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Resumo________________________________________ 

O diabetes mellitus do tipo I (DM1) caracteriza�se pela ocorrência de insulite 

com consequente hiperglicemia e poliúria. Alterações celulares estruturais e 

metabólicas decorrentes do aumento da glicemia podem provocar fenótipos de 

envelhecimento precoce. O envelhecimento celular é resultado de fatores 

intrínsecos e extrínsecos, que alteram a estrutura e a organização da cromatina e 

que, consequentemente, afetam a expressão gênica. As sirtuínas, deacetilases 

NAD+�dependentes, estão envolvidas na transcrição gênica, reparo de DNA, 

transcrição do rDNA, regulação metabólica e remodelação cromatínica. As 

sirtuínas nucleares, especialmente Sirt1 e Sirt6 estão envolvidas com o 

envelhecimento precoce, no metabolismo de glicose e na resposta à inflamação. 

O presente trabalho teve como objetivo geral comparar os processos de 

remodelação cromatínica em hepatócitos 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 análises morfológicas e moleculares. 

Foi observado um aumento em conteúdo de DNA e em acessibilidade da 

cromatina à MNase mais acentuado em hepatócitos de animais DM1 do que de 

idosos. O aumento na abundância de Sirt1 em animais hiperglicêmicos não refletiu 

em sua maior atividade, enquanto em idosos houve um decréscimo generalizado 

nesses parâmetros e aumento da acetilação de sítios histônicos. Em animais 

DM1, Sirt6 apresentou abundância semelhante à de Sirt1, possivelmente devido à 

alta fragmentação de DNA observada nesses animais, diferente do ocorrido em 

idosos. Ambos os animais DM1 e idosos apresentaram baixa relação área 

AgNOR+/área nuclear. Em animais diabéticos isto foi devido ao aumento na área 

nuclear, enquanto nos idosos, foi devido à diminuição na área AgNOR+ e aumento 

na área nuclear. O aumento na metilação de rDNA na porção 18S e a baixa 

abundância de Sirt7 confirmam diminuição no metabolismo celular no 

envelhecimento. 



xiv 

 

Em hepatócitos de camundongos DM1 e idosos foi observado genes 

diferencialmente expressos relacionados à inflamação. Admite�se que no primeiro 

caso este achado seja devido à natureza auto�imune da doença, enquanto no 

segundo possa ser um indício de inflamação naturalmente encontrada em 

processos de envelhecimento. Em animais DM1, a expressão diferenciada de 

genes envolvidos com metabolismo de lipídios poderia contribuir para com a 

peroxidação lipídica e produção de ROS levando à esteatose hepática. 

Nas células HepG2, alterações na expressão dos genes Apoe, Igfbp1 e 

Foxo1, ocorridas em meio de cultura hiperglicêmico, tornaram�se revertidas 

quando as células foram retornadas à normoglicemia. Contudo, as abundâncias 

das marcações epigenéticas nos promotores desses genes decresceram 

progressivamente, indicação de uma memória hiperglicêmica, dado não 

observado em modelo animal. A análise do fenótipo nuclear dessas células 

indicou possível indução da proliferação celular quando retornadas à 

normoglicemia. A inibição de sirtuínas aumentou o conteúdo Feulgen�DNA e o 

contraste entre cromatina condensada e não�condensada, indicativo de atuação 

na proliferação celular e na remodelação cromatínica. 

DM1 e envelhecimento, portanto, não podem ser considerados fenômenos 

idênticos, pois enquanto no primeiro há um mecanismo compensatório que 

promove alterações genéticas, epigenéticas e remodelação cromatínica, no 

segundo há um decréscimo generalizado no metabolismo celular levando a 

modificações diferentes nos mesmos parâmetros. 
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Abstract________________________________________ 

Diabetes mellitus type I (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 

AgNOR+ 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. Introdução__________________________________ 

1.1. Cromatina e modificações epigenéticas  

Nos eucariotos, o DNA se encontra complexado com proteínas histônicas e 

não histônicas, formando a cromatina. A unidade fundamental de organização da 

cromatina é representada pelos nucleossomos que formam a fibra de 11�nm de 

espessura e são 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 

há ainda a adição de mais uma histona (H1), a qual contribui na ligação entre 

pares de nucleossomos, formando a fibra de 30�nm de espessura (Alberts et al, 

2008).  

A cromatina não 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 é definida tradicionalmente como sendo a 

cromatina descondensada, rica em genes e transcricionalmente ativa. A 

heterocromatina, por sua vez, é altamente condensada, podendo ter um caráter 

mais permanente, uma composição química diferenciada e contendo áreas 

extensas de DNA não codificador (heterocromatina constitutiva) (Elgin & Grewal, 

2003; Gilbert et al, 2004; Black & Whetstine, 2011). A heterocromatina também 

pode se apresentar apenas durante algumas situações específicas do ciclo celular 

ou do desenvolvimento, como no caso de um dos cromossomos X de fêmeas de 

mamíferos placentários (heterocromatina facultativa) (Strome & Kelly, 2007). Essa 

supra�organização da cromatina é dinâmica e pode sofrer alterações, dependendo 

de estímulos externos e/ou internos.  

Modificações pós�traducionais nas caudas de histonas e metilações de 

DNA são modificações epigenéticas que proporcionam níveis diferenciados de 

empacotamento da cromatina, facilitando ou dificultando o acesso de fatores de 

transcrição a sítios estratégicos (Allis et al, 2007).  



2 

 

A epigenética é um ramo do conhecimento que contempla mudanças na 

expressão gênica por modulação da cromatina que não são decorrentes de 

modificações na sequência de bases do DNA e que podem ser herdadas (Allis et 

al, 2007). De fato, com o descobrimento da ação de radicais acrescidos ao DNA 

(como o grupo metil) e em caudas de histonas (como, por exemplo, os grupos 

acetil e metil em resíduos de lisina e arginina, entre outros aminoácidos), foi 

possível um melhor entendimento sobre o funcionamento da regulação gênica e o 

seu envolvimento em diversos processos celulares como diferenciação, 

proliferação, envelhecimento, morte e surgimento de algumas doenças.  

 

1.1.1. Metilação do DNA 

A metilação do DNA é uma modificação covalente na qual um radical metil 

é adicionado a uma citosina. Essa marcação epigenética é comumente observada 

em regiões do genoma ricas em citosinas e guaninas, chamadas “ilhas CpGs”. Em 

mamíferos, os padrões de metilação do DNA são definidos durante o 

desenvolvimento embrionário pelas DNA metiltransferases Dnmt3a e Dmnt3b e 

são mantidos e/ou modificados por um mecanismo de replicação, durante a 

divisão celular, pela metiltransferase Dnmt1 (Kouzarides & Berger, 2007).  

A metilação de DNA é comumente associada com silenciamento gênico, 

pois esta marca é reconhecida por proteínas metil�DNA�ligantes, as quais 

recrutam complexos repressores para os promotores das regiões metiladas. Essa 

sinalização é fundamental em fenômenos importantes durante o desenvolvimento 

embrionário, como inativação do cromossomo X e imprinting genômico 

(Kouzarides & Berger, 2007). 

