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RESUMO

Tanto o diabetes mellitus (DM) quanto a obesidade sdo distirbios metabolicos cronicos,
caracterizados por um estado de hiperglicemia persistente e/ou excesso de tecido adiposo,
respectivamente. A Organizacdo Mundial de Saude aponta a obesidade como um dos maiores
problemas de saude publica no mundo, com uma proje¢ao de 2,3 bilhdes de adultos com
sobrepeso e mais de 700 milhdes obesos em 2025. Estima-se que no Brasil mais de 50% da
populagdo estd acima do peso, sendo as criangas representadas por 15%. Inumeros estudos no
mundo tém identificado uma correlagcao positiva entre obesidade ¢ DM com uma maior
predisposicdo ao desenvolvimento de alteracdes cognitivas, deméncia e doengas
neurodegenerativas. Nosso grupo demonstrou recentemente que leucdcitos de criangas obesas
e 0 hipocampo de animais hiperglicémicos apresentam marcadores bioquimicos que sugerem
compromisso das vias de sinalizagdo envolvidas na aquisi¢ao e consolidagdo de processos
cognitivos. Estes biomarcadores estdo relacionados com um perfil epigenético nao permissivo
para a expressdo de genes antioxidantes, anti-inflamatdérios e envolvidos na funcdo
mitocondrial produtora de energia. Neste trabalho, caracterizamos melhor o metabolismo
energético hipocampal mediante o estudo de vias de sinalizagdo mediadas pela proteina cinase
ativada por adenosina monofosfato (AMPK) a qual atua como o sensor mestre do
metabolismo, regulando a homeostase energética, bem como a energia neuronal essencial para
os processos de formagdo de memoria. Para isso, utilizamos um modelo de hiperglicemia
cronica (60 dias) em ratos Wistar induzida por uma tnica dose de estreptozotocina (STZ, 55
mg/kg, intraperitonealmente). O tratamento mostrou uma menor relagio AMPK-p/AMPK
sem quaisquer modificagdes no conteido ou atividade das diferentes isoformas da creatina
cinase (CK) e da cinase hepatica B1 (LKB1) no hipocampo dos animais tratados com STZ.
Adicionalmente, para entender a consequéncia de um meio extracelular com altas
concentracoes de glicose sobre células nervosas, expomos neuronios hipocampais da
linhagem H19-7 e astrocitos da linhagem C6 a dois derivados metabolicos da glicose, o
metilglioxal (MG) e as proteinas oxidadas por MG, os produtos finais de glicagdo avancada
(AGEs). A seguir, a respiracdo mitocondrial e o contetido de vactiolos autofagicos foram
quantificados, respectivamente. Observamos que a sintese neuronal de ATP foi comprometida
e a sintese de espécies reativas do oxigénio foi estimulada pelo tratamento, o que provocaria
disfungdao mitocondrial e estimularia o processo de autofagia. No entanto, a mitofagia basal
ndo foi estimulada nas células astrociticas C6. Esses resultados sugerem que a desregulacao
metabolica presente na obesidade e/ou DM pode comprometer a atividade do principal sensor
energético, a AMPK, prejudicando a homeostase celular hipocampal e provocando prejuizos
na fisiologia mitocondrial que resultariam em deficiéncia cognitiva e predisposicdo a
neurodegeneragao.

Palavras-chave: Hiperglicemia, obesidade, cogni¢ao.



ABSTRACT

Both diabetes mellitus (DM) and obesity are chronic metabolic disorders, characterized by a
state of persistent hyperglycemia and/or excess adipose tissue, respectively. The World Health
Organization points to obesity as one of the biggest public health problems in the world, with
a projection of 2.3 billion overweight adults and over 700 million obese in 2025. It is
estimated that in Brazil over 50% population is overweight, with children accounting for 15%.
Numerous studies worldwide have identified a positive correlation between obesity and DM
with a greater predisposition to the development of cognitive impairment, dementia and
neurodegenerative diseases. Our group recently demonstrated that leukocytes in obese
children and hippocampus in hyperglycemic animals have biochemical markers that suggest
compromised signalling pathways involved in the acquisition and consolidation of cognitive
processes. These biomarkers are related to a non-permissive epigenetic profile for the
expression of antioxidant, anti-inflammatory genes involved in the mitochondrial energy-
producing function. In this work, we better characterize hippocampal energy metabolism by
studying signalling pathways mediated by adenosine monophosphate-activated protein kinase
(AMPK) which acts as the master metabolism sensor, regulating energy homeostasis as well
as essential neuronal energy for memory formation processes. For this, we used a 60-day
chronic hyperglycemia model in Wistar rats induced by a single dose of streptozotocin (STZ,
55 mg/kg intraperitoneally). Treatment showed a lower AMPK-p / AMPK ratio without any
changes in the content or activity of different creatine kinase (CK) and hepatic kinase B1
(LKBI) isoforms in the hippocampus of STZ-treated animals. Additionally, to understand the
consequence of an extracellular medium with high glucose concentrations on nerve cells, we
expose H19-7 strain hippocampal neurons and C6 strain astrocytes to two glucose metabolic
derivatives, methylglyoxal (MG) and MG-oxidized proteins. , the advanced glycation end
products (AGEs). Next, mitochondrial respiration and the content of autophagic vacuoles
were quantified, respectively. We observed that ATP neuronal synthesis was compromised
and the synthesis of reactive oxygen species was stimulated by treatment, which would cause
mitochondrial dysfunction and stimulate the autophagy process. However, basal mitophagy
was not stimulated in C6 astrocytic cells. These results suggest that the metabolic
dysregulation present in obesity and / or DM may compromise the activity of the main energy
sensor, AMPK, impairing hippocampal cell homeostasis and causing impairments in
mitochondrial physiology that would result in cognitive impairment and predisposition to
neurodegeneration.

Keywords: Hyperglycemia, obesity, cognition.
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1 INTRODUCAO

O diabetes mellitus do tipo 2 (DM2) ¢ uma sindrome metabolica cronica
caracterizada por hiperglicemia. O primeiro relatorio global sobre Diabetes estimou o namero
de adultos afetados com DM2 em 422 milhdes em 2014, com uma prevaléncia de 8,5%
(WHO, 2016). Ainda, pelo menos 50% dos afetados ndo recebem tratamento por desconhecer
que padecem de DM2 e, a cada ano, o DM e a hiperglicemia causam 3,75 milhdes de mortes.
No Brasil, 8,7% dos adultos na faixa etdria de 20 a 75 anos tem diagnostico de DM, o que
confere 12,5 milhdes de brasileiros. Assim, o DM2 representa um dos principais problemas de
saude de ordem mundial, com impactos negativos na sobrevida, incapacidade para o trabalho
e alto custo socioecondmico. A prevaléncia do DM no Brasil também determina que o DM
atinja proporgdes epidémicas. Isso provoca um custo anual de aproximadamente R$7 bilhdes
no Brasil (SBD, 2016). O principal fator de risco para o desenvolvimento de DM ¢ a
obesidade, pandemia com prevaléncia de 30% no mundo e que atinge criangas, adolescentes e
adultos. Dados mostram que 65% da populacdo mundial vive em paises onde a obesidade
provoca mais mortes que a desnutricdo (WHO, 2018).

Concomitante a pandemia do DM2 e do contexto obesogénico, o aumento da
expectativa de vida, associado a uma maior urbanizagdo com estilo de vida sedentdrio, e
aumento progressivo da prevaléncia de obesidade, tem como principal consequéncia um
aumento na frequéncia de déficit cognitivo, deméncia e de doengas neurodegenerativas no
adulto (HUNTER, 2011; WHO, 2002). Neste contexto, sabe-se que pacientes com DM
apresentam maior incidéncia de desenvolvimento de doengas neurodegenerativas, como as
doencas de Parkinson (DP) e Alzheimer (DA) (DOBROVOLSKIENE et al, 2013;
PALACIOS et al.,, 2011; PRESSLEY et al., 2003; XU et al.,, 2009). Por outro lado,
aproximadamente 50% dos pacientes com DP apresentam DM ou tolerdncia diminuida a
glicose, condicdo exacerbada pelo tratamento farmacologico padrio com Levodopa
(LIPMAN; BOYKIN; FLORA, 1974, 2016). Ainda, pacientes afetados pelas duas condigoes,
DP e DM, apresentam progressdo acelerada dos sintomas motores e cognitivos, sendo o
déficit cognitivo um comum denominador presente no DM, DA e DP (COSTA et al., 2015;
GRAY et al., 2006; RYAN; FINE; ROSANO, 2014; SEVUSH et al., 2003).
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Os mecanismos moleculares associando as alteragdes metabolicas periféricas
cronicas presentes no DM2 com uma maior predisposi¢do para déficit cognitivo e
neurotoxicidade nao foram totalmente elucidados. No entanto, evidéncias sugerem que a
hiperglicemia seria o gatilho para induzir modificagdes epigenéticas que prejudicariam a
expressdo de genes essenciais para a sobrevida neuronal, favorecendo a neurotoxicidade
(BROWNLEE, 2005). Foi sugerido que a obesidade ¢ o DM estdao relacionados com
alteragdes no perfil epigenético (DHLIWAYO et al., 2014; KUEHNEN et al., 2012;
LAZZARINO et al., 2017, PLAGEMANN et al., 2009), ativagdo de processos inflamatorios
(WEISBERG et al., 2003), disfuncao mitocondrial (HEINONEN et al., 2015), apoptose
(TINAHONES et al., 2013) em humanos, todos processos que contribuiriam para o déficit
cognitivo ou nerotoxicidade. Neste contexto, o exercicio fisico ¢ uma intervengdo nao
farmacoldgica que pode prevenir ou atenuar o comprometimento cognitivo, além de prevenir
o desenvolvimento de obesidade e aumentar a sensibilidade a insulina. Uma revisdo recente
do nosso grupo de pesquisa associou os principais mecanismos neuroprotetores induzidos pela
pratica regular do exercicio fisico com potenciais biomarcadores que envolvem alteragdes na
expressdo de genes neuroprotetores e induzem a resisténcia ao processo de envelhecimento e
neurotoxicidade em humanos e roedores (BARROS et al., 2019).

Por outro lado, alteragdes no metabolismo produtor de energia (metabolismo
intermediario) no sistema nervoso central (SNC), podem comprometer a correta fosforilagao
de proteinas e atenuar, portanto, a sinalizacdo molecular envolvida no aprendizado e memoria.
A proteina cinase dependente de AMP (AMPK) ¢ uma enzima chave na regulacdo do
metabolismo energético, com o intuito de manter a homeostase energética em situagdes de
baixa energia (KOU; CHEN; CHEN, 2019). A AMPK ¢ abundante em neurdnios e glia e
desempenha uma atividade essencial nos processos de formagdo de memoria
(MARINANGELI et al., 2018), encontrando-se diminuida em estudos experimentais de
neurodegeneracao (JU et al., 2011; MARINANGELI et al., 2018; VINGTDEUX et al., 2011).
Ainda, a AMPK pode interagir com varios fatores de transcri¢cdo, proteinas e apresenta
diferentes subtratos para fosforilagdo, incluindo a creatina cinase (CK) isoforma cerebral
(CK-BB), o que direciona a proteina para regides celulares que necessitam de energia
(RAMIREZ RIOS et al., 2014).

Considerando que a maioria dos individuos obesos e com DM apresentam grande

probabilidade de desenvolver algum tipo de declinio cognitivo, neste trabalho procuramos
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identificar possiveis potenciais mecanismos envolvidos na desregulacdo metabolica no

hipocampo.

2 ESTADO DA ARTE
2.1 OBESIDADE

A prevaléncia da obesidade devido a inatividade fisica e ao balango energético
positivo tem aumentado drasticamente nas Ultimas décadas. De acordo com a Organizagao
Mundial de Satde (WHO), a obesidade ¢ definida como um excesso de massa adiposa, no
qual esse excesso pode provocar desfechos deletérios a saude e ¢ diagnosticado com um
indice de massa corporal (IMC) >30kg/m?> (WHO, 2018). Dados epidemiologicos apontam
atualmente que existam cerca de 1.9 bilhdo de adultos com sobrepeso, 600 milhdes de adultos
obesos e mais de 340 milhdes de criancas e adolescentes obesos ou com sobrepeso no mundo
(WHO, 2018). A prevaléncia de obesidade infantil aumentou trés vezes nas ultimas décadas.
Ainda, 53,8% da populagdo brasileira estd com sobrepeso (VIGITEL, 2016). A elevada
prevaléncia de individuos com sobrepeso e obesos em paises desenvolvidos e
subdesenvolvidos tem sido descrita como uma pandemia global (SWINBURN et al., 2011).

A fisiopatologia da obesidade envolve fatores genéticos, ambientais e principalmente
fatores comportamentais, individuos geneticamente suscetiveis a obesidade respondem com
ganho de massa corporal a comportamentos de consumo excessivo de alimentos com elevado
teor caldrico associados a comportamentos sedentarios (CASAS-AGUSTENCH et al., 2014;
OLSEN et al., 2016; QI et al., 2012; QI et al., 2013). Durante os ultimos anos foi demonstrada
a funcdo do tecido adiposo como 6rgdo enddcrino que pode controlar fungdes sistémicas
(HALAAS et al., 1997; LEHR et al., 2012; SCHERER et al., 1995; ZHANG et al., 1994) ¢
também secretar fatores paracrinos e autdcrinos que modificam sua estrutura (GNAD et al.,
2014; SHIN et al., 2018). Ainda, o tecido adiposo branco ¢ localizado sob a pele e ao redor de
orgdos internos e possui baixa vascularizacdo. Enquanto que o tecido adiposo marrom ¢
vastamente vascularizado, invervado e rico em mitocondrias, podendo gerar calor diretamente
dos lipideos armazenados (TOWNSEND; TSENG, 2012). Por atuar como um 0rgao
endodcrino o tecido adiposo secreta varios mediadores neuroativos e peptideos neurotroficos,

como leptina, neuregulina-4, fator de crescimento do nervo, fator neurotréfico derivado do
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cerébro (BDNF), 4cidos graxos livres, incluindo 4cido araquidonico e 4cido
eicosapentaenoico, prostaglandina E2 e fator de crescimento endotelial vascular demonstrado

por Guilherme et al., (2019) em uma recente revisao na conceituada revista NATURE. (Figura

).

Figura 1 - Figura ilustrativa do tecido adiposo branco, adipocito bege, macrofagos e células T e a
secrecao dos seus respectivos mediadores moleculares.
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NRG4: neuregulina-4; NGF: fator de crescimento do nervo; BDNF: fator neurotréfico derivado do
cérebro; AGLs: acidos graxos livres; AA: acido araquidonico; EPA: eicosapentaenoico; PGE;:
prostaglandina E2; TNF: fator de necrose tumoral; IL-1p: interleucina 1B; IL-6: interleucina 6; IL-
17A: interleucina 17A. Fonte: Adaptado de GUILHERME et al., (2019).

Além disso, o armazenamento de lipideos no tecido adiposo branco, onde esses
lipideos derivam da hidrolise e reesterificagdo de triglicerideos em lipoproteinas circulantes
(CHAIT; IVERIUS; BRUNZELL, 1982; FRANCKHAUSER et al., 2002) serve ndo somente
como um deposito de calorias para uso futuro, mas como um meio de sequestrar lipideos
longe de tecidos e 6rgdos que sdo vulneraveis a lipotoxicidade dessas moléculas (PETER et
al., 2009). Assim, em um contexto obesogénico, os acidos graxos derivados da ingestdo
dietética e da lipdlise no tecido adiposo branco podem aumentar a gliconeogénese hepatica
através da regulacao alostérica da piruvato carboxilase pela producao de acetil-CoA (PERRY
et al., 2015; TITCHENELL et al., 2016), e atenuar a utilizagdo de glicose no musculo
esquelético pela inibigdo do transporte e metabolismo da glicose (CLERK; RATTIGAN;



19

CLARK, 2002; DRESNER et al., 1999). Essas agdes associadas com uma menor sintese ¢
secrecao de insulina pelas células [ pancreaticas, promovem a intolerancia a glicose e podem

levam ao diabetes mellitus tipo 2 (DM2).

2.2 DIABETES MELLITUS

O DM ¢ um distarbio metabodlico de etiologia multipla caracterizado por um estado
de hiperglicemia cronica decorrente da falta de insulina e/ou incapacidade da insulina em
exercer seus efeitos (HAN et al., 2007; MALECKI; SKUPIEN, 2008). Segundo o comité
executivo para diagnostico e classificacdo do DM da “’American Diabetes Associations’’
(ADA, 2019), o diabetes pode ser diagnosticado com base nos critérios de glicemia de jejum
acima > 126 mg/dL, teste oral de tolerancia a glicose (TOTG) acima de > 200 mg/dL apds
duas da carga de glicose e A1C acima de > 6,5%. Manifestagdes clinicas podem surgir de
forma secundaria a alguma patologia que promova destrui¢ao das ilhotas pancreaticas como,
distarbios endodcrinos, tumores, defeitos genéticos e funcionais das células B pancreaticas ou
na a¢do da insulina. As formas mais frequentes de DM resultam em comprometimento da
secrecdo e/ou sinalizagdo de insulina, sendo classificadas em DM1 e DM2. Em ambas, varios
fatores ambientais e genéticos podem resultar na perda progressiva da fung¢do e/ou massa das
células 3 pancreaticas, resultando em subsequente aumento da glicemia.

O DM 1 manifesta-se geralmente durante a infancia e € caracterizado por uma severa
ou total auséncia de insulina, a que € geralmente associada a processos autoimunes que afetam
a funcionalidade das células 3 pancreaticas (HOWSON et al., 2011). Tem sido sugerido que o
carater hereditario do DM do tipo 1 esté relacionado com a expressao de genes reguladores da
producao de anticorpos contra células B pancreaticas (MOORE et al., 2009).

O DM2 ¢ a forma mais frequente de diabetes, afetando 90% da populacao diabética.
Esta condicao possui etiologia multifatorial, podendo envolver fatores ambientais como, nivel
socioecondmico, estilo de vida, hébitos alimentares e pratica de exercicios fisicos e fatores
genéticos que podem gerar graus varidveis de resisténcia a insulina em tecidos periféricos ou
em uma deficiéncia relativa na secre¢ao desse hormonio pelas células B pancredticas

(CLERK; RATTIGAN; CLARK, 2002; DRESNER et al., 1999; WEYER et al., 1999) .
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Apesar da carga genética ser extremamente relevante para o desenvolvimento do DM 2, os
fatores ambientais sdo imprescindiveis para o desenvolvimento desta patologia.

