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RESUMO

O exercicio fisico moderado e regular é considerado uma estratégia
neuroprotetora promissora. Os mecanismos pelos quais o exercicio fisico altera a
funcdo cerebral ndo foram completamente esclarecidos. Nossa hipGtese de
trabalho foi que estas propriedades neuroprotetoras estejam relacionadas com o
remodelamento da cromatina, especificamente alterando os niveis de acetilacao
de histonas através da modulacdo da atividade das enzimas Histona
Acetiltransferase (HAT) e Histona Desacetilase (HDAC). O objetivo do estudo foi
investigar o efeito do exercicio na atividade da Histona Acetiltransferase (HAT) e
Histona Desacetilase (HDAC) em hipocampo de ratos em diferentes tempos apoés
o treinamento. Ratos Wistar machos adultos foram distribuidos em um grupo néo-
exercitado (sedentario) e um grupo exercitado em diferentes protocolos: sessao
Unica de exercicio (corrida de 20 min) e treinamento crbénico de exercicio (corrida
de 20 min, uma vez por dia, durante duas semanas). Os efeitos do exercicio na
atividade da Histona Acetiltransferase (HAT) e Histona Desacetilase (HDAC)
foram mensurados imediatamente, 1 h e 18 h apds a sessdo Unica ou apls a
dltima sessdo do treinamento cronico de exercicio, utilizando kits ELISA
especificos. A sessdo Unica de exercicio reduziu a atividade da Histona
Desacetilase (HDAC) e aumentou a atividade da Histona Acetiltransferase (HAT),
bem como aumentou o balanco HAT/HDAC em hipocampos de ratos,
imediatamente e 1 h ap6s o exercicio, indicando um estado de hiperacetilacdo de
histonas. O treinamento crénico ndo alterou a atividade das enzimas Histona
Acetiltransferase (HAT) e Histona Desacetilase (HDAC). As atividades das
enzimas Histona Acetiltransferase (HAT) e Histona Desacetilase (HDAC) foram
influenciadas pelo ritmo circadiano, uma vez que o balanco HAT/HDAC foi
significativamente menor durante o periodo da manh& em comparagao ao periodo
da tarde. O exercicio fisico alterou a atividade das enzimas Histona
Acetiltransferase (HAT) e Histona Desacetilase (HDAC) em hipocampos de ratos

Wistar, apresentando efeito de curta duragao.
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ABSTRACT

Regular and moderate exercise has been considered a promising
neuroprotective strategy. The mechanisms by which physical exercise alters brain
function are not completely clear. Our work hypothesis was that these
neuroprotective properties could be related to chromatin remodeling, specifically
altering the histone acetylation levels through modulation of Histone
Acetyltransferase (HAT) and Histone Desacetylase (HDAC) enzyme activities. The
aim of the work was to investigate the effect of exercise on Histone
Acetyltransferase (HAT) and Histone Desacetylase (HDAC) activities in rat
hippocampus at different times after treadmill exercise. Adult male Wistar rats
were assigned to a non-exercised (sedentary) group and an exercised group on
different protocols: a single session of exercise (running for 20 min) and a chronic
treadmill exercise (running once daily for 20 min, for 2 weeks). The effects of
exercise on Histone Acetyltransferase (HAT) and Histone Desacetylase (HDAC)
activities were measured immediately, 1 h and 18 h after the single session or the
last session of chronic treadmill exercise using specific ELISA kits. The single
session of exercise reduced the Histone Desacetylase (HDAC) activity and
increased the Histone Acetyltransferase (HAT) activity, as well increased the
HAT/HDAC balance in rat hippocampus, immediately and 1 h after exercise,
indicative of histone hyperacetylation status. The chronic treadmill did not alter the
Histone Acetyltransferase (HAT) and Histone Desacetylase (HDAC) enzymes
activity. The Histone Acetyltransferase (HAT) and Histone Desacetylase (HDAC)
enzymes activities were influenced by the circadian rhythm, since the HAT/HDAC
ratio was significantly decreased in the early morning when compared to the
afternoon. The physical exercise altered the Histone Acetyltransferase (HAT) and
Histone Desacetylase (HDAC) enzymes activities in Wistar rats hippocampus,

presenting short term effects.



1 INTRODUGCAO

O exercicio fisico parece ser significativamente favoravel a saude e bem-
estar, fornecendo beneficios psicolégicos, proporcionando integracdo social e
melhorando a autoestima. Varios estudos epidemiologicos tém demonstrado que
0 exercicio fisico regular traz muitos beneficios a saude, estando relacionado nao
s6 com o melhora da qualidade de vida, bem como com a diminuicdo da
incidéncia de disfuncdes relacionadas ao estilo de vida (Duman, 2005).

Duman (2005) mostraram os efeitos psicolégicos do exercicio, 0s quais
incluem acao ansiolitica e antidepressiva e melhor resisténcia a problemas
emocionais e fisiolégicos, proporcionando como consequéncia, integracdo social
e melhora da autoestima em pacientes com depressao leve a moderada. Sua
pratica tem sido usada especialmente no tratamento de pacientes com problemas
emocionais que rejeitam ostensivamente diagnésticos psicolégicos e seus
respectivos tratamentos (Salmon, 2001).

Sabe-se que os efeitos positivos do exercicio fisico atingem diversos
sistemas fisiolégicos, alterando variaveis como atividade cardiaca, pressao
arterial, frequiéncia respiratéria, temperatura e atividade muscular, o que contribui
para um estilo de vida mais saudavel (Wilmore e Costill, 2001). Alguns autores
sugerem que o0 exercicio também contribui para a reducdo da incidéncia de
tumores (Mahabir et al., 2004; Patel et al., 2003).

Segundo Lee e Paffenbarger (1998), a pratica de exercicio fisico parece
reduzir tanto o risco quanto a mortalidade induzida por Acidente Vascular
Cerebral (AVC), além de melhorar a funcdo cerebral, podendo influenciar o
comportamento. A participacdo em programas de atividade fisica parece
restabelecer as habilidades mentais em adultos idosos (Dustman et al., 1984;
Elsayed et al., 1980; Kramer et al., 1999).