 

1.1.2. Metilação de histonas 

A metilação de histonas é promovida por proteínas metiltransferases de 

histonas, como a SUV39H1 (supressor of variegation 3,9 homolog 1) e sua 

remoção é realizada por demetilases de histonas, como por exemplo, LSD1 
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(lysine,specific demethylase 1) (Scharf & Imhof, 2011). Essas modificações podem 

ocorrer tanto em resíduos de lisina quanto em resíduos de arginina e podem ter 

um efeito tanto ativador quanto repressor da transcrição, dependendo do 

posicionamento do resíduo modificado, mas também relacionado ao reparo de 

DNA e replicação (Kouzarides & Berger, 2007; Kouzarides, 2007). Por exemplo, 

metilações nas lisinas 4, 36 e 79 da histona H3 (H3K4, H3K36 e H3K79) são 

ativadoras, enquanto metilações nas lisinas 9 e 27 da histona H3 (H3K9 e H3K27) 

e lisina 20 da histona H4 (H4K20) são repressoras da transcrição e contam com 

recrutamento da proteína heterochromatin protein 1α (HP1α) na região promotora 

de genes (Kouzarides, 2007). A complexidade da sinalização por metilação de 

histonas é aumentada quando mais de um radical metil for adicionado a um 

mesmo resíduo. Assim, lisinas podem ser mono, di ou trimetiladas, enquanto 

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

 

1.1.3. Acetilação de Histonas 

As acetilações de histonas estão envolvidas essencialmente com a ativação 

da transcrição, pois permitem um afrouxamento da cromatina, uma vez que o 

grupo acetil anula a carga positiva do radical –NH3
+ em lisinas, diminuindo a 

atração eletrostática entre DNA e histona. A acetilação de histonas, além de 

promover uma mudança na organização da cromatina também tem a função de 

servir como um sítio para a ligação de fatores de transcrição e outros complexos 

(Kouzarides & Berger, 2007) Desta forma, esta modificação desempenha um 

papel importante para o estabelecimento de um estado transcricionalmente 

competente da cromatina (Görisch et al, 2005). As proteínas reguladoras da 

acetilação de histonas são denominadas acetiltransferases e deacetilases de 

histonas. As acetiltransferases compreendem três grandes famílias: GNAT 

(GCN5,related family of N,acetyltransferases), MYST e CBP/p300 (p300,CREB,

binding protein), baseadas em homologia a proteínas de levedura e apresentam 

sítios�alvos preferenciais. As deacetilases são divididas em Classes I, II, III e, mais 
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recentemente IV. Cada uma dessas classes foi denominada também em 

homologia com proteínas deacetilases encontradas em leveduras (Ruijiter et al., 

2003; Kouzarides & Berger, 2007). 

As acetilações nas caudas de histonas podem ter como consequência 

alteração no arranjo das fibras de cromatina assim como na expressão gênica. De 

fato, foi observado que a acetilação de resíduos da lisina 16 da histona H4 não 

colabora com a formação da fibra cromatínica de 30 nm e prejudica a capacidade 

de interação entre fibras desse tipo (Shogren�Knaak et al, 2006). Tal função é 

importante no contexto do posicionamento gênico dentro do núcleo, pois essa 

marca está relacionada a uma associação diferencial de fatores de transcrição e 

promoveria uma barreira contra a expansão 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 informações controversas com respeito à 

função das acetilações. A acetilação da lisina 9 de histonas H3 (H3K9Ac), por 

exemplo, poderia ter uma ação de ativadora transcricional, pois serve de base 

para o acoplamento do fator de transcrição TFIID, o que indicaria um aumento na 

expressão dos genes que estivessem envolvidos por aquela histona modificada 

(Nakamura et al, 2010). Contudo, outros achados mostram haver marcas de 

H3K9Ac em sítios 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 modificação epigenética não estaria atuando como ativadora da 

transcrição (Gatta & Mantovani, 2010). 

Dessa forma, para se relacionar expressão gênica e modificações 

epigenéticas, precisa�se levar em conta desde a posição desse gene nos 

territórios cromossômicos até o tipo de modificação epigenética e sua posição em 

relação ao gene. As modificações pós�traducionais em histonas, particularmente, 

têm sido grande alvo de pesquisa para a busca e compreensão de um possível 

padrão de sinalização conhecido como “Código de Histonas” (Jenuwein & Allis, 

2001). 
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1.1.4. Territórios cromossômicos e regulação transcricional 

 No núcleo interfásico de mamíferos os cromossomos se organizam como 

entidades, em determinadas regiões, sem forma regular, medindo 

aproximadamente de 1�2 `m e denominados de territórios cromossômicos 

(Cremer & Cremer, 2001; Vaquerizas et al, 2011). Territórios cromossômicos ricos 

em genes ativos situam�se normalmente no interior do núcleo, diferentemente 

daqueles que apresentam genes silenciados (Vaquerizas et al., 2011) (Figura 1). 

O padrão mostra�se inverso quando analisados genes dentro do próprio território 

cromossômico: genes ativos se encontram na periferia enquanto genes inativos se 

localizam no interior do mesmo (Vaquerizas et al., 2011). A existência de “fábricas 

de transcrição” (transcription factories) seria uma hipótese de como os territórios 

cromossômicos se organizam para promover a transcrição gênica (Figura 1). As 

fábricas de transcrição se localizariam nos espaços entre territórios 

cromossômicos (Chakalova & Fraser, 2010) e nelas haveria produção da maior 

parte dos mRNA produzidos pela célula, devido à grande concentração de RNA 

polimerase II (Pol II) (Iborra et al, 1996). Contudo, essas estruturas são dinâmicas 

e heterogêneas. Por exemplo, na periferia nuclear, onde supostamente se 

localizariam genes silenciados, foi recentemente observado haver atividade 

transcricional nas regiões próximas dos complexos de poro (Kind & Steensel, 

2010) (Figura 1). Próximo aos complexos de poro se encontrariam também 

maiores concentrações de RNA polimerase II e histonas acetiladas em 

comparação à cromatina diretamente em contato com a lâmina nuclear, a qual 

apresenta marcadores de heterocromatina e silenciamento gênico (Kind & 

Steensel, 2010).  

No entanto, mesmo com a existência de um padrão organizacional em 

territórios cromossômicos, é necessário ressaltar que a cromatina é uma estrutura 

dinâmica e há a necessidade de movimentação desta para que certos genes 

atinjam as fábricas de transcrição ou sejam internalizados. É nesse contexto que 

são encontradas as modificações de histonas que atuam a longa distância dos 
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domínios cromossômicos, como por exemplo, a interação da H3K27me3 com a 

lâmina nuclear e da H4K16Ac com os poros nucleares (Brown et al, 2008; 

Vaquerizas et al, 2011). 

 

 

 

Figura 1 – Dinâmica de transcrição e organização da cromatina na periferia 

nuclear. 
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1.1.5. Regiões gênicas e as marcações epigenéticas 

 Sabe�se que um gene típico, além do seu promotor e região TSS 

(transcription start site), pode também apresentar enhancers, insulators e regiões 

HS. Os enhancers são formados basicamente por sequências de DNA que 

exercem efeito regulatório positivo sobre a transcrição de um gene. Este pode agir 

a longas distâncias 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, são formados por sequência de DNA geralmente entre os 

enhancers e os promotores e têm como função a repressão da ação dos primeiros 

com o objetivo de não aumentar a transcrição. Os insulators também podem atuar 

como barreiras que delineiam diferentes domínios cromatínicos, evitando o 

espalhamento de sinais de repressão da heterocromatina (Bakel, 2011; 

Vogelmann et al, 2011). Regiões HS, por sua vez, são regiões hipersensíveis à 

DNase I, as quais indicam a presença de uma cromatina aberta na qual podem 

estar presentes os elementos regulatórios explicados aqui (Crawford et al, 2006). 

