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RESUMO

Com o aumento da expectativa de vida, estima-se um aumento na incidéncia
de doencas neurodegenerativas, como a Doenca de Alzheimer (DA). Varios
processos fisiopatoldgicos interligados estdo envolvidos tanto no processo do
envelhecimento, quanto na etiologia das desordens neurodegenerativas, como
por exemplo, o estresse oxidativo e a neuroinflamac¢do. Tém sido descrito que
mecanismos epigenéticos podem estar relacionados com o processo de
envelhecimento, ocasionando modificacées na expressao génica em diferentes
regides do cérebro, como por exemplo, a acetilacdo de histonas que é
responsavel em parte, pela transcricdo génica, sendo esse processo controlado
por duas enzimas, a histona acetiltransferase (HAT) e a histona desacetilase
(HDAC). A HAT é responsavel por ocasionar um relaxamento da cromatina e
com isso uma maior acessibilidade para o processo de transcricdo génica
enquanto que a HDAC causa uma maior compactacdo da cromatina,
resultando uma supressdo na transcricdo génica. Considerando o papel da
acetilacdo de histonas no processo de envelhecimento, em especial em
doencas neurodegenerativas, tem sido sugerido o uso de estratégias que
aumentem a acetilacdo com finalidade neuroprotetora como, por exemplo, o
uso de inibidores de HDAC. Diversos estudos demonstram que os inibidores da
HDAC sao capazes de melhorar as funcBes cognitivas e a formacédo de
memoria. Nesse contexto, a curcumina, um composto polifendlico encontrado
no acafrdo (Curcuma longa) tem demonstrado ser capaz de atuar sobre os
mecanismos epigenéticos, sendo sugerido como um potente inibidor da HDAC.
Assim, o objetivo desse trabalho foi investigar o tratamento agudo com extrato
etandlico de Curcuma longa sobre a atividade da enzima histona desacetilase
em estruturas cerebrais, hipocampo e cortex frontal, de ratos Wistar. Ratos
Wistar machos adultos (3 e 20 meses de idade) foram aleatoriamente
distribuidos nos seguintes grupos: salina, veiculo (DMSO), extrato etanolico de
Curcuma longa 10mg/Kg e 50mg/Kg. A atividade da histona desacetilase
(HDAC) foi mensurada apos 2 e 18 horas da administracdo, utilizando kit de
ELISA especifico. A ANOVA de trés vias indicou um efeito do tempo

(F(1,71)=4.238,p=0.044) apos a administragdo do extrato etanolico de Curcuma



longa e um efeito da idade em hipocampos (F1,71) =10.430, p=0.002), ou seja,
animais com 20 meses apresentaram atividade maior da HDAC quando
comparados com os animais de 3 meses de idade. Em cértex frontal, a ANOVA
de trés vias indicou um efeito da idade (F,75=4.438,p=0.039) e uma interagéo
entre idade e tempo (Fu75=1.765,p=0.001). Em ambas as estruturas
analisadas, nao houve efeito da administracdo com extrato de Curcuma longa.
Nossos resultados demonstram que a atividade da histona desacetilase foi
aumentada em ambas as estruturas testadas de ratos com 20 meses de idade,
sugerindo que no processo de envelhecimento cerebral ocorra uma reducéo na
acetilacdo de histonas, o que pode reduzir a transcricdo génica. Além disso, a
atividade da HDAC parece ser influenciada pelo ritmo circadiano, uma vez que
houve um efeito do tempo nos niveis da atividade da HDAC em ambas as
estruturas analisadas. A atividade da HDAC foi maior no tempo de 18 horas
(correspondendo ao periodo da manhd) quando comparado ao tempo de 2
horas, que corresponde ao turno da tarde, este dado pode estar relacionado a
cronobiologia, onde a organizacdo circadiana permite que 0 organismo
mantenha a homeostase em resposta a variacfes diarias decorrentes do
ambiente externo e do proprio organismo. Cabe descrever que os ratos Wistar
sdo notivagos, onde o periodo da manha é o inicio do periodo de sono; assim
poderiamos sugerir uma reducdo da acetilacdo e consequentemente uma

reducdo na expressao génica nesse periodo.

Palavras-chave: envelhecimento, Curcuma longa, atividade da histona

desacetilase, ratos Wistar, hipocampos, cortex frontal.



ABSTRACT

With the increase of life expectancy, an increase in the incidence of
neurodegenerative diseases, for example, the Alzheimer’s disease (AD),is estimated.
Several interconnected pathophysiological processes are involved both in the aging
process and neurodegenerative diseases, oxidative stress and neuroinflammation. It
has been described that epigenetic alterations may be related to the aging process,
causing changes in gene expression in different regions of the brain, such as, histone
acetylation (HAT), and histones deacetylases (HDAT). The HAT is responsible for
causing a relaxation of chromatin and, thus, a better accessibility to the process of
gene transcription, while HDAC causes further compactation of chromatin, resulting
in gene transcription suppression. Considering the role of histone acetylation in the
aging process, especially in neurodegenerative diseases, it has been suggested the
use of strategies to increase the acetylation with neuroprotective purposes, such as,
for example, the use of HDAC inhibitors. Several studies have shown that HDAC
inhibitors are capable of improving the cognitive functions and memory formation. In
this context, curcumin, a polyphenolic compound found in turmeric (Curcuma longa)
has been shown to be capable of acting on epigenetic mechanisms, being suggested
as potent inhibitor of HDAC. The aim of this work was to investigate the effect of
acute treatment with ethanol extract of Curcuma longa on the activity of histone
deacetylases enzymes in brain structures, hippocampus and frontal cortex of Wistar
rats. Male Wistar rats (3 and 20 months old) were randomly distributed into four
groups: saline, vehicle (DMSO), Curcuma longa ethanol extract (10mg/kg and
50mg/Kg.) The histone deacetylase (HDAC) activity was measured 2 and 18 hours
after administration, using specific ELISA kit. The three-way ANOVA showed a time
effect (F@1,71)=4.238,p=0.044) after the administration of Curcuma longa ethanol
extract and an age effect in hippocampus (F,71=10.430,p=0.002), that is, 20-
months Wistar rats presented a higher HDAC activity when compared to 3-months
Wistar rats. In frontal cortex, the three-way ANOVA showed an age effect
(F@,75=4.438,p=0.039) and an interaction between age and time
(F(1,75=1.765,p=0.001). In both structures, there was no effect of Curcuma longa
extract administration. Our results show that the activity of histone deacetylase was

increased in both structures of 20-months Wistar rats, suggesting that in the brain



aging process it occurs a reduction in histone acetylation, which can reduce gene
transcription. Furthermore, as there was a time effect on the levels of HDAC activity
in both analyzed structures, the HDAC activity may be influenced by the circadian
rhythm. The HDAC activity was higher in 18 — hour period (corresponding to the
morning period) as compared to 2 - hour period (corresponding to the afternoon
period). This finding may be related to chronobiology, in which the circadian
organization allows the body to maintain homeostasis in response to daily changes
arising from the external environment and the body itself. It is important to highlight
that Wistar rats are nocturnal creatures, having the morning as the beginning of the
sleep period. So, they can present a reduction in acetylation and a consequent
reduction in gene expression during this period.

