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Resumo

O diabetes mellitus do tipo | (DM1) caracteriza-se pela ocorréncia de insulite
com consequente hiperglicemia e poliuria. Alteragdes celulares estruturais e
metabdlicas decorrentes do aumento da glicemia podem provocar fendtipos de
envelhecimento precoce. O envelhecimento celular é resultado de fatores
intrinsecos e extrinsecos, que alteram a estrutura e a organizagdo da cromatina e
que, consequentemente, afetam a expressao génica. As sirtuinas, deacetilases
NAD’-dependentes, estdo envolvidas na transcricdo génica, reparo de DNA,
transcricdo do rDNA, regulacdo metabdlica e remodelagdo cromatinica. As
sirtuinas nucleares, especialmente Sirt1 e Sirt6 estdo envolvidas com o
envelhecimento precoce, no metabolismo de glicose e na resposta a inflamagéao.

O presente trabalho teve como objetivo geral comparar os processos de
remodelagdo cromatinica em hepatécitos sob o efeito da hiperglicemia e do
envelhecimento, usando-se modelo animal (camundongos). Um modelo de cultura
celular (HepG2) foi também utilizado para estudo de efeitos da hiperglicemia,
utilizando-se como metodologias analises morfolégicas e moleculares.

Foi observado um aumento em conteudo de DNA e em acessibilidade da
cromatina a MNase mais acentuado em hepatdcitos de animais DM1 do que de
idosos. O aumento na abundancia de Sirt1 em animais hiperglicémicos nao refletiu
em sua maior atividade, enquanto em idosos houve um decréscimo generalizado
nesses parametros e aumento da acetilagdo de sitios histdbnicos. Em animais
DM1, Sirté apresentou abundancia semelhante a de Sirt1, possivelmente devido a
alta fragmentagdo de DNA observada nesses animais, diferente do ocorrido em
idosos. Ambos os animais DM1 e idosos apresentaram baixa relacdo area
AgNOR+/area nuclear. Em animais diabéticos isto foi devido ao aumento na area
nuclear, enquanto nos idosos, foi devido a diminuigdo na area AQNOR+ e aumento
na area nuclear. O aumento na metilacdo de rDNA na porcdo 18S e a baixa
abundancia de Sirt7 confirmam diminuigio no metabolismo celular no

envelhecimento.
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Em hepatédcitos de camundongos DM1 e idosos foi observado genes
diferencialmente expressos relacionados a inflamacdo. Admite-se que no primeiro
caso este achado seja devido a natureza auto-imune da doenga, enquanto no
segundo possa ser um indicio de inflamagdo naturalmente encontrada em
processos de envelhecimento. Em animais DM1, a expressao diferenciada de
genes envolvidos com metabolismo de lipidios poderia contribuir para com a
peroxidacgao lipidica e producado de ROS levando a esteatose hepatica.

Nas células HepG2, alteragbes na expressao dos genes Apoe, Igfbp1 e
Foxo1, ocorridas em meio de cultura hiperglicémico, tornaram-se revertidas
quando as células foram retornadas a normoglicemia. Contudo, as abundéancias
das marcagbes epigenéticas nos promotores desses genes decresceram
progressivamente, indicagdo de uma memoria hiperglicémica, dado né&o
observado em modelo animal. A analise do fendtipo nuclear dessas células
indicou possivel indugcdo da proliferacdo celular quando retornadas a
normoglicemia. A inibicdo de sirtuinas aumentou o conteudo Feulgen-DNA e o
contraste entre cromatina condensada e nao-condensada, indicativo de atuacao
na proliferagao celular e na remodelagao cromatinica.

DM1 e envelhecimento, portanto, ndo podem ser considerados fenébmenos
idénticos, pois enquanto no primeiro ha um mecanismo compensatério que
promove alteragbes genéticas, epigenéticas e remodelagdo cromatinica, no
segundo ha um decréscimo generalizado no metabolismo celular levando a

modificagdes diferentes nos mesmos paréametros.
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Abstract

Diabetes mellitus type | (DM1) is characterized by insulitis and consequent
hyperglycemia and polyuria. Structural and metabolic changes in the cell caused
by hyperglycemia might induce an early-ageing phenotype. Both intrinsic and
extrinsic agents might contribute to cellular ageing thus leading to chromatin
structural changes and differential gene expression. Sirtuins, NAD*-dependent
deacetilases, play a role in cell metabolism, transcription, DNA repair and
chromatin remodeling. Sirt1 and Sirt6, especially, are nuclear proteins related to
early-ageing, glucose metabolism and inflammatory response.

The general purpose of the present work was to compare processes of
chromatin remodeling in hepatocytes under the effects of hyperglycemia and
aging, using mouse models. A model using cells in culture (HepG2) was also used
to study the effects caused by hyperglycemia. The methodology used involved
morphological and molecular analysis.

An increase in DNA content and chromatin accessibility to MNAse was
found more pronounced in hepatocytes from DM1 than from aged mice. Despite
the high abundance of Sirt1 in DM1 animals, its activity was not proportionally high,
whereas in old animals there was a reduction in these parameters, increasing the
acetylation of Sirt1-histonic sites. In DM1 mice, Sirt6 presented similar abundance
as Sirt1, possibly due to the high DNA fragmentation, different to what was found in
aged animals. Both DM1 and normoglycemic old mice presented a decrease in
AgNORH+ area/nuclear area ratio. While in DM1 animals it was a result from the
increase in nuclear area, in old animals it was a combination of increased nuclear
areas and decreased AgNOR+ areas. The DNA methylation increase in the 18S
rDNA region and the decrease in Sirt7 abundance in the hepatocytes from old mice
support the hypothesis of diminished cellular metabolism.

Differential expression analysis for DM1 and old mouse hepatocytes
presented a high number of genes involved in the inflammatory response. While in

the former it could be an autoimmune characteristic of the disease, in the latter it
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might be an evidence of inflammatory state naturally associated with aging.
Moreover, DM1 mice also presented differential gene expression related to lipid
metabolism, which could contribute to increase lipid peroxidation and ROS
production leading to hepatic steatosis.

HepG2 cells showed changes in Apoe, Igfbp1 and Foxo1 expression in
hyperglycemic medium and they were reverted when the cells returned to
normoglycemic medium. The epigenetic marks, however, presented a progressive
decrease in abundance, indicative of a hyperglycemic memory, which was not
observed in DM1 animals. The nuclear phenotype in HepG2 cells under these
same experimental conditions indicated a possible induction in cellular proliferation
when the cells were returned to the normoglycemic medium. Inhibition of sirtuins
increased the contrast between condensed and non-condensed chromatin and the
Feulgen-DNA content, indicating a role in cell division and chromatin remodeling.
Therefore, DM1 and ageing cannot be considered as identical processes, because
while in DM1 there is a compensatory mechanism that induces changes in
epigenetic marks, chromatin remodeling and differential gene expression, there is
a general decrease in cell metabolism under aging that leads to different changes

in the same parameters.
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1. Introducao

1.1. Cromatina e modificagdes epigenéticas

Nos eucariotos, o DNA se encontra complexado com proteinas histénicas e
nao histdnicas, formando a cromatina. A unidade fundamental de organizacao da
cromatina é representada pelos nucleossomos que formam a fibra de 11-nm de
espessura e sao compostos por duas moléculas de cada uma das histonas H2A,
H2B, H3 e H4 e 147 pares de base de DNA (Alberts et al, 2008). Nessa estrutura
ha ainda a adigcdo de mais uma histona (H1), a qual contribui na ligagdo entre
pares de nucleossomos, formando a fibra de 30-nm de espessura (Alberts et al,
2008).

A cromatina n&o é estruturalmente ou funcionalmente uniforme. Desde os
trabalhos pioneiros de Heitz (1928; 1934) a cromatina vem sendo considerada
como podendo se apresentar em uma de duas formas: eucromatina e
heterocromatina. A eucromatina € definida tradicionalmente como sendo a
cromatina descondensada, rica em genes e transcricionalmente ativa. A
heterocromatina, por sua vez, é altamente condensada, podendo ter um carater
mais permanente, uma composi¢cao quimica diferenciada e contendo areas
extensas de DNA n&o codificador (heterocromatina constitutiva) (Elgin & Grewal,
2003; Gilbert et al, 2004; Black & Whetstine, 2011). A heterocromatina também
pode se apresentar apenas durante algumas situagdes especificas do ciclo celular
ou do desenvolvimento, como no caso de um dos cromossomos X de fémeas de
mamiferos placentarios (heterocromatina facultativa) (Strome & Kelly, 2007). Essa
supra-organizagéo da cromatina é dindmica e pode sofrer alteragbes, dependendo
de estimulos externos e/ou internos.

Modificacdes pos-traducionais nas caudas de histonas e metilacbes de
DNA sao modificagdes epigenéticas que proporcionam niveis diferenciados de
empacotamento da cromatina, facilitando ou dificultando o acesso de fatores de

transcrigdo a sitios estratégicos (Allis et al, 2007).



A epigenética € um ramo do conhecimento que contempla mudangas na
expressdo génica por modulagdo da cromatina que n&do sdo decorrentes de
modificagdes na sequéncia de bases do DNA e que podem ser herdadas (Allis et
al, 2007). De fato, com o descobrimento da acao de radicais acrescidos ao DNA
(como o grupo metil) e em caudas de histonas (como, por exemplo, 0s grupos
acetil e metil em residuos de lisina e arginina, entre outros aminoacidos), foi
possivel um melhor entendimento sobre o funcionamento da regulagdo génica e o
seu envolvimento em diversos processos celulares como diferenciagao,

proliferagdo, envelhecimento, morte e surgimento de algumas doencgas.

1.1.1. Metilagcao do DNA

A metilacdo do DNA é uma modificagdo covalente na qual um radical metil
€ adicionado a uma citosina. Essa marcagao epigenética € comumente observada
em regides do genoma ricas em citosinas e guaninas, chamadas “ilhas CpGs”. Em
mamiferos, os padrboes de metilagdo do DNA s&o definidos durante o
desenvolvimento embrionario pelas DNA metiltransferases Dnmt3a e Dmnt3b e
sdo mantidos e/ou modificados por um mecanismo de replicagdo, durante a
divisao celular, pela metiltransferase Dnmt1 (Kouzarides & Berger, 2007).

A metilagdo de DNA é comumente associada com silenciamento génico,
pois esta marca € reconhecida por proteinas metil-DNA-ligantes, as quais
recrutam complexos repressores para os promotores das regides metiladas. Essa
sinalizacao € fundamental em fenbmenos importantes durante o desenvolvimento
embrionario, como inativagdo do cromossomo X e imprinting gendmico
(Kouzarides & Berger, 2007).

1.1.2. Metilagcao de histonas

A metilagdo de histonas é promovida por proteinas metiltransferases de
histonas, como a SUV39H1 (supressor of variegation 3-9 homolog 1) e sua

remogao é realizada por demetilases de histonas, como por exemplo, LSD1



(lysine-specific demethylase 1) (Scharf & Imhof, 2011). Essas modificagdes podem
ocorrer tanto em residuos de lisina quanto em residuos de arginina e podem ter
um efeito tanto ativador quanto repressor da transcricdo, dependendo do
posicionamento do residuo modificado, mas também relacionado ao reparo de
DNA e replicagdo (Kouzarides & Berger, 2007; Kouzarides, 2007). Por exemplo,
metilagbes nas lisinas 4, 36 e 79 da histona H3 (H3K4, H3K36 e H3K79) séo
ativadoras, enquanto metilagées nas lisinas 9 e 27 da histona H3 (H3K9 e H3K27)
e lisina 20 da histona H4 (H4K20) sao repressoras da transcricdo e contam com
recrutamento da proteina heterochromatin protein 1a (HP1a) na regidao promotora
de genes (Kouzarides, 2007). A complexidade da sinalizagdo por metilagdo de
histonas é aumentada quando mais de um radical metil for adicionado a um
mesmo residuo. Assim, lisinas podem ser mono, di ou trimetiladas, enquanto

argininas podem ser mono ou dimetiladas (Kouzarides & Berger, 2007).

1.1.3. Acetilagao de Histonas

As acetilagbes de histonas estdo envolvidas essencialmente com a ativagao
da transcricdo, pois permitem um afrouxamento da cromatina, uma vez que o
grupo acetil anula a carga positiva do radical —NH3* em lisinas, diminuindo a
atracdo eletrostatica entre DNA e histona. A acetilagdo de histonas, além de
promover uma mudanga na organizagdo da cromatina também tem a fungao de
servir como um sitio para a ligagao de fatores de transcricdo e outros complexos
(Kouzarides & Berger, 2007) Desta forma, esta modificagdo desempenha um
papel importante para o estabelecimento de um estado transcricionalmente
competente da cromatina (Gorisch et al, 2005). As proteinas reguladoras da
acetilacdo de histonas sdo denominadas acetiltransferases e deacetilases de
histonas. As acetiltransferases compreendem trés grandes familias: GNAT
(GCNb-related family of N-acetyltransferases), MYST e CBP/p300 (p300-CREB-
binding protein), baseadas em homologia a proteinas de levedura e apresentam

sitios-alvos preferenciais. As deacetilases sao divididas em Classes |, Il, Ill e, mais



recentemente IV. Cada uma dessas classes foi denominada também em
homologia com proteinas deacetilases encontradas em leveduras (Ruijiter et al.,
2003; Kouzarides & Berger, 2007).

As acetilacbes nas caudas de histonas podem ter como consequéncia
alteracdo no arranjo das fibras de cromatina assim como na expressao génica. De
fato, foi observado que a acetilagdo de residuos da lisina 16 da histona H4 n&o
colabora com a formagao da fibra cromatinica de 30 nm e prejudica a capacidade
de interacdo entre fibras desse tipo (Shogren-Knaak et al, 2006). Tal fungéo é
importante no contexto do posicionamento génico dentro do nucleo, pois essa
marca esta relacionada a uma associacao diferencial de fatores de transcricdo e
promoveria uma barreira contra a expansdo de heterocromatina. Perdas de
H4K16Ac estariam também relacionadas ao desenvolvimento de alguns tumores
humanos (Kurdistani et al, 2004; Fraga et al, 2005).

Contudo ainda existem diversas informagdes controversas com respeito a
funcdo das acetilagdes. A acetilacdo da lisina 9 de histonas H3 (H3K9Ac), por
exemplo, poderia ter uma acdo de ativadora transcricional, pois serve de base
para o acoplamento do fator de transcrigdo TFIID, o que indicaria um aumento na
expressdo dos genes que estivessem envolvidos por aquela histona modificada
(Nakamura et al, 2010). Contudo, outros achados mostram haver marcas de
H3K9Ac em sitios promotores de genes como o da ciclina B2 e PCNA
(proliferating cell nuclear antigen) em seu estado reprimido, o que indica que
nesse caso tal modificagdo epigenética ndo estaria atuando como ativadora da
transcrigdo (Gatta & Mantovani, 2010).

Dessa forma, para se relacionar expressdao génica e modificagdes
epigenéticas, precisa-se levar em conta desde a posigcdo desse gene nos
territorios cromossémicos até o tipo de modificagado epigenética e sua posicdo em
relacdo ao gene. As modificagbes pos-traducionais em histonas, particularmente,
tém sido grande alvo de pesquisa para a busca e compreensdo de um possivel
padrdo de sinalizagdo conhecido como “Cdédigo de Histonas” (Jenuwein & Allis,
2001).



1.1.4. Territérios cromossomicos e regulagao transcricional

No nucleo interfasico de mamiferos os cromossomos se organizam como
entidades, em determinadas regides, sem forma regular, medindo
aproximadamente de 1-2 ym e denominados de territérios cromossémicos
(Cremer & Cremer, 2001; Vaquerizas et al, 2011). Territérios cromossémicos ricos
em genes ativos situam-se normalmente no interior do nucleo, diferentemente
daqueles que apresentam genes silenciados (Vaquerizas et al., 2011) (Figura 1).
O padrdo mostra-se inverso quando analisados genes dentro do préprio territorio
cromossémico: genes ativos se encontram na periferia enquanto genes inativos se
localizam no interior do mesmo (Vaquerizas et al., 2011). A existéncia de “fabricas
de transcrigdo” (transcription factories) seria uma hipétese de como os territorios
cromossOmicos se organizam para promover a transcrigdo génica (Figura 1). As
fabricas de transcricdo se localizariam nos espagos entre territdrios
cromossémicos (Chakalova & Fraser, 2010) e nelas haveria produgdo da maior
parte dos mRNA produzidos pela célula, devido a grande concentragcdo de RNA
polimerase Il (Pol Il) (Iborra et al, 1996). Contudo, essas estruturas sdo dinamicas
e heterogéneas. Por exemplo, na periferia nuclear, onde supostamente se
localizariam genes silenciados, foi recentemente observado haver atividade
transcricional nas regides proximas dos complexos de poro (Kind & Steensel,
2010) (Figura 1). Proximo aos complexos de poro se encontrariam também
maiores concentracbes de RNA polimerase |l e histonas acetiladas em
comparagao a cromatina diretamente em contato com a lamina nuclear, a qual
apresenta marcadores de heterocromatina e silenciamento génico (Kind &
Steensel, 2010).

No entanto, mesmo com a existéncia de um padrdo organizacional em
territérios cromossOmicos, € necessario ressaltar que a cromatina € uma estrutura
dindmica e ha a necessidade de movimentagdo desta para que certos genes
atinjam as fabricas de transcrigdo ou sejam internalizados. E nesse contexto que

sdo encontradas as modificagbes de histonas que atuam a longa distancia dos



dominios cromossémicos, como por exemplo, a interagcdo da H3K27me3 com a
ldamina nuclear e da H4K16Ac com os poros nucleares (Brown et al, 2008;

Vaquerizas et al, 2011).
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Figura 1 — Dinamica de transcricdo e organizagdo da cromatina na periferia

nuclear.



1.1.5. Regides génicas e as marcagoes epigenéticas

Sabe-se que um gene tipico, além do seu promotor e regido TSS
(transcription start site), pode também apresentar enhancers, insulators e regides
HS. Os enhancers sao formados basicamente por sequéncias de DNA que
exercem efeito regulatério positivo sobre a transcricdo de um gene. Este pode agir
a longas distancias atuando na maioria das vezes de forma cis dentro de um
mesmo cromossomo, mas também em cromossomos diferentes (Bakel, 2011). Os
insulators, por sua vez, sdo formados por sequéncia de DNA geralmente entre os
enhancers e os promotores e tém como fungao a repressao da agao dos primeiros
com o objetivo de ndo aumentar a transcrigdo. Os insulators também podem atuar
como barreiras que delineiam diferentes dominios cromatinicos, evitando o
espalhamento de sinais de repressdo da heterocromatina (Bakel, 2011,
Vogelmann et al, 2011). Regides HS, por sua vez, sdo regides hipersensiveis a
DNase |, as quais indicam a presenca de uma cromatina aberta na qual podem
estar presentes os elementos regulatorios explicados aqui (Crawford et al, 2006).
Cada um desses elementos encontram-se sob intensa e diferenciada regulagao
epigenética que no final vai determinar basicamente o momento e a intensidade
da sua transcricdo, entre outros aspectos. Os enhancers e insulators, por
exemplo, apresentam marcagdes de H3K4me e H3K4me3 (Barski et al, 2007)
(Figura 2).

Regides promotoras, no entanto, apresentam uma gama mais diversificada
de marcas epigenéticas, cada uma delas com alta intensidade quando comparada
com outras regides génicas, no caso de genes ativos. Essas marcas podem ser
ativadoras da transcricdo (no caso de genes ativos) como H3K4Ac, H3K4me,
H3K9me, H3K36me3, H3K79me3, entre outras (Barski et al, 2007) (Figura 2). No
caso de genes inativos observa-se menor quantidade de marcas e elas séo
repressoras da transcrigdo, como H3K27me2 e H3K27me3 (Barski et al, 2007). Ha

marcas epigenéticas especificas também para o corpo de genes ativos, como é o



caso de H2BK5me, H4K20me, H3K36me3, H4K16Ac (Barskiet al, 2007; Wang et
al, 2009).
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Figura 2 — Regulagcdo epigenética da transcricdo: esquema indicando
genes ativos situados nas bordas de territorios cromossémicos com marcagdes

epigenéticas especificas para cada elemento génico.

As acetilagbes de histonas sdo comumente encontradas proximas a regides
TSS, uma vez que estao relacionadas com a estabilizagdo da ligagao de fatores
de transcricdo e desestabilizagdo da estrutura nucleossémica (Wang et al, 2009).
Toda essa regulagdo é estritamente regulada por histonas metiltransferases,
demetilases, acetiltransferases e deacetilases. Essas ultimas apresentam um
papel fundamental para que a adicdo de marcadores nao ocasione iniciagao de
transcricbes promiscuas, sendo fundamental a remog¢do destas para o

reestabelecimento da atividade transcricional basal (Wang et al, 2009).



A analise de complexos DNA-proteina de interesse tornou-se facilitada com
o aperfeicoamento da técnica de imunoprecipitacdo de cromatina. Gragas a
especificidade de anticorpos, proteinas que se ligam ao DNA, como fatores de
transcrigdo ou histonas, podem ser isoladas. Dessa forma, os sitios de ligacdo da
proteina-alvo podem ser mapeados e sua frequéncia em determinado sitio génico,
quantificada. Tradicionalmente, os complexos DNA-proteina ndo estaveis sao
fragmentados por sonicagdo apos fixagdo por para formaldeido, o qual forma
ligagbes cruzadas (Solomon & Varshavsky, 1985). Como proteinas histonicas
formam complexos estaveis com o DNA, a técnica de imunoprecipitacao
cromatinica (ChlIP) foi adaptada para esse tipo de associacao. Native-ChlP é uma
variagao desse procedimento na qual se efetua a fixacdo por paraformaldeido e a
cromatina € fragmentada apenas por digestdo com nuclease microcécica
(MNase). Esta adaptagdo requer menos material inicial, apresenta maior
sensibilidade, e diminui a interferéncia de ligagbes ndo sistematicas (Cosseau &
Grunau, 2011).

1.1.6.Sirtuinas

As deacetilases de histonas compreendem duas grandes familias: as
pertencentes as classes |, Il e IV (compostas pela familia das HDAC), e as NAD"-
dependentes (classe Ill). As histonas deacetilases de classe Ill foram identificadas
como um fator necessario para o silenciamento transcricional de teldmeros e do
silent mating loci de leveduras e entdo denominadas Sir2 (Silent information
regulator 2) (lvy et al, 1986). Posteriormente foi descrito que a Sir2 participaria do
silenciamento de rDNA, contribuindo para a diminuicdo da recombinacdo e
consequente aumento do tempo de vida dessas leveduras (Kaeberlein et al,
1999). Em mamiferos, as sirtuinas contém o mesmo dominio catalitico de ligagao
ao NAD" conservado da familia Sir de leveduras, contudo os dominios N- e C-

terminais apresentam diferengas. A familia das sirtuinas é composta por sete



proteinas que apresentam localizacdo e agdes diferenciadas dentro da célula
(Tabela 1).

A dependéncia de NAD"* como cofator pelas sirtuinas permitiu o avango de
pesquisas sobre essa familia de deacetilases, pois o uso de moléculas envolvidas
na sintese de NAD® permitiiam a regulacdo especifica da atividade dessas
proteinas. A nicotinamida é uma forma ativa da vitamina B3, precursora da sintese
de NAD’, sendo que em altas concentracdes tem o papel de inibir sirtuinas
(Surjana et al, 2010). O tratamento com nicotinamida, dessa forma, permitiria a
observagdo do papel dessa classe de deacetilase na expressdo génica e em
marcagodes epigenéticas. (Bitterman et al, 2002; Suchankova et al, 2009).

Tabela 1 — Localizacdo e caracterizacdo dos principais alvos e atividades

enzimaticas das sirtuinas.

Sirtuina Localizagao Atividade Alvos
Sirt1 Citoplasmatica, Deacetilase H1K26Ac, H3K9Ac, H3K14Ac,
Nuclear H4K16Ac.

PGC-1a, FOXO1, FOXOa3a,
FOX0O4 NF-kB, p53, p300,
MyoD, TAF, MEF2, PCAF,
entre outros.

Sirt2 Citoplasmatica, Deacetilase H4K16Ac, a-tubulina, FOXO1
Nuclear
Sirt3 Mitocondrial, Deacetilase AceCS2, GDH, LCAD,
Citoplasmatica NDUFA9, FOXO3a
Sirt4 Mitocondrial ADP- GDH, IDE, ANT2/3
ribosiltransferase
Sirt5 Mitocondrial Deacetilase Cyt c, CPS1
Sirt6 Nuclear ADP- H3K9Ac
(heterocromatina)  ribosiltransferase, DNA polimerase B, NF-kB,
deacetilase HIF1a
Sirt7 Nucleolar Indefinido RNA polymerase |, p53

Baseado em Sauve et al, 2006; Schwer & Verdin, 2008; Nakagawa & Guarente, 2011.
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1.1.7. Sirt1

Diversas teorias tém sido propostas conectando a Sirt1 com o metabolismo
celular, também devido ao uso de NAD"* como co-fator. Sabe-se, por exemplo, que
ocorre uma diminuicdo de acetilagcdo de proteinas n&o-nucleares com o
envelhecimento, mas essa caracteristica é tecido-dependente (Nakamura et al,
2010). Enquanto nos hepatdcitos ocorre intensa atividade metabdlica como
glicdlise e beta-oxidagao de acidos graxos, em neurdnios, por outro lado, ndo ha a
dependéncia da quebra de &acidos graxos, sendo assim, ndo se observa
diminuicdo de acetilagdo em tecido nervoso (Nakamura et al, 2010). A beta-
oxidagao, neste contexto, muda significativamente o equilibrio [Acetil-CoA]/[CoA] e
[NADH]/[NAD"]. Isso ira influir na atividade de enzimas reguladoras do padrio
epigenético. Acetiltransferases, por exemplo, tém como doador Acetil-CoA para
realizar a acetilacdo de histonas, enquanto as sirtuinas utilizam NAD® como
aceptor final (Imai, 2009a).

Desta forma, tal raciocinio pode ser usado em diversas condicdes
experimentais. Em animais idosos ocorre uma diminuicdo da concentragcdo de
NAD" e, consequentemente, inibicdo da atividade da Sirt1 (Imai, 2009 a, b; Ghosh
et al, 2010), o que leva a instabilidade gendémica (Gonzalo, 2010). Em
experimentos envolvendo restricdo caldrica, por outro lado, ha abundancia de
NAD®, que por sua vez estimula a atividade da Sirt1 (Dominy Jr. et al, 2010).
Porém, no caso de diabetes, esses resultados ainda sdo controversos, uma vez
que foram verificadas diferengcas ndo apenas entre diferentes 6rgaos, mas
também entre modelos experimentais (Nakamura et al, 2010).