Frente a todos esses dados, 0 exercicio regular parece ser
significativamente benéfico a saude (Radak et al.,, 2001), sendo encarado
atualmente como um instrumento, tanto preventivo como terapéutico, para varios
tipos de doencas (Wilmore e Costill, 2001). No entanto, ha um conhecimento
restrito sobre os mecanismos de acdo pelos quais o exercicio fisico atua nos
diferentes sistemas fisioldgicos.

Os animais de experimentacao tém sido amplamente utilizados para avaliar



os efeitos do exercicio fisico. E digno de nota que as respostas fisiologicas
associadas ao exercicio fisico dependem do protocolo de treinamento utilizado,
variando conforme freqiéncia, duracédo e intensidade do esfor¢co (Narath et al.,
2001).

O exercicio fisico pode ser classificado de acordo com a intensidade do
esforco em: leve, moderado e intenso, conforme o consumo maximo de oxigénio
(VO2 méax), ou seja, a taxa maxima que o organismo de um individuo tem de
captar e utilizar o oxigénio do ar que esta inspirando para gerar trabalho. Assim
sendo, o teste de VO, max tem sido amplamente utilizado para a prescricdo e
orientacao de programas de exercicio fisico. Um exercicio leve corresponde entre
20 a 50% do VOomax, Um exercicio moderado de 50-70% do VOomax € 0 exercicio
intenso acima de 80% do VO;max (Drummond et al., 2005).

Outra classificacdo aplicada ao exercicio € relacionada a motivacao:
exercicio forcado ou voluntario. Os modelos voluntarios utilizam o livre acesso a
uma roda de corrida (Mondon et al., 1985; Russel et al., 1987), e por ser
voluntario, o controle das variaveis de treinamento é dificultado (Raglin, 1990). Ja
0 protocolo de treinamento forcado consiste em sessdes de corrida em esteira
ergométrica ou o nado forcado (Radak et al., 2001), e assim, as variaveis de
treinamento podem ser controladas cuidadosamente (Dishman, 2006).

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

exercicio (N6brega e Araujo, 1988).

1.1 Beneficios do Exercicio Fisico sobre o Sistema Nervoso Central
(SNC)
Os efeitos neuroprotetores do exercicio fisico ganharam importancia na

Gltima década, sendo foco de varias pesquisas. Tem sido sugerido que o



exercicio fisico produz efeitos benéficos em certas regides cerebrais, além de
alteragcbes positivas no balan¢co homeostésico, envolvendo alteragdes hormonais,
metabdlicas e imunoldgicas (Radak et al., 2005). Vissing e colaboradores (1996)
mostraram que o0 hipocampo, o0 coOrtex motor e o estriado apresentam alta
atividade neuronal durante o exercicio, podendo, portanto, sofrer plasticidade
cerebral relacionada a atividade fisica.

A melhora da funcdo cerebral com a pratica do exercicio fisico tem sido
verificada tanto em humanos (Winter et al., 2007; Coles e Tomporowiski, 2008;
Sibley e Beilock, 2007) quanto em animais, especialmente em roedores.

Varios autores tém associado o0 exercicio fisico regular com o
aprimoramento da funcdo cognitiva em ratos (Kramer et al., 1999; Cotman e
Berchthold, 2002; Berchtold et al., 2005; Chen et al., 2007; Van der Borght et al.,
2007), o que parece estar relacionado com aspectos como: aumento da
neurogénese hipocampal (During e Cao, 2006; Fabel et al., 2003; van Praag et
al., 1999), reducao das variaveis relacionadas ao estresse oxidativo (Ogonovszky
et al., 2005; Radak et al., 2006), aumento dos niveis do fator neurotréfico derivado
do encéfalo (“brain-derived neurotrophic factor”, BDNF; Vaynman et al., 2006;
Huang et al., 2006; Berchthold et al., 2005; Neeper et al., 1995), incremento da
vascularizacdo cerebral (Isaacs et al.,, 1992) e varias alteracbes morfoldgicas
(Arida et al., 2004).

Dentro desse contexto, um estudo interessante para ser citado € o de
Uysal et al. (2005). Os autores avaliaram os efeitos do exercicio aerdbico regular
(sessdes diarias de corrida-30 minutos durante 8 semanas) em ratos com 22 dias
de vida, periodo equivalente a adolescéncia, sobre a densidade neuronal,
apoptose e memoéria espacial. Eles mostraram que o exercicio induziu significante
melhora cognitiva nos ratos, associado a um aumento no numero de neurdnios na
regido CA1 e CA3 do hipocampo.

Van Praag e colaboradores (2005) descreveram uma diminui¢éo (cerca de
50%) da neurogénese em ratos envelhecidos e concluiram que o exercicio
voluntario € capaz de amenizar algumas alteragbes morfologicas e
comportamentais decorrentes do processo de envelhecimento.

Alguns autores tém reportado também os efeitos favoraveis do exercicio,
voluntario e forgcado, em testes de memadria em roedores (Barnes et al., 1991;
Uysal et al., 2005; van Praag et al., 2005; Blustein et al., 2006; Ang et al., 2006;



Ogonovsky et al., 2005; Radak et al., 2006; Alaei et al., 2006; Chen et al., 2007).
Anderson e colaboradores (2000), por exemplo, demonstraram que ratos
exercitados de forma voluntaria em rodas de corrida durante sete semanas
necessitaram de um menor periodo de treino para adquirir o critério de
desempenho no labirinto radial de oito bragos.

O exercicio fisico parece contribuir tanto na reducdo do risco, quanto na
mortalidade induzida por AVCs (Lee e Paffenbarger, 1998). Modelos
experimentais também demonstram que o exercicio reduz o dano neuronal
induzido por isquemia cerebral focal e global (Stummer et al., 1994; Wang et al.,
2001). Stummer e colaboradores (1994) relataram propriedades neuroprotetoras
do exercicio pré-isquémico em gerbilos, onde o livre acesso a uma roda de
corrida durante 14 dias antes da inducdo da isquemia global resultou em um
aumento na sobrevida dos animais exercitados quando comparados ao grupo
controle. Além disso, a andlise histologica quantitativa indicou que o dano
isquémico foi atenuado no hipocampo, neocortex, estriado e talamo nos animais
exercitados.

