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RESUMO

A epigenética € o estudo das mudancas hereditarias relacionadas a expresséo
génica sem envolver alteracbes na sequéncia do DNA. Dentre 0os mecanismos
epigenéticos, a deacetilacdo das histonas catalizada por histonas deacetilases
(HDACSs) reprimem a transcri¢cdo. Fatores dietéticos influenciam as histonas, sendo
importante interligar obesidade e aspectos epigenéticos. A HDAC3 ainda é pouco
relatada em estudos metabdlicos e pode ser inibida pelo RGFP966, inibidor seletivo
tipo benzamida. O objetivo do presente estudo foi investigar o papel da HDAC3 em
camundongos induzidos a obesidade via dieta hiperlipidica. Trata-se de um estudo
experimental conduzido com 32 camundongos C57BJ/6 adultos (n=8), onde foram
administradas dieta padrdo (NPD) ou dieta rica em lipideos (HFD) por 120 dias.
Durante o dia 91 ao dia 120 dia foi administrado o RGFP966 (50 mg/kg; via
subcutédnea) para causar a hiperacetilacdo. O peso corporal foi aferido
semanalmente e no 120° dia os animais foram submetidos a eutanasia com
pentobarbital (180 mg/kg; via intraperitoneal) e 0 sangue e o0 hipocampo foram
coletados para as analises bioquimicas. Foram analisados os seguintes parametros
sanguineos: glicose, insulina, perfil lipidico, leptina e adiponectina. No hipocampo
foram analisados: interleucina 6 (IL-6), interleucina 1 beta (IL-1B) e fator de necrose
tumoral alfa (TNF-a). Os resultados do presente estudo demonstraram que a HFD
aumentou o peso corporal, os niveis plasmaticos de glicose, insulina, triglicerideos,
colesterol total e lipoproteina de baixa densidade (LDL) comparado ao controle,
enquanto o RGFP966 (50 mg/Kg) reduziu esses niveis. A lipoproteina de alta
densidade (HDL) no plasma teve valores menores nos camundongos com HFD,
contudo o uso do RGFP966 levou ao acréscimo significativo dessa lipoproteina. As
interleucinas IL-6, IL-1B e TNF-a no hipocampo aumentaram significativamente no
grupo com HFD comparando com o grupo NPD. Em contraste, o inibidor RGFP966
reduziu as interleucinas, atenuando o processo inflamatorio causado pela HFD.
Quanto aos niveis de adipocinas, a HFD aumentou drasticamente os niveis de
leptina e reduziu os niveis de adiponectina no plasma. O uso do inibidor atenuou
essas alteracdes, pois sua administracdo no grupo HFD evitou a reducdo da
adiponectina e 0 aumento da leptina, atuando na regularizacdo da sinalizacdo da
ingesta alimentar e homeostase energética. Constata-se que a inibicdo seletiva da
HDAC3 pelo RGFP966 modulou as alteracbes no peso corporal, parametros
bioquimicos, adipocinas no sangue e citocinas pro-inflamatorias no hipocampo
mesmo com administracdo de HFD, evidenciando que a enzima HDAC3 esta
envolvida nas alteracBes decorrentes da obesidade. Assim, a inibicdo da HDAC3
pode proteger contra o ganho de peso, alteracbes metabdlicas e inflamatérias
demonstrando ser um importante alvo terapéutico para estudos relacionados a
obesidade.

Palavras-chave: Epigenética. Dieta Hiperlipidica. Metabolismo. Inflamagé&o



ABSTRACT

Epigenetics is the study of hereditary changes related to gene expression without
involving changes in DNA. Among the epigenetic mechanisms, histone deacetylase-
catalyzed histone deacetylation (HDACS) represses the transcription. Dietary factors
influence the histones, being important to interconnect obesity and epigenetic
aspects. HDAC3 is still poorly reported in metabolic studies and may be inhibited by
RGFP966, a selective inhibitor of the type benzamide. The objective of present study
was to investigate the role of HDAC3 in mice induced to obesity via a hyperlipid diet.
This is an experimental study conducted with 32 C57BJ / 6 adult mice (n = 8), where
normal pellet diet (NPD) or high fat diet (HFD) were administred for 120 days. During
the day 91 to day 120 was administered the RGFP966 (50 mg/kg; subcutaneously
via) to cause hyperacetylation. Body weight was measured weekly and on day 120
animals were euthanized with pentobarbital (180 mg/kg; intraperitoneal via) and the
blood and the hippocampus were collected for biochemical analysis. The following
blood parameters were analyzed: glucose, insulin, lipid profile, leptin and
adiponectin. In the hippocampus were analyzed: interleukin 6 (IL-6), interleukin 1
beta (IL-1B) and tumor necrosis factor alpha (TNF-a). The results of the present
study demonstrated that HFD increased body weight, plasma glucose, insulin,
triglycerides, total cholesterol and low density lipoprotein (LDL) levels compared to
control, while RGFP966 (50 mg / kg) reduced these levels. Plasma high densitiy
lipoprotein (HDL) had lower values in HFD mice, however the use of RGFP966 led to
a significant increase of this lipoprotein. The interleukins IL-6, IL-13 and TNF-a in the
hippocampus increased significantly in the HFD group compared to the NPD group.
In contrast, the inhibitor RGFP966 reduced interleukins, attenuating the inflammatory
process caused by HFD. As for adipokine levels, HFD dramatically increased leptin
levels and reduced plasma adiponectin levels. The use of the inhibitor attenuated
these changes, since its administration in the HFD group avoided the reduction of
adiponectin and the increase of leptin, acting in the regularization of food intake
signaling and energetic homeostasis. It was found that the selective inhibition of
HDAC3 by RGFP966 modulated changes in body weight, biochemical parameters,
blood adipokines and proinflammatory cytokines in the hippocampus even with HFD
administration, evidencing that the HDAC3 enzyme is involved in the alterations
resulting to obesity. Thus, the inhibition of HDAC3 may protect against weight gain,
metabolic and inflammatory changes proving to be an important therapeutic target for
studies related to obesity.

Keywords: Epigenetic. Hyperlipidic Diet. Metabolism. Inflammation
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1 INTRODUCAO

A epigenética descreve as interacdes entre o gendtipo e o ambiente,
formadores de tracos caracteristicos definidos como fendétipo. Os mecanismos
epigenéticos afetam a expressao génica e como 0S genes Sa0 expressos sem
alterar o sequenciamento do DNA (DUPONT; ARMANT; BRENNER, 2009).

As modificacdes epigenéticas podem ocorrer pela modulagéo estrutural da
cromatina afetando a transcri¢cao, pois alteram sua conformacéo permitindo o acesso
dos fatores transcricionais. Nesse processo ocorre ativacdo da transcricdo via
Histonas acetiltransferases (HATS) ou repressdo da transcricdo via histonas
deacetilases (HDACs). As HDACs sdo enzimas que participam na remocéo de
grupos acetil de residuos acetilados das histonas reprimindo a transcricdo génica
(ALLS et al., 2007).

As HDACs podem ser inibidas por compostos que atuam inibindo a
deacetilacdo da lisina dentro das caudas N-terminais da histona resultando na
hiperacetilacdo destas, uma vez que o equilibrio entre HATs e HDACs é afetado. Os
alvos farmacolégicos com inibidores sdo um alvo promissor em pesquisas que
envolvem o tratamento do cancer, doencas neuroldgicas, sinalizacdo hormonal e
doencas metabdlicas (SETO & YOSHIDA, 2014).

A inibicdo, por exemplo, atua na melhora de déficits cognitivos na doenca de
Alzheimer, doenca de Huntington; sinalizacdo da insulina, aumento da captacdo de
glicose; processos celulares como apoptose, necrose, crescimento celular. Existem
varios tipos de inibidores, inibidores de amplo espectro e inibidores seletivos. Entre
esses inibidores estd o composto RGFP966 que é um inibidor seletivo da HDAC3
pertencente a classe | (JIA et al.. 2016; REMSBERG et al., 2016; SUN et al., 2012).

Diante do crescente aumento da obesidade na populacdo, a inibicdo da
HDAC3 pelo RGFP966 trata-se de um alvo potencial para pesquisas que visam
elucidar mecanismos epigenéticos e sua relacdo com patologias decorrentes da
alimentacdo. A obesidade €& caracterizada pelo excesso de gordura corporal
decorrente da elevada ingestdo de calorias e baixo gasto energético, favorecendo
um desbalanco energético. Além disso, varios aspectos contribuem para o
desenvolvimento da obesidade, como comportamento, ambiente, fatores genéticos e
epigenéticos (CUI; LOPEZ; RAHMOUNI, 2017; HARVEY & FERRIER, 2012). Dentre
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os efeitos adversos estdo o elevado risco de aterosclerose, Diabetes Mellitus (DM)
Tipo 2, céancer e envolvimento da obesidade em processos neurodegenerativos
(FONTANA & HU, 2014).

E fato que fatores dietéticos ou nutricionais podem intervir na epigenética, no
qual a dieta e nivel de massa corporal de obesos influenciam tais mecanismos
modificando a expressdo génica de um individuo (PARK et al., 2017).
Exemplificando, segundo estudos anteriores a HDAC9 relaciona-se com a
obesidade, visto que possui funcdo no tecido adiposo e potencial terapéutico na
obesidade. Ainda, a expressao de HDACS5 pode estar modificada em ratos obesos
alimentados com dieta rica em gordura e esta enzima € primordial a sinalizacdo da
leptina e ingesta alimentar (CHATTERJEE et al.; 2014; KABRA et al., 2016). No
entanto, ndo se sabe qual funcdo da HDAC3 e sua influéncia na obesidade pela sua
inibic&o.

Assim, busca-se neste trabalho elucidar quais as alteracdes causadas pela
inibicdo seletiva da HDAC3 em animais induzidos a obesidade. A obesidade pode
ser capaz de influenciar os mecanismos epigenéticos e propiciar alteracées a nivel
metabdlico, as quais sdo condicionadas pela obesidade e dietas ricas em gordura.
Cabe compreender, se a inibicdo da HDAC3 pelo inibidor RGFP966 resultaria na
regulacdo das desordens intrinsecas causadas através de uma dieta rica em

gordura, tais como no perfil bioquimico, hormonal e inflamatorio.

