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Resumo

7

O exercicio fisico moderado e regular é considerado uma estratégia
neuroprotetorapromissora.Os mecanismos pelos quais o exercicio fisico altera a
funcdo cerebral ndo foram completamente esclarecidos. Recentemente, nosso
grupo demonstrou que o exercicio fisico alterou a atividade de enzimas
relacionadas a acetilagdo de histonas, Histona Acetiltransferase (HAT) eHistona
Desacetilase (HDAC), em hipocampo de ratos Wistar, o que pode estar
relacionado as propriedades neuroprotetoraslevando ao remodelamento da
cromatina. Nossa hipotese de trabalho é de que o exercicio fisico moderado em
esteira ergométrica altera a atividade destas enzimas em diferentes estruturas
cerebrais. O objetivo do estudo foi investigar o efeito do exercicio agudo (sessdo
Gnica) e crbénico (duas semanas) sobre a atividade da HAT eda HDAC em
estriado e cortex frontal de ratos. Ratos Wistar machos adultos foram distribuidos
em um grupo ndo-exercitado (sedentario) e grupos exercitados em esteira
ergométrica, utilizando diferentes protocolos: sessédo Unica de exercicio (corrida
de 20 minutos) e treinamento crénico de exercicio (corrida de 20 minutos, uma
vez por dia, durante duas semanas). Os efeitos do exercicio na atividade da HAT
e HDAC foram determinados imediatamente e 1 h apds a sesséo Unica ou apés a
ltima sessé@o do treinamento cronico de exercicio. A sessdo Unica de exercicio
aumentou a atividade da HAT em cortex frontal de ratos 1 h apds o exercicio. O
protocolo cronico de exercicio reduziu a atividade da HDACnho cortex frontal
imediatamente e 1 h apos a Ultima sessao de treino. No estriado, o protocolo
cronico de exercicio aumentou a atividade da HAT e diminuiu a atividade da
HDAC imediatamente apds o treino.O exercicio fisico alterou a atividade das
enzimas Histona HAT e HDAC,sugerindo um estado de hiperacetilagdo de
histonas em cortex e estriado de ratos Wistar e assim é possivel inferir que altere

0 estado conformacional dacromatina.
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Abstract

There is abundant evidence that the practice of regular physical activity
modulates different brain functions. The neuroprotective properties of physical
exercise have been widely described;howeverits mechanism of action is not yet
fully elucidated. Recently, we demonstrated that the exercise was able to alter the
activity of enzymes histone acetyltransferase (HAT) and histone deacetylase
(HDAC) in hippocampus from Wistar rats. Our working hypothesis was that
theexercise would result in changes on HAT and HDAC activities in different brain
areas.The aim of this study was to investigate the effect of different protocols of
treadmill running on the global activity of the enzymes HAT and HDAC in frontal
cortex and striatum of rats.Male Wistar rats were randomly distributed in sedentary
and exercised groups. The animals were submitted to exercise were divided into
different groups: sedentary, single bout of exercise (running 20 min) and chronic
exercise protocol (running once daily for 20 min, for 2 weeks).The effects of
exercise on the activity of HAT and HDAC were measured immediately and 1 h
after a single session or after the last session of chronic exercise protocol using
specific ELISA kits. The single session of exercise increased the HAT activity in
the frontal cortex of rats 1 h after exercise.The protocol of chronic exercise
reduced the activity of HDAC immediately and 1 h after the last training session in
the frontal cortex. In the striatum, the chronic exercise protocol increased the
activity of HAT and decreased HDAC activity.Our exercise protocol modified the
activity of both enzymes HAT and HDAC in cortex and striatum of rats, suggesting

a state of hyperacetylation of histones.



1. INTRODUCAO

1.1 Exercicio Fisico

A atividade fisica sempre esteve presente nos relatos da histéria da
humanidade. Estudos antropoldgicos relatam a existéncia da pratica do exercicio
fisico desde a cultura pré-historica, como componente integral da expressao
cultural, religiosa e social (Antunes, 2006). Ao longo dos tempos, 0 exercicio vem
sendo relacionado com efeitos favoraveis ao bem estar, como no estudo de
Duman (2005) onde o autor observou que o exercicio proporcionou beneficios
sociais e psicoldgicos, tais como atividade ansiolitica e antidepressiva, 0s quais
culminaram em uma mudanca positiva sobre fatores de integracdo social e sobre
a autoestima em pacientes que apresentavam depressao leve a moderada. Sabe-
se ainda que os efeitos da atividade fisica afetam inUmeros sistemas fisioldgicos,
como cardiovascular, nervoso, respiratério e muscular, contribuindo positivamente
para a homeostasia, sendo que pessoas moderadamente ativas apresentam um
risco menor de serem acometidas por alteracdes fisioldégicas ou tumores quando
comparadas a pessoas sedentarias (Antunes, 2006;Wilmore e Costill
2001;Mahabir et al., 2004; Patel et al., 2003).

Askuet al(2009) relacionaram o exercicio regular com melhora no
funcionamento do sistema cardiovascular e aumento da densidade mineral 6ssea.
Outros estudos também relacionam a pratica de exercicio regular com diminui¢céo
do risco de morte induzida por acidente vascular cerebral, cancer e diabetes (Lee
e Paffenbarger , 1998; Asku et al 2009).

