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Resumo 

 

 

 

O exercício físico moderado e regular é considerado uma estratégia 

neuroprotetorapromissora.Os mecanismos pelos quais o exercício físico altera a 

função cerebral não foram completamente esclarecidos. Recentemente, nosso 

grupo demonstrou que o exercício físico alterou a atividade de enzimas 

relacionadas à acetilação de histonas, Histona Acetiltransferase (HAT) eHistona 

Desacetilase (HDAC), em hipocampo de ratos Wistar, o que pode estar 

relacionado às propriedades neuroprotetoraslevando ao remodelamento da 

cromatina. Nossa hipótese de trabalho é de que o exercício físico moderado em 

esteira ergométrica altera a atividade destas enzimas em diferentes estruturas 

cerebrais. O objetivo do estudo foi investigar o efeito do exercício agudo (sessão 

única) e crônico (duas semanas) sobre a atividade da HAT eda HDAC em 

estriado e córtex frontal de ratos. Ratos Wistar machos adultos foram distribuídos 

em um grupo não-exercitado (sedentário) e grupos exercitados em esteira 

ergométrica, utilizando diferentes protocolos: sessão única de exercício (corrida 

de 20 minutos) e treinamento crônico de exercício (corrida de 20 minutos, uma 

vez por dia, durante duas semanas). Os efeitos do exercício na atividade da HAT 

e HDAC foram determinados imediatamente e 1 h após a sessão única ou após a 

última sessão do treinamento crônico de exercício. A sessão única de exercício 

aumentou a atividade da HAT em córtex frontal de ratos 1 h após o exercício. O 

protocolo crônico de exercício reduziu a atividade da HDACno córtex frontal 

imediatamente e 1 h após a última sessão de treino. No estriado, o protocolo 

crônico de exercício aumentou a atividade da HAT e diminuiu a atividade da 

HDAC imediatamente após o treino.O exercício físico alterou a atividade das 

enzimas Histona HAT e HDAC,sugerindo um estado de hiperacetilação de 

histonas em córtex e estriado de ratos Wistar e assim é possível inferir que altere 

o 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. 
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1. INTRODUÇÃO 

1.1 Exercício Físico 

 

A atividade física sempre esteve presente nos relatos da história da 

humanidade. Estudos antropológicos relatam a existência da prática do exercício 

físico desde a cultura pré-histórica, como componente integral da expressão 

cultural, religiosa e social (Antunes, 2006). Ao longo dos tempos, o exercício vem 

sendo relacionado com efeitos favoráveis ao bem estar, como no estudo de 

Duman (2005) onde o autor observou que o exercício proporcionou benefícios 

sociais e psicológicos, tais como atividade ansiolítica e antidepressiva, os quais 

culminaram em uma mudança positiva sobre fatores de integração social e sobre 

a autoestima em pacientes que apresentavam depressão leve a moderada. Sabe-

se ainda que os efeitos da atividade física afetam inúmeros sistemas fisiológicos, 

como cardiovascular, nervoso, respiratório e muscular, contribuindo positivamente 

para a homeostasia, sendo que pessoas moderadamente ativas apresentam um 

risco menor de serem acometidas por alterações fisiológicas ou tumores quando 

comparadas a pessoas sedentárias (Antunes, 2006;Wilmore e Costill 

2001;Mahabir et al., 2004; Patel et al., 2003).  

Askuet al(2009) relacionaram o exercício regular com melhora no 

funcionamento do sistema cardiovascular e aumento da densidade mineral óssea. 

Outros estudos também relacionam a prática de exercício regular com diminuição 

do risco de morte induzida por acidente vascular cerebral, câncer e diabetes (Lee 

e Paffenbarger , 1998; Asku et al 2009). 

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

nervoso central, provenientes de diferentes protocolos de exercício físico, como 
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agudo e crônico, corrida em esteira adaptada (Pietrelliet al., 2011), natação 

(Drumond et al., 2012) ou ainda (Hopkins et al., 2011) rodas de corrida de livre 

acesso em protocolos de exercício voluntário, o que corroboraNarath et al que 

relataram que as respostas associadas ao exercício físico dependem do protocolo 

de treinamento utilizado, variando conforme a frequência, a duração e a 

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

 

 

1.2. Classificações do exercício físico 

 

Uma das classificações do exercício físico é realizada de acordo com a 

intensidade do esforço realizado pelo indivíduo, que pode considerada como leve, 

moderada e intensa. Esta classificação pode ser determinada pela taxa de 

consumo máximo de oxigênio (VO2max), sendo esta última a capacidade máxima 

que o indivíduo tem de captar e utilizar o oxigênio inspirado para gerar trabalho. 

