envelhecidos nos dois capitulos desta Tese. Este perfil estd de acordo os
achados da literatura mostrando que varios fatores, como espécie, idade e género, podem
influenciar a resposta a um mesmo estimulo, tanto em testes comportamentais, quanto em
ensaios bioquimicos. Por exemplo, Buchanan e colegas (2008) observaram que a exposi¢do ao
modelo de estresse por imobilizagdao, tanto agudo quanto crénico, aumentou os niveis
hipocampais da interleucina-1 beta associado ao déficit cognitivo em ratos velhos, mas ndo
teve nenhum efeito nos ratos jovens. Ainda, foi demonstrado que a administragdo de butirato
de sddio, um inibidor da HDAC, é capaz de melhorar os déficits de memoaria relacionados ao
envelhecimento nas fases iniciais de formagdo de memdria. Entretanto, o mesmo efeito nao
foi observado em ratos jovens, os quais ndo apresentam prejuizo de memdria (Reolon et al.,
2011). Especificamente em relagdo aos efeitos do exercicio, Hopkins e colegas (2011)
reportaram efeitos diferentes do treino sobre os niveis hipocampais de BDNF e memdria para
o reconhecimento de objetivos em animais adolescentes e adultos jovens. Adicionalmente,
uma recente investigacdo demonstrou que a modulagdo de parametros bioquimicos em
resposta ao exercicio fisico também varia em ratos durante os estagios iniciais do
desenvolvimento pdés-natal. Os autores observaram que o treino induziu um aumento nos
niveis hipocampais de BDNF nos animais com idade entre 41 e 50 dias, sem nenhum efeito nos
grupos mais jovens (21 e 31 dias) (de Almeida et al., 2013). Com base nisso, podemos supor
que semelhante a outros estimulos externos, o exercicio também pode induzir alteracGes

sobre parametros epigenéticos de forma idade-dependente.

E digno de nota que o grau de neuroplasticidade varia com a idade do individuo, sendo
maior durante os estagios iniciais do desenvolvimento (Cheung e Broman, 2000; Fontaine,
2000). Esta inferéncia corrobora nossos achados, os quais demonstraram que o exercicio
alterou a atividade da HDAC em estriado de ratos adolescentes, sem modificar este parametro
no grupo adulto jovem e envelhecido. Neste contexto, também foi reportado por alguns
autores que a exposicdo de roedores a um ambiente enriquecido durante a adolescéncia
aprimorou a memoria espacial e parametros de aprendizado, sendo que este mesmo efeito
nao foi observado em animais durante a vida adulta (Williams et al. 2011; Lores-Arnaiz et al.,
2007). Cabe destacar que a melhora da memédria induzida pelo enriquecimento ambiental

durante a adolescéncia foi associada com a hiperacetilagdo de histonas em cértex pré-frontal
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de ratos. Ainda, o tratamento crénico com butirato de sédio, um inibidor da HDAC, mimetizou
os efeitos do ambiente enriquecido nestes animais (Koseki et al., 2012). Coletivamente, estes
dados sugerem que o encéfalo de adolescentes parece ser mais sensivel a alteracOes
epigenéticas relacionadas com o estado de acetilacdo de histonas quando expostos a
estimulos externos em comparacdo a ratos enquadrados em estdgios mais tardios do
desenvolvimento.

Além disso, mostramos que a acdo do exercicio sobre a modulacdo epigenética
também depende do protocolo de exercicio utilizado. A sessdo Unica de exercicio reduziu o
conteudo hipocampal das enzimas DNMT1 e DNMT3b no grupo adulto jovem, as quais nao
foram modificadas pelo protocolo crénico. Corroborando estes achados, resultados prévios
conduzidos em nosso laboratdrio demonstraram que o protocolo crénico ndo alterou a
atividade das enzimas HAT e HDAC em hipocampo de roedores da mesma idade, enquanto
gue a sessdo Unica aumentou a atividade HAT e diminuiu a atividade da HDAC (Elsner et al.,
2011). Nossos achados podem estar relacionados a outros estudos que demonstram que o
exercicio cronico induz adaptagdes em muitos sistemas fisioldgicos, tais como cardiovascular,
muscular e enddcrino (Meeusen et al., 1997; Gresch et al., 1994; Dluzen et al., 1995). Ainda,
McGee e Hargreaves (2011) sugerem uma estreita relagdo entre as adaptacdes a exposi¢do ao
exercicio cronico e a modificagdo de histonas no musculo esquelético de humanos. Todas estas
evidéncias sustentam a hipdtese de que, assim como acontece em outros sistemas fisioldgicos,
0 exercicio crénico também parece causar uma adaptacdo na maquinaria transcricional,
especificamente, na atividade e no conteldo das enzimas responsaveis pela metilagio do DNA
e acetilagdo de histonas.