2 EPIGENETICA

O termo Epigenética foi designado por Conrad Waddington (1905-1975) em
1942, conceituado como: “a interacdo causal entre genes e seus produtos formam
um fendtipo”, sendo utilizado para descrever interagbes relacionadas entre o
gendtipo e o ambiente, formadores de tracos caracteristicos definidos como fendtipo.
O significado do termo é originado de epi- (grego: T — sobre, acima, exterior) —
genética. Resumidamente epigenética € o mecanismo exdégeno que modifica a
expressao dos genes, ou seja, a forma como 0s genes Sao expressos sem alterar a
sequéncia do DNA (DUPONT; ARMANT; BRENNER, 2009).

As alteracdes epigenéticas podem ser herdadas ao longo do tempo por meio

de divisbes subsequentes da célula, sendo que cada tipo celular possui seu préprio
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perfil e expressdo génica Unica, inclusive a cromatina com uma assinatura distintiva
e que pode modular a transcricdo dos genes (ALLS et al., 2007; SHA & BOYER,
2009). A conformacédo estrutural da cromatina explica a origem das modificacbes
epigenéticas, pois cada tipo de célula em nosso corpo é geneticamente idéntica,
porém h& uma diferenciagéo fenotipica em outros tipos de células e tecidos. Assim,
as células desempenham diferentes papéis em varios tecidos, o que possibilita o
funcionamento normal do corpo humano (SADIKOVIC et al., 2008).

A regulacdo epigenética possui como agentes atuantes os correguladores
transcripcionais ou cofatores, responsaveis pelo recrutamento de enzimas
modificadoras da cromatina. Os correguladores sdo agentes intermediarios, que
interagem com os fatores de transcricdo e enzimas modificadoras da cromatina. De
acordo com a natureza do corregulador é determinada a sua acdo, como
coativadores exercendo papel ativador ou correpressor, o qual atua inibindo a
transcricdo (PERISSI et al., 2010). Frequentemente os correguladores agem como
uma plataforma para que proteinas adicionais reguladoras sejam ligadas, pois
coativadores e correpressores recrutam respectivamente as  Histonas
acetiltransferases (HATs) e Histonas deacetilases (HDACs) (MOTTIS;
MOUCHIROUD; AUWERX, 2013).

Os mecanismos epigenéticos podem ser influenciados pelo estilo de vida e
pela dieta modificando a expressédo dos genes. Os componentes inclusos na dieta
modificam uma série de mecanismos como a estabilidade do genoma, expressao de
proteinas e mudancas a nivel metabdlico. Os componentes bioativos da alimentacéo
estdo nas causas de doencas crbnicas como doenca cardiovascular, diabetes e
cancer (VAHID et al., 2015).

Além disso, mecanismos reguladores epigenéticos sdo de suma importancia
para o correto funcionamento neural, desde mecanismos basicos como replicacdo
de DNA, regulacdo da transcricdo, reparo do DNA e regulacdo do ciclo celular
(PODOBINSKA et al., 2017).

O estudo da epigenética abrange um campo de pesquisa complexo e que visa
compreender mais profundamente os mecanismos de diversas doengas, as quais
tém sido alvo dos pesquisadores ao decorrer dos anos. Dentre os diversos
mecanismos que podem ser abordados, as modificacdes epigenéticas sdo eventos
fisiolégicos de um organismo e podem implicar de alguma forma no desenvolvimento

ou tratamento de doencas. Por exemplo, sabe-se que o desenvolvimento de
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sindromes metabdlicas se associa a fatores genéticos, mas também ambientais que
incluem dieta e prética de exercicio. Isso é valido, pois 0 ambiente pode participar na
regulacdo da expressdo de genes interligados ao metabolismo dos lipideos e
carboidratos através da alteracdo do epigenoma, que contempla também padrdes de
acetilacdo de histona alterados na cromatina (DESVERGNE; MICHALIK; WAHLI,
2006).

Ademais, existe uma vasta abordagem sobre a epigenética e o
desenvolvimento de varios tipos de cancer. Varios fatores levem ao crescimento
maligno do cancer nos individuos, sejam anormalidades epigenéticas e genéticas.
As alteracBes epigenéticas particularmente ocorrem de forma precoce durante o
crescimento neoplasico até se desenvolver um tumor maligno (SADIKOVIC et al.,
2008).

Portanto o enfoque nessa tematica abrangendo o campo da epigenética esta
cada vez mais crescente, porém a abordagem sobre aspectos metabdlicos e

nutricionais ainda permanece escassa.

3 HISTONAS E MODIFICACOES EPIGENETICAS

Nas células eucariéticas a cromatina € composta pelo DNA, histonas e
proteinas ndo histonas. A organizacdo € pelo nucleossomo, unidade de DNA
dividida em duas espirais que se enrolam em torno dos octameros constituidos de
quatro proteinas histonas (COSGROVE & WOLBERGER, 2005).

Os nucleossomos sao a unidade béasica da cromatina, composto por 147
pares de bases de DNA ao redor de um octamero. Acreditava-se que a funcao
estrutural que permitia a condensacdo e organizacdo do DNA no nucleo celular
fosse a uUnica funcdo, porém foi descoberta sua funcéo no controle da expresséo
génica. Essa expressdo poderia ser afetada pela interacdo das proteinas
componentes do nucleossomo com o DNA, ocorrendo maiores ou menores
interagcdes entre ambos (COSGROVE & WOLBERGER, 2005)

As histonas que formam o octamero estdo sob forma de dimero H2A-H2B e
tetramero H3-H4 associado com a histona H1 que é o ligante que une os
nucleossomos. Esse octamero € constituido de duas unidades cada de H2A, H2B,
H3 e H4 (LUGER et al., 2012; RAMAKRISHNAN, 1997). Ja a histona H1 nado esta

presente no centro nucleossémico, porém esta ligada a cadeia de DNA ligante. A
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especificidade dessa histona é maior quanto ao tecido e a espécie, de forma que
desempenham papel importante ao facilitar o empacotamento dos nucleossomos em
estruturas mais compactas (HARVEY & FERRIER, 2012). Na Figura 1 pode ser

observado como o DNA é enovelado pelas histonas formando o octamero.

Figura 1- Organizacdo molecular da cromatina

Histona
Molécula de DNA

Octédmero

(centro do nucleossomo
formado por 4 pares

de moléculas de histona)

Ay —Molécula
e de DNA

Histonas

Fonte: CHI et al. (2010)

Quimicamente as histonas sdo pequenas proteinas constituidas de um
dominio globular C-terminal (carboxi-terminal) e uma cauda N-terminal (amino-
terminal) e sdo altamente basicas. As histonas sdo carregadas positivamente em pH
fisiologico, devido seu alto contetdo de lisina e arginina que confere estabilidade
estrutural do nucleo e na compactacdo da cromatina. Assim, as liga¢des ibnicas com
as histonas sédo formadas, pois o0 DNA é carregado negativamente unindo as cargas
opostas.

As histonas possuem um dominio central na interagdo histona-histona e no
enrolamento do DNA em volta do nucleossomo e um segundo dominio proximo ao
exterior da particula do nucleossomo montado. Este € o dominio N-terminal (amino-
terminal) rico em lisina e o local para as interagdes covalentes (NELSON & COX,
2014). Na Figura 2 sao apresentados os dominios C-terminal e a cauda N-terminal

das histonas.
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Tanto as histonas e os ions positivamente carregados neutralizam grupos
fosfato do DNA carregados negativamente. A interacao internucleossdmica entre as
caudas N-terminais e DNA ou outros locais de histonas possibilita a estrutura dos
nucleossomos (HARVEY & FERRIER, 2012).

Figura 2- A relacdo entre as histonas e o DNA

N
N'— <\ Cauda da

N\ S )
g histona : E“M .

DNA

Adaptado de: GRAFF & MANSUY (2008)

Os eucariotos tem a conformacao estrutural da cromatina alterada por acfes
enzimaticas das histonas acetiltransferases (HATS) e histonas deacetilases (HDAC),
ocorrendo ativacdo ou repressado da transcricdo de genes como parte do controle
epigenético. Varias formas de cromatina podem ser encontradas ao longo dos
cromossomos e aproximadamente 10% da cromatina em uma célula eucariética
estdo em forma mais condensada que no restante da cromatina (NELSON & COX,
2014). A heterocromatina é a cromatina na forma condensada com transcricao
inativa enquanto a outra porcdo, menos condensada é denominada eucromatina.

Quando em regides da cromatina ocorre a expressao ativa de genes, estas
regides sdo parcialmente descondensadas e denominam-se como eurocromatina,
ou seja, parte da eucromatina, mas ndo toda é ativa na transcricdo. As regides
ativas dos cromossomos sao diferentes da heterocromatina de trés formas:
modificagdo covalente dos nucleossomos, posicionamento dos nucleossomos e
presenca de variantes de histonas. O processo de remodelacdo da cromatina
envolve uma série de enzimas (NELSON & COX, 2014).
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Um mecanismo regulador da estrutura da cromatina e transcricdo dos genes
€ o estado de acetilacdo das histonas. A acetilagdo € um processo reversivel e
relacionado a ativacdo transcricional, enquanto a desacetilacdo representa a
repressao transcricional de genes. Existem dois tipos de enzimas que possibilitam o
equilibrio entre estado acetilado e deacetilado das histonas: HATs e HDAC,
respectivamente (PANG & ZHUANG, 2010).