Um exercício leve corresponde a 20 e 50% do VO2max, um exercício moderado 

de 50-70% do VO2max  e o exercício intenso acima de 80% do 

VO2max(Drummond et al., 2005). 

 Outra maneira de classificar o exercício físicoenvolve o tipo de motivação, 

sendo o exercício classificado como voluntário ou forçado. Os modelos 

experimentais de exercício voluntário utilizam a roda de corrida de livre acesso 

(Mondonet al., 1985; Russel et al., 1987), porém o controle das variáveis, como 

frequência e intensidade, durante o treinamento é impreciso (Raglin, 1990). Por 

outro lado, os modelos de treinamento forçado utilizam esteiras de corrida 
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adaptadas ou nado forçado tornando possível que as variáveis sejam mais 

facilmente controladas (Radáket al., 2001).  

Os efeitos do exercício podem ser divididos em agudos e crônicossendoos 

efeitos agudos aqueles associados diretamente com a sessão de exercício e 

podem ser subdivididos em imediatos ou tardios. Os efeitos agudos imediatos são 

aqueles que ocorrem nos períodos pré-imediato, per e pós-imediato rápido (até 

alguns minutos) ao exercício físico; já os efeitos agudos tardios são observados 

ao longo das primeiras 24 ou 48 horas (às vezes até 72 horas) que se seguem a 

uma sessão de exercício. Os efeitos crônicos, também denominados adaptações, 

são aqueles que resultam da exposição frequente e regular a sessões de 

exercício (Nóbrega e Araújo, 1988). 

 

 

1.3. Efeito neuroprotetordo Exercício Físico 

Há várias evidências de que a prática da atividade física regular modula 

diferentes funções cerebrais. As propriedades neuroprotetoras do exercício físico 

têm sido amplamente descritas, como a melhora da função 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 função cognitiva (McCloskey et 

al., 2001) e efeitos favoráveis sobre parâmetros de memória (van Praag et al., 

2005; Ang et al., 2006; Ogonovsky et al., 2005; Radak et al., 2006). Ainda, alguns 

autores descrevem o efeito do exercício físico sobre a memória espacial de 

roedores em vários modelos comportamentais. Anderson e colaboradores (2000) 

demonstraram que ratos exercitados em rodas de corrida necessitaram de um 
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menor período de treino para adquirir o critério de desempenho. Radák e 

colaboradores (2001) demonstraram que o exercício regular pode ser um meio 

importante para prevenir o declínio da função cognitiva relacionado com a idade. 

Diversos protocolos de exercício vêm sendo usados para estudar os efeitos 

benéficos do exercício físico, taiscomo a roda de livre acesso à corrida, esteira 

ergométrica, através de protocolos de baixa ou alta intensidade, contínuo ou 

intermitente e de longa ou curta duração (Garcia et al., 2012). 

Os resultados obtidos por este grupo de pesquisa demonstraram que os 

hipocampos de animais submetidos a um protocolo de exercício moderado em 

esteira (20 minutos diários durante 15 dias) apresentaram alterações na 

suscetibilidade ao evento isquêmico in vitro (Scopel et al., 2006),  enquanto que o 

protocolo de exercício intenso aumentou o dano isquêmico (Scopel et al., 2006). 

Este resultado corrobora estudos que indicam que os efeitos mediados pelo 

exercício são dependentes de variáveis como intensidade, frequência e duração 

do esforço físico (Narathet al., 2001).  

Embora a ação neuroprotetora e os seus mecanismos tenham sido 

amplamente estudados, o(s) exato(s) mecanismo(s) de açãoaindanão está (ão) 

completamente elucidado(s). Tem sido proposto que o exercício físico moderado 

promove a capilarização (Blacket al., 1987) e aumenta as conexões dendríticas 

(Pysh e Weiss, 1979). VanPraag e colaboradores (1999) observaram que a 

melhora do aprendizado espacial foi relacionada com o aumento da 

neurogênesehipocampal em animais submetidos a exercício voluntário. 