A prevaléncia de individuos com diabetes aumentou de 108 milhdes de 1980 para
425 milhdes em 2017 em todo mundo, sendo mais evidenciado em paises com renda média e
baixa. Essas proje¢des devem alcangar 629 milhdes de individuos no mundo em 2045 (WHO,
2018). No Brasil 8,1% dos adultos na faixa etaria de 20 a 75 anos tem diagnostico de diabetes,
o que confere 12 milhdes de brasileiros (IDF, 2017).

Os comportamentos sedentarios, como a auséncia de atividade fisica associada a
maus habitos alimentares com balango energético positivo, provocam aumento de peso
corporal, principalmente aumento da massa adiposa (CRESPO et al., 2001; ROMIEU et al.,
2017). De fato, dados epidemioldgicos demonstram uma intima relacdo entre o aumento do
grau de obesidade e o desenvolvimento do diabetes (COLDITZ et al., 1995). A
glicotoxicidade e lipotoxicidade vista nos modelos animais de diabetes induzido por
estreptozotocina e obesidade induzida por dieta hiperlipidica, respectivamente, acometem
varias regides do cérebro, como o hipocampo, atenuando a neurogénese, plasticidade
sindptica e a cognicdo (SPINELLI et al., 2017; STRANAHAN et al., 2008a, 2008b; ZHANG
et al., 2008). Esses achados condizem com estudos prospectivos, onde demonstram que o
IMC elevado ¢ associado com o risco de deméncia e inicio precoce de DA (CHUANG et al.,
2016; GOROSPE; DAVE, 2007). Individuos com DM2 apresentam 60% de chances a mais
para desenvolver deméncia quando comparados com individuos normoglicémicos
(SPELIOTES et al., 2010). Ainda, individuos sem diagnostico de diabetes, mas com a
glicemia meédia entre 115 mg/dL, foram relacionados a um risco aumentado de deméncia

quando comparados aos individuos com a glicemia controlada (CRANE et al., 2013).

2.3 MAIOR PREDISPOSICAO AO DECLINIO COGNITIVO NA OBESIDADE E
DIABETES

Um robusto corpo de evidéncias tem demonstrado que a obesidade, a resisténcia a
insulina e o diabetes estdo associados com comprometimento cognitivo € da memdaria, com
possivel desenvolvimento de deméncia (COPE et al., 2018; HASSENSTAB et al., 2010; OTT
et al., 1996; PEILA; RODRIGUEZ; LAUNER, 2002; XU et al., 2011). O hipocampo foi

descrito como uma regido cerebral necessaria para a formacdo e consolidagdo da memoria
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(BLISS; GARDNER-MEDWIN, 1973) por ser associada a potenciacao de longa duragdo
(LTP) (IZQUIERDO et al., 2008).

Além disso, estudos demonstraram que células mononucleares do sangue periférico
de individuos obesos (HUANG et al., 2015a; REMOR et al., 2018) podem apresentar
alteragdes no padrdo de metilagdo do DNA. Assim como, o hipocampo de ratos induzidos a
hiperglicemia cronica por estreptozotocina podem apresentar metilacdo na regido de genes
neuroprotetores, (REMOR et al., 2018), podendo possivelmente causar neurotoxicidade e
comprometimento cognitivo ou deméncia (LU et al., 2014). Ainda, as alteragcdes epigenéticas
podem ser um cendrio atraente para elucidar o comprometimento cognitivo no contexto do
diabetes e da obesidade.

O termo epigenética foi introduzido por Conrad H. Waddington em 1942 para
descrever a existéncia de processos que alteram a atividade da expressdo génica sem alterar a
sequéncia de bases no DNA (WADDINGTON, 2012). Este processo ¢ responsavel por
remodelar a cromatina permitindo a expressdo de determinados genes a fim de canalizar a
identidade celular em determinados contextos, tanto na fisiologia quanto na doenca (ALLIS;
JENUWEIN, 2016). Caso ocorram de modo inapropriado eles causam efeitos prejudiciais a
saude e ao comportamento. As alteracdes epigenéticas melhor caracterizadas e estudadas até o
momento sao metilacdo e hidroximetilagio do DNA, modificacdes pods-traducionais das
histonas (acetilagdo, metilacdo, fosforilagdo, ubiquitinagdo, sumoilagdo, desaminacdo e
isomerizagdo da prolina) e os RNA ndo codificadores (ncRNA) transcritos do DNA gendmico
(GHILDIYAL; ZAMORE, 2009; MOAZED, 2009; RINN; CHANG, 2012; TOST, 2010).

A metilagdo do DNA ¢ a forma de alteragdo epigenética mais estudada e
compreendida que envolve a adicdo covalente de um grupo metil, transferido a partir do S-
adenosilmetionina (SAM) para o carbono 5 de uma citosina que precede uma guanina (CpG).
Essa reagdo ¢ catalisada por uma enzima DNA metiltrasferase (SAWAN et al., 2008). De
fato, quando a metilacdo do DNA ¢ prevalente em regides de genes funcionais chamadas ilhas
CpG, essa configuracdo no DNA leva a inibicdo da expressdo génica (TUREK-PLEWA;
JAGODZINSKI, 2005). Neste contexto, estudos clinicos e pré-clinicos tem correlacionado
desarranjos epigenéticos como um aumento da metilagdo de DNA, com a manifesta¢do de
doencas neurodegenerativas (CICCARONE et al., 2018; GUO et al., 2011), assim como um
maior estado de metilagdio do DNA em ilhas CpG (MASLIAH et al., 2013). De tal forma, a
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dinamica epigenética parece ser um processo crucial mediante a fatores externos em situagdes
como obesidade e diabetes, podendo contribuir para o desenvolvimento de doengas
neurodegenerativas.

Nosso grupo de pesquisa demonstrou que criangas obesas com idade média de 11
anos apresentaram um padrao de metilacdo global de DNA elevado quando comparado com
criancas eutroficas em células mononucleares do sangue periférico (PBMC). Isso foi
acompanhado por uma maior metilacdo da regido promotora do fator de silenciamento do
elemento repressor 1 (REST) (REMOR et al, 2018). O REST ¢ um fator mestre na
transcri¢do que, em neurdnios diferenciados, regula negativamente genes ligados a morte
celular e aumenta a expressdo de genes que induzem a resisténcia ao processo de
envelhecimento e a preservacdo da funcdo cognitiva (LU et al., 2014). O IMC tem se
correlacionado positivamente com a metilagdo global do DNA em individuos afetados pelo
diabetes, sindrome metabdlica e doencgas cardiacas, todas condi¢des ligadas a obesidade (HE
et al., 2019).

A obesidade e 0 DM ao longo da vida sdo associados com menor desempenho
cognitivo, declinio cognitivo, redu¢do da substancia branca, reducdo da integridade da
barreira hematoencefalica, atrofia cerebral e aumento do risco de doenca de Alzheimer de
inicio tardio (DA) (PROFENNO; PORSTEINSSON; FARAONE, 2010).

Estudos clinicos sugerem que a obesidade e o DM2 mal controlados
progressivamente diminuem as respostas da glicose cerebral a hiperglicemia, por conta da
desregulagdo metabolica no SNC, aumentando o risco de declinio cognitivo em individuos
com obesidade ou diabetes ndo controlado (HWANG et al., 2017)

Além disso, andlises de dados gendmicos tem evidenciado a desregulacdo metabdlica
com o desenvolvimento de DA. Sendo que esses processos envolvem principalmente a
AMPKJJ(CABERLOTTO et al., 2013; CAI et al., 2012; SALMINEN; KAARNIRANTA,
2012). Essas alteracdes metabolicas no cenario obesogénico e diabético poderiam revelar
potenciais mecanismos associados com o declinio cognitivo devido ao comprometimento da

sinalizagao da proteina AMPK.

2.4 MANUTENCAO DA HOMEOSTASE ENERGETICA
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O estado energético celular ¢ monitorado pela proteina AMPK, uma proteina cinase
que atua como um sensor metabolico, detectando o estado energético da célula (ARNOLD et
al., 2014) e regulando a homeostase energética (ZHANG; ZHOU; LI, 2009). A AMPK ¢ um
heterodimero composto de uma subunidade catalitica (o) e duas subunidades regulatorias ( e
v) (RUDERMAN et al., 2013). A subunidade y possui sitios de ligacdo que permitem a
deteccao de niveis intracelulares de AMP, ADP e ATP, permitindo que um estresse energético
que aumente a relagdo AMP/ATP intracelular aumente a atividade da AMPK (XIAO et al.,
2007), que atua promovendo a produgdo de ATP através do aumento da atividade e expressao
de proteinas envolvidas no catabolismo, enquanto preserva o ATP inibindo vias anabodlicas
(HARDIE; ROSS; HAWLEY, 2012) (Figura 2). A ativagcdo da AMPK pode ocorrer por
fosforilagdo na treonina 172 na subunidade oo (MARINANGELI et al., 2018). A ativagdo da
AMPK pela interacdo do AMP com a subunidade y pode ocorrer através de trés mecanismos
distintos, o AMP pode estimular AMPKK a fosforilar o residuo de treonina 172 da AMPK
(HAWLEY et al., 1995), a AMP inibe a desfosforilagdo da treonina 172 da AMPK por
inibicdo de fosfatases (DAVIES et al., 1995) ou a AMP causa ativagdo da AMPK ja
fosforilada por um mecanismo alostérico (GOWANS et al., 2013). Ainda, a cinase hepatica
B1 (LKBI1) desempenha um papel essencial na ativacdo da AMPK, em células deficientes de
LKBI1 o tratamento com AICAR ou metformina ndo conseguem ativar a AMPK (HAWLEY
et al., 2003), pois a LKB1 ¢ constitutivamente ativa e medeia a maioria da ativacdo da AMPK

em quase todos os tipos de tecidos (SHI et al., 2016).

Figura 2 - Estrutura e ativagdo da AMPK.
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Subunidades o, B e y com seus respectivos dominios e os principais efeitos da AMPK no
metabolismo energético. Fonte: Adaptado de HERZIG; SHAW (2018).

A AMPK ¢ altamente expressa no cérebro e sua atividade € essencial para o
metabolismo energético neuronal, sendo que sua desregulacdao pode ser associada ao declinio
cognitivo (MARINANGELI et al., 2018), pois atua diretamente em fatores de transcri¢ao e
enzimas associadas a homeostase energética (RAMIREZ RIOS et al., 2014). A AMPK pode
fosforilar a proteina cinase de ativagdo por autofagia tipo-Unc-51 (ULK1) (HUANG et al.,
2019), regulando sua atividade, que ¢ necessaria para a formagdo de autofagossomos e
também inibir o complexo 1 da proteina alvo da rapamicina (mTORC1), resultando em
inducdo da autofagia (MARTINA et al., 2012). Além disso, a AMPK pode fosforilar FOXO3,
um membro da familia FOXO de fatores de transcricdo, ativando sua atividade transcricional,
que promove resisténcia ao estresse oxidativo e longevidade (GREER et al., 2007), assim
como pode fosforilar e ativar o co-ativador-1 a do receptor ativado por proliferador do
peroxissoma (PGCl-o) (CANTO et al.,, 2009), um regulador essencial do metabolismo
energético mitocondrial (FAN et al., 2018). Ainda, a AMPK pode interagir também com a
isoforma cerebral da creatina cinase, CK-BB (RAMIREZ RIOS et al., 2014).

A CK catalisa a transferéncia reversivel de um grupo fosfato de ATP para creatina,
formando fosfocreatina (PCr) e adenosina difosfato (ADP), conferindo a ela um papel
essencial no armazenamento, tamponamento e transporte de fosfatos de alta energia das
mitocondrias para os locais de demanda energética (ZERVOU et al., 2017).

A fosforilagdo e desfosforilacdo da creatina ¢ feita pelas creatinas cinases do tipo
cerebral (CK-B), do tipo muscular (CK-M) e também creatinas cinases mitocondriais (CK-
Mt) (BORCHEL et al., 2014). CK-Mt ¢ ativa quando forma octdmeros no espago
intermembranoso mitocondrial, enquanto CK-M e CK-B existem como dimeros formando as
isoenzimas citosolicas CK-MM, CK-BB ¢ CK-MB (ZERVOU et al., 2017). A CK-Mt
fosforila diretamente a creatina na mitocondria, enquanto a reagdo inversa ¢ realizada pelas
cinases citosolicas CK-BB ¢ CK-MM. Em humanos, a deficiéncia de uma dessas enzimas
causa graves problemas de saude, incluindo declinio cognitivo (STOCKLER-IPSIROGLU;
MERCIMEK-MAHMUTOGLU; SALOMONS, 2012) (Figura 3).
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Figura 3 - Sistema celular da creatina cinase.
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A creatina entra nas células com alta demanda energética via transportador de creatina (CRT). Dentro
da célula o equilibrio PCr/Cr e ATP/ADP sdo ajustados pelas isoformas de CK conforme o estado e a
demanda de energia. Adaptado de WALLIMANN et al., (2011).

Ramirez Rios et al. (2014) demonstraram uma interagdo direta entre a AMPK e
isoforma CK-BB. A ativagdo farmacologica da AMPK, mimetizando condi¢des de estresse
energético, leva a fosforilagdo no residuo de serina 6 da CK-BB em astrocitos e fibroblastos
de camundongos. Essa alteracdo pos-traducional ndo modifica a atividade nem o contetido da
CKBB, mas leva ao acimulo de CK-BB préximo da bomba de Ca" no reticulo

endoplasmatico (RAMIREZ RIOS et al., 2014) (Figura 4).

Figura 4 - Interacdo da proteina AMPK com a CK-BB.
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Regulagdo pods-traducional da CK cerebral pela AMPK e subsequente translocacdo para regido
proxima da bomba de Ca’ no reticulo endoplasmatico. Adaptado de RAMIREZ RIOS et al., (20114).

Em tecidos com elevada demanda energética, como tecido muscular esquelético e
cerebral, o sistema CK mantém niveis estaveis entre a relagdo ATP/ADP (SAKS et al., 2007;
SCHLATTNER et al., 2016).

Como resultado, os sistemas AMPK e CK cooperam na manuten¢do da homeostase
energética celular. No entanto, o sistema CK pode reagir muito rapidamente a um desafio
agudo de energia, enquanto a AMPK estd mais envolvida em adaptacdes de médio e longo
prazo (RAMIREZ RIOS et al., 2014). Dessa forma, a AMPK desempenha um papel chave
para manter o funcionamento energético no SNC. Marinangeli et al. (2018) demonstraram que
a AMPK ¢ rapidamente ativada apos a transmissdo sindptica estimulando o metabolismo
glicolitico e oxidativo no hipocampo para rapido fornecimento de energia neuronal. Portanto,
a AMPK apresenta uma agdo essencial no metabolismo energético cerebral e formagdo da

memoria (MARINANGELI et al., 2018).
2.5 PRODUTOS FINAIS DE GLICACAO AVANCADA

Glicagao (glicosilagdo ndo enzimatica) € uma reacdo de ligacdo entre o grupo
carbonila de um agucar redutor € um grupo amino de proteinas, lipidios ou peptideos, gerando
os produtos finais de glicagdo avancada (AGEs), que alteram fun¢des celulares produzindo
radicais livres e fragmentando proteinas ou lipidios, além de alterar a atividade enzimatica e
contribuir para o desenvolvimento e progressdao das complica¢des do diabetes (SHENG et al.,
2019). Apos a ligacao aos seus receptores, os AGEs estimulam a geracdo de ERO, agravando

o estresse oxidativo (ZHA et al., 2018) por ativacdo de vias inflamatorias (GUIMARAES et
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al., 2010). A acamulo de AGEs tem sido associado ao desenvolvimento de doengas cronicas
como, DM2, doenga cardiovascular, hipertensdao e doengas neurodegenerativas (doenca de
Alzheimer e Parkinson), podendo alterar a estrutura e fungdes de proteinas ou aumentar a
inflamagao e estresse oxidativo (KOBOROVA et al., 2017; KOLD-CHRISTENSEN et al.,
2019).

O metilglioxal (MG) ¢ um alfa-oxaldeido altamente reativo o qual pode ser formado
a partir de trioses-fosfato, através de acetonas durante o metabolismo dos acidos graxos e a
partir do catabolismo do aminoacido treonina (KOOP; CASAZZA, 1985; THORNALLEY,
1996). O MG pode ser formado ndo enzimaticamente a partir das trioses-fosfato, (PHILLIPS;
THORNALLEY, 1993) ou com a participagdo das enzimas triose-fosfato isomerase, a qual
converte o gliceraldeido-3-fosfato a diidroxiacetona fosfato (POMPLIANO; PEYMAN;
KNOWLES, 1990) sendo este ultimo convertido a MG pela metilglioxal sintase (RAY;
RAY, 1981). A formagdo nao enzimatica de metilglioxal ocorre em todas as células, sendo
que cerca de 0,1% do metabolismo de trioses- fosfato resultam na formagdo de MG em
condi¢des normoglicémicas (PHILLIPS; THORNALLEY, 1993).

Pacientes diabéticos apresentam um aumento nas concentragdes de MG em fluidos
corporais e tecidos, o que leva a pressupor que este composto ¢ um dos principais
responsaveis pelas complicagdes diabéticas (VANDER JAGT; HUNSAKER, 2003). O MG
medeia a rapida glicacdo ndo enzimdtica de proteinas, lipidios e DNA para promover a
formag¢do AGEs, que podem causar danos irreversiveis a essas macromoléculas, alterando a
integridade estrutural e funcional (CHENG et al., 2019). Ainda, o MG também foi associado a
efeitos toxicos sobre os neurdnios hipocampais, afetando a neurogénese e induzindo a morte
de células progenitoras neurais (CHUN et al., 2016). Além disso, foi relatado que o MG pode
prejudicar a homeostase redox das células inibindo as glioxalases e diminuindo a glutationa
reduzida intracelular, que € um cofator essencial para a glioxalase 1 e para enzimas

antioxidantes essenciais, como a glutationa peroxidase (FALONE et al., 2012).

3 JUSTIFICATIVA

O déficit cognitivo e as doengas neurodegenerativas representam problemas de saude

desafiadores para os sistemas publicos de saude e sdo responsaveis por um grande nimero de
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hospitalizagdes e incapacidades que resultam em prejuizos econdmicos. Véarias décadas de
pesquisa cientifica permitiram entender que estas alteragdes resultam de uma combinagao de
fatores genéticos e ambientais. No entanto, ainda se estd longe de conseguir instaurar
tratamentos eficazes. Neste contexto, o projeto aqui proposto pretende aprofundar no
entendimento dos alguns mecanismos neurobioldgicos bdsicos, que levam a uma maior
predisposicao ao desenvolvimento de neurotoxicidade e déficit cognitivo em condigdes de
hiperglicemia prolongada e/ou obesidade, pretendendo compreender melhor as alteragdes
epigéneticas e metabolicas no hipocampo, principal regido cerebral envolvida na aquisicao e
consolida¢do da memoria, com o intuito de prevenir as mesmas ¢ dessa forma melhorar a
qualidade de vida dos pacientes, bem como a de suas familias e de diminuir o peso econdomico

aos sistemas publicos de saude.