Cada um desses elementos encontram�se sob intensa e diferenciada regulação 

epigenética que no final vai determinar basicamente o momento e a intensidade 

da sua transcrição, entre outros aspectos. Os enhancers e insulators, por 

exemplo, apresentam marcações de H3K4me e H3K4me3 (Barski et al, 2007) 

(Figura 2).  

Regiões promotoras, no entanto, apresentam uma gama mais diversificada 

de marcas epigenéticas, cada uma delas com alta intensidade quando comparada 

com outras regiões gênicas, no caso de genes ativos. Essas marcas podem ser 

ativadoras da transcrição (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 são 

repressoras da transcrição, como H3K27me2 e H3K27me3 (Barski et al, 2007). Há 

marcas epigenéticas específicas também para o corpo de genes ativos, como é o 
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caso de H2BK5me, H4K20me, H3K36me3, H4K16Ac (Barskiet al, 2007; Wang et 

al, 2009).  

 

 

Figura 2 – Regulação epigenética da transcrição: esquema indicando 

genes ativos situados nas bordas de territórios cromossômicos com marcações 

epigenéticas específicas para cada elemento gênico. 

As acetilações de histonas são comumente encontradas próximas a regiões 

TSS, uma vez que estão relacionadas com a estabilização da ligação de fatores 

de transcrição e desestabilização da estrutura nucleossômica (Wang et al, 2009). 

Toda essa regulação é estritamente regulada por histonas metiltransferases, 

demetilases, acetiltransferases e deacetilases. Essas últimas apresentam um 

papel fundamental para que a adição de marcadores não ocasione iniciação de 

transcrições promíscuas, sendo fundamental a remoção destas para o 

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



9 

 

A análise de complexos DNA�proteína de interesse tornou�se facilitada com 

o aperfeiçoamento da técnica de imunoprecipitação de cromatina. Graças à 

especificidade de anticorpos, proteínas que se ligam ao DNA, como fatores de 

transcrição ou histonas, podem ser isoladas. Dessa forma, os sítios de ligação da 

proteína�alvo podem ser mapeados e sua frequência em determinado sítio gênico, 

quantificada. Tradicionalmente, os complexos DNA�proteína não estáveis são 

fragmentados por sonicação após fixação por para formaldeído, o qual forma 

ligações cruzadas (Solomon & Varshavsky, 1985). Como proteínas histônicas 

formam complexos estáveis com o DNA, a técnica de imunoprecipitação 

cromatínica (ChIP) foi adaptada para esse tipo de associação. Native�ChIP é uma 

variação desse procedimento na qual se efetua a fixação por paraformaldeído e a 

cromatina é fragmentada apenas por digestão com nuclease microcócica 

(MNase). Esta adaptação requer menos material inicial, apresenta maior 

sensibilidade, e diminui a interferência de ligações não sistemáticas (Cosseau & 

Grunau, 2011). 

 

1.1.6. Sirtuínas 

As deacetilases de histonas compreendem duas grandes famílias: as 

pertencentes às classes I, II e IV (compostas pela família das HDAC), e as NAD+�

dependentes (classe III). As histonas deacetilases de classe III foram identificadas 

como um fator necessário para o silenciamento transcricional de telômeros e do 

silent mating loci de leveduras e então denominadas Sir2 (Silent information 

regulator 2) (Ivy et al, 1986). Posteriormente foi descrito que a Sir2 participaria do 

silenciamento de rDNA, contribuindo para a diminuição da recombinação e 

consequente aumento do tempo de vida dessas leveduras (Kaeberlein et al, 

1999).  Em mamíferos, as sirtuínas contêm o mesmo domínio catalítico de ligação 

ao NAD+ conservado da família Sir de leveduras, contudo os domínios N� e C�

terminais apresentam diferenças.  A família das sirtuínas é composta por sete 
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proteínas que apresentam localização e ações diferenciadas dentro da célula 

(Tabela 1). 

A dependência de NAD+ como cofator pelas sirtuínas permitiu o avanço de 

pesquisas sobre essa família de deacetilases, pois o uso de moléculas envolvidas 

na síntese de NAD+ permitiriam a regulação específica da atividade dessas 

proteínas. A nicotinamida é uma forma ativa da vitamina B3, precursora da síntese 

de NAD+, sendo que em altas concentrações tem o papel de inibir sirtuínas 

(Surjana et al, 2010). O tratamento com nicotinamida, dessa forma, permitiria a 

observação do papel dessa classe de deacetilase na expressão gênica e em 

marcações epigenéticas. (Bitterman et al, 2002; Suchankova et al, 2009). 

 

 

Tabela 1 – Localização e caracterização dos principais alvos e atividades 

enzimáticas das sirtuínas. 

Sirtuína Localização Atividade Alvos 
Sirt1 Citoplasmática, 

Nuclear 
Deacetilase H1K26Ac, H3K9Ac, H3K14Ac, 

H4K16Ac. 
PGC�1α, FOXO1, FOXO3a, 
FOXO4 NF�κB, p53, p300, 
MyoD, TAF, MEF2, PCAF, 
entre outros. 

Sirt2 Citoplasmática, 
Nuclear 

Deacetilase H4K16Ac, α�tubulina, FOXO1 

Sirt3 Mitocondrial, 
Citoplasmática 

Deacetilase AceCS2, GDH, LCAD, 
NDUFA9, FOXO3a 

Sirt4 Mitocondrial ADP�
ribosiltransferase 

GDH, IDE, ANT2/3 

Sirt5 Mitocondrial Deacetilase Cyt c, CPS1 
Sirt6 Nuclear 

(heterocromatina) 
ADP�

ribosiltransferase, 
deacetilase 

H3K9Ac 
DNA polimerase β, NF�κB, 
HIF1α 

Sirt7 Nucleolar Indefinido RNA polymerase I, p53 

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

Diversas teorias têm 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 diminuição de acetilação de proteínas não�nucleares com o 

envelhecimento, mas essa característica é tecido�dependente (Nakamura et al, 

2010). Enquanto nos hepatócitos ocorre intensa atividade metabólica como 

glicólise e beta�oxidação de ácidos graxos, em neurônios, por outro lado, não há a 

dependência da quebra de ácidos graxos, sendo assim, não se observa 

diminuição de acetilação em tecido nervoso (Nakamura et al, 2010). A beta�

oxidação, neste contexto, muda significativamente o equilíbrio [Acetil�CoA]/[CoA] e 

[NADH]/[NAD+]. Isso irá influir na atividade de enzimas reguladoras do padrão 

epigenético. Acetiltransferases, por exemplo, têm como doador Acetil�CoA para 

realizar a acetilação de histonas, enquanto as sirtuínas utilizam NAD+ como 

aceptor final (Imai, 2009a). 

Desta forma, tal raciocínio pode ser usado em diversas condições 

experimentais. Em animais idosos ocorre uma diminuição da concentração de 

NAD+ e, consequentemente, inibição da atividade da Sirt1 (Imai, 2009 a, b; Ghosh 

et al, 2010), o que leva à instabilidade genômica (Gonzalo, 2010). Em 

experimentos envolvendo restrição calórica, por outro lado, há abundância de 

NAD+, que por sua vez estimula a atividade da Sirt1 (Dominy Jr. et al, 2010). 