A existéncia de uma ponte entre o metabolismo celular e a transcricao
génica torna a Sirt1 e a PGC-1a moléculas chaves no entendimento dos
fendbmenos celulares. Somado a isso, o fato de a Sirt1 ser modulada por uma
molécula como o NAD™ deu origem a teoria do “Mundo NAD”, na qual se diz que
“moléculas reguladoras universais”, como a Sirt1, influenciariam na produgéo e/ou

secrecao de horménios ou fatores humorais chaves. Um desses fatores seria o
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metabolito precursor do NAD*, a nicotinamida mononucleotideo (NMN). E uma vez
que sdo suscetiveis as mudancas na sintese de NAD", as células B- pancreaticas
e neurdnios sdo os maiores candidatos a um papel predominante na regulacéo da

longevidade em mamiferos (Imai, 2009b).
1.1.8. Sirt6

Sirté € também uma sirtuina nuclear relacionada com o envelhecimento.
Camundongos knockout para essa proteina apresentam grande instabilidade
genbmica, levando a um fendétipo de envelhecimento precoce e morte prematura
(Mostoslavsky et al, 2006; Xiao et al, 2010; Nakagawa & Guarente, 2011).
Diferente da proteina Sirt1, a Sirt6 atua preferencialmente como ADP-
ribosiltransferase pela sua regido N-terminal, enquanto a sua porgéo C-terminal é
a principal responsavel pelo seu posicionamento nuclear (Tennen et al, 2010). Foi
observada, no entanto, uma pequena atividade de deacetilase apenas nos sitios
H3K9Ac e H3K56Ac posicionados preferencialmente em regides teloméricas ou
onde haja quebra de DNA (Nakagawa & Guarente, 2011). Devido a isso,
considera-se que a Sirté desempenhe papel no sistema de reparo de danos no
DNA, uma vez que regula também a acessibilidade de enzimas reparadoras aos
sitios danificados (Mostoslavsky et al, 2006; Lombard et al, 2008; McCord et al,
2009; Nakagawa & Guarente, 2011; Tennen & Chua, 2011).

Um dos principais causadores de danos no DNA sdo as espécies reativas
de oxigénio (“reactive oxigen species”, ROS), as quais podem ser produzidas ou
por resultado da auto-oxidagao da glicose, ou pelo intenso metabolismo celular, ou
mesmo pela presenga de outros produtos glicosilados. Danos no DNA causados
por stress oxidativo sdo extremamente comuns no diabetes, quando ha alta
concentragéo de glicose tanto intracelular quanto extracelular (Maiese et al, 2007).

Ha evidéncia, também, da acido da Sirt6 no metabolismo celular, uma vez
que a inibicdo dessa proteina provoca um aumento na sensibilidade de érgaos
periféricos a insulina, levando camundongos a morte por hipoglicemia. No figado a
inibicdo de Sirt6 leva a um aumento na taxa de dglicdlise, na sintese de
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triglicerideos, e a diminuicdo da B-oxidacdo, enquanto sob restricdo calérica
observa-se um aumento na abundancia dessa proteina, assim como de Sirt1 (Kim
et al, 2010).

1.1.9. Sirt7

Sirt7, outra proteina da familia das sirtuinas, localiza-se preferencialmente
nas regides nucleolares. Ela encontra-se expressa em todos os tecidos, com
excecao do tecido muscular esquelético, e é especialmente abundante em tecidos
de alta atividade metabdlica, como o figado (Ford et al, 2006). Diferente da Sirt1 e
Sirt6, a Sirt7 ndo apresenta atividade de deacetilase ou de ADP-ribosilase
(Voelter-Mahlknecht et al, 2006; Vakhrsheva et al, 2008), mas é dependente de
NAD®, embora a participagdo deste nas atividades da Sirt7 ainda seja
desconhecida (Ford et al, 2006). No nucléolo, ha evidéncias de associagdo da
Sirt7 tanto com o promotor e regides transcritas do rDNA quanto com a proteina
RNA-polimerase |, junto a qual Sirt7 exerceria uma acgao ativadora da transcrigéo,
diferentemente de Sirt1, a qual exerce um papel inibidor (Ford et al, 2006;
Murayama et al, 2008; Grob et al, 2009).

O nucléolo é uma regido nuclear onde RNA ribossomais s&o sintetizados,
processados e organizados. A polimerase | sintetiza os RNAs ribossomais e sua
atividade é regulada pelo ciclo celular (Grob et al, 2009). Com o envelhecimento
ha um desligamento do gene 45S da matriz nuclear, evidenciado por seu
reposicionamento quando obtidos halos de fibras de cromatina estendida,
indicando diminuicdo da transcricdo, uma vez que em animais adultos-jovens
esses genes se mantém aderidos a matriz nuclear (Moraes et al, 2010). Somadas
a isso, foram constatadas outras alteracbes na atividade e na estrutura do
nucléolo durante o envelhecimento como, por exemplo, decréscimo na sintese de
RNA (Park & Buetow, 1990; Ma & Nagata, 1990) e alteragdes no formato do

nucléolo, indicando funcionamento alterado (Malatesta et al, 2003).

13



1.2. O Diabetes mellitus

1.2.1. Generalidades

A constatacido do diabetes na humanidade data de 1500 A.C., embora sua
denominacao tenha sido atribuida por Aretaeus, médico romano dos anos 30-90
da era cristd e signifique “passar através”, em referéncia a poliuria apresentada
pelos pacientes afetados. Cullen (1709-1790) acrescentou pela primeira vez o
adjetivo mellitus a fim de distinguir o diabetes mellitus do insipido. Posteriormente,
Claude Bernard (1837-1878) descobriu a fungao glicogénica do figado e atribuiu
ao diabetes um excesso de produgao de agucar por este 6rgao (Arduino, 1980a).
Em 1869, Langerhans descobriu ilhotas celulares no tecido pancreatico, contudo
sua existéncia foi correlacionada com a doenga apenas em 1900, por Opie. A
descoberta da insulina em 1922 constituiu um marco na histéria do diabetes e a
maior conquista no tratamento da doenca, o que conferiu aos pesquisadores
Banting e Macleod o prémio Nobel de Medicina e Fisiologia em 1923. Desde
entdo, numerosas descobertas e avangos no campo tém sido realizados (Arduino,
1980b).

Existem dois tipos de diabetes: o insipidus (‘sem-gosto”) e o mellitus
(“doce”). O primeiro tipo tem como principal caracteristica a excregdo de uma urina
diluida. Nela, o paciente apresenta perda de um grande volume de agua diario,
consequente a secrecdo desregulada do horménio antidiurético (ADH) pela
hipofise. O diabetes mellitus (DM), no entanto é relacionado com a deficiéncia ou
resisténcia a insulina (Arduino, 1980c; NIH, 2010).

O DM consiste em uma doenca metabdlica cronica de natureza ambiental
e/ou genética caracterizada por hiperglicemia e glicosuria, em que o paciente
apresenta deficiéncia relativa ou absoluta de insulina, acompanhada de quadro de
poliuria, polidipsia e polifagia. Existe a discussdo de que ndo seja apenas uma
doenca unica e sim uma sindrome (Arduino, 1980a). De acordo com a Federagao
Internacional do Diabetes, esta doenga afeta hoje cerca de 246 milhdes de

pessoas em todo mundo e estima-se que em 2050 cheguem a 380 milhdes. Os
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principais paises com incidéncia dessa doenca séo india, China e EUA, sendo que
o Brasil figura na 82 posicéo (IDF, 2012). Ha diversos fatores que contribuem para
o0 aumento da prevaléncia do diabetes no mundo, entre eles o aumento da
expectativa de vida mundial, dietas ndo saudaveis, sobrepeso, obesidade e estilo
de vida sedentario (IDF, 2012).

Um individuo é considerado diabético quando a concentragdo de glicose
plasmatica em jejum € maior que 126 mg/dL ou quando a concentragao de glicose
plasmatica 2 h apés a alimentagao for maior que 200 mg/dL (IDF, 2012).

O diabetes mellitus do tipo | (DM1), também conhecido como diabetes
insulino-dependente, juvenil ou imuno-mediado, apresenta heranga poligénica e é
considerado uma doencga autoimune, pois € causado por destruicao das células 3
das ilhotas pancreaticas mediada por linfécitos T (Zollner & Pavin, 1994; IDF,
2012). Dessa forma, a principal estratégia para controle do DM1 € a injecdo de
insulina exégena (IDF, 2012).

1.2.2. O Modelo de camundongos NOD

A linhagem de camundongos NOD (Non-Obese Diabetic) foi originada de
um modelo para estudo de cataratas, sendo posteriormente selecionada por
cruzamentos endogamicos. Esta linhagem se revelou um modelo para o estudo do
DM1, pois os animais apresentam infiltracdo linfomononuclear no pancreas
enddécrino ja nas primeiras semanas de vida. Ha, também, o envolvimento da
imunidade humoral, uma vez que foram constatados nesses camundongos, auto-
anticorpos, como anti-ilhota e anti-insulina, entre outros (Signore et al, 1989).

A linhagem NOD caracteriza-se por apresentar hipoinsulinemia,
hiperglucagonemia (indicando uma destrui¢cao seletiva das células 3 pancreaticas)
e diferenca marcante entre os sexos. Ha uma prevaléncia de 80% nas fémeas
para o desenvolvimento da doenga contra menos de 20% nos machos. O aumento

da glicemia ocorre abruptamente, préximo da 30? semana de vida do animal
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(Makino et al, 1980; The Jacksons Laboratory, 2010). Contudo, a diminui¢do dos
niveis de insulina pode iniciar-se ja na 122 semana de vida (The Jacksons
Laboratory, 2010).

1.2.3. O modelo de cultura de células HepG2

As células HepG2 sdo originadas de um hepatocarcinoma humano
proveniente de um adolescente de 15 anos. Essas células séo hiperdiploides (n =
50-60 cromossomos) pela adigdo dos cromossomos 2, 14, 17, 20 entre outros
fragmentos cromossomais (Chandrasekaran et al, 2010; lyer et al, 2010; Pang et
al, 2011). Somado a isso, essas células apresentam um aumento nas taxas de
divisbes celulares conforme a composi¢cao do meio de cultura: em meio DMEM
com 25 mM de glicose o periodo de divisédo € de 19 £ 0,8 h, enquanto a 11 mM é
30,7 £ 0,5, mostrando uma resposta proliferativa glicose-dependente (Domenis et
al, 2012)

Sabe-se que células tumorais apresentam uma utilizagdo de glicose
diferenciada de células normais, uma vez que exibem fermentacdo da glicose
mesmo com quantidades suficientes de oxigénio. Isso € denominado efeito
Warburg, o qual se caracteriza pela secregcédo de lactato por glicélise aerdbica ao
invés da degradacdo da glicose em gas carbbénico pela fosforilagdo oxidativa
(Heiden et al, 2009). Isso ocorre principalmente porque a formacédo em lactato,
devido ao excesso de glicose, permite uma incorporagdo mais rapida de carbono
na biomassa celular, e uma vez que para a maioria das células proliferativas a
disponibilizagdo de nutrientes ndo se mostra como um fator limitante, ndo ha
pressao seletiva para a producao de mais ATP (Heiden et al, 2009). No entanto,
apesar das células HepG2 apresentarem caracteristicas tumorais, elas também
sao responsiva a insulina, a estimulos inflamatérios e a tratamentos com maiores
concentragbes de glicose, sendo utilizadas até para estudar os efeitos da
hiperglicemia sobre o metabolismo de hepatécitos em situagdes de simulacédo de

diabetes mellitus do tipo 2, mostrando-se assim, um modelo interessante de
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estudo (Roth et al, 2001; Pivovarova et al, 2009; lyer et al, 2010; Samanez et al,
2012).

1.2.4. Diabetes e a cromatina de hepatécitos

Apesar de o pancreas ser o 6rgao de inicio do diabetes mellitus, o figado
tem um papel central no metabolismo geral do organismo e € um dos principais
responsaveis pelo processamento da glicose. No figado a insulina atua
principalmente na regulagcdo da degradacdo do glicogénio (glicogendlise),
antagonizando as fosforilases responsaveis por essa reagdo, bem como a agao
dos hormdnios promotores da gliconeogénese. Dessa forma, a insulina exerce um
efeito hipoglicemiante, aumentando a utilizagao periférica da glicose e diminuindo
seu acumulo no figado (Milech, 1980). Em um quadro de diabetes onde haja falta
da acao da insulina, as fosforilases responsaveis pela degradacao do glicogénio
sdo estimuladas e elevam a glicemia (Milech, 1980).

A hiperglicemia severa instalada em camundongos NOD provoca um
aumento na ploidia dos hepatocitos e diminuicdo na compactacdo da sua
cromatina (Mello et al, 2009; Ghiraldini et al, 2012). A poliploidia, em especial, tem
sido considerada como uma ferramenta evolutiva eficaz na adaptacado celular,
metabdlica, entre outros, atuando como mecanismo protetor contra apoptose, e a
danos no DNA induzidos por estresses oxidativos (Anatskaya & Vinogradov,
2007). O maior conteudo de DNA, neste caso, poderia vir a alterar o perfil de
expressao de genes de interesse e prolongar a sobrevivéncia celular mesmo em
condigbes desfavoraveis (Gorla et al, 2001). Observou-se também em
camundongos NOD hiperglicémicos, uma diminuicdo na produgédo de RNA, o que
sugeriria diminuigdo na transcricdo e na produgdo de proteinas neste material
(Mello et al, 2009). Os dados de poliploidia, bem como de supraorganizagao
cromatinica estimada por analise de imagem, obtidos para animais diabéticos
mostravam um padrdo semelhante, embora ndo idéntico, ao reportado para
camundongos idosos (Moraes et al, 2007; Mello et al, 2009; Ghiraldini et al, 2012).
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Essas evidéncias indicam que o diabetes mellitus poderia apresentar um fendtipo
envelhecido precocemente.

A suspeita de um envelhecimento precoce se acentua quando € observado
que a mesma sinalizacdo promovida pelo IGF-1/insulina potencializa o
crescimento e o desenvolvimento do individuo no inicio da vida, acelerando o
processo de envelhecimento ao final desta. Estudos com camundongos dwarf
mostraram que uma vez inibida essa sinalizacdo, os animais apresentavam um
aumento do tempo de vida de 20-70% (Salminen & Kaarmiranta, 2010) e
semelhancas fisioldgicas a animais sob restricdo caldrica (Cohen et al, 2004). Este
fato poderia estar associado as mudangas na estrutura da cromatina de animais
diabéticos e na expressao de genes chaves no metabolismo celular. Igfbp1, por
exemplo, codifica a proteina IGF binding factor 1 e é regulado negativamente tanto
de forma direta pela agdo de Sirt1 como indireta, via FoxO1 (Lemieux et al, 2005;
Li et al, 2008). FoxO1 é um fator de transcricdo deacetilado por Sirt1, que atua
como redutor da insensibilidade a insulina e como coativador de PGC1-a no figado
(Van der Vos & Coffer, 2008). Apoe, por sua vez, codifica a proteina Apoliproteina
E, a qual participa do metabolismo de lipideos. Sua auséncia em camundongos
knockout aumentaria a susceptibilidade para o desenvolvimento do diabetes (Li et
al, 2011).

1.3. O envelhecimento

O envelhecimento da populacdo mundial tem sido alvo de constantes
debates tanto nas esferas governamentais, quanto académicas. Estima-se que
atualmente a porcentagem de pessoas acima de 65 anos corresponda a 7,8%
contra 26,5% de criangas na faixa de 0-14 anos. Estima-se também que em 2050
a porcentagem de individuos idosos se eleve para 16,7%, um aumento de 214%
(US Census Bureau, 2010). As estatisticas brasileiras revelam a mesma tendéncia
mundial com uma velocidade ainda maior: a faixa da populacao idosa saltara de
9,98% para 29,75% em 2050, representando um aumento de 298% (IBGE, 2010).
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O aumento na expectativa de vida de 70,43 para 81,29 anos (IBGE, 2010),
ocasionado pela queda combinada das taxas de fecundidade e mortalidade esta
se refletindo em politicas publicas de saude para a terceira idade. Na academia,
iniumeros sao os trabalhos que visam tanto entender o processo e implicagdes do

envelhecimento quanto mecanismos para retarda-lo.

1.3.1. Cromatina e envelhecimento

O processo de envelhecimento celular é resultado de varios fatores tanto
intrinsecos, como diminuicdo telomérica e acao de moduladores epigenéticos,
quanto extrinsecos, como formacgao de espécies reativas de oxigénio (ROS), agao
de fatores mutagénicos e sinais endocrinos (Shin et al, 2010). Isso leva a
alteragdes na cromatina, modificando sua estrutura e organizagdo o que,
consequentemente, afetara a expressao diferencial de genes.

Em células somaticas os fatores epigenéticos sdo fundamentais para a
remodelagdo da cromatina. Durante o envelhecimento observa-se desde a perda
da heterocromatina perinuclear, a formacdo de SAHFs (senescence-altered
heterochromatin foci), ao aumento de H4K20me3 e a diminuicédo de Sirt1 (Sarg et
al, 2002; Mehta et al, 2007; Nakamura et al, 2010; Shin et al, 2010). Ocorre
também uma perda global da metilagdo de DNA, por diminuicdo da acdo de
Dnmt1. Contudo ha um aumento na metilagdo regional de DNA em porgdes
promotoras de genes, por agdo de Dnmt3b (Sedivy et al, 2008; Shin et al, 2010).
De fato, em fibroblastos humanos senescentes foi observado aumento na area
nuclear e nucleolar além de mudancas na posicdo dos Ccromossomos:
Cromossomos ricos em genes, que em individuos jovens posicionavam-se no
centro nuclear, passam a ter uma posicao periférica (Mehta et al, 2007).

Em hepatécitos de camundongo nosso grupo de trabalho confirmou os
achados de que a area nuclear e o conteudo de DNA aumentam com o
envelhecimento (Moraes et al, 2007), fenbmeno natural consequente do processo

de poliploidizagdo que ocorre neste 6rgao. De fato, 80-90% dos hepatécitos de
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ratos e camundongos idosos apresentam poliploidia em comparagao a apenas 30-
40% em humanos (Celton-Mourizur et al, 2010). Foi também observado que
apesar da poliploidizagao levar ao aumento de cépias do gene 45S, essas nao se

encontram ativas, pois se destacavam da matriz nuclear com o envelhecimento

(Moraes et al, 2010).
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2. Objetivos

Embora algum conhecimento sobre a remodelagdo cromatinica em
hepatocitos sob o efeito da hiperglicemia e do envelhecimento ja tenha sido
levantado, conforme relatos mencionados no capitulo anterior, ha muitos pontos
ainda nao esclarecidos sobre esse assunto. O presente trabalho teve, portanto, os

seguintes objetivos:

1- Investigar em maior profundidade a poliploidizacdo e a remodelagao
cromatinica em camundongos em condigdes de hiperglicemia e envelhecimento,
usando-se métodos de analise de imagem e ensaio por nuclease micrococica
(MNase).

2— Avaliar comparativamente a abundancia e a atividade da proteina Sirt1, assim
como a disponibilidade de NAD®, relacionando-as com a abundancia de

modificagdes nas suas histonas-alvo e de PGC-1a.

3- Determinar a abundancia de Sirt6 e de Sirt7, relacionando-a com uma possivel
ocorréncia de danos no DNA e alteragcbes morfologicas no nucléolo,
respectivamente, levando-se em conta os dados de disponibilidade de NAD”*
obtidos.

4- Avaliar e comparar a expressao génica diferencial em hepatdcitos nas

condigcdes propostas.

5- Avaliar a expressdo génica e as marcagdes epigenéticas dos genes Apoe,
Igfbp1 e Foxo1 em modelo de cultura celular obtida de hepatocarcinoma (células
HepG2) simulando hiperglicemia, apds retorno a normoglicemia e com inibigao de
sirtuinas por nicotinamida, relacionando os achados com o fendtipo nuclear

nessas células.
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3. Materiais e Métodos

3.1. Hepatécitos de camundongo
3.1.1. Animais

Camundongos fémeas das linhagens NOD e Balb/c obtidos do
Cemib/UNICAMP foram mantidos em biotério climatizado recebendo racao
extrusada (Nuvital®) e agua ad libitum durante todo o periodo do experimento.
Para os experimentos de expressdo génica, camundongos das linhagens NOD e
Balb/c, foram mantidos no biotério Biomedical Research Facilities do Edinburgh
Cancer Research Center (ECRC, UK) também recebendo ragao e agua ad libitum.
Neste caso, a colonia de camundongos Balb/c ja estava estabelecida, sendo que
os animais NOD haviam sido importados do Instituto Charles Rivers (Italia).

Todos os camundongos NOD tiveram a glicemia monitorada pelo aparelho
Accu Chek Performa (Roche Diagnostica® Indianapolis, USA) em dia e horario pré-
determinados para acompanhamento da evolucdo do quadro do diabetes. Para
verificagdo de infiltragdo linfocitaria, foram preparadas laminas histolégicas de
pancreas de alguns animais NOD diabéticos.

Compuseram o grupo 1 (adulto-jovens) cinco animais de ambas as
linhagens com oito semanas de vida com o objetivo de se obter animais adulto-
jovens normoglicémicos. O grupo 2 (diabetes moderado) foi constituido de cinco
animais com glicemia oscilando entre 200-400 mg/dL por no minimo trés
semanas, com idades oscilando entre 18 e 38 semanas. Neste grupo, além do
controle composto por camundongos Balb/c de mesma idade, foram incluidos
animais NOD de mesma idade e ndo diabéticos (glicemia <190 mg/dL). Dessa
forma, dispusemos de um controle intra-linhagem para melhor comparagéo de
dados entre NODs diabéticos e Balb/c normoglicémicos. Para o grupo 3 (diabetes
severo) foram utilizados cinco camundongos NODs com glicemia superior a 500

mg/dL por trés semanas consecutivas. A idade desses animais oscilou entre 18 e
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28 semanas. Controles de Balb/c e NODs n&o diabéticos de mesma idade foram
incluidos. O grupo 4 foi composto por animais Balb/c envelhecidos de 56
semanas.

Para os experimentos de expressdo génica, compuseram o grupo 1
(adultos-jovens) trés animais Balb/c com nove semanas de vida. O grupo 2
(diabetes severo) constituiu-se de dois animais com glicemia <5600 mg/dL por no
minimo trés semanas, sendo a idade desses animais de 16 semanas com a
adicdo de uma replicata técnica para a obtengdo de um “n” experimental de trés.
Neste grupo, foram incluidos animais NOD normoglicémicos de mesma idade
(glicemia <110 mg/dL) como controle. Camundongos Balb/c de 47 semanas
constituiram o grupo 3.

Os animais foram mortos por deslocamento cervical e imediatamente apos,
o figado foi retirado e lavado em PBS a 4°C.

Os protocolos referentes ao uso e cuidados com os animais mantidos na
Unicamp foram aprovados pelo Comité de Etica em Experimentacdo Animal da
Instituicdo e se acham de acordo com as diretivas do Conselho Canadense de
Cuidados aos Animais (Protocolo n°® 1608-1). Os protocolos referentes ao uso e
cuidados com os animais no biotério do ECRC foram realizados sob a licenga PPL
60/3785 fornecida ao Dr. Dirk-Jan Kleinjan.

3.1.2. Fixagao e Citoquimica
Para analise dos fendtipos nucleares, decalques de figado de
camundongos foram fixados e corados com a reagdo de Feulgen conforme

descrigao no artigo cientifico 1 (Anexo ).

3.1.3. Analise de imagens por sistema video
Nucleos de hepatécitos corados pela reacdo de Feulgen tiveram seus
parédmetros texturais e geométricos estabelecidos em analisador de imagem

conforme descrito no artigo cientifico 1 (Anexo ).
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3.1.4. Preparacgao dos figados para ensaios moleculares
3.1.4.1. Isolamento de nucleos de hepatdcitos

Figados previamente picados foram homogeneizados manualmente em
homogeneizador Braun (Alemanha) em tampao TKM (50 mM Tris HCI, pH 7,5; 25
mM KCI; 5 mM MgCl,) gelado suplementado com 0,25 M sacarose, 2 mM DTT, 10
mM butirato de s6dio, 1 mM PMSF e 1 mM de aprotinina (tamp&o A) (Matunis,
2006). Posteriormente foi preparado gradiente com tampdo TKM com 2,3 M de
sacarose contendo os mesmos inibidores de proteases supracitados (tampao B) e
as amostras entdo ultracentrifugadas (Beckman®, Brea, USA) a 105.000 g por 30
min. Os nucleos, posicionados na por¢ao inferior dos tubos foram ressuspendidos
em tampao A, contendo 2% de Triton X-100, e centrifugados novamente a 800 g
por 5 min para eliminagao de residuos de reticulo endoplasmatico (Blobel & Potter,
1966). O sobrenadante era descartado e o material era novamente ressuspendido
em tampédo A, contendo 30% de glicerol para manutengdo da integridade dos
nucleos (Blobel & Potter, 1966). Todo o procedimento foi realizado a 4°C. A

amostra era guardada a -20°C para posterior analise (Blobel & Potter, 1966).

3.1.4.2. Quantificagdo das amostras

Para a quantificacdo de DNA, aliquotas de cada amostra foram diluidas em
agua deionizada. A absorbancia foi lida em espectrofotdbmetro com luz UV (Diode
Array Spectrophotometer, HP®, USA), utilizando-se cubeta de quartzo e A = 260
nm. Para a quantificacdo de proteinas, aliquotas das amostras foram diluidas em
corante de Bradford (Bradford, 1976) e analisadas em espectrofotdmetro de luz
visivel (Quimis®) em A = 590 nm. Utilizando-se os valores de absorbancia obtidos
apos tratamento com o corante de Bradford, foi realizada uma nova quantificacao
em gel SDS-PAGE 10% corado com Comassie Blue-R. Este foi escaneado e a
quantidade de proteina foi determinada com o software ImageJ®.
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3.1.5. Teste da nuclease microcécica

Para a avaliacdo de graus de acessibilidade da cromatina, os nucleos
isolados foram submetidos a digestdo com nuclease microcdcica. A reagao, assim
como a extracado de DNA e analise de seus produtos em gel de agarose acham-se

descritos no artigo cientifico 1 (Anexo I).

3.1.6. Analise das proteinas modificadoras de cromatina, das histonas
modificadas e do fator de transcricao PGC-1a.
3.1.6.1. Anticorpos

Os anticorpos primarios utilizados para as analises por Western Blotting
e/ou imunofluorescéncia foram: anti-Sirt1 (Santa Cruz®, Santa Cruz, USA), anti-
PGC-1a (Millipore®, Billerica, USA), anti-Sirt6 (Abcam® Cambridge, UK), anti-Sirt7
(Abcam®), anti-acetyl-histone H3 (Ac-Lys®) (Abcam®, Cambridge, UK), anti-acetyl-
histone H4 (Ac-Lys'®) (Abcam®), anti-acetyl-histone H1.4 (Ac-Lys®®) (Sigma® Saint
Louis, USA), anti-acetyl-histone H3 (Ac-Lys') (Millipore®). Como controle de
carga, foi utilizado o anticorpo anti-histone H4 (Millipore®) para controle dos
anticorpos para modificagdes na histona H3 e o anticorpo anti-histone H3
(Millipore®) para controle dos anticorpos para modificacdes na histona H4 e para
Sirt1, Sirt6, Sirt7 e PGC-1a. Os anticorpos secundarios utilizados foram: anti-lgG
mouse e anti-IgG rabbit com fluorocromos Texas Red e fluoresceina (Millipore®),
para imunofluorescéncia, e anti-lgG mouse, anti-IgG goat e anti-IgG rabbit

(Millipore®) com peroxidase para Western Blotting.

3.1.6.2. Imunofluorescéncia

Para avaliacdo da localizagdo nuclear das proteinas Sirt1 e PGC-1a e das
modificagcdes de histonas H3K9Ac e H4K16Ac por imunofluorescéncia, laminas
com decalques de figado foram fixadas por 10 min em paraformaldeido a 4% em
PBS. Apos lavagem em PBS, permeabilizacdo com Triton X-100 (Merck®,
Darmstadt, Germany) 0,2% por 10 min e bloqueio com soro fetal bovino a 5% por

30 min, as laminas foram incubadas overnight com os anticorpos primarios a 4°C.

