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O objetivo dessa tese foi estudar o impacto de diferentes modalidades de exercício físico sobre a 

memória aversiva e marcas epigenéticas em histonas globais e em região promotora de genes de 

interesse no hipocampo de ratos Wistar durante o processo de envelhecimento. Para isso, foram 

realizados dois experimentos. 

No primeiro, investigamos o efeito de um protocolo de exercício aeróbico 20 minutos, diariamente 

durante 2 semanas, sobre a memória aversiva e níveis de acetilação da H3K9, H4K12 e H4K5 em 

hipocampo de ratos Wistar adultos jovens e envelhecidos. Este protocolo de exercício, melhorou a 

memória aversiva e aumentou os níveis de acetilação da H4K12 em ambas as idades testadas. O 

exercício também foi capaz de aumentar os níveis de acetilação da H3K9 em ratos envelhecidos. 

Além disso, foi observado um declínio cognitivo relacionado ao envelhecimento sem qualquer 

efeito no estado de acetilação de histonas.  

No segundo experimento, ratos adultos jovens e envelhecidos foram submetidos a 12 semanas de 

treinamento físico nas modalidades aeróbica, força, acrobática ou combinada. Nesses animais foi 

investigado o efeito do envelhecimento e do exercício na memória e em marcadores epigenéticos 

na região promotora dos genes cFos, Bdnf e Dnmt3a em hipocampo. O envelhecimento foi 

associado a modificações epigenéticas em histonas nos promotores de Bdnf, cFos e Dnmt3a. As 

modalidades aeróbica, acrobática e combinada melhoraram o desempenho na memória aversiva 

em ambas as idades testadas. Além disso, essas modalidades alteraram a acetilação da H3K9 e 

trimetilação da H3K4 no promotor do cFos de animais envelhecidos. As modalidades aeróbica e 

força reverteram parcialmente os aumentos induzidos pela idade na trimetilação da H3K4 no 

promotor do Bdnf. O treino de força e a combinação de modalidades alteraram a acetilação da 

H4K8 no promotor do Dnmt3a em ratos adultos jovens. Em suma, nossos resultados 

demonstraram que o exercício físico melhora a memória aversiva de ratos Wistar, de maneira 

protocolo-dependente, sendo efetivas as modalidades aeróbica, acrobática e combinada. Além 
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disso, um importante achado desse trabalho foram as mudanças relacionadas ao envelhecimento 

e ao exercício físico em marcas epigenéticas, tanto em histonas específicas quanto em região 

promotora de genes de interesse no hipocampo de ratos Wistar. Nossos resultados contribuem 

para a literatura, fornecendo possíveis mecanismos biológicos que sustentem a prescrição clínica 

de diferentes modalidades de exercício para atenuar os déficits de memória durante o 

envelhecimento. 

Palavras chave: Epigenética; Exercício; Ratos; Memória; histonas; envelhecimento. 
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In this thesis, we aimed to investigate the impact of different exercise modalities on aversive 

memory and hippocampal epigenetic regulation globally and at the promoter regions of genes of 

interest in Wistar rats during aging process. Two experiments were carried out in this 

investigation. 

First, we considered the effect of a daily aerobic protocol (20-min for 2 weeks) on the aversive 

memory and acetylation levels of H3K9, H4K12 and H4K5 specific sites in the hippocampus of 

young adult and aged Wistar rats. Exercise improved aversive memory and increased acetylation 

levels of H4K12 in both groups. Exercise was also able to increase H3K9 acetylation levels in the 

group of aged animals. In addition, an age-related cognitive decline was observed without any 

effect on the histone acetylation status. 

In the second experiment, young adult and aged rats were submitted to 12 weeks of physical 

training in aerobic, resistance, acrobatic or combined modalities. In this experiment we 

investigated the effect of aging and exercise in memory and epigenetic marks in the promoter 

region of the cFos, Bdnf and Dnmt3a genes in the hippocampus. Aging was associated with altered 

histone modifications at Bdnf, cFos and Dnmt3a promoters. Aerobic, acrobatic and combined 

modalities improved aversive memory performance in young adult and aged rats. Moreover, these 

modalities altered hippocampal epigenetic marks, particularly H3K9ac or H3K4me3, at the cFos 

promoter of aged animals. Aerobic and resistance modalities partially reversed age-induced 

increases in H3K4me3 at the Bdnf promoter. Resistance and combined modalities changed H4K8ac 

at the Dnmt3a promoter in young adult rats.  In summary, our results demonstrated that physical 

exercise improves aversive memory of Wistar rats in a protocol-dependent manner, being the 

aerobic, acrobatic and combined modalities more effective. In addition, an important finding of 

this work were the changes related to aging and physical exercise in epigenetic marks, both in 

specific histones globally and at promoter region of genes of interest in the hippocampus of Wistar 
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rats. Our results contribute to the literature, providing biological mechanisms that support the 

clinical prescription of different exercise modalities in order to attenuate memory deficits induced 

by the aging process.  

Keywords: Epigenetics, Exercise, rats, memory; aging.  



12 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Lista de Figuras 



13 
 

Figura 1 - Estrutura da cromatina (A) e histonas (B) 

Figura 2 - Modificações epigenéticas em histonas 

Figura 3 - Enzimas histona acetiltransferases (HAT) e histona desacetilases (HDAC) 

Figura 4 - Metilação das Histonas 

Figura 5 - Desenho Experimental 1  

Figura 6 - Esteira adaptada para roedores 

Figura 7 - Aparato da Esquiva Inibitória 

Figura 8 – Desenho Experimental 2 

Figura 9 - Aparato para o treino de força 

Capítulo 1:  

Figure 1 – Experimental Design.  

Figure 2 – Effect of aging and exercise on step down latency in inhibitory avoidance. Columns 

represent mean ± S.D. (n=10-12). Two way ANOVA, *values significantly different from those 

respective to sedentary control group (p<0.0001); #  significantly different from the 3-month-old 

groups ( p= 0.05). 

Figure 3 - Effect of exercise on the hippocampal levels of H4K12 acetylation. The results are 

expressed in percentage of control of the young SED not exposed to inhibitory avoidance rats and 

the columns represent the mean ± S.D (n=5). Three-way ANOVA; * indicates a significant effect of 

exercise (p =0.006). 

Figure 4 - Effect of exercise and age on the hippocampal levels of H3K9 acetylation. The results are 

expressed in percentage of control of the young SED not exposed to inhibitory avoidance rats and 

the columns represent the mean ± S.D (n=5). Three-way ANOVA; * indicates a significant effect of 

exercise (p =0.006) and a significant interaction between exercise and age (p=0.039).  

Capítulo 2:  



14 
 

Figure 1. Experimental Design (I.A.: Inhibitory Avoidance) 

Figure 2. Effect of aging and exercise modalities on step-down latency in inhibitory avoidance 

paradigm. Columns represent mean ± S.D. (n = 7-10). 2A. Effect of aging on step-down latency. 

Student´s t-test *values significantly different from the 5 months-old groups. 2B and 2C. Effect of 

exercise on step-down latency in young adult and aged rats respectively. One-Way ANOVA; #values 

significantly different from the respective sedentary group. 

Figure 3. Effect of aging at the Bdnf, cFos and Dnmt3a promoters in hippocampus of Wistar rats. 

3A. Effect of aging on acetylated (H4K8 and H3K9) and methylated (H3K9me2 and H3K4me3) 

chromatin. 3B. Effect of aging on acetylated (H4K8 and H3K9) and methylated (H3K4me3 and 

H3K9me2) chromatin. 3C. Effect of aging on acetylated (H3K9) and methylated (H3K4me3 and 

H3K9me2) chromatin. Columns represent mean ± S.D. (n = 4-5) and data are presented as percent 

input. Student´s t-test *values significantly different from the 5 months-old groups.  

Figure 4. Effect of exercise at the Bdnf promoter in hippocampus of Wistar rats. 4A. Effect of 

exercise on H4K8ac chromatin. 4B. Effect of exercise on H3K4me3 chromatin. Columns represent 

mean ± S.D. (n = 4-5) and data are presented as percent input. One-Way ANOVA #values 

significantly different from the respective sedentary group. 

Figure 5. Effect of exercise at the cFos promoter in hippocampus of Wistar rats. 5A. Effect of 

exercise on H3K9ac chromatin. 5B. Effect of exercise on H3K4me3 chromatin. Columns represent 

mean ± S.D. (n = 4-5) and data are presented as percent input. One-Way ANOVA #values 

significantly different from the respective sedentary group. 