Porém, no caso de diabetes, esses resultados ainda são controversos, uma vez 

que foram verificadas diferenças não apenas entre diferentes órgãos, mas 

também entre modelos experimentais (Nakamura et al, 2010). 

A existência de uma ponte entre o metabolismo celular e a transcrição 

gênica torna a Sirt1 e a PGC�1α moléculas chaves no entendimento dos 

fenômenos celulares. Somado a isso, o fato de a Sirt1 ser modulada por uma 

molécula como o NAD+ deu origem à teoria do “Mundo NAD”, na qual se diz que 

“moléculas reguladoras universais”, como a Sirt1, influenciariam na produção e/ou 

secreção de hormônios ou fatores humorais chaves. Um desses fatores seria o 
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metabólito precursor do NAD+, a nicotinamida mononucleotídeo (NMN). E uma vez 

que são suscetíveis às mudanças na síntese de NAD+, as células β� pancreáticas 

e neurônios são os maiores candidatos a um papel predominante na regulação da 

longevidade em mamíferos (Imai, 2009b).  

1.1.8. Sirt6 

Sirt6 é também uma sirtuína nuclear relacionada com o envelhecimento. 

Camundongos knockout para essa proteína apresentam grande instabilidade 

genômica, levando a um fenótipo de envelhecimento precoce e morte prematura 

(Mostoslavsky et al, 2006; Xiao et al, 2010; Nakagawa & Guarente, 2011). 

Diferente da proteína Sirt1, a Sirt6 atua preferencialmente como ADP�

ribosiltransferase pela sua região N�terminal, enquanto a sua porção C�terminal é 

a principal responsável pelo seu posicionamento nuclear (Tennen et al, 2010). Foi 

observada, no entanto, uma pequena atividade de deacetilase apenas nos sítios 

H3K9Ac e H3K56Ac posicionados preferencialmente em regiões teloméricas ou 

onde haja quebra de DNA (Nakagawa & Guarente, 2011). Devido a isso, 

considera�se que a Sirt6 desempenhe papel no sistema de reparo de danos no 

DNA, uma vez que regula também a acessibilidade de enzimas reparadoras aos 

sítios 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 são as espécies reativas 

de oxigênio (“reactive oxigen species”, ROS), as quais podem ser produzidas ou 

por resultado da auto�oxidação da glicose, ou pelo intenso metabolismo celular, ou 

mesmo pela presença de outros produtos glicosilados. Danos no DNA causados 

por stress oxidativo são extremamente comuns no diabetes, quando há alta 

concentração de glicose tanto intracelular quanto extracelular (Maiese et al, 2007). 

Há evidência, também, da ação da Sirt6 no metabolismo celular, uma vez 

que a inibição dessa proteína provoca um aumento na sensibilidade de órgãos 

periféricos à insulina, levando camundongos à morte por hipoglicemia. No fígado a 

inibição de Sirt6 leva a um aumento na taxa de glicólise, na síntese de 
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triglicerídeos, e à diminuição da β�oxidação, enquanto sob restrição calórica 

observa�se um aumento na abundância dessa proteína, assim como de Sirt1 (Kim 

et al, 2010). 

1.1.9. Sirt7 

Sirt7, outra proteína da família das sirtuínas, localiza�se preferencialmente 

nas regiões nucleolares. Ela encontra�se expressa em todos os tecidos, com 

exceção do tecido muscular esquelético, e é especialmente abundante em tecidos 

de alta atividade metabólica, como o fígado (Ford et al, 2006). Diferente da Sirt1 e 

Sirt6, a Sirt7 não apresenta atividade de deacetilase ou de ADP�ribosilase 

(Voelter�Mahlknecht et al, 2006; Vakhrsheva et al, 2008), mas é dependente de 

NAD+, embora a participação deste nas atividades da Sirt7 ainda seja 

desconhecida (Ford et al, 2006). No nucléolo, há evidências de associação da 

Sirt7 tanto com o promotor e regiões transcritas do rDNA quanto com a proteína 

RNA�polimerase I, junto à qual Sirt7 exerceria uma ação ativadora da transcrição, 

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 região nuclear onde RNA ribossomais são sintetizados, 

processados e organizados. A polimerase I sintetiza os RNAs ribossomais e sua 

atividade é regulada pelo ciclo celular (Grob et al, 2009). Com o envelhecimento 

há um desligamento do gene 45S da matriz nuclear, evidenciado por seu 

reposicionamento quando obtidos halos de fibras de cromatina estendida, 

indicando diminuição da transcrição, uma vez que em animais adultos�jovens 

esses genes se mantêm aderidos à matriz nuclear (Moraes et al, 2010). Somadas 

a isso, foram constatadas outras alterações na atividade e na estrutura do 

nucléolo durante o envelhecimento como, por exemplo, decréscimo na síntese de 

RNA (Park & Buetow, 1990; Ma & Nagata, 1990) e alterações no formato do 

nucléolo, indicando funcionamento alterado (Malatesta et al, 2003). 
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1.2. O Diabetes mellitus 

1.2.1. Generalidades 

A constatação do diabetes na humanidade data de 1500 A.C., embora sua 

denominação tenha sido atribuída por Aretaeus, médico romano dos anos 30�90 

da era cristã e signifique “passar através”, em referência à poliúria apresentada 

pelos pacientes afetados. Cullen (1709�1790) acrescentou pela primeira vez o 

adjetivo mellitus a fim de distinguir o diabetes mellitus do insípido. Posteriormente, 

Claude Bernard (1837�1878) descobriu a função glicogênica do fígado e atribuiu 

ao diabetes um excesso de produção de açúcar por este órgão (Arduino, 1980a). 

Em 1869, Langerhans descobriu ilhotas celulares no tecido pancreático, contudo 

sua existência foi correlacionada com a doença apenas em 1900, por Opie.  A 

descoberta da insulina em 1922 constituiu um marco na história do diabetes e a 

maior conquista no tratamento da doença, o que conferiu aos pesquisadores 

Banting e Macleod o prêmio Nobel de Medicina e Fisiologia em 1923. Desde 

então, numerosas descobertas e avanços no campo têm sido realizados (Arduino, 

1980b). 

Existem dois tipos de diabetes: o insipidus (“sem�gosto”) e o mellitus 

(“doce”). O primeiro tipo tem como principal característica a excreção de uma urina 

diluída. Nela, o paciente apresenta perda de um grande volume de água diário, 

consequente à secreção desregulada do hormônio antidiurético (ADH) pela 

hipófise. O diabetes mellitus (DM), no entanto é relacionado com a deficiência ou 

resistência à insulina (Arduino, 1980c; NIH, 2010).  

O DM consiste em uma doença metabólica crônica de natureza ambiental 

e/ou genética caracterizada por hiperglicemia e glicosúria, em que o paciente 

apresenta deficiência relativa ou absoluta de insulina, acompanhada de quadro de 

poliúria, polidipsia e polifagia. Existe a discussão de que não seja apenas uma 

doença única e sim uma síndrome (Arduino, 1980a). De acordo com a Federação 

Internacional do Diabetes, esta doença afeta hoje cerca de 246 milhões de 

pessoas em todo mundo e estima�se que em 2050 cheguem a 380 milhões. Os 
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principais países com incidência dessa doença são Índia, China e EUA, sendo que 

o Brasil figura na 8ª posição (IDF, 2012). Há diversos fatores que contribuem para 

o aumento da prevalência do diabetes no mundo, entre eles o aumento da 

expectativa de vida mundial, dietas não saudáveis, sobrepeso, obesidade e estilo 

de vida sedentário (IDF, 2012). 