25



Apos lavagem em PBS, os preparados foram incubados com os anticorpos
secundarios por 2 h (25°C) e em seguida novamente lavados, contracorados com
DAPI e montados em Vectashield. As imagens foram captadas em camera digital

Axiocam em fotomicroscopio Zeiss Axiophot Il (Oberkochen, Germany).

3.1.6.3. Western Blotting

Com o intuito de se analisar a abundancia relativa das proteinas de
interesse foram obtidos Western Blots. Para tal, os nucleos foram ressuspendidos
em tampao de amostra (Tris-HCI 0,06M pH 6,8; 2% SDS, 10% glicerol, 5% B-
mercaptoetanol, 0,025% azul de bromofenol), fervidos por 5 min e submetidos a
eletroforese vertical em SDS-PAGE a 36 mA seguido por transferéncia para
membrana de nitrocelulose (Applied Biosystem®, Foster City, USA). Para a analise
das proteinas PGC-1q, Sirt1, Sirté e Sirt7, foram utilizados géis de poliacrilamida a
10% e a transferéncia ocorreu por 60 min a 250 mA a 4°C. Para a analise de
histonas modificadas foi utilizado gel a 17% e a transferéncia ocorreu por 90 min a
250 mA a 4°C. As membranas foram, entdo, bloqueadas por 2 h com leite em pé
desnatado (Molico®) diluido em tamp&o TBST (Tris-HCI 0,01M pH 8, 0,15 M NaCl,
1% Triton X-100). As membranas foram incubadas overnight com os anticorpos
primarios em tampao de bloqueio, lavadas e novamente incubadas com os
anticorpos secundarios, também em tampao de bloqueio, por 2 h a 25°C. A
revelacdo por quimioluminescéncia foi realizada como o kit “ECL Detection
Reagents” (Amersham®, Pittsburgh, USA), de acordo com protocolo do fabricante.
Posteriormente as membranas foram reveladas com filme fotografico Amersham
Hyperfilm ECL (Amersham®) com reveladores e fixadores Kodak® (Kodak®,
Rochester, USA) (Kurien & Scofield, 2006). A analise dos resultados obtidos foi
efetuada usando-se software ImageJ®.

3.1.7. Analise da atividade enzimatica de Sirt1
A atividade enzimatica da deacetilase Sirt1 foi avaliada utilizando-se o kit

“Sirt1 assay kit” (Sigma®) seguindo o protocolo do fabricante, com algumas
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modificagdes. Para tal, os nucleos isolados de hepatdcitos foram pipetados em
placa preta de 96 concavidades respeitando-se a padronizagao por concentracao
de proteina previamente estabelecida pelo ensaio de Bradford. Os ensaios foram
realizados em duplicata para cada amostra. Foram também adicionados controles
em cada placa. Apds a adigdo dos reagentes, a placa foi incubada a 37°C por 30
min e posteriormente, apods adigdo do revelador, seguiu-se nova incubagéao a 37°C
por 10 min. A placa entao era lida em fluorimetro de microplaca Fusion (Packard®,
Meridien, USA).

Neste experimento e nos seguintes, ndo foi incluido o grupo de diabetes
moderado, uma vez que as amostras desses animais ndo apresentaram diferencga
significativa em relagdo a seus controles na abundancia dessa proteina durante os

ensaios de Western Blotting.

3.1.8. Medidas da razao NAD*/NADH

Para a avaliacdo da abundancia de NAD", foi utilizado o kit NAD*/NADH
Assay Kit (Abcam®, Cambridge, UK), seguindo-se o protocolo do fabricante. Em
resumo, pequenos fragmentos de figados armazenados a -80°C foram pesados
para iniciar o processamento do material para o ensaio. Estes fragmentos, entéo,
foram lavados e homogenizados em tampao de extragcdo fornecido no kit. O
material foi dividido em duas partes para realizar a detecgdo de NAD total (NADH
e NAD") e NADH. Para a avaliagdo de NADH, as amostras foram deixadas em
banho-maria a 60° C por 30 min. Posteriormente, os preparados, em duplicata,
foram distribuidos em placas de 96 cavidades e a eles foram adicionados dois
componentes do kit: NAD cycling buffer e NAD cycling enzime mix. As amostras
foram incubadas por 5 min e, entdo, foi adicionado revelador NADH em todos os
pocos. Apods 3 h da adigao do revelador, foi efetuada medida em leitor de ELISA
com excitagdo a 450 nm (VersaMax™, Sunnyvale, USA). A razdo NAD*/NADH foi
calculada com a seguinte formula: [NADt-NADH]/NADH.
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3.1.9. Teste do Cometa

Para a avaliacdo de possivel fragmentacdo de DNA pela hiperglicemia,
figados frescos foram homogeneizados em tampéao de Hanks (0,137 M NaCl, 5.4
mM KCI, 0.25 mM Nay;HPOy4, 0,44 mM KH3;POy4, 1,3 mM CaCl,, 1 mM MgSOy, 4.2
mM NaHCO3) e filtrados em gaze dupla. Parte do homogeneizado foi incubado
com peroxido de hidrogénio (33 mM) por 30 min a 4°C, como controle positivo,
uma vez que este causa danos oxidativos semelhantes aos provocados por
espécies reativas de oxigénio (Wijeratne et al, 2005).

As amostras foram entdo diluidas em agarose de baixo ponto de fuséo e
pipetadas sobre |&dminas pré-cobertas com agarose a seguir deixadas em
geladeira por 10 min para solidificagdo da agarose e incubadas em tampao de lise
(NaCl 2.5M; EDTA 100 mM; Tris 1 mM; DMSO 10% e Triton X-100 1%; pH 10
ajustado com NaOH) por 24 h a 4° C.

As amostras foram lavadas em PBS gelado e deixadas em tamp&o de
eletroforese a 4°C (300 mM NaOH; 1 mM EDTA, pH 13) por 30 min e
posteriormente submetidas a eletroforese horizontal por 20 min a 25V, 300 mA,
seguida por trés banhos de 5 min em solu¢do de neutralizagéao (0,4M Tris, pH 7,5)
e fixadas em etanol absoluto.

Para analise, as ladminas foram coradas com brometo de etidio (0,02
mg/mL) e observadas em microscépio de fluorescéncia com filtro de A = 560 nm.
Os nucleoides foram classificados visualmente em cinco categorias (niveis 0—4)
com base na extensdo da cauda (“‘cometa”), de modo que nucleoides sem cauda
foram classificados como de nivel 0, enquanto nucleoides com cauda longa e
difusa e cabeca de tamanho reduzido foram classificados como de nivel 4. Os
nucleoides que apresentaram caracteristicas de formacao de cauda intermediarias
foram classificados como de classes 1, 2 ou 3 (Jaloszynski et al, 1997, Ghiraldini &
Mello, 2010). Para cada condicdo experimental foram contados 500 nucleoides
para um total de cinco animais.

Para o célculo do indice de Dano ao DNA foi utilizada a férmula de
Jaloszynski et al (1997):
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Dano = (1 x N1 + 2 x N2 + 3 x N3 + 4 x N4)/(total de células analisadas/100), na
qual N1-N4 representam o numero de nucleoides de classes de dano 1 a 4
(Ghiraldini & Mello, 2010).

3.1.10. Técnica de AgNOR

Decalques de figado fixados em etanol/acido acético glacial (3:1 v/v) foram
permeabilizados em solugao de glicerol 4 M e 1% Triton X-100 por 20 min a 37° C,
e a seqguir tratados com solugdo contendo duas partes de solugdo aquosa de
nitrato de prata 50% e uma parte de gelatina a 2% e solugdo aquosa de acido
férmico a 1% por 10 min a 37°C (Mello et al, 2008).

Esta técnica promove a coloragao especifica de proteinas nucleolares que
se encontravam ativas no momento de fixacdo das células, como a nucleolina,
entre outras, necessarias para transcricdo e processamento inicial do rDNA.

Para avaliacdo das areas que apresentavam resposta AgNOR positivas,
foram obtidas imagens em microespectofotdmetro de varredura automatica Zeiss
(Oberkochen, Alemanha) com interface a microcomputador com hardware e
software adequados. As condi¢gdes operacionais foram: movimento de varredura
predominantemente monodirecional; objetiva Planapo 63/0,90; optovar 1,6,
diafragma de medida com diametro 0,2 mm; ldmpada de halogénio 100 W/12V;
fonte de luz estabilizada; modulador de luz compativel; A = 555 nm, obtido com
régua monocromadora Schott; fotomultiplicador R-928; microcomputador Pentium
[ll. Pontos individuais de medida com absorbancia <0,020 foram considerados
background e removidos da imagem nuclear. O valor de cutoff point de 0,200 foi
escolhido apés teste preliminar para avaliagdo das areas AgNOR positivas. Os
seguintes parametros foram avaliados:

1. Sy, rea nuclear absorvente em pm?

2. S, area em pm? com valores de absorbancia acima do cutoff point
escolhido.

3. Sc%, area da imagem AgNOR+ em relacao a area nuclear total.
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Foram medidos 75 nucleos para um total de trés animais diferentes para
cada condig&o experimental.

3.1.11. Extracao de RNA de hepatécitos de camundongos para ensaios de
expressao génica

Para analise de expressao génica foi isolado o RNA total. Para tal, figados
de camundongos, congelados em nitrogénio liquido, foram triturados em recipiente
estéril e resfriados em gelo seco. O material foi pesado e 0,5 g utilizados para
realizar a extragdo de RNA seguindo o protocolo do fabricante do Tri-Reagent
(Sigma®) com algumas modificacbes: apds a primeira separagdao da amostra foi
realizada nova separagdo com o mesmo volume de Tri-Reagent. A etapa extra foi
necessaria uma vez que a fase aquosa ainda apresentava-se turva. Apds a
extragdo, 100 pL da amostra foram purificadas utilizando-se RNeasy Mini Kit
(Qiagen®, Hilden, Alemanha) adicionando-se & amostra 350 L de tampdo RLT
(componente do kit) e 250 yL de etanol 100%. A mistura foi colocada em uma
coluna do kit e centrifugada a 10.000 rpm por 15 s. Posteriormente, a amostra foi
submetida a tratamento com DNase Turbo (Ambion®, Austin, USA) em tampao
RDD (componente do kit RNase-Free DNase Set, Qiagen®) por 15 min, com a
finalidade de extracdo de qualquer DNA gendmico remanescente. Realizou-se
entdo a quantificagdo em aparelho NanoDrop-100 (Thermo Scientific®, Waltham,
USA). Para a avaliagédo da qualidade do RNA extraido, uma aliquota das amostras
em tampdo de amostra (0,05% azul de bromofenol, 4 mM EDTA, 2,64%
formaldeido, 20% glicerol, 0,3% formamida) foi submetida a eletroforese em gel de
agarose especifico para RNA (20 MM MOPS, 5 mM acetato de sdédio, 1 mM
EDTA, 0.66% formaldeido, pH 7,0) por 1 h a 60V e posteriormente analisado em
transiluminador ultravioleta (UVP Biolmaging Systems®, Upland, USA).

ApoOs avaliagdo preliminar da qualidade do RNA extraido, as amostras
destinadas a analise em micro-arranjo de expressao foram novamente analisadas

em aparelho Agilent 2100 BioAnalyser (Agilent®, Santa Clara, USA) para a
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obtencao de um valor “RIN” (RNA Integrity Number), indicativo da integridade do

RNA extraido para posterior processamento.

3.1.12. Microarray de expressao

A transcricdo reversa para producdo de cDNA, sua amplificacédo e
marcagao por sonda com biotina foi realizada utilizando-se o kit lllumina TotalPrep
RNA amplification Kit (Ambion®) de acordo com o protocolo do fabricante. As
amostras foram armazenadas a -80 °C até andlise.

O ensaio de expressdo génica por microarray foi realizado utilizando-se
micro-arranjos Mouse WG — 6v2 (lllumina®, San Diego, USA) na Clinical Research
Facility do Western General Hospital em Edinburgh (UK). A fim de se checar a
qualidade do resultado final, foi analisado um total de sete controles incluidos no
micro-arranjo de expressdo, 0s quais cobriram todos os aspectos da técnica,
desde replicatas biologicas, marcagdo com biotina, hibridizagdo, até geracdo de
sinal. Foram realizadas analises de expressao diferencial comparativa entre os
grupos adultos-jovens versus idosos e normoglicémicos versus hiperglicémicos.
Os dados foram normalizados e o background removido utilizando-se software
GenomeStudio (lllumina®).

A analise estatistica LIMMA da express&o génica diferencial foi realizada
com o software R (Bioconductor, Seattle, USA) e a analise posterior desses genes
com expressao significativamente diferente (Fold Change > 1,6; P<0s5) foi
realizada usando-se o software IPA® (Ingenuity Systems, Redwood City, USA).

Os resultados gerados pelo microarranjo de expressao foram parcialmente
validados pelos resultados de qPCR para os genes Foxo1, ApoE e Igfbp1 das

mesmas amostras de RNA de hepatdcitos de camundongo.

3.1.13. Primers para analise de expressao génica e imunoprecipitagao
cromatinica (ChlIP) dos genes ApoE, Igfbp1 e Foxo1.
Para os ensaios destinados a medir a expressado diferencial dos genes

Apoe, Igfbp1 e Foxo1, os primers foram desenhados no espago entre exons. Para
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analisar a presenga de marcadores epigenéticos como H3K9Ac e H3K9me2 nos
genes mencionados, foram desenhados primers nas regides promotoras, levando-
se em consideracdo o local de ligacdo de fatores de transcricdo a regido
promotora e as modificagdes de histonas ali presentes (ENCODE Project, UCSC).
Para marcagao de 5-metil-citosina foi desenhado primer para o gene rDNA 45S,

na regido correspondente ao 18S (Tabela 2).

Tabela 2 — Primers para analise de expressdo génica e ChlP em hepatdcitos de
camundongo.

Ensaio Gene Primer Forward Primer Reverse

Expres- ApoE
AACCGCTTCTGGGATTACCT TTCCGTCATAGTGTCCTCCA

sao
Igfbp1
AGCCCAGAGATGACAGAGGA  GTTGGGCTGCAGCTAATCTC
Foxo1
GCTGGGTGTCAGGCTAAGAG  TTGCCAAGTCTGAGGAAAGG
B-Actin

CTAAGGCCAACCGTGAAAAG CCATCACAATGCCTGTGGTA

ChIP ApoE
GTTCTCAGTGCCCCAGTACC TGTTCTCTCCCCCTTCACAG

Igfbp1
gtbp TAGCTCCTGTCCCAGTCCAT GCTAGGACCCCAGTGTTCAA
Foxo1

ACCGGTCCTCAGGAAAAAGT  ATCCTGAACCCCAGAGAGGT
rDNA

CGAAAGCATTTGCCAAGAAT AGTCGGCATCGTTTATGGTC
45S (18S)

3.1.14. Preparacao de amostras de hepatécitos de camundongo para
avaliagcao da expressao génica por qPCR

cDNA das amostras de RNA foi preparado usando-se Superscriptll
transcriptase reversa (Invitrogen® Carlsbad, USA) de acordo com o protocolo do
fabricante. Em resumo, 2 pg de RNA foram adicionados a 1 pyL de primers
randémicos (hexametros) em 10 yL de agua deionizada. A mistura foi aquecida
por 10 min a 70° C e a ela foram adicionados 4 uL de 5X 1st strand buffer, 2 uL de
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0,1M DTT, 1 yL de 10mM dNTP e entdo deixados a 25°C por 10 min e a 42°C por
2 min para equilibrio dos primers.

Apos este procedimento foi adicionado 1 uL de SuperScriptll e a amostra
deixada a 42°C por 50 min para transcrigao, seguido de incubagao a 70°C por 15
min para inativacdo da enzima. A amostra foi novamente quantificada em
NanoDrop-100® (ThermoScientific, Wilmington, USA) e armazenada & -20°C para

a reacao de gPCR.

3.1.15. Native-ChIP em hepatécitos de camundongo

Para o ensaio de ChIP, nucleos de hepatdcitos frescos foram
ressuspendidos em tampao NB-R (85 mM KCI, 5,5% sacarose, 10 mM Tris pH 7,6,
1,5 mM CacCl,, 3 mM de MgCl,, 250 yM PMSF).

Para o estabelecimento da concentragdo de nucleos, 5 yL da amostra
foram diluidos em 495 yL de tampao de sonicagdo (5 M uréia, 2 M NaCl) e a
absorbancia foi medida em espectrofotdmetro de luz UV Ultrospec® (Amersham®,
Piscataway, USA). As amostras foram igualadas a uma concentragao de 10x A260
nm (1 A260 nm = 50 pg/mL). Os nucleos foram, entdo, submetidos a digestdo com
MNase a 2, 5, 10, 20, 40 e 80 U por mL por 10 min para determinar a melhor
concentragédo de enzima para o ensaio de ChlP (Figura 3).

A digestao foi interrompida pela adicdo de 15 mM de EDTA. As amostras
foram centrifugadas a 5000 rpm por 30 s para a coleta do sobrenadante 1 (SN1) e
incubadas overnight a 4°C em tampao TEEPN com 5 mM de NaCl (10 mM Tris pH
7,5; 0,5 mM EDTA; 0,5 mM EGTA; 250 uM PMSF e 0,05% NP40) e novamente
centrifugadas por 13000 rpm por 5 min para coleta do sobrenadante 2 (SN2). A
concentracdo de MNase escolhida para os ensaios em hepatdcitos de
camundongos (60 U/ mL de amostra) foi determinada baseando-se no perfil dos
fragmentos de DNA obtidos em SN1 e SN2 por corrida em gel de agarose a 1%
em tampao TBE (45 mM Tris-Borato, 1 mM EDTA) (Figura 4).
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Figura 3 — Padronizagao da digestdo por MNase. Gel de agarose a 1% em
tampéo Tris-Borato (TBE). pb, pares de base; Padrdao 100 pb (New England

Biolabs®).

Figura 4 - Perfil de fragmentos de DNA em SN1 e SN2 obtidos apds digestdo com
MNase (60U/mL, 10 min) em gel de agarose a 1%.

As concentragdes de SN1 e SN2 para cada amostra foram medidas em
tampao de sonicacdo, e entdo 2,5 uyg de DNA de cada sobrenadante foram
coletados e aliquotados em novo tubo com 1 mL de tampao TEEPN (50 mM de
NaCl). Para cada anticorpo foram preparados, um controle negativo (IgG) e um

controle input, em aliquotas diferentes.
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Para a imunoprecipitacdo de cromatina foram usados como carreadores
beads magnéticos (Invitrogen®), limpos por trés banhos de tampao TEEPN com 50
mM NaCl, sendo ressuspendidos e aliquotados neste mesmo tampdo para
ligacdo ao anticorpo. Os anticorpos utilizados foram anti-H3K9Ac (acetilada)
(Millipore®), anti-H3K9me2 (dimetilada) (Millipore®) e anti-5-metil-citosina
(Abcam®). Como controles negativos foram utilizados 1gG anti-rabbit e 1gG anti-
mouse (Santa Cruz®). A ligagdo dos anticorpos aos beads magnéticos ocorreu em
tampdo TEEPN com 50 mM NaCl overnight a 4°C, com agitagdo constante. Os
beads ligados aos anticorpos foram adicionados nas aliquotas com cromatina e as
amostras foram incubadas novamente a 4°C overnight com agitagéo constante.

Apoés incubacgao, as amostras foram centrifugadas a 3000 rpm por 1 min e
ressuspendidas em tampdo TEEPN com 140 mM de NaCl, para nova
centrifugagcédo a 1500 rpm por 3 min. O precipitado foi ressuspendido em tampao
TEEPN com 200 mM de NaCl e incubado por 15 min a 4°C com agitagdo
constante, com a finalidade de aumentar a estringéncia, gerando um produto mais
purificado. Apds centrifugagdo, o precipitado foi ressuspendido em tampao de
eluicdo (TEEP com 50 mM NaCl; 1% SDS) e mantido sob agitagdo constante por
30 min. As amostras foram centrifugadas a 3000 rpm por 2 min e o sobrenadante
transferido para um novo tubo para realizagcédo da extracdo de DNA.

O DNA das amostras foi extraido por dois ciclos de fenol:cloroférmio: alcool
isoamilico (25:24:1), um ciclo de cloroférmio: alcool isoamilico (25:1) e
precipitacdo alcoolica com 0,4 M de acetato de sédio pH 5,2 e 1 pg de glicogénio
por 30 min em gelo seco ou overnight a -20°C.

As amostras foram lavadas em etanol a 70% e ressuspendidas em tampao
TE (10 mM Tris-HCI pH 8,0; 1 mM EDTA) e armazenadas a -20°C para reagéo de
gPCR.
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3.1.16. qPCR

Para cada reacdo foi preparada uma solugdo FastStart Universal SYBR
Green Master (ROX) (Roche®) com quantidades de cada primer ja padronizadas
previamente. Para analise de expressao diferencial, as amostras de cDNA foram
diluidas em agua deionizada a uma concentragcédo de 25 ng/uL e em cada reagao
foram adicionados 2 pL de amostra para um total de 50 ng de cDNA. Todas as
reagdes foram realizadas em triplicata em termociclador Rotorgene 6000 Real-
time Analyzer (Corbett™, Sydney, Australia). A reacdo de gPCR contava com 1
ciclo de 95°C por 10 min, 40 ciclos de 94°C por 15 s, 59°C por 30 s, 73°C por 30 s,
finalizando com 94°C por 60 s para a fase de melting. Para analise dos resultados
de ChIP, 4 pL de amostra foram adicionados a mistura de SYBR Green e primers
totalizando 15 uL de solugao final, e foram analisados em termociclador ABI 7500
Applied Biosystems (Life Technologies, Carlsbad, USA). A reacdo de gPCR
contava com 1 ciclo de 95°C por 10 min, 50 ciclos de 94°C por 35 s, 59°C por 35 s,
73°C por 35 s, finalizando com 60-94°C por 60 s para a curva de dissociagao
(melting).

Para analise de expresséo diferencial dos genes propostos, apds reacgéo de
gPCR, foi definido o threshold o qual informava um valor de Ct (thresholdcycle)
para cada amostra. De posse desses valores a expressao relativa foi quantificada
utilizando-se a seguinte férmula:

Exp = [(Ct controle — Ct experimento ) — (Ct controle hk — Ct experimento hk)]?
na qual:

Ct Controle: valor de Ct da amostra na condigao controle (referéncia)

Ct experimento : valor de Ct de amostra em condigao experimental

Ct controle house-keeping (hk): valor de Ct da amostra na condi¢gao controle de
gene de expressao basal (B-actina).

Ct experimento house-keeping (hk): valor de Ct da amostra em mesma condigao

experimental do “Ct experimento” do gene de expressao basal (B-actina).
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Para analise dos experimentos por ChlIP, os resultados foram apresentados
na forma de “% de input” utilizando a seguinte férmula:

% de input = [(Ct input — Ct amostra)?]100

3.2. Cultura celular de hepatocarcinoma humano

3.2.1. Cultura celular

Para o estudo da mecanistica epigenética em situagdo de hiperglicemia,
células de hepatocarcinoma humano (HepG2) foram obtidas do HPA Culture
Collections (UK). Essas células foram cultivadas em meio D-MEM (Gibco®) com
glicose (5,5 mM), suplementado com 10% SFB (Gibco®) e com adicdo de 1% de
penicilina (10.000 Ul) e glutamina (4 mM), mantidas em estufa a 37°C e 5% CO..
Durante os experimentos foi utilizado uma concentragdo inicial de ~5x10*
células/mL, levando a uma confluéncia de ~60%.

A fim de se observar a expressao génica e as modificacbes epigenéticas em
genes-alvos em uma situagao de hiperglicemia mimetizando diabetes mellitus do
tipo | foram utilizados os seguintes grupos experimentais (Figura 5):

1) Com Insulina: meio DMEM com 5,5 mM de glicose, 10% soro “Charcoal

dextran stripped” (Thermo Cientific Hyclone®), 1% penicilina e glutamina
com 7 ug/mL de insulina por 48 h.

2) Com Glicose: meio DMEM com 50 mM de glicose, 10% soro stripped, 1%
penicilina e glutamina por 48 h.

3) Glicose Menos: meio DMEM com 50 mM de glicose, 10% soro stripped,
1% penicilina e glutamina por 48 h, seguido por retorno ao meio “com
insulina” por 24 horas

4) Insulina com Nicotinamida: meio DMEM com 5,5 mM de glicose, 10%
soro stripped, 1% penicilina e glutamina com 7 pg/mL de insulina por 48 h
com adi¢do de 5 mM de nicotinamida (Sigma®, St Louis, USA) nas Ultimas 6
h.
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5) Glicose com Nicotinamida: meio DMEM com 50 mM de glicose, 10% soro
stripped, 1% penicilina e glutamina por 48 h com adigdo de 5 mM de
nicotinamida (Sigma®) nas ultimas 6 h.

48 h
Com Insulina

Com Glicose

48h 24h
Glicose Menos - 4
. 6h
Insulina com
Nicotinamida
6h
Glicose com _ —

Nicotinamida

Figura 5 — Representacdo dos tratamentos em HepG2. Linha azul, meio
normoglicémico com insulina; linha vermelha, meio hiperglicémico sem insulina;

linha verde, tratamento com nicotinamida.

Todos os tratamentos foram realizados no minimo em triplicata. A utilizacdo de
um soro “stripped” deve-se ao fato de ele ser desprovido de horménios, incluindo a
insulina (Herbet et al, 1965), o que propiciaria um meio de cultura que simularia a
situacao do diabetes mellitus do tipo |. Baseado no trabalho de Chandrasekaran e
colaboradores (2010), a concentragcdo e o tempo de exposicdo das células a

glicose foram escolhidos de modo que o tratamento ndo afetasse a viabilidade
celular.
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3.2.2. Primers para ChIP e reacao de qPCR

Foram desenhados primers para analise de expressao diferencial e ChlIP
com a mesma estratégia para os primers de hepatocitos de camundongo (Tabela
3).

Tabela 3 — Primers para analise de expressao génica e ChIP em células

HepG2.

Ensaio Gene Primer Forward Primer Reverse

Expres- | ApoE GGTCGCTTTTGGGATTACCT TTCCTCCAGTTCCGATTTGT

sédo Igfbp1 CTGCCAAACTGCAACAAGAA ATCCTCTTCCCATTCCAAGG
Foxo1 AAGAGCGTGCCCTACTTCAA TCCTTCATTCTGCACTCGAA
B-Actin CTACGTCGCCCTGGACTTCGA GATGGAGCCGCCGATCCACACGG

ChiP ApoE GCCCCCTCTCCAGATTACAT GGACACCTCGCCCAGTAATA
Igfbp1 TGGATTCTAACCCCATCTCG CTGGCCAGGCTCTTTAATTG
Foxo1 AGTACTCGGCTCTGCTGCTCTGCTC TCGCCTTCTCAGTGTTTTGA

3.2.3. Preparagcao de amostras de HepG2 para avaliagdo da expressao

génica por qPCR

A extragdo de RNA de células HepG2 foi realizada usando-se o kit RNeasy
(Qiagen®) de acordo com protocolo do fabricante, sendo em etapa especificada;
também foi realizada a limpeza On-Column de DNA gendmico por digestdo com
DNAse (Ambion®, Austin, USA).