Key Words: aging, Curcuma longa, histone deacetylase activity, Wistar rats,

hippocampus, frontal cortex
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1. Introducgéo

No Brasil, em 2008, os idosos representavam 9,5% da populacédo, de forma
que, sugere-se que, no ano de 2050, esta fatia populacional representara
aproximadamente 30% da populacdo brasileira. Nosso Pais apresentard uma
piramide populacional semelhante aquelas dos paises europeus na atualidade,
assim, o Brasil serd um dos paises com o maior nimero de idosos do mundo (IBGE,
2008).

Com o aumento da expectativa de vida h4 um consequente aumento na
incidéncia de doencas neurodegenerativas, o que torna imprescindivel a procura de
novas estratégias de tratamento e prevencdo destas desordens (Aprahamian et
al.,2009).

As plantas tém sido consideradas interessantes fontes de compostos com
atividades relevantes, como atividade antioxidante, no processo de envelhecimento.
As plantas medicinais sdo amplamente exploradas para a producdo de farmacos,
tanto como fitoterapicos, quanto como fonte de novos compostos-protétipos para a
industria farmacéutica (Elisabetsky & Shanley, 1994, Shinomol et al., 2011).
Recentemente, tem-se introduzido uma nova visao quanto a funcao das plantas na
alimentacdo, com fortes evidéncias de achados experimentais e epidemiolégicos,
sugerindo que certos alimentos, além de nutrientes classicos, como proteinas,
lipidios e carboidratos, contém compostos bioativos, representados por inUmeras
classes de compostos que parece ser excelentes coadjuvantes na prevencao e/ou

tratamento de varias doencas cronico-degenerativas (Vanamala et al., 2012).

Compostos oriundos de determinadas plantas parecem possuir um papel
importante na prevencao e no tratamento de diversas doencas neurodegenerativas,

entre elas a Doenca de Alzheimer (Rossi et al., 2008; Kumar & Kanum, 2012).

Os compostos polifendlicos sdo produzidos pelo metabolismo secundario das
plantas e possuem, entre outras, alta atividade antioxidante, ou seja, sdo capazes de
sequestrar radicais livres protegendo as células do dano oxidativo. Ha varias
evidéncias de que a dieta pode interferir no processo de envelhecimento. Uma dieta

rica em compostos polifendlicos parece trazer beneficios a saude e proporciona
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longevidade reduzindo o estresse oxidativo, regulando sinais de transducgéo e a
expressado génica (Rossi et al., 2008, Reuter et al., 2011).

Y

A planta Curcuma longa pertence a familia Zingiberaceae, conhecida
popularmente como acafrdo-da-terra, curcuma, turmérico, acafrdo-da-india e
gengibre amarelo. E uma planta originaria da India e cultivada em todo o mundo
para uso condimentar e medicinal (Pereira & Moreira, 2009; Hamaguchi et al.,2010;
Shen et al.,2012). E amplamente utilizada na Medicina Ayurvédica, sistema

medicinal originario da india que utiliza plantas no tratamento de diversas doencas
(Ringmann et al.,2005).

Esta espécie possui trés curcumindides predominantes, a curcumina, a
demetoxicurcumina e a bisdemetoxicurcumina, além de compostos volateis
(tumerona, atlantona e zingiberona), acucares, proteinas e resinas (Jurenka, 2009;
Hamaguchi et al., 2010).

Estudos tém demonstrado que os compostos polifenolicos derivados da
Curcuma longa possuem ac&o neuroprotetora, sendo um forte candidato para o
tratamento e prevencdo de doencas neurodegenerativas relacionadas ao
envelhecimento, como a Doenca de Alzheimer, Doenca de Parkinson e Acidente
Cerebral Vascular (Rossi et al.,2008;Gomez-Pinilla, 2011;Huang et al.,2012;Kim et
al.,2012).
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2. Revisao de literatura

2.1 Envelhecimento

O envelhecimento € caracterizado por ser um processo multifatorial, afetando
as funcdes fisioldgicas e bioquimicas da maioria dos 6rgaos, levando a um aumento
na susceptibilidade a véarias doencas associadas a idade (Rodriguez-Rodero et al.
,2011). Estudos mostram que o envelhecimento cerebral é caracterizado pelo
declinio gradual das funcbes cognitivas e deterioracdo das fungcbes sinapticas em
regides especificas do cerebro, como por exemplo, o hipocampo e cortex pré-frontal
(Lynch et al., 2006).

Diversos estudos tém sido propostos a fim de investigar os mecanismos
moleculares e celulares que possam estar envolvidos no processo de
envelhecimento (Menard & Quirio, 2012). Cabe lembrar que varias linhas de
evidéncias apoOiam a hipotese de que os radicais livres e o estresse oxidativo (EO)
estdo envolvidos nesse processo (Tuder et al, 2012; Barone et al, 2012). Foi
demonstrado que ocorre um aumento significativo na producdo de radicais
superoéxido, hidroxil e peroxido de hidrogénio em mitocondrias, e no contedado de
dano oxidativo em macromoléculas em tecidos de varias espécies (Beckman &
Ames 1998; Kirkinezos et al., 2005). Estudos comparativos relatam que a producéo
mitocondrial de radicais livres € menor em espécies com longa expectativa de vida
(Barja et al., 1994, Floyd et al., 2001). Tem-se demonstrado que a administracédo de
sequestradores de radicais livres recupera o prejuizo da memoria espacial e
diminuem o dano em proteinas cerebrais de ratos e gerbilos (Carney et al., 1991),
sugerindo que a modificacdo oxidativa de biomoléculas pode ter um importante

papel no processo do envelhecimento.

Resultados obtidos no nosso laboratdrio corroboram os estudos que sugerem
gue o EO pode estar envolvido no envelhecimento cerebral, jA que varios
marcadores de EO se apresentaram alterados em regifes cerebrais. Ratos Wistar
senescentes (20 meses de idade) apresentaram um aumento na geracéo de radicais

livres em hipocampo, estriado e cerebelo, sendo que o aumento no hipocampo
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ocorreu ja na idade madura (6 meses de idade), quando comparados a ratos jovens
(2 meses de idade). Foi encontrada uma diminuicdo significativa da reatividade
antioxidante total em todas as estruturas cerebrais (cerca de 40%) (Siqueira et al.,
2005). Conforme Lissi e colaboradores (1995) uma reducéo neste parametro pode
ser responsavel pela maior susceptibilidade a eventos oxidativos, logo, a diminuicao
na capacidade antioxidante no processo de envelhecimento cerebral pode estar,
pelo menos em parte, relacionado a grande susceptibilidade a eventos oxidativos
(Siqueira et al., 2005).

Cabe descrever que, com o0 aumento da expectativa de vida detectou-se um
consequente aumento na incidéncia de doencas neurodegenerativas, como a
Doencas de Alzheimer, o que torna imprescindivel a procura de estratégias de
tratamento e prevencado destas desordens, além de alternativas que auxiliem na
prevencdo das alteracdes fisiologicas e comportamentais relacionadas ao

envelhecimento normal (Aprahamian et al., 2009).