Um indivíduo é considerado diabético quando a concentração de glicose 

plasmática em jejum é maior que 126 mg/dL ou quando a concentração de glicose 

plasmática 2 h após a alimentação for maior que 200 mg/dL (IDF, 2012). 

O diabetes mellitus do tipo I (DM1), também conhecido como diabetes 

insulino�dependente, juvenil ou imuno�mediado, apresenta herança poligênica e é 

considerado uma doença autoimune, pois é causado por destruição das células β 

das ilhotas pancreáticas mediada por linfócitos T (Zollner & Pavin, 1994; IDF, 

2012). Dessa forma, a principal estratégia para controle do DM1 é a injeção de 

insulina exógena (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 endogâmicos. Esta linhagem se revelou um modelo para o estudo do 

DM1, pois os animais apresentam infiltração linfomononuclear no pâncreas 

endócrino já nas primeiras semanas de vida. Há, 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 destruição seletiva das células β pancreáticas) 

e diferença marcante entre os sexos. Há uma prevalência de 80% nas fêmeas 

para o desenvolvimento da doença contra menos de 20% nos machos. O aumento 

da glicemia ocorre abruptamente, próximo da 30ª semana de vida do animal 
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(Makino et al, 1980; The Jacksons Laboratory, 2010). Contudo, a diminuição dos 

níveis de insulina pode iniciar�se já na 12ª semana de vida (The Jacksons 

Laboratory, 2010).  

 

1.2.3. O modelo de cultura de células HepG2 

 As células HepG2 são originadas de um hepatocarcinoma humano 

proveniente de um adolescente de 15 anos. Essas células são hiperdiploides (n = 

50–60 cromossomos) pela adição dos cromossomos 2, 14, 17, 20 entre outros 

fragmentos cromossomais (Chandrasekaran et al, 2010; Iyer et al, 2010; Pang et 

al, 2011). Somado a isso, essas células apresentam um aumento nas taxas de 

divisões celulares conforme a composição do meio de cultura: em meio DMEM 

com 25 mM de glicose o período de divisão é de 19 ± 0,8 h, enquanto à 11 mM é 

30,7 ± 0,5, mostrando uma resposta proliferativa glicose�dependente (Domenis et 

al, 2012)  

Sabe�se que células tumorais apresentam uma utilização de glicose 

diferenciada de células normais, uma vez que exibem fermentação da glicose 

mesmo com quantidades suficientes de oxigênio. Isso é denominado efeito 

Warburg, o qual se caracteriza pela secreção de lactato por glicólise aeróbica ao 

invés da degradação da glicose em gás carbônico pela fosforilação oxidativa 

(Heiden et al, 2009). Isso ocorre principalmente porque a formação em lactato, 

devido ao excesso de glicose, permite uma incorporação mais rápida de carbono 

na biomassa celular, e uma vez que para a maioria das células proliferativas a 

disponibilização de nutrientes não se mostra como um fator limitante, não há 

pressão seletiva para a produção de mais ATP (Heiden et al, 2009). No entanto, 

apesar das células HepG2 apresentarem características tumorais, elas também 

são responsiva à insulina, a estímulos inflamatórios e a tratamentos com maiores 

concentrações de glicose, sendo utilizadas até para estudar os efeitos da 

hiperglicemia sobre o metabolismo de hepatócitos em situações de simulação 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; Iyer et al, 2010; Samanez et al, 

2012).  

 

1.2.4. Diabetes e a cromatina de hepatócitos 

Apesar de o pâncreas ser o órgão de início do diabetes mellitus, o fígado 

tem um papel central no metabolismo geral do organismo e é um dos principais 

responsáveis pelo processamento da glicose. No fígado a insulina atua 

principalmente na regulação da degradação do glicogênio (glicogenólise), 

antagonizando as fosforilases responsáveis por essa reação, bem como a ação 

dos hormônios promotores da gliconeogênese. Dessa forma, a insulina exerce um 

efeito hipoglicemiante, aumentando a utilização periférica da glicose e diminuindo 

seu acúmulo no fígado (Milech, 1980). Em um quadro de diabetes onde haja falta 

da ação da insulina, as fosforilases responsáveis pela degradação do glicogênio 

são estimuladas e elevam a glicemia (Milech, 1980).  

A hiperglicemia severa instalada em camundongos NOD provoca um 

aumento na ploidia dos hepatócitos e diminuição na compactação da sua 

cromatina (Mello et al, 2009; Ghiraldini et al, 2012). A poliploidia, em especial, tem 

sido considerada como uma ferramenta evolutiva eficaz na adaptação celular, 

metabólica, entre outros, atuando como mecanismo protetor contra apoptose, e a 

danos no DNA induzidos por estresses oxidativos (Anatskaya & Vinogradov, 

2007). O maior conteúdo de DNA, neste caso, poderia vir a alterar o perfil de 

expressão de genes de interesse e prolongar a sobrevivência celular mesmo em 

condições desfavoráveis (Gorla et al, 2001). Observou�se também em 

camundongos NOD hiperglicêmicos, uma diminuição na produção de RNA, o que 

sugeriria diminuição na transcrição e na produção de proteínas neste material 

(Mello et al, 2009). Os dados de poliploidia, bem como de supraorganização 

cromatínica estimada por análise de imagem, obtidos para animais diabéticos 

mostravam um padrão semelhante, embora não idêntico, ao reportado para 

camundongos idosos (Moraes et al, 2007; Mello et al, 2009; Ghiraldini et al, 2012). 
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Essas evidências indicam que o diabetes mellitus poderia apresentar um fenótipo 

envelhecido precocemente. 

A suspeita de um envelhecimento precoce se acentua quando é observado 

que a mesma sinalização promovida pelo IGF�1/insulina potencializa o 

crescimento e o desenvolvimento do indivíduo no inicio da vida, acelerando o 

processo de envelhecimento ao final desta. Estudos com camundongos dwarf 

mostraram que uma vez inibida essa sinalização, os animais apresentavam um 

aumento do tempo de vida de 20�70% (Salminen & Kaarmiranta, 2010) e 

semelhanças fisiológicas a animais sob restrição calórica (Cohen et al, 2004). Este 

fato poderia estar associado às mudanças na estrutura da cromatina de animais 

diabéticos e na expressão de genes chaves no metabolismo celular. Igfbp1, por 

exemplo, codifica a proteína IGF binding factor 1 e é regulado negativamente tanto 

de forma direta pela ação de Sirt1 como indireta, via FoxO1 (Lemieux et al, 2005; 

Li et al, 2008). FoxO1 é um fator de transcrição deacetilado por Sirt1, que atua 

como redutor da insensibilidade à insulina e como coativador de PGC1�α no fígado 

(Van der Vos & Coffer, 2008). Apoe, por sua vez, codifica a proteína Apoliproteína 

E, a qual participa do metabolismo de lipídeos. Sua ausência em camundongos 

knockout aumentaria a susceptibilidade para o desenvolvimento do diabetes (Li et 

al, 2011).  