Recentemente, resultados obtidos em nosso laboratério mostram que o
exercicio fisico regular, de intensidade moderada (20 minutos diarios durante 2
semanas) alterou a susceptibilidade ao evento isquémico in vitro. Fatias
hipocampais de animais exercitados em esteira ergométrica, submetidas a
privacdo de oxigénio e glicose (POG), apresentaram diferente resposta de dano
celular de forma dependente da intensidade do exercicio. O dano induzido pela
POG foi reduzido em animais submetidos ao exercicio em intensidade moderada.
Por outro lado, o exercicio fisico com intensidade extenuante induziu dano celular
guando comparado ao grupo controle, além de potencializar fortemente a lise
causada pela POG (Scopel et al., 2006).

De uma forma geral, tem sido proposto que os efeitos benéficos do
exercicio na funcdo cerebral estdo associados com o aumento da capilarizagédo
(Black et al., 1987) e das conexdes sinapticas (Pysh e Weiss, 1979), porém, ha
um restrito conhecimento sobre o seu mecanismo de acdo. Alguns autores
sugerem a ativacdo de algumas vias moleculares e celulares que contribuem para
a neuroprotecdo. Sabe-se, por exemplo, que o exercicio induz alteracbes nos
niveis de transcricao de diversos genes (Tong et al., 2001).



Varios autores tém demonstrado que o exercicio fisico pode promover um
aumento na expressao de certos fatores troficos, dentre eles, o fator neurotrofico
derivado do encéfalo (“brain-derived neurotrophic factor”, BDNF), o qual é
importante para a diferenciacdo e sobrevida neuronal (Gomez-Pinilla et al., 2002;
Neeper et al., 1996). E interessante relatar também que um curto periodo de
treinamento ja é suficiente para aumentar a expressédo de BDNF. Russo-Neustadt
e colaboradores (1999, 2000) demonstraram que dois, sete ou vinte dias de
exercicio voluntario elevaram o contedtdo de RNAmM de BDNF hipocampal.
Contudo, demonstramos recentemente que um protocolo neuroprotetor néo
alterou os niveis de BDNF em hipocampos de ratos Wistar, 18 horas apds o
treinamento de intensidade moderada, sugerindo que o BDNF ndo esta
diretamente envolvido com o efeito deste protocolo (Cechetti et al., 2007). No
entanto, ndo podemos descartar a hipotese de que o exercicio altere os niveis de
BDNF com padr&o temporal diferente do testado.

1.2 Epigenética

Tem sido verificado um consideravel crescimento na area da epigenética
e no impacto que seus mecanismos exercem na biologia (Feinberg, 2008). O
termo epigenética, derivado do prefixo grego “epi” significa, literalmente, “sobre os
genes” e foi introduzido em 1942 por Conrad Waddington. Inicialmente, a
epigenética foi definida como um processo no qual a informacdo genética de um
organismo interagia com o ambiente, e assim, definia seu fendétipo (Murrell et al.,
2005).

Atualmente, epigenética é o termo usado para se referir a alteracéo
herdavel da expressdo génica de organismos unicelulares e multicelulares que
sé@o estaveis ao longo de diversas divisbes celulares, mas que ndo envolvem
alteracdo da sequéncia de DNA e sim, uma modificagdo da conformacéo da
cromatina (Bird, 2007).

Nucleossomo é o0 nome dado, nos seres eucariontes, a unidade
fundamental da cromatina (Figura 1A). Consiste em uma unidade de DNA dividida
em duas espirais, que se enrolam em torno de um octamero protéico (FiguralB)
constituido por quatro pares de proteinas chamadas 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
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estabilizar a estrutura da cromatina (Angelov et al., 2001).

As histonas séo proteinas que apresentam alta proporcao de residuos dos
aminoacidos lisina e arginina, 0os quais sao carregados positivamente. Isso € o
que ajuda a ligarem-se fortemente ao DNA, que tem um alto contetudo de carga
negativa (Kouzarides, 2007).

Cada histona apresenta uma sequéncia amino-terminal (N-terminal) flexivel
de 11 a 37 aminoacidos. Estas regides sao chamadas de “caudas das histonas”.
Além disso, cada H2A também possui uma cauda carboxi-terminal (C-terminal) na

sua extremidade (Kouzarides, 2007).

(A) Cromatina
N"___ Y
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Cauda N-Terminal Cauda C-Terminal

Figura 1 (A) Estrutura da cromatina, formada por histonas envolvidas por duas moléculas
de DNA,; (B) Octamero central do nucleossomo, formado por quatro pares de histonas (Adaptada
de Gréaff e Mansuy, 2008).

A posicdo dos nucleossomos em relacdo a sequéncia de DNA é um fator
que altera o grau de compactacdo da cromatina e consequentemente sua
acessibilidade para o processo transcricional (Lund e Lohuizen, 2004). A
cromatina altamente condensada €é denominada heterocromatina, sendo
relacionada com a repressdo e silenciamento génico. Contrariamente, a
eucromatina, com seus nucleossomos mais espacados, forma uma estrutura
"aberta" que facilita a transcricdo e consequentemente 0 aumento da expressao
génica (Rodenhiser e Mann, 2006). O estado dindmico da cromatina pode ser
alterado por modificacdes epigenéticas, envolvendo mecanismos bioquimicos que
atuam nas histonas ou no préprio DNA (Tang et al., 2007; Kouzarides, 2007).

As histonas constituem substratos para pelo menos oito tipos diferentes de

modificacdes pods traducionais, como por exemplo, acetilagdo, fosforilagéo,



metilagéo, ubiquitinagdo e ADP-poli-ribosilagédo (van Holde, 1988), sendo que a
maioria destas ocorre nas caudas N-terminais destas proteinas (Figura 2). Uma
vez que as histonas sdo modificadas, estas sdo reconhecidas por complexos de
remodelamento de cromatina que, entdo, as modificam, tornando-a acessivel ou
nao aos fatores de transcri¢ao.

Pesquisas recentes tém demonstrado que o ambiente é capaz de induzir
estas modificacbes e consequentemente modular a expressdo de genes
especificos. A maioria desses estudos utiliza modelos animais e mostram que
afetam principalmente o hipocampo, podendo influenciar o comportamento
(Zhang and Meaney, 2010), os processos fisiologicos e o desenvolvimento de
diversas doencas (Feinberg, 2008; Foley et al., 2009; Handel et al., 2010). Entre
os fatores que podem induzir as modificacdes epigenéticas, os mais citados
incluem a alimentacdo, a poluicdo, os farmacos e o exercicio fisico (Muller e
Prado, 2008).