As HATs sao enzimas catalizadoras da transferéncia de grupos acetil,
utilizando Acetil-CoA como doador de grupo acetila para o grupo g-amino dos
residuos de lisina da histona. E um processo comum e seus niveis relacionados com
a ativacao da transcricdo na cromatina através neutralizacdo da carga positiva das
histonas por acdo nos seus grupos €-amino. A adicdo de acetil ao grupo amino de
residuos lisina, diminui as interacOes eletrostasticas entre DNA e a cauda de
histona, resultando no rearranjamento da cromatina em forma estrutural relaxada.
Desta forma, com o DNA exposto é facilitado o acesso dos fatores de transcricdo ao
gene-alvo e ocorrem significativos acréscimos na transcricdo génica (VERDONE;
CASERTA; DI MAURO, 2005).

Cabe ressaltar que a acetilacdo de residuos de lisina também pode ocorrer
em proteinas ndo histonas, como os fatores de transcricdo afetando a transcricdo
génica e demais processos da célula (SETO & YOSHIDA, 2014)

As HATS podem categorizadas em dois tipos, de acordo com o local onde
sdo encontradas no organismo: Tipo A, encontradas no nucleo e participam na
transferéncia de grupo acetil (Acetil-CoA) para o grupo ¢&-NH2 da N-cauda da
histona, divididas em trés subclasses. Quanto as HATs do Tipo B: atuam no
citoplasma mediante transferéncia de grupo acetil (Acetil-CoA) para €-NH2 da
histona livre antes da deposicdo no DNA (PESERICO & SIMONE, 2011). A doacao
do Acetil-Coa para acetilagdo é proveniente do pool citoplasmético, enquanto o pool
mitocondrial é obtido para a producao energética. O processo de acetilagdo gera um
acetato livre que se incorpora a Coenzima A (CoA) através da enzima Acetil-Coa
sintase Il (SAKAKIBARA et al., 2009).

As HDACs possuem uma acao antagbnica as HATSs, visto que catalizam a
remocao de grupos acetil de residuos acetilados, restaurando a carga positiva.
Confere a cromatina uma estrutura densa e condensada regulando e reprimindo a
transcricéo (SETO & YOSHIDA, 2014).
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Alguns substratos regulam positivamente a acdo das HDACs como acetil-
CoA, malonil-CoA e HMG-CoA (3-hidroxi-3-metil-glutaril-CoA), enquanto que CoA
livre inibe a atividade das HDACs. Os estudos cinéticos demonstram que 0s
intermediarios metabdlitos podem infuenciar na atividade das HDACs (VOGELAUER
et al., 2012).

Estudos anteriores avaliaram os papéis das HDACs em diferentes tipos de
alteracdes no metabolismo humano e desenvolvimento de patologias, etc. Sabe-se
que a regulacdo do metabolismo de glicose e energia é desempenhada por HDAC
de classe Il, como SIRT1 ou SIRT3. Além disso, membros da classe lla, os quais
fazem parte HDAC 4, HDAC 5, HDAC 7 e HDAC 9 estao envolvidos no controle da
glicose hepatica, disfuncdo do tecido adiposo, adipogénese e diferenciacao
muscular. Inimeros processos fisiolégicos podem ser regulados, tais como
metabolismo, homeostase da glicose, diferenciacdo, proliferacdo celular,
senescéncia e expectativa de vida, diferenciacdo de adipécitos (CHATTERJEE et
al., 2011; ZHOU et al., 2014)

As histonas ainda podem ser modificadas através de outros mecanismos,
como pela metilacdo de residuos, ubiquitinacdo, acetilagdo ou sumoilacdo e
fosforilacdo modificando as estruturas proteicas nos residuos de aminoéacidos
(GUPTA-AGARWAL et al., 2014). As modificagOes de histonas mais abordadas ao
decorrer dos anos incluem a acetilacdo e metilacdo dos residuos de lisina. No
entanto existe uma série de processos nos quais existe o envolvimento de histonas,

gue devem ser mais profundamente estudados como a deacetilacao.

3.1 Histonas Deacetilases

As HDACs sdo enzimas conhecidas por seu papel repressor da transcricao
génica e cada HDAC possui relevancia devido as suas formas de acdo. Foram
identificadas 18 HDACs em mamiferos e estas divididas em 2 categorias: HDACs
zinco-dependente e HDACs adenina nicotinamida dinucleotideo (NAD)-dependente.
Essas categorias podem ainda serem divididas em quatro subfamilias denominadas:
Classes I, II, lll e IV. As classes I, Il e IV sao distribuidas como primeira categoria e
classe Ill como segunda categoria, de acordo com organizacdo do dominio e
identidade da sequéncia (GREGORETTI et al., 2004).
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A Classe | de HDACs é composta por (HDAC1, HDAC2, HDAC3 e HDACS) e
contém um dominio catalitico N-terminal com aproximadamente 400 aminoacidos;
Classe Il é dividida em subclasses lla (HDAC4, HDAC5, HDAC7 e HDACY9) e lib
(HDAC6 e HDAC10) com 600 a 1200 residuos e presenca da extensdo N-terminal
com func¢des regulatoria (classe lla) ou dois dominios cataliticos (classe 1lb); Classe
Il (SIRT1 a SIRT7) e a classe IV possui somente ( HDAC1ll) (WEST &
JOHNSTONE, 2014).

Quanto a localizacdo das HDACs, as pertencentes a Classe | estdo
localizadas quase que exclusivamente no nucleo; Classe Il: podem encontrar-se
tanto dentro quanto fora do nucleo, pela capacidade de deslocamento de um meio
ao outro em resposta a sinais celulares, exceto a HDAC10 que € encontrada no
nacleo; Classe lllI: localizadas primariamente em compartimentos celulares
diferentes, com SIRT1, SIRT6 e SIRT7 no nucleo, porém SIRT1 pode estar no
citoplasma de alguns tipos celulares, SIRT2 no citoplasma e SIRT3, SIRT4 e SIRT5
localizado na mitocondria; Classe IV: a HDAC11 reside no nucleo. As classes de
deacetilases foram nomeadas conforme a ordem em que foram descobertas, sendo
a primeira isolada a HDAC1 (RUIJTER et al., 2003).

A funcdo das HDACs parece ser regulada de acordo com caracteristicas
intrinsecas, abundancia, compartimentacao celular e associagcdo com cofatores.
Como cada tipo celular necessita de um padrdo de expressao especifico, assim é
norteada a expressao de HDAC. Além da deacetilacdo de histonas, outras proteinas
nao-histonas podem ser alvo das HDACs como p53, E2F, alfa-tubulina e MyoD,
demonstrando a complexidade dessa enzima em varios eventos celulares (RUIJTER
et al., 2003).

As enzimas HDACs raramente tem ac¢do isolada, pois ocorre a formacao de
um complexo para repressdo da transcricdo, no qual estdo envolvidas outras
proteinas com fun¢cBes de recrutamento ou remodelacdo da cromatina. A etapa
inicial envolve um sinal no proprio DNA, onde grupos de metilo ligados a residuos de
citosina situados 5' para guanosinas no DNA, nas ilhas CpG (regido do DNA) séo
responsaveis diretamente pelo recrutamento do complexo HDAC. A HDAC é
importante nesse recrutamento, porém quando sua atividade € inibida a transcricao
do gene nem sempre é restaurada completamente (ZHU et al., 2001).

As HDACs possuem sitio ativo ion zinco-dependente que exibem

caracteristicas tanto de metalo-proteases e serina, porém 0S mecanismos que
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conduzem a deacetilacdo ndo estédo esclarecidos. O ndcleo catalitico das classes | e
Il € amplamente conservado, compartilhando o mesmo mecanismo catalitico. O local
de ligacdo das HDACs zinco-dependentes possui um compacto dominio a/f3
composto por uma central com 8 filamentos folha- B flanqueada em ambos os lados
por muitas a-hélices. A estrutura secundéria possui elementos que sdo conservados
parcialmente através de todo familia de HDACs (MICELLI & RASTELLI, 2015).

De acordo com MACDONALD & ROSKAMS (2008) cada tipo de HDAC
possui particularidades em relacdo a sua expressao. Por exemplo nos mudltiplos
estagios de desenvolvimento os diferentes tipos de HDACs podem ser expressos,
como a HDAC1 que € mais expressa em células-tronco neurais em camundongos e
nas células da Glia. JA a expressdo de HDAC2 é encontrada nos progenitores
neurais e nos neurdnios pés-mitéticos, embora esteja ausente na maior parte das
células da Glia. Nese caso demonstra ser necessaria a expressdo sequencial de
HDACSs especificos devido as diferenciagdes dos subtipos glial e neuronal.

Atualmente, soube-se que a atividade HDAC pode encontrar-se aumentada
em desordens como na esquizofrenia, resultado este apontado por uma pesquisa
gue demonstrou que pacientes esquizofrénicos tinham a atividade HDAC aumentada
nas ceélulas mononucleares do sangue periférico humano em comparagcdo a
pacientes saudaveis (PANG et al.,, 2016). Em alguns casos presume-se que a
inibicdo da atividade € uma alternativa fundamental para tratamento de patologias.
Ja em relacdo a parametros de memoria, diversos estudos apontam que as HDACs
sao notaveis reguladores negativos de potencializagdo e memoria a longo prazo
(MALVAEZ et al., 2013).

3.2 Histona Deacetilase 3

A Histona Deacetilase 3 (HDAC3) foi descoberta em 1997, um ano apdos o
isolamento da HDAC1. A HDAC3 € uma histona deacetilase pertencente de Classe
[, bastante expressa no cérebro, com expressado de genes elevada no hipocampo e
em células do Sistema Nervoso Central (SNC) como oligodendrécitos. A HDA3 é
conhecida por ser um regulador negativo critico do processo de aprendizagem e
memoria, inclusive com papel regulador informacao sensorial especifica na memoéria
a longo prazo (BROIDE et al., 2007; McQUOWN et al., 2011; PHAN & BIESZCZAD,
2016).
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A HDAC3 faz parte do componente enzimatico, complexo co-repressor do
receptor nuclear, no qual faz parte N-CoR (co-repressor de horménio nuclear) e
SMRT (mediador de silenciamento para receptores retindides e tiredides), os quais
sao recrutados pelos receptores do hormdnio nuclear a fim de regular a transcricao
na auséncia de horménio (RUIJTER et al., 2003). O NCoR possui quatro dominios
de repressdo e um dominio nuclear de interacdo do receptor. A ligacdo de HDAC3
ocorre nos residuos 420-488 de NCoR, designado como dominio de ativacdo da
deacetilase e essa ligacdo é necessaria para ativacdo da HDAC3 (HARTAM et al.,
2005).