A producao de cDNA e posterior reagcao de qPCR, assim como sua analise
seguiram o mesmo procedimento experimental realizado para hepatdcitos de

camundongo.
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3.2.4. Native-ChIP em células HepG2

Para o ensaio de ChIP, aproximadamente 4 x 10° células HepG2 em cultura
foram tripsinizadas e centrifugadas por 4 min a 1200 rpm. Depois, as amostras
foram ressuspendidas em 4,5 mL de tampao NB-A (85 mM KCI, 5,5% sacarose,
10 mM Tris pH 7,6, 0,5 mM espermidina, 0,2 mM EDTA, 250 uM PMSF) e 1,5 mL
de tampao NB-B (85 mM KCI, 5,5% sacarose, 10 mM Tris pH 7,6, 0,5 mM
espermidina, 0,2 mM EDTA, 250 yM PMSF, 0,1% NP40) e misturadas por
inversdo. Foram entao posteriormente incubadas a 4°C por 3 min e centrifugadas
a 2000 rpm por 4 min. Os nucleos foram lavados em 10 mL de tampao NB-R (85
mM KCI, 5,5% sacarose, 10 mM Tris pH 7,6, 1,5 mM CaClz, 3 mM de MgCl,, 250
MM PMSF) e novamente centrifugados a 2000 rpm por 4 min. O precipitado foi
entao ressuspendido em 500 pL de tampéo NB-R.

Para o estabelecimento da concentragcdo de nucleos, as amostras foram
diluidas em tampdo de sonicacdo, como previamente mencionado, e a
absorbancia foi medida em espectrofotometro Eppendorf® (Hamburg, Alemanha).
As amostras foram igualadas a uma concentracdo de 10 x A260 nm. Os nucleos
foram, entdo, submetidos a digestdo com MNase a 10, 20, 50, U por mL por 10
min para se determinar a melhor concentragdo de enzima para o ensaio de ChlP
(Figura 6).
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Figura 6 — Padronizagdo da digestdo por MNase. Gel de agarose a 1% em
tampao Tris-Borato (TBE). Kb, kilobase; pb, pares de base; Padrado 100 pb (New
England Biolabs®).

A concentragdo de MNase escolhida para os ensaios em HepG2 (50 U/ mL
de amostra) foi determinada baseando-se nos mesmos critérios escolhidos para
hepatdcitos de camundongo.

A reacgédo de qPCR contou com 1 ciclo de 95°C por 10 min, 50 ciclos de
94°C por 15 s, 59°C por 30 s, 73°C por 30 s, finalizando com 60-94°C por 60 s
para a curva de dissociagao (melting). As analises dos produtos da reagao foram
realizadas conforme a descrigédo feita para os hepatécitos de camundongos. Os
resultados foram apresentados em porcentagem do total de cromatina usada e

nao imunoprecipitada (input).

3.2.5. Andlise de imagem por microespectofotometria de varredura

Para analise do fendtipo nuclear, células HepG2 foram cultivadas em
laminulas de vidro nas situagdes experimentais ja mencionadas. Os preparados
foram fixados em etanol:acido acético glacial (3:1 v/v), lavados em etanol 70%,
secadas ao ar e submetidos a reagcdo de Feulgen conforme descrito no artigo

cientifico 1 (Anexo ).
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As imagens nucleares obtidas foram avaliadas em microespectofotdmetro
de varredura automatica Zeiss (Oberkochen, Alemanha) com interface a
microcomputador com hardware e software adequados. As condigdes
operacionais foram as mesmas utilizadas para hepatdcitos de camundongo
submetidos ao teste de AQNOR com as seguintes modificagdes: optovar 2.0 e A =
565 nm, obtido com régua monocromadora Schott.

Pontos individuais de medida com absorbancia <0,020 foram considerados
background e removidos da imagem nuclear. O cutoff point escolhido apéds teste
preliminar foi igual a 0,140. Este cutoff point permitiu avaliar areas de cromatina
condensada para as células controle. Foram estabelecidos valores para os
seguintes parametros:

1. Ar, valores Feulgen-DNA para cromatina total

2. Ac, valores Feulgen-DNA para cromatina considerada “condensada”.

3. S, area nuclear (um2).

4. S, area nuclear coberta por cromatina “condensada” (um?).

5. Sc %, area coberta por cromatina condensada em relagdo a area
nuclear.

6. AAR, razdo de absorcdo média, que expressa quantas vezes a absorcao
média da cromatina “condensada” excede a absor¢ao do total do nucleo, pela
seguinte férmula: AAR = (A:/ S¢) / (At/ St) (Vidal et al, 1973).

Utilizando-se esses parametros foi possivel plotar um grafico de dispersao
como proposto por Vidal (1984), relacionando Sc% versus AAR. O diagrama de
dispersédo de Vidal permite a discriminagdo de diferentes fendtipos nucleares de
acordo com o seu posicionamento no grafico (Vidal, 1984; Vidal et al, 1998;
Felisbino et al, 2011). Foram medidos pelo menos 165 nucleos para um total de

trés replicatas bioldgicas para cada condi¢gao experimental analisada.
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4. Resultados

4.1. Animais NOD hiperglicémicos apresentam invasao linfocitaria

nas ilhotas pancreaticas

Para confirmagdao da ocorréncia de invasdo linfocitaria nas l|hotas de
Langerhans em camundongos NOD hiperglicémicos, foram obtidos preparados
histolégicos de pancreas de todos os grupos estudados. Péncreas de animais
Balb/c e NOD normoglicémicos apresentaram ilhotas de Langerhans integras, sem
invasao linfocitaria (Figura 7 - A). No grupo diabético, foi encontrada invasao

parcial (Figura 7 — B) ou total (Figura 7- C) nas llhotas de Langerhans.

Figura 7 — llhotas de Langeharns de camundongos NOD fémeas sem invasao
linfocitaria (A), com invasao parcial (B) e ja estabelecida (C). As setas indicam os

linfocitos; barra, 50 ym.
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4.2. Hepatécitos mononucleados de animais adultos
hiperglicémicos atingem grau de poliploidia mais elevado do que

animais idosos normoglicémicos

Determinaram-se o conteudo de DNA e outros parametros geométricos e
densitométricos em nucleos de hepatdcitos de camundongo Balb/c e NOD, por
analise de imagem. Constatou-se que o aparecimento de graus mais elevados de
poliploidia esta associado com niveis aumentados de glicemia. Animais idosos
também apresentaram altos niveis de poliploidia, contudo ndo na mesma
magnitude do que em animais com hiperglicemia severas. A descricdo detalhada e
analise dos resultados obtidos esta reportado no artigo cientifico 1 (Anexo I).

4.3. O diabetes mellitus promove maior acessibilidade da

cromatina do que o envelhecimento

Graus de acessibilidade da cromatina de hepatdcitos de camundongos
NOD e Balb/c foram determinados pelo ensaio da MNase. Animais adultos com
diabetes severo e idosos normoglicémicos apresentaram aumento nos niveis de
acessibilidade da cromatina, contudo, estes niveis foram maiores nos animais
hiperglicémicos. A descricdo detalhada dos resultados e analise estdo reportados

no artigo cientifico 1 (Anexo I).

4.4. O diabetes mellitus e o envelhecimento afetam a atividade e a

abundancia de Sirt1

A abundancia em Sirt1 mostrou-se aumentada em hepatocitos de
camundongos com hiperglicemia severa, quando em comparagdo com Sseus
controles normoglicémicos. Com o envelhecimento, por outro lado, os niveis de
Sirt1 mostraram-se diminuidos em relagdo aos animais adulto-jovens (Figura 8- A,
E). A distribuicdo de Sirt1 permaneceu semelhante em todas as condi¢des
experimentais: preferencialmente em areas eucromaticas, no centro nuclear
(Figura 8 — D).
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A atividade de Sirt1 também foi avaliada e n&o diferiu entre animais com
hiperglicemia severa e animais normoglicémicos. Em camundongos idosos foi
observado decréscimo nos niveis de atividade dessa sirtuina os quais se
assemelharam aos resultados referentes a sua abundancia (Figura 8 — B). Como a
atividade de Sirt1 obtida para camundongos diabéticos ndo correspondeu os
niveis de abundancia esperados, a razdo NAD'/NADH foi medida a fim de se
avaliar se seu cofator estaria em quantidades limitantes. Para animais diabéticos,
de fato, a razdo NAD*/NADH apresentou valores semelhantes aos dos animais
normoglicémicos, indicando uma possivel razdo da baixa atividade. Em animais
idosos, como esperado, houve um decréscimo da razdo NAD*/NADH em relacéo

aos animais adulto-jovens (Figura 8 — C).

4.5. Abundédncia de PGC-1a e histonas-alvos de Sirt1 em
hepatocitos de camundongos adultos diabéticos e idosos
normoglicémicos

A abundancia de PGC-1a para camundongos diabéticos e idosos
apresentou o mesmo perfil daquele encontrado para Sirtl: aumento da
abundancia de PGC-1a em animais adultos hiperglicémicos e diminuigdo em
idosos normoglicémicos em relagdo aos animais normoglicémicos e adulto-jovens,
respectivamente (Figura 9 — A,C). PGC-1a, assim como Sirt1, estava presente em
todas as condigdes experimentais em areas eucromaticas e na regido central dos
nucleos de hepatocitos (Figura 10 - B).

A excegdo para a modificagdo H3K9Ac, que se apresentou mais
abundante, ndo foram observadas diferengas significativas nas abundéncias dos
alvos-histonicos de Sirt1 (H1K26Ac, H4K16Ac e H3K14Ac) em camundongos
adultos hiperglicémicos em relagdo aos controles normoglicémicos de ambas
linhagens. A marcacdo H3K14Ac apresentou abundancia elevada em
camundongos NODs hiperglicémicos apenas em relagdo aos camundongos Balb/c

normoglicémicos (Figura 10 — A-E).
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Figura 8 — Sirt1 é afetada de forma diferente entre hepatécitos de

camundongos adultos hiperglicémicos e

idosos normoglicémicos. (A)

Abundancia de Sirt1 em nucleos de hepatocitos de camundongos determinada por
WB. (B) Atividade de Sirt1. (C) Razdo NAD'/NADH de hepatdcitos de

camundongos. (D) Distribuicdo de Sirt1 determinada por imunofluorescéncia.

Barra, 10 ym. (E) Imunoblotting. A histona H3 foi usada como controle de carga. B,

Balb/c; N, NOD; + hiperglicemia; - normoglicemia; * diferenga significativa a

P<0,05 (ANOVA); 1, diferenga significante em relagdo aos animais Balb/c adultos-

jovens (P<0,05; teste T-Student). n=>5.
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Figura 9 - PGC-1a esta localizada em regidoes eucromaticas e
apresenta o mesmo perfil de abundancia de Sirt1. (A) Abundéancia de PGC-1a.
+, hiperglicemia; - normoglicemia; *, diferenga significativa a (P<0,05; ANOVA); t,
diferencga significativa em relagdo aos animais Balb/c adulto-jovens (P<0,05; Teste
T-Student). (B) Distribuicdo de PGC-1a determinada por Imunofluorescéncia.
Barra, 10 uym. (C) Imunoblotting. B, Balb/c; N, NOD. A histona H3 foi usada como

controle de carga. n=5.

Em idosos, todos os alvos-histobnicos de Sirt1 mostraram-se
significativamente mais abundante em relagcdo aos seus controles adulto-jovens, a
excecgao da modificagcdo H1K26Ac (Figura 10 — A - E).

Para determinar se a localizagcdo de algumas marcas epigenéticas se
alteravam em diferentes condi¢gbes experimentais, foi investigada a ocorréncia de
H3K9Ac e H4K16Ac por imunofluorescéncia (Figura 10 — F). Estas duas
modificagdes foram selecionadas por se apresentarem em alta concentragdo em
hepatdcitos de camundongo e por sua localizagao ja estar estabelecida (Vaquero
et al, 2007). Como esperado, ambas as marcas epigenéticas localizaram-se em

regides eucromaticas do nucleo inteiro em todas as condigdes experimentais.
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Figura 10 — Abundancia de alvos histonicos de Sirt1 em hepatécitos de
camundongos adultos diabéticos e idosos normoglicémicos. Abundancia
relativa de (A) H1K26Ac, (B) H4K16Ac, (C) H3K9Ac, (D) H3K14Ac. (E)
Imunoblotting de H1K26Ac, H4K16Ac, H3K9Ac and H3K14Ac. As histonas H3 e
H4 foram usadas como controle de carga. B, Balb/c; N, NOD. (F) Distribuicao das
marcas epigenéticas H3K9Ac e H4K16Ac determinada por imunofluorescéncia.
Barra, 10 ym. +, hiperglicemia; - normoglicemia; *, diferenga significativa (P<0,05;
ANOVA); t, diferenca significativa em relagdo aos animais Balb/c adulto-jovens
(P<0,05; Teste T-Student). n=5.
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4.6. Hiperglicemia, porém nao envelhecimento, induz aumento na
abundancia de Sirt6 e danos ao DNA em hepatécitos de

camundongo

Camundongos hiperglicémicos mostraram uma abundancia relativa maior
de Sirt6 enquanto camundongos idosos apresentaram abundancia relativa
reduzida dessa sirtuina quando comparados com animais normoglicémicos e
adulto-jovens, respectivamente (Figura 11 — A, C). Para se estabelecer uma
relagdo entre niveis de Sirt6 e danos ao DNA, foi realizado o ensaio do cometa.
Em hepatdcitos de camundongos hiperglicémicos, foram observados altos niveis
de danos ao DNA e maior numero de células danificadas em comparagdo aos
animais normoglicémicos de ambas as linhagens (Tabela 4). Animais idosos, no
entanto, ndo apresentaram diferenga significativa em relacdo a adultos-jovens
para ambos os parametros. Utilizando-se tratamento com H,O, como controle
positivo indutor de quebras de DNA, constatou-se que apenas nos animais adultos
hiperglicémicos os niveis de danos ao DNA e de percentuais de células

danificadas eram tao elevados quanto os do controle positivo (Tabela 4).
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Figura 11 — Abundancia relativa de Sirté e Sirt7 em hepatécitos de
camundongos adultos diabéticos e idosos normoglicémicos. Abundancia de
Sirté (A) e Sirt7 (B). +, hiperglicemia; - normoglicemia; *, diferenca significativa
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Tabela 4 - Porcentagem de células danificadas e indice de dano ao DNA em
células hepaticas de camundongos com e sem tratamento prévio por peroxido de

hidrogénio (técnica do cometa).

Células danificadas

Dano ao DNA
Animais H.0, (%)
X SE X SE
Adultos- Jovens Nao 21,38 4,7 34,72 8,60
Balb/c Sim  5375% 14,6 111,97* 29,50
Nao 20,67° 3,0 37,58° 6,11
Balb/c
Normoglicémicos Sim 53,40* 12,4 105,09* 24,30
Nao 22,58° 4,1 40,89° 9,32
NOD
Normoglicémicos Sim 56,30* 11,5 128,72* 31,50
N3o 43,78° 3,8 84,23° 9,97
NOD Hiperglicémicos
Sim 61,57 13,8 148,77 38,50
Nao 25,46° 2,6 48,34° 6,27

Idosos Balb/c
Sim 63,09* 14,5 159,75* 30,60

X, média aritmética; SE, erro-padrao da média; *, diferenga significativa em relagéo ao tratamento
com H,0, (Teste T-Student P< ¢s5); a-b, diferenca significativa (ANOVA, P<gs); n = 5.

4.7. Hiperglicemia e envelhecimento promovem diminuigdo na
razao area AgNOR positiva/area nuclear, mas apenas o

envelhecimento promove decréscimo na abundancia de Sirt7

A abundancia relativa de Sirt7 também foi avaliada nos hepatdcitos de
camundongos NOD e Balb/c. Apesar de ndo haver diferenga quanto a este item
entre camundongos diabéticos e normoglicémicos, foi observado um decréscimo
dessa proteina para camundongos idosos em relagéo aos adulto-jovens (Figura 11
- B, C).
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Como a Sirt7 esta relacionada com a transcricdo de rDNA, regides
AgNOR+ foram medidas e relacionadas com a area nuclear. Tanto animais
hiperglicémicos como idosos apresentaram aumento na area nuclear em
comparagao com seus respectivos controles normoglicémicos e adulto-jovens
(Figura 12 — A). Contudo, animais diabéticos ndo apresentaram diferencas
significativas para os valores de area AgNOR+ em comparagdo aos animais
normoglicémicos. Um decréscimo significante na area AQNOR+ foi observado em
hepatdcitos de camundongos idosos em comparagao a animais adulto-jovens
(Figura 12 — B). Essa diminuicdo resultou em uma redugdo na razdo area
AgNOR+/area nuclear total, propiciando valores semelhantes a razdo obtida para
animais diabéticos (Figura 12 — C).

A fim de se verificar se a diminuicdo nas areas AQNOR+ em camundongos
idosos estava relacionada a uma maior metilacdo de DNA, foi realizada a técnica
de Native-ChIP seguida de PCR quantitativo para a regido que corresponderia ao
rDNA 18S, apos splicing. Foi observado de fato haver um aumento na metilagéo
do DNA em hepatdcitos de camundongos idosos normoglicémicos em relagao aos
seus controle adulto-jovens. Em animais adultos hiperglicémicos observou-se uma

tendéncia a diminui¢cdo, contudo ndo estatisticamente significativa (Figura 13).
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camundongos adultos diabéticos e idosos normoglicémicos. (A) Area nuclear
e (B) Area AgNOR positiva em hepatdcitos de camundongos. (C) Razdo area
AgNOR+ por area nuclear. +, hiperglicemia; - normoglicemia; *, diferenca
significativa (P<0,05; ANOVA); t, diferencga significativa em relacdo aos animais
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4.8. Analise de expressao génica diferencial em hepatécitos de

camundongos
4.8.1. Diabetes mellitus

A fim de se comparar os perfis de expressdo génica em hepatdcitos de
camundongos diabéticos, animais NOD adultos com hiperglicemia severa foram
comparados com animais normoglicémicos de mesma idade e linhagem. Dos
26.766 transcritos com sequéncias ja estabelecidas, disponiveis no microarranjo
de expressao, foi obtido um total de 95 genes diferencialmente expressos para
diabéticos sendo que destes, 39 estavam com expressdo aumentada e 56 com
expressao diminuida.

Esses genes foram divididos em categorias de fungdes bioldgicas gerais,

sendo que os que desempenham mais de uma funcao foram colocados em mais
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de uma categoria. Em camundongos com hiperglicemia severa, as categorias
mais representativas de genes com expressdo aumentada foram aquelas
envolvidas no transporte celular, transcrigdo/tradugcéo e inflamacédo (Anexo II).
Para os genes com expressao diminuida as categorias mais representativas foram
aquelas relacionadas a transcri¢cao/proliferacao celular, metabolismo de lipidios e
inflamagé&o (Anexo lI).

O mapa geral da interagcdo génica obtida pelos genes diferencialmente
expressos mostrou quatro genes centrais que possivelmente apresentam um
papel regulador de rede génica (Srebef1, Ppargc1a, Nr1d1 e Ppard) (Figura 14) e
o restante perifericamente, sendo que 23 ndo apresentaram relacdo direta com
nenhum dos genes presentes no mapa (Figura 14). Foram identificadas duas
redes de interagdo génica que envolviam mais de um gene diferencialmente
expressos. Essas redes foram obtidas ao se confrontarem genes com expressao
diferencial maior do que 1,6, que apresentavam algum grau de interac&o entre si e
que tivessem uma fungao biolégica comum. A primeira era composta por 35 genes
envolvidos no metabolismo de lipidios, transporte e bioquimica de pequenas
moléculas, sendo que destes, 14 estavam diferencialmente expressos (Fold
Change>1,6; p<0.05) (Figura 15). Observou-se nesta rede que a maioria dos
genes centrais com muitas interagbes com outras moléculas estavam
superexpressos, indicando uma possivel ativagcdo dessa rede. A segunda era
composta por 34 genes envolvidos em doengas gastrointestinais, disfungédo no
sistema hepatico e esteatose hepatica, sendo que destes, 14 estavam
diferencialmente expressos. Esta rede, diferente da primeira, apresentava a
maioria dos genes centrais da rede com expressao repressa e se sobrepunha com
a primeira rede através gene Pck1 (Figura 16). Este gene encontra-se
superexpresso em animais diabéticos, transcreve a proteina fosfoenolpiruvato
carboxinase 1, € o principal ponto de regulagdo da gliconeogénese e pode ser
regulado por hormdnios como insulina, glicocorticéides glucagon e AMPc.

Foram observados também em animais com hiperglicemia severa trés

upstreams regulators com expressao diferencial e acdo especifica sobre seus
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alvos diferencialmente expressos (Tabela 5). Dos trés reguladores, Ppargcia e
Ezh2 encontram-se na primeira rede enquanto o Srebf1 encontra-se na segunda.

Baseando-se nos trés fatores de transcrigcao diferencialmente expressos e
em seus alvos, pode-se observar que Srebf1 apresenta-se represso em animais
hiperglicémicos (Tabela 5). Este gene transcreve um fator de transcricdo
denominado sterol regulatory element-binding transcription fator 1, envolvido com
a biossintese de colesterol, acidos graxos e fosfolipidios, que suprem a membrana
plasmatica para o crescimento celular (Bengoechea-Alonso et al, 2005). Somado a
isso, Srebft liga-se ao gene p21"AFC®l inibindo quinases e promovendo a
poliploidia em figado (Inoue et al, 2005). Assim como Srebf1, os seus alvos
génicos apresentam-se com expressao diminuida e todos estdo envolvidos com
metabolismo de lipideos, indicando uma diminuicdo dessa funcgédo bioldgica
(Tabela 5, Figura 16).
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Figura 14 — Rede de interagbes génicas de animais hiperglicémicos constituido
apenas de interacoes diretas. Vermelho, superexpressao; verde, repressao; cinza,
sem diferenga de expressao; branco, ndo se encontra na lista de genes. Linha

continua, relagdo direta; linha curva, auto-regulagao. (IPA®).
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Figura 15 — Rede de genes envolvidos no metabolismo de lipidios, transporte e
bioquimica de pequenas moléculas. Vermelho, superexpresséo; verde, repressao;
cinza, sem diferenga de expressao; branco, ndo se encontra na lista de genes.
Linha continua, relagao direta; linha pontilhada, relagdo indireta. Seta azul, gene

de interseccdo (IPA®).
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Figura 16 - Rede de genes envolvidos em doencgas gastrointestinais, disfungdo no
sistema hepatico e esteatose hepatica. Vermelho, superexpressao; verde,

repressao; cinza, sem diferenga de expressao; branco, ndo se encontra na lista de

genes. Linha continua, relagao direta; linha pontilhada, relagao indireta. Seta azul,
gene de intersecgao (IPA®).

59



Ppargc1a transcreve a proteina PGC-1a, encontra-se superexpresso em
animais diabéticos e € um fator de transcricdo envolvido no metabolismo de
energia. Como ja mencionado na Introdugédo, a proteina PGC-1a interage com
Sirt1 em situag¢des de alteragado na disponibilidade de carboidratos, como jejum e
diabetes mellitus. Dos seus alvos génicos, Pck1 e G6pc encontram-se também
superexpressos e estao envolvidos com a biossintese de carboidratos, indicando
aumento desta funcdo nos hepatédcitos de camundongos diabéticos (Tabela 5,
Figura 15).

Ezh2 encontra-se superexpresso em animais diabéticos e transcreve um
membro da familia Polycomb, a qual esta envolvida na manutencdo do estado
transcricionalmente represso de diversos genes. EZH2, especialmente, é
responsavel pela adigdo de trés grupos metil na lisina 27 da histona H3
(Etchegaray et al, 2006), levando a condensagao cromatinica. Seu alvo, Per1,
envolve-se com a fungao de ritmos circadianos (Etchegaray et al, 2006) (Tabela 5,
Figura 15).

Tabela 5 — Regulagédo dos fatores de transcrigdo diferencialmente expressos nas
suas moléculas-alvos em hepatocitos de camundongos diabéticos.

Gene Regulagao pelo fator de Fold Change
transcrigcao
Fator de transcricao - Srebf1 -1.623
Gcek Positiva -1.822
Gpam Positiva -1.987
Pnpla3 Positiva -4.760
Fator de transcrigao - Ppargcia 2.166
Pck1 Positiva 3.351
G6pc Negativa 1.720
Alas1 Positiva 1.648
Fator de transcrigcao - Ezh2 1.656
Per1 Indefinida 1.987
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Finalmente, as cinco vias canbnicas com mais genes representados estdo
mostradas na Figura 17 - A, sendo que todas se sobrepdem, com excecéo da
“sinalizacdo entre células dendriticas e NK” (Figura 17 — B). Dos reguladores
transcricionais da Tabela 5, Ppargc1a participa de todas as cinco principais vias
canénicas apresentadas, com excec¢do da “sinalizagao entre células dendriticas e
NK” (Figuras 18 — 21). Nessas vias Ppargc1a esta envolvido com metabolismo de
carboidratos, lipidios, xenobidticos e bile, processos chaves em diabetes mellitus
(Figuras 18 — 21).
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B Pontuacdo da analise funcional dos genes diferencialmente = Razao A
expresos em NODs hiperglicémicos

-log(p-value)
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Sinalizacao entre células dendriticas e NK

Via do receptor PX (metabolismo de
xenobidticos)

Ativacao da via do receptor TR

Ativacao da via do receptor FX (sensor da
regulagao do acido biliar)

Inibicao da fungao de RXR por LPS/IL-1

Role of Pattem Recognition Receptors i ition of Bacteria and \fruses

B¢ Pathways

Figura 17 — Vias canbnicas alteradas em hepatdcitos de camundongos
hiperglicémicos. A, cinco vias com maior alteragdo em camundongos diabéticos.
Raz&o, numero de genes diferencialmente expressos encontrados/numero total de
genes da via. B, rede de integracao das vias canodnicas alteradas. Quanto maior a
intensidade de vermelho, mais genes diferencialmente expressos dentro da via

canonica.
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Figura 18 — Vias do Receptor X Pregnane (PXR). Vermelho, superexpressao. Linha cheia, relacao direta; linha
pontilhada, relagado indireta. Vermelho, superexpressao; verde, repressao; cinza, sem diferenca de expressao;

branco, nao se encontra na lista de genes (IPA®).
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Figura 19 — Via de ativagado do receptor da tiredide (TR). Linha continua, relagéo
direta; linha pontilhada, relagédo indireta. Vermelho, superexpresséo; verde,

repressao; cinza, sem diferenga de expressao; branco, ndo se encontra na lista de
genes (IPA®).
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Figura 20 — Via de ativagdo do receptor X Fernesoide (FXR). Linha continua,
relagdo direta; linha pontilhada, relagdo indireta. Vermelho, superexpressao;
laranja, grau menor de expressao; cinza, sem diferenca de expressao; branco, néo
se encontra na lista de genes (IPA®).
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Figura 21 — Via parcial da inibicao da fungao do receptor do acido retindico (RXR)
mediado por LPS/IL-1. Linha continua, relacdo direta; linha pontilhada, relagéo
indireta. Vermelho, superexpressao; verde, repressao; cinza, sem diferengca de

expressao; branco, ndo se encontra na lista de genes (IPA®).
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4.8.2. Envelhecimento

Em camundongos idosos normoglicémicos, constatou-se um total de 87
genes com expressao diferenciada, sendo que 59 destes estavam com expressao
aumentada e 28 com expressao diminuida. Em hepatécitos de camundongos
idosos, as categorias de genes com expressao aumentada mais representativas
foram relacionadas a transcri¢ao/traducgéo, ritmos biologicos e sinalizag&o celular
(Anexo V). Para os genes com expressé&o diferencial reduzida, as categorias com
maior numero de genes foram relacionadas a céncer, proliferacdo celular e
respiragao celular/oxidagcéo (Anexo V).