Apesar da evidente influéncia do ambiente sobre a modulagcédo epigenética
relacionada com a funcdo cerebral, até o presente momento nenhum estudo

avaliou se a remodelacao da cromatina é sensivel aos efeitos do exercicio fisico.

®) , A @) Acstilagéo

N H2A ® [M] Metilacao
) ® A 4" ® Fosforilacéo
o Ubiquinacéao

Figura 2 Modificacdes epigenéticas em histonas (Adaptada de Graff e Mansuy, 2008).



A acetilacdo de histonas, descoberta hd mais de quatro décadas, é a
modificacdo pés-traducional mais estudada atualmente (Kimura et al., 2005; Choi
and Howe, 2009) e vai ser foco do nosso estudo. Estas ocorrem principalmente
nas caudas N-terminais das histonas H3 e H4 (Kuo e Allis, 1998) e séo reguladas
por dois grupos de enzimas, as histonas desacetilases (HDAC) e as histonas
acetiltransferases (HAT).

As HAT catalisam a adicdo do grupo acetil da molécula doadora acetil-
coenzima A (acetil-CoA) aos residuos de lisina das histonas, o que neutraliza a
carga positiva das extremidades destas proteinas, enfraquecendo as interacdes
eletrostaticas entre os nucleossomos, bem como entre as histonas e o DNA.
Dessa forma, a cromatina adota uma configuracdo mais aberta, facilitando,
consequentemente, o processo de transcricdo (Waggoner, 2007; Yoo e Jones,
2006). Por outro lado, as HDAC desacetilam as histonas, ou seja, removem o
grupo acetil destas proteinas, ligando-se fortemente ao DNA e assim tornando a
estrutura da cromatina mais compacta (Strahl e Allis, 2000; Turner, 2002). Isto
atenua o processo de transcricao e contribui para o silenciamento génico.

Em funcdo de sua acdo, as HAT sado consideradas coativadoras da
transcricdo, enquanto as HDAC séo consideradas co-repressoras da transcricao
(Rountree et al., 2001). Dessa forma, fica evidente que o sistema HAT-HDAC é
muito importante na regulacdo do processo de transcricdo e conseguentemente

no controle da expresséo génica (Figura 3).
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Figura 3 (A) Acetilacdo e desacetilacdo de histonas, pela acdo da HAT e da HDAC; (B)
Eucromatina, cromatina “aberta”; (C) Heterocromatina, cromatina condensada (Adaptado de
http://bricker.tcnj.edu/Amb/amble9.html).

E relevante destacar que a perda do balanco entre a atividade das enzimas
HAT e HDAC (HAT/HDAC) a favor da HDAC, ou seja, devido a um aumento da
atividade da HDAC (Figura 4), parece ser um mecanismo critico e decisivo
envolvido na disfuncdo e toxicidade neuronal, fatores relacionados a desordens
neurodegenerativas (Saha e Pakan, 2006; Steffan et al., 2001; Taylor et al.,
2003).

AT

DISFUNGAO, TOXICIDADEE L _ O
APOPTOSE NEURONAL |

' l
DOENCAS
NEURODEGENERATIVAS

Figura 4 Relacdo entre a perda do balanco HAT/HDAC e doencas neurodegenerativas (Adaptado
de Saha e Pakan, 2006).

Com o crescente aumento na incidéncia de desordens neurodegenerativas
decorrente da maior expectativa de vida mundial, criou-se a necessidade de

buscar alternativas terapéuticas que visem melhorar a qualidade de vida destes
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pacientes. Neste contexto, agentes que promovam aumento no nivel de
acetilacdo de histonas, tais como ativadores da HAT e inibidores da HDAC,
parecem ser recursos terapéuticos promissores no tratamento de desordens
neurodegenerativas (Saha e Pakan, 2006).

Atualmente, varios grupos tém investigado a eficacia dos inibidores de
HDAC, os quais parecem ser favoraveis no manejo da morte neuronal e
consequentemente na melhora da qualidade de vida de pacientes que sofrem de
desordens neurodegenerativas, neuropsiquiatricas e disturbios de aprendizagem
e memoria (Bates, 2001; Sugars and Rubinsztein, 2003; Hockly et al., 2003; Ryu
et al., 2003). Dentre esses inibidores, pode-se citar a Tricostatina A (TSA), o
Valproato de Sédio (VPA) e o Butirato de Sédio (NaBt).

Ha relatos que inibidores de HDAC melhoram o desempenho em tarefas
de memodria (Lubin et al., 2008), e também revertem déficits de memaoria (Korzus
et al., 2004). Fontan-Lozano et al. (2008) mostraram que a inibicdo de HDAC néo
somente induziu a acetilacdo de histonas, como também facilitou a formacéo da
memoria em diferentes testes. De fato, outro estudo mostrou que a administracéo
de inibidores de HDAC induziu um aumento global na acetilagdo em estruturas
cerebrais e melhorou significativamente o desempenho motor (Hughes et al.,
2001). O tratamento com inibidores de HDAC também apresentam atividade
neuroprotetora em modelos de isquemia (Katchanov et al., 2001; Gardian et al.,
2005). Kim et al. (2007) verificaram também que inibidores de HDAC
apresentaram efeitos anti-inflamatoérios apés isquemia cerebral. Ainda, Ryu et al
(2003), demonstraram que inibidores de HDAC foram capazes de reverter a
apoptose neuronal induzida pelo estresse oxidativo, o qual tem sido associado em
varias desordens neurodegenerativas tais como doencas de Alzheimer,
Parkinson, Huntington, isquemia e Esclerose Mdltipla.

Uma extensa literatura evidencia a modulacdo do processo de transcricao
génica pelo exercicio fisico, jA que sua pratica parece aumentar a expressao de
genes especificos (Mahoney et al., 2005), inclusive em estruturas cerebrais de
ratos adultos (Lou et al., 2008). Assim, é relevante investigar o envolvimento de

mecanismos epigenéticos na neuroprotecao induzida pelo exercicio fisico.
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2 OBJETIVOS

A hipotese de trabalho é que as propriedades neuroprotetoras do
exercicio estejam relacionadas com a remodelagdo da cromatina,
especificamente induzindo modificacdo de histonas, através da atividade das
enzimas Histona Acetiltransferase (HAT) e Histona Desacetilase (HDAC).