Quanto a localizacao, esta é reportada no nucleo com recrutamento do seu
complexo por HDACs 4, 5 e 7 quando eles estdao ligados ao DNA por co-
repressores. Entretanto a HDAC3 possui um sinal de importagdo e um sinal de
exportacdo nuclear que sugere sua localizacdo também no citoplasma da célula
(YANG et al.,, 2002). Desta forma, € uma enzima essencial para acao fisiol6gica
normal de varios receptores de horménios nucleares e um componente catalitico
critico em patologias como o cancer em que € interrompida a funcéo desse receptor
(ALCALAY et al., 1991). Na HDAC3 pode haver a ocorréncia de atividade catalitica
aumentada através da ligagcdo de outra molécula como a proteina emerin que
quando ligada a HDAC3 aumenta seu Vmax, ou seja, a ligacdo muda sua
conformacao e leva ao aumento de sua atividade enzimatica (DEMMERLE; KOCH,;
HOLASKA, 2012).

3.3 Inibidores de Deacetilases

A deacetilacdo das histonas pode ser inibida pelos inibidores das histonas
deacetilases (HDACIs) que sdo compostos que inibem a acdo enzimatica das
HDACSs, evitando a deacetilacéo da lisina dentro das caudas N-terminais. A inibicao
das HDACs resulta na hiperacetilacdo das histonas e relaxamento da conformacgéao
do DNA, contribuindo para a ativagédo transcricional de alguns genes. Esses
inibidores sdo geralmente investigados para o tratamento de diversas doencas que
incluem céancer, desordens fibroticas e outras doencas (SUENAGA et al.,, 2002;
TANG et al., 2013).

Primeiramente, eles foram desenvolvidos como drogas anticancer, embora

apresentem potencial para aplicacdo médica para o tratamento das demais doencas.
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Dentre alguns desses papéis, estdo a potencializacdo da resposta imune do
hospedeiro, diminuicdo da angiogénese, melhora no déficit motor e atividade
exploratoria, neuroprotecdo na doenca de Huntington, regulacdo de vias
metabdlicas, etc. (JIA et al., 2016; LUNDH et al., 2015; MICELLI & RASTELLI, 2015;
REMSBERG et al., 2016).

Atualmente, sabe que muitos inibidores de HDACs atuam bloqueando o
acesso ao sitio ativo da HDAC de maneira reversivel ou irreversivel. O mecanismo
de acao dos inibidores é similar, pois grande parte deles compartilha um dominio de
ligagdo ao zinco, podendo ligar-se ao canal do sitio ativo por imitar o substrato no
qual a enzima se ligaria. O mecanismo mais relevante desses inibidores consiste em
quelar-se com ion Zn'2 que é essencial para a funcdo catalitica das enzimas
deacetilases, interrompendo sua acao enzimatica. Conforme a estrutura quimica os
inibidores sdo ordenados em quatro classes: acidos graxos de cadeia curta, acidos
hidroxamicos, peptideos ciclicos e benzamidas (JIA et al., 2016).

Os acidos graxos de cadeia curta sdo compostos pequenos, com estrutura
simples que inibem seletivamente as HDAC de classe | e classe IIA. Os HDACIs
mais notaveis dentro dessa classe incluem valproato (VPA, acido valproico, usado
também como sal de sédio), butirato de sodio, butirato de fenilo, 4cido butirico e
acido 4-fenil tio butandico. Os inibidores que possuem um espectro maior Sao 0s
hidroxamicos, que inibem as HDACs de classes |, Il e IV com acdes muito parecidas.
Esse grupo é composto pela tricostatina A (TSA), acido suberoilanilida hidroxamico
(SAHA) (JIA et al., 2016).

A quarta classe sdo o0s peptideos ciclicos os quais tem séo
predominantemente de origem natural como a trapoxina derivada de fungos (TPX),
bactéria Depsipetideo (romidepsin, FK-228) e derivados, que sao seletivos de forma
moderada para HDAC de classe I.

Diferentemente das outras HDACIs as benzamidas sdo uma classe seletiva
contendo MS-275 e RGFP136, inibindo a HDAC de classe |, mais seletivamente
incluida a HDAC1 e HDACS, respectivamente. Essa classe também possui outros
inibidores, como RGFP966 (( E )-N-(2-amino-4-fluorofenil)-3-(1-cinamil-1 H -pirazol-
4-yl)acril-amida) que é um inibidor seletivo da HDAC3 (JIA et al., 2016).

A HDAC possui um dominio catalitico formado por uma extensédo de
aminoacidos com um conjunto deles conservados. O sitio ativo tem o formato de

uma bolsa tubular curvada e com fundo mais largo. A remogédo do grupo acetil



22

necessita da presenca do Zn*2, sendo que este atomo esta ligado ao sitio de ligacao.
Além disso, demais cofatores sdo necessarios para a atividade da HDAC e o
mecanismo de acdo do inibidor consiste em deslocar o zinco desse sistema, o
tornando disfuncional (RUIJTER et al., 2003).

Apds o mecanismo inibitério sédo aparentes alteracdes na expressao génica,
resultando em hiperacetilagdo e ocorréncia de maior recrutamento de fatores de
transcricdo do DNA. O uso desses inibidores pode definir alteracbes sobre as
HDACSs, seja um inibidor de amplo espectro que inibe mais de um tipo de HDAC, ou
inibindo especificamente uma classe ou um tipo de HDAC. Essas enzimas podem
apresentar uma elevada homologia, tornando-se mais complexa a identificacdo de
um inibidor que atue seletivamente sobre um tipo especifico de HDAC (RUITJER et
al., 2003).

A inibicdo de HDACs possui caminhos promissores, podendo atuar sobre
diferentes mecanismos inclusive os relacionados a resisténcia de horménios.
Segundo MUNSTER et al. (2011) a utilizacdo de agentes combinados como o
inibidor Voronistat e 0 medicamento Tamoxifeno revertem a resisténcia hormonal de
pacientes com cancer de mama. E sugerido que a expressdo de HDAC2 é um
marcador preditivo e a hiperacetilacdo das histonas um marcador Gtil para eficacia
farmacodinamica da combinacdo. Em individuos com essa doenca a inibicdo
resultou em regressao tumoral ou estabilizacdo do cancer.

As HDACs ainda podem exercer papéis reguladores na sinalizacdo da
insulina como na ligacdo da HDAC2 com IRS-1 que € o substrato do receptor de
insulina 1. Logo com a administragcdo do inibidor tricostatina A (TSA) ou o
silenciamento de genes HDAC2 a acetilacdo de IRS-1 é ativada e atenua
parcialmente a resisténcia a insulina (SUN; ZHOU, 2008).

Existem inibidores seletivos que propiciam sugerir um alvo e compreender
quais 0s processos que se alteram mediante inibicdo de uma HDAC. As HDACs de
classe | apresentam um dominio catalitico 58% idénticos entre as HDAC1 e HDACS3.
Uma classe nova de inibidores pode demonstrar um nivel de seletividade 10 vezes
maior para HDAC3 quando se compara a acdo sobre HDAC1 e HDAC2. Dentre
esses tipos de inibidores, esta incluido o inibidor seletivo para HDAC3, 0 RGFP966
(WELLS et al., 2013).
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3.3.1 Inibidor RGFP966

O composto RGFP966 (Figura 3) é utilizado como um inibidor de classe | das
HDACs, altamente seletivo para HDAC3 sobre HDACl1l e HDAC2, mas nao
detectada atividade para outros subtipos de HDACs. O RGFP966 € um inibidor com
ligacdo do tipo competitiva. O seu IC50 é de 0,8 um para HDAC3 e n&o apresenta
nenhuma inibicdo efetiva para outra HDAC em concentragdes até 15 uM (MALVAEZ
et al., 2013).

Figura 3- Férmula quimica do inibidor RGFP966.

Fonte: MALVAEZ et al.(2013)

Quimicamente este composto trata-se de um N- (O- aminofenil) carboxamida,
com nome quimico (E)-N-(2-amino-4-fluorofenil)-3-(1-cinamil-1H-pirazol-4-yl)
acrilamida e formula quimica C,1H19FN4O.

O tratamento com o RGFP966 em duas linhas celulares linfoma cuténeo de
células T (CTCL) 24 horas antes da analise Western blot demonstrou um aumento
na acetilagdo em H3K9/K14, H3K27 e H4K5.0 inibidor atuou aumentando a
apoptose, associado com dano ao DNA e reduzindo o crescimento celular de CTCL.
Tal mecanismo esta interligado a uma significativa diminuicdo na velocidade de
bifurcacdo da replicacdo do DNA, evento que ocorre dentro da primeira hora do
tratamento com o RGFP966 (WELLS et., 2013).

A inibicdo da HDAC3 através do RGFP966 também demonstra aumentar os
processos de memoria relacionados a extingdo do comportamento de busca de
drogas. Nesse caso, a inibicdo farmacologica € positiva, pois facilita a extincdo da
procura de drogas, perdendo o comportamento resistente e ocasionando uma
experiéncia de aprendizagem inicial de meméria e as HDACs seriam como
reguladores negativos (MALVAEZ et al., 2013).
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4. OBESIDADE

A obesidade é um disturbio relacionado a regulacdo do peso corporal,
caracterizada pelo armazenamento em excesso de gordura corporal. A etiologia da
obesidade é multifatorial e abrange fatores de aspecto social, comportamental,
ambiental e genéticos. Atualmente, observa-se um estilo de vida sedentério e a
presenca de uma ampla variedade de alimentos que contribuem para a epidemia da
obesidade. A alimentacédo além da necessidade energética de um individuo resulta
em um balanco energético positivo, ou seja, mais energia é consumida do que
despendida. Dessa forma € originado um balanco energético positivo crénico, além
de outros fatores envolvidos como individuos vulnerdveis geneticamente e
epigeneticamente (CUI; LOPEZ; RAHMOUNI, 2017; HARVEY & FERRIER, 2012).