A Doenca de Alzheimer (DA) é responsavel por 50-60% do namero total de
casos de deméncia entre pessoas acima dos 65 anos. Esta afeta aproximadamente
1,5% da populacdo com idade entre 65-69 anos, 21% entre 85-86 anos e 39% acima
dos 90 anos, acometendo cerca de 15 milhdes de pessoas em todo o mundo
(Viegas et al., 2004). Isso revela a magnitude do problema no Brasil, onde vivem em

torno de 15 milhGes de pessoas com mais de 60 anos (Forlenza, 2005).

Varias evidéncias experimentais demonstram que a suplementacdo baseada
em extratos de plantas com propriedades antioxidantes retardam déficits neuronais
relacionados a idade em roedores (Bickford et al.,, 2000; Villeponteau et al.,
2000;Willis et al.,2009).
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2.2 Epigenética
2.2.1 Definic&o e perspectiva historica

O termo Epigenética foi primeiramente descrito, em 1942, pelo bidlogo
Conrad H. Waddington que definiu como sendo um ramo da Biologia que estuda as
interacbes causais entre 0s genes e seus produtos, sendo responsaveis pela
producdo do fendtipo. A definicdo, proposta por Verdone et al. (2006), a descreve
como “toda modificagdo que ocorre na cromatina que nao envolva modificagdes na

sequéncia do DNA”.

7

Pesquisas recentes tém demonstrado que o ambiente € capaz de induzir
modificacdes epigenéticas e consequentemente modular a expressdo de genes
especificos. A maioria destes estudos utiliza modelos animais e demonstram que
essas modificagOes afetam diferentes estruturas celulares, podendo influenciar no
desenvolvimento de diversas doencas (Mastroeni et al., 2011; Foley et al., 2009;
Handel et al., 2010). Entre os fatores que podem induzir as modificacdes
epigenéticas, os mais citados incluem a alimentacéo, poluicdo, drogas e o exercicio
fisico (Hardy & Tollefsbol, 2011).

2.2.2 DNA, Histonas e Cromatina

Em células eucaridticas, o DNA genbmico € envolto por proteinas
denominadas histonas, originando a cromatina (Shiv et al.,2007). Nucleossomo € a
unidade estrutural de um cromossomo eucariotico que consiste numa unidade da
DNA dividida em duas espirais, que se encontram enroladas em um octamero
protéico (Fig.1), constituido por quatro pares de proteinas chamadas histonas, H2A,
H2B, H3 e H4 (Verdone et al., 2006; Kouzarides, 2007; Gonzalo, 2010). A histona

H1 auxilia na estabilizacdo da cromatina (Verdone et al., 2006).

As histonas sdo proteinas que possuem alta proporcdo dos residuos de
aminodcidos, lisina e arginina, os quais sdo carregados positivamente, resultando
em alta afinidade ao DNA, que tem um alto conteudo de carga negativa. Cada uma

das histonas presentes no nucleossomo apresenta uma sequéncia amino-terminal
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(N-terminal) flexivel de 11 a 37 aminoacidos. Estas regides sao conhecidas como

‘caudas das histonas” (Kouzarides, 2007).

a = Cromossomo
) _
Y Cromatina e, _, Histonas
g j "
e .

cauda das histonas __

Nucleossomo

Figura 1. Estrutura do nucleossomo, unidade estrutural de um cromossomo eucariético que
possui uma dupla fita de DNA enroladas em um octamero de histonas (Adaptado de Reuter
etal., 2011).

2.2.3 Mecanismos epigenéticos

A posicéo dos nucleossomos em relacdo ao DNA é um fator que altera o grau
de compactacdo da cromatina e sua acessibilidade para o processo transcricional
(Lund & Lohuizen, 2004). Quando a cromatina encontra-se num estado mais
condensado, € denominada heterocromatina (Fig.2A), sendo associada com a
repressdo e o0 silenciamento génico. Quando a cromatina apresenta-se mais
acessivel, ou seja, menos condensada ela € denominada de eucromatina (Fig.2B),
permite a transcricdo génica e com isso aumenta a expressao génica (Rodenhiser &
Mann, 2006). Este estado dinAmico da cromatina pode ser alterado por modificacdes
epigenéticas, envolvendo mecanismos bioquimicos que atuam nas histonas ou no
préprio DNA (Kouzarides, 2007).
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Figura 2. Grau de compactacdo da cromatina. (A) Eucromatina, a cromatina apresenta-se
mais acessivel para o processo transcricional; (B) Heterocromatina, a cromatina esta mais

condensada, ocorre uma diminuicdo da transcricdo génica (Adaptado de Gonzalo, 2010).

As histonas possuem substratos para diversos tipos distintos de modificacbes
pos traducionais, como por exemplo, acetilacdo, fosforilacdo, metilacéo,
ubiquitinacdo e ADP-poli-ribosilacdo, sendo que a maioria destas ocorre nas caudas
N-terminais destas proteinas (Fig.3) Uma vez que as histonas sao modificadas,
estas exercem funcdes regulatorias em diversos eventos genéticos, com a ativacao
ou silenciamento transcricional (Verdone et al., 2006; Gonzalo, 2010; Reuter et al.,
2011).
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Figura 3. Diagrama do nucleossomo formado por octamero de histonas envolto de dupla fita
de DNA. As caudas N-terminais das histonas mostram uma variedade de modificacbes poés-
translacionais (Adaptado de Gonzalo, 2010).

2.2.4 Acetilacdo de histonas

A acetilacao de histonas ocorre principalmente nas caudas N-terminais e esta
associada com a atividade da transcricdo génica, sendo reguladas por dois grupos
de enzimas, as histonas acetiltransferases (HAT) e as histonas desacetilases
(HDAC) (Strahl & Allis, 2000).

As HATs sao responsaveis por promover a acetilacdo das histonas, ou seja,
remove um grupo acetil da acetil-coenzima A, adicionando-o nos residuos de lisina.
Isto resulta no relaxamento da cromatina, deixando sua estrutura “aberta’, facilitando
0 processo de transcricdo e consequentemente a expressao génica. Por outro lado,
as HDACs removem o grupo acetil da histona, tornando a estrutura da cromatina
mais compacta (Strahl & Allis, 2000), atenuando o processo de transcricdo e
contribuindo para o silenciamento génico. Desta forma, o sistema HAT-HDAC é

importante na regulacdo do processo de transcricdo génica (Fig. 4)
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Figura 4. (A) Acetilagdo de histonas demonstrando a agdo das enzimas histonas
acetiltransferases (HAT), permitindo maior acessibilidade para o processo de transcricdo
génica; (B) Desacetilacdo de histonas pela acdo das histonas desacetilases (HDAC),
ocasionado uma maior compactacao da cromatina e com isso levando a uma diminuicdo da

transcricdo génica (Adaptado de http://www.dom.pitt.edu/paccm/faculty/zhou.html).

Estudos tém demonstrado que o equilibrio entre as enzimas HAT e HDAC
esta intimamente ligado a homeostase celular (Tauton et al.,1996), sendo também
considerado um pré-requisito para a sobrevivéncia neuronal em condi¢cdes normais
(Boutillier et al., 2003).