Além disso, diversos autores ja relataram efeitos positivos sobre o sistema

nervoso central, provenientes de diferentes protocolos de exercicio fisico, como



agudo e crbnico, corrida em esteira adaptada (Pietrelliet al., 2011), natacéo
(Drumond et al., 2012) ou ainda (Hopkins et al., 2011) rodas de corrida de livre
acesso em protocolos de exercicio voluntario, o que corroboraNarath et al que
relataram que as respostas associadas ao exercicio fisico dependem do protocolo
de treinamento utilizado, variando conforme a frequéncia, a duracdo e a

intensidade do esforco (Narath et al., 2001).

1.2. Classificacfes do exercicio fisico

Uma das classificacdes do exercicio fisico é realizada de acordo com a
intensidade do esforc¢o realizado pelo individuo, que pode considerada como leve,
moderada e intensa. Esta classificacdo pode ser determinada pela taxa de
consumo maximo de oxigénio (VO.max), sendo esta Ultima a capacidade maxima
gue o individuo tem de captar e utilizar o oxigénio inspirado para gerar trabalho.
Um exercicio leve corresponde a 20 e 50% do VO,;max, um exercicio moderado
de 50-70% do VO;max e o0 exercicio intenso acima de 80% do
VO,;max(Drummond et al., 2005).

Outra maneira de classificar o exercicio fisicoenvolve o tipo de motivacéo,
sendo o0 exercicio classificado como voluntario ou forcado. Os modelos
experimentais de exercicio voluntario utilizam a roda de corrida de livre acesso
(Mondonet al., 1985; Russel et al., 1987), porém o controle das variaveis, como
frequéncia e intensidade, durante o treinamento é impreciso (Raglin, 1990). Por

outro lado, os modelos de treinamento forcado utilizam esteiras de corrida



adaptadas ou nado forcado tornando possivel que as variaveis sejam mais
facilmente controladas (Radaket al., 2001).

Os efeitos do exercicio podem ser divididos em agudos e crénicossendoos
efeitos agudos aqueles associados diretamente com a sessdo de exercicio e
podem ser subdivididos em imediatos ou tardios. Os efeitos agudos imediatos sao
aqueles que ocorrem nos periodos pré-imediato, per e pos-imediato rapido (até
alguns minutos) ao exercicio fisico; ja os efeitos agudos tardios sédo observados
ao longo das primeiras 24 ou 48 horas (as vezes até 72 horas) que se seguem a
uma sessao de exercicio. Os efeitos crénicos, também denominados adaptacdes,
sdo aqueles gque resultam da exposicdo frequente e regular a sessdes de

exercicio (NObrega e Araujo, 1988).

1.3. Efeito neuroprotetordo Exercicio Fisico

Héa vérias evidéncias de que a pratica da atividade fisica regular modula
diferentes funcbes cerebrais. As propriedades neuroprotetoras do exercicio fisico
tém sido amplamente descritas, como a melhora da funcéo cerebral (Winteret al
2007; Coles e Tomporowiski, 2008; Sibley e Beilock, 2007), o restabelecimento
das habilidades mentais em adultos e idosos (Dustman et al., 1984; Elsayed et al.,
1980; Kramer et al., 1999), o aprimoramento da fungcéo cognitiva (McCloskey et
al., 2001) e efeitos favoraveis sobre parametros de memoria (van Praag et al.,
2005; Ang et al., 2006; Ogonovsky et al., 2005; Radak et al., 2006). Ainda, alguns
autores descrevem o efeito do exercicio fisico sobre a memoria espacial de
roedores em varios modelos comportamentais. Anderson e colaboradores (2000)

demonstraram que ratos exercitados em rodas de corrida necessitaram de um



menor periodo de treino para adquirir o critério de desempenho. Radak e
colaboradores (2001) demonstraram que 0 exercicio regular pode ser um meio
importante para prevenir o declinio da funcdo cognitiva relacionado com a idade.

Diversos protocolos de exercicio vém sendo usados para estudar os efeitos
benéficos do exercicio fisico, taiscomo a roda de livre acesso a corrida, esteira
ergométrica, através de protocolos de baixa ou alta intensidade, continuo ou
intermitente e de longa ou curta duracéo (Garcia et al., 2012).

Os resultados obtidos por este grupo de pesquisa demonstraram que 0S
hipocampos de animais submetidos a um protocolo de exercicio moderado em
esteira (20 minutos diarios durante 15 dias) apresentaram alteracdes na
suscetibilidade ao evento isquémico in vitro (Scopel et al., 2006), enquanto que o
protocolo de exercicio intenso aumentou o dano isquémico (Scopel et al., 2006).
Este resultado corrobora estudos que indicam que os efeitos mediados pelo
exercicio sdo dependentes de varidveis como intensidade, frequéncia e duracao
do esforco fisico (Narathet al., 2001).

Embora a acdo neuroprotetora e 0S seus mecanismos tenham sido
amplamente estudados, o(s) exato(s) mecanismo(s) de acdoaindando esta (&0)
completamente elucidado(s). Tem sido proposto que o exercicio fisico moderado
promove a capilarizacdo (Blacket al., 1987) e aumenta as conexdes dendriticas
(Pysh e Weiss, 1979). VanPraag e colaboradores (1999) observaram que a
melhora do aprendizado espacial foi relacionada com o aumento da
neurogénesehipocampal em animais submetidos a exercicio voluntario.