Figure 6.  Effect of exercise on H4K8ac chromatin at the Dnmt3a promoter in hippocampus of 

Wistar rats. Columns represent mean ± S.D. (n = 4-5) and data are presented as percent input. 

One-Way ANOVA #values significantly different from the respective sedentary group. 

 



15 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Lista de Tabelas 



16 
 

Capítulo 1 –  

Table 1 - Velocities progression in time during adaptation period (1-2 days) and training protocol 

(3-14 days) in 3 and 20- to 21-month-old Wistar rats.  

Capítulo 2 –  

Table 1: Gene name, accession number, forward primer sequence, and reverse primer sequence of 

primer pairs used in quantitative PCR amplification. 

 



17 
 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Lista de abreviações e siglas 



18 
 

Acetil-CoA – Acetilcoenzima A 

ANOVA – Análise de Variância  

BDNF – Fator neurotrófico derivado do encéfalo  

CEUA – Comissão de ética para o uso de animais 

CREAL – Centro de reprodução e experimentação de animais de laboratório 

DNA - Ácido desoxirribonucleico 

DNMT – Dna metiltransferases  

HAT – Histona Acetiltransferase 

HDAC – Histona desacetilase  

HMT – Histona Metiltransferase 

H3K4me3 – Trimetilação da histona 3 lisina 4 

H3K9ac – Acetilação da histona 3 lisina 9 

H3K9me2 – Dimetilação da histona 3 lisina 9 

H4K8ac – Acetilação da histona 4 lisina oito 

IGF-1 - Fator de crescimento semelhante à insulina tipo 1 

mA – Miliampère 

UFRGS – Universidade Federal do Rio Grande do Sul 

VO2max – Consumo máximo de oxigênio  

µL – Microlitros  

 



19 
 

Sumário 

Resumo ......................................................................................................................................... 6 

Abstract ......................................................................................................................................... 9 

Lista de Figuras ............................................................................................................................ 12 

Lista de Tabelas ........................................................................................................................... 15 

Lista de abreviações e siglas ......................................................................................................... 17 

1. Introdução ............................................................................................................................... 21 

1.1. Envelhecimento, Memória e Exercício Físico ......................................................................... 22 

1.2 Epigenética e Envelhecimento ................................................................................................ 24 

1.3 Epigenética e Exercício Físico ................................................................................................. 28 

2. Justificativa e Hipótese de Trabalho ......................................................................................... 31 

3. Objetivos ................................................................................................................................. 33 

3.1 Objetivo Geral ........................................................................................................................ 34 

3.2 Objetivos Específicos .............................................................................................................. 34 

4. Abordagem Metodológica ........................................................................................................ 35 

4.1 Materiais e Métodos .............................................................................................................. 36 

4.1.1 Materiais e métodos referentes ao Capítulo 1 ..................................................................... 36 

4.1.1.1 Animais ............................................................................................................................ 36 

4.1.1.2 Protocolo de exercício Físico ............................................................................................ 36 

4.1.1.3 Preparação das amostras ................................................................................................. 38 

4.1.1.5 Cálculo Amostral .............................................................................................................. 39 

4.1.1.6 Análise Estatística ............................................................................................................. 40 

4.1.2 Materiais e métodos referentes ao Capítulo 2 ..................................................................... 40 

4.1.2.1 Animais ............................................................................................................................ 40 



20 
 

4.1.2.2 Protocolos de Exercício .................................................................................................... 41 

4.1.2.3 Paradigma de memória: Teste de esquiva inibitória .......................................................... 43 

4.1.2.4. Preparação das amostras ................................................................................................ 43 

4.1.2.5 Imunoprecipitação da cromatina ...................................................................................... 43 

4.1.2.6 Análise Estatística ............................................................................................................. 45 

5. Capítulo 1: ............................................................................................................................... 46 

6. Capítulo 2 ................................................................................................................................ 53 

 .................................................................................................................................................... 54 

7. Discussão ................................................................................................................................. 83 

8. Conclusões ............................................................................................................................... 92 

10. Referências Bibliográficas ....................................................................................................... 95 

 

 

 



21 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

1. Introdução 



22 
 

 

1.1. Envelhecimento, Memória e Exercício Físico 

O envelhecimento é caracterizado por um declínio fisiológico associado a modificações 

morfológicas, moleculares e comportamentais [1]. Estima-se que no Brasil, em 2020, cerca de 14% 

da população estará acima dos 65 anos de idade [2]. Este dado é relevante já que possui 

repercussão direta sobre a saúde pública, uma vez que o envelhecimento tem sido relacionado à 

redução da capacidade cognitiva – em especial de memória e aprendizado – em idosos, levando à 

limitações na capacidade funcional e de realização pessoal, social e econômica [3-5]. Pesquisas 

clínicas mostram que o envelhecimento fisiológico, sem doenças neurodegenerativas associadas, 

afeta habilidades cognitivas como a memória espacial, memória de trabalho, tempo de resposta e 

formação de memórias de longo prazo [6, 7]. Esses efeitos também são observados em estudos 

pré-clínicos com roedores e primatas, onde estes animais apresentaram um pior desempenho em 

paradigmas de memória [8-11]. Nesse contexto, torna-se premente estudar alternativas 

preventivas e terapêuticas a fim de minimizar os déficits cognitivos relacionados ao 

envelhecimento.  

Diversos estudos apontam o exercício físico como uma estratégia não farmacológica de baixo 

custo, eficaz tanto na prevenção quanto no tratamento destes déficits [12, 13]. O American Heart 

Association and American College of Sports Medicine recomenda a combinação do exercício 

aeróbico, de força e equilíbrio para pacientes idosos com o objetivo de promover melhora na 

capacidade funcional, independência física e também na melhora desempenho cognitivo [14, 15]. 

Este tipo de protocolo é conhecido como treinamento combinado e já tem evidências na melhora 

de força, potência muscular e função cardiorrespiratórias em jovens [16-19]  e idosos [20-22]. É 

interessante que tanto o treinamento aeróbico, quanto o treino de força, são procurados por 

indivíduos idosos para aprimorar a aptidão física e já existem trabalhos que observaram que a 
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combinação dessas modalidades por 12 meses teve um efeito funcional, reduzindo a incidência de 

quedas nessa população [23].  

Os benefícios da atividade física na memória em idosos têm sido descritos na literatura [24-26], 

mas trabalhos que investigaram o impacto de protocolos combinados no manejo dos déficits 

cognitivos do envelhecimento, ainda são escassos. Nesse contexto, o uso de modelos animais tem 

sido bastante empregado para o estudo dos mecanismos de ação pelos quais o exercício protege e 

reestabelece as funções cerebrais no envelhecimento, inclusive melhorando a memória. A maioria 

dos trabalhos pré-clínicos avaliando a combinação de modalidades têm focado em aspectos 

musculoesqueléticos e metabólicos em animais jovens [27, 28]. 

Dentre as modalidades de exercício, o treinamento aeróbico é um dos mais estudados. Evidências 

em humanos demonstraram que à prática regular de atividade física aeróbica, durante a vida, 

melhorou aspectos da função executiva, diminuiu a perda neuronal, melhorou o controle motor e 

a memória de trabalho em idosos [29]. Roig et al (2013), em uma metanálise com humanos 

saudáveis, sugere que o exercício aeróbico fornece estímulos necessários para otimizar as 

respostas da maquinaria molecular responsável pelo processamento da memória [13]. Ensaios 

pré-clínicos realizados em nosso grupo de pesquisa também demonstraram efeitos benéficos do 

exercício sobre a memória, onde o treino aeróbico moderado por 2 semanas melhorou a memória 

aversiva em ratos Wistar [10, 30]. Este achado está de acordo com outros trabalhos que também 

evidenciaram os efeitos benéficos do exercício aeróbico em diferentes paradigmas de memória 

[31-33]. 

O treino de força é outra modalidade de exercício muito empregada na população idosa, com 

bons resultados funcionais: melhora do equilíbrio [34], diminuição de quedas [35], atenuação da 

hipotrofia muscular [36] e já existem evidências quanto a melhora cognitiva [37, 38]. Em modelos 
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animais, a sessão única do treino de força foi capaz de melhorar a memória contextual com 

aumento dos níveis de sinapsina e sinaptofisina em hipocampo de ratos Wistar adultos [39]. Já o 

treinamento crônico também foi capaz de melhorar a memória com aumento concomitante do 

IGF-1 hipocampal, um importante mediador da angiogênese cerebral [40]. Apesar das evidências 

que o treino de força impacta na expressão de neurotrofinas hipocampais, ainda são escassos os 

estudos que fizeram essas análises em animais envelhecidos.  