Diferentemente do observado em animais hiperglicémicos, o mapa geral de
interacdo génica obtida pelos genes diferencialmente expressos mostrou apenas
dois genes centrais que possivelmente apresentam um papel regulador de rede
génica (Cdkn1a e Ppard) (Figura 22). A maioria dos genes encontrou-se disposta
perifericamente no mapa, indicando acgao final em vias ou cascatas de sinalizacao.
Somado a isso, dois pares de genes apresentaram relagdo direta sem conexao
com genes do mapa e foram encontrados 21 genes “orfaos” (Figura 22).

Foram identificadas trés redes de interagcdo génica que envolviam mais de
um gene da lista dos diferencialmente expressos. A primeira era composta por 35
genes envolvidos no desenvolvimento, crescimento e proliferagdo celular, fungéo e
desenvolvimento do sistema hepatico, sendo que destes, 16 estavam
diferencialmente expressos (Fold Change>1,6; P<0,05) (Figura 23). A segunda
rede era composta por 35 genes envolvidos no comportamento, desenvolvimento
e funcionamento do sistema nervoso e doencgas nutricionais, sendo que destes, 16
estavam diferencialmente expressos (Figura 24). A primeira rede se sobrepunha
com a segunda rede pelos genes Cyp2b6 e Mt2a (Figura 23 e 24). Cyp2b6
apresenta expressdo reduzida e transcreve uma proteina que participa do
complexo do citocromo P450, o qual é envolvido na metabolizagdo de drogas e
biossintese de lipidios e esterdis. Mt2a liga-se em ion metalicos e esta envolvido

em inumeros processos celulares. Observa-se que nas duas primeiras redes, 0s
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genes de expressao reduzida encontram-se no centro da rede e se relacionam
com mais genes, ao invés daqueles com expressdo aumentada, os quais se
encontram na periferia da rede e tém poucas interagbes (Figura 23 e 24). A
internalizagcdo dos genes dentro da rede pode indicar moléculas iniciadoras de
vias de sinalizacdo, e como apresentam expressao reduzida, pode-se inferir que
essas vias encontram-se repressas. A terceira rede € composta por 25 genes
envolvidos em doengas gastrointestinais, disfungdo no sistema hepatico e
esteatose hepatica, semelhantemente a observada em animais hiperglicémicos,
sendo cinco deles superexpressos (Figura 25). Dentre esses genes, Nupri,
Gadd45A e Hspb1 estao envolvidos com apoptose, proliferagao celular e cancer
hepatico. Cfd e Hla-dmb, por sua vez estdo envolvidos com resposta inflamatoria e
diabetes mellitus (Siegmund et al, 1999; Berg & Scherer, 2005). O posicionamento
periférico desses genes na rede pode indicar uma atividade final em vias de
sinalizagdo (Figura 25), como o observado para o gene Gadd45A na via de

ativacao do receptor da vitamina B3.
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Figura 22 - Mapa génico de animais envelhecidos constituido apenas de
interacbes diretas. Vermelho, superexpressido; verde, repressao; cinza, sem
diferenca de expressao; branco, nédo se encontra na lista de genes; laranja,
interacdo nao incluida no mapa génico. Linha continua, relagao direta; linha curva,

auto-regulacao. (IPA®).
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Figura 23 - Rede de genes envolvidos no desenvolvimento, crescimento e
proliferagcdo celular, fungdo e desenvolvimento do sistema hepatico. Linha
continua, relagao direta; linha pontilhada, relagcdo indireta. Seta azul, genes de

interseccdo. Vermelho, superexpressao; verde, repressao; cinza, sem diferenca de
expressao; branco, ndo se encontra na lista de genes (IPA®).
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Figura 24 - Rede de genes envolvidos no comportamento, desenvolvimento e
funcionamento do sistema nervoso e doencas nutricionais. Linha continua, relacao
direta; linha pontilhada, relagdo indireta. Seta azul, genes de interseccgao.

Vermelho, superexpressao; verde, repressao; cinza, sem diferengca de expressao;
branco, n&o se encontra na lista de genes (IPA®).
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Figura 25 - Rede de genes envolvidos em doengas gastrointestinais, disfungdo no
sistema hepatico e esteatose hepatica. Linha continua, relagdo direta; linha
pontilhada, relacado indireta. Vermelho, superexpressao; cinza, sem diferenca de

expressao; branco, ndo se encontra na lista de genes (IPA®).
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Foi observado também que animais idosos apresentavam dois upstreams
regulators com expressao diferencial e acado especifica sobre seus alvos
diferencialmente expressos (Tabela 10). Ambos reguladores de transcrigdo
encontram-se na rede génica envolvida no comportamento, desenvolvimento e
funcionamento do sistema nervoso e doencgas nutricionais (Figura 24), embora em
posicoes periféricas na rede. Abcc4 atua como regulador dos niveis de
nucleotideos ciclicos e apresenta uma expressao positiva em hepatdcitos de
animais idosos. Per2, por outro lado, esta envolvido com ritmo circadiano e é
essencial para a regulacdo de glicocorticoides, uma expressao reduzida desse
gene poderia levar a intolerancia a glicose, contudo, em nossos resultados esse

gene apresenta-se superexpresso.

Tabela 10 — Regulacdo dos fatores de transcricdo diferencialmente

expressos nas suas moléculas-alvos em hepatocitos de camundongos diabéticos.

Gene Regulagao pelo fator de Fold Change
transcrigao
Fator de transcrigao - Abcc4 2.302
Cyp2b10 Negativa -2.063
Fator de transcrigcao - Per2 1.623
Per3 Positiva 4.416

Finalmente, as cinco vias canbnicas com mais genes representados estédo
mostradas na Figura 26 (A). Essas vias interagem entre si, formando dois nucleos
sendo que em um deles a via do metabolismo do acido araquiddnico e a do
metabolismo do acido linoleico se encontra na periferia da via com poucas
interagbes. No segundo grupo encontram-se as vias “ativacdo VDR/RXR e
pluripotencialidade de células tronco”, com mais interagdes em uma rede mais
complexa (Figura 26 - B). A via canbnica de sinalizagado dos ritmos circadianos
nao apresenta nenhum gene em comum com as outras, mostrando-se como “orfa”

(Figura 26 — B). Dos dois reguladores upstream encontrados, apenas Per2 faz
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parte de uma das cinco vias candnicas mais representadas (Figuras 26 e 27).
Contudo Abcc4 faz parte de outras duas vias candbnicas: Resposta ao stress
oxidativo mediada por NRF2 e Inibicdo da fungcdo de RXR mediada pelo LPS/IL-1,
esta ultima pontuada entre as cinco primeiras para animais hiperglicémicos. De
forma geral, em camundongos idosos o metabolismo de lipidos mostrou-se
bastante alterado, uma vez que envolvem as vias do metabolismo do acido
aracdonico, linoleico entre outras menos representadas. Na via do receptor da
vitamina D3, foi observado padrdo semelhante de superexpressao e repressao de
genes envolvidos com regulagao e diferenciacdo celular. No entanto, apesar de
Gadd45A e Ppard interagirem entre si para a regulagao do crescimento celular de
alguns tipos de céncer (Han et al, 2003), SerpinB1 e Cdkn1a, por outro lado,
atuam de forma independente na diferenciagdo (Benarafa et al, 2001; Li et al,
2008) (Figura 28).
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Figura 26 - Vias canénicas alteradas em hepatdcitos de camundongos idosos. A,
as cinco vias com maior alteragdo em camundongos diabéticos. Razao, numero
de genes diferencialmente expressos encontrados/numero total de genes da via.
B, rede de integracdo das vias candnicas alteradas. Quanto maior a intensidade

de vermelho, mais genes diferencialmente expressos dentro da via candnica.
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Figura 27 - Via do ritmo circadiano. Vermelho, superexpressao; verde, repressao;
laranja, complexo formado por Per2 e Per3 (superexpressos); cinza, sem
diferenca de expressao; branco, ndo se encontra na lista de genes (IPA®). Linha

cheia, relagao direta; linha pontilhada, relacéo indireta.
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Figura 28 - Via de ativagdo do receptor da vitamina B3. Vermelho,
superexpressao; verde, repressao; cinza, sem diferenca de expressao; branco,

nao se encontra na lista de genes (IPA®). Linha cheia, relagao direta.
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4.9. Hiperglicemia provoca aumento na expressao génica, porém

diminuicao de marcadores epigenéticos

Para estudar a mecanistica epigenética em situacdo de hiperglicemia, foi
usado um modelo de células em cultura de hepatocarcinoma humano. Os trés
genes estudados foram escolhidos pela sua relagdo com Sirt1 (Foxo7) e com o
diabetes mellitus e envelhecimento (Igfbp1 e Apoe). O meio de cultura com alta
concentragdo de glicose e auséncia de insulina promoveu nas células HepG2 um
aumento na expressao dos trés genes estudados (Figuras 29 - 31). Quando as
células eram retornadas a um meio normoglicémico, a expressdo desses genes
decrescia, porém com intensidades diferentes. A expressdo de Apoe apresentou
um decréscimo que nao atingiu o nivel (Figura 29 - A), enquanto Foxo1
apresentou retorno da expressdo a niveis inferiores ao basal (Figura 30 - A) e
Igfbp1 apresentou valores de expressdo génica semelhantes ao grupo “com
insulina” (Figura 31 - A).

Para se avaliar o envolvimento de sirtuinas nas situagdes relatadas, foi
realizado tratamento das células HepG2 com nicotinamida. Com este tratamento,
os trés genes estudados apresentaram resposta diferenciada. O gene Apoe nao
mostrou expressao alterada com o tratamento pela droga em meio
normoglicémico (Figura 29 - A), contudo, a adicdo de nicotinamida em meio
hiperglicémico promoveu um aumento de expressao desse gene (Figura 29 — A).
No caso do gene Foxo1, houve apenas redu¢cado da expressdo génica quando o
tratamento com a nicotinamida se efetuou em meio normoglicémico (Figura 30 -
A). Para o gene Igfbp1, o tratamento com a droga elevou a express&do génica de
Igfbp1 em meio normoglicémico nos mesmos niveis do meio hiperglicémico
(Figura 31 — A).
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Figura 29 — Expressao relativa (A) e marcagdes epigenética (B) do gene Apoe.
Input, cromatina total usada durante o experimento sem ser imunoprecipitada.®,
diferenga estatisticamente significante em relagcdo ao tratamento com insulina
(P<0,05); 1, diferencga estatisticamente significante em relagdo ao tratamento com
glicose (P<0,05).
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Figura 30 — Expressao relativa (A) e marcagdes epigenéticas (B) de Foxo1. Input,
cromatina total usada durante o experimento sem ser imunoprecipitada. *,
diferenga estatisticamente significante em relagcdo ao tratamento com insulina
(P<0,05); 1, diferenga estatisticamente significante em relagéo ao tratamento com

glicose (P<0,05).
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Figura 31 - Expressao relativa (A) e marcagoes epigenéticas (B) de Igfbp1. Input,
cromatina total usada durante o experimento sem ser imunoprecipitada. *,
diferenga estatisticamente significante em relagcédo ao tratamento com insulina
(P<0,05); 1, diferenga estatisticamente significante em relagéo ao tratamento com

glicose (P<0,05).
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A hiperglicemia simulada por um aumento nas concentragdes de glicose no
meio de cultura para as células HepG2 induziu uma diminuicdo dos marcadores
epigenéticos em todos os genes. E possivel observar que na regido promotora do
gene Apoe, ambas as marcagdes H3K9Ac e H3K9me2 apresentaram-se
diminuidas (Figura 29 - B), enquanto no gene Foxo1, a redugao foi apenas para a
H3K9Ac (Figura 30 - B). O gene Igfbp1 mostrou apenas, nao estatisticamente
significante, para a redugao dos marcadores (Figura 31 - B).

O retorno ao meio de cultura normoglicémico nao restaurou os niveis de
marcagdes epigeneéticas apresentados pelo grupo controle com insulina. Ao
contrario, para todos os genes estudados, as marcagdes tiveram um decréscimo
significativo tanto em comparagao ao grupo com insulina quanto em relagao ao
grupo hiperglicémico, mostrando a perda progressiva de marcagdes (Figuras 29 —
31 -B).

O tratamento com a nicotinamida em meio normoglicémico promoveu
respostas diferenciadas entre os trés genes estudados. No gene Apoe houve um
aumento significativo de ambas marcagdes de histonas em comparagao aquelas
reveladas nos meios normoglicémico e hiperglicémico (Figura 29 - B). No gene
Foxo1, por sua vez, houve significativo aumento da abundancia apenas da
marcagao H3K9me2 (Figura 30 - B). No gene Igfbp1, a marcagdo H3K9Ac foi a
mais afetada com o tratamento, sendo diferente daquela dos meios de cultura
normoglicémico e hiperglicémico (Figura 31 —-B).

Quando adicionada a droga ao meio hiperglicémico, as marcagoes
estudadas n&o se mostraram diferentes para nenhum dos genes em comparagao
a situacdo na qual as células foram cultivadas no meio normoglicémico e
hiperglicémico, a excegdo da H3K9Ac presente no promotor do gene Apoe (Figura
29 - B).
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4.10. Analise de imagem

Nos histogramas de frequéncia construidos com valores Feulgen-DNA, em
todas as condi¢des experimentais a maioria desses valores se encontra na classe
~2C (Figura 32 A-E), tendo por base que as células HepG2 com ploidia mais baixa
sdo consideradas hiperdiploides (Chen et al, 1993). Nas células crescidas em
meio normoglicémico (controle), a classe ~2C constitui 83,5% da populacéo
celular, enquanto 12,5% e 1,7% das células tém seus valores Feulgen-DNA
compreendidos nas classes ~4C e ~8C, respectivamente (Figura 32 - A). O cultivo
das células HepG2 em meio hiperglicémico nédo trouxe alteracbes em valores
Feulgen-DNA em termos da amostragem populacional considerada (Tabela 11),
embora houvesse tendéncia a um aumento da frequéncia de valores mais baixos
na classe ~2C (Figura 32 - B).

Quando as células cultivadas em meio hiperglicémico retornaram a
condigdo de normoglicemia, a frequéncia de nucleos com valores Feulgen-DNA
contidos na classe ~2C foi de 63,0%, enquanto a frequéncia de valores
correspondentes as classes ~4C e ~8C passou a 31,2% e 1,1%, respectivamente
(Figura 32 - C). Uma baixa frequéncia de nucleos com valores menores do que
aqueles contidos na classe ~2C foi também constatada (Figura 32 - C). Por causa
do aumento na frequéncia de valores correspondentes a classe ~4C nas condi¢ao
de retorno a normoglicemia, os valores Feulgen-DNA nessa condigao
experimental diferiram significativamente daqueles apresentados pela condigéao
controle e pelas células cultivadas em meio hiperglicEmico (Tabela 11).

O histograma de frequéncia de valores Feulgen-DNA de células cultivadas
em meio normoglicémico adicionado de nicotinamida mostrou perfil semelhante ao
de células cultivadas em auséncia de glicose apos terem sido cultivadas em meio
hiperglicémico, embora no primeiro caso a frequéncia de valores menores do que
~2C tenha sido menor (0,5%) e a de valores maiores que ~4C tenha sido maior
(2,3%) (Figura 32 — C,D). A variabilidade dos valores Feulgen-DNA das células

cultivadas em meio normoglicémico adicionado de nicotinamida foi elevada, o que
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tornou a diferengca entre estes valores e os do controle normoglicémico nao
significativas (Tabela 11).

Em células HepG2 cultivadas em meio hiperglicémico contendo
nicotinamida, a variabilidade em valores Feulgen-DNA tenha sido menor do que
em células cultivadas em meio normoglicémico contendo nicotinamida, ndo se
comprovou diferenga significativa entre os valores de ambas populacdes (Tabela
11). No primeiro caso a frequéncia dos valores contidos na classe ~2C foi de
75,1% e na classe ~4C, de 24,8%; apenas 0,5% de nucleos foram classificados
como pertencentes a classe ~8C (Figura 32 - E).

N&o foi encontrada diferenga significativa na area nuclear das células
HepG2 nas diferentes condigdes experimentais (Tabela 11). No entanto, nas
condigdes de cultivo em meio hiperglicémico em auséncia de nicotinamida ou em
meio normoglicémico em presenga de nicotinamida a variabilidade nos tamanhos
nucleares foi maior, o que também aconteceu com os valores Feulgen-DNA
(Tabela 11). Em um grafico de correlagdo valores de area nuclear versus valores
Feulgen-DNA constatou-se que as células cultivadas em meio normoglicémico na
presenca ou auséncia de nicotinamida e mesmo naquelas retornadas de um meio
hiperglicémico apresentaram curva de regressdo semelhante e com valores de R?
menores do que apresentados pelas células cultivadas em meio hiperglicémico na
auséncia ou presenca de nicotinamida (Figura 33 — A-E). Apesar do valor de R?
decrescer na condigao de cultivo das células em meio hiperglicémico contendo
nicotinamida em comparagdo ao R? correspondente as células cultivadas em meio
hiperglicémico sem nicotinamida, este ainda mostrou-se maior dos que os valores
de R? apresentados pelas células cultivadas em meio normoglicémico (Figura 33 —
A-E).

Também nao foram demonstradas diferengas significativas em Sc% nas
varias condicbes experimentais (Tabela 11). No entanto, quando foram
correlacionados valores de Sc% versus valores Feulgen-DNA, a distribuicdo de
nucleos ~2C ocupou maior intervalo de dispersao, representada por uma reta de

referéncia, do que nucleos com ploidia mais altas (Figura 34).
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Tabela 11 — Valores Feulgen-DNA e outros parametros de imagem em células HepG2 cultivadas em meio

hiperglicémico, apds retorno a normoglicemia e em presenga de nicotinamida.

At (u.a.) Area Nuclear (um?) Sc% AAR
Tratamentos
X SD Med X SD Med X SD X SD

Insulina (Controle)  100.73 37.28 89.82° 188.19 67.76 172.38" 47.17% 15.02 1.57° 0.23
Glicose 101.59 43.19 85.00® 191.20 82.11 176.38° 46.28% 1508 1.55° 0.21
Glicose - 108.67 38.26 97.25° 197.80 63.52 180.34° 47.41* 16.35 1.60°® 0.28

Insulina Nicotinamida 113.82 56.11 97.77*° 203.42 86.59 181.50° 47.13% 1464 1.67° 0.30
Glicose Nicotinamida 103.73 35.10 90.85*° 194.62 67.10 183.75° 46.68% 1242 1.66° 0.28

Med, mediana; SD, desvio-padrao; u.a., unidades arbitrarias; X, média aritmética. a-c, letras diferentes em uma mesma coluna
indicam diferenca significativa (P<0,05; Mann-Whitney para Valores Feulgen-DNA e Area Total; ANOVA para Sc% e AAR), n = 175. A,
valores Feulgen-DNA para cromatina total; S %, area nuclear coberta por cromatina “condensada”; AAR, razao de absor¢do média, que

expressa o contraste entre cromatina “condensada” e “ndo-condensada” (Vidal et al, 1973).
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dispersao de valores S.% de nucleos ~2C, n = 175.
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Quanto ao parametro AAR, que corresponde ao contraste entre cromatina
‘condensada” e “ndo condensada”, houve um aumento significativo em seu valor
nas condi¢cdes de cultivo das células em meio normoglicémico ou hiperglicémico,
desde que contendo nicotinamida (Tabela 11). Quando construidos graficos de
dispersdo de Sc% versus AAR, como proposto por Vidal (1984), observa-se que
nas celulas cultivadas em meio normoglicémico os nucleos de ploidia maior que
~2C mostram valores de Sc% concentrados entre 60-80% e valores de AAR
baixos (<1,5), ou seja maior condensagdo e homogeneidade de distribuicdo da
cromatina do que nucleos ~2C (Figura 35 — A). Nos nucleos ~2C observa-se maior
variabilidade na condensacdo cromatinica e no nivel de contraste entre cromatina
condensada e nao condensada do que nos nucleos >~2C (Figura 35 — A).

Nas células cultivadas em meio hiperglicémico, os nucleos ~2C, por sua
vez, apresentaram valores de Sc% predominantemente menores de 60% (Tabela
12) e AAR se estendendo de 1,2 a 1,9, de modo semelhante ao que se verifica
para a maioria dos nucleos ~4C (Figura 35 — B, Tabela 12). Neste caso, o leve
aumento na frequéncia de nucleos de classe de ploidia maiores que ~2C nao
aumentou a porcentagem de nucleos com Sc% maiores que 60% (Tabela 12;
Figura 35 — B), sendo que as frequéncias mais elevadas foram encontradas em
nucleos de classes <~2C. Nas ceélulas retornadas a um meio normoglicémico
observa-se que assim como a porcentagem de nucleos de maior ploidia dobrou
em relagdo as células cultivadas em meio normoglicémico (controle), a
porcentagem de nucleos com valores de Sc% maiores que 60% também dobrou
(Figura 35 — C, Tabela 12).
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No entanto, apesar dessas células de ploidia mais elevada apresentarem
maior porcentagem de nucleos com valores de AAR menores do que 2,0, ou seja,
maior condensagao cromatinica e homogeneidade em sua distribuicdo, a
porcentagem dos nucleos que apresentaram AAR maior do que 2,0 também
aumentou (Figura 35 — C; Tabela 12).

Quanto as células tratadas com nicotinamida, tanto em meio
normoglicémico quanto em meio hiperglicémico, a distribuigdo dos nucleos no
grafico de disperséo é bastante semelhante (Figura 35 — D, E). Quando avaliadas
a frequéncia de nucleos com Sc% maior do que 60% para as células sob
tratamento com nicotinamida em meio de cultura normoglicémico observou-se
semelhancga as células retornadas ao meio normoglicémico, tanto para nucleos de
classe <~2C quanto para nucleos de classes maiores que ~2C (Tabela 12).
Ambos grupos tratados com nicotinamida, ndo somente apresentaram maiores
frequéncias de nucleos com AAR = 2,0 mas estas frequéncias foram mais

elevadas nos nucleos de classe >~2C (Figura 35, Tabela 12).
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Tabela 12 — Frequéncia de nucleos com maior contraste entre cromatina
condensada e ndo condensada (AAR = 2,0) e com maior area coberta por

cromatina condensada (Sc% >60%) em células HepG2.

Frequéncia nuclear  Frequéncia nuclear Frequéncia
(%)—-AAR =2,0 (%) — Sc% > 60% nuclear total (%)
Tratamentos
Classe Classe Classe Classe Classe Classe
<~2C >~2C <~2C >~2C <~2C >~2C
Insulina 3,9 0,6 13,1 7.4 85,8 14,2
Glicose 2,3 0,0 11,4 7,4 78,3 21,7
Glicose- 6,2 2,3 11,4 14,8 67,6 324
Insulina
o . 6,8 8,5 11,9 10,2 67,2 32,8
Nicotinamida
Glicose
7,9 7,3 9,6 7,3 75,1 24 .9

Nicotinamida

4.11. As marcas epigenéticas nos genes Apoe, Foxo1 e Igfbp1 em
hepatécitos de camundongo e em células HepG2 nao mostraram
o mesmo perfil.

Com o objetivo de se verificar se camundongos diabéticos apresentavam
declinio das marcas epigenéticas H3K9Ac e H3K9me2, como observado em
células HepG2 cultivadas em meio hiperglicémico e retorno a glicemia, foi
realizada ChlP para os promotores dos genes Apoe, Foxo1 e Igfbp1. Observou-se
que apenas para o gene Foxo? houve um aumento da H3K9Ac em camundongos
NOD hiperglicémicos. Animais diabéticos, por outro lado, ndo apresentaram

declinio de H3K9Ac nos promotores dos genes Foxo1 e Igfbp1 nem declinio de
H3K9me2 no gene Igfbp1 (Figura 36 A-C).

92



% input

% input

8 8

E

% input
8

8

100 .
100 - Apoe A . Foxol B
90 |
80 - 1
70 | 70 4 t
60 - 1
50 - . |
40 ]
30 - 30 4
20 -+ 20 -
10 - 10
0 +— e — - =

Adulto-Jovem Idoso (Balb/c) Normoglicemico Diabetes Severo Adulto-Jovens  Idosos(Balb/c) Normoglicémicos Diabetes Severo
(Balb/c) (NOD) (NOD) (Balb/c) (NOD) (NOD)
M H3K9Ac MH3K9me2 W IgG EH3K9Ac M H3K9me2 ®IgG

C
Igfbpl

Adultos-Jovens  Idosos (Balb/c) Normoglicémicos Diabetes severo
(Balb/c) (NOD) (NOD)

BH3K9AC WH3KImMe2 mIgG
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5. Discussao

5.1. Poliploidia e remodelagado cromatinica

A poliploidia é um fenémeno fisiologico comum no figado de roedores como
ratos e camundongos que apresentam, quando adultos, uma frequéncia de 80-
90% de hepatdcitos poliploides (Celton-Morizur et al, 2010), sendo originada
especialmente por citocinese incompleta (Gendric et al, 2012). Como ja foi
observado anteriormente, o diabetes e o envelhecimento colaboram para o
aumento da frequéncia de hepatdcitos poliploides em camundongos (Moraes et al,
2007; Mello et al, 2009). Neste trabalho, a poliploidia de hepatdcitos foi avaliada
simultaneamente tanto em animais diabéticos como em animais idosos e foi
confirmado o aumento de hepatécitos com maiores classes de ploidias nas duas
situacdes experimentais, contudo, com intensidades diferentes.

Apesar das consequéncias celulares da poliploidizagcdo ndo estarem bem
definidas, sabe-se que o aumento da ploidia em figado esta associado com
protecdo contra estresses, como no caso de hiperglicemia e até com o
envelhecimento (Anatskaya & Vinogradov, 2010). A duplicagdo do genoma tem
sido relacionada com a ativacdo de reparo a danos no DNA e recombinacao
homologa (Lu et al, 2007). Animais NOD ja apresentavam uma tendéncia a
poliploidia mesmo em situagdo de normoglicemia, quando comparados com
animais Balb/c de mesma idade (linhagem usada como controle para animais
envelhecidos), o que poderia indicar uma antecipacgéo a situagcao de hiperglicemia
ja incorporada no epigenoma dessa linhagem.

A hiperglicemia e o envelhecimento também provocam altera¢gdes, com
intensidades diferentes, na acessibilidade da cromatina por nucleases. Esse
aumento indica que a cromatina dos hepatécitos de animais hiperglicémicos se
encontra em um estado mais descompactado e acessivel para fatores de
transcricdo e outras proteinas. Esse ensaio, contudo, n&o distingue a
acessibilidade da cromatina entre nucleos com diferentes graus de ploidia, uma

vez que o ensaio utiliza um pool de nucleos isolados. No entanto, com o estudo de
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parametros texturais em analise de imagem, é possivel detectar um decréscimo
de entropia em nucleos com maiores ploidias, indicando maior homogeneidade na
compactagao da cromatina, com a hiperglicemia severa, uma situagao inversa do
que acontece em animais normoglicémicos idosos. Estes ultimos resultados
confirmam dados observados para camundongos idosos Uni/A, nos quais ocorre o
destacamento da matriz nuclear de sequéncias de DNA transcricionalmente
inativas, o que favorece a formacgéao de fibras de cromatina estendidas (Moraes et
al, 2010). A presenga de pontos de heterocromatina nesses animais também
corrobora os dados observados pelo ensaio da MNase, quando apds cinco
minutos de digestdo ocorre uma queda na taxa de clivagem pela enzima. Tais
pontos heterocromaticos podem estar relacionados com foci heterocromaticos
ligados a senescéncia (SAHFs) (Gonzalo, 2010), embora haja relatos de que as
SAHFs nao esta diretamente associada com senescéncia (Kosar et al., 2011). A
remodelagdo cromatinica observada nos animais hiperglicémicos, por sua vez,
pode ser ocasionada por fatores epigenéticos como alteragdes em sirtuinas e na
abundancia de metilagdo de DNA, uma vez que ha relatos de hipometilagdo de
DNA em hepatécitos de ratos diabéticos (Gray & Meyts, 2005; Williams et al,
2008).