Alguns estudos demonstram que o exercicio fisico moderado em esteira
leva também a alteracbes em outras estruturas encefalicas como cortex e

estriado. Protocolos de corrida induziram aumento na densidade de vasos



sanguineos, proliferacdo de astrocitos, atividade metabdlica e de conteudo de
sinapsina e sinaptofisina em cortices e estriados de ratos (Li et al.,, 2005;
McCloskey, 2001 e Garcia et al, 2012). Ao focarem nas estruturas estriatais,
diversos autores observaram que ratos exercitados apresentaram maior
expressdo de receptores glutamatérgicos, bem como aumento na arborizacao
dendritica nessa estrutura (Li et al., 2005 e Takamatsu, 2010).

Evidéncias sugerem que o exercicio fisico moderado em esteira pode
promover o aumento na expressdo do fator neurotréfico derivado do encéfalo
(BDNF), importante para a diferenciacdo e sobrevida neuronal (Ishimaru, 2010;
Soya, 2007 e Hopkins et al.,2011). Segundo Russo-Neustadt e colaboradores
(2000), um curto periodo de treinamento ja é suficiente para aumentar a
expressdo de BDNF, uma vez que encontraram niveis elevados de RNAmM de
BDNF apenas dois dias ap6s o exercicio. Miladi-Gorjiet al (2011) encontraram
em seu estudo que a administracdo de um inibidor do BDNF foi suficiente para
reduzir significativamente a melhora de parametros de memaria espacial gerados
por um protocolo de exercicio voluntario, sugerindo entdo que o BDNF estaria de
alguma forma ligado aos efeitos positivos gerados pelo exercicio voluntariosobre
parametros de memoéria. E importante ressaltar que a expresséo génica do BDNF

pode ser alterada via modificacdes epigenéticas (Sweatt, 2011).

1.4 Epigenética

O termo epigenética, cunhadoem 1942 pelo cientistaConradWaddington,

significa, literalmente, “sobre os genes”. Primordialmente, a definicdo de

epigenética utilizada era a de umprocesso no qualumainformacédo genética



sofriainfluéncia do ambiente e assimdefinia ofendtipo (Murrell et al., 2005).
Atualmente, a definicdo do termo é descrita como uma alteracdo herdavel da
expressao génica que estdo estaveis ao longo de diversas divisbes celulares, que
nao envolvem alteracdo na sequéncia de DNA, mas que alteram a conformacéo
da cromatina (Bird, 2007).

A unidade fundamental da cromatina € denominada nucleossomo, o qual
consiste em uma unidade de DNA dividida em duas espirais, que se enrolam em
torno de um octamero proteico (Figura 1) constituido por quatro pares de
proteinas denominadas histonas: H2A, H2B, H3 e H4 (Kouzarides, 2007; Strahl e
Allis, 2000). Além disso, uma molécula avulsa de histona (H1 ou H5) se liga ao
DNA dentro e entre os nucleossomos, ajudando a estabilizar a estrutura da
cromatina (Angelovet al., 2001).

A alta proporcdo de residuos dos aminodacidos lisina e arginina nas
histonas gera uma carga positiva, que permite a forte ligacdo destas proteinas
com o DNA gue possui alta carga negativa (Kouzarides, 2007). Cada histona
apresenta uma sequéncia amino-terminal (N-terminal) flexivel de 11 a 37

aminoacidos. Estas regibes sdo chamadas de “caudas das histonas”.

(A) Cromatina
N' '\

-'\

‘\\ ,q_) Histonas
» ’9 .
/6

(B) Octamero %,

Cauda N-Terminal Cauda C-Terminal

Figura 1.(A) Estrutura da cromatina formada por histonas envolvidas por duas moléculas

de DNA,; (B) Octamero proteico do nucleossomo, formado por quatro pares de histonas (Adaptada



de Graff e Mansuy, 2008).

O grau de condensacéao das histonas e a compactacédo dos nucleossomos
alteram a acessibilidade ao DNA para o processo transcricional(Lund e Lohuizen,
2004). Fatores que aumentem a condensacao da cromatina levam geralmente a
uma repressao e ao silenciamento génico, ao passo que a cromatina no seu
estado mais “frouxo” tende a facilitar a transcricdo e a expressao génica
(Rodenhiser e Mann, 2006). Este estado dinamico da cromatina pode ser alterado
por modificacbes epigenéticas que ocorrem nas histonas ou no préprio DNA,
como acetilacdo, metilagdo, fosforilacdo ubiquitinacdo e ADP-poli-ribosilacédo
(Tang et al., 2007; van Holde et al, 1988).

Dentre os processos que alteram as caudas das histonas, destaca-se a
acetilacdo a qual é a modificacdo mais estudada até o momento e foi o foco do
nosso estudo. A acetilacdo ocorre nas caudas N-terminais das histonas e é
controlada por dois grupos enziméticos, as “HistonasAcetilTransferases” (HAT)
que promovem acetilacdo e as “Histonas Desacetilases” (HDAC), que promovem
a desacetilacao.