Outro aspecto a ser enfatizado refere-se a duracdo dos efeitos do exercicio apds o
treino sobre os parametros analisados. Observamos que a sessdo Unica teve efeitos
transitérios sobre o contelddo das enzimas DNMT1 e DNMT3b, diminuindo agudamente seus
niveis (1 hora apds o treino), sem exercer efeito tardio (18 horas apds). Isto também foi
observado quando avaliamos a atividade das enzimas HAT e HDAC em hipocampo de ratos
Wistar adultos jovens (Elsner et al., 2011). Contudo, este perfil temporal ndo foi observado em
ratos adolescentes, onde os niveis estriatais da atividade da HDAC foram reduzidos em ambos
os tempos observados, 1 e 18 horas apds os animais serem submetidos a sessdo Unica de
exercicio. Este achado esta de acordo com dados da literatura, os quais demonstram que a
manipulacdo comportamental e neurobiolégica durante os estagios criticos do
desenvolvimento pode repercutir em efeitos a longo prazo, diferente do que ocorre quando
executada em fases mais tardias (Nithianantharajah e Hannan, 2009; Haperin e Healey, 2011).

De acordo com nossos achados, Hoppinks e colaboradores (2011) demonstraram que quando
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realizado durante a adolescéncia, o exercicio exerce um impacto persistente sobre a memoria
e aprendizado em ratos quando comparado ao treino durante a fase adulta, que apresenta
efeitos transitdrios sobre estes parametros. Ainda, os achados de Adldar e colegas (2005)
demostraram que um protocolo voluntdrio em roda de corrida aumentou os niveis de BDNF
em hipocampo de roedores de diferentes idades (2, 15 e 24 meses), sendo que estes
retornaram aos niveis basais apds 4 semanas, sendo mantido apenas nos animais mais jovens.
Também foi observado que a realizacdo de exercicio aerébico durante a adolescéncia tem
efeitos persistentes, uma vez que é capaz de aprimorar a memaria espacial associado a um
aumento nos niveis hipocampais de BDNF na vida adulta dos ratos (da Silva et al., 2010). Com
base nestes achados, podemos sugerir que a pratica do exercicio durante a adolescéncia pode
potencializar o pico de plasticidade neural caracteristica deste estdgio de desenvolvimento,
induzindo efeitos mais duradouros sobre a maquinaria transcricional no estriado de roedores

guando comparado ao treino realizado durante a vida adulta.

Estes dados podem ter importantes implicacdes para a saude humana, sugerindo que
o exercicio interage nas fases iniciais do desenvolvimento no intuito de alterar de forma
persistente alguns circuitos neurais, especificamente por meio da modula¢cdo de marcadores
epigenéticos, o que pode modificar a expressdo de genes especificos envolvidos na funcdo
cerebral. Neste contexto, dados de pesquisas conduzidas com criangas e adolescentes
também demonstram efeitos duradouros do exercicio fisico sobre a meméria espacial, visual e
discriminativa, assim como a consolida¢cdo da informac¢do a longo prazo, o que estava
associado com alteragdes no volume hipocampal (Fedewa e Ahn, 2011; Herting e Nagel,

2012).

Por outro lado, observamos que o exercicio foi capaz de induzir altera¢Oes persistentes
nos niveis hipocampais de metilacdo da histona H3-K9 em ratos adultos jovens e envelhecidos,
modificando este pardmetro 1 e 18 horas apds a sessdo Unica. Estes dados sugerem que o
exercicio modula de forma persistente a atividade da enzima HDAC em estriado de ratos
adolescentes, podendo alterar os niveis de acetilacdo de histonas. Enquanto que, o encéfalo
maduro é mais suscetivel a alteragdes persistentes nos niveis de metilacdo de histonas em
resposta a exposicdo ao exercicio fisico. Assim, podemos inferir que além de variar conforme o
estagio do desenvolvimento, a duragdo dos efeitos do exercicio sobre parametros epigenéticos
também depende do marcador analisado. Neste momento, é impossivel estabelecer o impacto

desta heterogeneidade sobre a maquinaria transcricional.
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Para finalizar, hd evidéncias contundentes de que o ritmo circadiano altera varias
funcdes fisiolégicas, sugerindo que os individuos podem responder diferentemente a mesma
situacdo conforme o periodo do dia. Ainda, tem sido descrito que a hora do dia pode
influenciar na eficacia e toxicidade de farmacos, inclusive de inibidores de HDAC (Ohdo, 2003;
Debon et al.,, 2004). Além de que, a expressdo de alguns genes do relégio biolégico de
mamiferos pode ser modulada por altera¢des estruturais da cromatina (Cecon et al., 2010).
Nossos achados podem estar relacionados a estas inferéncias, uma vez que uma reducdo na
atividade estriatal da enzima HDAC no periodo da manha (18h apds a exposi¢do ao exercicio)
foi verificada no grupo adolescente, o que ndo foi observado nos grupos adultos jovens e
envelhecidos. E interessante destacar que foi previamente demonstrado uma redugdo neste
pardmetro em hipocampo de animais adultos jovens no periodo da manha (Elsner et al., 2011),
sugerindo que a modulagdo do ritmo circadiano sobre os mecanismos epigenéticos,
especificamente sobre a atividade da HDAC, tem um perfil idade e estrutura-dependente.
Consistente com esta hipdtese, também foi observado que a hora do dia influenciou a
atividade desta enzima em hipocampo de ratos Wistar de 18 meses de idade, a qual foi maior

no periodo da manha (Sant' Anna et al., 2013).