Alguns estudos demonstram que o exercício físico moderado em esteira 

leva também a alterações em outras estruturas encefálicas como córtex e 

estriado. Protocolos de corrida induziram aumento na densidade de vasos 
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sanguíneos, proliferação de astrócitos, atividade metabólica e de conteúdo de 

sinapsina e sinaptofisina em córtices 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 

expressão de receptores glutamatérgicos, bem como aumento na arborização 

dendrítica nessa estrutura (Li et al., 2005 e Takamatsu, 2010).  

Evidências sugerem que o exercício físico moderado em esteira pode 

promover o aumento na expressão do fator neurotrófico derivado do encéfalo 

(BDNF), importante para a diferenciação e sobrevida neuronal (Ishimaru, 2010; 

Soya, 2007 e Hopkins et al.,2011). Segundo Russo-Neustadt e colaboradores 

(2000), um curto período de treinamento já é suficiente para aumentar a 

expressão de BDNF, uma vez que encontraram níveis elevados de RNAm de 

BDNF  apenas dois dias após o  exercício. Miladi-Gorjiet al (2011) encontraram 

em seu estudo que a administração de um inibidor do BDNF foi suficiente para 

reduzir significativamente a melhora de parâmetros de memória espacial gerados 

por um protocolo de exercício voluntário, sugerindo então que o BDNF estaria de 

alguma forma ligado aos efeitos positivos gerados pelo exercício voluntáriosobre 

parâmetros de memória. É importante ressaltar que a expressão gênica do BDNF 

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

 

1.4 Epigenética 

 

O termo epigenética, cunhadoem 1942 pelo cientistaConradWaddington, 

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

epigenética utilizada era  a de umprocesso no qualumainformação genética 
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sofriainfluência  do ambiente e assimdefinia ofenótipo (Murrell et al., 2005). 

Atualmente, a definição do termo é descrita como uma alteração herdável da 

expressão gênica que estão estáveis ao longo de diversas divisões celulares, que 

não envolvem alteração na sequência de DNA, mas que alteram a conformação 

da cromatina (Bird, 2007). 

A unidade fundamental da cromatina é denominada nucleossomo, o qual 

consiste em uma unidade de DNA dividida em duas espirais, que se enrolam em 

torno de um octâmero proteico (Figura 1) constituído por quatro pares de 

proteínas 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 proporção de resíduos dos aminoácidos lisina e arginina nas 

histonas gera uma carga positiva, que permite a forte ligação destas proteínas 

com o DNA que possui alta carga negativa (Kouzarides, 2007). Cada histona 

apresenta uma sequência amino-terminal (N-terminal) flexível de 11 a 37 

aminoácidos. Estas regiões são chamadas de “caudas das histonas”.

 

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

de DNA; (B) Octâmero proteico do nucleossomo, formado por quatro pares de histonas (Adaptada 
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de Gräff e Mansuy, 2008). 

 

O grau de condensação das histonas e a compactação dos nucleossomos 

alteram a acessibilidade ao DNA para o processo transcricional(Lund e Lohuizen, 

2004). Fatores que aumentem a condensação da cromatina levam geralmente a 

uma repressão e ao silenciamento gênico, ao passo que a cromatina no seu 

estado mais “frouxo” tende a facilitar a transcrição e a expressão gênica 

(Rodenhiser e Mann, 2006). Este estado dinâmico da cromatina pode ser alterado 

por modificações epigenéticas que ocorrem nas histonas ou no próprio DNA, 

como acetilação, metilação, fosforilação ubiquitinação e ADP-poli-ribosilação 

(Tang et al., 2007; van Holde et al, 1988).  

Dentre os processos que alteram as caudas das histonas, destaca-se a 

acetilação a qual é a modificação mais estudada até o momento e foi o foco do 

nosso estudo. A acetilação ocorre nas caudas N-terminais das histonas e é 

controlada por dois grupos enzimáticos, as “HistonasAcetilTransferases” (HAT) 

que promovem acetilação e as “Histonas Desacetilases” (HDAC), que promovem 

a desacetilação. 

As HAT atuam catalisando a adição de um grupamento acetil, proveniente 

da molécula doadora acetil-coenzima A (acetil-CoA), aos resíduos de lisina das 

histonas, fazendo com que a carga positiva destas proteínas seja neutralizada, 

diminuindo então a força eletrostática de ligação com o DNA, tornando o estado 

conformacional da cromatina mais aberto, facilitando os processos de transcrição. 

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 fortaleçam a ligação eletrostática com o DNA, condensando 

a cromatina e desta forma, contribuindo para a diminuição dos processos de 
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transcrição e para o silenciamentogênico(Waggoner, 2007; Yoo e Jones, 2006). 