As HAT atuam catalisando a adicdo de um grupamento acetil, proveniente
da molécula doadora acetil-coenzima A (acetil-CoA), aos residuos de lisina das
histonas, fazendo com que a carga positiva destas proteinas seja neutralizada,
diminuindo entdo a forca eletrostatica de ligacdo com o DNA, tornando o estado
conformacional da cromatina mais aberto, facilitando os processos de transcrigéo.
Se contrapondo a esta atividade, as enzimas HDAC desacetilam a cromatina,
retirando o grupamento acetil da cauda N-terminal, fazendo com que as cargas
positivas novamente fortalecam a ligacao eletrostatica com o DNA, condensando

a cromatina e desta forma, contribuindo para a diminuicdo dos processos de



transcricdo e para o silenciamentogénico(Waggoner, 2007; Yoo e Jones, 2006).

(A) CH,
(l'—o CH,§
| I
. . =0
NH' I l llu
| 3 Coenzima A Coenzima A |
CH, HAT CH,
| |
(CH,), € (CH,),
I /_\ |
-X-Lys-X H DAC -X-Lys-X
CH, H,0
I
=0

OH

Figura 2.(A) Acetilagéo e desacetilagdo de histonascatalisadas pela agdo da HAT e da

HDAC; (B) Cromatina “aberta”; (C) Cromatina condensada (Adaptado de
http://bricker.tcnj.edu/Amb/amble9.html).



E sugerido que o balanco entre a atividade dos dois grupos enzimaticos é
de vital importancia para a manutencdo da homeostase, uma vez que estudos
apontam para a utilizacdo de agentes que aumentem o0s niveis de acetilacdo de
histonas como recursos terapéuticos promissores no tratamento de diversas
alteracdesneurodegenerativas (Saha e Pahan, 2006).

Estudos experimentais indicam que a utilizacdo de inibidores de HDAC
como a tricostatinaA (TSA) e o valproato de soédio, parece ser favoravel no
manejo da morte neuronal e consequentemente na melhora da qualidade de vida
de pacientes que sofrem de doencasneurodegenerativas, neuropsiquiatricas e
distarbios de aprendizagem e memdria (Bates, 2001; Sugarse Rubinsztein, 2003;
Hockly et al., 2003; Ryu et al., 2003).

Resultados obtidos recentemente neste grupo sugerem o papel do
exercicio sobre a modulacdo da acetilacdo de histonas.Elsner e colaboradores
(2011) avaliaram os efeitos de um protocolo neuroprotetor de corrida em esteira
ergométrica adaptada sobre a atividade das enzimas controladoras da acetilacdo
— HAT e HDAC em hipocampo de ratos. O exercicio parece estar envolvido na
modulacdo do estado de acetilacdo de histonas, uma vez que o protocolo de
corrida aumentou a atividade das enzimas HAT e concomitantemente diminuiu a
atividade de HDACs em hipocampos de ratos Wistar.

Assim, torna-se importante avaliar o impacto do exercicio fisico moderado
em esteira ergométrica sobrea atividade das enzimas HAT e HDAC em diferentes

estruturas cerebrais de ratos Wistar.
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Avaliar o efeito de um protocolo de exercicio fisico moderadosobrea

atividade das enzimas HAT e HDAC emcoértex frontal e estriado de ratos.

2.2 Objetivos Especificos

) Avaliar o efeito do protocolo neuroprotetorcrénico sobre as atividades
das enzimas HAT e HDAC em cortex frontale estriado de ratos Wistar.

II) Estudar o efeito de sesséo Unica de exercicio sobre as atividades das
enzimas HAT e HDAC em cortex frontal e estriado de ratos Wistar.

[II) Avaliar as atividades das enzimas HAT e HDAC em cortex frontal e

estriado em diferentes tempos apdés o treino (imediatamente e 1 hora).
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3. MATERIAIS E METODOS
3.1 Animais

Foram utilizados 36 ratos Wistar machos adultos com 2-3 meses, pesando
entre 200 e 300 g, fornecidos pelo Biotério do Instituto de Ciéncias Basicas da
Saude da Universidade Federal do Rio Grande do Sul e pela Unidade de
Experimentacdo Animal do Hospital de Clinicas de Porto Alegre.

Os animais foram mantidos em caixas plasticas (390 X 320 X 170 mm?),
forradas com maravalha, contendo cinco animais/caixa. Os animais foram
mantidos em condi¢cdes padréao, aclimatizados com um ciclo normal claro/escuro
de 12 horas, com ragéo padronizada e agua “ad libitum”.

Oméaximo de precaucéao foi tomado com o intuito de minimizar o sofrimento
e de reduzir o numero de animais utilizados, sendo que todos 0s experimentos
estiveram de acordo com o0s critérios estabelecidos na Lei Arouca (11.794)
eo “Guide for Careand Use ofLaboratoryAnimals” (NIH publication No. 80-23,
revised 1996). Este trabalho foi aprovado pelo Grupo de Pesquisa e Pés-

Graduacao (GPPG) do Hospital de Clinicas de Porto Alegre sob o nimero 09-123.

3.2Protocolo de Exercicio Fisico

O protocolo de exercicio fisico consistiu em sessdes de corrida em esteira
ergomeétrica adaptada para ratos, contendo oito pistas individuais separadas entre
si por paredes confeccionadas em acrilico (INBRAMED TK 01, Porto Alegre,
Brasil, Figura 3), sempre entre as 14hs e 17hs. Nenhum choque elétrico foi

utilizado neste estudo.
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Figura 3. Esteira ergométrica adapatada.