Evidéncias demonstraram que o desequilibrio do balanco HAT/HDAC, parece
influenciar no processo de envelhecimento, morte celular, cancer e no surgimento de
doencas neurodegenerativas (Kazantsev & Thompson, 2008; Willis-Martinez et al.,
2010). Um decréscimo nos niveis de acetilacdo das histonas pode ser causado tanto
pelo aumento na atividade da HDAC, quanto pela diminuicdo na atividade da HAT
(Jiang et al., 2003).

Em humanos e camundongos, sado descritas 18 enzimas com atividade

desacetiladora de histonas, agrupadas em 4 classes. As classes de HDAC (classe |,


http://www.dom.pitt.edu/paccm/faculty/zhou.html
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Il e IV) sdo dependentes de Zn?*, enquanto que a classe Ill, conhecida como
sirtuinas, possuem o seu mecanismo dependente de NAD® (Shakespear et al.,
2011).

2.3 Envelhecimento e mecanismos epigenéticos

O aumento da atividade da HDAC parece ser um mecanismo epigenético que
esta relacionado ao envelhecimento. Estudos correlacionam o envelhecimento com
modificacdes na expressao génica em diferentes regides do cérebro (Gonzalo, 2010;
Zeng et al., 2011).

Zeng e colaboradores (2011) demonstraram em hipocampos de ratos, que o
processo de envelhecimento parece resultar numa reducdo da acetilacdo de
histonas H3 e H4 na regido promotora do gene fator neurotrofico derivado do
cérebro (BDNF). Interessante destacar que o BDNF possui um papel fundamental na
diferenciacdo e sobrevida neuronal (Gomez-Pinilla, 1998; Neeper et al.,1996;
Gomez-Pinilla, 2011). Estes resultados mostram que o envelhecimento parece ter
relacdo com a acetilacdo de histonas levando a uma diminuicdo da expresséao do
gene BDNF. Além disso, Walker et al (2012) observaram uma diminuicdo da
acetilacdo global da histona H3, em cultura de neurbnios hipocampais de

camundongos senescentes.

Ainda neste contexto, em um estudo com modelo animal para doenca de
Alzheimer foi evidenciado um declinio global das histonas H3 e H4 nos hipocampos
desses animais, sendo este resultado associado a um déficit da memoria espacial
(Ricobaraza et al., 2009).

Considerando o papel da desacetilacdo de histonas no processo de
envelhecimento, em especial em doencas neurodegenerativas, tem sido sugerido o
uso de estratégias que aumentem a acetilacdo com finalidade neuroprotetora como,

por exemplo, o uso de inibidores de HDAC.

Héa relatos que inibidores da HDAC melhoram o desempenho da memdria
(Lubin et al., 2008) e sdo capazes de reverter déficits de memoria (Korzus et al.,
2004). Estudos mostram que o tratamento com inibidores de HDAC apresentaram
efeito neuroprotetor em modelos animais de isquemia (Gardian et al., 2005; Kim et

al.,, 2007) e sédo capazes de reverter a apoptose neuronal induzida pelo estresse
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oxidativo, associado ao envelhecimento e doencgas neurodegenerativas (Ryu et al.,
2003). Ainda neste contexto, Kilgore e colaboradores (2010) observaram, em
modelo animal da Doenca de Alzheimer, que apds duas semanas de administracdo
com o valproato de sdédio, butirato de sédio e &cido hidroxamico suberoilanilida,
inibidores classicos da HDAC, houve uma reducado especificamente da classe | das
enzimas desacetilases (HDAC 1, 2, 3, 8) em hipocampos, sugerindo que esta
reducao pode estar associada a uma melhora das fungées cognitivas.

Além disso, inibidores da HDAC reverteram o0 prejuizo de memoéria em
camundongos com menor atividade da HAT (Alarcon et al., 2004; McQuown et al.,
2011). Interessante destacar também que esses inibidores sdo capazes de reverter
o efeito do envelhecimento em paradigmas de aprendizado e memoria, como
demonstrados por Reolon e colaboradores (2011) que evidenciaram uma melhora
na formacdo da memoria de reconhecimento de objetos em ratos idosos, quando

tratados com butirato de sodio.

Estes dados abrem um leque interessante de estudo sobre os mecanismos
epigenéticos como alternativas terapéuticas para reversao de déficits associados ao

envelhecimento.

2.4 Curcumina e mecanismos epigenéticos

A curcumina € um composto polifendlico encontrado em maior concentracao

na planta Curcuma longa (Bharat et al.,2008; Begum et al.,2008).

Os estudos da acao da curcumina in vivo sobre 0os mecanismos epigenéticos
sdo raros. Contudo estudos que utilizam diferentes linhagens celulares levantam
evidéncias de que este composto pode induzir alteragdes epigenéticas. A curcumina
parece inibir a atividade da HAT e induzir um estado de hipoacetilacdo de histonas
em cultura de linhagem celular de hepatoma humano (Kang et al. , 2005). Além
disso, esse composto reduziu a atividade de HDAC em cultura de meduloblastoma
(Lee et al., 2011) e em cultura celular de linfoma humano induziu uma inibicdo
especifica da classe | da HDAC (HDAC 1,HDAC 3 e HDAC 8) e um aumento da
acetilacdo da histona H4 (Liu et al., 2005).
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Interessante descrever que, em cultura celular de cancer de prostata, a
curcumina induz uma inibicao da atividade total da HDAC, porém foi observado que
apenas a HDAC 3 teve uma diminuicdo na sua expressao, enquanto que as HDACs
1, 4, 5, e 8 tiveram sua expressao aumentada (Shu et al., 2011).

Estudos com cultura celular sugerem que esse composto é capaz de alterar
Varios mecanismos epigenéticos, contudo a acdo do extrato bruto da Curcuma longa

e dos demais curcuminodides ainda ndo foram elucidados.

2.5 Caracterizagdo da Curcuma longa

A morfologia desta espécie € caracterizada por ramificacdes laterais
compridas (Fig.5A), a raiz (rizoma) possui uma coloracdo esbranquicada ou
acinzentada externamente e amarelada internamente. Seu rizoma (Fig.5B) pode
medir até 10 cm de comprimento e quando cortado possui um odor agradavel. E a
partir da sua raiz que se obtém o p6 de cor amarela, utilizado na culinaria (Pereira &
Moreira, 2009).

Figura 5 (A) Espécie Curcuma longa. (B) Rizomas da espécie Curcuma longa. (Adaptado
de Pereira & Moreira, 2009)
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Estudos tém demonstrado que a Curcuma longa tem sido utilizada no
tratamento de distlrbios gastrointestinais, no alivio de dores artriticas, funcao
hepética e processos inflamatoérios (Ng et al., 2006; Pereira & Moreira, 2009; Thorne,
2002; Jurenka, 2009). E considerada uma especiaria de pigmentacdo amarela,
amplamente utilizada, como por exemplo, o “curry” e em diferentes tipos de molhos
(Ringman et al., 2005; Hamaguchi et al., 2010).