 

 

 

 

 

Figura 2.(A) Acetilação e desacetilação de histonascatalisadas pela ação da HAT e da 

HDAC; (B) Cromatina “aberta”; (C) Cromatina condensada (Adaptado de 

http://bricker.tcnj.edu/Amb/amble9.html). 
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É sugerido que o balanço entre a atividade dos dois grupos enzimáticos é 

de vital importância para a manutenção da homeostase, uma vez que estudos 

apontam para a utilização de agentes que aumentem os níveis de acetilação de 

histonas como recursos terapêuticos promissores no tratamento de diversas 

alteraçõesneurodegenerativas (Saha e Pahan, 2006). 

Estudos experimentais indicam que a utilização de inibidores de HDAC 

como a tricostatinaA (TSA) e o valproato de sódio, parece ser favorável no 

manejo da morte neuronal e consequentemente na melhora da qualidade de vida 

de pacientes que sofrem de doençasneurodegenerativas, neuropsiquiátricas e 

distúrbios de aprendizagem e memória (Bates, 2001; Sugarse Rubinsztein, 2003; 

Hockly et al., 2003; Ryu et al., 2003). 

Resultados obtidos recentemente neste grupo sugerem o papel do 

exercício sobre a modulação da acetilação 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 acetilação 

– HAT e HDAC em hipocampo de ratos. O exercício parece estar envolvido na 

modulação do estado de acetilação 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 exercício físico 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 exercício físico moderadosobrea 

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

 

2.2 Objetivos Específicos 

 

I) Avaliar o efeito do protocolo neuroprotetorcrônico sobre as atividades 

das enzimas HAT e HDAC em córtex frontale estriado de ratos Wistar. 

II) Estudar o efeito de sessão única de exercício sobre as atividades das 

enzimas HAT e HDAC em córtex frontal e estriado de ratos Wistar. 

III) Avaliar as atividades das enzimas HAT e HDAC em córtex frontal e 

estriado em diferentes tempos após o treino (imediatamente e 1 hora). 
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3. MATERIAIS E MÉTODOS  

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 Ciências Básicas da 

Saúde da Universidade Federal do Rio Grande do Sul e pela Unidade de 

Experimentação Animal do Hospital de Clínicas de Porto Alegre.  

Os animais foram mantidos em caixas plásticas (390 X 320 X 170 mm3), 

forradas com maravalha, contendo cinco animais/caixa. Os animais foram 

mantidos em condições padrão, aclimatizados com um ciclo normal claro/escuro 

de 12 horas, com ração padronizada e água “ad libitum”. 

Omáximo de precaução foi tomado com o intuito de minimizar o sofrimento 

e de reduzir o número de animais utilizados, sendo que todos os experimentos 

estiveram de acordo com os 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 Pós-

Graduação (GPPG) do Hospital de Clinicas de Porto Alegre sob o número 09-123. 

 

3.2Protocolo de Exercício Físico 

O protocolo de exercício físico consistiu em sessões de corrida em esteira 

ergométrica adaptada para ratos, contendo oito pistas individuais separadas entre 

si por paredes confeccionadas em acrílico (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 máximo de oxigênio indireto (VO2max) 

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 exaustão (incapacidade do rato em continuar a correr). O 

tempo de fadiga (em minutos) e a velocidade máxima (em m/min) foram tomados 

como 100% da capacidade de exercício e usados para a determinação de 

VO2max 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 excluídos da amostra (Scopel, et al., 2006). O grupo 

sedentário (SED) foi transportado para a sala de experimentos e os animais foram 
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manipulados exatamente como os do grupo exercitado (EXE), sendo submetidos 

à 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 Sessão única de exercício 

No primeiro protocolo, os animais EXE foram submetidos a uma única 

sessão de exercício, ou seja, correndo na esteira durante 20 minutos. Os 

primeiros minutos foram destinados para a elevação da velocidade e os últimos 

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 próximos 12 min, e 

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

 