Efeitos adversos sdo causados, como aumento do risco de aterosclerose,
processos de neurodegeneracéo, desenvolvimento de Diabetes Mellitus (DM) Tipo 2
e cancer. Além disso, as desordens decorrentes da obesidade se associam a um
tempo de vida menor, pois é associada ao aumento da morbidade e mortalidade
devido as condicGes de saude consequentes do acumulo de gordura em excesso
(FONTANA & HU, 2014). De acordo com o paradoxo da obesidade, os individuos
obesos idosos possuem maiores condigcbes de hipertensdo, insuficiéncia cardiaca
congestiva e doenca arterial coronariana do que aqueles individuos que apresentam
peso normal (CHAPMAN, 2010).

Apontada como um dos maiores problemas de saude publica no mundo pela
Organizacdo Mundial da Saude, a obesidade tende a crescer no decorrer dos anos.
Projeta-se que em 2025 cerca de 2,3 bilhdes de adultos encontrem-se com
sobrepeso e mais de 700 milhdes, obesos. Levantamentos recentes no Brasil
destacam que mais de 50% da populacédo apresenta-se acima do peso normal, com
classificacdo na faixa de sobrepeso e obesidade. Outro fator preocupante é em
criangas, pois estaria em torno de 15 % (ABESO, 2018).

Outro caminho importante € o metabolismo obeso, como o0s sistemas
humorais e neuronais que participam do controle da homeostase energética.
Contudo, o caminho para abrandar o crescente desenvolvimento da obesidade
permanece com obstaculos, por causa do conhecimento limitado de mecanismos
relacionados a resisténcia a agdo de hormdnios metabolicos como grelina e leptina.

A obesidade acarreta num defeito no qual um organismo desenvolve resisténcia a
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acdo desses hormbnios chaves do metabolismo, essenciais no controle
neuroendocrino da homeostase de energia. Os horménios sdo elo de comunicagéo
da informacéo para o sistema nervoso central (SNC) sobre o status nutricional e os
niveis atuais das reservas energéticas (CUl; LOPEZ; RAHMOUNI, 2017).

Figura 4- A obesidade e as consequéncias do acumulo de gordura.

Obesidade
Aumento de citocinas Alteracdes |
_elInflamagdo ‘ - bioquimicas
........... . J—

Fonte: Elaborada pelo autor (2018)

Além disso, na obesidade as citocinas e proteinas de fase aguda relacionadas
a inflamacao estdo aumentadas. Esse processo inflamatério pode ter inicio por meio
das alteracBes bioquimicas associadas a obesidade como a hiperlipidemia,
resisténcia a acdo da insulina e sindrome metabdlica. Dessa forma a inflamacao

trata-se de uma consequéncia da obesidade (YUDKIN et al., 1999).

4.1 Obesidade e modelo de dieta hiperlipidica

Os modelos experimentais para a obesidade induzidos via dieta hiperlipidica
sdo utilizados pelos pesquisadores com a finalidade de compreender elementos
relacionados na fisiopatologia da obesidade e suas comorbidades. Esses modelos
refletem em um experimento as alteracbes metabdlicas encontradas na obesidade
humana (WEST & YORK, 1998).

Segundo estudo de WHITE et al. (2013) um modelo de obesidade
associado a resisténcia a agcédo da insulina, intolerancia a glicose e hiperglicemia foi

induzido em um periodo de 10 semanas através de dietas hiperlipidica com 60% de
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lipidios. Ocorreu aumento do peso do tecido adiposo, além do indice de adiposidade
maior. Nesse experimento utilizaram linhagem Swiss, mas sabe-se que linhagens
isogénicas (C57BL/6, C57BL/6J, AKR/J, A/J) sdo as mais propicias ao
desenvolvimento da obesidade devido sua uniformidade genética.

Abaixo a tabela apresenta as caracteristicas nutricionais da dieta padrao (DP)
e dieta hiperlipidica (DH):

Tabela 1- Composicéo das dietas

DP HFD

Ingredientes

o/kg keal o/kg keal
Amido de milho 415,0 1.660 14,3 87,2
Farelo de soja 305,0 1.281 410,0 1.722
Sacarose 80,0 320 80,0 320
Maltodexirina 70,0 280 70,0 280
Banha 0,0 0 302,0 2.718
Gleo de soja 0,0 0 0,0 0
Ac. graxo soja 50,0 350 50,0 as0
Celulose microcrista nig 0 26,4 0
L-cistina 18 7.2 18 f2
Cloreto colina 1,5 0 1.5 0
Butil-hidroxitolueno 0,014 0 0.028 0
Mix min. mod 50 gps 35,0 0 35,0 0
Mix vitamina 10,0 40 10,0 40
Total 1000,0 3.038 1000,0 5.494

Dieta padrao (DF): 73.9% de carboidratos, 14,8% de proteino e 9,8% de lipideocs.
*High fat diet (HFD): 26.13% de corboidratos, 14,4% de proteinas e 57,6% de lipideos.

* Trodugdo: Dieta rica em gordura

Adaptado de: WHITE et al. (2013)

A inducdo por dieta com 58,7% de lipidicos apdés 8, 15 e 19 semanas
apresentou efeito no peso corporal e coxins adiposos em camundongos C57BL/6J.
Houve significativa elevacdo do peso corporal em 11,4%, 23,1% e 30,5%,
respectivamente (LIN et al., 2000).

Um aumento da adiposidade, além de ser oriundo de uma elevada ingesta
calorica também é consequéncia do tipo de gordura introduzida na composicao
dietética. Existem diferencas, pois a adicdo de gorduras do tipo saturada e
monoinsaturada promovem pronunciadamente a obesidade e resisténcia a insulina
guando comparada a gordura poli-insaturada, visto que aumentam a lipogénese e o

depdsito de microvesiculas de gordura no figado. Dentre as gorduras, a banha de
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porco (composta de gordura saturada e monoinsaturada) trata-se de uma forma
indicada para geragdo de um modelo vélido de roedor obeso e com alterages a
nivel metabdlico (WHITE et al., 2013).

Em concordancia com outros autores, a composicdo da dieta hiperlipidica
condiz com o tipo de gordura utilizada e seus percentuais necessarios para

caracterizar uma dieta com elevado teor de gordura.

4.2 Obesidade e Epigenética

Fatores nutricionais ou dietéticos tem extrema relevancia, pois € apontado
que fatores dietéticos podem inferir modificacfes epigenéticas levando a disfuncdo
metabolica, visto que, a Sindrome metabdlica se trata de um fenotipo progressivo e
tem como caracteristica a presenca de obesidade, DM tipo 2, dislipidemia,
hipertensdo ou resisténcia a insulina, sendo os sintomas iniciais e a progressao
resultantes das interacBes genes-dieta. A dieta e alteracdes em nivel de massa
corporal de obesos podem influenciar os mecanismos epigenéticos de um individuo
associado a mudancas na expressao génica (PARK et al., 2017).

Frequentemente a obesidade associa-se a aceleracdo do envelhecimento e
fenétipos degenerativos. O aumento do indice de Massa Corporal (IMC) relaciona-se
ao envelhecimento epigenético acelerado nas células sanguineas de pessoas de
meia-idade, porém nao se exclui a possibilidade desse resultado estar presente ao
longo da vida humano (NEVALAINEN et al., 2017).

Evidéncias avaliam o quanto a exposicdo a HFD pode facilitar o
desenvolvimento de probleméticas metabdlicas e quanto a nutricdo materna
influencia na susceptibilidade a doencas metabdlicas na crianca. Segundo Aagaard-
Tillery et al. (2008) descendentes de macacos-japbnes alimentados com dieta rica
em gordura durante gestacdo (35% gordura) apresentaram niveis maiores de
acetilacdo de histonas H3, enquanto no figado foi mais elevada a expressédo de
HDAC comparando-se com descendentes de maes com uma dieta com baixo teor
de gordura. Uma dieta materna rica em gordura e caldrica pode alterar o epigenoma
fetal em um sitio especifico de acetil na cauda da H3, pois alteracbes do sitio nas
histonas podem estar ligados com a expressdo reprogramada dos genes do feto.

Desta forma, predispde a um fendtipo pos-natal para a obesidade, explicando as
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origens para o desenvolvimento de doencas adultas em primatas (AAGAARD-
TILLERY et al., 2008).

A modificacdo de histonas estd envolvida no controle da adipogénese,
processo que envolve a ativacao e inibicdo de multiplos genes funcionais. As HATs
e HDACs tém func¢des importantes na regulacdo da transcricdo e modificacdo pos-
traducdo de acetilacdo de proteinas (ZHOU; PENG; JIANG, 2014). Todavia, devido
a variabilidade de substratos que caracterizam as HDACs, o balanco afetado entre
as enzimas HAT e HDAC tém sido correlacionadas com desordens como cancer,
doencas neuroldgicas e cardiovasculares, inflamagdo e doengcas metabdlicas, as
quais esta incluida a obesidade (ARROWSMITH et al., 2012)

Na obesidade, varias de suas comorbidades estédo interligadas a Sindrome
Metabodlica, que inclui circunferéncia da cintura aumentada, desordens
dislipidémicas, hipertensdo arterial e diabetes mellitus tipo 2. Estudos prévios
demonstram que a prevencdo dos efeitos prejudiciais da alimentagcdo cronica com
alto teor de gordura esta ligada a delecdo de genes da HDACS9. Esses efeitos estédo
relacionados com a diferenciacdo adipogénica, elevacdo do gasto energético
originando a adipogénese bege, expressao da adiponectina aumentada, reducdo da
massa corporal e melhora da homeostase metabdlica. Tais dados emergem que
alguns tipos de HDAC como a HDAC9 apresenta importante funcdo no tecido
adiposo e potencial terapéutico em relacéo a obesidade (CHATTERJEE et al.; 2014)

A atividade de outras HDAC no metabolismo energético € apontada em
pesquisas, como por exemplo, expressdao da HDAC5 pode-se encontrar alterada no
hipotadlamo de ratos obesos alimentados com dieta alta em gordura, mas concluiu-se
gue este subtipo é essencial a sinalizacdo da leptina e ingesta alimentar. Enquanto a
HDACS5 em ratos knouckout que possuem hipotalamo defeituoso tem propensao a
obesidade induzida por dieta (KABRA et al., 2016).