2.1 Objetivo Geral

O objetivo geral do projeto consiste em investigar os efeitos
neuroprotetores do exercicio fisico sobre mecanismos epigenéticos em

hipocampo de ratos.

2.2 Objetivos Especificos

I) Comparar o efeito de dois protocolos de exercicio fisico, sessdo Unica
de exercicio e treinamento cronico, sobre a atividade das enzimas HAT e HDAC.
II) Avaliar a atividade das enzimas HAT e HDAC em diferentes tempos

apos a sessao Unica de exercicio e da ultima sessao do treinamento crénico.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Animais

Foram utilizados 60 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 (estando as luzes apagadas no periodo das 19hs as 7hs), com ragao
padronizada e agua “ad libitum”.

O méaximo de precaucao 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 os critérios estabelecidos no “Guide for Care and Use of
Laboratory Animals” (NIH publication No. 80-23, revised 1996).

3.2 Procedimentos

3.2.1 Protocolo de Exercicio Fisico

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

utilizado neste estudo.
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Figura 5 Esteira ergométrica adaptada para ratos

Para determinar a velocidade de corrida que seria utilizada durante os
treinos foi utilizada a medida de consumo méaximo de oxigénio indireto (VO2 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 indice da capacidade de exercicio e usados para a mensuracado 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 0s animais foram
manipulados exatamente como os do grupo exercitado (EXE), pelo mesmo
tempo, porém sem realizar a corrida, sendo submetidos a esteira sem movimento
durante 5 minutos. 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.
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3.2.2 Desenho Experimental

Os animais foram aleatoriamente distribuidos em dois grupos
experimentais: EXE e SED. O efeito do exercicio sob a atividade das enzimas
HAT e HDAC foi verificado através de diferentes protocolos: Sessdo Unica de

exercicio e treinamento cronico.

3.2.2.1 Protocolo 1: Sessao 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 elevacdo 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 proximos 12 min, e

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

3.2.2.2 Protocolo 2: Treinamento Cronico

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, o0s 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 dltimos 8 min, 10 m/min nos
préximos 4 min e finalizando com velocidade de 6,7 m/min nos dltimos 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
altimos 4 min.

Em ambos os protocolos, os animais foram mortos em 3 diferentes tempos
apos o treino: imediatamente (EXEim, SEDim, correspondendo ao periodo da
tarde), 1 hora (EXE1h, SED1h, correspondendo ao periodo da tarde) e 18 horas
(EXE18h, SED 18h correspondendo ao periodo da manh&), conforme mostra a
Figura 6.
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Figura 6 Esquema do Desenho Experimental.

3.3 Dissecacao e preparacdo das amostras

Os ratos foram mortos por decapitacdo e os hipocampos foram
rapidamente dissecados. As amostras foram coletadas e congeladas em
nitrogénio liquido e armazenados a -70°C até a realizacdo dos ensaios
(determinacéo da atividade das enzimas HAT e HDAC).

Para realizacdo dos ensaios, os hipocampos foram homogeneizados num
volume de 1:3 em tampéo de lise gelado contendo 250 mM sacarose; 20 mM
Tris—HCI; pH 7,4; 1 mM EDTA; 1 mM EGTA; 10 mM KCI; 1 mM DTT; 0,1 mM
PMSF; 0,1 mM &acido ocadaico. Os lisados foram centrifugados (16.000xg) por 5
minutos a 4°C em um tubo de microcentrifuga e o sobrenadante foi utilizado.

A concentracdo de proteina para cada amostra foi determinada pelo

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

3.4 Atividade da enzima HDAC

O efeito do exercicio sob a atividade da enzima HDAC foi mensurada
através de um kit-ELISA disponivel comercialmente de acordo com as instrugdes

do fabricante (Deteccdo Fluorimétrica, catalogo #17-372, Upstate Biotechnology).
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Primeiramente, pipetou-se em cada poc¢o 5uL de tampao, 5puL de amostra e 10pL
de substrato e incubou-se a placa por 60min a 30°C. Apds, placa foi incubada por
15min a temperatura ambiente com 10uL de solucdo ativadora (em cada poco).
Finalmente leu-se a placa em um leitor de placas de fluorescéncia
(excitacdo=360nm, emissdao=450nm) durante 60min e expressos como pmoles de
HDAC por mg de proteina.

3.5 Atividade da enzima HAT

O efeito do exercicio sob a atividade da enzima HAT foi mensurado através
de um Kkit-ELISA disponivel comercialmente de acordo com as instrucbes do
fabricante (Deteccdo Colorimétrica, catalogo #17-279, Upstate Biotechnology).
Este kit baseia-se na utilizagdo das histonas H3 e H4 e permite a comparagéo
direta da atividade da enzima HAT em suas respectivas caudas amino-terminais,
as quais sao suscetiveis a alteracfes pos traducionais. Primeiramente, uma placa
(96 pocos) preenchida com estreptavidina foi incubada por 30min a temperatura
ambiente com 100uL de 1pg/mL de histona H3, e outra com 100uL de 1pg/mL de
histona H4. Os pocos foram lavados 5 vezes com TBS e incubados com 200uL de
BSA 3% por 30min a 30°C. Para induzir a acetilagdo das histonas, os pogos foram
novamente lavados com TBS, adicionou-se em cada poc¢o 50uL da reacdo de
coquetel (composta de 10uL tampéo, 10uL de acetil-CoA, 5uL de amostra e 25uL
de H,O destilada) e a placa foi incubada por 40min a 30°C. Ap6s 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 a temperatura ambiente.
Depois disso, lavou-se a placa 5 vezes com TBS, pipetou-se 100uL de conjugado
IgG com HRP (1:500 diluido em TBS) em cada poc¢o e incubou-se a placa por
30min a temperatura ambiente. Finalmente, adicionou-se 100uL de mistura de
substrato de TMB em cada poco, incubou-se a placa no escuro por 10min e
pipetou-se 50uL de H,SO,4 em cada poco com a finalidade de parar a reacéao de
HPR. As alteracbes colorimétricas foram mensuradas através de um leitor de
placas em dois comprimentos de ondas, 450nm e 570nm e expressos como ng de
histona acetilada por mg de proteina.
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3.6 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 Duncan, onde os fatores considerados foram
a pratica de exercicio e o tempo apds o treino. Para isso, utilizou-se o programa
estatistico SPSS (Statistical Package for the Social Science), versdo 16.0,
adotando-se nivel de significancia p < 0,05. Todos os dados estdo expressos na

forma de média + erro padréo.