 

1.3. O envelhecimento 

O envelhecimento da população mundial tem sido alvo de constantes 

debates tanto nas esferas governamentais, quanto acadêmicas. Estima�se que 

atualmente a porcentagem de pessoas acima de 65 anos corresponda a 7,8% 

contra 26,5% de crianças na faixa de 0�14 anos. Estima�se também que em 2050 

a porcentagem de indivíduos idosos se eleve para 16,7%, um aumento de 214% 

(US Census Bureau, 2010). As estatísticas brasileiras revelam a mesma tendência 

mundial com uma velocidade ainda maior: a faixa da população idosa saltará 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 está 

se refletindo em políticas públicas de saúde para a terceira idade. Na academia, 

inúmeros são os trabalhos que visam tanto entender o processo e implicações do 

envelhecimento quanto mecanismos para retardá�lo. 

 

1.3.1. Cromatina e envelhecimento 

O processo de envelhecimento celular é resultado de vários fatores tanto 

intrínsecos, como diminuição telomérica e ação de moduladores epigenéticos, 

quanto extrínsecos, como formação de espécies reativas de oxigênio (ROS), ação 

de fatores mutagênicos e sinais endócrinos (Shin et al, 2010). Isso leva a 

alterações na cromatina, modificando sua estrutura e organização o que, 

consequentemente, afetará a expressão diferencial de genes. 

Em células somáticas os fatores epigenéticos são fundamentais para a 

remodelação da cromatina. Durante o envelhecimento observa�se desde a perda 

da heterocromatina perinuclear, à formação de SAHFs (senescence,altered 

heterochromatin foci), ao aumento de H4K20me3 e à diminuição de Sirt1 (Sarg et 

al, 2002; Mehta et al, 2007; Nakamura et al, 2010; Shin et al, 2010). Ocorre 

também uma perda global da metilação de DNA, por diminuição da ação de 

Dnmt1. Contudo há um aumento na metilação regional de DNA em porções 

promotoras de genes, por ação de Dnmt3b (Sedivy et al, 2008; Shin et al, 2010). 

De fato, em fibroblastos humanos senescentes foi observado aumento na área 

nuclear e nucleolar além de mudanças na posição dos cromossomos: 

cromossomos ricos em genes, que em indivíduos jovens posicionavam�se no 

centro nuclear, passam a ter uma posição periférica (Mehta et al, 2007). 

Em hepatócitos de camundongo nosso grupo de trabalho confirmou os 

achados de que a área nuclear e o conteúdo de DNA aumentam com o 

envelhecimento (Moraes et al, 2007), fenômeno natural consequente do processo 

de poliploidização que ocorre neste órgão. De fato, 80�90% dos hepatócitos de 
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ratos e camundongos idosos apresentam poliploidia em comparação à apenas 30�

40% em humanos (Celton�Mourizur et al, 2010). Foi também observado que 

apesar da poliploidização levar ao aumento de cópias do gene 45S, essas não 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 remodelação cromatínica em 

hepatócitos sob o efeito da hiperglicemia e do envelhecimento já tenha sido 

levantado, conforme relatos mencionados no capítulo anterior, há muitos pontos 

ainda não esclarecidos sobre esse assunto. O presente trabalho teve, portanto, os 

seguintes objetivos: 

1� Investigar em maior profundidade a poliploidização e a remodelação 

cromatínica em camundongos em condições de hiperglicemia e envelhecimento, 

usando�se métodos de análise de imagem e ensaio por nuclease microcócica 

(MNase). 

2– Avaliar comparativamente a abundância e a atividade da proteína Sirt1, assim 

como a disponibilidade de NAD+, relacionando�as com a abundância de 

modificações nas suas histonas�alvo e de PGC�1α. 

3� Determinar a abundância de Sirt6 e de Sirt7, relacionando�a com uma possível 

ocorrência de danos no DNA e alterações morfológicas no nucléolo, 

respectivamente, levando�se em conta os dados de disponibilidade de NAD+ 

obtidos. 

4� Avaliar e comparar a expressão gênica diferencial em hepatócitos nas 

condições propostas.  

5� Avaliar a expressão gênica e as marcações epigenéticas dos genes Apoe, 

Igfbp1 e Foxo1 em modelo de cultura celular obtida de hepatocarcinoma (células 

HepG2) simulando hiperglicemia, após retorno à normoglicemia e com inibição de 

sirtuínas por nicotinamida, relacionando os achados com o fenótipo nuclear 

nessas células. 
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3. Materiais e Métodos____________________________ 

3.1. Hepatócitos de camundongo 

3.1.1. Animais 

Camundongos fêmeas das linhagens NOD e Balb/c obtidos do 

Cemib/UNICAMP foram mantidos em biotério climatizado recebendo ração 

extrusada (Nuvital®) e água ad libitum durante todo o período do experimento.  

Para os experimentos de expressão gênica, camundongos das linhagens NOD e 

Balb/c, foram mantidos no biotério Biomedical Research Facilities do Edinburgh 

Cancer Research Center (ECRC, UK) também recebendo ração e água ad libitum. 

Neste caso, a colônia de camundongos Balb/c já estava estabelecida, sendo que 

os animais NOD haviam sido importados do Instituto Charles Rivers (Itália).  

Todos os camundongos NOD tiveram a glicemia monitorada pelo aparelho 

Accu Chek Performa (Roche Diagnostica® Indianapolis, USA) em dia e horário pré�

determinados para acompanhamento da evolução do quadro do diabetes. Para 

verificação de infiltração linfocitária, foram preparadas lâminas histológicas de 

pâncreas 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 normoglicêmicos. O grupo 2 (diabetes moderado) foi constituído de cinco 

animais com glicemia oscilando entre 200�400 mg/dL por no mínimo três 

semanas, com idades oscilando entre 18 e 38 semanas. Neste grupo, além do 

controle composto por camundongos Balb/c de mesma idade, foram incluídos 

animais NOD de mesma idade e não diabéticos (glicemia <190 mg/dL). Dessa 

forma, dispusemos de um controle intra�linhagem para melhor comparação de 

dados entre NODs diabéticos e Balb/c normoglicêmicos. Para o grupo 3 (diabetes 

severo) foram utilizados cinco camundongos NODs com glicemia superior a 500 

mg/dL por três semanas consecutivas. A idade desses animais oscilou entre 18 e 



23 

 

28 semanas. Controles de Balb/c e NODs não diabéticos de mesma idade foram 

incluídos. O grupo 4 foi composto por animais Balb/c envelhecidos de 56 

semanas. 

Para os experimentos de expressão gênica, compuseram o grupo 1 

(adultos�jovens) três animais Balb/c com nove semanas de vida. O grupo 2 

(diabetes severo) constituiu�se de dois animais com glicemia <500 mg/dL por no 

mínimo três semanas, sendo a idade desses animais de 16 semanas com a 

adição de uma replicata técnica para a obtenção de um “n” experimental de três. 

Neste grupo, foram incluídos animais NOD normoglicêmicos de mesma idade 

(glicemia <110 mg/dL) como controle. Camundongos Balb/c de 47 semanas 

constituíram o grupo 3. 

Os animais foram mortos por deslocamento cervical e imediatamente após, 

o fígado 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 Comitê de Ética em Experimentação Animal da 

Instituição 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 licença PPL 

60/3785 fornecida ao Dr. Dirk�Jan Kleinjan. 

 

3.1.2. Fixação e Citoquímica  

Para análise dos fenótipos nucleares, decalques de fígado de 

camundongos foram fixados e corados com a reação de Feulgen conforme 

descrição no artigo científico 1 (Anexo I). 