Para determinar a velocidade de corrida que seria utilizada durante os
treinos foi utilizada a medida de consumo maximo de oxigénio indireto (VO,max)
recomendada por Brooks e White (1987). Cada animal correu na esteira a uma
velocidade inicial baixa seguida por incrementos de 5m/min a cada 3min até
atingir seu ponto de exaustdo (incapacidade do rato em continuar a correr). O
tempo de fadiga (em minutos) e a velocidade maxima (em m/min) foram tomados
como 100% da capacidade de exercicio e usados para a determinacdao de
VO;max indireto.

Os animais inicialmente selecionados que se recusavam a correr eram
encorajados com gentis “tapinhas” em suas costas. Os que, mesmo assim, se
recusavam a correr foram excluidos da amostra (Scopel, et al., 2006). O grupo

sedentario (SED) foi transportado para a sala de experimentos e 0os animais foram
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manipulados exatamente como os do grupo exercitado (EXE), sendo submetidos
a esteira sem movimento durante 5 minutos, porém sem realizar a corrida. Além
disso, todos os animais foram habituados ao aparato de treino um dia antes para

minimizar o estresse, sendo colocados na esteira desligada por 5 minutos.

3.2.1 Sesséao unica de exercicio

No primeiro protocolo, os animais EXE foram submetidos a uma unica
sessdo de exercicio, ou seja, correndo na esteira durante 20 minutos. Os
primeiros minutos foram destinados para a elevacédo da velocidade e os ultimos
minutos para o decréscimo desta, ou seja: iniciou-se com uma velocidade de 6,7
m/min nos primeiros 4 min, aumentando para 15 m/min nos préximos 12 min, e

finalizou-se com 6,7 m/min nos ultimos 4 min.

3.2.2 Treinamento Crdnico

No segundo protocolo, os animais EXE foram submetidos ao exercicio
cronico, ou seja, correndo na esteira diariamente, durante 20 minutos, por duas
semanas. Nas duas primeiras sessfes, 0s ratos foram adaptados ao treinamento
correndo com velocidade inicial de 6,7 m/min nos primeiros 2 min, aumentando
para 10 m/min nos préximos 4 min, 15 m/min nos ultimos 8 min, 10 m/min nos
proximos 4 min e finalizando com velocidade de 6,7 m/min nos ultimos 2 min. Nas
demais sess0es, iniciou-se com velocidade de 6,7 m/min nos primeiros 4 min,
progredindo paral5 m/min nos proximos 12 min, e finalizando com 6,7 m/min nos

ultimos 4 min.
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3.3 Dissecacao e preparacdo das amostras

Em ambos os protocolos de exercicio, os animais foram decapitados em
diferentes tempos apos o treino: imediatamente (EXEim, SEDim) ou 1 hora
(EXE1h, SED1h). A decapitacao dos animais foi realizada em laboratorio diferente
da sala de onde foi realizado o treino de corrida. O cortex frontal e o estriado
foram rapidamente dissecados bilateralmente. As amostras foram coletadas e
congeladas em nitrogénio liquido e armazenados a -70°C até a realizacdodos
ensaios (determinacdo da atividade das enzimas HAT e HDAC). Os ensaios
bioquimicos foram realizados no laboratério 204 do Instituto de Ciéncias Basicas

da Saude - ICBS.

14° dia
1° dia L
I 1
MI'IIIIIIIIII‘
\ J
|
Sessdes
diarias
Iniciadas entre
14-17 horas Decapitagdo do Decapitagdo do
20 minutos grupo grupo  lhora
60% VO, Imediatamente

Sesséo Unica
Iniciada entre 14-17
horas

20 minutos

60% VO,

Decapitagdo do Decapitagéo do
grupo Imediatamente grupo  lhora

Figura4. Linha do tempo Protocolo Cronico de exercicio (A) e Protocolo de

sesséo Unica de exercicio (B).



15

Para a realizacdo dos ensaios, as estruturas cerebrais foram
homogeneizadas num volume de 1:3 em tampdo de lise gelado contendo
sacarose250 mM; Tris—HCI20 mM; pH 7,4; EDTAL mM; EGTAL1 mM; KCI10 mM;
DTT1 mM; PMSFO0,1 mM; &cido ocadéico0,1 mM.Os lisados foram centrifugados
(16.0009) por 5 minutos a 4°C em um tubo de microcentrifugae o sobrenadante
foi utilizado para o ensaio.

A concentracdo de proteinas no sobrenadante foi determinada pelo método

descrito por Bradford (1976), usando albumina bovina como padréo.

3.4Atividade da enzima HDAC

O efeito do exercicio sob a atividade da enzima HDAC foi mensuradono
sobrenadante através de um kit-ELISA de acordo com as instru¢des do fabricante
(Deteccdo Fluorimétrica, catalogo #17-372, UpstateBiotechnology). Foram
incubados 5uL de tampéo, 5uL de amostra e 10uL de substrato durante 60min a
30°C. Apds, houve incubacdo por 15min em temperatura ambiente com solucéo
ativadora. A leitura ocorreu em um leitor de placas de fluorescéncia

(excitacdo=360nm, emissdo=450nm) durante 60min.