5.2. Sirtuinas e marcagodes epigenéticas

Dentre varias proteinas envolvidas na remodelagdo cromatinica, as
sirtuinas apresentam um papel importante na coordenagcdo de mudancas
epigenéticas na cromatina de hepatdcitos de camundongos NOD diabéticos e
Balb/c idosos. Sirt1, especificamente, diminui a instabilidade gendmica e promove
a supressao de oncogenes (Oberdoerffer et al, 2008; Shin et al, 2010) e desacetila
o fator de transcricdo PGC-1a, o qual, por sua vez, atua nos hepatdcitos como um
sensor nutricional, modulando as vias da gliconeogénese e glicélise (Rodgers et
al, 2008; Canto & Auwerx, 2009). Como observado em animais com hiperglicemia
severa, Sirt1 e PGC-1a mostram-se mais abundantes em comparacido aos

animais normoglicémicos, apesar de sua atividade ndo acompanhar os niveis de
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abundancia encontrados. A andlise da razdo NAD'/NADH, indica que o ndo
aumento na disponibilidade desta molécula possa ser o fator limitante para a agao
de Sirt1, mantendo os niveis de atividade dessa sirtuina abaixo do esperado.

Em casos de diabetes do tipo | ndo tratados, a falta da sinalizagao da
insulina poderia ser interpretada pela célula como um estado de restricdo calorica
(Nelson & Cox, 2004), apesar da disponibilidade de glicose, o que induziria um
aumento de abundancia, porém nao de atividade. No figado, existem relatos de
que glicose em excesso poderia diminuir a abundancia e a atividade de Sirt1,
ativando a via da glicolise devido a auséncia de insulina em uma situagdo de DM1
(Guarente, 2011). Em idosos, o decréscimo da abundancia e atividade de Sirt1,
assim como da razdo NAD*/NADH, poderiam ser indicios de um decréscimo
generalizado no metabolismo celular (Gonzalo, 2010; Shin et al, 2010). Nos idosos
essa reducdo poderia estar relacionada com o decréscimo nas taxas de
gliconeogénese e cetogénese, da capacidade anti-oxidante geral do o6rgdo e
aumento da peroxidacgao lipidica (Spindler et al, 2003; Braidy et al, 2011).

Dos alvos histbnicos de Sirt1, apenas a modificacdo H3K9Ac mostrou-se
mais abundante em hepatécitos de animais diabéticos e idosos, em comparacgao
aos seus respectivos controles. A acetilagdo de histonas é importante para o
estabelecimento de um estado transcricionalmente competente da cromatina
(Gdrisch et al, 2005). H3K9Ac, especificamente, € normalmente uma marca de
ativacdo génica, pois se encontra usualmente presente em promotores de genes
ativos e colabora com o recrutamento de fatores de transcrigdo (Nakamura et al,
2010). O aumento na abundancia dessa marca em hepatécitos de camundongos
com hiperglicemia severa poderia indicar um padrdao de expressdao génica
diferenciado propiciando ao organismo adaptar-se a longos periodos de auséncia
da insulina. No entanto ja foi observada a presenga de H3K9Ac em genes em
estado represso (Gatta & Mantovani, 2010) assim como diminuicdo em sua
abundancia em experimentos com ratos machos envelhecidos (Kawakami et al,
2009).
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Figura 37 — O efeito do envelhecimento e o diabetes mellitus severo do tipo |

sobre a abundancia e atividade de Sirtuinas nucleares em hepatdcitos de

camundongos. Setas vermelhas indicam decréscimo ou acréscimo de abundancia.

Setas pretas indicam acdo. Linhas pontilhadas indicam acgdo reduzida ou

incompleta. As fotomicrografias mostram a resposta AgQNOR positiva em nucleos

de hepatdcitos. Barra, 10 um.

Em idosos, todos os alvos histonicos de Sirt1, com excecdo de H1K26Ac,

apresentaram abundancia relativa aumentada em comparagdo com animais

adultos-jovens, indicando que o decréscimo na abundancia e na atividade dessa

sirtuina faz com que seus alvos permanegam acetilados e contribuam para um

estado mais descompactado da cromatina, como observado pelo ensaio com

MNase e analise de imagem (artigo cientifico 1 — Anexo I).
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Sirt6, assim como Sirt1, ttm em comum a modificacdo de histona H3K9Ac
como alvo e ambas estdo envolvidas direta ou indiretamente com o
envelhecimento e a inflamacgéao (Pfluger et al, 2008; Van Gool et al, 2009). Foi
observado neste estudo que a abundancia de Sirt6 em hepatécitos de animais
diabéticos e idosos era semelhante ao observado para Sirt1l. Sabe-se que
camundongos knockout para Sirt6 apresentam hipoglicemia devido a nao-
repressao do fator de transcricao Hifa, aumentando a absorgéo de glicose e taxas
de glicdlise (Zhong et al, 2010). Como foi observado aumento na abundancia de
Sirté em animais hiperglicémicos, isso poderia estar relacionado com a diminuigéao
das taxas de glicolise encontradas em situacdo de DM. Sirt6 também esta
envolvida com reparo de danos ao DNA e geralmente encontra-se em grande
abundancia em presencga de altas concentragdes de espécies reativas de oxigénio
(ROS) (Mostoslavsky et al, 2006). No diabetes, o desequilibrio do processo de
cetogénese acumula altos niveis de ROS que poderiam causar danos ao DNA
(Berg et al, 2004). De fato, animais hiperglicémicos apresentaram uma
porcentagem elevada de células com elevado nivel do indice de dano ao DNA
(IDD), parametros que se assemelharam ao controle positivo. Em camundongos
idosos, Sirt6, assim como Sirt1, apresentaram baixa abundancia. O decréscimo
em Sirt6 ja havia sido relacionado com envelhecimento precoce em camundongos
knockout para esta proteina, uma vez que Sirt6 previne disfuncdo telomérica
quando desacetila H3K9Ac dessas regides (Tennen et al, 2010).

Sirt7 € uma sirtuina nuclear que se localiza preferencialmente em regides
nucleolares e esta envolvida na elongagdo e transcricdo do rDNA (Ford et al,
2006). Nos animais diabéticos ndo se observou diferenga na abundancia de Sirt7,
enquanto em idosos o nivel dessa proteina diminuiu. Nosso grupo de pesquisa ja
havia demonstrado que em hepatdcitos de animais idosos ocorre uma inativagao
do rDNA provavelmente pelo destacamento dessas sequéncias de DNA da matriz
nuclear (Moraes et al, 2010). O decréscimo na abundancia de Sirt7 poderia estar
relacionado com a inativacdo do rDNA observada por Moraes e colaboradores

(2010), uma vez que esta proteina age na elongagédo da transcricdo do rRNA,
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ativando a RNA polimerase |, antagonicamente a Sirt1, que inibe esta enzima
(Ford et al, 2006). Mudangas na posi¢cao do rDNA e em sua interagdo com outros
componentes da matriz nuclear podem indicar tanto mudanca dos niveis de
transcricdo do rDNA, como da organizagcdo do nucléolo. Tanto em animais
diabéticos como em idosos houve um decréscimo na razdo area AgNOR
positiva/area nuclear, contudo esse resultado deu-se por diferentes causas:
enquanto animais com hiperglicemia severa apresentaram redu¢ao nessa razao
principalmente pelo aumento no valor de area nuclear, animais idosos
apresentaram uma combinacdo de aumento de area nuclear e decréscimo na area
AgNOR positiva. Como descrito no artigo cientifico 1 (Anexo 1), ambos os grupos
experimentais de animais hiperglicémicos e envelhecidos apresentaram aumento
na area nuclear em células submetidas a reacdo de Feulgen, e 0 mesmo foi
confirmado utilizando-se a técnica de AgNOR. Somado a isso, animais
hiperglicémicos mostraram diminuigdo nos niveis de RNA totais (Mello et al, 2009).
Havia sido relatado na literatura que a diminuigdo de areas nucleolares estaria
relacionada com aumento na metilagdo do rDNA (Swisshelm et al, 1990; Machwe
et al, 2000). A técnica de Native-ChIP realizada para a marcagdo de 5-metil-
citosina na regido correspondente ao rDNA 18S tanto de regides ativas como
inativas indicou, de fato, aumento na metilacdo desse sitio em animais idosos,

enquanto animais diabéticos ndo apresentaram nenhuma diferenga significante.

5.3. Expressao génica diferencial

O DM do tipo | € uma doenga de origem auto-imune que fundamentalmente
desregula o metabolismo de carboidratos e de lipidios do organismo devido a
auséncia de insulina. Os genes diferencialmente expressos encontrados em
animais hiperglicémicos mostraram, de fato, altera¢gdes nesses dois processos,
sendo que o mapa génico se encontra centrado sobre quatro genes principais:
Ppargc1a, Ppard, Nr1d1 e Srebf1. A via canOnica com mais genes com alto Fold
Change foi a via de sinalizagao entre células dendriticas e NK, relacionada com

inflamacé&o, e apresentou todos os seus genes repressos (Fasl, Kird1, H2-Q10 e

99



I12rg). Contudo, também ha genes superexpressos relacionados com a inflamagéao
como Chemokine (C-X-C motif) ligand 11 (Cxcl11), receptores de Interleucinas 12
e 1 (I12rb e ll1rl2) e Toll-like 11 (TIr11). Sabe-se que tanto animais com DM1
quanto DM2 apresentam altos niveis de inflamacao (Ebstein, 1976). Em DM1, a
desregulacdo na expressao do receptor Toll-like e, consequentemente sua
sinalizagao alterada, afeta também as vias de citocinas e interleucinas no sangue
periférico, as quais podem estar envolvidas com o inicio do desenvolvimento desta
doenca e servirem como um marcador para DM (Alkanani et al, 2012).

A segunda via mais ativada foi a do PXR, a qual € comumente acionada
predominantemente no intestino e figado para o metabolismo de xenobidticos por
induzir enzimas da familia do citocromo P450. Em nossos experimentos, todos os
genes dessa via estavam superexpressos, em particular o fator de transcrigdo
PGC-1a, o qual participa de trés segmentos desta e cujo envolvimento no
metabolismo de xenobidticos ja havia sido descrito, sendo, entdo, um possivel
alvo terapéutico para o tratamento de DM (Amentz et al, 2012). A superexpressao
de proteinas do citocromo P450 observada em nossos experimentos pode ser a
responsavel pela superproducéo de ROS (Aubert et al, 2011), o qual se encontra
em niveis elevados em DM e induz danos ao DNA, como os observados pelo
ensaio do Cometa. Além disso, as implicacbes de altos niveis de Cyp2b10 e
Cyp2b6 observados ndo somente na via do PXR como também na via do RXR
mediado por LPS/IL-1 sdo muitas, pois além de contribuir para o aumento de
ROS, também sao responsaveis pelo aumento na resisténcia a insulina e na
indugao da doencga hepatica gordurosa néo alcodlica (esteatose hepatica) devido a
alta peroxidagao de lipidios (Aubert et al, 2011; Bulum et al, 2011). O gene
Srebf1, responsavel pela indugéo da lipdlise na via TR, e o gene Fabpb, na via do
RXR mediado por LPS-IL-1, responsavel pelo transporte de acidos graxos e
lipidios, assim como outros genes apresentados na segunda rede, se encontram
repressos (Figura 16). A repressao desses genes e consequentemente seu
envolvimento na rede de doencgas gastrointestinais e disfungdo no sistema

hepatico, apresenta indicagcdo de que os animais com DM do tipo | se encontram
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na fase inicial, sendo instalada, de esteatose hepatica, como complicacido
secundaria.

Os hepatdcitos de animais diabéticos, como esperado, também
apresentaram alteragbes no metabolismo de glicose como as observadas nas vias
TR e FXR. Sabe-se que o0s genes G6pc e G6pc2, transcrevem proteinas
participantes da via de glicogendlise para liberacdo de glicose em hepatdcitos
durante jejum ou DM2, através do fator de transcricdo PGC-1a, o qual se encontra
superexpresso em DM2 (Im et al, 2011) e em animais com DM1. Como observado
em nosso modelo de DM1, todos esses genes apresentam-se ativos e super-
regulados, induzindo a gliconeogénese (Figura 19 e 20), assim como outros genes
envolvidos no metabolismo da glicose indicados na primeira rede (Figura 15).

Estudos que avaliaram diferenga na expressdo génica em hepatdcitos
polipldides indicaram ativagcédo e repressdo de vias semelhantes as encontradas
em nossos estudos, apesar dos genes envolvidos ndo serem necessariamente os
mesmos. Anatskaya e colaboradores (2007) observaram aumento no reparo a
danos ao DNA, indugdo de metabolismo de acidos graxos e glicose e diminuigao
na imunidade, apoptose e respiragdo. De fato, o decréscimo na expressdo do
gene Fasl, relacionado com apoptose e imunidade, e outros indicados na via de
sinalizagao entre células dendriticas e NK, podem estar relacionados a fenbmenos
nao somente ocasionados pelo DM1, mas também pelo estado polipléide dessas
células.

Comparativamente, em hepatocitos de animais idosos foram observadas
diversas vias alteradas relacionadas ao metabolismo de lipidios. O metabolismo
do acido linoleico e o do acido araquidbnico se relacionam, uma vez que acido
linoleico € usado na biossintese de acido araquidénico e isso se confirma, pois
todos os genes diferencialmente expressos na via do primeiro, também estao
presentes na via do segundo (Cyp2b10, Cyp2c40, Cyp2d9 e Pla2g1b). Sabe-se
que o acido linoleico conjugado, apesar de apresentar um efeito anti-obesidade,
pode causar esteatose hepatica, porém, a administracdo de acido araquidbnico

poderia reverter o quadro desta doenga (Oikawa et al, 2009). Apesar do perfil
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gendmico de camundongos idosos apresentar uma rede de genes envolvidos com
doencas gastrointestinais, disfuncédo e esteatose hepatica (Figura 24), os genes
com expressao diferencial se encontravam na periferia da rede e apresentavam
relagcbes indiretas com os outros genes envolvidos. Nupr1 e Gadd45a, por
exemplo, estdo superexpressos e s&o envolvidos com tumorigénese hepatica e
estresse do reticulo endoplasmatico, relacionando-se ainda com o complexo
P450, no qual foi observada expressado diferenciada em algumas moléculas
(Huang et al, 2011; Ozawa et al, 2011).

Apesar de Gadd45a e Nupr1 estarem superexpressos, foi observada a
repressao de diversos genes envolvidos com cancer, como Wnt3a, Cdkn1a, Egfr e
Akt1. Cdk1na, por exemplo, transcreve um inibidor de cinase dependente de
ciclina e pode ser repressor de tumor quando presente no nucleo ou oncogene se
ativo no citoplasma por regular migragao e proliferacdo (Romanov et al, 2012).
Akt1 é um fator de sobrevivéncia celular (Matsuyama et al, 2004) e quando ativado
permite o crescimento de células hepaticas. Em nossos experimentos, este gene
encontrava-se represso nos camundongos idosos indicando que nesses animais
esta ativado um mecanismo de prote¢ao contra tumores (Wang et al, 2004).

Semelhantemente a diabéticos, camundongos idosos apresentaram
diversos genes envolvidos com a resposta inflamatoria, sendo que, de todos,
Ppard e Cyp2b10 encontraram-se diferencialmente expressos em ambas as
situagdes experimentais. O grande numero de genes diferencialmente expressos
envolvidos com a inflamagado e com o envelhecimento foi visto por outros grupos
(Cao et al, 2001) e reafirma a hipotese de que o envelhecimento seja um estado
inflamado e possa contribuir com o surgimento de doengas tipicas do
envelhecimento como Alzheimer e DM2 (Navarrete-Reyes & Montana-Alvarez,
2009).

E interessante observar também em hepatdcitos de animais idosos a
presenca de trés genes superexpressos envolvidos principalmente com ritmo
circadiano (Per2, Per3 e Nr1d1), além de outros que se relacionam com o relogio

biolégico indiretamente (Anexo 1V). Alteragbes no ritmo circadiano com o
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envelhecimento podem ter diversas causas e implicagdes: foi observado que
oscilacdes nos niveis de NAD", assim como inflamagdo e aumento na sintese de
lipidios, como observado neste estudo, poderiam modificar o reldgio biolégico
(Sahar et al, 2011; Finlay et al, 2012).

5.4. Mecanistica epigenética no diabetes mellitus

Células HepG2 foram usadas como um modelo para simulagdo de DM1
para analises de expressao génica e mecanistica epigenética dos genes Apoe,
Igfbp1 e Foxo1. Esses genes foram selecionados principalmente pela sua relagéao
com a Sirt1 na regulagdo do metabolismo de carboidratos e lipidios (Lemieux et al,
2005; Li et al, 2008; Li et al, 2011).

A anadlise da expressdo génica nessas células revelou que em uma
situagdo de hiperglicemia as expressdes génicas de Apoe, Foxo1 e Igfbp1 sao
aumentadas, contudo esse aumento se torna reversivel 24 horas apdés retorno ao
meio de cultura normoglicémico. O aumento na expressdo desses genes com 0O
aumento da concentragao de glicose no meio esta intimamente relacionado com a
sua fungdo no metabolismo energético celular. Apoe é regulado indiretamente pela
hiperglicemia, uma vez que € um gene que expressa a Apoliproteina E, a qual se
liga a lipidios formando lipoproteinas, que por sua vez, estdo envolvidas com o
metabolismo de lipidios alterado no DM (Nelson & Cox, 2004), assim como Foxo1,
que é um fator de transcricdo abundante em tecidos responsivos a insulina, como
figado, tecido adiposo, entre outros (Van der Vos & Coffer, 2008). Em hepatdcitos,
uma das funcdes de Foxo1 é atuar como co-ativador de PGC-1a no aumento da
expressao da glicose-6 fosfatase, a qual € muito abundante no DM e foi observada
aqui como superexpressa em camundongos diabéticos pelo ensaio de expressao
(Van der Vos & Coffer, 2008). O aumento da expressao de Igfbp1 pode ser uma
consequéncia do aumento de Foxo1, pois ha uma estimulacao dessa proteina por

uma via Foxo1-dependente iniciada por Sirt1 (Gan et al, 2005).
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As respostas obtidas ao tratamento com a nicotinamida mostraram-se
diferentes para cada gene, indicando as diferentes atuagdes das sirtuinas sobre a
transcricdo. Foi constatado que as sirtuinas nao exercem efeito direto na
expresséo do gene Apoe, pois com a adi¢do de nicotinamida, a expressao génica
nos meios de cultura “com insulina” e “insulina com nicotinamida” permaneceram
os mesmos. O gene Igfbp1, no entanto, apresentou um padréo de regulagao direta
por sirtuinas, pois apenas com a adicao de nicotinamida em um meio de cultura
normoglicémica, sua expressao foi semelhante a de uma situacdo com
hiperglicemia. O tratamento com nicotinamida, em presencga de alta concentragéo
de glicose, elevou também a expressdo de Igfbp1, indicando que a baixa
expresséo do gene Igfbp1 pode estar diretamente regulada por sirtuinas.

Analisando-se a expressédo do gene Foxo1 em células HepG2, poderia ser
sugerido que as sirtuinas nucleares em um meio normoglicémico, tivessem um
papel modulador sobre esse gene, pois manteriam tal expressao ligeiramente
elevada. Contudo, sua agdo € anulada em uma situagado de hiperglicemia, nao
havendo alteragdo na expressdo de Foxo?7 com a adicdo da droga em meio
hiperglicémico.

Quanto aos marcadores epigenéticos, estes ndo mostraram o mesmo perfil
apresentado pela analise da expressao génica. Em todos os casos houve uma
perda progressiva das marcagdes H3K9Ac e H3K9me2 nos tratamentos com alta
concentragao de glicose e com o retorno do cultivo a um meio normoglicémico. O
residuo de lisina 9 da histona H3 é alvo ndo somente de deacetilases NAD'-
dependentes, como de deacetilases classicas (HDAC1), metil-transferase
(SUV39H1) e demetilases (JHDM2A) (Yamame et al, 2006; Vaquero et al, 2007;
Willis-Martinez et al, 2009). Sua acetilacdo tem sido diretamente relacionada com
ativagao transcricional, assim como dimetilagdo levaria ao silenciamento génico e
a trimetilagcéo seria marca de heterocromatina (Kurdistani et al, 2004; Kawakami et
al, 2009). A perda progressiva de marcagdes H3K9me2 e H3K9me3 e acréscimo
da marcagdao H3K4me em uma situagao de hiperglicemia transiente também foi

relatada no promotor do gene NF-kB em células endoteliais devido ao
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recrutameno de enzimas LSD1 (lysine-specific demetilase 1) (Villeneuve et al,
2008; Cooper & EI-Osta, 2010). A assinatura epigenética em marcagdes de
acetilacdo também foi observada em células retino-endoteliais em ratos
hiperglicémicos (Zhong & Kowluru, 2011). Nelas, a hiperglicemia prejudicou o
funcionamento de HATs (histonas acetil transferases) o que provocou um
decréscimo de H3Ac e essa alteragdo permaneceu mesmo com o retorno a
condigdes normoglicémicas (Zhong & Kowluru, 2011). Essa persisténcia
epigenética constituiria 0 que € chamado de memaria hiperglicémica. Estudos em
humanos indicam que a exposi¢ao a altas concentragbes de glicose pode causar
alteragdes no epigenoma que podem persistir por longos periodos mesmo apos
tratamento (Costa & EI-Osta, 2010).

O tratamento com nicotinamida induziu alteragdes no comportamento
epigenético diferenciado para cada gene. Associado ao promotor do gene Apoe,
observou-se aumento nas marcagdoes H3K9Ac e H3K9me2 com o tratamento por
nicotinamida, mas isso nao se refletiu em alteragdo na expressao deste gene. Em
relacdo as modificagbes epigenéticas quando do cultivo em meio de cultura
hiperglicémico contendo nicotinamida, observamos que H3K9Ac associada ao
promotor de Apoe encontrava-se aumentada, assim como a expressao génica,
indicando que apesar de as sirtuinas nao exercerem um papel direto na expressao
desse gene, ainda assim regulam discretamente os seus niveis de acetilagao.

A idéia de que as sirtuinas possam nao estar ativas em um meio
hiperglicémico é corroborada na analise por ChIP dos marcadores epigenéticos
associados aos promotores dos genes Igfbp1 e Foxo1. No que se refere a esses
genes, o tratamento com meio de cultura hiperglicémico contendo nicotinamida
ndo alterou os niveis de H3K9Ac e H3K9me2. Contudo, o tratamento com meio de
cultura normoglicémico contendo nicotinamida mostrou alteragbes. Pudemos
relacionar a diminuigdo da expressdo génica de Foxo1 com o aumento de
H3K9me2 no seu promotor e, em Igfbp1, 0 acréscimo na expressado poderia estar

relacionado com o aumento de H3K9Ac no seu promotor.
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Além disso, a expressdo génica aumentada de Igfbp1 somada a maior
abundancia de marcagdes epigenéticas apos tratamento com nicotinamida em
meio normoglicémico excluiria a hipotese de que as marcagdes epigenéticas
apenas diminuissem devido a menor concentragao de histonas nos promotores de
genes ativos (Barski et al, 2007).

Quando observadas as marcagdes epigenéticas para 0s mesmos genes
analisados em HepG2 em hepatdcitos de camundongos diabéticos, nao se
constatou o0 mesmo padrédo de perda progressiva de H3K9Ac e H3K9me2 nos
promotores desse gene, como era esperado. Pelo contrario, observou-se um
aumento de H3K9Ac apenas no promotor do gene Foxo7, no entanto, outros
grupos de pesquisa conseguiram com sucesso mostrar perda de H3K9me2 e
H3K9me3 no promotor do gene p65 em animais diabéticos (Brasacchio et al,
2009). Uma vez que este experimento foi realizado em triplicata biolégica, é
plausivel considerar que mais repeticbes sejam necessarias para identificar algum
efeito significativo sobre a marcagdo H3K9me2, pois nos animais NOD usados, o
desenvolvimento da doenga n&o ocorre exatamente no mesmo periodo, indicando
certa variabilidade entre animais da mesma linhagem. No entanto é possivel
observar uma tendéncia ao decréscimo dessa marcagdo nos genes aqui
estudados. Nao ha, contudo, relatos referentes a marca de ativagdo H3K9Ac, mas
uma vez que foi observado um aumento generalizado dessa marcagédo em
animais diabéticos nesta investigagcao, seria esperado que em algum dos genes
estudados houvesse aumento dessa marcagao nos promotores.

Em idosos, por outro lado, foi observada diminuicdo de marcagao
epigenética para os genes Foxo1 e Igfbp1 e de fato existem relatos de uma
diminuicao global da metilagdo de histonas H3 e H4 nessas condi¢gdes (Gonzalo,
2010). Contudo é importante salientar que a redu¢ado de marcadores epigenéticos
em regides especificas ndo exclui o aumento dos mesmos marcadores de forma
global, como no caso da H3K9Ac e metilagdo de DNA. Foi observado neste
estudo que ha um aumento de H3K9Ac em hepatdcitos, porém diminuicdo nos

genes Foxo1 e Igfbp1 particularmente, em oposigao a metilagdo de DNA, quando
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ha diminuicdo na metilagdo global e no aumento de metilagdo em Joci especificos
(Gonzalo, 2010), como os do rDNA 18S e, também observados em nossos
experimentos.
5.5. Fenétipo Nuclear de células HepG2

Como esperado para hepatécitos humanos as células HepG2 apresentaram
baixos niveis de poliploidia. A maioria dos nucleos apresentam valores Feulgen-
DNA correspondentes a classe ~2C (Celton-Morizur et al, 2010). Devido a sua
caracteristica tumoral, essas células apresentam hiperdiploidia, sendo que ~2C
corresponde a presenga de 50 a 60 cromossomos (Chen et al, 1993). Apesar dos
valores Feulgen-DNA da amostragem populacional de células HepG2 cultivadas
em meio hiperglicémico nao diferirem daqueles observados nas células cultivadas
em meio normoglicémico, foi possivel se observar que no interior da classe ~2C
houve um deslocamento da frequéncia de nucleos para valores inferiores. A
“‘perda” de DNA observada nessas células poderia ser consequente a uma leve
descompactagao da cromatina permitindo maior solubilizacdo do acido apurinico
durante a hidrélise acida da reagao de Feulgen, o que levaria a um decréscimo
nas absorbéncias e consequentemente em valores Feulgen-DNA para este
material. No grupo de células que retornou a normoglicemia, apos tratamento
hiperglicémico, foi observado aumento na frequéncia de células na classe ~4C, o
que poderia ser um indicio de divisao celular (fases S e G2). Isto porque as células
desse grupo foram coletadas apds 72 h de cultivo, ao invés de 48 h, como no
grupo “Insulina” e “Glicose”. No entanto, a ocorréncia de divisdo celular nao
aconteceria em sincronia a taxa normal de proliferagao e sim como consequéncia
da mudanga nos meios de cultivo, porque as células HepG2 apresentam um
tempo de duplicacéo de 20 h a 29 h (Nyberg et al, 1994; Huang et al, 1999; HPA
Culture Collections, 2012), e o tempo de 72 h se situaria em um periodo pds-ciclo
de divisdo. O indicio de duplicagao no conteudo de DNA, entdo, poderia ser uma
resposta proliferativa ao estresse ocasionado pelo retorno ao meio
normoglicémico. Isso ainda é evidenciado pela auséncia de células com classes

de ploidia >~4C neste grupo.
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Tal acontecimento pode ser uma forma através da qual as células se
protegem dos danos causados pela hiperglicemia, pois o cultivo de células HepG2
em altos niveis de glicose ndo apenas eleva os niveis de ROS como também a
peroxidagcao de lipidios (Chandrasekaran et al, 2010). Enquanto células nao-
tumorais apresentam diminuicdo da proliferacdo celular e aumento de apoptose
sob essa condicdo experimental (Varma et al, 2005; Davidson & Yellon, 2006),
células pancreaticas cancerigenas apresentam proliferacdo celular aumentada
com a hiperglicemia (Han et al, 2011). Uma vez que as células HepG2 sao
reestabelecidas em um meio de cultura normoglicémico favoravel, isso poderia
ser, entdo, um estimulador da proliferagéo celular.