4  HIPOTESE

A obesidade e/ou a hiperglicemia cronica comprometem o funcionamento do
metabolismo energético cerebral levando a falhas na fosforilagdo de enzimas chaves na
sinaliza¢do energética, propiciadas provavelmente através de uma epigenética aberrante e

resultando em déficits cognitivos.

5 OBJETIVOS
5.1 OBIJETIVO GERAL

Investigar o envolvimento do metabolismo energético hipocampal no declinio
cognitivo induzido pela hiperglicemia cronica e realizar um levantamento bibliografico sobre
0s mecanismos neuroprotetores induzidos pelo exercicio sobre o declinio cognitivo associado

a obesidade e disturbios metabdlicos como no diabetes mellitus.

5.2 OBIJETIVOS

a.  Quantificacio do contetido proteico e/ou atividade de proteinas envolvidas no
monitoramento do nivel energético celular (LKB1, AMPK e CK), no hipocampo de ratos

submetidos a hiperglicemia cronica que apresentaram alteracdes no aprendizado e memoria.
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b.  Analisar o efeito in vitro do MG sobre a respiracao mitocondrial em células da linhagem
celular (H19-7) de células precursoras de hipocampo.

¢.  Quantificar o impacto dos AGEs sobre a indugdo de autofagia em células astrogliais da
linhagem C6.

d. Revisar a bibliografia relacionada com os principais mecanismos neuroprotetores
induzidos pelo exercicio fisico sobre o declinio cognitivo associado a obesidade e disturbios

metabodlicos como no diabetes mellitus.

6 MATERIAS E METODOS REFERENTES AO MODELO DE
HIPERGLICEMIA
6.1 ANIMAIS

Foram utilizados ratos Wistar machos de 60 dias de vida pesando entre 250-350g
provindos do Biotério Central da Universidade Federal de Santa Catarina, Florian6polis/SC,
Brasil. Os animais foram aclimatados no Biotério Setorial do Departamento de Bioquimica da
mesma Universidade, com temperatura controlada (22 + 1 °C) e em um ciclo claro/escuro de
12 horas. Estes foram mantidos em caixas de plastico individuais, com livre acesso a dgua e a
racdo comercial para roedores (Nuvital/PR, Brasil), com exce¢do dos periodos em que os
ratos deveriam permanecer em jejum (6 horas), para as mensuracgdes relacionadas a glicose
sanguinea. O protocolo experimental foi aprovado pelo Comité de Etica no Uso de Animais —
CEUA (PP000350/CEUA) da Universidade Federal de Santa Catarina, e foi realizado de
acordo com o “Guia de Principios para o uso de Animais em Toxicologia” adotado pela
sociedade de toxicologia em julho de 1989. Todos os esfor¢os foram feitos para minimizar o

numero de animais utilizados e seu sofrimento.

6.2 MODELO EXPERIMENTAL DE DM: INDUCAO DE HIPERGLICEMIA CRONICA
ATRAVES DA  ADMINISTRACAO  INTRAPERITONEAL (ip.) DE
ESTREPTOZOTOCINA

A hiperglicemia foi induzida por uma tUnica inje¢do i.p. de 55 mg/kg de STZ diluida

em tampao citrato de sodio (pH 4,5), apds um periodo de jejum de 14 horas. Controles foram
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executados em paralelo, os quais receberam somente a injecao i.p. de veiculo (tampao citrato
de sodio, pH 4,5, grupo controles). Apos a administragdo de STZ, os ratos receberam agua
contendo glicose a 5% durante 24 horas, a fim de evitar morte por hipoglicemia. Quatro dias
apods a administracdo de STZ (ou veiculo), com jejum prévio de 6 horas, as concentragdes de
glicose no sangue foram avaliadas utilizando-se um glicosimetro (Optium Xceed, Abbot,
EUA). Os animais com concentra¢ao de glicose sanguinea superior a 200 mg/dL (11 mmol/L)
foram considerados hiperglicémicos e separados para o grupo STZ, esses animais
permaneceram hiperglicémicos durante 60 dias, enquanto que o grupo controles permaneceu
normoglicémico durante 60 dias. A glicemia dos animais foi mensurada nos dias 15, 45 e 60

do delineamento, enquanto que o peso foi mensurado diariamente. Esquema 1.

Esquema 1 - Desenho experimental.

Yeiculo
100nM de tampio

citrato de sodio pH 4,5 =110mg/dL
L L Grupo
| 4 60 DIAS Controles
Solugio STZ >200me/dL
& 55mg/kg mg
4 4 Grupo
1 4 60 DIAS Hiperglicémico

(STZ)

Hiperglicemia cronica induzida pela administragdo i.p. de estreptozotocina em ratos Wistar.

6.3 ANALISE DE PROTEINAS PARA WESTERN BLOTTING

O hipocampo foi homogeneizado em cinco volumes (1:5, v/v) de tampao de
homogeneizagdo (Tris 50 mM pH 7,0 contendo EDTA 1 mM, NaF 100 mM , PMSF 0,1 mM,
Na3VO4 2 mM, Triton X - 100 a 1% , glicerol a 10% e coquetel inibidor de protease

[Sigma]). Em seguida, as amostras foram centrifugadas a 10.000 x g, durante 10 min, a 4°C e
o sobrenadante foi coletado e diluido em 1 volume (1:1, v/v) de tampao Tris 100 mM, pH 6,8
contendo EDTA 4 mM e SDS a 8%. Apos, as amostras foram aquecidas a 100 °C durante 5
minutos e o tampao de diluicao (Tris 100 mM, com 40% de glicerol e azul de bromofenol, pH
6,8), numa propor¢do 25:100 (v/v), e B-mercaptoetanol (na concentragdo final de 8%), foram

adicionados nas amostras.
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As proteinas foram separadas através de SDS-PAGE (eletroforese em gel de
poliacrilamida contendo dodecil sulfato de sddio [SDS]) utilizando gel de separagdo de
acrilamida com concentracdo de 12% e gel de entrada a 4%. A eletroforese foi realizada com
corrente fixa de 40 mA e voltagem maxima de 150 mV durante aproximadamente 2 horas.
Ap0s a corrida, os géis foram submetidos ao processo de eletrotransferéncia e transferidos
para membranas de nitrocelulose usando um sistema semi-dry (1,2 mA/cm?; 1,5 h) como
descrito por Bjerrum e Heegaard (1988). Para verificar a eficiéncia do processo de
transferéncia, as membranas foram coradas com Ponceau S.

Apbs, as membranas foram bloqueadas com 5% de leite desnatado em TBS (Tris 10
mM, NaCl 150 mM, pH 7.,5). AMPK-p, AMPK, LKB1-p, LKB1, CK-MM e CK-BB foram
detectadas apos incubacdo overnight (4°C) com anticorpos especificos para estas proteinas
diluidos em TBS-T (Tris 10 mM, NaCl 150 mM, Tween-20 0,1%, pH 7,5) contendo 1% de
albumina sérica bovina (BSA) na dilui¢do de 1:1000 (Santa Cruz Technology). Para a
deteccao dos complexos imunes, as membranas foram incubadas por 1 hora com anticorpo
secundario anti-coelho (conjugado a peroxidase) e reveladas em filme radiografico, apos a
emissdo de quimioluminescéncia induzida por reagentes adicionados a membrana de
nitrocelulose (LumiGLO), de acordo com as recomendagdes do fabricante. As membranas
foram incubadas com o anticorpo anti-B-actina (1:2000) para verificar se a mesma quantidade
de proteinas foi aplicada no gel. Todos os passos de bloqueio e incubagdo foram seguidos por

trés lavagens (5 minutos) com TBS-T. As bandas imunorreativas foram quantificadas usando

o software Scion Image® (LOPES et al., 2012).
6.4 DETERMINACAO DE PROTEINAS

A determinacao de proteinas dos homogeneizados foram realizadas pelo método de

Lowry et al. (1951), utilizando albumina sérica bovina (BSA) como padrao.
6.5 MENSURACAO DA ATIVIDADE DE CREATINACINASE

A atividade da creatinacinase foi mensurada em homogenato de hipocampo baseada

na formagdo de creatina de acordo com o método colorimétrico de Hughes (HUGHES, 1962),
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com modificagdes previamente descritas por Glaser e colaboradores (2010). Os resultados

1 1

foram expressos como umol de creatina formada . min™". mg de proteina™ .

6.6 MANUTENCAO DA LINHAGEM CELULAR DE ASTROGLIOMA C6

A linhagem celular de astroglioma C6 foi obtida de American Type Culture
Collection (Rockville, Maryland, EUA). Estas células adotam caracteristicas de astrocitos
(células 99% GFAP positivas; Figura 7) e tem sido empregadas como modelo experimental
para o estudo do efeito in vitro de numerosos toxicantes (HAGHIGHAT; MCCANDLESS;
GERAMINEGAD, 2000; HAGHIGHAT; MCCANDLESS; GERAMINEJAD, 1999). As
células foram cultivadas em frascos em meio Eagle’s com modificacdo de Dubelcco (DMEM)

® ¢ 100 U/L de gentamicina, suplementadas com 5 % (v/v)

contendo 2,5 mg/mL de Fungizone
de soro fetal bovino (SFB), e mantidas a 37 °C com um minimo de 95% de umidade relativa e
em uma atmosfera de ar com 5% de CO2. Posteriormente, as células foram tratadas com
0,05% de tripsina/acido etileno-diaminotetracético (EDTA) e cultivadas em distintas placas

para as diferentes andlises (DOS SANTOS et al., 2006).

Figura 5. Imagem ilustrativa da morfologia da linhagem de células C6

A expressdo de GFAP indica que a linhagem utilizada apresenta caracteristicas de astrocitos.
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6.7 MANUTENCAO DA LINHAGEM CELULAR DE CELULAS PRECURSORAS DE
HIPOCAMPO (H19-7) DE RATO

A linhagem celular H19-7 foi obtida de American Type Culture Collection (A TCC,
Manassas, V A, EUA). Estas células foram cultivadas em meio DMEM contendo 2 mM L-
glutamina, 10% de SFB, 200 mg/mL de G418 e 1 mg/mL de piromicina em placas de cultura
contendo 15 mg/mL de poli-D-lisina e mantidas em uma estufa a 34°C, com um minimo de

95% de umidade relativa e em uma atmosfera de ar com 5% de CO?2.

6.8 DETECCAO DE MG INTRACELULAR LIVRE

O MG intracelular livre foi detectado usando a sonda fluorescente
metildiaminobenzeno-BODIPY (MBo), (WANG et al., 2013). Células (44000 células/mL)
foram plaqueadas em uma placa de 12 pocos e tratadas em meio com D-MEM high glucose
durante 48 horas. As 47 horas de tratamento, foi adicionado 0 MBo (10 uM) e, ap6s 1 hora, as
c€lulas foram lavadas com PBS + (PBS + CaCl . CaMg,), os nucleos foram corados com 100
pg/mL de Hoechst (Invitrogen) durante 10 minutos a 37°C. Em seguida, as células foram
visualizadas utilizando o microscopio de fluorescéncia invertido Olympus IX 83 (MBo:
excitagdo 470 nm, emissdao 525nm; Hoechst: excitagdo 350 nm, emissdo 460 nm). A
fluorescéncia total de MBo e o nimero total de nucleos por campo foram avaliados utilizando
o software imageJ® (NHI) e o MG intracelular livre foi expresso como intensidade de

fluorescéncia por nucleo.

6.9 DETECCAO DE AGES NOS LISADOS DE CELULAS C6

A técnica de DOT BLOT foi utilizada para os niveis de proteinas oxidadas por MG
em lisado de células C6 usando um anticorpo especifico contra metil-glioxal-hidro-
imidazolona (MG-H1) (anti-MG; CELL; BIOLABS, INC). As células foram semeadas numa
concentragcdo de 150000 células/mL em uma placa de 6 pogos e foram tratadas com glicose
durante 48 horas. Apos o tratamento, as células foram lisadas sobre gelo com tampao de lise

(Tris-HCI 50 mM e 10% de coquetel inibidor de protease). Em seguida, o lisado foi
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centrifugado a 10000 x g durante 15 minutos, a 4°C e o sobrenadante foi recolhido, sonificado
durante 30 segundos e aquecido a 60°C durante 3 minutos. A proteina no lisado foi dosada
utilizando o método de Lowry et al. (1951) usando albumina bovina como padrio e as
proteinas foram desnaturadas usando tampao de desnaturagdo (Tris 329 mM; pH 6,8; glicerol
50%; SDS 10%; azul de bromofenol) na razio de 10:100 v/v e P-mercaptoetanol
(concentracdo final de 5%) nas amostras. Quantidades iguais de proteina (3 pg) foram
pipetadas em uma membrana de fluoreto de polivinilideno (PVDF). Ap6s 30 minutos de
secagem, a membrana foi ativada utilizando metanol e lavada trés vezes com TBS-t (Tris
10mM, NaCl 150mM, pH 7,5 Tween-20 a 1%). MG-H1 foi detectado apds a incubagdo
overnight com o anticorpo anti-MG diluido em TBS-t (1:4000). Posteriormente, a membrana
foi incubada a 1 hora em temperatura ambiente com o anticorpo secundario anti-camundongo
(anti-mouse; CELL, BIOLABS, INC). Conjugado com peroxidase de rabanete (HRP) para
detec¢do do anticorpo primario. A reagdo de quimioluminescéncia foi detectada com o uso
ChemiDoc (BioRad, Hercules, Califérnia, Estados Unidos) e a analise densitométrica foi
realizada pelo ImageJ® (NHI). Comassie Blue foi usado com controle de carregamento

(loading).

6.10 MASSA MITOCONDRIAL

A massa mitocondrial foi avaliada por microscopia, usando uma sonda fluorescente
chamada MitotrackerTM Deep Red (Thermo Fischer Scientific, EUA) (GRAVES et al., 2012;
LUGLI et al., 2005). Células (44000 células/mL) foram plaqueadas em uma placa de 12 pocos
e tratadas com glicose durante 24 e 48 horas. Apos o tratamento, as cé€lulas foram lavadas em
PBS e posteriormente incubadas com MitotrackerTM Deep Red (300 nM) por 15 minutos a
temperatura ambiente, em seguida as células foram lavadas com PBS e fixadas com
paraformoldeido (3,7%) por 5 minutos. Posteriomente, os ntcleos foram marcados com o
marcador nuclear DAPI (5 pg/mL) durante 5 minutos. As células foram visualizadas por
microscopia de fluorescéncia (microscopio invertido Olympus IX 83; mitotracker: excitagao
620 nm). A fluorescéncia total do mitotracker ¢ o numero total de mitocondria foram
quantificados usando o software imageJ® (NHI) e a massa mitocondrial foi expressa como

intensidade de fluorescéncia.
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6.11 FORMACAO DE AGES A PARTIR DE MG (MG-BSA)

Para a geragdo de proteinas oxidadas por MG, BSA na concentragdao de 7,2 mg/mL
foi exposta a0 MG na concentragdo de 100 mM em tampao fosfato de sédio 100mM, pH 7,4 a
37°C por 50 horas em condigdes estéreis (as solucdes foram filtradas em membrana de 0,22
um). Apds este periodo, estas solucdes modificadas de proteinas foram dialisadas em tampao

bicarbonato de amonio 30 mM, pH 7,9 a 4°C, e congeladas a -20°C (REMOR et al., 2011).

6.12 EFEITOS DOS AGES EM CELULAS C6

As células da linhagem celular de astroglioma C6 foram tratadas com 0,05% de
tripsina/acido etileno-diaminotetracético (EDTA) e cultivadas em distintas placas para as
posteriores analises (DOS SANTOS et al., 2006). Apos confluéncia, o meio foi trocado por
DMEM contendo SFB 1% e BSA 1 mg/mL ou MG-BSA 0,1 e 1 mg/mL, durante 48 horas.