 

3.1.3. Análise de imagens por sistema vídeo 

Núcleos de hepatócitos corados pela reação de Feulgen tiveram seus 

parâmetros texturais e geométricos estabelecidos em analisador de imagem 

conforme descrito no artigo científico 1 (Anexo I). 
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3.1.4. Preparação dos fígados para ensaios moleculares 

3.1.4.1. Isolamento de núcleos de hepatócitos 

Fígados previamente picados foram homogeneizados manualmente em 

homogeneizador Braun (Alemanha) em tampão TKM (50 mM Tris HCl, pH 7,5; 25 

mM KCl; 5 mM MgCl2) gelado suplementado com 0,25 M sacarose, 2 mM DTT, 10 

mM butirato de sódio, 1 mM PMSF e 1 mM de aprotinina (tampão A) (Matunis, 

2006). Posteriormente foi preparado gradiente com tampão TKM com 2,3 M de 

sacarose contendo os mesmos inibidores de proteases supracitados (tampão B) e 

as amostras então ultracentrifugadas (Beckman®, Brea, USA) a 105.000 g por 30 

min. Os núcleos, posicionados na porção inferior dos tubos foram ressuspendidos 

em tampão A, contendo 2% de Triton X�100, e centrifugados novamente a 800 g 

por 5 min para eliminação de resíduos de retículo endoplasmático (Blobel & Potter, 

1966). O sobrenadante era descartado e o material era novamente ressuspendido 

em tampão A, contendo 30% de glicerol para manutenção da integridade dos 

núcleos (Blobel & Potter, 1966). Todo o procedimento foi realizado à 4°C. A 

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

 

3.1.4.2. Quantificação das amostras 

Para a quantificação de DNA, alíquotas de cada amostra foram diluídas em 

água deionizada. A absorbância foi lida em espectrofotômetro com luz UV (Diode 

Array Spectrophotometer, HP®, USA), utilizando�se cubeta de quartzo e λ = 260 

nm.  Para a quantificação de proteínas, alíquotas das amostras foram diluídas em 

corante de Bradford (Bradford, 1976) e analisadas em espectrofotômetro de luz 

visível (Quimis®) em λ = 590 nm. Utilizando�se os valores de absorbância obtidos 

após tratamento com o corante de Bradford, foi realizada uma nova quantificação 

em gel SDS�PAGE 10% corado com Comassie Blue�R. Este foi escaneado e a 

quantidade de proteína foi determinada com o software ImageJ®. 
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3.1.5. Teste da nuclease microcócica 

Para a avaliação de graus de acessibilidade da cromatina, os núcleos 

isolados foram submetidos à digestão com nuclease microcócica. A reação, assim 

como a extração de DNA e análise de seus produtos em gel de agarose acham�se 

descritos no artigo científico 1 (Anexo I). 

 

3.1.6. Análise das proteínas modificadoras de cromatina, das histonas 

modificadas e do fator de transcrição PGC�1α. 

3.1.6.1. Anticorpos 

Os anticorpos primários utilizados para as análises por Western Blotting 

e/ou imunofluorescência foram: anti�Sirt1 (Santa Cruz®, Santa Cruz, USA), anti�

PGC�1α (Millipore®, Billerica, USA), anti�Sirt6 (Abcam® Cambridge, UK), anti�Sirt7 

(Abcam®), anti�acetyl�histone H3 (Ac�Lys9) (Abcam®, Cambridge, UK), anti�acetyl�

histone H4 (Ac�Lys16) (Abcam®), anti�acetyl�histone H1.4 (Ac�Lys26) (Sigma®, Saint 

Louis, USA), anti�acetyl�histone H3 (Ac�Lys14) (Millipore®). Como controle de 

carga, foi utilizado o anticorpo anti�histone H4 (Millipore®) para controle dos 

anticorpos para modificações na histona H3 e o anticorpo anti�histone H3 

(Millipore®) para controle dos anticorpos para modificações na histona H4 e para 

Sirt1, Sirt6, Sirt7 e PGC�1α. Os anticorpos secundários utilizados foram: anti�IgG 

mouse e anti�IgG rabbit com fluorocromos Texas Red e fluoresceína (Millipore®), 

para imunofluorescência, e anti�IgG mouse, anti�IgG goat e anti�IgG rabbit 

(Millipore®) com peroxidase para Western Blotting. 

 

3.1.6.2. Imunofluorescência 

Para avaliação da localização nuclear das proteínas Sirt1 e PGC�1α e das 

modificações de histonas H3K9Ac e H4K16Ac por imunofluorescência, lâminas 

com decalques de fígado foram fixadas por 10 min em paraformaldeído a 4% em 

PBS. Após lavagem em PBS, permeabilização com Triton X�100 (Merck®, 

Darmstadt, Germany) 0,2% por 10 min e bloqueio com soro fetal bovino a 5% por 

30 min, as lâminas foram incubadas overnight com os anticorpos primários à 4°C. 
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Após lavagem em PBS, os preparados foram incubados com os anticorpos 

secundários por 2 h (25°C) e em seguida novamente lavados, contracorados com 

DAPI e montados em Vectashield. As imagens foram captadas em câmera digital 

Axiocam em fotomicroscópio Zeiss Axiophot II (Oberkochen, Germany). 

 

3.1.6.3. Western Blotting 

Com o intuito de se analisar a abundância relativa das proteínas de 

interesse foram obtidos Western Blots. Para tal, os núcleos foram ressuspendidos 

em tampão de amostra (Tris�HCl 0,06M pH 6,8; 2% SDS, 10% glicerol, 5% β�

mercaptoetanol, 0,025% azul de bromofenol), fervidos por 5 min e submetidos à 

eletroforese vertical em SDS�PAGE à 36 mA seguido por transferência para 

membrana de nitrocelulose (Applied Biosystem®, Foster City, USA). Para a análise 

das proteínas PGC�1α, Sirt1, Sirt6 e Sirt7, foram utilizados géis de poliacrilamida a 

10% e a transferência ocorreu por 60 min à 250 mA a 4°C. Para a análise de 

histonas modificadas foi utilizado gel a 17% e a transferência ocorreu por 90 min à 

250 mA a 4°C. As membranas foram, então, bloqueadas por 2 h com leite em pó 

desnatado (Molico®) diluído em tampão TBST (Tris�HCl 0,01M pH 8, 0,15 M NaCl, 

1% Triton X�100). As membranas foram incubadas overnight com os anticorpos 

primários em tampão de bloqueio, lavadas e novamente incubadas com os 

anticorpos secundários, também em tampão de bloqueio, por 2 h a 25°C. A 

revelação por quimioluminescência foi realizada como o kit “ECL Detection 

Reagents” (Amersham®, Pittsburgh, USA), de acordo com protocolo do fabricante. 

Posteriormente as membranas foram reveladas com filme fotográfico Amersham 

Hyperfilm ECL (Amersham®) com reveladores e fixadores Kodak® (Kodak®, 

Rochester, USA) (Kurien & Scofield, 2006). A análise dos resultados obtidos foi 

efetuada usando�se software ImageJ® .  

 

3.1.7. Análise da atividade enzimática de Sirt1 

A atividade enzimática da deacetilase Sirt1 foi avaliada utilizando�se o kit 

“Sirt1 assay kit” (Sigma®) seguindo o protocolo do fabricante, com algumas 
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modificações. Para tal, os núcleos isolados de hepatócitos foram pipetados em 

placa preta de 96 concavidades respeitando�se a padronização por concentração 

de proteína previamente estabelecida pelo ensaio de Bradford. Os ensaios foram 

realizados em duplicata para cada amostra. Foram também adicionados controles 

em cada placa. Após a adição dos reagentes, a placa foi incubada a 37°C por 30 

min e posteriormente, após adição do revelador, seguiu�se nova incubação à 37°C 

por 10 min. A placa então era lida em fluorímetro de microplaca Fusion (Packard®, 

Meridien, USA). 