3.2.2 Treinamento Crônico 

No segundo protocolo, os animais EXE foram submetidos ao exercício 

crônico, ou seja, correndo na esteira diariamente, durante 20 minutos, por duas 

semanas. Nas duas primeiras sessões, os ratos foram adaptados ao treinamento 

correndo com velocidade inicial de 6,7 m/min nos primeiros 2 min, aumentando 

para 10 m/min nos próximos 4 min, 15 m/min nos últimos 8 min, 10 m/min nos 

próximos 4 min e finalizando com velocidade de 6,7 m/min nos últimos 2 min. Nas 

demais sessões, iniciou-se com velocidade de 6,7 m/min nos primeiros 4 min, 

progredindo para15 m/min nos próximos 12 min, e finalizando com 6,7 m/min nos 

últimos 4 min. 
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3.3 Dissecação e preparação das amostras 

Em ambos os protocolos de exercício, os animais foram decapitados em 

diferentes tempos após o treino: imediatamente (EXEim, SEDim) ou 1 hora 

(EXE1h, SED1h). A decapitação dos animais foi realizada em laboratório diferente 

da sala de onde foi realizado o treino de corrida. O córtex frontal e o estriado 

foram rapidamente dissecados bilateralmente. As amostras foram coletadas e 

congeladas em nitrogênio líquido e armazenados a -70°C até a realizaçãodos 

ensaios (determinação da atividade das enzimas HAT e HDAC). Os ensaios 

bioquímicos foram realizados no laboratório 204 do Instituto de Ciências Básicas 

da Saúde – ICBS. 

 

A 

 

 

 

 

 

 

B 

 

 

 

 

Figura4. Linha do tempo Protocolo Crônico de exercício (A) e Protocolo de 

sessão única de exercício (B). 
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  Para a realização dos ensaios, as estruturas cerebrais foram 

homogeneizadas num volume de 1:3 em tampão de lise gelado contendo 

sacarose250 mM; Tris–HCl20 mM; pH 7,4; EDTA1 mM; EGTA1 mM; KCl10 mM; 

DTT1 mM; PMSF0,1 mM; ácido ocadáico0,1 mM.Os lisados foram centrifugados 

(16.000g) por 5 minutos a 4°C em um tubo de microcentrífugae o sobrenadante 

foi utilizado para o ensaio. 

A concentração de proteínas no sobrenadante foi determinada pelo método 

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

 

3.4Atividade da enzima HDAC 

O efeito do exercício sob a atividade da enzima HDAC foi mensuradono 

sobrenadante através de um kit-ELISA de acordo com as instruções do fabricante 

(Detecção Fluorimétrica, catálogo #17-372, UpstateBiotechnology). Foram 

incubados 5µL de tampão, 5µL de amostra e 10µL de substrato durante 60min a 

30oC. Após, houve incubação por 15min em temperatura ambiente com solução 

ativadora. A leitura ocorreu em um leitor de placas de fluorescência 

(excitação=360nm, emissão=450nm) durante 60min.  

 

3.5Atividade da enzima HAT 

O efeito do exercício sob a atividade da enzima HAT foi mensurado através 

de um kit-ELISA de acordo com as instruções do fabricante (Detecção 

Colorimétrica, catálogo #17-279, UpstateBiotechnology). Este kit baseia-se na 

utilização da histonas H4 e permite a comparação direta da atividade da enzima 

HAT na sua respectiva cauda amino-terminal, a qual é suscetível  a alterações 
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pós-traducionais. 100µL de 1µg/mL de histona H3 ou histona H4 foram incubados 

com estreptavidina durante 30min em temperatura ambiente. Os poços foram 

lavados 5 vezes com TBS e incubados com 200µL de BSA 3% por 30min a 30oC. 

Para induzir a acetilação das histonas, os poços foram novamente lavados com 

TBS, e adicionou-se em cada poço 50µL da reação de coquetel (composta de 

10µL tampão, 10µL de acetil-CoA, 5µL de amostra e 25µL de H2O destilada) e a 

placa foi incubada por 40min a 30oC. Após 5 lavagens com TBS, pipetou-se em 

cada poço 100µL de anticorpo anti-acetil-lisina (1:2500 diluído em TBS)  e a placa 

foi incubada por 1h30min em temperatura ambiente. Depois disso, lavou-se a 

placa 5 vezes com TBS, pipetou-se 100µL de conjugado IgG com peroxidase 

(1:500 diluído em TBS) em cada poço e a placa foi incubada por 30min a 

temperatura ambiente. Posteriormente, foi incubado 100µL de mistura de 

substrato de tetrametilbenzidina no escuro durante 10 minutos.Finalmente para 

parar a ração de peroxidase foi pipetado 50µL de H2SO4. As alterações 

colorimétricas foram mensuradas através de um leitor de placas em dois 

comprimentos de onda, 450nm e 570nm. 