A espécie possui na sua constituicdo trés compostos polifendlicos majoritarios
(Fig.6), a curcumina (aproximadamente 70-80%), a demetoxicurcumina
(aproximadamente 15-25%) e a bisdemetoxicurcumina (aproximadamente 3-7%),
além de outros compostos polifendlicos em menor concentracdo, como 4”-(3"-
metoxi-4’"-hidroxifenil)-2”-ox0-3"- n-butanil 3-(3’-metoxi-4’-hidroxifenil) propenoato
(Calebin-A), 1,7-bis(4-hidroxi-3-metoxifenil)-1,4,6-heptatrieno-3-ona, 1-hidroxi-1,7-bis
(4-hidroxi-3-metoxifenil)-6-hepteno-3,5-diona, 1,7-bis (4-hidroxifenil)-1-hepteno-3,5-
diona, 1,7-bis(4-hidroxifenil)-1,4,6-heptatrieno-3-ona e  1,5-bis  (4-hidroxi-3-
metoxifenil)-1,4-pentadieno-3-ona (Park et al,2002) associado a estes compostos
estdo ainda 6leos volateis (tumerona, atlantona e zingiberona), acucares, proteinas
e resinas (Jurenka, 2009; Hamaguchi et al., 2010). Assim, a curcumina representa

de 0,3 a 5,4% da matéria bruta da Curcuma longa (Leung, 1980).

Possui alta atividade antioxidante que esta relacionada ao niumero de grupos
hidroxilas na estrutura do seu anel aromatico (Rossi et al., 2008; Hamaguchi et al.,
2010). Importante destacar que, este composto foi primeiramente isolado, em 1815,
por Vogel e Pelletier e teve sua estrutura quimica determinada em 1910 por Lampe e
Milobedeska. E interessante descrever que a curcumina foi testada pela primeira vez
em 1937 no tratamento de doencas biliares (67 pacientes tratados). Em 1949,
passou a ser utilizada como agente antimicrobiano e em 1972 se observou sua

propriedade hipoglicemiante (Bharat et al., 2008).



24

OCH,

Curcumina

OCH,

HD—@—CH-CI-KIU{;W H

Demetoxicurcumina

o Yr-ovommeon el

Bizdemetoxicurcumina

Figura 6. Estrutura quimica dos trés compostos polifendlicos encontrados na planta
Curcuma longa (Adaptado de Jurenka, 2009).

2.5.1 Efeito protetor da Curcuma longa

Um estudo epidemioldgico realizado em 2006 demonstrou que o consumo de
“curry”, uma especiaria rica em acafrdo, quando utilizado regularmente pode
melhorar o desempenho cognitivo em idosos (Ng et al., 2006).

A curcumina possui multiplas caracteristicas relevantes que podem justificar o
interesse nesta espécie como alternativa neuroprotetora, incluindo as atividades
antioxidante, antiinflamatéria e antiproliferativa (Cole et al., 2007; Aggarwal et al.,
2008; Begum et al., 2008). Além de que como citado acima modula mecanismos
epigenéticos em modelos de cultura celular (Kang et al., 2005; Lee et al., 2011; Shu
et al., 2011). E interessante destacar que o composto é altamente lipofilico,
conferindo a capacidade de atravessar a barreira hematoencefalica (Rossi et al.,
2008).

Cabe descrever que, a administragdo crénica de curcumina reverteu a
reducdo dos niveis de BDNF (Fator Neurotréfico Derivado do Cérebro) induzida pelo
estresse crénico em animais de experimentacdo (Xu et al., 2006). Além disso, foi
demonstrado que a suplementacdo com esse composto € capaz de prolongar a vida

de Drosophilas em até 25,8%, reduzindo o estresse oxidativo (Shen et al., 2012).
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Neste contexto, em roedores, a curcumina diminuiu o estresse oxidativo,
desagregando as fibras B amiléides e prevenindo a formacdo de oligbmeros
fibrilares, caracteristicas relacionadas com a doenca de Alzheimer (Lim et al., 2001).
Em relagdo a acdo antiinflamatdria da curcumina, foi demonstrado que houve uma
reducdo de citocinas pro-inflamatérias em cultura celular de disco intervertebral
humano (Klawitter et al., 2012). Além disso, esse composto protegeu funcionalmente
e alterou pardmetros bioquimicos, especificamente niveis de peroxidagéo lipidica em
modelo de dano induzido pela colchicina (Khurana et al., 2012) e reverteu 0 aumento
das atividades das nucleotidases em coOrtex de ratos induzidos pela inalacdo de
fumaca de cigarro (Jaques et al., 2011).

Recentemente, Sarvalkar et al. (2011) realizaram estudo a fim de investigar
os efeitos da administracdo da curcumina em ratos sobre 0s niveis de peroxidacéo
lipidica e estresse oxidativo em glandula salivar. Estes pesquisadores observaram
gue a curcumina (30mg/Kg) reduziu significativamente os niveis de malondialdeido,
produto final da peroxidacao lipidica, e de granulos de lipofuscina, pigmento celular
considerado um indice de senescéncia celular. Quitschke (2012) observou em
cultura celular de carcinoma embrionario (células NT2/D1) que a incubagdo com os
curcumindides, curcumina, demetoxicurcumina e bisdemetoxicurcumina, induziu
uma reducao da proliferacdo celular, de parametros de senescéncia e de morte
celular. Ainda neste contexto, estudo realizado em modelo animal de Doenca de
Parkinson foi verificado que os curcumindides apresentaram acao neuroprotetora,
aumentando os niveis de enzimas antioxidantes, como por exemplo, a glutationa
peroxidase e a superoxido dismutase. Além disso, observou-se um aumento nos
niveis dopaminérgicos em nucleo estriado dos animais tratados quando comparados

ao grupo sem tratamento (Agrawal et al., 2012).
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3. Objetivos

3.1 Objetivo geral

O objetivo desse trabalho foi investigar o efeito do envelhecimento e do
tratamento agudo com Curcuma longa sobre mecanismos epigenéticos em

estruturas cerebrais de ratos Wistar.

3.2 Objetivos especificos

[) Avaliar a atividade da enzima HDAC em hipocampo e cortex frontal de ratos
Wistar com 3 meses e 18 meses de idade;

II) Avaliar a atividade da enzima HDAC em hipocampo e cortex frontal de ratos
Wistar com 3 meses e 18 meses de idade apos a administracdo aguda de

Curcuma longa,;

[II) Avaliar a atividade da enzima HDAC em hipocampo e cortex frontal de ratos

em diferentes tempos apos a administracdo de Curcuma longa.
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ABSTRACT

It has been suggesting a relationship between the aging-related memory impairment
and altered histone acetylation levels. Besides, environmental factors, including
dietary compounds, seem to modulate histone acetylation status. Curcumin, a
polyphenolic compound, found in rhizomes of Curcuma longa (known as turmeric),
has been recognized as an epigenetic modulator through its inhibitory activity against
histone deacetylases (HDAC), histone acetyltransferases (HAT) and DNA
methyltransferase (DNMT) in several in vitro cancer models. Despite a remarkable
interest on nutraceutical components in functional food, studies reporting the effect of
oral administration of Curcuma longa on HDAC activity in any brain region during
aging process are lack. Our aim was to evaluate the effect of the aging process and
the acute treatment of Curcuma longa extract on HDAC activity in the hippocampus
and frontal cortex from Wistar rats. The animals were treated with saline, solvent
(DMSO 20%) or extract of Curcuma longa (10 and 50 mg/kg) by gavage, and killed
by decapitation 2 h and 18 h after the administration. The aging process augmented
HDAC activity in hippocampus and frontal cortex, while no effect of Curcuma longa
treatment on HDAC activity was observed in both young and aged groups. Together,
these data support the hypothesis that aging-related dysfunction may be related, at
least in part, to acetylation levels through modulation of HDAC activity. In addition,
the acute administration with Curcuma longa extract it is not able to alter the HDAC

activity in both tested brain areas.