6.13 MICROSCOPIA ELETRONICA DE TRANSMISSAO

As células tratadas com BSA 1 mg/mL ou MG-BSA 0,1 e 1 mg/mL, ap6s 48 horas de
incubacdo, foram tripsinizadas, centrifugadas e fixadas em uma solucdo contendo 4% de
paraformaldeido e 1,5 % de glutaraldeido em tampao cacodilato 0,1M durante 24 horas.
Posteriormente, as células ou as pecas de tecido (cortex cerebral) foram submetidas a trés
lavagens de 30 minutos em tampao cacodilato 0,1 M pH 7,4. Em seguida, estas amostras
foram colocadas em tampao cacodilato contendo tetroxido de dsmio 1% por 2 horas, e foram
novamente lavadas em tampaocacodilato. O material foi posteriormente desidratado em
concentragdes crescentes de acetona (30; 50; 70; 90 e 2 vezes em 100% durante 20 minutos, a
temperatura ambiente) e imerso em solucdo de acetona e resina Spurr ou araldita, a
temperatura ambiente (2:1; 1:1 e 1:2). Finalmente, as pecas foram tratadas com resina pura
(24 horas em estufa a 58-60°C, para solidificacdo) para posterior microtomia, a qual foi
realizada em ultramicrétomo na espessura de 60 — 70 nm (HERNANDEZ-FONSECA et al.,
2009). As analises de morfologia mitocondrial foram realizadas em microscépio eletronico de

transmissdo JEM-101 (Laboratorio Central de Microscopia Eletronica da UFSC) e para as
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fotografias foi utilizado o sistema de captura de imagens Gatan Digital Micrograph; ou
utilizando- se o microscopio eletronico de transmissdo Zeiss Leo 906 E (Centro de
Microscopia Eletronica da Universidad Nacional de Cordoba) equipado com a camera digital
Megaview III. Para a andlise quantitativa do contetido mitocondrial e dos vactolos
autofagicos, trés passagens diferentes de células de cada condicdo experimental foram
utilizadas. Foram adquiridas sessenta micrografias, de forma aleatdria, na magnificagao de

10.000 X. O software Image J foi utilizado para as analises (DE PAUL et al., 1997).

6.14 IDENTIFICACAO DE AUTOFAGIA POR IMUNOFLUORESCENCIA

Para esta metodologia, células C6 de astroglioma foram semeadas em placas de 24
pogos contendo laminulas circulares. Apds o tratamento com BSA 1 mg/mL ou MG-BSA 0,1
e 1 mg/mL, as células foram lavadas com PBS e fixadas com paraformaldeido 4%, durante 24
horas. Apos este periodo, as células foram lavadas com PBS, permeabilizadas com Triton X-
100 a 0,5%, e os antigenos inespecificos foram bloqueados usando-se uma solu¢do de PBS
contendo BSA a 5%. A imunofluorescéncia foi realizada para identificar o conteudo de
vactolos autofagicos nestas células, usando anticorpo primério monoclonal anti-LC3B
(Invitrogen) em uma diluicdo 1:1000 e incubadas overnight, seguido de lavagens com PBS.
Ap0s, foi realizada a incubacdo com o anticorpo secundario Alexa Fluor 488 anti-coelho
durante 1 hora a 37°C, seguido da marcag¢do nuclear com DAPI, de lavagens com PBS e
montagem da lamina utilizando-se Gel Mount (Sigma). As analises foram realizadas em
microscopio de fluorescéncia Olympus modelo BX41 e para as fotografias foi utilizado o

sistema de captura de imagens Q-capture Pro 5.1. A andlise da fluorescéncia foi realizada em

7-10 campos aleatodrios, utilizando-se o software ImageJ ®

6.15 MENSURACAO DO CONSUMO DE OXIGENIO PELA RESPIRACAO
MITOCONDRIAL

A andlise de respiracao mitocondrial nas células precursoras de hipocampo (H19-7)

foi realizada no Seahorse X-24 Analyser (Massachusetts, USA) em um meio de reagdo
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contendo glutamina 100 mM e glicose na concentragdao de 0,39 mM, a 37°C. Os parametros
avaliados foram os seguintes:

1) Respiragao basal: Mensurado através do consumo de oxigénio, sem a adi¢cdo de substratos
ou inibidores de respiragao;

2) Producdo de ATP (contribuicdo da ATP sintase no consumo de oxigénio basal; eficiéncia
na sintese de ATP): Este estado respiratorio estd representado pelo consumo de oxigénio
ocasionado pela transferéncia de elétrons através da cadeia respiratoria. Neste estado nao ha
sintese de ATP e experimentalmente ¢ analisado o consumo de oxigénio apds adicionar
oligomicina no meio. A oligomicina ¢ um inibidor da subunidade Fo da ATP sintase ou
complexo V. O efeito induzido por esta inibicao ¢ caracterizado por uma marcada redu¢do no
consumo de oxigénio (NELSON; COX, 2013);

3) Respiragdo maxima: Este parametro representa o consumo de oxigénio observado apos
adicionar o desacoplador mitocondrial FCCP (carbonilcianeto-4-trifluorometoxifenil-
hidraxona). Este composto desacopla a transferéncia de elétrons da fosforilagao oxidativa por
dissipar os protons que formam o gradiente eletroquimico através da membrana mitocondrial
(NELSON; COX, 2013). Este parametro indica a capacidade maxima de respiracao
mitocondrial onde todas as mitocOndrias foram ativadas para realizar a respiragdao celular
(GNAIGER, 2001);

4) Producdo de ERO extramitocondrial: Indica o consumo de oxigénio ndo proveniente da
respiracdo mitocondrial, representado pela reducdo incompleta do oxigénio em espécies
reativas. A producao de ERO ¢ observada apds adicionar rotenona e antimicina, que inibem
irreversivelmente os complexos I e III da cadeia respitaroria, respectivamente. Desta forma,
com a cadeia transportadora de elétrons inibida, o oxigénio que estd sendo consumido ndo ¢

devido a passagem de elétrons pela cadeia respitaroria (GNAIGER, 2001);

6.16 ANALISE ESTATISTICA

Todos os valores foram expressos como médias mais ou menos erro padrao da média
(média + EPM). A distribuicdo normal foi avaliada de acordo com o teste de Kolmogorov-
Smirnov e a identificacdo de possiveis outliers foi analisada através do teste de Grubbs.

Quando os valores foram considerados normais, foram empregados os testes ¢ de student e a
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analise de variancia (ANOVA) de uma via. Em todos os testes, P < 0,05 foi considerado
significativo. O software GraphPad Prism® (San Diego, CA, EUA, 2009) foi utilizado para

composi¢ao de graficos e avaliacao estatistica.

7 RESULTADOS

7.1 EFEITO DA HIPERGLICEMIA CRONICA INDUZIDA PELA ADMINISTRACAO
DE STZ SOBRE O METABOLISMO ENERGETICO HIPOCAMPAL

7.1.1 Contetado proteico (total e fosforilado) da proteina cinase dependente de AMP
(AMPK) no hipocampo

A Figura 6 A-D mostra o resultado da hiperglicemia cronica (60 dias) sobre o
conteudo de AMPK-p, AMPK e a relagdo entre elas, no hipocampo de ratos Wistar adultos. A
Figura 6A mostra uma diminui¢do significativa no conteudo de AMPK-p no hipocampo dos
animais hiperglicémicos quando comparados com o grupo controle [#,,=2,87; P < 0,05]. No
entanto, a Figura 6B mostra que o conteudo total da AMPK nao foi modificado pelo
tratamento experimental, resultando numa diminui¢do significativa da relagio AMPK-
p/AMPK (Figura 6C) no hipocampo nos animais hiperglicémicos comparados com o controle

[2:5=3,96; P <0,01].
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Figura 6. Efeito da hiperglicemia cronica (60 dias) induzida pela administragdo de estreptozotocina
(STZ; 55 mg/kg, via intraperitoneal), sobre o conteudo de AMPK-p (A), AMPK (B) e da relagao
AMPK-p/AMPK (C) no hipocampo de ratos Wistar adultos. A hiperglicemia crénica foi induzida
através da administragdo i.p. de STZ no grupo hiperglicémico. Em paralelo os animais do grupo
controles receberam uma solugdo de tampdo citrato pH 4,5. Os animais que receberam STZ e
apresentaram glicemia superior a 200mg/dL (11 mmol/L) quatro dias apds a administracdo foram
considerados hiperglicémicos e separados como grupo STZ. Os dados obtidos dos experimentos de
western blotting foram normalizados através da determinagdo da carga de proteina mensurando o
contetido de B-actina. Os dados representam a média + erro padrao da média (Controles: n=4; STZ:
n=5). * P < 0,05, **P < 0,01 versus o grupo controle. (Teste t de Student para amostras
independentes).

7.1.2 Contéudo proteico (total e fosforilado) da proteina cinase hepatica B1 (LKB1) no

hipocampo

A Figura 7 A-C mostra o efeito da hiperglicemia cronica (60 dias) sobre o conteudo
de LKB1-p, LKBI1 e a relagdo entre elas, no hipocampo de ratos Wistar adultos. O contetido
de LKB1-p (Figura 7A) e o contetido total de LKB1 (Figura 7B) ndo foram modificados pelo
tratamento experimental, ndo alterando a relagdo LKB1-p/LKB1 (Figura 7C) no hipocampo

dos animais hiperglicémicos comparados com os controles.
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Figura 7. Efeito da hiperglicemia cronica (60 dias) induzida pela administracdo de estreptozotocina
(STZ; 55 mg/kg, via intraperitoneal), sobre o conteido de LKB1-p (A), LKB1 (B) e da relagdo LKB1-
p/LKB1 (C) no hipocampo de ratos Wistar adultos. Os dados obtidos dos experimentos de western
blotting foram normalizados através da determinacdo da carga de proteina mensurando o conteudo de
B-actina. Os resultados foram expressos como porcentagem do controle. Os dados representam a
média + erro padrdo da média (Controles: n=4; STZ: n=5). * P < 0,05; **P < 0,01 versus o grupo
controle. (Teste t de Student para amostras independentes).

7.1.3 Conteudo proteico da creatinacinase (CK) fracoes MM e BB e atividade da CK

total no hipocampo

A Figura 8 A-C mostra o efeito da hiperglicemia cronica (60 dias) sobre o contetido de
CK-MM e CK-BB e atividade de CK no hipocampo de ratos Wistar adultos. A hiperglicemia
cronica ndo modificou o conteudo total de CK-MM (Figura 8A) tampouco o conteudo total de
CK-BB (Figura 8B) no hipocampo dos animais hiperglicémicos comparados com o controle.
Ainda, a hiperglicemia cronica nao alterou a atividade da CK no hipocampo (Figura 8C) dos

animais hiperglicémicos quando comparados com os animais do grupo controle.
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Figura 8. Efeito da hiperglicemia cronica (60 dias) induzida pela administracdo de estreptozotocina
(STZ; 55 mg/kg, via intraperitoneal), sobre o conteudo da CK-MM (A) e CK-BB (B) e atividade da
CK (C) no hipocampo de ratos Wistar adultos. Os dados obtidos dos experimentos de western blotting
foram normalizados através da determinagdo da carga de proteina mensurando o contetdo de B-actina.
Os resultados foram expressos como porcentagem do controle. Os dados representam a média + erro
padrdo da média (n=4 animais por grupo). (Teste t de Student para amostras independentes).

7.2 EFEITO DO EXCESSO DE GLICOSE E DOS DERIVADOS DA GLICOSE SOBRE
A INDUCAO DE MITOFAGIA EM CELULAS ASTROGLIAIS DE RATO DA
LINHAGEM C6

A Figura 9 A-C mostra o efeito do tratamento com altas concentragdes de glicose (25
mM) sobre o acimulo de MG, AGEs e a massa mitocondrial em células astrogliais C6. O
nosso laboratorio, LABOX, demonstrou previamente, numa Dissertacio de Mestrado
(LUCREDI, 2019) que o tratamento com glicose 25mM por 48 horas provoca um aumento
significativo nas concentracdes de MG e AGEs. As Figuras 9A e 9B mostram um aumento
significativo na concentragdo intracelular de MG [74)=3,79; P < 0,05], bem como de AGEs
[#8)=2,87; P < 0,05] ap6s o tratamento com glicose 25 mM por 48 horas, respectivamente. O
trabalho de Disserta¢do, ainda demonstrou que este tratamento provoca um aumento de massa

mitocondrial, como mostrado na Figura 9C [#3=4,20; P <0,01].
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Figura 9. Efeito de altas concentragdes de glicose (25 mM; 48 h) sobre (4) acumulo de metilglioxal
(MG) e de (B) proteinas oxidadas por MG (AGEs) e sobre (C) a massa mitocondrial em células
astrogliais de rato da linhagem C6. Os dados representam a média = erro padrdo da média (n=4; n=8;
n=8 experimentos independentes). ** P < 0,05; **P < 0,01 versus o grupo controle (Teste t de Student
para amostras independentes). Com autorizag¢do de Naiara Cristina Lucredi (LUCREDI, 2019).

Baseado nestes resultados, foi estudado o efeito de AGEs sobre a inducgdo de
mitofagia em células astrogliais C6 e de MG sobre a respiragdo mitocondrial em neurdnios
hipocampais da linhagem H19-7 de ratos. A Figura 10 mostra o efeito dos AGEs (MG-BSA
0,1 e Img/mL) na induc¢do de autofagia em células gliais tratadas por 48 horas. As figuras
mostram igual indugdo de formagdo de autofagossomos nos diferentes tratamentos
experimentais, ndo tendo sido observadas diferencas significativas.

BSA 1 mg/mL

5

MG-BSA 1 mg/mL

48 horas

vacuolos autofagicos em células C6 de astroglioma de rato. As fotografias sdo representativas da
analise ultraestrutural realizada por microscopia eletronica de transmissdo. A barra nas figuras
representa 0,2 pum.

Para confirmar que a mitofagia ndo foi induzida, foi realizada a determinagdo da
proteina de nucleagdo de autofagosomas LC3B. A Figura 11 mostra o contetido de proteina
LC3B nas diferentes condi¢des experimentais em células astrogliais C6 expostas a AGEs (1 e

0.1mg/mL) por 48 h.
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Figura 11. Efeito in vitro de produtos terminais de glicagdo (MG-BSA; 0,1 e 1 mg/mL; 48h) sobre o
contetido da proteina LC3B em células C6 de astroglioma de rato. As barras indicam a média + erro
padrdo da média (n= 3 experimentos independentes) (ANOVA de uma via).

7.3 EFEITO DO MG SOBRE A RESPIRACAO MITOCONDRIAL EM NEURONIOS
HIPOCAMPAIS DA LINHAGEM H19-7 DE RATOS

A Figura 12 mostra o efeito do MG (300 uM) sobre a respiracdo mitocondrial na
linhagem celular de células precursoras de hipocampo H19-7 de ratos. O desenho
experimental estd indicado na Figura 12A. A Figura 12B mostra que o tratamento com MG
por 24 h ndo alterou o consumo de oxigénio em condi¢des basais. No entanto, a Figura 12C
mostra que o MG comprometeu significativamente a eficiéncia da sintese de ATP (medida
apos a adicao de oligomicina; inibidor do complexo V) (#,=3,14; P < 0,05). Ainda, a Figura
12D mostra que a respiracdo maxima (estado desacoplado induzido por FCCP 1 uM) nao foi
comprometida pelo tratamento. Finalmente, a Figura 12E mostra que o tratamento com MG
aumentou de modo significante o consumo de oxigénio extra-mitocondrial apontando a um

aumento na producdo de espécies reativas de oxigénio (ERO) (#.,=3,14; P <0,001).
o
A wo A,

[ -
e

Células precursoras Seahorse XF-24
de hipocampo H19-7 analyzer
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Figura 12. Efeito in vitro do metilglioxal (300 uM) sobre o consumo de oxigénio mitocondrial na
linhagem celular de células precursoras de hipocampo H19-7. (A) Mostra o desenho experimental. Os
neurdnios hipocampais da linhagem H19-7 foram tratados com MG durante 24 horas, posteriormente
foram analisados aspectos relacionados a fisiologia mitocondrial através do analisador de consumo de
oxigénio Seahorse XF-24. As medidas de (B) respiragdo basal, (C) eficiéncia na sintese de ATP, (D)
respiragdo maxima e (E) geracdo de espécies reativas de oxigénio (ERO; consumo de oxigénio
extramitocondrial) foram medidas em respirdmetro Seahorse XF-24 em meio de reagdo contendo
glutamina 100 mM e glicose na concentracao de 0.39 mM a 37°C. Os dados representam média + erro
padrdo da média (n= 3 experimentos independentes). *P<0,05; ***P<(0,001 versus o grupo controle.
(Teste t de Student para amostras independentes).

8 DISCUSSAO

Doencgas metabodlicas, como o diabetes e a obesidade, podem provocar efeitos
prejudiciais na cognicao e memoria (AHMED et al., 2019; COPE et al., 2018; THIELEN et
al., 2019). No entanto, os mecanismos subjacentes a esses efeitos permanecem em grande
parte desconhecidos. Neste estudo, exploramos potenciais mecanismos que poderiam mediar
o desenvolvimento de declinio cognitivo e memoria no diabetes e obesidade. Estudos pré-
clinicos e clinicos apontam que a inflamacao associada a obesidade e a resisténcia a insulina
pode acometer a fungdo hipocampal, acarretando em déficits de aprendizagem,
comprometimento cognitivo e neurotoxicidade (GRILLO et al., 2015; GUNSTAD et al.,
2006; JEONG et al., 2005; PARK; CHO; KIM, 2018). Tem sido ainda demonstrado que tanto
fatores genéticos como epigenéticos estdo envolvidos na predisposicdo a obesidade, DM,
doenca de Alzheimer e doenca de Parkinson, como revisado recentemente pelo nosso grupo
de pesquisa no periodico cientifico Physiology & Behaviors (BARROS et al., 2019).

Virios grupos de pesquisa ja tém demonstrado que a hiperglicemia crdnica
desencadeia danos neuronais, estado definido como glicotoxicidade, devido ao aumento das
concentragdes intracelulares da glicose (LI et al., 2018), visto que o cérebro ¢, em geral, um
tecido independente de insulina e hd um influxo a favor do gradiente de concentracdo de

glicose (LAMANNA; HARIK, 1985), alterando a homeostase cerebral. Assim, a glicemia
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aporta o principal substrato energético do SNC (MCKENNA; HOPKINS; CAREY, 2001),
mas em excesso, se torna toxica.

O estado energético celular ¢ monitorado pela AMPK, uma proteina cinase que atua
como um sensor metabodlico, detectando o estado de energia da célula (XIAO et al., 2007) e ¢
ativada por fosforilacdo em resposta ao déficit de energia (KLEMAN et al., 2008), sendo
altamente expressa no cérebro (TURNLEY et al., 1999). Tanokashira et al. (2018)
demonstraram que o aumento nos niveis de fosforilacio da AMPK por meio da administragao
cronica de metformina facilita a proliferagao celular, a diferenciagdo neuronal e reduz a
neuroinflamagdo relacionada ao diabetes no hipocampo, aumentando a neurogénese e
melhorando as fungdes cognitivas. O grupo amino presente na estrutura quimica da
metformina pode reagir com compostos dicarbonilicos, como MG formando um aduto de
metformina-MG (triazepinona) e reduzindo a formagdo de AGES, que sdo altamente reativos
e medeiam a toxicidade da glicose (RUGGIERO-LOPEZ et al., 1999). Ja foi demonstrado que
a subunidade y da AMPK possui 3 residuos de arginina (ADAMS, 2004), que podem ser um
alvo para o MG. Assim, a metformina age sequestrando o MG altamente reativo, reduzindo
seus adutos potencialmente prejudiciais e atenuando as complicag¢des diabéticas (KINSKY et
al., 2016).