Por isso, torna-se interessante avaliar especificamente um subtipo de HDAC e
ndo de forma ampla, visto que a acdo de alguns € mais necessaria que a inibicdo

para efeitos positivos.
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5 OBJETIVOS

5.1 Objetivo geral

Analisar o papel da inibicdo da HDAC3 sobre o ganho de peso, parametros
bioquimicos e inflamatérios em um modelo de obesidade induzida por dieta

hiperlipidica.

5.2 Objetivos especificos

Avaliar o efeito da inibicdo da HDAC3 sobre as alteragcdes no ganho de peso
corporal em camundongos alimentados com dieta padréo e dieta hiperlipidica;

Analisar os niveis do perfil glicémico, lipidico e hormonal em camundongos
que foram tratados com dieta padréo e dieta hiperlipidica;

Mensurar os niveis plasmaticos dos horménios leptina e adiponectina e suas
alteracdes mediante uso do inibidor RGFP966 em animais alimentados com dieta
padréo e dieta hiperlipidica.

Avaliar se a inibicio da HDAC3 ocasionou alteragbes nos marcadores
inflamatoérios IL6, IL1-B e TNF-a no hipocampo de camundongos induzidos a
obesidade.
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Abstract

Histones deacetylases (HDACS) are responsible for the deacetylation of histones and
repression the cellular genic transcription, called epigenetic changes and HDAC3 is
related to metabolic functions. High fat diet (HFD) predisposes to obesity and still
lacks understanding of the epigenetic mechanisms. Adult mice C57BJ / 6 was
treated with normal pellet diet (NPD) or HFD. The inhibitor of HDAC3, the RGFP966
(50 mg/kg s.c.) was administred of 91st to 120th day and other groups received the
vehicle.The body weight was measured weekly and the 120th day the animals were
euthanized e were colected blood and hippocampus for analysis. The biochemical
and inflammatory parameters were analyzed in blood and hippocampus, respectively
with the data treated statistically. The HFD increased body weight, plasma glucose,
insulin, triglycerides, total cholesterol and low density lipoprotein (LDL) levels
compared to control, however RGFP966 reduced these levels. While the values of
high density lipoprotein (HDL) were decreased in HFD the RGFP966 led to a
significant increase. The interleukin 6 (IL-6), Interleukin 1 beta (IL1-B) and tumor
necrosis factor alpha (TNF-a) increased significantly in the HFD group compared to
the NPD group, with the RGFP966 reducing these levels and attenuating the
inflammatory process caused by HFD. Treatment with HFD reduced adiponectin and
increased the leptin, so the inhibition was able to reverse such changes in the HFD +
RGFP966 group. In conclusion, HDAC3 is envolved in the obesity and their inhibition
via RGFP966 revert changes caused by HFD.

Keywords: Epigenetic. Metabolism.Nutrition. Inflammation.Obesity
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1.Introduction

Epigenetics is the term that describes as interactions between the genotype
and the environment, trait formers known as the phenotype. Epigenetic mechanisms
affect gene expression and how genes are expressed without altering DNA
sequencing [1,2]. Epigenetic modifications occur by changing the structural
conformation of chromatin, regulating the access of transcriptional factors. The
histones are the center of the process because they are associated with DNA and
are susceptible to the action of transcriptional promoters or repressors. Therefore,
transcription occurs via histones acetyltransferases (HATs) and the repression
through histones deacetylases (HDACSs), resulting in a chromatin of relaxed or dense
structure [3].

HDACs are active enzymes in the removal of acetyl groups from acetylated
residues of histones, repressing gene transcription and influencing physiological and
pathological events. Currently there are 18 HDACs in mammals, which are divided
into | (HDAC1, HDAC2, HDAC3 and HDACS); Class lla (HDAC4, HDAC5, HDAC7
and HDAC?9), llb (HDAC6 and HDAC10), Class llI (sirtuinl to sirtuin7) and class IV
(HDAC11) [4]. These enzymes can be inhibited by the use of substances that inhibit
lysine deacetylation within the histone N-terminal tails, resulting in a hyperacetylated
state, since the balance between HATs and HDACs is affected. Pharmacological
targets with the use of inhibitors are a promising target in research involving the
treatment of cancer, neurological diseases, hormonal signaling and metabolic
diseases [5].

A number of physiological processes can be regulated by epigenetics such as
glucose homeostasis, metabolism, cell proliferation, adipocyte differentiation,
senescence and life expectancy [6].

Inhibition demonstrated relevance in experimental models, acting
metabolically on insulin signaling, increased glucose uptake; performance in cellular
processes such as apoptosis, necrosis, cell growth; improvement of cognitive deficits
as in Alzheimer's disease, Huntington's disease and other series of processes. There
are several types of inhibitors, those of wide spectrum capable of inhibiting a wider
range of HDACs and the selective inhibitors that are of interest in this study as they

act specifically on a type of HDAC. Among the selective inhibitors is compound
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RGFP966, benzamide-type inhibitor selective for HDAC3 belonging to class | of
HDACs [7-9]. The inhibitor performance is of the competitive type and highly
selective for HDAC3 over HDAC1 and HDAC2 but not detected activity for other
subtypes of HDACs. The value of IC50 is of the 0,8 ym for HDAC3 and and does not
appear to exhibit effective inhibition for another HDAC at concentrations up to 15 yM
[10].

The obesity is a disease related to increased morbidity and mortality due to
medical conditions caused by excess fat accumulation. Its occurrence can be
observed in individuals who present high calorie intake and low energy expenditure,
favoring an energy imbalance. In addition, several aspects contribute to the
development of obesity, such as behavior, environment, genetic factors and even
epigenetic factors [11]. Among the associated comorbidities, the risk of increased
atherosclerosis, Type 2 Diabetes Mellitus (DM), cancer development,
neurodegenerative processes and increased pro-inflammatory markers are
highlighted [12].

In view of the growing population increase in obesity, it is essential to elucidate
the influence of epigenetic mechanisms and their relationship with food-borne
diseases, whether for prevention or even treatment [11]. It is known that dietary or
nutritional factors can intervene in epigenetics, in which the diet and body mass index
of obese influences the gene expression of an individual [13].

The role of HDACs in obesity, for example, is in HDAC9 which has function in
adipose tissue and therapeutic potential and in the expression of HDACS that may be
modified in obese rats by the high fat diet [14,15]. However, the involvement of
HDACS3 in obesity is poorly established and which cellular events trigger its inhibition.

The objective was to elucidate the effects caused by the inhibition of HDAC3
in animals induced to obesity by high fat diet. It is to be understood if the inhibition of
HDAC3 by the RGFP966 inhibitor results in the regulation of disorders intrinsic to the
obese organism, such as in the biochemical and inflammatory profile that may be

altered in obesity.
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2.Materials and Methods

2.1 Reagents

The RGFP966 inhibitor and the reagents used for determinations of the
parameters analyzed are from Sigma (St. Louis, MO, USA) and Labtest Ltda
(BRAZIL).

2.2 Animals

Experimental study conducted with 32 male C57BL / 6 mice with weights
between 30-35 g obtained from the Federal University of Pelotas.

The animals were housed in polypropylene boxes under controlled light
conditions with 12 h light / dark cycle, temperature control (22 + 1 ° C) and relative
humidity of 60%. The mice were fed normal diet pellet (NPD) or high fat diet (HFD)
and filtered water ad libitum. The experimental procedures were conducted out in
accordance with the the guidelines of the Committee on Care and Use of
Experimental Animals Resources and with approval of the Ethics Committee on the
Use of Animals (CEUA) of Federal University of Pampa, Brazil (CEUA protocol
number 034/2017).

2.3 Experimental protocol

The mice were divided and fed with two diets: NPD (Puro Lab 22PB -Puro
Trato®) or HFD (commercial hyperlipidic diet). The dietary regimes persisted
throughout the experiment for 120 days. The HFD offer has nutritional composition
with a hyperlipidic characteristic, around 60% of satured and monoinsatured lipids.
The effects on body weight in C57BL/6J mice can already be observed from 8 weeks
[16].

The mice were randomly divided into 4 groups (n = 8) designated as: 1) NPD
+ vehicle, 2) HFD + Vehicle, 3) NPD + RGFP966 and 4) HFD + RGFP966. From the
91st to the 120th day was administred the inhibitor RGFP966 (50 mg/kg) or the
vehicle (10 mg/kg) (solution 80% propylene glycol/20% saline) subcutaneously. The
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body weights were measured (1x/week) from the beginning until the end of the
experiment, to evaluate weight changes in grams (g) from the 1st to the 120th day

At 120th were collected the blood on the mices, in which the samples were
centrifuged (3,500 rpm for 10 min) and the supernatants were stored for further
analysis. On the same day were euthanized with pentobarbital (180 mg/ kg body
weight) and the hippocampus brain region was extracted. Immediately after
separation the region was homogenized with ice cold 0.1 M phosphate buffer (pH
7.4). The homogenate was centrifuged at 12,000 rpm for 15 min. After this process,
the supernatant was separated and the sample conditioned at the ideal temperature
to be used later for the analysis.