Outra modalidade de exercício que induz o aprendizado motor em modelos animais é o chamado 

exercício acrobático. Este, exige que os animais desenvolvam equilíbrio [41], habilidades no uso 

dos membros posteriores e coordenação dos membros anteriores [42] além de requerer ajustes 

na coordenação motora global dos animais [43]. O exercício acrobático tem sido relacionado com 

o aumento na expressão de proteínas relacionadas à neuroplasticidade [44, 45] e memória [46], 

no entanto, são raros os trabalhos que relataram o efeito dessa modalidade de exercício em 

animais envelhecidos. Em humanos, o treino de equilíbrio especificamente na população idosa 

tem sido investigado utilizando circuitos proprioceptivos [47, 48] e do Tai Chi [49, 50]  com 

melhora tanto do equilíbrio e coordenação quanto em aspectos cognitivos. Evidências têm 

sugerido que, tanto o exercício físico quanto o envelhecimento, podem modular o processo de 

transcrição de genes envolvidos na plasticidade sináptica e memória, por meio de modificações 

epigenéticas [51]. 

 

1.2 Epigenética e Envelhecimento  

Fenômenos epigenéticos referem-se ao processo no qual a informação genética de um organismo 

interage com o ambiente. Esses alteram o estado dinâmico da cromatina, podendo influenciar o 

fenótipo do indivíduo, sem mudanças na sequência dos nucleotídeos [52-55]. A estrutura da 
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cromatina consiste em quatro pares de proteínas denominadas histonas (H2B, H4, H3 e H2A), as 

quais estão envolvidas pelo DNA (Figura 1). 

 

Figura 1 - Estrutura da cromatina (A) e histonas (B) (adaptada de Gräff e Mansuy, 2008). 

 

As principais alterações epigenéticas são a metilação do DNA e a acetilação, fosforilação, 

metilação e ubiquitinação das histonas, sendo a acetilação e metilação de histonas o foco desta 

tese. A acetilação e metilação de histonas ocorrem em sítios específicos denominados lisinas (K) 

(Figura 2) [56-58]. É interessante comentar que mudanças no estado das histonas podem alterar a 

conformação da cromatina e com isto regular a transcrição gênica [59].  

 

Figura 2 - Modificações epigenéticas em histonas (Adaptada de Gräff e Mansuy, 2008). 
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A acetilação das histonas é catalisada por dois grupos enzimáticos denominados histona 

acetiltransferases (HATs) e histona desacetilases (HDACs) [52, 60]. As HATs usam o acetil-CoA 

como doador de grupamento acetil para as histonas [56, 61]. A acetilação neutraliza a carga 

positiva, enfraquecendo as interações eletrostáticas da histona com o DNA, o que torna a 

cromatina menos compacta, facilitando a transcrição gênica [52, 60]. Por outro lado, as HDACs 

desacetilam as lisinas retirando o grupamento acetil, deixando a estrutura da cromatina mais 

compacta e assim reprimindo a transcrição gênica (Figura 3) [56, 59].  

 

Figura 3 - Enzimas histona acetiltransferases (HAT) e histona desacetilases (HDAC) 

(Adaptada de Anthony et al 2013) 

Diferentemente da acetilação, a metilação de histonas (Figura 4), catalisada pelas histonas 

metiltransferases (HMT), está relacionada tanto com ativação quanto com repressão gênica. Estas 

respostas dependem do grau de metilação (mono, di e tri metilação), da histona e lisina na qual o 

grupamento metil é adicionado [62].  Por exemplo, já está consolidado na literatura que a lisina 9 

(K9) da histona 3 (H3), quando monometilada, está associada a ativação transcricional enquanto a 

di e tri-metilação resultam em silênciamento gênico. Por outro lado, no caso da histona 4 (H4) 

lisina 4 (K4) a di- e trimetilação induzem ao relaxamento da cromatina favorecendo a transcrição 

gênica [63, 64]. 
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Figura 4 - Metilação das Histonas (Adaptada de https://pharmacy.wisc.edu/jiang-
lab/research/) 

Recentemente, alterações epigenéticas têm sido relacionadas com o processo do envelhecimento, 

especialmente envolvendo alterações no padrão de acetilação.  Já foi observado uma diminuição 

da acetilação global da H3 e nas lisinas específicas H3K9 e H4K12 em hipocampo de roedores 

envelhecidos, sendo essa diminuição relacionada a menor expressão do Fator neurotrófico 

derivado do encéfalo (Bdnf) [65].  

Resultados prévios do nosso grupo apontam um padrão de desacetilação relacionado com o 

envelhecimento, uma vez que já foi observado tanto aumento na atividade da HDAC em 

hipocampo de ratos envelhecidos [66] quanto a diminuição na acetilação da histona H4 global, 

associado a déficit de memória aversiva em ratos Wistar de 20 meses de idade [10]. Ricobaraza e 

colegas (2009), utilizando os camundongos transgênicos Tg2576 como modelo de doença de 

Alzheimer, evidenciaram um declínio na acetilação global das histonas H3 e H4, em hipocampo de 

camundongos de 15 meses, este achado foi associado a um déficit da memória espacial [67]. 

É importante destacar que estudos sugerem que a própria exposição a um contexto de 

aprendizado pode levar ao aumento da acetilação de histonas [68-70]. Bousiges e colaboradores 

(2010) observaram que a exposição ao teste do labirinto aquático (memória espacial) aumentou a 

acetilação global das histonas H2B e H4 no hipocampo de ratos de 3 meses de idade [69]. Em 

outro estudo, o contexto de medo condicionado (memória aversiva) aumentou a acetilação global 
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da histona H3 e não da H4 [70]. Peleg e colaboradores (2011) demonstraram um aumento 

transitório da acetilação das lisinas H3K9, H3K12, H4K5, H4K8 e H4K16 após a exposição ao 

contexto de medo condicionado, em hipocampos de camundongos 3 e 16 meses de idade. No 

entanto, a lisina H4K12 aumentou apenas em camundongos de 3 meses, assim, os autores 

sugerem um papel desta lisina no déficit de memória relacionado ao envelhecimento [68]. Nesse 

sentido, outros paradigmas de memória aversiva podem ser explorados para uma melhor 

contextualização do efeito da acetilação específica sobre déficit de memória relacionado à idade.  

A metilação de histonas também tem sido relacionada com o processo de formação de memória e 

envelhecimento. Gupta et al (2010) observou que o condicionamento de medo levou ao aumento 

na H3K9me2 e H3K4me3 no hipocampo, sugerindo que a metilação da H3 regula a expressão de 

genes específicos durante a formação da memória em ratos jovens [63]. Morse et al (2015) 

observaram durante o envelhecimento em roedores, modulação das mesmas marcas em 

hipocampo, relacionando  esses achados com pior desempenho em testes de memória 

declarativa, sugerindo assim, o papel crucial dessas na formação da memória durante a 

senescência [71].  Estudos prévios apontam que a di e trimetilação da histona H3 (marcas de 

metilação repressivas) são características do envelhecimento [72].  

 

1.3 Epigenética e Exercício Físico  

É importante destacar que agentes que promovam aumento no nível de acetilação de histonas 

parecem ser recursos terapêuticos promissores no tratamento dos déficits cognitivos relacionados 

ao envelhecimento, contribuindo para a melhora da qualidade de vida de idosos [73].  Dados de 

nosso grupo demonstram que o efeito neuroprotetor do exercício pode estar relacionado, pelo 

menos em parte, com a modulação da atividade das enzimas HAT e HDAC, uma vez que o exercício 

físico aeróbico aumentou a atividade da HAT e diminuiu a atividade da HDAC, um indicativo de 
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aumento da acetilação de histonas [74]. Gomez-Pinilla e colegas (2013) observou em ratos de 3 

meses submetidos a um protocolo de exercício voluntário, a diminuição atividade da HDAC após a 

atividade, com aumento concomitante da acetilação da histona H3 e dos níveis de BDNF [75].  

Durante o processo de envelhecimento foi observada uma redução na acetilação global da histona 

H4 em hipocampo de ratos Wistar, enquanto que o exercício aeróbico moderado (20min/dia 

durante 14 dias) reverteu esse padrão, sendo este achado relacionado com melhor desempenho 

no teste da esquiva inibitória [10]. Resultados semelhantes foram encontrados com o mesmo 

protocolo em córtex pré-frontal [76].  É importante mencionar que diversos trabalhos relacionam 

a acetilação de histonas com formação de memória [61, 77]. 