No entanto, a hiperglicemia cronica induzida no presente estudo através da
administragdo intraperitoneal de STZ em ratos Wistar adultos resultou em uma reducdo na
ativagdo de AMPK no hipocampo desses animais, evidenciada pela relagdo AMPKp/AMPK,
indicando uma desregulagdao da homeostase energética, o que poderia acarretar um cenario
propicio para o desenvolvimento da neurodegeneragdo. A ativacdo da AMPK pode ocorrer
em resposta ao déficit energético, sendo regulada intimamente pelos nucleotideos de adenina.
A interagdo do AMP com o subunidade regulatoria y da AMPK pode inibir a desfosforilagao
da treonina 172 da AMPK por inibi¢ao de fosfatases (DAVIES et al., 1995). Em mamiferos o
aumento dos niveis da calcio ativam a proteina calmodulina que pode fosforilar o residuo de
treonina 172 na subunidade catalitica da AMPK, gerando sua ativagdo (HAWLEY et al.,
2005). Ainda, a acao catalitica da LKB1 fosforila diretamente a AMPK no residuo de treonina
172 na subunidade alfa catalitica (SHI et al., 2016; HAWLEY et al., 1995). No entanto, o
conteudo proteico hipocampal de LKB1 nao foi alterado em ratos induzidos a hiperglicemia

cronica desse presente estudo, indicando que o mecanismo de fosforilagio por LKB1 da
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AMPK nado estava deficiente, visto que a LKB1 ¢ constitutivamente ativa e medeia a maioria
da ativacdo da AMPK em quase todos os tipos de tecidos (SHI et al., 2016). A ativagao de
AMPK ativa vias catabdlicas (produtoras de ATP) e inibe vias anabodlicas (consumidoras de
ATP) apos a detecgdo do aumento da relagio AMP/ADP intracelular, o que indica um estresse
energético (RAMAMURTHY et al.,, 2014), tornando a AMPK um fator essencial na
regulagdo da plasticidade metabolica neuroenergética induzida em resposta a ativagdo
sindptica, sendo que sua desregulacao pode levar a prejuizos cognitivos (MARINANGELI et
al., 2018). Huang et al (2015) demonstraram que a auséncia de AMPK leva a desregulacdo de
genes cuja expressdo ¢ promovida pela translocagdo do fator de transcrigdo CREB, resultando
em redu¢do nos niveis de BDNF em neur6nios hipocampais primarios obtidos de
camundongos e isso foi associado com comprometimento cognitivo. Ainda, Odaira et al.
(2019) demonstraram que a ativagdo da AMPK produz efeitos antidepressivos em
camundongos, que sdo mediados pela elevada neurogénese hipocampal.

O cenario propicio para o desenvolvimento das doengas neurodegenerativas também
pode ser agravado por alteracdes epigenéticas, que podem ser favorecidas pelo estado de
hiperglicemia cronica e obesidade. Individuos afetados por doengas metabolicas cronicas
podem apresentar padroes alterados de metilagdo do DNA e comprometimento da expressao
de genes neuroprotetores, o que favorecera neurotoxicidade e comprometimento cognitivo ou
deméncia (SCHLENSOG et al., 2016; SMITH et al., 2016). Neste cenario, o nosso grupo de
pesquisa demonstrou previamente que linfécitos de criancas obesas apresentaram maior
metilacdo global de DNA acompanhado por uma menor expressao de REST. Além disso,
demonstramos que a regido promotora do gene REST no hipocampo estava hipermetilada em
ratos Winstar hiperglicémicos e isso foi acompanhado por um menor contetido de REST e
BDNF (REMOR et al., 2018). O REST reprime a expressao de genes ligados a morte celular e
aumenta a expressao de outros, como o CREB, que induzem a preservacdo da fungdo
cognitiva em neuronios adultos, assim como a inibi¢do da producdo de ERO, preservacao da
integridade, fisiologia e distribuicdo mitocondrial (SONG et al., 2016, 2017). Além disso,
estudos clinicos demonstram que individuos obesos adultos também apresentam a regido do
gene BDNF metilada em células mononucleares do sangue periférico (HUANG et al., 2015).

O declinio cognitivo também parece estar associado ao comprometimento da
homeostase energética por meio da deficiéncia da enzima CK (STOCKLER-IPSIROGLU;
MERCIMEK-MAHMUTOGLU; SALOMONS, 2012), que catalisa a transferéncia reversivel
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de um grupo fosfato do ATP para creatina, formando fosfocreatina (PCr) e adenosina
difosfato (ADP), conferindo a ela um papel essencial no armazenamento, tamponamento e
transporte de fosfatos de alta energia das mitocondrias para os locais de baixa demanda
energética (ZERVOU et al., 2017).

Gomez-Pinilla, Vaynman e Ying (2008) sugeriram que os mecanismos de
homeostase energética gerenciados por CK-Mt e AMPK, objetivando o aumento da sintese de
ATP, agem em conjunto com o BDNF para modular a aprendizagem e memoria hipocampal.
Além disso, estudos demonstraram que a deficiéncia da isoforma cerebral da CK, a CK-BB,
pode afetar o hipocampo, resultando em comprometimento cognitivo (JOST et al., 2002), que
pode ser agravado pela hiperglicemia cronica, como demonstrado por Ren et al. (2019) que
evidenciaram a perda de neurdnios hipocampais e declinio cognitivo em camundongos
tratados com STZ.

Por outro lado, em condi¢des de estresse energético com consequente reducdo nos
niveis de ATP, a AMPK e a CK agem em conjunto visando reestabelecer a homeostase
energética (RAMIREZ RIOS et al., 2014). Sabe-se que a diminui¢do de ATP neuronal ¢ uma
caracteristica de doengas neurodegenerativas e a regeneracao do ATP pode ocorrer em fungao
da atividade da CK, enzima que desempenha um papel fisioldgico fundamental nos tecidos de
alta demanda metabdlica, armazenando e transportando energia entre os locais de produgdo e
consumo de ATP por ATPases (MEYER et al., 2006).

O sistema fosfocreatina/creatina cinase gerencia as demandas energéticas do SNC.
Durante periodos de déficits de energia, a CK converte fosfocreatina em creatina e ATP para
fornecer um efeito protetor aos tecidos circundantes. Além disso, um aumento nos niveis de
creatina pode auxiliar na manutengdo do status energético hipocampal (DEWAN et al., 2019).
No entanto, o contetido proteico das isoformas da CK, CK-BB e CK-MM, nio foi alterado no
hipocampo de ratos hiperglicémicos nesse presente estudo, assim como a atividade da CK,
resultado semelhante a Ceretta et al. (2010), que também observaram que a hiperglicemia nao
alterou a atividade da CK no hipocampo de ratos. Esses resultados indicam que o
metabolismo energético hipocampal pode ser comprometido tanto pela menor ativagdo da
AMPK quanto pela ndo altera¢do nos niveis de CK, mesmo em condic¢do de déficit energético
causado pela hiperglicemia, sugerindo que ndao houve um processo de adaptagdo metabdlica

para compensar esse déficit, visto que o aumento da CK também pode estar relacionado a
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disfun¢do mitocondrial, situacdo em que a produ¢do de ATP diminuiu e a CK no citoplasma
age como um mecanismo compensatorio, tentando aumentar os niveis de ATP (XU et al.,
2019), o que a torna essencial no metabolismo energético do SNC, mas pode ser um dos alvos
para ERO (AMIN; KAMEL; ABD ELTAWAB, 2011).

A hiperglicemia pode aumentar drasticamente a produ¢do de ERO por inibir a fun¢ao
mitocondrial em resposta ao aumento da via de poliol, das hexosaminas, da formagao de
AGEs e da ativagdo do PKC (para uma revisao ver [ BROWNLEE, 2005]), além de acelerar a
inflamacdo hipocampal, podendo favorecer o comprometimento cognitivo (LI et al., 2019;).
O excesso de ERO contribui para a degeneragdo neuronal e axonal por meio da disfungdo
mitocondrial, sendo que sua produgdo ¢ predominante nos complexos I e III da cadeia
transportadora de elétrons e deficiéncias nesses complexos estdo associadas a alteragdes na
sintese de ATP (TALLA et al., 2015).

Estudos prévios do nosso grupo demonstraram em cérebro de ratos com
hiperglicemia cronica induzida por STZ uma redugdo da atividade dos complexos da cadeia
respiratoria e o desenvolvimento de declinio cognitivo avaliado por meio do teste de esquiva
inibitéria (REMOR et al., 2018). Além disso, nesse presente estudo demonstramos a
consequéncia de um meio com altas concentracdes de glicose sobre células nervosas,
neurdnios hipocampais da linhagem H19-7 apresentaram sintese de ATP comprometida e
sintese de ERO estimulada pelo tratamento, indicando disfun¢do mitocondrial e um cenario
propicio para o desenvolvimento de neurodegeneragao.

Outros trabalhos prévios do nosso grupo apresentados aqui demonstraram um
aumento da massa mitocondrial em astrocitos da linhagem C6 apos tratamento com glicose e
também um aumento no acumulo de MG e de proteinas oxidadas por MG (AGEs)
(LUCREDI, 2019), um dicarbonil altamente reativo que forma adutos com residuos de
cisteina, lisina e arginina de proteinas, podendo levar degradagdo fisioldgica, inativacdo de
enzimas e desnaturagdo protéica (LO et al., 1994; PAPOULIS; AL-ABED; BUCALA, 1995;
WESTWOOD; MCLELLAN; THORNALLEY, 1994). Resultados de acordo com McLeillan
et al. (1994), que demonstraram através de um estudo clinico que as concentragdes
plasmaticas de MG sdo 3-6 vezes maior em pacientes diabéticos. Além disso, Edwards et al.
(2010) demonstraram que durante hiperglicemia de curto prazo ocorre biogénese incompleta e
superatividade da fissdo mitocondrial em neur6nios, mas a longo prazo o acumulo de ERO

favorece a fissdo mitocondrial e resulta em mitocondrias disfuncionais e capacidade
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respiratoria reduzida, apesar de, em numero, as mitocondrias estarem aumentadas
(EDWARDS et al., 2010), o que pode favorecer a neurodegeneragdo, comprometendo a
memoria.

A disfun¢do mitocondrial ¢ um fator crucial para danos neuronais que contribuem
para o declinio cognitivo (OSORIO-PAZ et al., 2018). Estudos demonstraram que o diabetes
prejudica a estrutura e a fungdo sindptica no hipocampo (BAPTISTA et al., 2013; GASPAR et
al., 2010; GRILLO et al.,, 2005). Além disso, o desenvolvimento de neurodegeneragdo
também esta associado a dinamica mitocondrial, um processo essencial para a morte ou
sobrevivéncia das células (CHUANG et al., 2019; LEINNINGER et al., 2006).

Outro fator associado a neurodegeneragdo ¢ a autofagia, disfungdes nesse processo
tém sido implicadas na patogénese de doengas neurodegenerativas, como o Parkinson
(DEHAY et al., 2010). A autofagia ¢ uma via de degradacdo critica para a renovacdo de
organelas disfuncionais ou proteinas danificadas ao lisossomo para manter a homeostase
metabodlica celular (para uma revisdo ver [DUNN, 1994]). A formacao do autofagossomo em
resposta ao estresse celular ocorre devido a proteinas como o LC3B, que desempenha um
papel fundamental na formacdo dos vactolos autofagicos (KABEYA, 2000).

Nesse presente estudo foi demonstrado que células astrociticas C6 expostas ao
derivado da glicose, o metilglioxal, ndo alteraram o conteudo de LC3B, indicando que a
mitofagia basal ndo foi estimulada e, mesmo estando disfuncionais, as mitocondrias estavam
sendo mantidas no tecido, sugerindo um aumento da vulnerabilidade para o desenvolvimento
de neurodegeneracdo, visto que a mitofagia gera efeitos neuroprotetores contra lesdes
neuronais hipocampais induzidas por diabetes e também comprometimento cognitivo, sendo
estimulada pelo aumento da ativacdo de AMPK (KONG et al., 2018).

Ainda, o exercicio fisico tem sido proposto como interven¢do ndo farmacologica
para prevenir o desenvolvimento de muitas doengas com progressdao cronica, incluindo o
declinio cognitivo (GRONWALD et al., 2019). No entanto, uma recente meta-analise de
Sanders et al. (2019), demonstrou a caréncia de estudos em diferentes intensidades e das
relacdes dose-resposta de exercicio fisico que levariam a resultados benéficos na cogni¢ao
(SANDERS et al., 2019). Porém, a literatura demonstra uma intima rela¢do do exercicio fisico

no aumento da atividade do BDNF através de alteragdes epigenéticas (COTMAN;
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BERCHTOLD; CHRISTIE, 2007, ERICKSON, 2014; RIDLER, 2018; SLEIMAN et al.,
2016).

Estudos em roedores conduzidos por Creer et al. ( 2010) e Van Praag et al. (2005)
sugerem que alteragdes epigenéticas sdo associados com proliferagdo celular na regido do
hipocampo. Estudos prévios do nosso grupo de pesquisa demonstraram que o modelo de
exercicio fisico voluntario pode aumentar a expressao de BDNF concomitante ao aumento da
expressao de REST no hipocampo de ratos (DALLAGNOL et al., 2017). Ainda, Ashton et al.
(2017) sugeriram uma possivel associacdo entre os niveis plasmaticos de REST com
neurodegeneragdo e risco de DA em humanos.

Embora o impacto negativo das doencas metabolicas na cogni¢do tenha sido
investigado extensivamente em humanos e animais experimentais, sua preven¢do ou
tratamento esta longe de ser bem-sucedida. Sabe-se que a obesidade regula negativamente a
expressio do BDNF hipocampal (BUCHMAN et al., 2016; SHARMA; TALIYAN;
RAMAGIRI, 2015), e o baixo contetido sanguineo e cerebral de BDNF foi observado em
individuos obesos e modelos animais com comprometimento cognitivo (BUCHMAN et al.,
2016). O exercicio fisico pode potencialmente reverter ou impedir alteragcdes epigenéticas, no
entanto, a compreensao do remodelamento da cromatina induzida por essa interven¢ao livre
de drogas no comprometimento cognitivo orientado pela obesidade ndo foi extensamente
elucidada ou confirmada.

Uma melhor compreensdo dos mecanismos moleculares envolvidos no aumento da
cognicdo  induzida  pelo  exercicio, em  particular aqueles  relacionados
a alteracdes epigenéticas reversiveis, permitira a prescricdo de protocolos de exercicios
apropriados, o que acabara por resultar em melhores resultados cognitivos. Além disso, o

REST pode ser um potencial biomarcador de declinio cognitivo.
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9 CONCLUSAO

Em ratos tratados com STZ foi observado uma relacio de AMPK-p/AMPK
diminuida e isso sugere que a desregulacdo metabodlica presente na obesidade e/ou DM pode
comprometer a atividade do principal regulador energético, a AMPK, acometendo a
homeostase celular do hipocampo e provocando prejuizos na fisiologia mitocondrial que
resultaria em declinio cognitivo e predisposicdo a neurodegeneragdo, como previamente

demonstrado pelo nosso grupo de pesquisa.

10 PERSPECTIVAS

O MG reage de forma ndo enzimatica com residuos de arginina, lisina e cisteina de
proteinas intracelulares formando os produtos de glicagdo avancada (AGEs) (AHMED et al.,
1997). A subunidade regulatoria y da AMPK possui 3 residuos de arginina que sdo sensiveis a
acdo do MG (GUGLIUCCI, 2009). Dessa forma, o MG reage com residuos de arginina para
formagdo das bases de Schiff. Uma vez a subunidade y estando oxidada, pode perder a
capacidade de ativar a AMPK, prejudicando a homeostase energética. Para verificar essa
hipotese, serd analisado o conteiido de bases de Schiff na proteina AMPK purificada do

hipocampo de animais diabéticos, através do anti-corpo especifico.
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SECAO 2: MANUSCRITO PUBLICADO EM PERIODICO
Modificacdes epigenéticas induzidas pelo exercicio: interven¢do nao farmacoldgica para

melhorar os déficits cognitivos associados a obesidade

Artigo publicado na revista Physiology & Behavior em janeiro de 2019, volume 204, paginas
309-323: “Epigenetic modifications induced by exercise: Drug-free intervention to improve

cognitive deficits associated with obesity’’. Barros et al.

A obesidade e os disturbios metabolicos estdo aumentando em todo o mundo e estdo
associados a atrofia e disfungdo cerebral, que sdo fatores de risco para deméncia de inicio
tardio e doenca de Alzheimer. Estudos epidemiologicos demonstraram que mudangas no
estilo de vida, incluindo a pratica frequente de exercicios fisicos, sdo capazes de prevenir e
tratar nao apenas obesidade / distirbios metabolicos, mas também melhorar a funcao
cognitiva e a deméncia dos acometidos. Durante a ultima década, varias vias bioquimicas
foram investigadas para compreender os mecanismos subjacentes envolvidos nos efeitos
benéficos do exercicio fisico na cogni¢do, obesidade e muitas outras condigdes com
progressao cronica. Embora o desempenho, o tamanho muscular e a sensibilidade a insulina
possam diminuir apos algumas semanas de inatividade fisica (JEON et al., 2013), alguns
outros efeitos induzidos pelo exercicio duram um tempo consideravel, a ponto de afetar
geracdes futuras como mostrado recentemente em roedores experimentais (BENITO et al.,
2018). Esta mini-revisdo resume as pesquisas fundamentais em andamento sobre os

mecanismos epigenéticos induzidos pelo exercicio fisico e os efeitos benéficos no declinio
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cognitivo associado a obesidade, destacando potenciais contribuintes e mediadores

bioquimicos.

O principal objetivo deste trabalho foi revisar o estado-da-arte dos mecanismos
neuroprotetores induzidos pelo exercicio fisico sobre o declinio cognitivo associado a
obesidade e distirbios metabdlicos como no diabetes mellitus.

O trabalho foi apresentado na forma de uma revisdo narrativa. Para tal foram
pesquisados, no periodo de agosto de 2018 até janeiro de 2019, artigos em lingua inglesa entre
1976 a 2019 disponiveis na base de dados eletronica US National Library of
Medicine (PubMED), Cochrane Central Register de Ensaios Controlados (CENTRAL),
ScienceDirect e Google Académico. Foram adotados os seguintes indexadores com diferentes
combinagdes: Epigenetics and Exercise and Cognitive impairment and Obesity. Buscas
manuais adicionais foram realizadas a partir das referéncias encontradas. Foram definidos
como critérios de exclusdo artigos duplicados, que nao fossem originais ou que nao
apresentassem contetudo relevante para esta revisdo, bem como artigos que ndo abordassem
epigenética, exercicio fisico, cogni¢do e/ou obesidade.

No total, foram consultados 500 artigos, dos quais 291 foram excluidos por nao
serem originais, por duplicidade no banco de dados ou por ndo abordarem epigenética,
exercicio fisico, cogni¢cdo e/ou obesidade, resultando em 219 artigos elegiveis para essa

revisdo por serem originais e abordarem os temas de interesse (Figura 1).

Figura 1 - Fluxograma
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Obesity and metabolic disorders are increasing worldwide and are associated with brain atrophy and dysfunc-
tion, which are risk factors for late-onset dementia and Alzheimer's disease. Epidemiological studies demon-
strated that changes in lifestyle, including the frequent practice of physical exercise are able to prevent and treat
not only obesity/metabolic disorders, but also to improve cognitive function and dementia. Several biochemical
pathways and epigenetic mechanisms have been proposed to understand the beneficial effects of physical ex-
ercise on cognition. This manuscript revised central ongoing research on epigenetic mechanisms induced by

exercise and the beneficial effects on obesity-associated cognitive decline, highlighting potential mechanistic

mediators.