 

4. Estatística  

 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 

exercício e o tempo de eutanásia após o treino. Para isso, utilizou-se o programa 

estatístico SPSS (StatisticalPackage for the Social Science), versão 16.0, 

adotando-se nível de significância p < 0,05. Todos os dados estão expressos na 

forma de média ± desvio padrão.  
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5. RESULTADOS 

 

5.1. Protocolo de sessão única de exercício 

5.1.1.Córtex Frontal 

A sessão única de exercício alterou significativamente a atividade da HAT no 

córtex frontal dos ratos. O grupo exercitado apresentou maior atividade da HAT 

quando comparado com o grupo sedentário uma horaapós o 

treinamento(P =0,012), conforme mostra a Figura 5 A. Não houve diferença 

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

 

5.1.2 Estriado 

No estriado, o protocolo de sessão única de exercício não alterou 

significativamente a atividade das enzimas HAT e HDAC (Figuras 6A e 

6B,respectivamente). 
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A 

 

B 

 

Figura 5. Efeito da sessão única de exercício sobre a atividade das enzimas 

HAT(A) e HDAC(B) em córtex frontal de ratos. Os resultados estão expressos 

como média ± desvio padrão (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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A 

 

B 

 

Figura 6. Efeito da sessão única de exercício sobre a atividade das enzimas 

HAT(A) e HDAC(B) em estriado de ratos. Os resultados determinados por ANOVA 

de duas vias e estão expressos como média ± desvio padrão (n=3-5 animais por 

grupo).   

0

200

400

600

800

1000

1200

1400

1600

Imediatamente 1h

A
ti

vi
d

ad
e

 H
A

T
(n

m
o

l/
m

in
/m

g 
p

ro
te

ín
a)

Sed Exe

0

5000

10000

15000

20000

25000

30000

35000

Imediatamente 1h

A
ti

vi
d

ad
e

 H
D

A
C

(p
m

o
le

s/
m

g 
p

ro
te

ín
a)

Sed Exe



 20 

5.2Protocolo crônico de exercício 

5.2.1 Córtex Frontal 

O protocolo crônico de exercícionão induziu alterações significativas na atividade 

da HAT em córtex frontal dos ratos (Figura 7A). Porém, a enzima HDAC 

apresentou uma redução significativa de atividade no grupo exercitado quando 

comparado ao grupo sedentário imediatamente (p=0,001) e uma hora (p=0,002) 

após a última sessão de treino (Figura 7B). 

 

 5.2.2 Estriado 

O exercício crônico em esteira aumentou a atividade da HAT 

imediatamente após o treino(p=0,046). Contudo este efeito não foi observado uma 

hora após a última sessão de treino (Figura 8A). Ainda, o mesmo protocolo 

reduziu a atividade da HDAC, quando comparado com o grupo sedentário, 

imediatamente após a última sessão de exercício (p=0,003; Figura 8B). 
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A 

 

B 

 

Figura 7. Efeito do protocolo crônicode exercício sobrea atividade das enzimas 

HAT(A) e HDAC(B) em córtex frontal de ratos. Os resultados estão expressos 

como média ± desvio padrão (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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B 

 

Figura8.  Efeito do protocolo crônico de exercício sobre a atividade das enzimas 

HAT(A) e HDAC(B) em estriado de ratos. Os resultados estão expressos como 

média ± desvio padrão (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). 

0

100

200

300

400

500

600

700

Imediatamente 1h

A
ti

vi
d

ad
e

 H
A

T
(n

m
o

l/
m

in
/m

g 
p

ro
te

ín
a)

SED EXE

*

0

2000

4000

6000

8000

10000

12000

14000

16000

Imediatamente 1h

A
ti

vi
d

ad
e

 H
D

A
C

(p
m

o
le

s/
 m

g 
p

ro
te

ín
a)

SED EXE

*



 23 

6. Discussão 

Os resultados obtidos neste estudocorroboram a hipótese de que o 

exercício físico moderado em esteira ergométrica pode estar envolvido na 

modulação do estado de acetilação de histonas no cérebro de ratos Wistar, 

alterando a atividade de enzimas envolvidas na acetilação de histonas em 

diferentes regiões encefálicas. O exercício moderado em esteira parece modular 

de forma dependente de tempo e da estrutura, considerando o perfil temporal e as 

diferenças entre as estruturas cerebrais de interesse, córtex frontal e estriado. 