Nesse contexto, Peleg e colaboradores (2010) demonstraram um aumento da acetilação das 

lisinas H3K9, H3K12, H4K5, H4K8, H4K16, uma hora após a exposição ao contexto de medo 

condicionado, em roedores de 3 e 16 meses de idade. No entanto, a lisina H4K12 aumentou 

apenas nos jovens, e, com isso, os autores sugerem um papel da desacetilação desta lisina no 

déficit de memória relacionado ao envelhecimento [68]. Logo, o estudo dos efeitos do exercício 

nessa lisina específica é essencial dada sua importância na maquinaria transcricional durante a 

formação da memória no envelhecimento.  

Nosso grupo de pesquisa relatou também, o efeito de protocolos de exercício aeróbico na 

metilação de histonas e níveis de DNMTs em hipocampo de ratos durante o envelhecimento. Em 

um estudo publicado por Elsner et al (2013) a sessão única de exercício diminuiu os níveis de 

DNMT3b e DNMT1 em ratos jovens. Por outro lado, tanto a sessão única quanto o protocolo 

crônico moderado (20 minutos/dia durante 14 dias) reduziu a metilação da H3K9 em ratos adultos 

jovens e no envelhecimento a sessão única reverteu o efeito induzido pelo envelhecimento nesta 

lisina [78].  
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Trabalhos na literatura também tem avaliado o efeito de diferentes modalidades de exercício em 

marcadores epigenéticos na região promotora de genes, relacionando essa modulação com 

achados de expressão. O exercício aeróbico voluntário reduziu os níveis da enzima HDAC, 

aumentou a acetilação da histona H3 em hipocampo, impactando nos níveis BDNF em ratos 

Sprague-Dawley de 3 meses [75]. O déficit de memória do envelhecimento está relacionado com 

redução nos níveis de BDNF tanto em estudos com humanos [79, 80] quanto em modelos animais 

[81, 82], e protocolos de exercício físico são capazes de modular os níveis dessa neurotrofina em 

animais jovens, desta forma, se faz essencial estudar o efeito de protocolos combinados nesse 

gene durante o envelhecimento e sua regulação por vias epigenéticas. 

O treino de força em humanos já foi capaz de alterar a metilação do DNA em marcadores 

periféricos, adipócitos e tecido muscular, além de modificar a expressão proteica de fatores de 

crescimento [83-86], no entanto, não existem estudos que avaliaram em modelos animais os 

efeitos no sistema nervoso central de treinos de força ou sua associação com protocolos 

aeróbicos.  Embora alguns trabalhos já tenham observado aumento na expressão do gene Bdnf em 

hipocampo induzido pelas modalidades acrobática e força [44, 87], ainda não existem trabalhos 

que relacionam a regulação epigenética desse gene, especialmente no hipocampo de animais 

envelhecidos. 

Os genes do cFos e do Dnmt3a, são importantes para plasticidade sináptica, atividade e 

desenvolvimento neuronal e formação da memória [88, 89]. E apesar de existir alguns dados na 

literatura que demonstram a expressão desses genes regulado por algumas modalidades de 

exercício [43, 90, 91], não há estudos prévios que tenham investigado a regulação epigenética de 

diferentes modalidades de exercício na região promotora desses genes durante o processo de 

envelhecimento.  
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2. Justificativa e Hipótese de 
Trabalho 
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Com o aumento da expectativa de vida e do número de idosos no Brasil, torna-se premente 

estudar alternativas preventivas e terapêuticas para minimizar os déficits cognitivos e motores 

relacionados ao envelhecimento. Diversos estudos evidenciam exercício físico como uma 

estratégia não farmacológica, de baixo custo, eficaz na prevenção e tratamento destes déficits. No 

entanto, os mecanismos de ação dos efeitos protetores no processo de envelhecimento do 

treinamento aeróbico, o de força, acrobático e a associação destes ainda não foram elucidados. 

Considerando que os mecanismos epigenéticos podem estar relacionados ao processo de 

envelhecimento e ao efeito protetor do exercício físico, é imprescindível investigar a ação de 

diferentes modalidades de exercício sobre parâmetros epigenéticos e sua relação com o 

desempenho cognitivo e motor durante o envelhecimento.  

Primeiramente, nossa hipótese de trabalho foi que o envelhecimento reduz a acetilação global de 

lisinas específicas em hipocampos, e que o exercício reverte, pelo menos parcialmente, o efeito do 

envelhecimento nesses parâmetros epigenéticos com concomitante impacto na memória aversiva. 

Considerando que houve alteração global, hipotetizamos que há alterações nos resíduos 

específicos em regiões promotoras de genes relacionados0 à memória. Ainda, que protocolos de 

exercício de força, aeróbico, acrobático e combinado modulam de maneira protocolo e idade-

dependente tanto o desempenho em teste de memória quantos nos marcadores epigenéticos 

testados. 
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3. Objetivos 
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3.1 Objetivo Geral  

- Esta tese de doutorado teve como objetivo geral investigar a ação de diferentes modalidades de 

exercício sobre parâmetros epigenéticos e sua relação com o desempenho cognitivo durante o 

envelhecimento em ratos Wistar.  

 

3.2 Objetivos Específicos  

- Avaliar o efeito do exercício aeróbico em ratos Wistar no processo de envelhecimento sobre a 

memória aversiva e o padrão de acetilação das histonas H4K5, H3K9 e H4K12 em hipocampo.  

- Estudar o impacto da exposição a um contexto de aprendizado (esquiva inibitória) sobre o e 

acetilação de histonas específicas em hipocampo de ratos Wistar durante o envelhecimento;  

- Investigar os efeitos de diferentes modalidades de exercício físico sobre a memória aversiva em 

ratos Wistar durante o processo de envelhecimento; 

- Avaliar mudanças induzidas pelas diferentes modalidades de exercício em marcas epigenéticas 

em histonas, especificamente H3K9ac, H4K8ac, H3K9me2 e H3K4me3, na região promotora dos 

genes Bdnf, Fos e Dnmt3a hipocampo de ratos Wistar durante o envelhecimento. 
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4. Abordagem Metodológica 
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4.1 Materiais e Métodos  

4.1.1 Materiais e métodos referentes ao Capítulo 1 

4.1.1.1 Animais  

Foram utilizados 72 ratos Wistar de 3 e 20 meses fornecidos pelo Centro de Reprodução e 

Experimentação de Animais de Laboratório (CREAL) da UFRGS, após aprovação pela Comissão de 

Éticas no Uso de Animais (CEUA 23997) da respectiva instituição. Os animais permaneceram em 

grupos de no máximo 4, em caixas de Plexiglass (40 x 33,3 x 17 cm), com troca de maravalha a 

cada dois dias e condições padrão de biotério (ciclo de 12h claro/escuro), com temperatura (21 ± 

2° C) e umidade (60%±10) controladas e água e comida fornecidas à vontade, e posteriormente 

foram divididos em oito grupos experimentais conforme o desenho experimental:  

 

Figura 5 - Desenho Experimental 

 

4.1.1.2 Protocolo de exercício Físico 

O protocolo de exercício físico consiste em corrida em esteira ergométrica adaptada para ratos 

(Inbramed TK 01, Porto Alegre, Brasil), (Figura 6). Para determinar a velocidade de corrida foi 

utilizada a medida de consumo máximo de oxigênio indireto (VO2 máx) recomendada por Brooks e 
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White[92]. Nesta medida os animais são submetidos à corrida em esteira com velocidade 

progressiva (5 m/min a cada 3 min) até atingirem a exaustão. O tempo de fadiga (em minutos) e a 

velocidade máxima (em m/min) são tomados como índice da capacidade de exercício e usados 

para a mensuração de VO2 máx indireto. 

Os animais foram divididos em grupos exercitados (EXE) ou sedentários (SED). Os animais do 

grupo EXE são submetidos à corrida na esteira durante 20 minutos, por duas semanas a uma 

intensidade de 60% do VO2 máx entre as 14 e 17h, diariamente, segundo protocolo neuroprotetor 

proposto por Elsner (2011) [74]. Os animais SED são colocados na esteira desligada por 5 minutos, 

sendo desta forma, manipulados exatamente como os animais do grupo EXE.  