2.4 Biochemical parameters

Serum blood levels of biochemical markers such as glucose, triglycerides
(TG), total cholesterol (CT), fractions of lipoproteins such as high density lipoprotein
(HDL) and low density lipoprotein was expressed as mg/dl and the insulin expressed
as pmol/l. The values were obtained using commercial kits Labtest Ltda (Brazil)

according to the manufacturer’s instructions.

2.5 Adipokines levels

Adiponectin and leptin concentrations (ng/ml) were measured in serum
collected. Serum levels of these hormones were determined using Enzyme-Linked

Immunosorbent Assay (ELISA) kits according to the manufacturers’ instructions

2.5 Inflammatory parameters

From the process of hippocampal homegeneization it was possible to analyze
the level of proinflammatory cytokines. Hippocampal levels of interleukin 6 (IL-6),
interleukin 1 beta (IL-18) and tumor necrosis fator alpha (TNF-a) were determined

using Kits assays ELISA of according to the manufacturer's instructions. The results
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were reported as pg/ml tissue (Immulite, Diagnostics Products Corporation, Los
Angeles).

2.7 Statistical Analysis

Results were presented as mean + SEM. The data used for the statistical
analysis were performed using the GraphPad Prism 6.0 program, using the one-way
ANOVA variance, followed by Bonferroni post-hoc, and a significance level of p
<0.05.

3. Results

3.1 Increase of the body weight

Statistical analysis revealed a significant increase in the body weight of the
mice that received HFD for 120 days compared to the control group that received
NPD (p <0.001). The use of the inhibitor RGFP966 in animals receiving HFD partially
avoied the increase of the body weight when compared to the HFD group (p < 0.05),
indicating a possible effect of the inhibitor on the accumulation of fat (Fig.2A).

3.2 The analysis of the biochemical parameters

A significant increase in plasma glucose of the HFD group was also observed
compared to the control group (p < 0.001), indicated in Fig. 2B. On the other hand,
the group that received the RGFP966 inhibitor at a dose of 50 mg/kg + HFD had
significantly lower glucose levels (p < 0.001), resulting in a reduction in plasma levels
of this parameter, demonstrating that HDACS3 inhibition promoted the maintenance of
glucose levels even in animals exposed to a fat rich diet.

In addition, HFD significantly increased insulin levels when compared to the
control group (p < 0.001). The inhibitor RGFP966 attenuated the elevation of these
values significantly in the group that was administered to HFD when compared to the

other groups (Fig. 2C) (p<0.001). As regards triglyceride levels (Fig. 2D) and total



37

cholesterol (Fig. 2E), there was an increase in both parameters in the HFD fed group
(p < 0.001). Administration of the inhibitor (50 mg/kg) prevented the increase of these
parameters even in the HFD group (p <0.05).

HDL was also evaluated, which had a reduction in their levels (p < 0.001) in
the animals that received HFD when compared to the control group (Fig.2F). The
HFD group receiving the inhibitor RGFP966 had a normalization of HDL levels, which
is a relevant result since the increased levels of this are expected in the lipoprotein
profile (p < 0.001). Statistically, HDL increased in the NPD group receiving only the
HDACS3 inhibitor at a dose of 50 mg / kg compared to the NPD-control group (p
<0.001). This suggests that administration of the inhibitor even in healthy animals
presented favorable results for HDL values.

In the Fig. 2G the animals receiving the HFD diet had a significant increase in
plasma levels of LDL (p < 0.001), however the administration of the inhibitor reduced
the values partially, that is, it demonstrates the effect of the inhibition of HDAC3 and
implies in the reduction of this lipoprotein which presented similar results to the NPD

control group (p <0.05).

3.3 Effect of HFD and RGFP966 in the inflammatory parameters

In relation to the inflammatory process-related markers, the animals exposed
to HFD had a significant increase of IL1-B (Fig.3A) compared to the control group
that received the NPD (p < 0.001). In mice exposed to the action of the HDAC3
selective inhibitor and ingested HFD presented significantly lower values (p<0.01)
than the HFD + vehicle group (Fig. 3A). The Fig.3B demonstrates a significant
increase of IL-6 in the hippocampus in animals induced to obesity via HFD (p<0.001).
On the other hand, the HFD + RGFP966 treated group had reduced blood levels of
IL-6 (p <0.01).

The proinflammatory cytokine TNF-a resulted in the increase of their levels in
the animals that received HFD (p<0.001). It was observed in the present study that
the use of the RGFP966 inhibitor at a dose of 50 mg/kg reduced TNF-a levels in the
HFD group (Fig.3C), both statistically significant (p<0.05). For all of these
inflammatory parameters analyzed, RGFP966 showed a partial reversal of the

alterations.
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3.4 Effects of inhibition of HDAC3 in adipokines

Lower levels of adiponectin were found in the HFD control group compared to
the NPD control (p<0.001). Treatment with inhibitor reversed the decrease in
adiponectin levels caused by HFD, bringing the levels of this anti-inflammatory
adipokine near to the levels of the control group (NPD + vehicle) as observed in Fig.
3D (p <0.001). The values of adiponectin are inversely related to body fat levels, in
fact RGFP966 culminated in changes in levels of this hormone through the data
pointed out by the study.

Leptin levels increased significantly (p < 0.001) in the group that received only
the high fat diet compared to the NPD group. The inhibitor partially attenuated or
reversed this expressive increase in plasma leptin in animals treated with a
hyperlipidic diet (p < 0.05). Comparing this treatment to the NPD control group, it was
observed that although the values remained statistically high, the reduction was

significant when compared to the HFD group (Fig.3E).

4. Discussion

According to findings by WHITE et al [16] at the end of ten weeks, the group
with hyperlipidic diet presented body mass and average of the total gain of greater
weight compared to the group with standard diet. In the present study the period that
was administered to HFD corroborates with the alterations found in the weight of the
animals, because the HFD group presented increased body weight which was
attenuated by the use of the inhibitor RGFP966. According to SHARMA & TALYAN
[17] increased body weight was observed in HFD, but the HDAC inhibitor, SAHA
attenuated the increase in body weight, as was observed with the inhibitor RGFP966.

The increase in adiposity is a consequence of high caloric intake and the type
of fat in the diet. The addition of saturated and monounsaturated fats promotes
obesity and insulin resistance when compared to polyunsaturated fat, since they
increase the lipogenesis and deposit of fatty microvesicles in the liver. Among the
fats, lard (saturated fat and monounsaturated fat) is indicated for the generation of a
valid obese rodent model with metabolic alterations [16]. Regarding adipocytes, the

role played by HDACSs is still unclear about the process of adipocyte differentiation.
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However, it is known, for example, that HDAC sirtuin-1 (SIRT1) and sirtuin-3 (SIRT3)
exert significant effects on adipogenesis [18]

The findings of the present study evaluated the influence of HDAC3 inhibition
on blood plasma insulin levels and demonstrated that was facilitated the
maintenance of plasma insulin levels in the HFD group treated with the inhibitor,
which is a relevant result, since this hormone implies in the homeostasis of blood
glucose levels. According to REMSBERG et al. [8] rats without HDAC3 presented
higher tolerance and marked glucose clearance. It is reported that HDAC3 in
pancreatic beta cells participates in the regulation of insulin secretion, glucose
metabolism and cytokine-induced mediation in pancreatic beta cells in rats with
diabetes [8].

The selective inhibition of HDAC3 by the BRD3308 inhibitor has been shown
to protect beta cells in diabetes against inflammatory and metabolic insults [19].
Other results indicate that in spite of a marked hepatic accumulation of triglycerides,
animals without hepatic HDAC3 had lower concentrations of fasting glucose,
suggesting that HDAC3 promotes the hepatic production of fasting glucose. The
hypoinsulinemia, increased glucose and insulin tolerance may also be observed,
which is indicative of hormone hypersensitivity [9].

The use of another HDAC inhibitor, SAHA (acido hidroxamico suberoilanilida)
(50 mg/kg), reduced insulin and glucose levels. In contrast to the results found, it
appears that the inhibition of HDAC is related to metabolism and how this system is
regulated independent of the HDAC subtype [17]. Inhibition of HDAC through the
inhibitor Trichostatin A (TSA) in the high fat diet reduced plasma glucose levels.
Better tolerance to glucose, restoration of cholinergic function, combat of
neuroinflammation, and improvement in cognitive deficits caused by HFD were
observed. These findings help to determine how inadequate nutritional supply and
weight gain are related to epigenetics and even their relationship with neurological
pathologies [20].

Acetylation can modify peroxisome proliferator-activated receptor (PPARYy), a
transcription factor involved in processes such as glucose homeostasis, lipid
metabolism and inflammation. The dietary induced obesity (Dio) in male mice
C57BL/6J demonstrated that the inhibition of HDAC3 by TSA (10 pg / kg body weight
per day for 2 weeks) increased acetylation and expression of PPARYy target genes

such as adiponectin. Inhibition of HDAC3 and the potential activation of PPARY favor
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the uptake of glucose and insulin signaling in adipocytes, improving its sensitivity
[21]. This mechanism may explain how the inhibition led to homeostasis of glucose
and insulin in the results described with the inhibitor RGFP966, however it should be
emphasized that there may be implications in other important pathways in
metabolism.

In the present study the HFD diet increased the concentration of TG and TC,
but resulted in lower levels of HDL-c. As a result, it was observed that inhibition of
HDAC3 reduced TG and TC levels and improved HDL even in HFD-fed mice.
According to a study by SHARMA & TALIYAN [17] with the inhibitor SAHA the lipid
parameters TG, TC and HDL were reversed. Such results are similar to RGFP966,
although SAHA does not specifically act on HDAC3 and possibly presents other
forms of pharmacological action. In contrast, JIANG et al [21] described in his
research that the inhibition of HDAC3 led to the accumulation of lipids during the
differentiation of adipocytes

Specific deletion of HDACS in the liver may alter gene expression, resulting in
increased levels of Peroxisome Proliferator-Activated Teceptor Gamma (PPARYy).
The PPARYy antagonist partially reversed the lipid accumulation in the liver. In this
case it would be important to establish the dose at which HDACS inhibition increases
PPARYy expression, because while increasing insulin sensitivity also increases lipid
accumulation. The deletion increased the PPARYy, but only with its antagonist was
found favorable results [22]. Another study reports that interrupted hepatic
metabolism causes elevation in histone acetylation by the inhibition of HDAC. The
loss of HDAC3 disrupted hepatic cholesterol and lipid homeostasis by deactivating
the gene repressor that regulates lipid metabolism. This action allows lipid
accumulation to occur in detriment of glycogen storage [23].