Dados obtidos em nosso laboratório(Elsneret al., 2011) demonstraram que 

o protocolo de sessão única de exercício 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 após o exercício, comparados aos 

grupos sedentários, o que sugere umpadrão dehiperacetilação das histonas.Por 

outro lado, o protocolo de duas semanas não alterou a atividade de ambas as 

enzimas em hipocampo de ratos adultos. Cabe destacar que recentemente foi 

observado neste laboratório que o protocolo de duas semanas aumentou a 

acetilação global em hipocampos de ratos de 20 meses, o que não ocorreu em 

adultos jovens. 

Os resultados deste trabalho demonstram que a sessão única de exercício 

aumentou a atividade da HAT em córtex, enquanto que, o protocolo crônico não 

alterou a atividade da HAT, enquanto, reduziu pronunciadamente a atividade da 

HDAC em ambos os tempos testados.  

No estriado, observamos uma alteração na atividade de ambasenzimas 

apóso protocolo de exercício crônico,onde os níveis de atividade da HAT 

apresentaram um aumento no grupo exercitado imediatamente após a última 
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sessão de treino, quando comparado ao grupo sedentário, bem como uma 

diminuição da atividade da HDAC. As alterações induzidas pelo exercício no 

estriado são de especial interesse devido ao envolvimento funcional desta 

estrutura cerebral com o comportamento e o controle motor. As alterações 

observadas apenas imediatamente após o exercício nesta estrutura pode ser 

explicada, ao menos em parte, por uma possível adaptação da circuitaria estriatal 

frente aos estímulos provenientes do protocolo de exercício. 

Essa diferença de respostas ao exercício físico encontrada em estruturas 

cerebrais já foi encontrada em outros estudos,onde estruturas encefálicas 

distintas respondem diferentemente aos estímulos provenientes dos protocolos de 

exercício físico. McCloskey e colaboradores (2001) observaram um aumento de 

parâmetros metabólicos induzido pelo exercício físico em roda de corridaem 

estriado e córtex, mas não em hipocampo. Nesse estudo,seis meses de exercício 

voluntário aumentaram a densidade da enzima citocromo oxidase no córtex motor 

e na região estriatal, caudado-putâmen dorsolateral, mas não no caudado-

putâmenventrolateral ou em qualquer região hipocampal.Além disso, a 

heterogeneidade da maquinaria epigenética pode estar relacionada às diferenças 

nas respostas obtidas, contudo, de nosso conhecimento, estudos que comparem 

os mecanismos de acetilação nas diferentes estruturas cerebrais ainda não foram 

realizados. 

De forma geral, podemos sugerir que o exercício pode alterar a expressão 

gênica nas estruturas estudadas, já que o estado acetilado de histonas, induzido 

pelo aumento da atividade da HAT e/ou pela redução da atividade da HDAC, leva 

a uma conformação mais aberta da cromatina, sendo então 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 expressão dos genes NMDAR1, 

VEGF, Flk-1 B e BDNFinduzido pelo exercício físico em esteira ergométrica em 

ratos (Lou et al., 2008). Em concordância, alguns estudos demonstraram que o 

exercício físico forçado em esteira ergométrica é capaz de promover aumento da 

expressão de genes, como o do Fator Neurotrófico Derivado do Encéfalo (BDNF) 

(Bosetal.,Takamatsu, 2012, Hopkins et al., 2011, 2010). Ainda,outros estudos 

demonstraram que a acetilação da região do promotor IV no gene do BDNF 

aumenta a expressão desse fator, que por sua vez está relacionado com 

aprendizado, memória e neuroproteção (Tsankovaet al., 2006, Gomez-Pinilla, 

2011). 

Assim, podemos inferir que o efeito do exercício físico sobre a acetilação 

de histonas esteja relacionado ao efeito neuroprotetor do exercício, uma vez que 

já foi demonstrado que a atividade global da HAT pode estar envolvida na 

formação de memória e coma neuroproteção (Selviet al., 2010). Cabe descrever 

que a diminuição de coativadoresque apresentam atividade HAT, como a P300 e 

a CBP (proteína de ligação ao CREB), está associada 

àneurodegeneração(Rouauxet al., 2004; Jiang et al., 2003). Utilizando um modelo 

de apoptose neuronal in vitro,Rouauxet al (2003) descreveram que somado à 

desacetilação das histonas H3 e H4 que precederam a apoptose, foi constatada a 

diminuição do conteúdo de CBP nas culturas de neurônios cerebelares.Uma alta 

atividade da HDAC também temsido observada nos processos iniciais da 

apoptose celular e parece estar relacionada com alteraçõesneurodegenerativas 

(Rouaux et al., 2003).  Fontán-Lozano e colaboradores (2008) demonstraram que 

uma redução dos processos de desacetilação pela utilização de inibidores de 
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HDAC além de induzir um aumento na acetilação de histonas, melhorou 