De fato, a hiperglicemia provocou um leve aumento no tamanho nuclear,
uma vez que células cultivadas em meio hiperglicémico tanto na auséncia quanto
na presenga de nicotinamida apresentaram alguns nucleos com area nuclear
maior do que o esperado em relagdo ao seus respectivos valores Feulgen-DNA,
resultando em uma maior inclinagdo da linha de regressao obtida de areas
nucleares versus conteudo de DNA. Achado semelhante ja foi relacionado com
senescéncia prematura em fibroblastos humanos (Kobayashi et al, 2008). Em
cardiomiécitos knockout para Sirt3, foi observado também entumescimento
mitocondrial associado ao envelhecimento precoce (Nogueiras et al, 2012). O
“inchacgo” celular € a primeira manifestagdo de injuria a célula e apresenta, como
caracteristicas, aumento do volume do reticulo endoplasmatico, de mitocdndrias,
aumento da formacdo de areas heterocromaticas, entre outros (Kumar et al,
2012). Os agentes dessas injurias podem variar desde hipdxia, agentes quimicos,
reagao imunoldgica, defeitos genéticos, desequilibrio nutricional e envelhecimento
(Kumar et al, 2012), muitos dos quais podem ser relacionados com o tipo de
estresse submetidos aqui pela simulagéo de uma condigdo de DM1.

Os resultados obtidos com o tratamento por nicotinamida indicam que as
sirtuinas influenciam o fendtipo nuclear das células HepG2 cultivadas tanto em
condigdes de normoglicemia como de hiperglicemia. Os fendtipos nucleares

nesses casos indicaram um aumento do contraste entre cromatina condensada e
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nao-condensada, especialmente para nucleos com maiores classes de ploidia, os
quais também apresentaram menor porcentagem de area coberta com cromatina
condensada. Como as sirtuinas séo deacetilases de histonas, uma vez havendo
inibicdo dessas proteinas € de se esperar uma descondensagao cromatinica
(Kouzarides, 2007). Contudo, essa descondensagado mostrou-se mais pronunciada
apenas para nucleos com classes de ploidia maiores do que ~2C, indicando que
as sirtuinas estariam atuando de forma seletiva predominante em nucleos com
conteudo de DNA duplicado. Foi observado que o tratamento com nicotinamida
em megacariécitos estimula o aumento de ploidia nessas células, por inibir Sirt1
e/ou Sirt2 (Giammona et al, 2009), sendo que Sirt2 € uma sirtuina citoplasmatica
que esta envolvida no atraso da proliferacao celular ao inibir a condensagao
cromatinica (Inoue et al, 2007). Isso corrobora nossos dados, uma vez que no
grafico de dispersao de Vidal foi possivel observar um deslocamento de AAR para
valores = 2,0 em células >~2C ao mesmo tempo em que as areas ocupadas por
cromatina condensada se tornaram levemente menores principalmente para

células com classe de ploidia <~2C.
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6.

Conclusoes Gerais

Levando em consideragao os resultados obtidos assim como dados da

literatura & possivel concluir que:

1-Tanto em camundongos NOD com hiperglicemia severa quanto em

4-

camundongos BALB/c normoglicémicos idosos ocorre aumento na ploidia e
remodelacdao cromatinica em hepatdcitos. Contudo, o aumento na ploidia é
mais pronunciado em animais diabéticos e a remodelagdo cromatinica difere

nas duas situagdes experimentais.

Em hepatdcitos de animais com hiperglicemia severa ocorre aumento na
abundancia de Sirt1 e Sirt6, mesmo sem disponibilidade do seu cofator,
enquanto em hepatocitos de camundongos normoglicémicos idosos ha redugao
na abundancia de Sirt1, Sirt6 e Sirt7, indicativa de reduc&o generalizada no

metabolismo desses animais.

Em hepatécitos de camundongos com hiperglicemia severa o aumento na
abundancia de Sirt1, mas ndo sua atividade, resulta em uma selegao de alvos.
O aumento da abundéancia e atividade de PGC1-a, possivelmente por Sirt1,
induz a transcrigdo de genes envolvidos com a gliconeogénese e o aumento da
abundancia de H3K9Ac pode estar envolvido com uma regulagdo epigenética
diferencial em genes envolvidos com o metabolismo de carboidratos. Em
hepatdcitos de animais normoglicémicos idosos, a pouca abundancia e a baixa
atividade de Sirt1, devido ao ndo-aumento da abundancia de NAD*, contribuem
para a permanéncia da acetilacdo em todos os seus alvos histdnicos, com
excecao de H1K26Ac, o que se reflete no estado descompactado da cromatina

desses animais.

Em hepatdcitos de animais com hiperglicemia severa, porém nao de animais

normoglicémicos idosos, o aumento na taxa de danos ao DNA, provavelmente
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por aumento de ROS, pode ter contribuido para com o aumento na abundéancia
de Sirt6.

Em hepatécitos de animais com hiperglicemia severa, a baixa razdo area
AgNOR+/area nuclear se da por um aumento no valor da area nuclear
enquanto em animais normoglicémicos idosos € devida a combinagdo de
aumento na area nuclear e diminuicdo na area AgNOR+, sendo esta ultima

associada a um aumento de metilacdo no rDNA.

Tanto em hepatdcitos de animais diabéticos quanto de normoglicémicos idosos
ha diversos genes diferencialmente expressos envolvidos em processos
inflamatdrios, sendo que no primeiro caso provavelmente ocorram devido a
natureza autoimune da doencga, enquanto no segundo caso sejam um indicio de
inflamacdo comumente associada ao envelhecimento. Somado a isso, em
animais diabéticos os genes diferencialmente expressos envolvidos no
metabolismo de lipidios provavelmente aumentem a peroxidacido lipidica,
produzindo ROS, e induzam a esteatose hepatica, contribuindo com

complicagdes secundarias da doenca.

Células HepG2 cultivadas em meio hiperglicémico apresentam indicios de
estresse celular como um ligeiro intumescimento nuclear, revertido quando do
retorno das células a normoglicemia, apdés o que as células passam a
apresentar aumento em valores Feulgen-DNA interpretados como resultantes
de proliferagdo celular em resposta ao estresse. O tratamento com
nicotinamida, tanto em meio normoglicémico quanto em meio hiperglicémico,
induz um aumento na frequéncia de células com maiores graus de ploidia,
semelhantemente ao que acontece com as células retornadas ao cultivo em
meio normoglicémico. O maior contraste entre cromatina condensada e néao
condensada nas células com maiores valores Feulgen-DNA entdo verificado
indica a atuac&o das sirtuinas na remodelagado cromatinica e na progressédo do

ciclo celular das células HepG2.
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8- Embora em células HepG2 a hiperglicemia provoque alteragbes na expressao
de genes estratégicos, como Apoe, Foxo1 e Igfbp1, essas alteragbes sao
reversiveis. A progressiva diminuicdo na abundéncia de marcadores
epigenéticos em meio hiperglicémico leva a suposicdo de que um mecanismo
de memoria epigenética possa estar ativo, um fenbmeno que nao foi observado
em modelo animal. As sirtuinas neste contexto mostram exercer um papel tanto
na expressao génica quanto na marcagao epigenética; no entanto, em meio
hiperglicémico essas proteinas aparentam estarem inativas, semelhantemente

ao observado em modelo animal.
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Changes in polyploidization, chromatin supraorganization, and chromatin accessibility
were investigated in hepatocytes collected from adult, nonobese diabetic (NOD) mice
with increasing hyperglycemia and compared with adult normoglycemic controls and
56-week-old normoglycemic BALB/c mice. Our goal was to determine the changes in
ploidy degrees and chromatin characteristics in mouse hepatocytes that are associated
with insulin-dependent diabetes and to detect similarities in these aspects with those
verified with aging, with greater accuracy than previous studies. Image analysis of Feul-
gen-stained nuclei revealed changes in ploidy degrees and chromatin supraorganiza-
tion. Chromatin accessibility was assessed with micrococcal nuclease (MNase) diges-
tion. Increased polyploidy was associated with increasing levels of glycemia, and this
trend toward polyploidy was found even under normoglycemic conditions in NOD
mice. Although high degrees of ploidy were also detected in aged BALB/c mice, the
magnitude of polyploidy was not the same magnitude as that in the diabetic mice.
While there was increased homogeneity of chromatin packaging with increasing poly-
ploidy under conditions of severe hyperglycemia (and even under conditions of normo-
glycemia) in NOD mice, an inverse relationship was observed in aged BALB/c mice.
Chromatin accessibility to MNase increased under severe hyperglycemia and advanced
age, but it was much higher in the diabetic mice. In conclusion, although similarities in
polyploidy were observed between the hepatocytes from increasingly hyperglycemic
adult mice and those from normoglycemic aged mice, the relationship between
chromatin remodeling and increases in ploidy degrees was not the same between the
hepatocytes of these two groups. These findings demonstrate that strict similarities
between diabetes and aging are not always true at the cellular level. This discordance is
likely due to differences in the metabolic state of mouse hepatocytes during
aging and diabetic conditions consequent to specificities in their gene regulatory
programs.  © 2012 International Society for Advancement of Cytometry

Key terms
aging; diabetes; hepatocytes; polyploidy; chromatin supraorganization; image analysis;
MNase; NOD mice

POLYPLOIDY is a physiological phenomenon in which eukaryotic cells contain more
than two sets of the haploid genome. A possible link between polyploidy and the
orchestration of gene expression has been proposed. According to this hypothesis,
polyploidy acts as a protective mechanism against apoptosis and oxidative stress-
induced DNA damage by increasing the gene copy number, saving energy resources,
affecting the expression profile of some genes and, consequently, prolonging cell sur-
vival (1—3). The determination of Feulgen-DNA content using microspectrophoto-
metry, image analysis, and flow cytometry has allowed investigators to assess changes
in the frequency of different degrees of ploidy in the nuclei of several somatic cell
types, including liver cells and myocardiocytes, under different physiological or ex-
perimental conditions (1—9). In the mammalian liver and heart, polyploidy has been
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and changing environmental conditions, which protects cell
vitality, favors reserve ATP production, and sustains tissue-
specific functions while strongly inducing function-specific
genes (10). In the liver, polyploidy could enable a flexible
physiology in which tissue-specific functions are maintained
under severe conditions and new gene regulatory pathways are
introduced. Indeed, many ploidy-responsible genes are
expressed in the liver (10). Thus, ploidy could serve as an
adaptive mechanism for dealing with physiologically unfavor-
able microenvironments (10).

The increase in polyploidy with advancing age is a well-
known phenomenon that is observed in mouse hepatocytes
(2,5,8,10). Increasing polyploidy and zonal chromatin unraveling
were reported for some hepatocytes from adult nonobese diabetic
(NOD) mice with insulin-dependent diabetes (11). Although a
15% increase in >4 C (tetraploid) nuclei in mononucleated he-
patocytes has been reported for aged A/Uni inbred mice, 8 C
(octoploid) nuclei represent 23% of the mononucleated hepato-
cytes in hyperglycemic NOD mice and 1% of the mononucleated
hepatocytes in normoglycemic BALB/c adult mice (8,11).

Female NOD mice are a useful experimental model that
is widely used for studying cell pathology in Type 1 diabetes,
as these mice spontaneously develop a form of autoimmune
diabetes that closely resembles the human disease (12). Impor-
tantly, NOD mice develop insulin-dependent diabetes, in
which the levels of circulating insulin are reduced under
hyperglycemic conditions. In rats, insulin regulates the genesis
of binucleated, tetraploid liver cells; as insulin decreases, the
proportion of these cells drastically decreases. This phenom-
enon is driven by impairment in Akt phosphorylation that
results in the completion of the cytokinesis program (13). For
these reasons, a connection between insulin signaling
pathways and polyploidy is expected (10,13).

The study of polyploidy and chromatin remodeling in
the hepatocytes of NOD mice has previously been limited to
observations made under a single hyperglycemic condition,
such that the relationship between chromatin remodeling and
increases in ploidy degrees were not previously explored. Simi-
larly, data on chromatin accessibility, which could be assessed
using the micrococcal nuclease (MNase) assay in adult hyper-
glycemic and old normoglycemic mouse hepatocytes, have not
been previously collected.

In the present study, changes in polyploidy levels, the level of
chromatin remodeling and the response to the MNase assay were
investigated in hepatocytes of adult NOD mice that showed
increasing levels of glycemia and in the hepatocytes of aged nor-
moglycemic BALB/c mice. Our goal was to determine the changes
in ploidy degrees and chromatin characteristics in mouse hepato-
cytes that are associated with insulin-dependent diabetes and to
compare similarities in these features with those verified to result
from aging, with greater accuracy than previous studies (11).

MATERIALS AND METHODS

Animals
Female NOD and BALB/c mice were obtained from the
Multidisciplinary Center of Biological Investigation (CEMIB)

of the University of Campinas (Brazil). The animals were
reared under standard controlled conditions, fed extruded
chow (Nuvital®, Colombo, Brazil) and given water ad libi-
tum.

The glycemia levels in the NOD and BALB/c mice were
evaluated once a week and 24 h before they were euthanized.
Blood samples were obtained by caudal puncture and analyzed
using the automatic Accu-Check Active glucose meter (Roche
Diagnostica do Brasil Ltd.), which measures glycemia in the
range of 10 to 600 mg/dL or 0.6 to 33.3 mmol/L. Glycemic
levels were considered normal in the 90 to 100 mg/dL
(5.00—5.55 mmol/L) range. Glycemic levels ranging from 200
to 400 mg/dL (11.1—22.2 mmol/L) indicated moderate hyper-
glycemia, while glycemic values higher than 500 mg/dL (27.5
mmol/L) indicated severe hyperglycemia.

Five groups of animals were used in this study: (1) nor-
moglycemic 8-week-old NOD young adults, (2) normogly-
cemic 8-week-old BALB/c young adults, (3) moderately hyper-
glycemic NOD adults, (4) severely hyperglycemic NOD adults,
and (5) normoglycemic 56-week-old BALB/c mice. Age-
matched normoglycemic BALB/c and NOD mice were
included as controls for both diabetic groups.

The protocols involving animal care and use in the pres-
ent study were approved by the Committee for Ethics in Ani-
mal Use of the University of Campinas (registration no.
1608—1) and met the guidelines of the Canadian Council on
Animal Care.

Immediately after decapitation, mouse livers were
removed, placed in a cold 0.9% NaCl solution, and sliced.
Fresh imprints prepared from liver slices were fixed on glass
slides in a mixture of absolute ethanol and glacial acetic acid
(3:1, v/v) for 1 min and then rinsed in 70% ethanol for 5 min.
Livers for the MNase assay were stored at —80°C.

DNA Topochemistry

The imprints were subjected to the Feulgen reaction with
hydrolysis performed in 4 M HCI for 60 min at 25°C (11,14).
The imprints were then treated with Schiff reagent for 40 min
in the dark, rinsed in sulfurous water (three batches 5 min
each) and distilled water, air dried, and mounted in natural
Canada balsam. All of the staining and subsequent steps were
performed in parallel for the cellular preparations to minimize
variations in the experimental conditions and to reduce the
possibility of systematic errors.

Image Analysis

Three to six specimens per experimental condition
(approximately 70 hepatocyte nuclei per specimen) were ana-
lyzed. For moderately hyperglycemic NOD adults, the normo-
glycemic NOD controls and BALB/c controls, 45 to 50 nuclei
were analyzed per specimen. Ninety Feulgen-stained BALB/c
mouse lymphocytes (30 nuclei per specimen) were used as
controls for diploidy. As binucleation was not considered in
this study, the Feulgen-DNA values are shown for individual
nuclei that were not contiguous.

Assessed nuclei were chosen at random and were ana-
lyzed using Carl Zeiss/Kontron equipment and Kontron
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KS400-3 software (Oberkochen, Munich, Germany). The
images were obtained with a Zeiss Axiophot 2 microscope
equipped with a Neofluar 40/0.75 objective, an optovar factor
2,2 0.90 condenser, and a 4 value of 546 nm. A 100-W halogen
illuminator, a voltage regulator for light intensity maintained
constant at point 4, filter wheels 1 and 2 rotated into position
100 (open position), and a luminous-filter diaphragm (trans-
mitted light) at its maximal opening were used. Illumination
conditions were kept constant for all of the nuclei investigated.
Images for processing were fed from the microscope into a
Fujitsu/Siemens computer through a Zeiss AxioCam HRc
color video camera. The low (L) and high (H) threshold levels
were defined such that the nuclear images appeared with a
green false color and were well separated from each other and
from the background. In most cases, L = 51 and H = 122
gray values. Under the optical conditions used, 1 um corre-
sponded to 12.4 pixels. The minimum area to be measured in
this apparatus corresponded to four pixels. The software pro-
vided the following quantitative information: nuclear area
(um?), mean gray value per nucleus (subsequently converted
into optical density, OD = absorbance), standard deviation of
the total densitometric values per nucleus or absorbance vari-
ability per nucleus (SDtd), entropy (number of bits needed to
store the densitometric values per nucleus image) (15,16), and
energy. The energy parameter was calculated from the densito-
metric histogram: in contrast to entropy, large values are
found in images with large regions of uniform density (15,17).
Integrated OD (IOD; i.e., Feulgen-DNA values in arbitrary
units) was equal to the absorbance multiplied by the nuclear
area.

Nucleus Isolation

Liver cell nuclei were isolated according to previously
described procedures (18,19) and used for the MNase assay.
Briefly, the livers were homogenized manually in cold TKM
buffer (0.05 M Tris-HCI, pH 7.5; 15 mM KCI, 5 mM MgCl,,
1X PMSE 2 mM DTT, 10 mM sodium butyrate) with 0.25 M
sucrose, and a sucrose gradient was produced using TKM
buffer with 2.3 M sucrose. The samples were ultracentrifuged
(Beckman™, Brea) at 105,000g and 4°C for 30 min. The nuclei
were then resuspended in 0.25 M sucrose TKM buffer that was
supplemented with 2% Triton X-100. Samples were then cen-
trifuged at 800g for 5 min in order to eliminate endoplasmic
reticulum remnants. Nucleus purity was checked under phase
contrast microscopy and by measuring the absorbance ratio at
. 260/280 in a UV Diode Array Spectrophotometer (HP™,
Palo Alto).

MNase Assay

The isolated nuclei (3 mg/mL) were suspended in Tris-
HCI buffer at pH 7.4 containing 65 mM KCI, 15 mM NaCl,
1.8 mM CaCl,, and 250 uM PMSE MNase (Sigma, St. Louis)
at a concentration of 1 U/mg DNA was added to the samples,
and digestion was carried out for 2, 5, and 10 min at 25°C.
The reaction was stopped by the addition of 25 mM EDTA
and 20 mM EGTA, which was followed by chilling on ice for
15 min (20). DNA was then extracted with chloroform and
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precipitated with 0.3 M sodium acetate and 2.5 vol ethanol at
—20°C (21). DNA was then resuspended in Tris-HCI buffer at
pH 7.6 containing 60 mM EDTA, 60% glycerol, 0.4 mM bro-
mophenol blue, and 0.5 mM xylene cyanol, which was fol-
lowed by 1% agarose gel electrophoresis in 1X TAE buffer
containing 0.5 pg/mL ethidium bromide at 80 V for 2 to 3 h
at room temperature. The gels were photographed with UV
transilluminator (ImageMaster VDS, Pharmacia Biotech,
Stockholm, Sweden), and analysis was performed with Image]
software (NIH, Bethesda). Band digestion profiles were gener-
ated, and values corresponding to the sum of the band peak
areas for cut DNA were divided by the uncut DNA area, thus
providing the chromatin accessibility index (CAI) (22). Five
independent sets of experiments were performed.

Statistics

All image analysis calculations and statistics were per-
formed with Minitab 12™ software (State College, PA). The
Mann-Whitney test was performed to assess the statistical sig-
nificance when the samples did not show a normal distribu-
tion. P_ (s was considered the critical level for rejection of
the null hypothesis.

For MNase studies, a comparison of data obtained from
five independent sets of experiments was performed by an
ANOVA or, for pair-wise comparison, Student’s #-test
(GraphPad, La Jolla).

REsuLTs

Image Analysis

Image analysis revealed an increase in Feulgen-DNA
values in hepatocyte nuclei with increasing glycemic levels in
the NOD mice and with increasing age in the normoglycemic
BALB/c mice (Fig. 1, Table 1). The Feulgen-DNA values in the
hepatocytes of mice with severe hyperglycemia showed the lar-
gest variability in comparison with the specimens with
moderate hyperglycemia and normoglycemic NOD mice or
normoglycemic BALB/c mice, including aged animals (Fig. 1,
Table 1).

No difference was found between the Feulgen-DNA
values of hepatocytes from young adults (8 weeks old) of nor-
moglycemic NOD and the BALB/c mice (Table 1). With
increasing adult age (19—29 weeks old), the Feulgen-DNA
values in hepatocytes of the NOD mice under normoglycemic
and moderate hyperglycemic conditions did not differ from
each other. However, the values from these animals were
higher than those from age-matched normoglycemic BALB/c
mice and the values obtained for the normoglycemic young
adults of both mouse strains (Table 1).

The Feulgen-DNA values for the hepatocytes from adult
NOD mice with severe hyperglycemia were higher than the
values for the age-matched normoglycemic NOD and BALB/c
controls (Table 1). Although these controls differed from each
other, the differences were not of the same magnitude as the
differences between the NOD and BALB/c controls against the
moderate hyperglycemic group (Table 1). The age at which ei-
ther moderate or severe hyperglycemia was attained in the
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Figure 1. Relative frequency histograms of Feulgen-DNA values in arbitrary units (A.U.) for hepatocytes from normoglycemic and hyper-
glycemic NOD mice and normoglycemic BALB/c mice. Lymphocytes from BALB/c mice (A) were used as the diploid (2 C DNA content) con-
trol. B, Normoglycemic young adults; C, normoglycemic aged mice; D, severely hyperglycemic adults; E and F, normoglycemic controls of
same age as severe hyperglycemic adults (D); G, normoglycemic controls of same age as moderately hyperglycemic adults (H); H, Moder-
ately hyperglycemic adults.
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Table 1. Feulgen-DNA amounts in hepatocytes of NOD and BALB/c mice under normoglycemic and hyperglycemic conditions

FEULGEN-DNA VALUES (A.U.)

CELLS MOUSE AGE (WK)  MOUSE LINEAGE GLYCEMIC CONDITION NO. ANIMALS X s MD N
Lymphocytes® 8 BALB/c Normal 3 14.18 2.26 13.85 90
Hepatocytes 8 NOD Normal 5 34.76 14.23 30.73" 350
BALB/c Normal 5 35.31 15.20 30.31% 350
19-29 NOD Moderate hyperglycemia 3 53.93 19.65 51.75" 140
Normal 3 53.38 21.68 56.28° 140
BALB/c Normal® 3 3574 1102 37.52° 140
19—-38 NOD Severe hyperglycemia 5 53.58 33.82  45.82¢ 350
Normal® 4 43.84 19.82 42.32° 280
BALB/c Normal® 5 4626  18.06  44.96" 350
56 BALB/c Normal 6 42.29 17.91 43.32° 420

Different superscript letters (a—f) down the Md column mean differences significant at Py 05 (Mann—Whitney test). The six different

T

superscript letters mean that the “a” groups differ significantly not only from the “b" groups, but also from the “¢,” “d,”” “e,”” and "“f”
groups. The same applies to the ’b”’ groups compared with the ““c,” “’d,” “e,” and “’f" groups and so on.

@ 2C DNA class control.
b Same age as moderate hyperglycemic NOD.
¢ Same age as severe hyperglycemic NOD.

A.U., arbitrary units; MD, median; N, number of nuclei counted; S, standard deviation; X, arithmetic mean.

Table 2. Feulgen-DNA C classes in hepatocytes of NOD and BALB/c mice under normoglycemic and hyperglycemic conditions

MOUSE MOUSE RELATIVE FREQUENCIES (%) OF FEULGEN-DNA C CLASSES
CELLS AGE (WK)  LINEAGE GLYCEMIC STATE 2C ic 8C 16C 32C
Lymphocytes® 8 BALB/c  Normal 100 - - — —
Hepatocytes 8 NOD Normal 45.14 47.72 6.85 0.29 —
BALB/c  Normal 48.86 43.14 8.00 - -
19-29 NOD Moderate hyperglycemia 15.71 38.58 45.00 0.71 -
Normal” 11.43 56.43 31.43 0.71 -
BALB/c  Normal® 40.72 57.86 1.42 - -
19-38 NOD Severe hyperglycemia 22.57 51.14 20.85 5.15 0.29
Normal® 31.78 52.14 15.35 0.73 —
BALB/c  Normal® 22.28 57.71 19.72 0.29 -
56 BALB/c  Normal 33.09 55.48 11.43 — —

@ 2C DNA class control.
b Same age as moderate hyperglycemic NOD.
¢ Same age as severe hyperglycemic NOD.

NOD mice varied. More time was required for two of the five
NOD mice to attain severe hyperglycemic levels. Conse-
quently, the chosen age of the NOD and BALB/c normogly-
cemic controls also varied.

Even in young NOD and BALB/c adults, polyploidy was
observed in hepatocyte nuclei. Here, polyploidy is considered
in terms of the results provided by nuclei from mononucleated
cells. In order to avoid considering nuclei pertaining to binu-
cleated cells in this analysis, contiguous or closest nuclei were
not measured. The majority of the Feulgen-DNA values corre-
sponded to at least three different C classes in comparison
with the values shown by BALB/c mouse lymphocytes, which
corresponded to the 2 C class (Fig. 1, Table 2). Nuclei with
higher C DNA doubling classes (16 C and 32 C) were found in
the severe hyperglycemic NOD mice, although Feulgen-DNA
values that shifted to high degrees of ploidy were also observed
in the moderately hyperglycemic mice, in which 45% of the
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nuclei were categorized into the 8 C class and only a few
nuclei were categorized into the 16 C class (Fig. 1, Table 2).
However, the larger number of 8 C nuclei that were sampled
in the moderate hyperglycemic NOD mice, compared with
the severe hyperglycemic specimens (Table 2), might have
resulted in the larger median Feulgen-DNA values obtained
for the former (Table 1). Although more than 50% of the
cell nuclei in the normoglycemic NOD mice had a DNA
content representative of the 4 C class, a significant number
of nuclei with a higher degree of ploidy were also found,
particularly those with a DNA content positioned in the 8 C
class (Table 2).