1. Introduction

Obesity is a complex condition that has reached epidemic propor-
tions worldwide and has become a major contributor to the global
burden of chronic diseases and disabilities. Obesity coexists with under-
nutrition in developing countries, with serious social and psychological
dimensions, affecting virtually all ages and socioeconomic groups.
According to the World Health Organization (WHO), 1.9 billion adults
were overweight and at least 650 million were clinically obese in 2016
[1].

Obesity is a risk factor for several metabolic diseases, such as insulin
resistance and type 2 diabetes, whose prevalence is also increasing
globally. A growing body of evidence has demonstrated that obesity,
insulin resistance, and diabetes are associated with impairment of
hippocampal-dependent cognition and memory, presenting a higher
risk for the development of dementia [2,3]. In addition, obesity and
higher body mass index (BMI) over the course of a lifetime are asso-
ciated with lower cognitive performance, cognitive decline, reduced
white matter, decreased blood brain barrier integrity, brain atrophy and
increased risk for late onset Alzheimer’s disease (AD) [4].

Changes in lifestyle, including reduced caloric intake and increased

physical activity, are recommended for prevention and treatment of
obesity and associated metabolic disorders [5]. According to the Phy-
sical Activity Guidelines for Americans [6], adults with chronic health
conditions such as cancer, osteoarthritis, hypertension, multiple
sclerosis, type 2 diabetes, dementia and other cognitive disorders
should practice 150 to 300 minutes a week of moderate-intensity
aerobic activity, or 75 to 150 minutes a week of vigorous-intensity
aerobic activity. With additional health benefits, these individuals
should associate aerobic activity with moderate/higher intensity
muscle-strengthening activities, that involve all major muscle groups.
Lifestyle interventions can benefit not only loss of body mass and im-
prove metabolic health or cardiovascular risk [7], but they can also
improve cognitive function in children, adolescents and adults [8-10].

During the last decade, several biochemical pathways have been
investigated to understand the underlying mechanisms involved in the
beneficial effects of physical exercise on cognition, obesity and many
other conditions with chronic progression. While performance, muscle
size and insulin sensitivity may decline after a few weeks of physical
inactivity [11], some other exercise-induced effects last for consider-
able time, to the point of affecting future generations as recently shown
in experimental rodents [12]. This mini-review summarizes
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fundamental ongoing research on epigenetic mechanisms induced by
physical exercise and the beneficial effects on obesity-associated cog-
nitive decline, highlighting potential contributors and mechanistic
mediators.

2. Epigenetics

The term epigenetics was originally conceived by Conrad
Waddington to describe the existence of processes that alter gene ac-
tivity without changing the DNA sequence, leading to modifications
that can be transmitted to daughter cells [13]. These processes are
natural and essential to the function of many organisms, but if they
occur improperly, they can induce major adverse health and beha-
vioural effects. Epigenetic modifications can influence gene activity at
the transcriptional and post-transcriptional levels and/or at the trans-
lation and post-translational modifications. The most characterized
epigenetic modifications are DNA methylation that includes methyla-
tion and hydroxymethylation and post-translational modifications of
histones namely, acetylation, methylation, phosphorylation, poly-ADP
ribosylation, ubiquitination, deamination, sumoylation and isomeriza-
tion of proline. All these processes regulate gene activity and involve
chemical modifications in the DNA [14].

2.1. DNA methylation
DNA methylation is the main form of epigenetic alteration, con-

sisting of the covalent addition of a methyl group, transferred from S-
adenosylmethionine to the carbon 5 of a cytosine that usually precedes

Physiology & Behavior 204 (2019) 309-323

a guanine (CpG dinucleotide), forming 5-methyl cytosine (5mC; Fig. 1).
This reaction is catalysed by DNA methyltransferases enzymes (DNMTs)
[15] resulting in methylation of the DNA predominantly in promoter
regions of functional genes called CpG islands, usually leading to the
inhibition of gene expression [16]. In mammals, five members of the
DNMT family have already been identified. DNMTs 1 and 2 are re-
sponsible for maintaining the epigenetic pattern and have high affinity
for hemimethylated DNA strands and for the maintenance of DNA
methylation patterns during replication. DNMTs 3A, 3B and 3L, are
classified as de novo DNMTs and are responsible for the occurrence of de
novo methylation of sequential waves in regions of the genome with no
previous indication of methylation [17].

DNA can be demethylated by opposite mechanisms; by inhibition of
DNMT or by active 5mC removal. Ten-eleven translocation (TET) pro-
teins (2-oxoglutarate, ascorbate and Fe (II) dependent dioxigenases)
convert 5mC into 5-hydroxymethylcytosine (5hmC) [18,19], then
5hmC is transformed into 5-formylcytosine and finally into 5-carbox-
yleytosine (5caC) [20,21]. The subsequent decarboxylation of 5caC
leads to DNA demethylation [22] (Fig. 2). These changes lead to the
activation of gene expression by the destabilization of the DNA struc-
ture, which allows the access of the transcriptional machinery to their
respective transcription initiation sites.

2.2. Histone modifications

The nucleosome consists of two histone H3-H4 dimers surrounded
by two dimers of H2A-H2B. Their N-terminal tails protrude from the
nucleosomes to the nuclear lumen where they can undergo post-

.

Folate diet

THF

SAH
\bHumucviteine 5-MTF

Gene
Transcription

f

Fig. 1. Role of tetrahydrobiopterin (BH4) on chromatin remodeling. The main epigenetic profiles are represented by a) methylation of the DNA, controlled by DNA
methyltransferases (DONMT) enzymes and ten-eleven translocation (TET) proteins, and b) post-translational modifications of histones, represented mainly by acet-
ylation and regulated by histone acetyltransferases (HAT) and histone deacetylases (HDAC). The DNA methylation results from the close communication between
methionine, folate and biopterin cycles. The methylation pathway is formed by the interaction of three essential metabolic routes: the methionine, folate and
biopterin cycles. The methionine cycle involves the methylation of homocysteine into methionine, which is further transformed into S-adenosylmethionine (SAM),
the most important methyl donor. SAM can donate the methyl group in more than a hundred biological reactions, including DNA methylation, to yield S-adeno-
sylhomocysteine (SAH) and the methylated acceptor (methyl-DNA). 5-Methyltetrahydrofolate (5-MTHF) functions as a methyl donor for homocysteine methylation.
The resulting tetrahydrofolate (THF) is transformed back to 5-MTHF by methylenetetrahydrofolate reductase (MTHFR). Dietary folic acid is transformed into THF
(active folate) by dihydrofolate reductase (DHFR), the same enzyme that catalyzes the reduction of dihydrobiopterin (BH2) into tetrahydrobiopterin (BH4). BH4 is a
mandatory enzyme cofactor for the synthesis of nitric oxide (NO) and the neurotransmitters dopamine (DA) and serotonin (5-HT), and for the transformation of
phenylalanine (PHE) into tyrosine (TYR). The transformation of BH2 intro BH4 by DHFR occurs in the BH4 salvage pathway. Abbreviations: PAH, phenylalanine-4-
hydroxylase; TH, tyrosine hydroxylase; TPH, tryptophan hydroxylase.
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Fig. 2. DNA demethylation involves passive and ac-
tive processes. Active DNA demethylation is
achieved through ten-eleven translocation (TET1, 2,
3) proteins, by the oxidation of 5-methylcytosine to
5-hydroxymethylcytosine (5hmC) in a reaction de-
pendent on ascorbic acid, iron, oxygen and 2-ox-
oglutarate. TET enzymes can further oxidize 5-hmC
to 5-formylcytosine and 5-carboxylcytosine, which
can eventually be removed from the genome.
Reproduction with authorization of Aline Pertile
Remor.
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translationally modified modifications, such as phosphorylation, ubi-
quitination, sumoylation, acetylation and methylation [23,24]. These
modifications alter chromatin structure to influence gene expression
and can interfere with chromatin condensation and nucleosome posi-
tioning. In general, tightly folded chromatin tends to be shut down, or
not expressed, while more open chromatin is functional, or expressed.
Therefore, chromatin structure and gene accessibility to transcriptional
machinery are regulated by modifications to both DNA and histone tails
[24].

The histone acetylation at the e-amino group of lysine residues in
H3 and H4 tails is most consistently associated with the promotion of
transcription. Histones can be acetylated and deacetylated by the action
of histone acetyltransferases (HAT) and histone deacetylases (HDACs),
respectively. Acetylation is targeted to regions of chromatin by the
recognition and binding of DNA sequence-specific transcription factors
that recruit one of a growing family of HAT cofactors, such as the CREB
binding protein, which promotes an essential pathway for cognition
and memory [25,26]. Deacetylation of histones performed by HDACs
correlates with CpG methylation and the inactive state of chromatin.
The HDAC proteins are themselves subject to regulation by acetylation,
phosphorylation, and sumoylation, which can affect their function,
subcellular distribution, and protein-protein associations [27] (Fig. 1).

Histone lysine methylation patterns and their effects on transcrip-
tion are more complex than acetylation, since some methylation sites
are associated with transcriptionally permissive chromatin (eu-
chromatin) and some are repressive, fostering heterochromatin forma-
tion. In addition, e-amino groups of lysine residues can be mono-, di-, or
tri-methylated. Histone methylation is catalysed by histone methyl-
transferase (HMT) and demethylated by histone demethylase (DMH)
[28]. The addition of the acetyl group to lysine (K) residues catalysed
by HAT enzymes in the histone N-terminal tail, weakens the electro-
static interactions between histones, promoting an opening of the
chromatin and consequently the activation of gene expression [29].
However, the addition of the methyl group by HMTs in the histone N-
terminal tail can promote both activation and gene repression, de-
pending on the type of amino acid modified and also on the amount of
modifications (trimethylated, dimethylated or monomethylated)
[30,31]. Overall, the methylation of lysine 9 and lysine 27 of the his-
tone H3 are associated with gene silencing, whereas methylation of
lysine 4 and lysine 36 of the same histone are transcriptionally per-
missive modifications [32].
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2.3. Nonprotein-coding RNAs (ncRNAs)

Diverse classes of RNA, ranging from small to long ncRNAs, have
emerged as regulators of gene expression, genome stability and defence
against foreign genetic elements. ncRNAs are RNA molecules tran-
scribed from genomic DNA that are not translated into proteins [33].
Some ncRNAs are represented by tRNA (transfer RNA), rRNA (ribo-
somal RNA), miRNA (micro RNA), snoRNA (small nucleolar RNAs), and
pi-RNA (piwi-interacting RNA), etc. [34]. Small ncRNAs typically
modify chromatin structure and silence transcription by guiding Ar-
gonaute-containing complexes to complementary nascent RNA scaf-
folds and then mediating the recruitment of HMT and DNMTs [35].
Long ncRNAs exhibit their biological functions by acting as cis- or trans-
regulators in biological processes [36]. The long ncRNAs that control
chromatin structure interact with nucleosome remodeling factors as
well as chromatin modifying enzymes [37]. In general, long ncRNAs are
found to play an important role in gene expression regulation of various
diseases including cancer.

DNA methylation, histone modification and ncRNA regulation are
the main epigenetic mechanisms that modulate the gene expression in
physiology and several pathological processes [38,39].

2.4. Role of tetrahydrobiopterin (BH4) on DNA methylation

BH4 is an essential cofactor for aromatic amino acid hydroxylase,
nitric oxide synthases, and alkylglycerol monooxygenase, making it
indispensable for synthesis of serotonin, epinephrine, norepinephrine,
dopamine, nitric oxide, and metabolism of glycerol ethers [40]. Phy-
siological intracellular levels of BH4 are regulated by the combined
action of three metabolic pathways, namely de novo synthesis, re-
cycling, and salvage pathways. The de novo via generates BH4 from GTP
through a three-step enzymatic metabolic route starting with the rate-
limiting enzyme guanosine triphosphate cyclohydrolase I, followed by
6-pyruvoyl tetrahydropterin synthase and sepiapterin reductase [41].
The BH4 recycling pathway is a mechanism that economizes in-
tracellular energy (without consuming GTP) and sustains the appro-
priate levels of BH4 in tissues with a high requirement of this pteridine.
After BH4 participates as a mandatory enzyme cofactor, quinonoid di-
hydrobiopterin redutase (QDHPR) is formed by quinoid dihydropter-
idine reductase and reduced back to BH4 in a NADH-dependent reac-
tion [41]. Alternatively, intracellular BH4 levels can be generated via
the salvage pathway using sepiapterin and 7,8-dihydrobiopterin (BH2)
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as metabolic intermediates. Although the salvage pathway is not fully
understood, sepiapterin reductase and dihydrofolate reductase (DHFR)
appears to be key generating BH4 enzymes [40,42].

DHEFR is a ubiquitous enzyme that normally peaks at the G1/S cell
cycle boundary, playing a key role in DNA methylation. DHFR catalyzes
the NADPH-dependent reduction of dihydrofolate to tetrahydrofolate
(THF) needed for several one-carbon transfer reactions, like in DNA
methylation (Fig. 1) and in purine and pyrimidine synthesis [43]. DHFR
is also required for the intracellular conversion of synthetic folic acid,
consumed in supplements and fortified foods, into the THF forms that
can participate in folate/homocysteine metabolism. Therefore, DHFR
appears to be critical for the maintenance of BH4 and THF pools.

Reduction of DHFR enzymatic activity diminishes the THF pool
inside the cell, affecting therefore, folate-dependent enzymes [44].
Folate deficits have been extensively associated with increased risk of
cardiovascular diseases, multiple cancers, and neural tube defects, due
to one-carbon metabolism impairment, which is required for DNA
methylation [45-48]. However, the impact or relationship of BH4
metabolism on the THF pathway has not yet been studied. Excessive
levels of BH4 have been associated with increased sensitivity to pain
[49], immune cell proliferation [50], tumor angiogenesis [51] among
other pathological processes, in humans and experimental systems.
However, BH4 non-hereditable or genetic deficiencies have also been
related to conditions where folate metabolism was reported to be
compromised, including brain maturation defects [52] and cardiovas-
cular diseases - however, in this case the systemic and local vascular
regulation of BH4 levels has been reported to be different - (for a review
see [53]), pointing to an intricate relationship between these two
pathways, and possibly to BH4 regulating DNA methylation. In this
scenario, it has been reported that DHFR can replace qDHPR activity in
qDHPR-null mouse, under increased BH2 levels, generating therefore
BH4 [54]. Furthermore, our group recently demonstrated that BH4
production is essential for proper mitochondrial activity [50], and
compromised mitochondrial one-carbon metabolism has been shown to
develop neural tube defects with 100% penetrance [55,56], strength-
ening the view that BH4 and folate metabolisms interact to control DNA
methylation. Finally, DHFR inhibition is essential to the action of an-
tifolate medications used to treat cancer and some inflammatory dis-
eases, and it is well described that methotrexate reduces BH4 levels
[57].

Methylenetetrahydrofolate reductase (MTHFR) is another key en-
zyme in folate metabolism that participates in DNA methylation, and
the presence of MTHFR polymorphisms (C677T variants) is a risk factor
for neural tube defects [58]. MTHFR catalyses the irreversible reaction
that establishes the balance between 5,10-methyltetrahydrofolate
(5,10-MTHF) and 5-methyltetrahydrofolate (5-MTHF) at the cellular
level. 5,10-MTHF is used for DNA synthesis, while 5-MTHF is used for
DNA methylation. 5-MTHF donates one carbon (methyl group) for the
methylation of homocysteine into methionine, which is further trans-
formed into S-adenosylmethionine (SAM). SAM can donate the methyl
group in more than a hundred biological reactions (i.e. DNA methyla-
tion), to yield S-adenosylhomocysteine and the methylated acceptor,
including DNA [59]. SAM also donates a methyl group to catechol-O-
methyltransferase (COMT), which is involved in the catabolism of do-
pamine, epinephrine, and norepinephrine, catecholamine neuro-
transmitters, which biosynthesis if fully dependent on appropriate BH4
cellular levels. In this context, it has been demonstrated that 5-MTHF
regenerates oxidized BH4 in the absence of adequate amounts of the
pterin [54,60,61].

The structure of 5-MTHF is very similar to BH4; the direct infusion
of 5-MTHF into the brachial artery of patients with hyperlipidemia
mimicked the effects of BH4 on endothelial function, suggesting a direct
interaction with endothelial nitric oxide synthase [62]. This fact further
supports the idea of an intimate interplay between these two pathways,
regulating the methylation of DNA (Fig. 1).
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3. Epigenetic factors controlling the expression of metabolic and
cytotoxic/neuroprotective genes in human obesity

Obesity is a complex condition that has reached epidemic propor-
tions worldwide and has become a major contributor to the global
burden of chronic diseases and disabilities. Obesity has a multifactorial
aetiology which results from a complex interaction of social factors,
culture, environment, epigenetics and individual genetic predisposi-
tion. Environmental factors such as socioeconomic status, lifestyle and
cultural aspects are determinant for the establishment of this disease.
High caloric intake associated with low energy expenditure due to se-
dentary lifestyle leads to an "obesogenic" environment that plays a
fundamental role in predisposition to the development of chronic dis-
eases [5].

Genetic factors are believed to be essential for the development of
obesity, diabetes, AD, Parkinson’s disease (PD), etc. [63-65]. However,
gene modifications alone cannot explain the development of these
chronic diseases or their related long-term complications. In this sce-
nario, epigenetic alterations might strongly increase predisposition to
the development of obesity-induced cognitive impairments. The main
epigenetic alterations in physiology and several pathological processes,
including DNA methylation, histone modification and ncRNAs have
been demonstrated in obese individuals.

3.1. DNA methylation in obesity

Individuals affected by common chronic metabolic diseases present
altered patterns of DNA methylation [63-65] and compromised ex-
pression of neuroprotective genes, which will favor neurotoxicity and
cognitive impairment or dementia [66]. However, when comparing
global DNA methylation profiles in obese subjects vs. lean controls,
several studies failed to demonstrate strong associations between obe-
sity and global methylation [67]. DNA methylation in large-scale stu-
dies is routinely assessed in DNA from peripheral blood mononuclear
cells (PBMC). Since blood samples consist of a mixture of different cell
types with different methylation profiles, the available data in the lit-
erature might lead to limited interpretations about global DNA me-
thylation patterns in obesity [68]. Moreover, blood cell methylation
profiles obtained from adults may not report the epigenetic state in
specific tissues (including the brain), or whether the changes are causes
or consequences of the obese state. Furthermore, there are numerous
factors, including sex, ethnic background, age, exposure to toxins and
diet that might also contribute to the lack of evident association
[69,70].