3.5Atividade da enzima HAT

O efeito do exercicio sob a atividade da enzima HAT foi mensurado através
de um kit-ELISA de acordo com as instrucdes do fabricante (Deteccdo
Colorimétrica, catalogo #17-279, UpstateBiotechnology). Este kit baseia-se na
utilizacado da histonas H4 e permite a comparacédo direta da atividade da enzima

HAT na sua respectiva cauda amino-terminal, a qual é suscetivel a alteracdes
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pos-traducionais. 100uL de 1pg/mL de histona H3 ou histona H4 foram incubados
com estreptavidina durante 30min em temperatura ambiente. Os pocos foram
lavados 5 vezes com TBS e incubados com 200uL de BSA 3% por 30min a 30°C.
Para induzir a acetilacdo das histonas, os pocos foram novamente lavados com
TBS, e adicionou-se em cada poco 50uL da reacdo de coquetel (composta de
10pL tampéo, 10uL de acetil-CoA, 5uL de amostra e 25uL de H,O destilada) e a
placa foi incubada por 40min a 30°C. Apéds 5 lavagens com TBS, pipetou-se em
cada poco 100uL de anticorpo anti-acetil-lisina (1:2500 diluido em TBS) e a placa
foi incubada por 1h30min em temperatura ambiente. Depois disso, lavou-se a
placa 5 vezes com TBS, pipetou-se 100uL de conjugado IgG com peroxidase
(1:500 diluido em TBS) em cada poco e a placa foi incubada por 30min a
temperatura ambiente. Posteriormente, foi incubado 100uL de mistura de
substrato de tetrametilbenzidina no escuro durante 10 minutos.Finalmente para
parar a racdo de peroxidase foi pipetado 50uL de H,SO,. As alteracbes
colorimétricas foram mensuradas através de um leitor de placas em dois

comprimentos de onda, 450nm e 570nm.

4. Estatistica
Ao final dos experimentos, os dados foram coletados e armazenados em
uma planilha (Microsoft Excel). Os resultados foram analisados por ANOVA de
duas vias, seguido pelo post hoc de Tukey, onde os fatores considerados foram o
exercicio e o tempo de eutanasia apos o treino. Para isso, utilizou-se o programa
estatistico SPSS (StatisticalPackage for the Social Science), versdo 16.0,
adotando-se nivel de significancia p < 0,05. Todos os dados estdo expressos na

forma de média + desvio padréo.
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5. RESULTADOS

5.1. Protocolo de sesséo unica de exercicio

5.1.1.Cortex Frontal
A sessdo Unica de exercicio alterou significativamente a atividade da HAT no
cortex frontal dos ratos. O grupo exercitado apresentou maior atividade da HAT
quando comparado com O grupo sedentario uma horaapés o
treinamento(P =0,012), conforme mostra a Figura 5 A. Nao houve diferenca

significativa na atividade da HDAC no cortex frontal(Figura 5 B).

5.1.2 Estriado
No estriado, o protocolo de sessdo Unica de exercicio ndo alterou
significativamente a atividade das enzimas HAT e HDAC (Figuras 6A e

6B,respectivamente).
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Figura 5. Efeito da sessdo Unica de exercicio sobre a atividade das enzimas
HAT(A) e HDAC(B) em cortex frontal de ratos. Os resultados estdo expressos
como meédia = desvio padrdo (n=3-5 animais por grupo). *Valores
significativamente diferentes entre os grupos EXE e SED, determinados por

ANOVA de duas vias seguido do Teste de Tukey (p<0,05).
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Figura 6. Efeito da sessdo Unica de exercicio sobre a atividade das enzimas
HAT(A) e HDAC(B) em estriado de ratos. Os resultados determinados por ANOVA

de duas vias e estdo expressos como média + desvio padrdo (n=3-5 animais por

grupo).
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5.2Protocolo cronico de exercicio

5.2.1 Cortex Frontal
O protocolo cronico de exerciciondo induziu alteracdes significativas na atividade
da HAT em cortex frontal dos ratos (Figura 7A). Porém, a enzima HDAC
apresentou uma reducao significativa de atividade no grupo exercitado quando
comparado ao grupo sedentario imediatamente (p=0,001) e uma hora (p=0,002)

apos a ultima sesséo de treino (Figura 7B).

5.2.2 Estriado

O exercicio cronico em esteira aumentou a atividade da HAT
imediatamente apds o treino(p=0,046). Contudo este efeito ndo foi observado uma
hora apds a Ultima sessdo de treino (Figura 8A). Ainda, 0 mesmo protocolo
reduziu a atividade da HDAC, quando comparado com o0 grupo sedentério,

imediatamente apds a ultima sesséo de exercicio (p=0,003; Figura 8B).
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Figura 7. Efeito do protocolo crdnicode exercicio sobrea atividade das enzimas
HAT(A) e HDAC(B) em cortex frontal de ratos. Os resultados estdo expressos
como média * desvio padrdao (n=4-5 animais por grupo). *Valores
significativamente diferentes entre os grupos EXE e SED, determinados por