parâmetros de memória em diversos testes experimentais. Além disso, a inibição 

da atividade da HDAC por meio da administração de inibidoresfoi relacionada 

coma melhora em inúmeras condições neurodegenerativas. A administração de 

inibidores de HDAC, foi capaz de reverter a indução da apoptose induzida pelo 

estresse oxidativo em doenças neurodegenerativas como Alzheimer, Parkinson, 

Huntington, AVC, Esclerose Múltipla e ataxia de Friedreich (Ryu et al., 2003). 

Ainda, inibidores de HDAC comoa Tricostatina A (TSA) e o ácido 

SuberoilanilidaHidroxâmico (SAHA) foram capazes dediminuir a toxicidadee a 

neurodegeneração dependente da poliglutamina em moscas 

Drosophilas(Steffanet al., 2001). Assim, a diminuição da atividade da enzima 

HDAC observadano presente trabalho permite-nos sugerir o envolvimento da 

diminuição da atividade desacetiladora com os mecanismos de ação da atividade 

neuroprotetora induzida pelo exercício.  

A sessão única de exercício físico aumentou a atividade da HAT e, ainda, o 

protocolo crônico aumentou a atividade da HAT e reduziu a atividadeda HDAC no 

córtex frontal. Estes dados podem estar relacionados com a melhora transitória da 

memória aversiva, como já observada pelo nosso grupo (Lovatelet al., 2012), já 

que a formação de memórias declarativas está relacionada fundamentalmente 

com o hipocampo e conta com a participação de estruturas corticais como o 

córtex frontal (Lent, 2008).Interessante comentar que a melhora na memória 

aversiva segue um padrão temporal semelhante ao observado nos parâmetros 

bioquímicos, uma vez que a melhora da memória ocorreu agudamente (cerca de 

uma hora após a última sessão de treino), utilizando o paradigma da esquiva 

inibitória (Lovatelet al., 2012). Considerando que o treinamento em esteira 
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ergométrica durante duas semanas não alterou parâmetros epigenéticosno 

hipocampo, podemos sugerir que as alterações induzidas no córtex frontal 

(imediatamente e uma hora após a última sessão de exercício) podem ser 

determinantes para esta resposta funcional. 

Um aumento transitório na acetilação de histonas foi observado em 

músculo esquelético de humanos (McGeeet al., 2009), corroborando o perfil de 

hiperacetilação induzido pelo exercício físico.Estudos em músculo esquelético de 

humanosdemonstraram que uma única sessão de exercício diminuiu a 

concentração de uma HDAC nuclear (HDAC5) e ainda aumentou a expressão de 

GLUT-4 (Kraniouet al 2000, McGeeet al 2009).  

Por fim, nossos resultados sugerem que a acetilação de histonas mediada 

pela atividade das enzimas HAT e HDAC pode ter, pelo menos em parte, um 

papel no efeito neuroprotetor induzido pelo exercício físico moderado em esteira 

ergométrica em córtex frontal e estriado de ratos Wistar. 
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7. Conclusões 

 

Nossos resultados nos permitem concluir que: 

 

- O exercício físico em esteira é capaz de modular a atividade das enzimas 

histona acetiltransferase(HAT) e histona desacetilase (HDAC) em córtex frontal e 

estriado de ratos. 

 

- A modulação da atividade das enzimas HAT e HDAC depende do protocolo de 

exercício utilizado, uma vez que os diferentes protocolos induziram diferentes 

respostas nas estruturas de estudo.  

 

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

maneira diferente aos protocolos de exercício. 

 

Nossos dados permitem sugerir que a neuroproteção induzida pelo exercício 

físico 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 córtex frontal e estriado.  
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8. Perspectivas 

 

 

- Analisar o efeito de diferentes protocolos de exercício físico sobre a atividade 

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

 

- Investigar o efeito dos protocolos de exercício em esteira sobre 

diferentesalteraçõesepigenéticas, como metilaçãode histonas e de DNA. 
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