 

 

Figura 6- Esteira adaptada para roedores 

 

4.1.1.2 Paradigma da Esquiva Inibitória 

Para avaliar a memória aversiva de longa duração, foi utilizado o paradigma da esquiva inibitória, 

que consiste de duas sessões, sendo elas treino e teste. O aparato da esquiva inibitória consiste de 
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uma caixa de acrílico de 50x25x25cm com uma grade de barras de aço paralelas de 1 mm de 

diâmetro contendo uma plataforma (com altura de 7 cm) (Figura 7). 

 

Figura 7 - Aparato da Esquiva Inibitória 

 

Na sessão treino, 30 minutos após o exercício físico, os animais foram colocados na plataforma e 

sua latência de decida medida (em segundos). Ao descer, o animal recebeu um choque com 

intensidade de 0,6 mA por 3 segundos. Na sessão teste, 30 minutos após a última sessão de 

exercício físico, os animais foram recolocados na plataforma e a latência de decida da plataforma é 

registrada e usada como medida de retenção (memória) da tarefa e nenhum choque é aplicado ao 

animal. Para avaliação da memória de longa duração, a sessão teste acontece 24 horas após o 

treino no aparato. 

 

4.1.1.3 Preparação das amostras  

Os animais foram decapitados uma hora após a última sessão de exercício e posteriormente o 

hipocampo foi rapidamente dissecado, congelado em N2 líquido e armazenadas a -80°C até a 

realização dos ensaios bioquímicos.  

O hipocampo foi homogeneizado (n=5) em solução EDTA-free (Sigma-Aldrich, Sao Paulo, Brazil) 1X 

contendo um coquetel de inibidor de protease e estocado a   -80°C para as análises subsequentes. 
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As histonas foram extraída com protocolo previamente utilizado[93]. Em suma, um tampão PBS 

(Phosphate-Buffered-Saline) contendo 250µL de Triton e 10mg NaN3 foi adicionado ao 

homogeneizado, resultando um volume final de 50 mL. Depois de 10 minutos no gelo, as amostras 

foram centrifugadas a 6500 g por 10 minutes a 4°C. O sobrenadante foi removido e o pellet 

coletado. HCl (0,2M) foi adicionado em volume igual e a extração ácida de histonas ocorreu 

overnight à 4°C. No dia seguinte, as amostras foram centrifugadas a 6500 g por 10min a 4°C, e o 

extrato de histonas estocado a -80°C. A concentração de proteína para cada amostra foi 

determinada pelo método descrito por Bradford em 1976 [94], usando albumina bovina como 

padrão. 

4.1.1.4 Western blot  

25µg do total de proteína foi separado em um gel poliacrilamida- SDS 12% e transferida por 

eletroforese para uma membrana de nitrocelulose. As membranas foram bloqueadas em uma 

solução 5% deleite desnatado em TBS contendo 0.05% Tween-20 e incubados com os seguintes 

anticorpos:anti-ß-actin (ab8227, Abcam) numa concentração 1:1500, anti-acetyl histone H3 (Lys-9, 

ab10812, Abcam) numa concentração 1:500, anti-acetyl histone H4 (Lys-5, K5, ab51997, Abcam) 

numa concentração 1:700, e anti-acetyl histone H4 (Lys-12, K12, ab61238, Abcam) numa 

concentração 1:700. Os anticorpos secundários conjugados (ab6721, HRP) foram utilizados e 

detectados utilizando o kit de substratos Western Blot de ECL (ab65628, Abcam, EUA). Foram 

utilizados marcadores pré-corados (Benchmark marker, Invitrogen) para determinar o peso 

molecular das bandas detectadas e confirmar a especificidade do alvo de anticorpos. A 

quantificação foi realizada utilizando um sistema de imagem Kodak Gel Logic 2200. Os níveis de 

proteína total foram normalizados de acordo com o nível de proteína ß-actina de cada amostra. 

 

4.1.1.5 Cálculo Amostral  
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Tendo por base dados prévios de nosso laboratório, que utilizaram metodologia semelhante, além 

de dados disponíveis na literatura[70, 74], o tamanho da amostra foi estimado em 12 animais por 

grupo para os grupos que serão submetidos a teste de comportamento e 6 para as análises 

bioquímicas, considerando a diferença mínima entre as médias, o desvio padrão, o nível de 

significância - erro tipo I ou α - de 5% e o poder de confiança de 90%. 

4.1.1.6 Análise Estatística 

Os resultados das relações entre as marcas epigenéticas e os níveis de ß-actina foram expressos 

em porcentagem de controle e analisados por análise de variância (ANOVA) de três vias com 

idade, exercício e exposição a esquiva inibitória como fatores. Os resultados da esquiva inibitória 

foram analisados por ANOVA de duas vias com idade e exercício como fatores. Em todos os testes 

p ≤ 0.05 foi considerado significante estatisticamente.   

 

4.1.2 Materiais e métodos referentes ao Capítulo 2 

4.1.2.1 Animais 

Foram utilizados 76 ratos Wistar de 2 e 22 meses de idade fornecidos pelo Centro de Reprodução 

e Experimentação de Animais de Laboratório (CREAL) da UFRGS, após aprovação pela Comissão de 

Éticas no Uso de Animais (CEUA 29818) da respectiva instituição. Os animais permaneceram em 

grupos de no máximo 3, em caixas de Plexiglass (40 x 33,3 x 17 cm), com troca de maravalha a 

cada dois dias e condições padrão de biotério (ciclo de 12h claro/escuro), com temperatura (21 ± 

2° C) e umidade (60%±10) controladas e água e comida fornecidas à vontade, e posteriormente 

foram divididos em 10 grupos experimentais conforme o desenho experimental: 
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Figura 8 - Desenho Experimental 2 

4.1.2.2 Protocolos de Exercício 

Os ratos adultos jovens e envelhecidos foram randomicamente divididos em 5 grupos (n=6-9): 

sedentário, aeróbico, acrobático, força e combinado. Todos os grupos experimentais, exceto o 

grupo sedentário, foram submetidos a 20 minutos de exercício, 3 vezes por semana durante 12 

semanas. Os animais foram habituados a cada modalidade por meio da exposição aos diferentes 

aparatos uma semana antes do início dos protocolos de exercício. Os animais sedentários 

receberam manipulação semelhante aos grupos exercitados, sendo colocados na esteira desligada 

ou aparato do treino acrobático e força sem carga por curtos períodos. Nenhum choque ou 

estimulo físico foi utilizado nesse estudo. Todos os procedimentos ocorreram entre as 14:00 e 

17:00h.  

 

Exercício Aeróbico 

O protocolo de treino aeróbico consistiu em corrida em esteira ergométrica adaptada para ratos 

(Inbramed TK 01, Porto Alegre, Brasil). Para determinar a velocidade de corrida foi utilizada a 

medida de consumo máximo de oxigênio indireto (VO2máx) recomendada por Brooks e White 



42 
 

(1987). Nesta medida os animais foram submetidos à corrida em esteira com velocidade 

progressiva (5 m/min a cada 3 min) até atingirem a exaustão. O tempo de fadiga (em minutos) e a 

velocidade máxima (em m/min) foram tomados como índice da capacidade de exercício e usados 

para a mensuração de VO2máx indireto. Além de ser usado para determinação inicial da 

intensidade do treino, essa medida foi repetida a cada três semanas para progressão da 

velocidade de acordo com as adaptações ao exercício, totalizando 4 medidas. Os animais do grupo 

aeróbico foram submetidos à corrida na esteira durante 20 minutos, 3 vezes diariamente.  

Treino de força 

O protocolo de treino de força foi adaptado de Gil e colaboradores (2015), utilizando uma escada 

vertical (1m de comprimento e 85º de inclinação) com uma caixa escura no topo (20 x 20 x 20 cm) 

(Figura 9). Os animais eram condicionados a escalar até a caixa escura em series de 8 repetições 

com peso fixado em suas caudas. O peso foi determinado usando o teste de uma repetição 

máxima (1RM) adaptada para ratos. Nesse teste os animais inicialmente subiam a escada com 

metade do seu peso corporal nas caudas. Após realizarem essa atividade com sucesso, 30g eram 

adicionados para uma nova tentativa (2 escaladas + 2 minutos de descanso). Esse procedimento 

foi repetido até que os animais não conseguissem mais escalar e o peso final foi considerado a 

capacidade máxima. Os animais iniciaram o protocolo com 50% da capacidade máxima e a cada 3 

semanas, 10% da carga máxima era adicionada até um limite de 80% nas últimas 3 semanas [95]. 