Keywords: aging process; Curcuma longa; rats; hippocampus; frontal cortex; HDAC

activity.
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INTRODUCTION

Aging is a complex biological process characterized by a gradual decline of cognitive
functions and deterioration of synaptic functions in specific regions of the brain, such
as hippocampus and prefrontal cortex (Korzus et al. 2004; Lynch et al. 2006; Saha &
Pahan, 2006; Lubin et al. 2008; Zeng et al. 2011). Recently, aging-related memory
decline have been linked to lower histone acetylation levels (Levenson et al. 2008;

Peleg et al. 2010).

Histone acetylation is the most extensively studied epigenetic mechanism and has
been widely associated with enhanced transcriptional activity through accessibility of
the gene to the transcriptional machinery (Kimura et al. 2005; Choi and Howe 2009),
whereas deacetylation is typically associated with transcriptional repression
(Kouzarides 2007). Histone tail acetylation is a dynamic process, where histone
acetyltransferases are responsible for the addition of acetyl groups to the lysine
residues from amino-terminal tails of histones, and histone deacetylases remove
these acetyl groups (Choi and Howe 2009; Kouzarides 2007). It is interesting to
describe that the DNA is wrapped around a complex of histones, namely H1 (or H5),

H2A, H2B, H3 and H4 (Kouzarides 2007).

Previous works have shown that histone acetylation seems exert a pivotal role in
memory formation (Levenson et al. 2008). Memory formation has been associated
with increased acetylation of H3 and H4 lysine residues (Barrett and Wood 2008;
Mikaelsson and Miller 2011). Interestingly, some evidences have been suggesting a
link between the aging-related memory impairment and altered histone acetylation
levels. It is important to cite that these studies have focused on aversive and spatial

memory paradigms and long term potentiation (LTP), a model for memory at the
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cellular/synaptic level (Lovatel et al. 2012; Peleg et al. 2010, Zeng et al. 2011) in
aging rodents. Recently, we demonstrated that hippocampi from aged rats have
lower H4 acetylation levels and that there is a positive correlation with aversive
memory performance (Lovatel et al. 2013, submitted). Indeed, a decreased histone
acetylation was observed in several cellular and in vivo neurodegeneration models
(Rouaux et al. 2004; Saha and Pahan 2006; Sleiman et al. 2009). Despite these
findings, studies reporting the impact of aging process on histone deacetylases

activity in rat brain during normal aging process are rare.

It has been suggested that environmental factors, including dietary compounds, may
prevent diseases through the modulation of histone acetylation and deacetylation
(Canani et al. 2012). In this context, there is a growing interest in dietary histone
deacetylase inhibitors. For example, sodium butyrate, a known histone deacetylase
inhibitor, can be formed by comensal bacteria involved in the fermentation of dietary
fibers (Canani et al. 2012). Indeed, different dietary botanicals can play a role in the
regulation of epigenetic mechanism. Sulforaphane, rich in cruciferous vegetables,
such as broccoli, kale and cabbage, is able to inhibit histone deacetylase enzyme,
leading to an increase in the global and local histone acetylation status, what has

been linked to chemoprevention properties (for review Meeran et al. 2010).

Curcumin, a major curcuminoid compound in the yellow curry spice, is found in
rhizomes of Curcuma longa (known as turmeric), has been recognized as an
epigenetic agent through its interaction with histone deacetylases, histone
acetyltransferases, DNA methyltransferase |, and microRNAs (Fu and Kurzrock
2010). The strong inhibitory activity against HDAC and HAT has been widely
described in several in vitro cancer models (Kang et al. 2005; Lee et al. 2011).

Despite a body of evidences indicates that curcumin may have neuroprotective
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properties, especially in Alzheimer’s disease models (Frautschy et al. 2001), to our
knowledge, there are few studies describing the effect of this compound on HDAC

activity in any brain region.

Although there was a remarkable interest on the health regulatory properties of
nutraceutical components in functional food, studies reporting the effect of oral
administration of Curcuma longa during aging process are lack. Curcuma longa has
a mixture of several compounds including other curcuminoids, polyphenol
compounds, such as demethoxycurcumin and bis-demethoxycurcumin, that seems
have several biological activities. Interestingly, non-demented elderly Asian subjects
aged 60-93 years who consumed curry “occasionally” and “often or very often” had
significantly better MMSE Mini-Mental State Examination (MMSE) scores those

subjects that “never or rarely” consumed curry (Ng et al. 2006).

Therefore, the aims of this work were to investigate (1) the effect of aging process on
histone deacetylase activity in the hippocampus and frontal cortex from Wistar rats

and (2) the effect of acute treatment of Curcuma longa extract on this parameter.

1. MATERIAL AND METHODS

2.1 Animals

Male Wistar rats of different ages, 3 and 18-months-old were used. The animals were
maintained under standard conditions (12-h light/ dark, 22+2 °C) with food and water
ad libitum and housed five per cage. The NIH “Guide for the Care and Use of

Laboratory Animals” (NIH publication No. 80-23, revised 1996) was followed in all
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experiments. The Local Ethics Committee (CEUA de Etica em Pesquisa - UFRGS)

approved all handling and experimental conditions (nr. 22062).
2.2 Preparation of the Ethanol Extract

One hundred grams of rhizome powder (SantosFlora lot number ACAFP01/0608)
was soaked in 1000 mL of ethanol (99.5%) for 3 days in room temperature. After, the
solvent was filtered and dried under vacuum, resulting in the ethanol extract (EE).
For the treatments, EE was dissolved in 20% of dimethyl sulfoxide (DMSO). The
animals were treated with saline, solvent (DMSO 20%) or EE of Curcuma longa (10

and 50 mg/kg) by gavage (1ml/Kg) (Pyrzanowska et al., 2010).
2.3 Preparation of samples

Rats were killed by decapitation 2 h and 18 h after the extract of Curcuma longa
administration. The hippocampi and frontal cortices were quickly dissected out and
immediately snap-frozen in liquid nitrogen, then stored at -80 °C untl the
determination of HDAC enzyme activity. On the day of the assay, the samples were
homogenized in 1:3 volumes of ice-cold lysis buffer (containing (in mM): 250 sucrose;
20 Tris—HCI; pH 7.4; 1 ethylenediamine tetraacetic acid; 1 ethylene glycol tetraacetic
acid; 10 potassium chloride; 1 dithiothreitol; 0.1 phenylmethylsulfonyl fluoride; 0.001
okadaic acid). The lysates were subjected to centrifugation (16,000xg for 5 min) at 4
°C in a microcentrifuge tube, and the supernatant was removed for analysis. The
protein concentration of each sample was measured by the Coomassie Blue method

using bovine serum albumin as standard (Bradford, 1976).