3.7 Aprovacdo pelo Comité de Etica

Este trabalho foi apresentado na forma de projeto de pesquisa ao Comité
de Etica em Pesquisa da Universidade Federal do Rio Grande do Sul
(CEP/UFRGS) e foi aprovado pelo Grupo de Pesquisa e Pés-Graduacao (GPPG)

do Hospital de Clinicas de Porto Alegre sob o nimero 09-123.
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4 RESULTADOS

4.1 Atividade global da HDAC

4.1.1 Atividade global da HDAC no Protocolo 1: Sess&o Unica de

exercicio

A sessao Unica de exercicio alterou significativamente a atividade da
HDAC no hipocampo dos ratos. O grupo exercitado apresentou menor atividade
da HDAC quando comparado com o grupo sedentario imediatamente e 1 hora
apos o treinamento (F(,1s) = 38.400, P<0,001), conforme mostra a figura 7A.
Ainda, observou-se a influéncia do fator tempo apdés treino na atividade da HDAC,
uma vez que esta estava significativamente aumentada em ambos 0s grupos,
SED e EXE, no tempo 18 horas apds o treino (correspondendo ao periodo da
manhd em comparacdo aos tempos imediatamente e 1 hora apds o treino
(correspondendo ao periodo da tarde (F2,15 = 23.279, P <0,001; Fig 7A).

4.1.2 Atividade global da HDAC no Protocolo 2: Treinamento crénico

O treinamento crénico nao teve efeito na atividade da HDAC no hipocampo
dos ratos (Fig 7B).
A ANOVA de duas vias mostrou que nao ha interacao entre os dois fatores,

exercicio e tempo apos treino em ambos os protocolos.
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Figura 7 Efeito do exercicio na atividade global da HDAC em hipocampo de ratos (Figura A)

Sessdo Unica de exercicio-20 min (Figura B) Treinamento crénico-2 semanas, 20min/dia. Os

resultados estdo expressos como média + desvio padrdo (n=3-5 animais por grupo). * Valores

significativamente diferentes entre os grupos EXE e SED; # Valores significativamente diferentes

de imediatamente e 1 hora, determinados por ANOVA seguido do Teste de Duncan (p<0,05).
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4.2 Atividade da HAT

Para definir a especificidade das modificacbes em histonas induzidas pelo
exercicio, foram avaliadas as atividades de HAT em duas diferentes histonas:
histona H3 e histona H4.

4.2.1 Atividade da HAT no Protocolo 1: Sessao Unica de exercicio

A sessdo Unica de exercicio alterou significativamente a atividade da
histona H4, mas nao teve efeito na histona H3 no hipocampo dos ratos (Fig 8A,
Fig 8B).

O grupo exercitado apresentou maior atividade da HAT na histona H4
quando comparado com o0 grupo sedentario imediatamente e 1 hora apés o
treinamento (F(224) = 8.769, P =0,002).

4.2.2 Atividade da HAT no Protocolo 2: Treinamento crdnico

O treinamento crbénico ndo teve efeito na atividade da HAT, tanto na
histona H3 quanto na histona H4 no hipocampo dos ratos

Ndo se observou a influéncia do fator tempo apés treino na atividade da
HAT. Além disso, a ANOVA de duas vias mostrou que ndo ha interacdo entre os

dois fatores, exercicio e tempo apds treino em ambos 0s protocolos.
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Figura 8 Efeito do exercicio na atividade da HAT na histona H4 e histona H3 em hipocampo de
ratos (respectivamente Figuras A e B, sessdo Unica de exercicio-20 min; e Figuras C e D,
Treinamento crénico-2 semanas, 20min/dia. Os resultados estdo expressos como média + desvio
padrdo (n=3-5 animais por grupo). * Valores significativamente diferentes entre os grupos EXE e

SED, determinados por ANOVA seguido do Teste de Duncan (p<0,05).
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4.3 Balanc¢o entre a atividade HAT/HDAC

4.3.1 Balanco entre a atividade HAT/HDAC no Protocolo 1: Sesséo

Unica de exercicio

A sessdo Unica de exercicio alterou significativamente a relacdo
HAT/HDAC em ambas as histonas, H3 e H4 no hipocampo de ratos. O grupo
exercitado apresentou uma maior relacdo HAT/HDAC quando comparado com o
grupo sedentario, imediatamente e 1 hora ap6s o treinamento (Fp17) = 15.118,
P<0,001; F(;19 =9.588, P = 0,002; Fig 9A, Fig 9B, respectivamente), um
indicativo de hiperacetilacdo de histonas. Ainda, observou-se a influéncia do fator
tempo apos treino no balanco HAT/HDAC, uma vez que a relacdo estava
significativamente diminuida em ambos os grupos, SED e EXE, no tempo 18
horas apds o treino em comparacdo aos tempos imediatamente e 1 hora apos o
treino (Fpin = 11.923, P =0,001; F( 19 = 7.263, P =0,005; Fig 9A, Fig 98|

respectivamente).

4.3.2 Balangco entre a atividade HAT/HDAC no Protocolo 2:

Treinamento crénico

O treinamento cronico nédo teve efeito na relagdo HAT/HDAC no hipocampo
dos ratos, tanto na histona H3, quanto na histona H4 (Fig 9C, Fig 9D,
respectivamente).

A ANOVA de duas vias mostrou que ndo ha interacdo entre os dois fatores,

exercicio e tempo apos treino em ambos 0s protocolos.
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Figura 9 Efeito da sesséo Unica de exercicio-20 min (Histona H3, Figura A; Histona H4, Figura B)
e do treinamento crénico-2 semanas, 20min/dia (Histona H3, Figura C; Histona H4, Figura D) no
balanco HAT/HDAC em hipocampo de ratos. Os resultados estdo expressos como média + desvio
padrdo (n=3-5 animais por grupo). * Valores significativamente diferentes entre os grupos EXE e

SED, determinados por ANOVA seguido do Teste de Duncan (p<0,05).
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5 DISCUSSAO

Nossos dados mostraram que o exercicio pode modular o estado de
acetilacdo de histonas, uma vez que alterou a atividade das enzimas HAT e
HDAC. Especificamente, o exercicio parece induzir acetilagdo de histonas,
através do aumento da atividade da HAT em combinacdo com diminuicdo na
atividade da HDAC em hipocampo de ratos.