Oxidation of fatty acids can be stimulated through FG21 (fibroblast growth
factor). In a study by LI et al. (2012) expression was evaluated in diet-obese C57BL /
6J mice by investigating transcription in the liver and HepG2 hepatocytes. The
sodium butyrate inhibitor induced FGF21 in serum, the oxidation of fatty acids and
stimulated hepatic production. It is emphasized that the greater expression of FG21
was accompanied by the inhibition of HDAC3 [24]. Thus, from the selective inhibition
it is presumed that other mechanisms like the expression of FG21 are regulated and
consequently effective in the lipid profile. Furthermore, other forms of regulation that

have not yet been elucidated from the epigenetic point of view may exert an influence
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on metabolism. It is known that histone modifications are involved in the control of
adipogenesis, a process that activates and inhibits multiple functional genes, so that
hyperacetylation influenced the lipid profile results [25] However, the metabolism may
be mediated by actions of HDACSs, because it was reported that class | HDACs were
related to the deacetylation of AMP-activated protein kinase acting as energy sensor
in eukaryotes [26].

In the current study, the pro-inflammatory markers IL-6, IL-18 e TNF-a were
determined in the hippocampus to evaluate the inflammatory state the animals with
the HFD. In our study the found results indicate the efect inflammatory of HFD, as
observed with the elevation of the pro-inflammatory markers. The treatment with
inhibitor RGFP966 was able to attenuate these increased levels of IL-6, IL-13 e TNF-
a. It appears that HDACS is involved in the inflammatory response caused by HFD.
Thus, the present study suggests that treatment with RGFP966 promotes anti-
inflammatory effect by attenuating the inflammatory effect in obese mice. In future,
more detailed studies on the pathways leading to the decrease of these cytokines
should be developed.

Evidence suggests that adipocytes are responsible for the secretion of
adipokines, which play a role in metabolism in peripheral tissues. Adipocytes express
and secrete proinflammatory markers such as IL-6 and TNF-a, which have increased
plasma concentrations in obesity. Increased TNF-a is associated with dyslipidemia,
obesity and insulin resistance [27].

Obesity is characterized by inflammation, since cytokines and acute phase
proteins related to inflammation are elevated in obese individuals. This inflammatory
process can be triggered due to obesity-related disorders such as insulin resistance,
hyperlipidemia and metabolic syndrome, so inflammation may be a consequence of
obesity [28]. The class 1, 2 and 3 HDACs play key roles in the regulation of
inflammatory gene expression with a proinflammatory role for HDAC3. These
function is related to inflammation by the deacetylation of the transcription factor NF-
KB (nuclear factor Kappa B) p65 which is involved in cellular response, immune
response, memory and synaptic plasticity [29]. Based on this, we can emphasize that
obesity can be indeed related to neuroinflammation, since hippocampe interleukins
have increased significantly. Therefore, is caracteristic the involvement of HDAC3 in

inflammation and important study their neurological relation in the future.
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In obesity defects may occur in the resistance to the action of key hormones of
metabolism, essential to the neuroendocrine control of energy homeostasis.
Hormones are the communication link for the central nervous system (CNS) on
nutritional status and current levels of energy reserves [11]. The adipose tissue is an
important endocrine organ in the production of hormones known as adipokines,
which alter energy metabolism and eating behavior. Among the adipokines are leptin
and adiponectin. Leptin is an important metabolic hormone, since mice unable to
produce or respond have: hyperphagia, reduced energy expenditure and metabolic
abnormalities such as hyperinsulinemia, hyperlipidemia, glucose intolerance and
insulin resistance [26].

In current study it was shown that HDAC3 inhibition was positive for the leptin
hormone profile, since elevated levels in the HFD group were reduced with
administration of the RGFP966 inhibitor. While inhibition of HDAC3 was positive,
HDACS is shown to be a primary form of leptin signaling and dietary intake, a finding
observed in a study of obese rats fed a high fat diet. Therefore, it is worth highlighting
that each subtype of HDAC seems to exert different roles when inhibited [15].

Leptin acts on the hypothalamic receptors and reduces appetite, signaling that
fat stores are sufficient and boosting energy consumption. Leptin levels depend on
the number and size of adipocytes, for example, weight loss decreases lipid tissue
and blood levels of leptin. With the increase of the weight the leptin values increase,
characteristic of mice induced to obesity. In addition, leptin in the liver and muscle
stimulates AMP-activated protein kinase leading to inhibition of fatty acid synthesis
and activating its oxidation [30].

The lower plasmatic levels of adiponectin were found in the present study in
the HFD group and suggest the effect of diet on this hormone, while administration of
RGFP966 (50 mg/kg) characterized significantly higher levels in the HFD group. The
adiponectin may inhibit elevation of IL-6 levels and therefore its decrease results in
increased IL-6 cytokine as observed in animals in the HFD group without the
inhibitor. It is important to note that the increase of levels of TNF-a and IL-6 in the
hippocampus in the HFD group may have contributed to the reduction of adiponectin
levels, as observed in our study. This is because in adipose tissue, for example,
TNF-a inhibits adiponectin hormone production and stimulates IL-6 production. Thus
it may be suggested that in the hippocampus the action of TNF alpha is similar to that

of adipose tissue [29].
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One condition in individuals with obesity or type 2 diabetes mellitus is to have
reduced levels of adiponectin in the blood. Adiponectin sensitizes organs to the
effects of insulin and has an effect on fatty acid metabolism increasing its uptake and
blocking its synthesis. In addition, it is responsible for increasing glucose uptake and
hepatic and muscular catabolism [30]. In humans and obese mice, it is believed that
hypoxia contributes to the reduction in the production of adipokines leptin and
adiponectin, because in adipose tissue of obese individuals there is loss of blood
[31]. Indeed, in our study the reduction in production was only noticed in adiponectin.

Obesity causes other strategies to be sought for the purpose of overcoming
barriers that are intrinsic to the obese body. It is noteworthy that other changes such
as diet, lifestyle and other factors are necessary for prevention and treatment of any
disease, but in obesity epigenetic factors seem to be interconnected. Research on
regulation of gene transcription and metabolism is still in its early stages, and it is
essential to discover the key pathways involved in the development of obesity. In the
future, it is valid to analyze other types of alterations resulting to obesity and to
discover potential markers, addressing the pathophysiological mechanisms of the
disease. In sumary, we conclude that administration of the selective inhibitor of
HDAC3 demonstrated important effects in the mice fed a high fat diet and allowed
the improvement of the parameters evaluated. Therefore, it is believed to be a form

of inhibition important to interfere in the pathogenesis processes of obesity.
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Figure 3. Results of treatment with the HDAC3 inhibitor, RGFP966 (50 mg/kg) in normal pellet diet
(NPD) or high fat diet (HFD) on the levels of the inflammatory parameters: IL13 (Fig.2A), IL-6 (Fig.2B),
TNF-a (Fig.2C); adipokines: adiponectin (Fig.2D) e leptin (Fig.2E). The data are shown by mean +
standard error for a number = 8 animals per group. ***: indicates a significant difference of the HFD
group compared to the control group (p <0.001); *: indicates a significant difference of the group (NPD
+ inhibitor RGFP966) in relation to the control group (p <0.001); #: indicates a significant difference of
the group (HFD + Inhibitor RGFP966) with the HFD group (p <0.001) (One-way ANOVA, Bonferroni
post hoc test). (One-way ANOVA, Bonferroni post hoc test).
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PARTE IlI

CONCLUSAO

A partir dos achados encontrados, o presente estudo demonstrou que a
inibicio da HDAC3 pelo inibidor seletivo RGFP966 (50 mg/kg) protegeu as
alteracOes decorrentes da ingesta de uma dieta rica em gordura os camundongos
induzidos a obesidade. Isso ocorreu devido a atenuacdo das alteracbes do peso
corporal, parametros bioquimicos (glicose, insulina, triglicerides, colesterol total, LDL
e HDL), inflamatorios (IL-6, TNF-a e a IL-1B) e adipocinas (leptina e adiponectina),
evidenciando o papel-chave da HDAC3 nas desregulagbes metabdlicas e
inflamatorias induzidas por uma dieta rica em gordura.

Embora a epigenética esteja relacionada, outras mudancas como alimentacéo
e estilo de vida sdo necesséarias para a prevencdo e tratamento de qualquer
patologia. Os eventos metabdlicos e regulacao da transcricdo génica necessitam de
pesquisas mais abrangentes de regulacdo epigenética sobre outras perspectivas e
vias metabdlicas.

Assim, a inibicdo da HDAC3 demonstrou reverter os danos de uma dieta
hiperlipidica e acredita-se que essa forma de inibicdo parece ter interferéncia nos

processos de patogénese da obesidade.
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PERSPECTIVAS

Com as discussoes geradas através desse estudo espera-se prosseguir com
pesquisas nessa tematica, a fim de abranger outros mecanismos relacionados com
a obesidade e a epigenética. Dentre esses mecanismos pesquisar detalhadamente
0s aspectos neurologicos envolvendo a inibicdo da HDAC3 pelo RGFP966 através
de testes comportamentais e andlise de fatores neurotréficos. Além disso, analisar
uma gama maior de parametros bioquimicos, fator de crescimento de fibroblasto
(FG21), expressdo de proteinas envolvidas no metabolismo e demais vias
importantes que ainda necessitam ser elucidadas.

Estabelecer um questionamento quanto aos aspectos farmacol6gicos e
toxicologicos do inibidor seletivo da HDAC3 em organismos com obesidade.
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