Clear and defined patterns of global DNA methylation are observed,
however, when at least one clinical variable is included in the statistical
analysis of the obese and lean populations. BMI as a measure of adip-
osity was shown to positively correlate with global DNA methylation in
adults affected by diabetes, metabolic syndrome and heart diseases, all
conditions linked to obesity [71]. Moreover, two studies performed in
obese children demonstrated that the correlation between obesity and
epigenetics (global DNA methylation) may be stratified in obese and
severely obese groups vs. lean controls [72,73]. Furthermore, genome-
wide quantification of site-specific DNA methylation has led to the
identification and validation of multiple adiposity-associated differen-
tially-methylated sites and regions [74]. The candidate genes im-
plicated in obesity are related to appetite control and/or metabolism,
insulin signaling, immunity, growth, brain activity, circadian clock
regulation and imprinted genes [67] (some examples are shown in
Table 1). For example, increased methylation of proopiomelanocortin
in whole blood [75], and of PGC-1a in muscle and PBMC [76,77] have
been shown in obese adults. Our group also demonstrated increased
methylation in the promoter region of the repressor element 1 (RE1)
silencing transcription factor (REST) in PBMC from obese children [72].
REST is a master transcription factor that, in differentiated neurons,
down-regulates genes linked to cell-death and enhances the expression
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Table 1
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Example of genes with increased DNA methylation and compromised expression in human obesity

Gene

Biological function

Biological sample

Proopiomelanocortin (POMC) [75]

Appetite; POMC neuron stimulation results in satiety

whole blood

PGC-1a [76] PGC-1a; master regulator of mitochondrial biogenesis muscle; PBMC
PDK4 [76] Regulation of metabolism muscle
Glucocorticoid receptor [80] Inhibition of inflammation PBMC

IGF2/H19 gene cluster [82]

H19; gene for a IncRNA with negative regulation of body weight and cell proliferation

whole blood

IGF2; cell proliferation, metabolism and neuroprotection

HIF3A [74] Metabolism adaptation to hypoxia; related to endurance exercise PBMC
UBASH3A and TRIM3 [67] UBASH3A; suppressive effect on T-cell signaling and activation — promotion of inflammation TRIM3; autoimmunity PBMC
REST [72] Neuroprotective transcription factor in the adult and aging brain PBMC

BDNF [82] Neuroprotection PBMC
Serotonin transporter [79] Serotonin uptake PBMC
CREB3L3 [67] Hepatic regulation of metabolism PBMC

PBMC: peripheral blood mononuclear cells

of other genes that induce resistance to the ageing process and the
preservation of cognitive function [78]. The increased DNA methyla-
tion was accompanied by reduced expression and content of REST in
the obese group [72]. In addition, other associations between BMI,
adiposity, and waist circumference with methylation in PDK4 in muscle
[76], the serotonin transporter gene [79], glucocorticoid receptor [80]
and IGF2/H19 imprinting region in blood cells [81], and hypoxia in-
ducible factor 3, alpha subunit (HIF3A) [74], ubiquitin associated and
SH3 domain containing A (UBASH3A) and tripartite motif containing 3
(TRIM3) [67], cAMP responsive element binding protein 3-like 3
(CREB3L3), and BDNF (brain-derived neurotrophic factor) in PBMC
[82] have also been reported. BDNF is a protein synthesized in neurons
that participate in cognitive processes, including neuroplasticity, neu-
rogenesis and neuroprotection of the hippocampus. It may also enhance
learning, memory and cognition [83,84]. Obesity negatively regulates
hippocampal BDNF expression [85,86], and low blood BDNF content
has been observed in obese individuals and its reduction has been ex-
tensively associated with cognitive impairment [87].

Collectively, these studies provide evidence that obesity is asso-
ciated with altered epigenetic regulation of a number of genes involved
in metabolism and cytoprotection. The association between DNA me-
thylation and gene expression is dependent on the region of CpG that is
methylated. The best understood relationship is the methylation of CpG
islands (300 to 3000 base pairs in length with a CpG -cytosine and
guanine separated by one phosphate- content greater than 0.6), a DNA
region where many mammalian promoter regions are located. Under a
simplistic view, hypermethylation, a characteristic of obesity, will in-
duce stable silencing of genes. The opposite has been described in
several cancers where repressed oncogenes are hypomethylated,
therefore promoting its expression.

3.2. Histone post-translational modifications in obesity

In addition to DNA methylation, histone post-translational mod-
ifications, in particular altered histone acetylation, have also been de-
monstrated in obesity and in many other human diseases.

HATSs require the central mitochondrial metabolite of metabolism,
acetyl-coA, as the acetyl-donor, connecting metabolism to the tran-
scriptional regulation of many genes, including pro-inflammatory
genes. Histone acetylation, in general terms, allows interconversion
between repressive and permissive chromatin structures and domains,
and it is the major regulator of gene expression [88]. For example,
acetylation of histone H3 at the promoters of several cytokines and
chemokines after inflammation results in the increased recruitment of
NF-kB to these regions, thus promoting NF-kB-dependent inflammatory
gene expression in human obesity [89]. In this context, obesity, de-
scribed for the first time by Hippocrates (460 BC-370 BC) as a surplus
of four humors (fluids): blood, black bile, yellow bile, and phlegm that
induces early mortality (reviewed in [90]), was understood as a low-
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grade chronic inflammation disease after more than two thousand
years. However, inflammation at the chromatin level results from the
acetylation status of histones, as a balance between the activities of
HATs and HDAG; i.e. the increased H3 acetylation of the promoters that
drive inflammation can be reverted by increased histone acetylation of
the glucocorticoid receptor promoter or increased HDAC2 activity [89].

Mammalian HDACs are divided into 4 classes (I, Ila, IIb, III, and IV)
[27]. Class IIl HDACs, known as sirtuins due to the shared homology
with yeast Sir2 (Silent information regulator 2), are structurally distinct
from Classes I, II, and IV. Mammalian sirtuins (SIRT 1-7) deacetylate
lysine residues on targeted proteins, utilizing a mechanism that requires
NAD + as a co-substrate, releasing nicotinamide (NAM), O-acetyl ADP
ribose, and deacetylated protein [27,91]. The list of SIRTs targets in
mammals includes, among others, those involved in aging, cognition,
neuroplasticity, memory, calorie restriction, thermogenesis, malig-
nancy, stress responses, metabolic and transcriptional regulations, and
in genome maintenance [27,91]. Most of the SIRT enzymes are highly
sensitive to several environmental factors, including calorie restriction,
exercise and cold exposure, due to fluctuations in intracellular NAD*
levels in response to nutrient availability [92].

Numerous studies performed in obese individuals have shown re-
duced availability of SIRTs in different tissues (see Table 2), when
comparing with normal-weight controls [93-96]. Thus, considering the
inflammatory component of obesity and the main biological functions
of these type IIl HDACs (Table 2), increasing SIRT activity seems to be a
promising target for the treatment of obesity and obesity-associated
comorbidities. In this context, the non-pharmacological treatment of
obesity, the regular practice of physical exercise, is known to increase
the activity of sirtuins. For example, the first effort to demonstrate in-
creased activity of SIRTs in humans induced by exercise was performed
in PBMC from athletes of the Italian male rowing team [97].

Other HDACs have also been shown to be altered in human obesity.
For example, HDAC5, HDAC6 and HDACI1O0 (class II HDACs) are
markedly reduced in adipose tissue from obese subjects [103,104].
These class II HDACs have been proposed to be negative regulators of
obesity development [104]. However, the best understood relationship
between HDACs and obesity (cause or consequence?) is the compro-
mised content of SIRTs in tissues from obese individuals.

3.3. ncRNAEs in obesity

Only 1.2% of the human genome encodes protein, and a large
fraction of it is transcribed. About 98% of the transcriptional output in
humans consists of ncRNA from the introns of protein-coding genes and
the exons and introns of non-protein-coding genes. The function of
ncRNA has begun to be elucidated in recent years, and it has been
shown to be involved in various aspects of gene expression and in the
physiopathology of many diseases, including obesity [105].
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Table 2
Reduced levels of sirtuins in biological samples from obese subjects

Physiology & Behavior 204 (2019) 309-323

Sirtuin Tissue (cellular localization) Biological functions Biological sample
SIRT1 Ubiquitous (nucleus®, cytosol) Cell survival; metabolism; DNA damage repair; lipidand glucose homeostasis; adipose tissue
stress resistance; insulin secretion; mitochondrial biogenesis; antioxidant; [93,95,96,98]
antiapoptotic; global health PBMC [93,94]
liver [93]
SIRT2 Muscle”, brain, spinal cord, testes, heart (cytosol) Cell cycle control; thermogenesis; metabolism; neuroprotection; DNA repair PBMC [94]
SIRT3 Heart, brain, testes, liver, kidney, muscle, and adipose Metabolism; mitochondrial healthy; neuroprotection; antioxidant; longevity PBMC [93]
tissues (mitochondria®, nucleus, cytosol) liver [93]

SIRT4 Ubiquitous, pancreas® (mitochondria®, nucleus,
cytosol)

SIRT5 Ubiquitous, brain®, kidney” (mitochondrial matrix”,
cytosol)

SIRT6 Ubiquitous (nucleus)

SIRT7  Proliferative tissues” including spleen, ovary, thyroid,
liver and testis. Absent or low in muscle (nucleolus)

Metabolism; insulin release, mitochondrial ATP synthesis

Regulation of cellular homeostasis, mitochondrial function; metabolism; reactive

adipose tissue [98]

adipose tissue [99]
species detoxification

DNA repair; lifespan PBMC [93]
liver [93]

Cellular growth; metabolism; cell survival increased in adipose
tissue [98]

SIRT: Sirtuin; PBMC: Peripheral blood mononuclear cells.

2 Denotes predominant localization. Localization and biological functions of sirtuins are reviewed in [27,100-102].

3.3.1.1. Long ncRNAs in obesity. Long ncRNAs are reported to play an
important role in the control of adipogenesis and obesity [106], and
small ncRNAs, in particular miRNAs, have been shown to be involved in
human adipocyte differentiation, lipid metabolism, and obesity
[107,108].

Table 3 shows the main long ncRNAs associated with human obesity
and obesity-associated comorbidities. These long ncRNAs were shown
to participate in adipocyte differentiation and function in humans.
However, it should be considered that long ncRNAs on metabolism is
still an open field for research.

3.3.1.2. Small ncRNAs in obesity. More than two thousand miRNAs
have been described in humans. Once generated, miRNA represses the
expression of target genes contributing to the regulation of many
biological processes. Numerous miRNAs are present in human adipose
tissue; however, the expression of only a few is altered in individuals
with obesity and type 2 diabetes mellitus, or differentially expressed in
various adipose depots. miRNAs can also be secreted from cells into the
circulation and serve as markers of a pathological condition, ie.
disturbed adipose tissue function. The miRNA concentration in
biological fluids is relatively stable and can be used as a biomarker
for disease diagnosis [109]. For example, the plasma level of miR-375
could potentially be used to estimate the beta-cell mass in patients with
insulin resistance [110]. Moreover, multiple studies have suggested
that circulating miRNAs, including miR-122, are strongly associated
with the risk of obesity and insulin resistance in young adults [111].
Tables 4a and 4b show the main miRNAs increased in biological
samples obtained from obesity-related diseases.

With the proper development, miRNA- based biomarkers have the
potential to identify metabolic problems during disease latency (pre-
clinical), assess the severity of disease, identify patients with a predis-
position to metabolic disease (assess risk, for example, for obesity-
driven cognitive decline [2]), address disease etiology, confirm

Table 3
Long ncRNAs differentially expressed in adipose tissue of obese individuals

Long ncRNA Disease condition

CATG00000111229.1 (ASMER-1) Obese + IR
CATG00000072281.1 Obese

CATG00000000027.1 Obese + IR
ENSG00000235609.4 (ASMER-1) Obese + IR

ENSG00000229807.5 Obese

ENSG00000231528.2 Obese

IR: insulin resistant.

diagnosis/ reduce misdiagnosis on the basis of current clinical markers
and monitor response to interventions.

4. Epigenetic biomarkers of human cognitive impairment

A growing body of evidence has demonstrated that obesity, insulin
resistance, and diabetes are associated with impairment of hippo-
campal-dependent cognition and memory, presenting a higher risk for
the development of dementia [2,3]. In addition, obesity and higher BMI
over the course of a lifetime are associated with lower cognitive per-
formance, cognitive decline, reduced white matter, decreased blood
brain barrier integrity, brain atrophy and increased risk for late onset
AD [4].

Although there is a higher risk for obese individuals to develop
cognitive impairment or memory loss, and obesity is characterized by
several epigenetic modifications in tissues and biological fluids, there is
no set or unique epigenetic hallmark in obesity linking or predicting the
development of cognitive decline in humans. ApoE is the strongest
genetic risk factor for late onset Alzheimer’s disease. ApoE encodes
three common alleles (¢ 2, € 3, ¢ 4). ApoEe 4 is associated with an
increased cumulative AD risk, such that one ApoEe 4 allele increases AD
risk 3-fold, and two ApoEe 4 alleles increase AD risk 12-fold [121].

In an effort to associate epigenetic markers of obesity with cognitive
performance, Table 5 shows the main epigenetic modifications identi-
fied in blood or postmortem tissues from individuals affected by AD or
mild cognitive impairment.

5. Beneficial role of physical exercise on obesity-driven cognitive
impairment: Supporting data obtained mainly from animal studies

Data generated from studies performed in experimental systems,
including rodents, non-rodents, primates, iPSC (induced pluripotent
stem cells), primary cultured cells, etc., have contributed to increase the
knowledge on the processes involved in cognitive decline. It is clear,
that the main objective to perform pre-clinical studies in this field of
cognition and memory is to contribute to finding solutions to this
medical question. Decline of cognitive abilities is a major risk factor for
age-associated neurodegenerative disorders, in particular AD. Two
main conditions favor this outcome: i) ageing, which is a consequence
of the increased life expectancy, and ii) obesity and the related biggest
pandemic in human history, the type 2 diabetes. In this context, calorie
restriction and the regular practice of physical exercise increases
longevity and prevent cognitive decline. In addition, long-term regular
exercises may slow the loss of muscle mass and prevent age-associated
increases in body fat.

Although, pre-clinical data might lead to negative or inconsistent
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Table 4a
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Main miRNAs increased in biological samples obtained from obesity-related diseases

miRNA

Pathological condition Biological sample

miR-23a; miR-27a; miR-130; miR-195; miR-197; miR-320a; miR-509-

Metabolic syndrome serum

5p [112]
let-7g; miR-221 [113] Female-specific miRNA in bolic syndrome ather dip serum
miR-625 [114] Pre-gestational and gestational obesity plasma
miR-140-5p; miR-142-3p; miR-222 [115] Morbidly obese patients serum
miR-222 [116] Insulin resistance, obesity, metabolic syndrome, type 2 diabetes, and an adverse plasma

lipid profile
miR-122; miR-199a [117] Childhood obesity serum

miR-486; miR-146b; miR-15b [117]
miR-132; miR-181a; miR-17-5p, miR-155 [118]

Risk of type 2 diabetes in obese children
Correlation with macrophage infiltration

serum
Adipose tissue

Table 4b
Main miRNAs reduced in biological samples obtained from obesity-related dis-
eases

miRNA Pathological Biological
condition sample
miR-126 [119] Type 2 diabetes plasma
miR-17-5p; miR-132 [120] Obesity serum
miR-532-5p; miR-125b; miR-130b; Morbidly obese serum
miR-221; miR-15a; miR-423-5p; patients

miR-520¢-3p [115]

results when projecting to the human condition, a number of major
breakthroughs in basic science and medical research have been possible
because of observations and testing on animal models. Indeed, the
discoveries in which animal models played a critical role are numerous
and have led to many Nobel Prizes.

The regular practice of physical exercise has been used as a non-
pharmacological treatment for preventing the development of many
diseases with chronic progression, including cognitive decline [143].
During the last decade, several biochemical pathways have been in-
vestigated to understand the underlying mechanisms involved in the
beneficial effects of physical exercise on cognition. The Physical Ac-
tivity Guidelines for Americans states that regular practice of physical
activity is one of the most important things people can do to improve
their health [6]. The Guidelines stressed that the beneficial effects are
highly dependent on overload, progression, and specificity; i.e. the
physiologic effects of walking are largely specific to the lower body and
the cardiovascular system. This implies that this free-drug treatment
will require a specific dose and administration time to achieve its
maximal therapeutic effect. In agreement, rehabilitation and/or ex-
ercise prescription for humans relies on different exercise intensities
and the dose-response relationships, specificities that will lead to di-
verse effects over disease/health states [144]. Unfortunately, most of
the data generated in this field so far, lack of essential details about the
protocols applied to induce the neuroprotection. Thus, it is not clear
whether physical activity, physical exercise, or exercise training (defi-
nitions commented in [145]) is driving the cognition-enhancing re-
sponses, leading therefore, to confounding results. However, having
this in mind, the literature is extremely robust regarding the neuro-
protective of exercise induced, i.e. by increased activity of BDNF driven
by epigenetics alterations [146-152].

5.1. Epigenetics and cognition

5.1.1. Histone acetylation is involved in learning, cognition and memory
It has been shown that cognitive activity relies on the three main
types of epigenetic modifications observed in obesity, including DNA
methylation, histone modifications and ncRNAs. It has also been shown
that histone acetylation is most robustly associated with promoting
memory formation. However, the process works in concert with other
histone modifications and DNA methylation processes to regulate
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memory formation and synaptic plasticity [153,154]. Two well-char-
acterized epigenetic modifications involved in cognition and memory
are the co-existence of i) the acetylation of lysine residue 14 on H3 with
the phosphorylation of serine 10 and the trimethylation of H3K36
[155,156], and ii) H3 acetylation with DNA methylation [154]. When
these modifications are induced, cognition and memory are enhanced.

H3 acetylation is rapid and reversible, as it is controlled by the
activities of HAT and HDAC. HATs are often transcriptional coactiva-
tors that contain bromodomains, whereas histone deacetylase are cor-
epressors. A bromodomain is comprised of about 110 amino acids that
recognize acetylated lysines on the N-terminals of histone tails [157].