E importante ressaltar que avaliamos a atividade dessas enzimas no
hipocampo devido a plasticidade neuronal evidente que esta regido cerebral esta
sujeita, bem como ao potencial que o exercicio fisico tem para modificar eventos
moleculares nesta regido (Gross, 2000).

Sabe-se que 0 aumento da acetilacdo de histonas é associado com alta
atividade transcricional, enquanto que o seu decréscimo, com repressdo da
expresséo génica (Strahl and Allis, 2000; Wade, 2001). Assim, nossos achados
podem estar relacionados com obtidos em outros estudos, 0s quais mostraram
um aumento na expressao génica induzido pelo exercicio, inclusive em estruturas
cerebrais de ratos adultos (Mahoney et al., 2005, Lou et al., 2008).

Tem sido proposto que as HAT apresentam certo grau de especificidade,
podendo ter efeitos diferentes dependendo das histonas em que agem (Turner,
2000). Com base nisso, avaliamos o efeito do exercicio na atividade da HAT em
diferentes histonas, histona H3 e histona H4. Em concordancia, observamos que
0 exercicio aumentou a atividade da HAT na histona H4, mas néo teve efeito na
histona H3.

Achados recentes vém demonstrando o envolvimento da enzima HAT na
mem©aria e na neuroprotecdo (Selvi et al., 2010), onde a perda de coativadores
que apresentam atividade HAT, como a p300 e a CBP (proteina de ligacdo ao
CREB, que € a Proteina Ligadora ao Elemento Responsivo ao AMPc) esta
associada a desordens neurodegenerativas. A reducgéo da disponibilidade da CBP
tem sido verificada em varios modelos de insulto neuronal (Rouaux et al., 2003;
Jiang et al., 2003). Em uma cultura primaria de neurdnios cerebelares submetido
a privacdo neurotrofica, um classico modelo de apoptose neuronal in vitro, por
exemplo, Rouaux e colegas (2003) observaram que além da desacetilacdo das
histonas H3 e H4 precederem a morte neuronal, esta desacetilagdo estava

acompanhada pelo desaparecimento da CBP. Os autores sugerem que a CBP
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pode ser seletivamente clivada acima da caspase-6, uma caspase efetora,
podendo consequentemente levar & apoptose celular.

Em concordancia, tem sido proposto que a desacetilacdo global de
histonas parece aumentar no processo inicial de apoptose neuronal na
neurodegeneracdo (Rouaux et al., 2003), além de que uma elevada atividade da
HDAC é observada durante o processo de morte neuronal (Saha e Pahan, 2006).
Com base nisso, pesquisas vém demonstrando que o uso de inibidores de HDAC,
tais como Valproato de Sdédio (VPA), Butirato de Sdédio (NaBt) e Tricostatina A
(TSA), sdo alternativas eficientes no tratamento de varias desordens
neurodegenerativas e na manutencéao e regulacéo da plasticidade neuronal.

Esta descrito que inibidores de HDAC afetam a formacdo da memoria
(Fontan-Lozano et al, 2008, Lubin et al., 2008, Korzus et al., 2004) e apresentam
atividade neuroprotetora em modelos de isquemia (Katchanov et al., 2001,
Gardian et al., 2005). Ainda, Ryu et al (2003) demonstraram que inibidores de
HDAC foram capazes de reverter a apoptose neuronal induzida pelo estresse
oxidativo, o qual tem sido associado em varias desordens neurodegenerativas tais
como doencas de Alzheimer, Parkinson, Huntington, isquemia e Esclerose
Multipla. Com base nisso, a diminuicdo na atividade da HDAC observada nos
animais exercitados em comparacdo aos sedentarios parece ser um promissor
mecanismo de acdo envolvido com os efeitos neuroprotetores do exercicio.

Outro ponto a discutir € que o possivel aumento nos niveis de acetilacao de
histona induzido pelo exercicio, refletido através da atividade da HAT e da HDAC,
apresentou curta duracao, ou seja, foi significativo imediatamente e 1 hora apos o
treinamento. Até o momento ndo existiam estudos que avaliassem os efeitos do
exercicio fisico sobre mecanismos epigenéticos no cérebro, em especial, sobre a
atividade das enzimas HAT e HDAC. No entanto, nossos achados podem estar
relacionados com os de McGee e colegas (2009), os quais verificaram que o
exercicio pode induzir acetilagdo de histonas em musculo esquelético de
humanos no periodo imediato apdés o treino. Estudos prévios também tém
demonstrado um padrdo semelhante, onde tratamentos alteraram esse parametro
apenas por um curto periodo de tempo. Por exemplo, os niveis de acetilacdo de
histona aumentaram significativamente 1 hora, mas nao foram alterados 24 horas,
apoOs condicionamento contextual de medo (Levenson et al., 2004; Chwang et al.,

2006). Este achado também é suportado pelos resultados de Chandramohan et
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al. (2008), onde o nado forcado aumentou os niveis de fosfoacetilagdo de histona
até 4 horas, mas nao teve efeito 24 horas ap6s o treino. Ainda, Federman e
colegas (2009) constataram que a acetilacdo de histona aumentou no cérebro de
caranguejos 1 hora apds o treino, retornando aos niveis basais apos 6 horas.

Além de avaliar a atividade da HAT e da HDAC, este estudo também
determinou o balanco HAT/HDAC. Demonstramos que a sessdo Unica de
exercicio pode induzir um estado de hiperacetilacdo de histonas como resultado
do aumento da relacdo HAT/HDAC (Laberge et al., 2005; Rajendrasozhan et al.,
2008), enquanto que o protocolo de exercicio crénico ndo induziu efeito neste
parametro. Esses dados nos permitem sugerir que a hiperacetilacao induzida pelo
exercicio pode estar envolvida, pelo menos em parte, com o0s efeitos
neuroprotetores do exercicio agudo.

As diferencas observadas entre os efeitos causados pelos protocolos, ou
seja, pelo exercicio crdnico e pela sessao Unica de exercicio sobre a atividade da
HAT e da HDAC nao séo surpreendentes, uma vez que ja esta descrito que as
respostas fisiolégicas associadas ao exercicio fisico dependem do protocolo de
treinamento utilizado, variando conforme frequéncia, duracdo e intensidade do
esforco (Narath et al., 2001).