ANOVA de duas vias seguido do Teste de Tukey (p<0,05).
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Figura8. Efeito do protocolo cronico de exercicio sobre a atividade das enzimas
HAT(A) e HDAC(B) em estriado de ratos. Os resultados estdo expressos como
média + desvio padrdo (n=4-5 animais por grupo). *Valores significativamente
diferentes entre os grupos EXE e SED, determinados por ANOVA de duas vias

seguido do Teste de Tukey (p<0,05).
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6. Discusséo

Os resultados obtidos neste estudocorroboram a hipdtese de que o
exercicio fisico moderado em esteira ergométrica pode estar envolvido na
modulacdo do estado de acetilagdo de histonas no cérebro de ratos Wistar,
alterando a atividade de enzimas envolvidas na acetilacdo de histonas em
diferentes regides encefalicas. O exercicio moderado em esteira parece modular
de forma dependente de tempo e da estrutura, considerando o perfil temporal e as
diferencas entre as estruturas cerebrais de interesse, cortex frontal e estriado.

Dados obtidos em nosso laboratorio(Elsneret al., 2011) demonstraram que
o protocolo de sesséo Unica de exercicio foi capaz de aumentar a atividade global
da HAT e de diminuir a atividade global da HDAC em hipocampo de
ratosexercitados imediatamente e uma hora ap0s o exercicio, comparados aos
grupos sedentéarios, o que sugere umpadrdo dehiperacetilacdo das histonas.Por
outro lado, o protocolo de duas semanas nao alterou a atividade de ambas as
enzimas em hipocampo de ratos adultos. Cabe destacar que recentemente foi
observado neste laboratério que o protocolo de duas semanas aumentou a
acetilacao global em hipocampos de ratos de 20 meses, 0 que ndo ocorreu em
adultos jovens.

Os resultados deste trabalho demonstram que a sessdo Unica de exercicio
aumentou a atividade da HAT em coértex, enquanto que, o protocolo crénico nao
alterou a atividade da HAT, enquanto, reduziu pronunciadamente a atividade da
HDAC em ambos os tempos testados.

No estriado, observamos uma alteracdo na atividade de ambasenzimas
aposo protocolo de exercicio cronico,onde 0s niveis de atividade da HAT

apresentaram um aumento no grupo exercitado imediatamente apds a ultima
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sessdo de treino, quando comparado ao grupo sedentario, bem como uma
diminuicdo da atividade da HDAC. As alteracGes induzidas pelo exercicio no
estriado sdo de especial interesse devido ao envolvimento funcional desta
estrutura cerebral com o comportamento e o controle motor. As alteracfes
observadas apenas imediatamente apds o exercicio nesta estrutura pode ser
explicada, ao menos em parte, por uma possivel adaptacao da circuitaria estriatal
frente aos estimulos provenientes do protocolo de exercicio.

Essa diferenca de respostas ao exercicio fisico encontrada em estruturas
cerebrais ja foi encontrada em outros estudos,onde estruturas encefélicas
distintas respondem diferentemente aos estimulos provenientes dos protocolos de
exercicio fisico. McCloskey e colaboradores (2001) observaram um aumento de
parametros metabdlicos induzido pelo exercicio fisico em roda de corridaem
estriado e cortex, mas ndo em hipocampo. Nesse estudo,seis meses de exercicio
voluntario aumentaram a densidade da enzima citocromo oxidase no cortex motor
e na regido estriatal, caudado-putamen dorsolateral, mas ndo no caudado-
putamenventrolateral ou em qualguer regido hipocampal.Além disso, a
heterogeneidade da maquinaria epigenética pode estar relacionada as diferencas
nas respostas obtidas, contudo, de nosso conhecimento, estudos que comparem
0S mecanismos de acetilagcdo nas diferentes estruturas cerebrais ainda ndo foram
realizados.

De forma geral, podemos sugerir que 0 exercicio pode alterar a expressao
génica nas estruturas estudadas, ja que o estado acetilado de histonas, induzido
pelo aumento da atividade da HAT e/ou pela reducéo da atividade da HDAC, leva
a uma conformacgdo mais aberta da cromatina, sendo entdo associada a um

aumento da atividade transcricional (Strahl e Allis, 2000; Wade, 2001). Desta
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forma, nossos dados parecem estar relacionados com os achados de Loue
colaboradores que mostraram um aumento de expressdo dos genes NMDAR1,
VEGF, Flk-1 B e BDNFinduzido pelo exercicio fisico em esteira ergométrica em
ratos (Lou et al., 2008). Em concordancia, alguns estudos demonstraram que o
exercicio fisico forcado em esteira ergométrica € capaz de promover aumento da
expressao de genes, como o do Fator Neurotrofico Derivado do Encéfalo (BDNF)
(Bosetal.,Takamatsu, 2012, Hopkins et al., 2011, 2010). Ainda,outros estudos
demonstraram que a acetilagdo da regido do promotor IV no gene do BDNF
aumenta a expressdo desse fator, que por sua vez estd relacionado com
aprendizado, memoéria e neuroprotecdo (Tsankovaet al., 2006, Gomez-Pinilla,
2011).