46

2.4 Determination of global HDAC enzyme activity

The effect of acute treatment of Curcuma longa extract on global HDAC enzyme
activity was determined using an HDAC Assay Kit (Fluorometric Detection catalog #
17-372, Upstate Biotechnology, Temecula, CA, USA) according to the
manufacturer’s instructions. Briefly, the samples were incubated with the HDAC
assay substrate at 30 °C for 45 min before addition of the activator solution. The
mixtures were incubated for an additional 10 min at room temperature, and HDAC
enzyme activity was measured on a microplate reader (excitation = 360 nm, emission

= 450 nm) and expressed as pmoles HDAC per mg protein.

2.5 Statistical Analysis

The results were analyzed by Three-Way Analysis of Variance (ANOVA) with age,
effect of acute treatment of Curcuma longa extract on global HDAC activity. Curcuma
longa administration and time after administration as factors followed by post hoc
Tukey’s multiple range tests when appropriate. In all tests, p < 0.05 was considered

to indicate statistical significance.

2. RESULTS

Firstly, we evaluated the effect of the aging process on HDAC activity. Three-way
ANOVA showed that 18-months-old rats displayed higher HDAC activity compared to
the young group in both structures, hippocampus (F, 71y = 10.430, p = 0.002; Fig. 1)

and frontal cortex (F1, 75y = 4.438, p = 0.039; Fig 2).
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Surprisingly, there was no significant effect of Curcuma longa treatment on HDAC
activity in both young and aged groups. Interestingly, three-way ANOVA indicated
effect of time effect after administration of Curcuma longa extract on hippocampal
HDAC activity (F ¢, 71y = 4.238, p = 0.044; Fig. 1). Additionally, it was observed a
significant interaction between age and time of administration factors in frontal
cortices, since HDAC activity was higher in the aged group 18 hours after

administration compared to the other times (F 1,75y = 1.765, p = 0.001; Fig. 2).

3. DISCUSSION

Our data demonstrate that HAT/HDAC balance is disturbed in favor of HDAC in
brain aging process, which can be related to previous studies demonstrating a
reduction on acetylation levels in aged rodents (Lovatel et al. 2012; Peleg et al.
2010).Therefore, we can suggest a fundamental role of HDAC activity and the
subsequent malfunctioning acetylation apparatus during the normal aging process.
Interestingly, we demonstrated that lower H4 acetylation levels in hippocampi from
aged rats were correlated with worse aversive memory performance (Lovatel et al.
2012). Taken together, these findings lead us to hypothesize that this epigenetic

mechanism can be involved in age-associated memory impairment.

This result supports the data obtained with administration of HDAC inhibitors
improving aging-related memory decline in rodents (Peleg et al. 2010; Reolon et al.
2011). Pharmacological inhibitors such as sodium valproate, sodium butirate,
trichostatin and suberoylanilide hydroxamic acid are alternatives which have
demonstrated to improve the cognitive functions and the maintenance and regulation

of neuronal plasticity (Kilgore et al. 2010; Ricobaraza et al. 2009). HDAC inhibitors
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are also able to reverse the neuronal apoptosis (Ryu et al, 2003) and have

neuroprotective activity in ischemia model (Gardian et al. 2005).

Consistently, it has been demonstrated that brain-derived neurotrophic factor (BDNF)
expression, which contributes in memory formation and is involved in neurogenesis
and neuronal survival, can be modulated by histone acetylation and seem to be
reduced in the aged hippocampus (Zeng et al. 2011; Kohman et al. 2012; Barrientos
et al. 2010). In accordance, HDAC activity induces histone deacetylation, which is
typically associated with transcriptional repression (Kouzarides 2007). In addition

HDAC contributes to form transcriptional co-repressor complexes (Nakao 2001).

It is possible to infer that the H4 histone hipoacetylation and reduced HDAC activity
in hippocampi from aged rats would indicate a global acetylation state in cells, which
can influence the function of other acetylated substrates (Bannister et al. 2000; Imhof
et al. 1997). In this context, Dompierre and colleagues (2007) demonstrated that
HDAC inhibition was shown to increase vesicular transport of BDNF via increased
acetylation of a-tubulin. Taken together, we can suppose that our findings obtained in
hippocampi from aged rats would be related at least in part to hipoacetylation of non-

histones substrates.

The results here described were in agreement with those obtained by Elsner and
colleagues (2011), demonstrating the influence of circadian rhythm on HDAC activity.
In addition, there was an interaction between age and time of day in frontal cortex,
given that the early morning (taken as 18 hours after exercise) has lower activity

when compared to the afternoon (2 hours after) in the aged group.

Although pharmacological and non-pharmacological approaches have induced

transitory alterations on HDAC activity, the acute administration with Curcuma longa
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extract did not alter the HDAC activity in both tested brain areas. Recently, it was
demonstrated that a single treadmill exercise reduced acutely HDAC activity in rat
hippocampus (Elsner et al. 2011). Previous studies have demonstrated a similar
pattern where treatments altered these parameters for only a short time. For
example, histone acetylation levels were significantly increased 1 hour, but not 24
hours after contextual fear conditioning (Levenson et al. 2004; Chwang et al. 2006).
Besides, a single injection of valproic acid induces transitorily a hyperacetylation

state (Dowdell et al. 2009).

Moreover, this result may be related to poor bioavailability of curcumin, since an
extensive metabolism of the compound in the gastrointestinal wall, glucoronidation in

the liver, and enterohepatic circulation have been described (Ringman et al, 2005).

4. CONCLUSIONS

The present study is the first evidence reporting that healthy aged Wistar rats
showed lower HDAC activitiy in hippocampi and frontal cortices. These data support
the hypothesis that aging-related dysfunction may be associated, at least in part, to
acetylation levels through modulation of HDAC activity. We also demonstrated that
acute administration with Curcuma longa did not affect HDAC activity in brain areas.
Further studies are needed to clarify the details of the mechanisms by which HDAC

activities are altered in aging process.
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List of legends

Fig.1. Effects of aging process and of acute treatment of Curcuma longa
extract on global HDAC in hippocampus from Wistar rats. Results are expressed as
mean + standard error (n=3-6 animals per group). Three-way ANOVA followed by
Tukey’s test, # = significantly different from the aged group; * = significantly different

from 18 h after Curcuma longa extract treatment.

Fig.2. Effects of aging process and of acute treatment of Curcuma longa
extract on global HDAC in frontal cortex from Wistar rats. Results are expressed as
mean + standard error (n=3-6 animals per group). Three-way ANOVA followed by
Tukey’s test, # = significantly different from the aged group; * = significantly different

from 18 h after Curcuma longa extract treatment.
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6. Consideragdes finais

Nossos dados corroboram a hipotese de que 0s mecanismos epigenéticos
estdo relacionados com o processo de envelhecimento cerebral. Hipocampos e
cortices de ratos Wistar com 18 meses de idade apresentaram maior atividade da
HDAC, considerando que esta enzima induz um estado de hipoacetilacdo de
histonas, aumentando a compactacdo da cromatina, podemos sugerir uma
consequente reducdo da expressao génica. Tém sido descrito que o aumento da
atividade da HDAC pode estar relacionado com o processo de envelhecimento e no
surgimento de doencas neurodegenerativas (Saha & Pahan, 2006; Zeng et al., 2011;
Rodriguez-Rodero et al., 2011).