Sabe-se que tanto no exercicio agudo quanto no cronico, a atividade
hipocampal estda aumentada (Holschneider et al., 2007), porém a liberacdo do
neurotransmissor € diferente. Em fases mais agudas, a liberacdo de glutamato
esta aumentada (Bland et al., 1999; Leung et al., 2006) enquanto apds 0 sétimo
dia sofre queda na concentracdo (Leung et al., 2006). Em consequéncia da
liberacdo distinta de glutamato, a ativacdo de genes relacionados com a
plasticidade também é diferente na fase aguda e crénica do exercicio. Molteni e
colegas (2002) observaram diferentes respostas na expressao de genes em
hipocampo de ratos, dependendo do tipo de exercicio, agudo ou crbénico. O
subtipo de receptor glutamato NMDA —NR1, por exemplo, apresentou pico de
expressao génica apos 3 dias de corrida, sofrendo decréscimo gradativo apés 7 e
20 dias.

Além disso, nossos resultados corroboram achados anteriores, os quais
evidenciam que o exercicio crénico induz adaptagcdes em muitos sistemas
fisiol6gicos, tais como cardiovascular, muscular e enddécrino (Meeusen et al.,

1997; Gresch et al., 1994; Dluzen et al., 1995). Como mencionado anteriormente,
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nao existem outros estudos que avaliem o efeito do exercicio sobre as alteracdes
epigenéticas no cérebro. No entanto, McGee e Hargreaves (2011) mostraram
recentemente uma estreita relacdo entre as adaptacdes do exercicio crénico e a
modificacdo de histonas no musculo esquelético de humanos. Todas estas
evidéncias nos fazem pensar na hipotese de que, assim como acontece em VAarios
sistemas fisiologicos, o exercicio crénico também parece causar uma adaptacdo
no sistema HAT-HDAC, e consequentemente nos niveis de acetilacdo de
histonas.

Conforme j& descrito, as atividades de HAT e de HDAC podem regular o
estado de condensacdo da cromatina, o que influencia diretamente o processo de
transcricdo de genes especificos. Ainda neste contexto, também tém sido descrito
niveis de acetilacdo diminuidos em varios modelos de neurodegeneracao, tanto
celular quanto in vivo (Rouaux et al., 2004; Saha e Pahan, 2006; Sleiman et al.,
2009), sendo que este evento é associado com aumento na atividade da HDAC e
com diminuicdo na atividade da HAT (Saha e Pahan, 2006). Todas essas
evidéncias nos remetem a inferir a possibilidade de que a modulacdo nos niveis
de acetilacdo de histonas, tanto através do uso de ativadores da HAT e inibidores
da HDAC, quanto pelo exercicio fisico, pode restabelecer o balanco transcricional,
sugerindo-os como recursos terapéuticos no tratamento de desordens
neurodegenerativas.

Outro achado relevante deste estudo é que além do balanco HAT/HDAC
ser modulado pelo exercicio, ele também pode sofrer influéncia do fator tempo
apos treino, uma vez que a relacdo foi significativamente menor em ambos 0s
grupos, SED e EXE, no tempo 18 horas apdés o treino (correspondendo ao
periodo da manhd em comparacdo aos tempos imediatamente e 1 hora apds o
treino (correspondendo ao periodo da tarde). Este achado pode estar relacionado
a cronobiologia, onde a organizacdo circadiana permite que 0 organismo
mantenha a homeostase em resposta a variagbes diarias decorrentes do
ambiente externo e do préprio corpo (Moore-Ede, 1986; Sharma, 2003). Cabe
descrever que os ratos, por exemplo, sdo animais notivagos, onde o periodo da
manha é o inicio do periodo de sono; assim, poderiamos sugerir uma reducéo da
acetilacdo e uma consequente reducao na expressao génica nesse periodo.

Além disso, tem sido descrito que o ritmo circadiano pode influenciar na

poténcia e toxicidade de drogas, cujos efeitos variam conforme a hora do dia que
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sao administradas (Ohdo, 2003; Debon et al., 2004). Assim, nossos dados
permitem acreditar que os efeitos dos inibidores de HDAC também possam variar

conforme a hora de administracéo destes farmacos.
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6 CONCLUSOES

Os resultados do estudo permitem concluir que:

- O exercicio pode modular o nivel de acetilacdo de histonas, uma vez que
aumentou a atividade da Histona Acetiltransferase (HAT) e diminuiu a atividade
da Histona Desacetilase (HDAC), bem como aumentou o balanco da relacdo
HAT/HDAC, um indicativo de hiperacetilacdo de histonas em hipocampos de ratos
Wistar;

- A modulacdo da atividade da HAT e da HDAC depende do tipo de
protocolo de exercicio utilizado, uma vez que os exercicios agudos e crénicos

apresentaram diferentes efeitos na atividade destas enzimas;

- O efeito do exercicio sobre a atividade da HAT e da HDAC teve inicio

rapido e apresentou curta duracao;

-A hora do dia pode influenciar na atividade da HAT e da HDAC,;

- Nao houve interacdo entre os dois fatores, exercicio e hora do dia em
ambos os protocolos de exercicio.

De uma forma geral, nossos resultados apdiam a hipotese de que a
neuroprotecdo causada pelo exercicio de intensidade moderada em esteira
ergométrica pode estar relacionado, pelo menos em parte, com 0s niveis de
acetilacao de histonas através da modulacao da atividade da HAT e HDAC.

Outros estudos sao nhecessarios para esclarecer 0s mecanismos
detalhados pelos quais o exercicio pode modular a acetilacdo de histonas e as
atividades das enzimas HAT e HDAC.
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7 PERSPECTIVAS

- Verificar a modulacdo das atividades das enzimas HAT e HDAC em
diferentes estruturas encefalicas (tais como cortex e estriado) de ratos submetidos

ao protocolo neuroprotetor de exercicio fisico;

- Investigar a influencia do ritmo circadiano sobre os efeitos
neuroprotetores do exercicio através de padrdes temporais diferentes de

treinamento;

- Quantificar os niveis de BDNF e da acetilacdo de histonas nas estruturas

encefalicas;

- Correlacionar a atividade das enzimas HAT e HDAC com o0s niveis de

BDNF da acetilacdo de histonas.
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