Com base no que foi exposto até aqui, sugerimos que o desequilibrio de marcadores
de metilacdo de histonas e DNA em hipocampo esteja envolvido com o processo de
envelhecimento cerebral, e possivelmente com os déficits cognitivos observados na populacdo
idosa. Embora os modelos animais ndo mimetizem com total fidedignidade todos os eventos
fisiolégicos que ocorrem em seres humanos e ndo possam ter seus resultados extrapolados
para a pratica clinica de forma direta, estes mostram-se interessantes para testar alguns
paradigmas neurobioldgicos. Assim, acreditamos que nossos resultados abrem novas dire¢es
ndo somente para a descoberta de novas ferramentas para o diagndstico, como também para
a busca de estratégias terapéuticas e preventivas relacionadas ao processo de

envelhecimento.

Ainda, fica evidenciado que o exercicio fisico em esteira ergométrica é um potente
estimulo ambiental capaz de induzir alteragdes epigenéticas em encéfalo de roedores em
diferentes estagios do desenvolvimento. E interessante descrever que esta modulagio é
especifica, ocorrendo de forma tempo, idade e estrutura-dependente, sendo também
influenciada pelo protocolo de exercicio utilizado. Outros estudos sdo necessdrios para
elucidar as vias pelas quais essas modificacdes ocorrem e melhor compreender os mecanismos
pelos quais estes marcadores variam conforme a idade e sua heterogeneidade com relacdo as

estruturas encefalicas em resposta a exposicdo ao exercicio fisico.
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Conclusoes
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Os resultados apresentados nesta tese nos permitem concluir que:

- O desequilibrio de mecanismos epigenéticos estd envolvido, pelo menos em parte, com
o processo de envelhecimento cerebral, uma vez que os niveis de metilacdo da H3-K9 e o
conteldo da DNMT1 encontraram-se reduzidos no hipocampo de ratos Wistar de 20 meses de
idade;

- O exercicio fisico moderado em esteira ergométrica foi capaz de induzir alteracdes
epigenéticas relacionadas com a metilacdo de histonas, metilacdo de DNA e acetilacdo de
histonas em hipocampo e estriado de ratos Wistar em diferentes fases do desenvolvimento;

- A modulagdo dos mecanismos epigenéticos em resposta ao exercicio depende do tipo de
protocolo utilizado, uma vez que a sessdo Unica e o treinamento croénico (20 minutos por dia
durante 2 semanas) apresentaram diferentes efeitos nas estruturas encefalicas analisadas;

- Uma sessdo de exercicio reverteu 1 e 18 horas apds o treino a redugdao nos niveis
hipocampais de metilacdo da H3-K9 observada inicialmente em ratos envelhecidos;

- Ambos os protocolos de exercicio promoveram uma diminuicdo 1 e 18 horas apés o
treino nos niveis de metilagdo da H3-K9 em hipocampo de ratos adultos jovens (3 meses);

- O conteudo hipocampal das enzimas DNMT1 e DNMT3b nao foi alterado em resposta ao
exercicio em ratos envelhecidos, enquanto que, a sessdo Unica reduziu agudamente (1 h) estes
parametros em ratos adultos jovens;

- A sessdo Unica de exercicio induziu uma redugdo persistente (1 e 18 horas apds o treino)
na atividade da HDAC em estriado de ratos adolescentes (25 dias);

- O estriado de ratos adolescentes é mais suscetivel a modula¢do da atividade da HDAC
mediada pelo exercicio fisico, uma vez que ndo observamos alteracdo na atividade desta enzima

nos animais adultos jovens e envelhecidos;

Em suma, estes resultados corroboram a hipdtese de haver uma tendéncia a
hipometilacdo global durante o processo de envelhecimento cerebral. Também demonstram que
a modulacdo induzida pela exposicdo ao exercicio fisico sobre diferentes marcadores epigenéticos

em encéfalo de roedores ocorre de forma idade, tempo, protocolo e estrutura-dependente.



67

Perspectivas
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A partir dos resultados obtidos nesta Tese, pretende-se investigar outros aspectos.

Dentre as propostas, pode-se destacar:

- Avaliacdo do efeito do processo de envelhecimento e do exercicio fisico sobre a
atividade das enzimas HAT, HDAC, DNMT1 e DNMT3b, além dos niveis de metilacdo da H3-K9

em coértex de ratos Wistar;

-Determinacgdo dos niveis de metilagdo da regido promotora de diferentes genes em
estruturas encefalicas (hipocampo, cortex, estriado e cerebelo) de ratos Wistar de 20 meses

exercitados;

-Andlise da atividade da enzima HDAC em diferentes estruturas encefdlicas
(hipocampo, cortex e cerebelo) de ratos adolescentes submetidos a sessdo Unica e ao

protocolo crénico de exercicio fisico;
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