Class I HDACs, HDAC2 and HDAC3, negatively regulate learning
and memory, while HDAC1 plays a role in memory extinction. For
example, the overexpression of HDAC2 in neurons provoked dendritic
synaptic plasticity and memory formation impairment, while HDAC2
deletion enhanced memory [158]. Also, mutations in CBP, a well-
known transcriptional coactivator that has HAT activity, contributes to
the pathology of Rubinstein-Taybi syndrome, a neurodevelopment
disorder characterized by cognitive impairment [159]. The cognitive
enhancement provoked by the deletion of HDAC was accompanied by
increased hippocampal histone acetylation, specifically at the promoter
region of genes involved in synaptic plasticity and memory, such as
synaptophysin and BDNF. Acetylation of H3 and H4 around BDNF
promoters is characterized by fear conditioning memory [160]. It has
also been shown that CBP is recruited to the c-fos gene promoter in an
activity-dependent manner, which promotes memory formation and
consolidation [38].

5.1.2. Cognition and the methylation of the BDNF promoter IV

BDNF is a member of the nerve growth factor family of neuro-
trophins, and plays central roles in the development, physiology, and
pathology of the nervous system. BDNF induces neuroprotective ac-
tivities, including survival and differentiation of neurons, by binding
and activating the tropomycin receptor kinase B (TrkB), a member of
the larger family of Trk receptors, localized both on the pre-synaptic
and post-synaptic membranes. TrkB-binding orchestrates the stabiliza-
tion and strengthening of synaptic connections by the induction of
several signaling cascades that are involved in the regulation of sy-
naptic plasticity and cAMP-responsive, element-binding, protein
(CREB)-dependent gene expression [161]. One of the downstream tar-
gets of BDNF signaling is the activity-regulated, cytoskeleton-associated
protein (ARC), which is a member of the immediate-early gene family
and is important in synaptogenesis and synaptic plasticity as well as
anxiety and alcohol intake phenotypes [162]. Therefore, BDNF reg-
ulates synaptic transmission and plasticity and also plays a fundamental
role in learning and memory during development and in adults [163].
In the adult rodent brain, BDNF is widely distributed with the highest
mRNA and protein levels in the hippocampus, amygdala, cerebral
cortex, and hypothalamus [164]. In humans, BDNF has a similar brain
distribution, and it is also present in peripheral tissues and blood [165].
Blood BDNF levels reflect brain concentrations [165].
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Table 5

Physiology & Behavior 204 (2019) 309-323

Epigenetic modifications identified in blood or postmortem tissues from individuals affected by reduced cognitive performance.

DNA methylation

Cognitive impairment

Biological sample

Hypomethylation of pro-inflammatory genes: NF-kB; COX-2
Hypermethylation of neuronal genes: BDNF and synaptophysin with reduced content of BDNF (neuroplasticidade;
cognition)
Global hypomethylation in neuronal nuclei in neocortex

Global hypomethylation and hydroxymethylation in glia and neurons
Genome-wide analysis: 918 differentially methylated genes (CpG sites); highest ranking genes: TMEM59 and
TMEM2
Hypomethylation of S100A2 gene
Hypermethylation of SORBS3 gene (cytoskeleton organization)
Hypomethylation of APP gene (amyloid deposit)
Hypermethylation of OPRK1 OPRM1-CpG1 hypermethylation and OPRM1-CpG2-4 hypomethylation (risk factors
for MCI is specific Chinese populations; opioid receptor)
Hypermethylation of SORL1 gen (receptor of APOE in the brain; higher methylation in MCI + T2D than in T2D or
MCI alone)
Hypermethylation of the SORL1 gene promoter region

AD frontal cortex [122]

AD frontal cortex [122,123]

AD temporal neocortex and cerebellum
[124]

AD hippocampus [125]

AD frontal cortex [126-128]

AD temporal neocortex [129]

AD temporal neocortex [129]

AD frontal cortex [130]

MCI blood [131]

MCI PMBC [132]

AD hippocampus [133]

frontal cortex [133]

Histone modification

Cognitive impairment

Biological sample

Decreased acetylation of H3 (repression ofgene expression)
Increased phosphorylation of H3 in neurons (cytoplasmic)
Increased levels of HDAC2 in CAl neurons (negative regulation of synaptic function)

Reduced SIRT1 levels (AD: 4X reduction and MCI: 2X reduction vs. young controls and 2X and 1.3X vs. geriatric controls,

respectively)

AD temporal lobe [134]

AD hippocampus [135]

AD hippocampus [136]
AD / MCI plasma [137]

ncRNA Cognitive impairment Biological sample
hsa-miR-34a"; hsa-miR-579; hsa-miR-181b*; hsa-miR-520h; hsa-miR-155; hsa-miR-517*%; hsa-let-7f*; hsa-miR-200a%; hsa- AD PBMC [138]
miR-37" (downregulate APP catabolism; hsa-let-7f: activation TLR7 and causes neurodegeneration) #AD + positive for ApoEe
4
&AD + negative for ApoEe
4
hsa-let-7d-5p; hsa-let-7g-5p; hsa-miR-15b-5p; hsa-miR-142-3p; hsa-miR-191-5p; hsa-miR-301a-3p; hsa-miR-545-3p (AD AD plasma [139]
signature)
Reduced expression of hsa-miR-27a-3p AD CSF [140]
Reduced expression of miR-9 and miR-132 (miR-9: neurogenesis; miR-132: BDNF expression, neurite extension and AD Hippocampus [140]
neurogenesis)
Increased expression of miR-146b; miR-181a; miR-142 (miR-146b: innate immunity; miR-181a and miR-142: T-cell activation AD CSF [140]
and differentiation)
miR-34c (repression of Bcl2 and Sirtl involved in cell survival and oxidative defense pathways) AD plasma [141]
PBMC [141]
Top 10 upregulated long ncRNAs: Inc-FAM53B-2_1, ENST00000615844.1, Inc-MYL2-2_1, Inc-NKD2-1_1, Inc-EVC-3_1, Inc- POCD serum [142]
SLC5A7-1_1, NR_024101, Inc-DCP1B-6_1, Inc-MNAT1-8_1, and Inc-TNFRSF19-4_1
Top 10 downregulated long ncRNAs: NR_024187, Inc-PTPRU-7_1, Inc-LIPC-6_1, Inc-CTD-2144E22.5.1-26_1, Inc-OTX1-7_1, POCD Serum [142]

ENST00000618386.1, Inc-PRL-9_1, Inc-PAG1-9_1, Inc-ZNF729-4_1, and Inc-RAP2C-5_1

AD: Alzheimer’s disease; APP: B-amyloid precursor protein; MCI: Mild cognitive impairment; T2D: Type 2 diabetes; POCD: Postoperative cognitive dysfunction

The BDNF gene has a complex regulatory and genetic structure,
with 9 different promoters encoding at least 20 different splice variants,
sharing one common exon that encodes the BDNF protein (known as
exon IX) [166]. A BDNF-antisense transcript has been described to be a
negative regulator of BDNF exon IX expression and to compromise
neurogenesis and cognition [167-169]. Each exon is regulated by its
own unique promoter, conferring temporal and spatial control of BDNF
expression in an activity-dependent manner. The eight upstream exons
encode promoters regulating regional and cell-type-specific expression.
Exon IV has been the most extensively characterized, since the con-
taining-promoter elements regulate activity-dependent BDNF expres-
sion. Elevated BDNF exon IV DNA methylation is a mechanism for
BDNF down-regulation demonstrated in rodents and in humans, leading
to lower content of BDNF in the brain (hippocampus and pre-frontal
cortex) and in the blood [170-173].

5.1.3. Cognition and the methylation of the REST promoter

REST [RE1-silencing transcription factor (otherwise called neuron-
restrictive silencer factor)] is widely known to work as a master tran-
scription factor that represses neuronal genes in non-neuronal cells
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during differentiation [174]. However, the better understanding of the
REST-binding motifs increased the number of potential REST targets, at
all stages of cell differentiation (by several thousand), and now it is
known that REST also promotes gene expression at all stages of cell
differentiation [175,176].

REST down-regulates genes linked to cell-death and enhances the
expression of others that induce resistance to ageing and the pre-
servation of cognitive function in adult neurons [66,177]. For example,
it was reported that REST positively modulates CREB expression, in-
hibits reactive oxygen species production, preserves mitochondrial in-
tegrity, physiology and distribution and prevents apoptosis
[78,178,179]. In this scenario, it has been proposed that REST may play
a role in protecting against neurodegenerative processes [78,177,180].

In the adult rat brain, REST mRNA has been detected at higher le-
vels in cells displaying neuronal properties, including the olfactory
system (in the granule cell layer and the plexiform layers), cerebral
cortex, hippocampal formation, diencephalon (thalamus and hypotha-
lamus), midbrain (such as substantia nigra pars compacta), brain stem
(such as pontine nuclei), and cerebellum, with the highest levels de-
tected in the neurons of the hippocampus, pons/medulla, and midbrain
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Table 6

Main epigenetics alterations induced by exercise to promote enhanced cognition

Physiology & Behavior 204 (2019) 309-323

Exercise paradigm (model)

Epigenetic mechanism (brain region)

Mediators of enhanced cognition (brain region)

Voluntary wheel running (adult rats; 7
days of exercise) [187]

Voluntary wheel running (adult and aged
mice; 8 weeks of exercise) [177]

Voluntary wheel running (young mice; 4
‘weeks of exercise) [149]

Voluntary wheel running (adolescent
mice; 7 days of exercise) [188]
Voluntary wheel running (adult rats with
blocked BDNF action; 3 days) [189]
Voluntary wheel running (adult mice; 15
days) [190]
Voluntary wheel running (adult mice; 4
weeks) [191]
Treadmill running (adult senescent mice;
60 min a day, 5 days a week; 4 weeks)
[192]
Treadmill running (adult and aged rats;
20 min, 2 weeks) [193]
Treadmill running (adult paternal rats;
60% of VO2 max, 22 days)
Swimming exercise (adult mice; 4 sessions
of 5 min per day; 4 weeks) [194]

DNA demethylation at the BDNF promoter IV; increased levels of
MeCP2; increased H3 acetylation; reduction of HDAC5 mRNA levels
and protein (hippocampus)

Possibly hypomethylation of REST promoter (hyperglycemia-induced
hypermethylation of REST promoter reduces REST and BDNF levels
[721)

(hippocampus)

Reduced HDAC2 and HDAC3 expression; reduced HDAC3 occupancy
(binding) (hippocampus)

Increased global H3 acetylation; reduction activity of DNMTs;
reduction activity of DNMTs; (hippocampus; cerebellum)
TrkB-IgG chimera of BDNF (hi »al injection)

Upregulation of 20 miRNAs; downregulation of 12 miRNA
(hippocampus)
Increased glucocorticoid receptor (Nr3cl) expression; increased
methylation of Nr3c1-1F promoter (hippocampus)
Activation of HAT and HDAC (1-11) (hippocampus)

Increased global H4 activity in aged rats (hippocampus)

Unknown (paternal exercise-induced changes in the offspring)

Increased acetylation of H3K9, H3K14, H4K5, H4K8, and H4K12 1h
after the first session and 24 h after the fifth session; increased

Increased mRNA and content of BDNF (hippocampus)

Increased mRNA of BDNF and REST; attenuation of
inflammation (hippocampus)

Increased D-B-hydroxybutyrate levels (HDAC inhibitor);
increased BDNF promoter I and II expression; increased
BDNF content (hippocampus)

Increased BDNF gene expression (hippocampus)

Reduction of exercised-induced increased synapsin I and
synaptophysin (hippocampus)
Reduced miR-21; reduced miR-34a (hippocampus)

Reduced miR-34a (hippocampus)

Increased BDNF expression; reduced p75 transcription
(apoptosis signaling) (hippocampus)

Reduced inflammation (hippocampus)

Reduced global DNA methylation (adult male offspring
hippocampus)
Increased cAMP-response element-binding protein (CREB)-
binding protein (CBP) levels (CA1 - hippocampus)

acetylation of H3K9 up to 4 weeks (hippocampus)

[181]. Increased expression of REST could be induced acutely by tox-
icants as a compensatory neuroprotection [181,182]. However, our
group recently demonstrated that REST expression could be physiolo-
gically induced in the adult hippocampus by voluntary exercise. The
increased REST gene expression induced by physical exercise was
shown to occur in parallel to the increased BDNF expression and in-
versely to the pro-inflammatory status in the aged mouse hippocampus
[177].

It has been reported that REST is lost from the nucleus of hippo-
campal and cortical neurons in many diseases of chronic progression
with cognitive impairments, including several forms of dementia, such
as AD, frontotemporal dementia, and dementia with Lewy bodies [66].
However, REST levels were shown to be associated with a significant
induction of REST in neuronal nuclei together with increased REST
binding to target genes in post-mortem samples of prefrontal cortices
(PFC) from aged individuals. REST expression is significantly higher in
aged individuals (73-106 years) than in younger adults (20-35 years)
and also in aged mice [66,177].

The relationship between enhanced cognition and REST activity
appears to be related to the repression of cell death-associated genes,
suggesting that REST might be neuroprotective. Indeed, mice lacking
REST exhibited cognitive impairment and progressive neurodegenera-
tion, including neuronal loss in the hippocampus and cortex.

Our group recently demonstrated that the REST promoter is hy-
permethylated, leading to lower expression and content of REST spe-
cifically in the hippocampus of hyperglycemic rats with cognitive im-
pairment [72]. Hypermethylated DNA has been linked to reduced
binding of many transcription factors, including phosphorylated CREB
[183], and REST is known to bind promotor regions with low methy-
lation levels [184]. The increased methylation of REST was not due to
increased methylation activities by DNMTs, but due to defective active
demethylation. In addition, our group also demonstrated that the cor-
rection of the metabolic disturbances by administering insulin pre-
vented the cognitive alterations in hyperglycemic rats and also rescued
compromised REST expression and levels in the hippocampus [72].
Lower levels of REST were also observed in PBMC from obese children,
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and were more compromised in severely obese children, linking REST
promoter methylation to BMI, adiposity and obesity.

5.2. Exercise promoting epigenetic neuroprotective modifications

It is well understood that the regular practice of physical exercise
improves health by contributing to disease prevention and helping re-
covery from illness. It has been extensively demonstrated that exercise,
with or without dietary intervention, can cause modification in the
genome allowing gene expression/repression of genes that will en-
hance, ie., learning, cognition and memory. These processes are ac-
companied by increased cell proliferation and survival in the hippo-
campus of rodents [185,186]; effects that are mediated, in part, by
increased production and secretion of BDNF and possibly by hypo-
methylation of REST promoter. Table 6 shows the main epigenetics
alterations induced by exercise to promote enhanced cognition.

As shown in Table 6, exercise has the extraordinary potential to
promote immediate and stable changes in hippocampal gene function
that enhances cognition (upregulating mnemonic and repressing
harmful pathways), independently of the exercise paradigm. Although
Table 6 denotes the main epigenetic modifications induced by exercise
(DNA methylation and histone modifications, and miRNAs) and the
increased hippocampal biochemical mediators of cognition, enhanced
mnemonic activity driven by exercise also provokes increased levels of
hippocampal IGF-1, 3-CaMKII and Akt [195], pCREB [194], glutamate
[196], growth factors [197], lactate [198], irisin [199,200] or IL-6
[201], which might also be controlled by epigenetics modifications.
Altogether, the exercise-induced adaptations, specifically in the hip-
pocampus, remodeled chromatin, facilitating the access of cognitive
mediators to BDNF promoter regions, resulting in greater BDNF ex-
pression and content.

5.2.1. Exercise modifications induced by the ergogenic drug caffeine
Caffeine (1,3,7-trimethylxantine) is a widely consumed social psy-

choactive drug in western society that increases physical and cognitive

performance [202-205]. It is the main ergogenic resource used by elite
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athletes [206]. Besides ergogenic and psychoactive effects, several
epidemiologic studies have shown that regular consumption of caffeine,
mainly in infusions, delays the progression of dementia [207-209] and
also decreases the probability of developing neurodegenerative dis-
eases, including AD and PD. Studies of dementia in animal models have
also highlighted the neuroprotective effects of caffeine [210-213].

Most biological effects of caffeine are mediated through the antag-
onism of all types of adenosine receptors (AR). Caffeine antagonizes
mostly AIR and A2R subtypes in the CNS. Caffeine is also an inhibitor
of phosphodiesterases, which provokes increased levels of cAMP, in-
duces the release of calcium from intracellular storages, and acts as a
non-competitive inhibitor of acetylcholinesterase [214-216]. These
effects appear to underlie caffeine-driven enhanced learning and
memory. However, there is some evidence that caffeine may also in-
hibit HDAC activity, allowing for higher BDNF expression and content
in the hippocampus of rats [217,218].

5.3. Epigenetic benefits of exercise on cognition in obesity

Individuals affected by common chronic metabolic diseases present
altered patterns of DNA methylation [63-65] and compromised ex-
pression of neuroprotective genes, which favors neurotoxicity and
cognitive impairment or dementia [66]. Although the negative impact
of this pandemic chronic disease on cognition has been investigated
extensively in humans and experimental animals, its prevention or
treatment is far from being successful. It is known that obesity nega-
tively regulates hippocampal BDNF expression [85,86], and low blood
and brain BDNF content has been observed in obese individuals and
animal models with cognitive impairment [87]. Therapy for obesity,
including GLP-1 signaling or physical exercise, among others, is known
to increase BNDF levels (see Table 6) [219]. An increasing number of
identified harmful pathways induced by obesity compromise cognition
by promoting specific epigenetic profiles (see Table 1, Table 4a and
Table 4b). Some of these alterations, including the induction of oxida-
tive stress, inflammation, mitochondrial dysfunction, and reduced
mnemonic activity have been linked to epigenetic modifications
(Table 1, Table 4a and Table 4b). Physical exercise can potentially re-
vert or prevent many of them; however, the understanding of chromatin
remodeling induced by this drug-free intervention in obesity-driven
cognitive impairment has not been extensively elucidated or confirmed.

6. Conclusion

The high caloric intake associated with low-energy expenditure is a
major risk factor for the development of obesity in individuals from all
age groups. It is well established that insulin resistance and obesity are
primary factors for cognitive impairment and are associated with
higher risk of developing neurodegenerative diseases. Obesity and
peripheral metabolic alterations negatively modulate gene transcription
pathways that interplay to compromise BDNF and REST levels in the
hippocampus, two primordial mediators of cognitive processes. To
counterbalance the harmful scenario induced by obesity, physical ex-
ercise has been prescribed by doctors as the first line of non-pharma-
cological treatment. A better understanding of the molecular mechan-
isms involved in enhanced cognition induced by exercise, in particular
those related to reversible epigenetic alterations, will allow for the
prescription of appropriate exercise protocols, which will ultimately
result in better cognitive outcomes.
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