 

Figura 9 - Aparato para o treino de força 
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Protocolo Acrobático 

O treino acrobático foi adaptado conforme protocolo de Jones et al (1999)[96]. Em cada sessão de 

treinamento os animais tinham que completar 5 atividades 6 vezes: (1) atravessar uma escada 

horizontal (100 cm de comprimento, 3 cm entre os degraus), (2) atravessar obstáculos (barreiras 

de 5 a 21 cm de altura), (3) atravessar uma gangorra, (4) andar sobre uma barra estreita (90cm de 

comprimento e 10 cm de largura) e (5) andar sobre uma corda suspensa (100 cm de comprimento 

5 cm de largura). A cada 3 semanas o circuito era modificado/dificultado afim de fornecer desafios 

motores continuamente [97]. 

Treino Combinado 

As sessões de treinamento combinado consistiram em 6 min de treinamento aeróbio, 6 min de 

treinamento acrobático e 6 min de treinamento de resistência. A dificuldade aumentou no 

protocolo combinado da mesma maneira que anteriormente descrita individualmente acima[10, 

95, 97].O teste do VO2 e o de uma repetição máxima foram determinados da mesma forma como 

descrito acima nos protocolos aeróbico e força.   

4.1.2.3 Paradigma de memória: Teste de esquiva inibitória 

O teste da esquiva inibitória foi realizado conforme descrito previamente no subitem 4.1.1.2 dos 

materiais e métodos desta tese.  

4.1.2.4. Preparação das amostras 

Todos os ratos foram eutanasiados por decapitação 1 hora após a última sessão de exercícios. O 

hipocampo foi rapidamente dissecado, imediatamente congelado em nitrogênio líquido e depois 

armazenado a -80 ° C até os ensaios bioquímicos.  

4.1.2.5 Imunoprecipitação da cromatina  

Para avaliar a associação entre a acetilação e metilação das histonas na região promotora do gene 

Bdnf, Cfos e Dnmt3a foi empregada a técnica de imunoprecipitação da cromatina[98].  
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Resumidamente, as amostras de hipocampo (n=4-5) foram fixadas em formaldeído 1% por 8 

minutos em temperatura ambiente. A fixação foi interrompida pela adição de glicina 2M, e o 

tecido foi lavado 5 vezes com PBS gelado e inibidor de proteases.  

A cromatina foi solubilizada e extraída usando tampões de lise; o tecido fixado homogeneizado 

com tampão de lise celular (10 Mm Tris, 10 Mm NaCl e 0,2% NP-40). O homogeneizado foi 

centrifugado a 5500xg por 5 minutos, o sobrenadante descartado, e o pellet foi solubilizado com o 

tampão de lise nuclear (ChIP kit number 17-295; Upstate Biotechnology, Lake Placid, NY).  

Em seguida, o extrato de cromatina foi submetido à sonicação (Bioruptor (Diagenode®) de 20-35 

ciclos, 30s on/off em alta potência), gerando fragmentos de DNA de 100 pb. Após a fragmentação, 

a densidade óptica de cada amostra foi determinada e quantidades iguais de lisado de cromatina 

(60µg) foram diluídos em um tampão RIPA (1M TRIS HCl, 5M de NaCl, 0.5M de EDTA, NP40, 10% 

SDS) até o volume de 1 ml.                                                                                                                                                            

A solução de cromatina já fragmentada foi incubada overnight com grânulos magnéticos 

(SureBeads™ catálogo 161-4823 da BIORAD®) associados aos anticorpos anti-histona 

H3K9ac,H4H8ac, H3K9me2 e H3K4me3 (Abcam®). Os grânulos foram lavados com tampão de alto 

e baixo teor de sal, tampão de LiCl e tampão de eluição no qual foram separados dos grânulos 

magnéticos após 4h a 65oC. O DNA associado às histonas acetiladas foi purificado com kit 

comercial (Qiaquick PCR purification kit, catálogo28104 da Qiagen®).  

Quantificação do DNA por PCRq em tempo real  

Os níveis da acetilação e metilação de histonas em cada promotor de interesse foram 

determinados usando a quantidade de histonas acetiladas associadas ao DNA por PCRq em tempo 

real (ABI Prism 7700; Applied Biosystems, Foster City, CA). Para amplificar as regiões promotoras 

utilizamos os primers do Bdnf (Forward GGCAGTTGGACAGTCATTGGReverse – 

GGGCGATCCACTGAGCAAAG), Fos (Forward CCGACTCCTTCTCCAGCATG GReverse – 
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GCGGCAGGTTTACTCTGAGT) e Dnmt3a (Forward TGGTGCCCAGGAAAGGAAAGReverse –

TGAGGCACCAATCTGAACCC). O imunoprecipitado de DNA amplificado, correu em triplicata na 

presença de SYBR-Green (Applied Biosystems). Os valores de limiar de ciclo (Ct) de cada amostra 

foram obtidos usando o software Sequence Detector 1.1.  A quantificação relativa de modelo de 

DNA foi realizada como descrito anteriormente por Gupta et al. (2012) [99] e pelo Manual Applied 

Biosystems com adaptações.  

4.1.2.6 Análise Estatística 

Todos os dados foram avaliados de acordo com a homogeneidade e normalidade após o teste de 

Kolmogorov-Smirnov e Levene. A influência da idade no paradigma de esquiva inibitória e nos 

marcadores epigenéticos foi avaliada pelo teste t de Student, que comparou apenas animais 

sedentários adultos e envelhecidos. Os efeitos das modalidades de exercício sobre o paradigma de 

esquiva inibitória e os marcadores epigenéticos foram avaliados pela ANOVA de uma vida. Em 

todos os testes, p≤0,05 foi considerado como indicador de significância estatística. 
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5. Capítulo 1:  
Treadmill exercise induces selective changes in hippocampal histone 

acetylation during the aging process in rats 
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6. Capítulo 2 
Effects of exercise modalities on memory performance and hippocampal 

epigenetic marks at Bdnf, cFos and Dnmt3a genes during aging  

Submetido à revista Neurobiology of Aging em 07/03/18 
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7. Discussão  
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Nessa tese foi investigado o impacto de diferentes modalidades de exercício físico sobre a 

memória aversiva e marcadores epigenéticos globais e em região promotora de genes de interesse 

no hipocampo de ratos Wistar durante o processo de envelhecimento. 

O déficit de memória relacionado ao envelhecimento, achados dos capítulos 1 e 2, já foi 

demonstrado na literatura tanto em humanos [6, 7] como em roedores, não só na memória 

aversiva [10, 30] mas também em paradigmas de memória espacial e declarativa [8, 9]. Nesse 

trabalho pudemos replicar e complementar os achados já descritos anteriormente [100, 101]  

sobre o efeito do exercício na memória.  Observamos que as modalidades aeróbica, acrobática e 

combinada foram eficazes na melhora da memória aversiva em ratos adultos jovens e na 

atenuação dos déficits cognitivos relacionados ao envelhecimento, efeitos não encontrados nos 

animais do grupo força.  

Os achados do 1º e 2º capitulo referentes à melhora da memória aversiva induzida pelo exercício 

aeróbico, estão de acordo com a literatura prévia que mostra os efeitos benéficos desta 

modalidade sobre a memória em ratos jovens e envelhecidos [100, 102, 103]. Trabalhos anteriores 

demonstraram que o exercício aeróbico tem vantagem sobre o treino acrobático em diferentes 

paradigmas de memória [104, 105], achado não observado neste trabalho em ambas as idades 

estudadas, provavelmente pela especificidade do tipo de memória avaliada.  

Por outro lado, o exercício de força não melhorou o desempenho na esquiva inibitória em ratos 

adultos jovens ou envelhecidos, contrariando trabalhos anteriores em que o treino de força 5 

vezes por semana melhorou a memória aversiva em ratos de 3 meses [40, 106]. Uma possível 

explicação para esse fenômeno é que protocolos com frequências de treinamento superiores são 

necessárias para eficácia dessa modalidade na memória, uma vez que nosso protocolo foi de 3 

vezes por semana.  
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Embora o American College of Sports and Medicine recomende o uso de diferentes modalidades 

de exercício para melhoria da saúde geral de idosos [14], este é o primeiro estudo pré-clínico que 

investigou a associação dos protocolos aeróbico, força e acrobático com o objetivo de melhorar a 

memória durante o envelhecimento. A combinação dos treinos de força e aeróbico já se mostrou 

eficaz na melhora da cognição de roedores. Zarrinkalam et al (2016) compararam os treinos de 

força, aeróbico e a combinação dessas modalidades na memória espacial e aversiva de ratos 

adultos jovens expostos a um modelo de adição de morfina, que causa déficit de memória [107].  