Although a shift in the Feulgen-DNA amounts to higher
values occurred in the hepatocytes of the 56-week-old normo-
glycemic BALB/c mice compared with those of young adult
mice, the pattern of observed values differed from that of the
severely hyperglycemic mice (Fig. 1, Table 2).
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Table 3. Image textural and densitometric parameters of Feulgen-stained hepatocytes of NOD and BALB/c mice

MOUSE MOUSE SDTD ENTROPY ENERGY MEAN GRAY VALUES
AGE (WK) LINEAGE GLYCEMIC STATE X S X S X S X S
8 NOD  Normal 9.30° 241 5.12°  0.38 0.035*  0.010  100.38" 22.34
BALB/c  Normal 10.69°  3.22 5.29° 043 0.032>  0.011 84.79° 13.78
19—-29 NOD Moderate hyperglycemia 8.51"  3.32 4.93°  0.50 0.042°  0.014 87.04° 7.93
Normal® 8.71°  1.83  5.05™ 031 0.036  0.009 84.87° 4.13
BALB/c  Normal® 11.23%¢  2.09 5419 024 0.027¢  0.007 74.944 7.94
19-38 NOD  Severe hyperglycemia 11.71° 391  5.40 053  0.029%  0.013 82.13° 12.69
Normal® 11.16> 293 537 041  0.030>  0.011 87.30° 6.49
BALB/c  Normal® 12.85¢  2.80 557 0.34  0.025%¢  0.008 86.10° 11.12
56 BALB/c  Normal 11.67° 278 5454 037  0.028¢  0.009 93.05° 16.75

No. nuclei counted: the same presented in Table 1. Different superscript letters (a—e) down the X columns mean differences signifi-

cant at Py os (ANOVA) ); these letters mean that the “‘a”’

and “e”’
@ Same age as moderate hyperglycemic NOD.
b Same age as severe hyperglycemic NOD.

S, standard deviation; X, arithmetic mean.

(if pertinent) groups. The same applies to the “’b” groups compared with the “c,” “d,” and “e

groups differ significantly not only from the b’ groups, but also from the “c,”” “d,”

s

(if pertinent) groups and so on.

Figure 2. Feulgen-stained hepatocyte nuclei from severe diabetic adult NOD (A) and normoglycemic aged BALB/c mice (B). Bar, 20 um.

No changes in SDtd (light transmittance variability per
nucleus), entropy and mean gray values were practically
observed in the Feulgen-stained chromatin of moderately
hyperglycemic NOD mice as compared with the normogly-
cemic controls. However, when compared with the normogly-
cemic BALB/c mice of the same age, the SDtd and entropy
values of the Feulgen-stained hepatocytes of normoglycemic
and moderate hyperglycemic NOD mice were much lower
(Table 3). The inverse result was observed with mean gray
values (a densitometric parameter) (Table 3). Under condi-
tions of severe hyperglycemia and in comparison with the
NOD control, no statistically significant changes in the tex-
tural parameters of the studied nuclear population were
observed. However, the SDtd and entropy values were higher
than those measured under conditions of moderate hypergly-
cemia and were lower than those measured in the appropriate
BALB/c controls (Table 3). The energy values were inversely
related to the entropy values (Table 3).
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Interestingly, even the NOD and BALB/c mice differed
from each other in terms of their nuclear textural parameters
under normoglycemic states. Values obtained for SDtd and
entropy in Feulgen-stained hepatocytes of NOD mice were
smaller than those obtained for the hepatocytes of BALB/c
mice; the inverse result was observed for the energy parameter
(Table 3). Examples of images of Feulgen-stained hepatocytes
from severely hyperglycemic adult NOD and normoglycemic
aged BALB/c mice are shown in Figure 2.

Changes in textural parameters were also found with
increasing age in the BALB/c mice. Indeed, increased SDtd
and entropy values along with decreased energy values were
found when 19- to 29-week-old mice were compared with 8-
week-old mice (Table 3). These values were slightly increased
in the 56-week-old specimens (Table 3).

A significant difference in mean gray values was
found between severely hyperglycemic NOD mice and nor-
moglycemic aged BALB/c mice, but not between severe

Polyploidy and Chromatin in Hepatocytes
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Figure 3. Fitted line plots showing the relationship between nuclear entropy and Feulgen-DNA values in arbitrary units (A.U.) for hepato-
cytes from severely (A) and moderately (B) hyperglycemic and normoglycemic (C) adult NOD mice, and for hepatocytes from normogly-

cemic aged BALB/c mice (D).

hyperglycemic mice and moderate hyperglycemic mice
(Table 3).

When plotting entropy versus Feulgen-DNA values, it is
possible to detect a different trend regarding entropy as a
function of the increasing ploidy degrees for hepatocytes from
hyperglycemic adult compared with normoglycemic aged
mice (Fig. 3). The same trend was verified when plotting
mean gray values versus the Feulgen-DNA values (data not
shown). This result is not revealed by a simple analysis of iso-
lated image analysis parameters as shown in Table 3.

Chromatin Accessibility to MINase

MNase accessibility increased in the chromatin of hyper-
glycemic adult NOD and normoglycemic aged BALB/c hepa-
tocytes compared with normoglycemic adult controls. MNase
accessibility was further increased by extending digestion
times (Fig. 4). For the 10 min MNase digestion period, the
CAI value of the chromatin of the hepatocytes from adult
NOD mice under moderate hyperglycemia did not differ from
the respective normoglycemic control but was higher than
that of the BALB/c normoglycemic control (Fig. 5). The CAI
values for hepatocyte chromatin under conditions of severe
hyperglycemia were significantly higher than those for the he-
patocytes from normoglycemic mice, including those for the
aged BALB/c mice, which displayed CAI values that were sig-
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nificantly higher than those obtained for the normoglycemic
adult NOD and the BALB/c mice (Figs. 4 and 5).

Discussion

Polyploidization

This study demonstrates that polyploidization is elevated
in mouse hepatocytes with increasing levels of hyperglycemia.
A single hyperglycemic condition had previously been
reported to induce a level of nuclear ploidy as high as 8 C in
NOD mouse hepatocytes (11). Other cell types, such as tail
tendon fibroblasts, had also been known to develop polyploidy
in diabetes-expressing NOD mice (23). In the present investi-
gation, very high ploidy degrees (16 C and 32 C DNA classes)
were observed in some of the cell nuclei under conditions of
severe hyperglycemia. This situation has been anticipated in
moderately hyperglycemic mice that have demonstrated some
nuclei with DNA in the 16 C class.

Interestingly, a trend toward increased levels of poly-
ploidy in liver cells was detected in the NOD mice even under
normoglycemic conditions in comparison with the BALB/c
mice of the same age and glycemia level. This trend possibly
results from the remodeling of the NOD mouse epigenome
early in the lifetime of this mouse strain, provided that
mechanisms that generate polyploidization are in some way
affected by epigenetic programming. For instance, although
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Figure 4. Chromatin accessibility to MNase digestion in mouse
hepatocytes. Representative samples of DNA incubated for differ-
ent times with MNase are shown for normoglycemic BALB/c
adults (A), severely diabetic NOD adults (B), and normoglycemic
BALB/c aged mouse hepatocytes (C). The DNA was electropho-
resed on a 1% agarose gel with ethidium bromide. DNA marker
sizes are shown in kilobases. Naked DNA patterns correspond to
the lane positioned at the left side of A—C. D: Chromatin accessi-
bility indices (CAl) increase with increasing MNase digestion
times.

no data on DNA methylation are available for NOD mice,
genomic DNA hypomethylation has been reported in the liver
cells of nonobese Type 1 diabetic rats (24). The observation
that “DNA methylation levels are generally established early in
development and are stably maintained thereafter” (25,26) has
been recently supported by Toperoff et al. (26) who reported
abnormal methylation levels in a tissue that is not directly
involved in insulin secretion or action (blood) in young
human adulthood, before major tissue differentiation and the
appearance of Type 2 diabetes manifestations.

The hepatocyte nuclei of aged normoglycemic BALB/c
mice exhibited a Feulgen-DNA amount that shifted to higher
values, consistent with previously reported findings (8). How-
ever, the increase in the Feulgen-DNA amounts in aged BALB/
¢ mice compared with the adult controls was not as substantial
as the increase observed for the diabetic NOD mice. We pro-
pose that this result is because the genomic effects for the 56-
week-old BALB/c mice are not totally comparable to the dia-
betic conditions in the NOD mice or because the BALB/c
female mice at this age do not fully represent advanced aging,
as reported for instance in A/Uni male mice (27). If consider-
ing epigenetic markers to the genome, the age-related dysregu-
lation of cytosine methylation that occurs in the rat and
mouse liver (28—30) is not fully comparable to the pattern
(cytosine hypomethylation) reported for liver cells from Type
1 diabetic rat (24). Age-associated DNA hypermethylation has
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Figure 5. Comparison of chromatin accessibility indices (CAl) for
mouse hepatocytes digested with MNase for 10 min. CAl values
were calculated as described in the text from five independent
sets of experiments.

been reported for 18 S and 28 S ribosomal RNA genes in liver
cells from CBA/Ca mice (28). Regarding the comprehensive
DNA methylation profiling of promoter regions in aged
C57BL/6 mice, 21% out of 3,627 detectable autosomal genes
showed cytosine hypermethylation, whereas 13% showed cy-
tosine hypomethylation in intestinal cells (30). Seven out of 11
changed genomic loci for age-related DNA methylation in the
intestine showed similar changes in the liver (30).

In regard to whether polyploidization alters epigenetic
processes in the hepatocytes, no specific data for hyperglyce-
mic mice are available. According to Lu et al. (31), no major
changes in gene expression patterns have been found for dif-
ferently polyploid hepatocytes in BALB/c mice. However,
DNA methylation increases with aging in the mouse liver,
although no direct correlation of DNA methylation with gene
expression has been established in this organism (32). In con-
trast, as DNA methylation generally affects the accumulation
of other epigenetic modifications (33), gene expression is
potentially affected directly and indirectly in mouse hepato-
cytes by aging (32). Of note, this does not completely confirm
a correlation with polyploidy. However, Anatskaya and Vino-
gradov (10) have reported a link between polyploidy and gene
expression by indicating that many ploidy-responsible genes
are expressed in the liver. In conclusion, it is not yet clear
whether these reported similarities or differences in gene
expression with polyploidization are orchestrated epigeneti-
cally.

The understanding of the consequences of polyploidiza-
tion for hepatocytes is quite limited (34). Increased polyploidy
in the mouse liver is potentially associated with liver protec-
tion, which might specifically involve the activation of sirtuin-
mediated pathways, as proposed by Anatskaya and Vinogra-
dov (10). Indeed, preliminary data from our laboratory with
hepatocytes from severely hyperglycemic NOD mice, which

Polyploidy and Chromatin in Hepatocytes
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had the largest increase in polyploidy in this study, demon-
strated an increase in the abundance of Sirtl and PGC-1 alpha
(35). These proteins may participate in a protective response
of the hepatocytes against diabetic stress.

Incomplete cytokinesis might represent the major event
for generating polyploidy in the liver (34). Several different
molecules have been implicated in polyploidization mechan-
isms, and their effects even vary depending on the cell type.
The transcription factors GATA-1 and RUNX-1 interactome
have been reported to control polyploidization in some animal
cells, such as in the case of megakaryocytes (36). Kinases of
the Aurora family are apparently also involved in the attain-
ment of polyploidy in some cell types. Perturbations in Aurora
A signaling, which is required for mitotic spindle assembly
and chromosome segregation (37), result in mitotic arrest in
pancreatic cell lines (38). Depletion of Aurora B in Caenorhab-
ditis elegans and Drosophila also induces polyploidy, as a result
of a failure in cytokinesis; in contrast, overexpression of this
kinase in other cell types leads to centrosome amplification
and increased ploidy (37). Despite the involvement of these
molecules on polyploidization in different cell types, no pub-
lished data on this subject exist that could demonstrate poly-
ploidization in liver cells and, particularly, those patterns
found in mice under hyperglycemic and aging conditions.

Chromatin remodeling

The results obtained from the analysis of individual
image textural parameters indicated that chromatin remodel-
ing occurred in mouse hepatocytes with insulin-dependent di-
abetes (NOD) and in aged mouse hepatocytes (BALB/c).
Values for SDtd, entropy, and energy indicated lower variabili-
ty in chromatin condensation levels (more homogeneously
packed chromatin)(8,11,16,17,39,40) under moderate hyper-
glycemia in the NOD mice. No apparent changes in chromatin
texture were verified in the hepatocytes of NOD mice under
severe hyperglycemia in comparison with the normoglycemic
control. The variability in the chromatin packing states of the
NOD mice increased with increasing hyperglycemia.

While matching information on entropy versus Feulgen-
DNA amounts, a different trend regarding entropy increase
(or decrease) as a function of increasing ploidy degrees could
be demonstrated for hepatocytes from hyperglycemic adult
mice compared with normoglycemic aged mice. This interpre-
tation could not be demonstrated by the MNase assay alone,
although this assay revealed a different elevated status of chro-
matin accessibility in the hepatocytes from hyperglycemic
adult NOD and normoglycemic aged BALB/c mice in compar-
ison with their respective controls. We cannot distinguish
between the different classes of hepatocyte nuclei regarding
their participation in chromatin accessibility on the basis of
the MNase assay because this test requires that a pool of cell
nuclei be prepared. In the case of liver, nuclei with various
ploidy degrees are mixed together, but the highest polyploid
nuclei are not the most representative nuclei. Regardless,
because of the results obtained with the plotting of entropy
versus Feulgen-DNA amounts and the MNase assay, it is
assumed that the highest polyploid nuclei probably differ in
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their chromatin accessibility when compared under hypergly-
cemic and aging states in mice.

NOD mice under a single hyperglycemic condition were
previously reported to have lower variability in their chroma-
tin condensation and less extensively condensed chromatin
compared with normoglycemic BALB/c mice (11). Indeed, the
increased chromatin accessibility to MNase digestion in hepa-
tocytes from severely hyperglycemic mice, especially with a
digestion time of 10 min, confirmed that the open state of the
chromatin predominates in these cells. Furthermore, there is
increased homogeneity in chromatin packaging (a decrease in
entropy) with increasing polyploidy in the severe hyperglyce-
mic NOD mouse hepatocytes.

NOD and BALB/c mouse strains seem to differ in their
chromatin supraorganization, even under normoglycemic
conditions. This finding, like that regarding polyploidy and
discussed above, might be attributed to differences in epige-
netic programming in the mouse strains compared here. Epi-
genetic markers are well known to affect chromatin supraorga-
nization in other cell types, and this effect can be studied by
image analysis (e.g., 41—43).

The textural characteristics of the Feulgen-stained nuclei
in the hepatocytes from 56-week-old BALB/c mice demon-
strated that the chromatin was packed in a more heterogene-
ous manner compared with the chromatin of young adult
mice. The variability in the observed higher-order packing
states of chromatin was particularly striking given that the
nuclei with the highest degrees of ploidy degrees in the 56-
week-old mice had higher entropy values. This finding is con-
sistent with previously reported data for older Uni/A speci-
mens (8), in which the detachment of nuclear scaffold compo-
nents from transcriptionally inactive DNA sequences favored
an increase in the frequency of extended chromatin fiber for-
mation (44). This finding would also explain the observed
chromatin accessibility in the MNase assay, which was high in
56-week-old BALB/c mice compared with the young adult
mice, though not as high as in the diabetic NOD mice.

In tail tendon fibroblasts, which also undergo polyploidi-
zation, the levels of chromatin condensation and heterogeneity
in chromatin higher-order packing states have been found to
increase (23). This finding is in contrast to the results from
our study and suggests that different cell types may be differ-
ently prepared to respond to hyperglycemia depending on
their unique metabolic program.

Although the presence of microRNAs (miRNAs), a family
of small noncoding RNAs, in hepatocytes of hyperglycemic
NOD mice compared with aged BALB/c mice differs and is
differentially meaningful to the polyploidization and the chro-
matin remodeling phenomena reported here, published data
on this characteristic are not available. Indeed, the up-regula-
tion of four miRNAs (miR-93, miR-214, miR-669, and miR-
709) correlated to protein decline, and vulnerability to oxida-
tive stress has been reported for the aging liver in C57BL/6
mice (45). Although the overexpression of a pancreatic islet
cell-specific miRNA (miR-375) regulates insulin secretion
(46), the role of miR-93, miR-214, miR-669, and miR-709 in
the insulin/IGF pathway is not yet clear (45).
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CONCLUSIONS

The present study demonstrates that increased poly-
ploidy, decreased heterogeneity packing, and decreased distri-
bution of chromatin are present in NOD mouse hepatocytes
with increasing hyperglycemia. These changes in chromatin
properties also appear in normoglycemic NOD specimens to a
lesser degree. Even in early life and normoglycemic conditions,
the hepatocytes from NOD mice have a tendency to develop a
different chromatin supraorganization in comparison with
that of the BALB/c mice. This phenomenon is possibly a func-
tion of differences in their epigenetic markers, which result in
different functional implications for these mouse strains.

Despite certain similarities in polyploidy in hepatocytes
from insulin-dependent diabetic and aged mice, chromatin
remodeling under these conditions was not identical. This dis-
similarity is likely associated with differences in their meta-
bolic states consequent to specific adaptive responses built
into their gene regulatory programs (2,47).
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9. Anexo Il

Lista de genes superexpressos em hepatécitos de camundongos NOD
hiperglicémicos em relagcdo a animais NOD normoglicémicos (P<0,05; Fold
Change> 1,6).

Entrez GenelD Gene Fold Change
Transcri¢do/ Tradugdo
12013 Bach1 2.354
108857 Eif4bp3 3.220
14056 Ezh2 1.656
103537 Mbtd1 1.731
545289 Nrid2 2.530
19017 Ppargcla 2.166
Inflamagao
56066 Cxcl11 2.652
16161 1112rb1 2.212
107527 11rl2 1.849
11988 Slc7a2 2.038
239081 TIr11 1.753
22256 Ung 1.800
Metabolismo de Carboidratos
14377 G6pc 1.720
14378 G6pc2 1.634
16369 Irs3 1.669
69541 Lyg1l 1.848
18534 Pck1 3.351
19017 Ppargcla 2.166
Transporte
14088 Fancc 1.635
237636 Npcll1 1.612
18534 Pck1 3.351
140919 Slc17a6 2.356
434203 Slc28a1 1.836
224674 Slc37a1 1.987
11988 Slc7a2 2.038
Metabolismo de Lipideos
57875 Angptl4 2.176
14377 G6pc 1.720
237636 Npcll1 1.612
18534 Pck1 3.351
19017 Ppargcl 2.166

Ritmos Bioldgicos
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12457 Ccrn4l

217166 Nrid1
18626 Per1
Respiracdo Celular/Oxidagdo
13088 Cyp2b10
14088 Fancc
Organizagao da Cromatina
14056 Ezh2
319155 Hist2h4
Desenvolvimento
15431 Hoxd11
100044656 Renl
Outros
13178 Agxt2I1
71760 Alas1
13178 Dck
14945 Gzmk
18113 Nnmt
223775 Pim3
67702 Rnf149
74637 Shpk
96935 Susd4

1.642
2.530
1.987

2.196
1.635

1.656
2.016

2.335
1.857

2.277
1.648
1.820
1.965
3.282
1.641
1.741
1.638
1.871
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10. Anexo Il

Lista de genes repressos em hepatocitos de camundongos NOD hiperglicémicos

em relagao a animais NOD normoglicémicos (P<0,05; Fold Change> 1,6).

Entrez GenelD Gene Fold Change
Transcri¢do/ Proliferacdo cellular
12223 Btc -2.665
12301 Cacybp -2.462
12389 Cavl -1.892
98828 Cdc123 -1.973
13591 Ebf1 -1.964
13631 Eef2k -3.225
12497 Entpd6 -1.697
14456 Gas6 -1.799
18048 Klk1b4 -2.999
75660 Lin37 -1.947
17295 Met -2.173
59126 Nek6 -1.640
18089 Nkx2-3 -1.655
19015 Ppard -1.723
72147 Zbtb46 -1.922
Metabolismo de Lipideos
67758 Aadac -2.661
93961 B3galt5 -1.604
1289 Cavl -1.892
16592 Fabp5 -3.694
103988 Gck -1.892
14732 Gpam -1.987
15496 Hsd3b5 -4.433
17295 Met -2.173
17837 Mug2 -1.919
18823 Plp1 -1.931
116939 Pnpla3 -4.760
75772 Pnpla5 -5.119
19015 Ppard -1.723
20787 Srebf1 -1.623
Inflamagao
100042493 Ccl21B -2.044
102657 Cdc276 -2.446
14103 Fasl -2.070
15007 H2-q10 -2.443
16186 112rg -1.938
54123 Irf7 -2.488
16643 Kird1 -2.293
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18089 Nkx2-3
246728 Oas2
230979 Tnfrsfi4

Transporte
76507 Abp1
100041585 Amd2

93961 B3galt5

12389 Cavl
103988 Gck

16429 Itin1
103806 Maml1

98396 Slc41a1

50934 Slc7a8

Sinalizacao

12389 Cavl

16429 Itin1

17295 Met
244238 Mrgpre

52033 Pbk

72433 Rab38

52250 Reep1

84112 Sucnrl

70652 Tmem144

Metabolismo de Carboidratos
103988 Gck
20787 Srebef1
Outros

76507 Abp1

12160 Bmp5

12349 Car2
239447 Colec10
244653 Hydin

16416 Itgh3

74435 Lrrig3

67182 Pdzk1ipl

67182 Pdzk1ipl

58235 Pvrli

20612 Siglec1

-1.655
-3.199
-2.617

-2.132
-2.063
-1.604
-1.892
-1.822
-1.738
-2.368
-2.622
-1.640

-1.892
-1.738
-2.173
-2.329
-1.945
-2.056
-2.487
-2.575
-2.193

-1.822
-1.623

-2.132
-1.743
-2.021
-1.948
-2.013
-1.752
-2.471
-2.722
-2.722
-1.762
-2.164
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11. Anexo IV

Lista de genes superexpressos em hepatdcitos de camundongos Balb/c idosos em

relacdo a animais Balb/c adulto-jovens (P<0,05; Fold Change> 1,6).

Entrez GenelD Gene Fold Change
Transcri¢do/tradugido
13170 Dbp 5.981
226982 Eif5b 1.785
72699 Limel 2.505
217166 Nridi 4.354
353187 Nrild2 3.509
18627 Per2 1.623
18628 Per3 4,416
18985 Pou2af1 2.543
78912 Sp2 1.703
21685 Tef 1.979
228913 Zfp217 2.314
Ritmos Biolégicos
12457 Ccrn4l 1.625
13170 Dbp 5.981
353187 Nrid2 3.509
217166 Nrdrl 4.354
18627 Per2 1.623
18628 Per3 4.416
21685 Tef 1.979
Sinalizacao
18835 Ar 2.217
26381 Esrrg 1.754
217166 Nrdrl 4.354
19734 Rgs16 3.754
20257 Stmn2 1.667
84112 Sucnrl 2.306
58217 Trem1 1.826
Protedlise
58860 Adamdecl 1.737
109660 Ctrl 7.364
16612 Klk1 5.378
17318 Mid1 1.634
66222 Serpinbla 2.492
75788 Smurf1 1.617
22074 Try4 9.142
Respiracdo/Oxidacio
12862 Cox6a2 4.554
545288 Cyp2c40 1.803
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13116 Cypd6al

13119 Cyp4al4
Inflamagao
20304 Ccl5
11537 Cfd
15000 H2-Dmb2
72699 Limel
56312 Nuprl
19694 Reg3a
Metabolismo de Lipideos
12613 Cel
14077 Fabp3
18778 Pla2g1b
69060 Pnlip
20859 Sult2al
Ciclo cellular/Prolifera¢do
100048323 1190002h23rik
13197 Gadd45a
237436 Gasl3
69716 Trip13
Transporte
239273 Abcc4
69065 Chach1
217826 Kcnk13
20278 Scnnlg
Diferenciagao
229715 Amigol
18212 Ntrk2
18551 Pcsk4
Metabolismo de Carboidratos
11754 Aoc3
56386 B4galt6
Outros
68737 Angell
67510 Fam18b
15507 Hspb1
18551 Pcsk4
19693 Reg2
76438 Rftn1
21953 Tnni2
269023 Zfp608

1.963
1.61

1.819
2.661
1.655
2.505
2.373
1.838

8.325
3.341
6.86

10.481
1.767

2.151
2.462
1.848
1.604

2.302
3.317
1.652
1.681

1.955
1.723
1.632

1.931
1.628

2.513
2.077
1.867
1.632
3.487
2.359
4.752
1.633

144



12. Anexo V

Lista de genes repressos em hepatocitos de camundongos Balb/c idosos em

relacdo a animais Balb/c adulto-jovens (P<0,05; Fold Change> 1,6).

Entrez GenelD Gene Fold Change
Cancer
11651 Aktl -2.789
12575 Cdknla -2.007
13649 Egfr -1.609
22416 Whnt3a -2.028
235230 Zbtb16 -2.268
Proliferagdo/ Ciclo cellular
11651 Aktl -2.789
12575 Cdknla -2.007
13649 Egfr -1.609
19015 Ppard -2.701
235320 Zbtb16 -2.268
Respirag¢do Celular/Oxidagdo
208665 Akrld1 -2.056
13088 Cyp2b10 -2.063
13105 Cyp2d9 -1.873
15496 Hsd3b5 -3.651
320878 Mical2 -1.640
Desenvolvimento
13649 Egfr -1.609
19015 Ppard -2.701
22044 Trh -1.790
22416 Whnt3a -2.028
Sinalizagao
246709 Rgs13 -1.981
321018 Serpina4-ps1 -3.269
71907 Serpina9 -2.571
76367 Tp53rk -1.770
Transcri¢do/Tradugio
1088112 Eifdebp3 -2.468
269854 Nat14 -2.150
68028 Rpl2211 -2.578
Inflamagao
110382 C8b -1.704
16177 Hir1 -1.785
65099 Irak1bpl -1.785
Transporte
68267 Slc25a22 -1.608
20531 Slc34a2 -2.069
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Ritmos bioldgico
18143
19215
Metabolismo
217700
Regulagdo da Cromatina
83797
Outros
117750

Npas2
Ptgds

Acotb
Smarcd1

Mt2

-3.168
-2.066

-2.074

-2.090

-2.158
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13. Anexo VI
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Comissio da Efica na Experimentagdo Animal
CEEA/Unicamp

CERTIFICADO

Corfificamos gue o Protocolo n® 1608-1, sobre "Efeitos do envelhecimento e do
dighetes obre 3 estruturs ds 5

camundongos”®, scb a responsabilidade de Profa, Dra, Maria Luiza Silveira
Mello ! Flivia Gerelli Ghiraldini, estd de acordo com os Principios Eticos na
Experimentagio Animal adotados peln Colégio Brasileiro de Experimentagio
Animal (COBEA), ftendo sido aprovado pela ComissBo de Ffica na

Experimentagao Animal - CEEAUnicamp em 15 de setembro de 2008
CERTIFICATE

We certify that the protocol n® 1608-1, entited “Aging and diabetes mellitus
type | effect on mouse hepatocyte chromatin®”, i in agreemant with the Ethical

Principles for Animal Research established by the Brazilian College for Animal
Experimentation (COBEA). This project was approved by the institutional
Committee for Ethics in Animal Research (Stale University of Campinas -

Unicamp} on September 15, 2008

Campinas, 25 de setembro de 2008.
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