Assim, podemos inferir que o efeito do exercicio fisico sobre a acetilagéo
de histonas esteja relacionado ao efeito neuroprotetor do exercicio, uma vez que
ja foi demonstrado que a atividade global da HAT pode estar envolvida na
formacdo de memadria e coma neuroprotecdo (Selviet al., 2010). Cabe descrever
gue a diminuicdo de coativadoresque apresentam atividade HAT, como a P300 e
a CBP (proteina de ligacao ao CREB), estd  associada
aneurodegeneracdo(Rouauxet al., 2004; Jiang et al., 2003). Utilizando um modelo
de apoptose neuronal in vitro,Rouauxet al (2003) descreveram que somado a
desacetilacéo das histonas H3 e H4 que precederam a apoptose, foi constatada a
diminuicdo do contetdo de CBP nas culturas de neurdnios cerebelares.Uma alta
atividade da HDAC também temsido observada nos processos iniciais da
apoptose celular e parece estar relacionada com alteracbesneurodegenerativas
(Rouaux et al., 2003). Fontan-Lozano e colaboradores (2008) demonstraram que

uma reducdo dos processos de desacetilacdo pela utilizacdo de inibidores de
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HDAC além de induzir um aumento na acetilacdo de histonas, melhorou
parametros de memaria em diversos testes experimentais. Além disso, a inibicao
da atividade da HDAC por meio da administracdo de inibidoresfoi relacionada
coma melhora em inimeras condicbes neurodegenerativas. A administracdo de
inibidores de HDAC, foi capaz de reverter a indugdo da apoptose induzida pelo
estresse oxidativo em doencas neurodegenerativas como Alzheimer, Parkinson,
Huntington, AVC, Esclerose Mdltipla e ataxia de Friedreich (Ryu et al., 2003).
Ainda, inibidores de HDAC comoa Tricostatina A (TSA) e o &cido
SuberoilanilidaHidroxamico (SAHA) foram capazes dediminuir a toxicidadee a
neurodegeneracao dependente da poliglutamina em moscas
Drosophilas(Steffanet al., 2001). Assim, a diminuicdo da atividade da enzima
HDAC observadano presente trabalho permite-nos sugerir o envolvimento da
diminuicdo da atividade desacetiladora com os mecanismos de acdo da atividade
neuroprotetora induzida pelo exercicio.

A sessdao Unica de exercicio fisico aumentou a atividade da HAT e, ainda, o
protocolo crénico aumentou a atividade da HAT e reduziu a atividadeda HDAC no
cortex frontal. Estes dados podem estar relacionados com a melhora transitoria da
memaoria aversiva, como ja observada pelo nosso grupo (Lovatelet al., 2012), ja
que a formacdo de memodrias declarativas esta relacionada fundamentalmente
com o hipocampo e conta com a participacdo de estruturas corticais como 0
cortex frontal (Lent, 2008).Interessante comentar que a melhora na memoria
aversiva segue um padrédo temporal semelhante ao observado nos parametros
bioquimicos, uma vez que a melhora da memoéria ocorreu agudamente (cerca de
uma hora apds a ultima sessédo de treino), utilizando o paradigma da esquiva

inibitéria (Lovatelet al., 2012). Considerando que o treinamento em esteira
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ergométrica durante duas semanas nao alterou parametros epigenéticosno
hipocampo, podemos sugerir que as alteracfes induzidas no cortex frontal
(imediatamente e uma hora apos a Ultima sessdo de exercicio) podem ser
determinantes para esta resposta funcional.

Um aumento transitério na acetilacdo de histonas foi observado em
musculo esquelético de humanos (McGeeet al., 2009), corroborando o perfil de
hiperacetilacdo induzido pelo exercicio fisico.Estudos em musculo esquelético de
humanosdemonstraram que uma Unica sessdo de exercicio diminuiu a
concentracdo de uma HDAC nuclear (HDACS5) e ainda aumentou a expressao de
GLUT-4 (Kraniouet al 2000, McGeeet al 2009).

Por fim, nossos resultados sugerem que a acetilacdo de histonas mediada
pela atividade das enzimas HAT e HDAC pode ter, pelo menos em parte, um
papel no efeito neuroprotetor induzido pelo exercicio fisico moderado em esteira

ergométrica em cortex frontal e estriado de ratos Wistar.
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7. Conclusdes

Nossos resultados nos permitem concluir que:

- O exercicio fisico em esteira € capaz de modular a atividade das enzimas
histona acetiltransferase(HAT) e histona desacetilase (HDAC) em cortex frontal e

estriado de ratos.

- A modulacao da atividade das enzimas HAT e HDAC depende do protocolo de
exercicio utilizado, uma vez que os diferentes protocolos induziram diferentes

respostas nas estruturas de estudo.

- As estruturas cerebrais estudadas, cortex frontal e estriado, respondem de

maneira diferente aos protocolos de exercicio.

Nossos dados permitem sugerir que a neuroprotecdo induzida pelo exercicio
fisico de intensidade moderadaem esteira ergométrica, pode estar relacionada,
pelo menos em parte, com as atividades das enzimas histona acetiltransferase

(HAT) e histona desacetilase (HDAC) em cortex frontal e estriado.
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8. Perspectivas

- Analisar o efeito de diferentes protocolos de exercicio fisico sobre a atividade

das enzimas HAT e HDAC em outras estruturas cerebrais de ratos.

- Investigar o efeito dos protocolos de exercicio em esteira sobre

diferentesalteracéesepigenéticas, como metilagcdode histonas e de DNA.
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