No respectivo trabalho, foi observado que a combinação de modalidades melhorou a memória 

aversiva, enquanto os protocolos aeróbico e de força isoladamente foram ineficazes. O presente 

estudo mostrou que a associação dos exercícios aeróbico, força e acrobático também melhorou a 

memória aversiva não só em ratos adultos jovens, mas também em ratos envelhecidos, desta 

forma, essa tese fornece base racional para prescrição clínica da combinação de modalidades 

durante diferentes etapas da vida.  

Os mecanismos epigenéticos, especificamente as modificações em histonas, têm sido propostos 

como mecanismo para os déficits de memória relacionados ao envelhecimento. Em relação à 

acetilação de histonas, especificamente a H3K9, não foi observado um efeito do envelhecimento 

(1º e 2º capitulo). Trabalhos prévios também não observaram mudanças na acetilação da H3K9 em 

hipocampo de ratos Wistar envelhecidos após as fases de aquisição e retenção da esquiva 

inibitória [108]. Esse achado pode estar relacionado com os resultados de Elsner e colaboradores 

(2013), que observaram um aumento da metilação da H3K9 global relacionada ao envelhecimento 

em ratos Wistar, sugerindo que esse resíduo de lisina globalmente estaria mais suscetível à 

metilação do que à acetilação.  Peleg e colaboradores (2010), estudando o padrão de acetilação 

das histonas H3K9 e H4K12 em ratos jovens e envelhecidos demonstrou que os níveis basais 
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dessas marcas epigenéticas não foram alterados pela idade. No entanto, após o condicionamento 

de medo os animais envelhecidos tiveram um aumento da acetilação da H3K9, mas não da H4K12 

sugerindo a regulação hipocampal dessa lisina como chave para o déficit de memória relacionado 

ao envelhecimento [68]. No primeiro capítulo dessa tese não observamos o efeito do 

envelhecimento em nenhuma das lisinas estudadas (H3K9, H4K5 e H4K12). Esses achados são 

interessantes quando analisados junto ao 2º capítulo, pois revelam que mesmo com um aumento 

da atividade hipocampal da HDAC e desacetilação global da H4 em ratos envelhecidos [10, 74], 

aparentemente existe um padrão lisina e gene dependente para as mudanças epigenéticas 

relacionadas ao envelhecimento.  

No gene do cFos e no do Bdnf foi possível observar efeitos antagônicos no padrão de acetilação da 

H4K8, uma vez que houve uma diminuição da acetilação desse resíduo na região promotora do 

cFos e aumento na região promotora do Bdnf.   Em relação à região promotora do cFos, a redução 

da acetilação da H4K8 e da trimetilação da H3K4 (modificação ativadora transcricional [109]), 

sugerem uma diminuição na transcrição do gene cFos em hipocampo relacionada ao 

envelhecimento. Esses resultados parecem corroborar achados prévios nos quais se observou 

redução na expressão do Cfos em diversas regiões cerebrais induzida pelo envelhecimento [89, 

110]. Em estudos com camundongos de meia idade, a redução na expressão do cFos hipocampal 

foi correlacionada ao dano na memória visuo-espacial, reforçando o papel importante da 

expressão desse gene nas cascatas de formação de memória no processo de envelhecimento 

[110].  

Diferente do observado na região promotora do cFos, no gene do Bdnf houve um aumento da 

acetilação da H4K8 e da trimetilação da H3K4 (ambas as marcas ativadoras) em concomitância 

com uma redução da dimetilação da H3K9 (marca repressora [63]), sugerindo um aumento na 
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transcrição hipocampal desse gene. A literatura prévia corrobora esses achados, uma vez que já 

foi observado um aumento na expressão do precursor do Bdnf (proBDNF) em hipocampo de ratos 

de 24 meses [111] e de camundongos C57BL/6 de 22-24 meses [112]. Considerando que o 

processamento do proBDNF em BDNF maduro ocorre em taxas diferentes durante a vida [111, 

113], baseado nos achados dessa tese é possível sugerir que ocorra um acúmulo de proBDNF no 

hipocampo de ratos envelhecidos. É importante salientar que o proBDNF, diferente de sua forma 

madura, participa de cascatas ativadoras de apoptose [114], inibe a migração neuronal [115] e 

está relacionado com déficits de memória [112, 116].  

Um dos achados mais interessantes dessa tese são os efeitos do exercício, de maneira 

modalidade-dependente, contrabalanceando os efeitos do envelhecimento sobre marcadores 

epigenéticos em histonas, globalmente e em região promotora dos genes Bdnf e cFos.  No 1º 

capitulo dessa tese observamos que o exercício aeróbico (20 minutos, diariamente, durante 2 

semanas) aumentou globalmente a acetilação da H4K12 em hipocampo de animais jovens e 

envelhecidos. Esse achado é relevante, uma vez que Peleg e colaboradores (2010) relataram a 

importância da regulação epigenética dessa lisina em hipocampo na formação da memória de 

animais envelhecidos [68]. O aumento da acetilação dessa lisina induzido pelo exercício físico foi 

relacionado à melhora no desempenho dos animais no teste da esquiva inibitória e teve efeito 

semelhante ao encontrado em outros trabalhos com o uso de inibidores da HDAC [68].   

Na região promotora do Bndf, o treino de força e aeróbico reverteram parcialmente o efeito do 

envelhecimento, uma vez que ficou evidente uma diminuição da trimetilação da H3K4 hipocampal, 

sugerindo uma redução da expressão do proBDNF. Nos animais jovens, os treinos de força, 

acrobático e aeróbico aumentaram a acetilação da H4K8 na região promotora do Bdnf, sugerindo 

um aumento da transcrição deste gene. Trabalhos prévios corroboram esse achado, uma vez que 
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demonstraram o impacto de algumas modalidades na expressão de Bdnf. O exercício aeróbico 

aumentou a expressão de Bdnf em ratos adultos jovens [75] e camundongos adolescentes [90]. 

Apesar de estudos anteriores já demonstrarem o aumento nos níveis de BDNF e do seu receptor 

TrkB em córtex motor e cerebelo de ratos adultos jovens após o treinamento acrobático [44], essa 

tese é o primeiro relato dos efeitos dessa modalidade em marcadores epigenéticos em região 

promotora do Bdnf. Além disso, é possível sugerir que o treino de força em protocolos de maior 

frequência seja capaz de modular a expressão do Bdnf, uma vez que nosso protocolo de 12 

semanas aumentou a acetilação da H4K8 hipocampal na região promotora deste gene, enquanto 4 

e 8 semanas de treino não alteraram a expressão de Bdnf hipocampal de ratos Wistar adultos 

jovens [87, 106].  

Assim como no gene do Bdnf, foi possível observar que algumas modalidades de exercício 

atenuaram os efeitos do envelhecimento em marcas epigenéticas na região promotora do cFos ao 

mesmo tempo em que provocaram a melhora da memória. Especificamente o exercício aeróbico e 

o acrobático aumentaram a acetilação da H3K9 e o exercício acrobático e o combinado 

aumentaram a trimetilação da H3K4 na região promotora do cFos em ratos envelhecidos.  O 

exercício aeróbico já se mostrou capaz de atenuar os déficits cognitivos e a repressão epigenética 

promovida pelo envelhecimento [10]. Nesse estudo, essa modalidade mostrou um efeito idade-

dependente, uma vez que induziu um aumento na acetilação da H3K9 na região promotora do 

cFos, sugerindo um aumento na sua expressão, apenas em ratos envelhecidos. Esse resultado 

pode estar relacionado com outros trabalhos que mostraram que o exercício aeróbico é capaz de 

alterar a acetilação da H3K9 em situações prejudiciais para a memória, como o envelhecimento. 

Zhong e colaboradores (2016) observaram que o exercício de natação aumentou a acetilação 

hipocampal da H3K9 e a expressão de cFos em ratos submetidos a um modelo de déficit de 

memória induzido pelo uso do isoflurano, e o mesmo protocolo não teve efeito algum nos ratos 
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não expostos ao modelo [91]. A acetilação da H3K9 na região promotora do cFos em hipocampo 

de ratos envelhecidos submetidos ao protocolo de exercício aeróbico e a ausência de efeito nos 

animais adultos jovens está em concordância com o 1º capitulo dessa tese, no qual observamos 

globalmente um aumento na acetilação dessa lisina apenas em hipocampo de animais 

envelhecidos.  