Cabe ressaltar que as estruturas aqui estudadas sdo fundamentais na
formacéo e consolidacdo da memoria e do aprendizado (Lynch et al.,2006), assim
nossos achados podem estar relacionados com o declinio das funcbes cognitivas

durante o processo de envelhecimento (Gonzalo, 2010; Zeng et al., 2011).

Diversos estudos demonstram que o declinio das fungdes cognitivas, pode
estar relacionado com uma diminuicdo na acetilacdo de histonas, aumentando a
expressdo da HDAC e diminuindo a expressdo da HAT e conseguentemente
afetando a expressdo de genes importantes envolvidos nos circuitos neuronais em

diferentes regides do cérebro (Lynch et al., 2006; Sweatt, 2010).

O aumento da atividade da HDAC pode resultar numa diminuicdo da
expressdo génica de genes importantes na neurogénese e na sobrevivéncia
neuronal, como por exemplo, o gene BDNF (Gomez-Pinilla, 1998; Neeper et
al.,1996; Gomez-Pinilla, 2011; Driscoll et al., 2012). Recentemente, corroborando
nossos achados, foi observada em hipocampos de ratos Wistar com 22 meses de
idade uma reducdo nos niveis de acetilagcdo das histonas H3 e H4 em regides
promotoras do gene BDNF, ocasionando uma diminuicdo na expressao génica e
com isso prejudicando a atividade das vias de sinalizagcdo responsaveis pela

plasticidade sindptica (Zeng et al., 2011).
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Ainda nesse contexto, Rouaux e colaboradores (2004) observaram em cultura
priméria de neurbnios cerebelares submetidos a privagdo neurotrofica (modelo de
apoptose neuronal), que houve uma desacetilagdo das histonas H3 e H4 que
precederam a morte neuronal, esta desacetilagdo estava acompanhada pelo
silenciamento da CBP, uma proteina de ligacdo ao CREB que é a Proteina Ligadora
ao Elemento Responsivo ao AMPc que esta associada a desordens
neurodegenerativas. Esses autores sugerem que a desacetilacdo global de histonas
parece aumentar no processo inicial de apoptose neuronal presente nos processos
neurodegenerativos, além disso, Saha & Pahan (2006) sugerem que durante o
processo de morte neuronal ha um aumento da atividade da HDAC.

Importante ressaltar que o processo de envelhecimento cerebral parece estar
associado com uma diminuicdo dos niveis séricos de BDNF, prejudicando a
formacdo de memoria no hipocampo em humanos (Erickison et al., 2010; Zeng et
al., 2011).

Neste contexto, o uso de inibidores da HDAC tem sido proposto para a
prevencao e tratamento das desordens neurodegenerativas que estdo associadas a
senescéncia cerebral. Inibidores farmacologicos como o Valproato de Sodio, Butirato
de Sadio, Tricostatina e o Acido Hidroxamico Suberoilanilida s&o alternativas que
tém demonstrado serem eficientes na melhora das funcbes cognitivas e na
manutencao e regulacdo da plasticidade neuronal (Kilgore et al., 2010; Ricobaraza
et al., 2009). Diversos autores descrevem que os inibidores da HDAC sao capazes
de melhorar a formacdo da memoéria através do aumento da expressao génica de
genes especificos (Fontan-Lozano et al., 2008; Lubin et al.,, 2008; Korzus et al.,
2004).

Estudos com roedores mostram que inibidores da HDAC sdo capazes de
reverter a apoptose neuronal (Ryu et al., 2003) e ter atividade neuroprotetora em
modelo de isquemia (Gardian et al., 2005). Importante salientar que a apoptose
neuronal tem sido associada ao envelhecimento e a varias desordens
neurodegenerativas, como a Doenca de Alzheimer, Parkinson e Isquemia. Além
disso, foi observado que a administracdo crénica de acido hidroxamico
suberoilanilida induziu uma diminuicdo da atividade da HDAC4 e um aumento da

expressdo génica do BDNF em cortex de camundongos (Mielcarek et al., 2011).
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Dentre as estratégias neuroprotetoras investigadas, os produtos naturais tém
sido amplamente estudados. Por exemplo, o resveratrol, um polifenol derivado
principalmente de sementes de uvas, reduz a atividade da HDAC, aumentando
consequentemente a longevidade, em leveduras de fungos (Howitz et al., 2003).

O composto epigalocatequina — galato encontrado no cha verde tem sido
descrito como um potente inibidor da metilagdo do DNA (Lee et al., 2005). Além de
qgue, o exercicio fisico, que tem propriedades neuroprotetoras, parece modular 0s
mecanismos epigenéticos. Nosso laboratério, recentemente, descreveu que um
protocolo de exercicio diminuiu a atividade da HDAC e aumentou a atividade da HAT
em hipocampos de ratos Wistar (Elsner et al., 2011).

Nesse contexto, investigamos o efeito do extrato etanolico de Curcuma longa
(10mg/Kg e 50mg/Kg) sobre a atividade da enzima HDAC em hipocampo e cortex de
ratos com 3 e 18 meses de idade. Nosso estudo demonstrou que o tratamento

agudo com extrato etandlico de Curcuma longa néo afetou a atividade da HDAC.

Ha relatos demonstrando que em estudos in vivo a curcumina, poOssui
biodisponibilidade baixa. Necessitando de altas doses (acima de 400mg/kg) para ser
detectavel em tecidos de ratos, sendo atribuido ao metabolismo extensivo desse
composto na parede gastrointestinal, glicuronidacdo hepatica e circulacao
enterohepatica (Ringman et al., 2005). Uma dose oral de 500mg/kg em roedores
resulta em um pico de concentracdo plasmatica de apenas 1,8 ng/mL(Jurenka,
2009). Uma das alternativas que vém sendo proposta para aumentar a
biodisponibilidade da curcumina € a associacdo com a piperina, um alcaloide

pertencente a familia Piperaceae (Shoba et al., 1998; Rinwa & Kumar, 2012).

Outro dado interessante deste estudo € que os niveis de HDAC em
hipocampo e cértex de ratos Wistar parecem sofrer influéncia do fator tempo, uma
vez que os niveis de HDAC foram maiores no tempo de 18 horas apés a
administracao (correspondendo ao periodo da manh&) em comparacdo ao tempo de
1 hora apo6s a administracdo, que corresponde ao turno da tarde. Este achado pode
estar relacionado a cronobiologia, onde a organizacdo circadiana permite que o
organismo mantenha a homeostase em resposta a variagdes diarias decorrentes do
ambiente externo e do préprio organismo (Sharma, 2003; Bellet & Sassone-Corsi,

2010). Cabe descrever que os ratos Wistar sdo animais notivagos, onde o periodo
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da manha é o inicio do periodo de sono; assim poderiamos sugerir uma reducéo da
acetilacdo e consequentemente uma reducdo na expressao génica nesse periodo.
Esses dados corroboram com os encontrados por Elsner e colaboradores (2011)
gue demonstraram a atuagdo do ciclo circadiano na atividade das enzimas

acetiltransferase (HAT) e desacetilase (HDAC).
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