Por outro lado, a modalidade acrobática teve um efeito mais amplo no gene do cFos alterando 

duas marcas epigenéticas, a acetilação da H3K9 e a trimetilação da H3K4 nos animais 

envelhecidos, sendo essas marcas relacionadas à ativação transcricional. Estudos prévios 

corroboram esse achado demonstrando um aumento na expressão do cFos no córtex motor após 

o treino acrobático [43]. Em conjunto, esses achados trazem novas perspectivas sobre o uso 

terapêutico do treino acrobático, não apenas para o tratamento da instabilidade postural e 

melhorar o equilíbrio [117] mas também a fim melhorar o déficit de memória relacionado ao 

envelhecimento.  Além disso, fornecemos os mecanismos epigenéticos dessa regulação no 

hipocampo.   

Nosso estudo é o 1º relato do impacto do exercício combinado, incluindo componente acrobático, 

força e aeróbico em modelos animais. Nosso protocolo combinado teve efeitos semelhantes ao 

acrobático e aeróbico na melhora da memória e concomitantemente induziu mudanças 

epigenéticas, especificamente induzindo um aumento na trimetilação da H3K4 na região 

promotora do cFos.  Esses achados são relevantes para prática clínica, uma vez que muitos idosos 

apresentam restrições osteoarticulares ou cardiorrespiratórias que restringem sua capacidade 

física para treino por longos períodos. No treino combinado o tempo referente para cada atividade 

é menor, permitindo que indivíduos com limitações motoras possam ter as respostas benéficas de 

cada modalidade e da combinação delas.  
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Outro aspecto a ser enfatizado é o efeito do envelhecimento e do exercício na regulação 

epigenética no gene Dnmt3a. A Dnmt3a é uma importante enzima para a metilação  de novo (que 

ocorre em sítios com nenhum tipo de indicação de metilação, ou seja, sem a presença de 

metilação prévia) e está fortemente associada com a repressão gênica, um mecanismo já 

observado no envelhecimento [61, 118]. É importante destacar que o gene da Dnmt3a é 

necessário para a formação da memória [119-121]. Morris e colegas (2014) demonstraram que 

camundongos knockout para este gene possuem alterações sinápticas importantes e déficits de 

memória (episódica e associativa) [120]. Aqui, observamos um aumento na trimetilação 

hipocampal da H3K4 na região promotora do gene Dnmt3a em ratos envelhecidos, o que sugere 

um aumento na expressão da Dnmt3a e consequentemente na metilação do DNA. Nossos achados 

estão de acordo com a literatura recente, que questiona o paradigma da hipometilação global do 

DNA no envelhecimento [122], uma vez que já foram observados níveis de 5-metilcitosina (5-mC), 

5-hydroximetilcitosina (5-hmC)  e DNMT3A aumentados no tecido cerebral e especificamente em 

hipocampo de roedores envelhecidos [123-125].  

Nossos resultados estão relacionados com os achados de Chouliaras e colegas (2011) que 

observaram aumento na expressão da Dnmt3a em camundongos de 24 meses [123]. Evidencias 

mostram que a metilação do DNA é um importante mecanismo pelo qual o exercício afeta a 

expressão gênica. Nesse estudo observamos efeitos idade e modalidade-dependentes na 

regulação epigenética do gene da Dnmt3a em sua região promotora, uma vez que os protocolos 

de força e combinados diminuíram a acetilação da H4K8 apenas em ratos jovens, sugerindo uma 

diminuição na expressão gênica. Dados estes resultados, podemos excluir o envolvimento da 

modulação epigenética hipocampal do gene Dnmt3a nos efeitos funcionais benéficos do exercício 

na memória durante o envelhecimento.  
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Apesar do protocolo de exercício aeróbico utilizado nesse estudo (3 vezes por semana, durante 12 

semanas) não ter modificado nenhuma das marcas epigenéticas estudadas (H3K9ac, H3K4me3, 

H3K9me2 e H4K8ac) na região promotora do gene Dnmt3a, nosso grupo de pesquisa e outros já 

demonstraram a modulação epigenética hipocampal nos níveis de DNMT em camundongos jovens 

[78, 90]. Nosso grupo de pesquisa em 2013, observou a modulação da DNMT3B, outra DNA 

metiltransferase de novo, após a sessão única de exercício em ratos de 3 meses sem efeito algum 

nos animais envelhecidos [78]. Abel e colaboradores (2013) também evidenciaram uma 

diminuição da expressão das Dnmt3a, Dnmt3b e Dnmt1 modulada pelo exercício aeróbico 

voluntário em camundongos adolescentes[90].  

Em suma, nossos dados demonstraram que o exercício físico melhora a memória aversiva de ratos 

Wistar, de maneira protocolo dependente, sendo as modalidades aeróbica, acrobática e 

combinada efetivas na melhora da memória de animais adultos jovens e na atenuação dos déficits 

de cognitivos induzidos pelo processo de envelhecimento. Além disso, um importante achado 

desse trabalho foram as mudanças relacionadas ao envelhecimento e ao exercício físico em 

marcas epigenéticas tanto em histonas específicas quanto em região promotora de genes de 

interesse no hipocampo de ratos Wistar. Esse é o primeiro trabalho na literatura que investigou os 

efeitos de diferentes modalidades de exercício físico sobre a memória e marcadores epigenéticos 

durante o processo de envelhecimento.  
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8. Conclusões  
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Os resultados apresentados nessa tese nos permitem concluir que:  

- Os exercícios aeróbico, acrobático e combinado exercem um efeito benéfico na memória tanto 

em animais adultos jovens quanto em animais envelhecidos, podendo ser indicado para essa 

finalidade em qualquer etapa da vida.  

- Globalmente o envelhecimento não alterou a acetilação das histonas H3K9, H4K12 e H4K5 em 

hipocampo de ratos Wistar.  

- O exercício aeróbico diário moderado (20 minutos/dia durante 14 dias) aumentou a acetilação da 

H3K9 global apenas em hipocampo de animais envelhecidos e da H4K12 globalmente em 

hipocampo de ambas as idades estudadas.  

- A exposição ao contexto de aprendizado, paradigma da esquiva inibitória, não influenciou na 

acetilação global dos resíduos de lisina da H3K9, H4K12 e H4K5 em hipocampo de ambas as idades 

estudadas.  

- Na região promotora de genes de interesse, o envelhecimento teve um efeito lisina dependente. 

No promotor do gene Bdnf houve um aumento nos níveis das marcas ativadoras (H3K4me3 e 

H4K8ac) e redução de marcas repressoras (H3K9me2), sugerindo um aumento na transcrição 

desse gene e provável acúmulo de seu precursor. No promotor do gene cFos foi observado uma 

redução de marcas ativadoras (H3K4me3 e H4K8ac) indicando uma redução em sua transcrição. 

Na região promotora do gene Dnmt3a foi observada a mudança apenas de uma marca ativadora 

(H3K4me3).  

- Nosso trabalho indica que as modalidades de exercício alteram as marcas epigenéticas em 

hipocampo de maneira idade-dependente.  

- As modalidades aeróbicas e o treino de força atenuaram os efeitos induzidos pela idade, 

reduzindo a trimetilação da H3K4 no promotor Bdnf em hipocampo. Em ratos adultos jovens os 

exercícios de força, acrobático e aeróbico aumentaram a acetilação da H4K8.  



94 
 

 

- As modalidades de exercício que melhoraram o desempenho da memória em ratos envelhecidos 

foram capazes de modificar H3K9ac ou H3K4me3 hipocampais no promotor cFos sugerindo um 

aumento na transcrição desse gene, atenuando os efeitos do envelhecimento.  

- Na região promotora do gene Dnmt3a o protocolo de força e o treino combinado aumentaram a 

acetilação da H4K8 apenas em hipocampo de animais jovens.  

 

 Esses achados nos fornecem uma base substancial tanto nos mecanismos de ação epigenéticos 

pelos quais as diferentes modalidades de exercício melhoram a memória no envelhecimento, mas 

também para a prescrição clínica racional do exercício na população idosa. As modalidades de 

exercício não só melhoram o metabolismo, imunidade e causam adaptações benéficas ao sistema 

cardiovascular como já descrito na literatura, mas também geram benefícios cognitivos, o que 

pode ser explorado como potencial alvo terapêutico para reduzir os transtornos da memória 

durante o envelhecimento. 
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