Neste experimento e nos seguintes, não foi incluído o grupo de diabetes 

moderado, uma vez que as amostras desses animais não apresentaram diferença 

significativa em relação a seus controles na abundância dessa proteína durante os 

ensaios de Western Blotting. 

 

3.1.8. Medidas da razão NAD+/NADH 

Para a avaliação da abundância de NAD+, foi utilizado o kit NAD+/NADH 

Assay Kit (Abcam®, Cambridge, UK), seguindo�se o protocolo do fabricante. Em 

resumo, pequenos fragmentos de fígados armazenados à �80ºC foram pesados 

para iniciar o processamento do material para o ensaio. Estes fragmentos, então, 

foram lavados e homogenizados em tampão de extração fornecido no kit.  O 

material foi dividido em duas partes para realizar a detecção de NAD total (NADH 

e NAD+) e NADH. Para a avaliação de NADH, as amostras foram deixadas em 

banho�maria a 60º C por 30 min. Posteriormente, os preparados, em duplicata, 

foram distribuídos 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, então, foi adicionado revelador NADH em todos os 

poços.  Após 3 h da adição do revelador, foi efetuada medida em leitor de ELISA 

com excitação a 450 nm (VersaMaxTM, Sunnyvale, USA). A razão NAD+/NADH foi 

calculada com a seguinte fórmula: [NADt�NADH]/NADH. 
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3.1.9. Teste do Cometa 

Para a avaliação de possível fragmentação de DNA pela hiperglicemia, 

fígados frescos foram homogeneizados em tampão de Hanks (0,137 M NaCl, 5.4 

mM KCl, 0.25 mM Na2HPO4, 0,44 mM KH2PO4, 1,3 mM CaCl2, 1 mM MgSO4, 4.2 

mM NaHCO3) e filtrados em gaze dupla.  Parte do homogeneizado foi incubado 

com peróxido de hidrogênio (33 mM) por 30 min à 4ºC, como controle positivo, 

uma vez que este causa danos oxidativos semelhantes aos provocados por 

espécies reativas de oxigênio (Wijeratne et al, 2005). 

As amostras foram então diluídas em agarose de baixo ponto de fusão e 

pipetadas sobre lâminas pré�cobertas com agarose a seguir deixadas em 

geladeira por 10 min para solidificação da agarose e incubadas em tampão 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 4º C. 

As amostras foram lavadas em PBS gelado e deixadas em tampão de 

eletroforese à 4ºC (300 mM NaOH; 1 mM EDTA, pH 13) por 30 min e 

posteriormente submetidas à eletroforese horizontal por 20 min à 25V, 300 mA, 

seguida por três banhos de 5 min em solução de neutralização (0,4M Tris, pH 7,5) 

e fixadas em etanol absoluto. 

Para análise, as lâminas foram coradas com brometo de etídio (0,02 

mg/mL) e observadas em microscópio de fluorescência com filtro de λ = 560 nm. 

Os nucleoides foram classificados visualmente em cinco categorias (níveis 0–4) 

com base na extensão da cauda (“cometa”), de modo que nucleoides sem cauda 

foram classificados como de nível 0, enquanto nucleoides com cauda longa e 

difusa e cabeça de tamanho reduzido foram classificados como de nível 4. Os 

nucleoides que apresentaram características de formação de cauda intermediárias 

foram classificados como de classes 1, 2 ou 3 (Jaloszynski et al, 1997, Ghiraldini & 

Mello, 2010).  Para cada condição experimental foram contados 500 nucleoides 

para um total de cinco animais. 

Para o cálculo do índice de Dano ao DNA foi utilizada a fórmula de 

Jaloszynski et al (1997): 



29 

 

Dano = (1 x N1 + 2 x N2 + 3 x N3 + 4 x N4)/(total de células analisadas/100), na 

qual N1–N4 representam o número de nucleoides de classes de dano 1 a 4 

(Ghiraldini & Mello, 2010). 

 

3.1.10. Técnica de AgNOR 

Decalques de fígado fixados em etanol/ácido acético glacial (3:1 v/v) foram 

permeabilizados em solução de glicerol 4 M e 1% Triton X�100 por 20 min à 37º C, 

e a seguir  tratados com solução contendo duas partes de solução aquosa de 

nitrato de prata 50% e uma parte de gelatina a 2% e solução aquosa de ácido 

fórmico a 1% por 10 min a 37ºC (Mello et al, 2008). 

Esta técnica promove a coloração específica de proteínas nucleolares que 

se encontravam ativas no momento de fixação das células, como a nucleolina, 

entre outras, necessárias para transcrição e processamento inicial do rDNA. 

Para avaliação das áreas que apresentavam resposta AgNOR positivas, 

foram obtidas imagens em microespectofotômetro de varredura automática Zeiss 

(Oberkochen, Alemanha) com interface a microcomputador com hardware e 

software adequados. As condições operacionais foram: movimento de varredura 

predominantemente monodirecional; objetiva Planapo 63/0,90; optovar 1,6, 

diafragma de medida com diâmetro 0,2 mm; lâmpada de halogênio 100 W/12V; 

fonte de luz estabilizada; modulador de luz compatível; λ = 555 nm, obtido com 

régua monocromadora Schott; fotomultiplicador R�928; microcomputador Pentium 

III. Pontos individuais de medida com absorbância ≤0,020 foram considerados 

background e removidos da imagem nuclear. O valor de cutoff point de 0,200 foi 

escolhido após teste preliminar para avaliação das áreas AgNOR positivas. Os 

seguintes parâmetros foram avaliados: 

1. ST, área nuclear absorvente em om2 

2. Sc, área em om2 com valores de absorbância acima do cutoff point 

escolhido. 

3. Sc%, área da imagem AgNOR+ em relação à área nuclear total. 
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Foram medidos 75 núcleos para um total de três animais diferentes para 

cada condição experimental. 

 

3.1.11. Extração de RNA de hepatócitos de camundongos para ensaios de 

expressão gênica 

Para análise de expressão gênica foi isolado o RNA total. Para tal, fígados 

de camundongos, congelados em nitrogênio líquido, foram triturados em recipiente 

estéril e resfriados em gelo seco. O material foi pesado e 0,5 g utilizados para 

realizar a extração de RNA seguindo o protocolo do fabricante do Tri�Reagent 

(Sigma®) com algumas modificações: após a primeira separação da amostra foi 

realizada nova separação com o mesmo volume de Tri�Reagent. A etapa extra foi 

necessária uma vez que a fase aquosa ainda apresentava�se turva. Após a 

extração, 100 `L da amostra foram purificadas utilizando�se RNeasy Mini Kit 

(Qiagen®, Hilden, Alemanha) adicionando�se à amostra 350 `L de tampão RLT 

(componente do kit) e 250 `L 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 tampão 

RDD (componente do kit RNase�Free DNase Set, Qiagen®) por 15 min, com a 

finalidade de extração de qualquer DNA genômico remanescente.  Realizou�se 

então a quantificação em aparelho NanoDrop�100  (Thermo Scientific®, Waltham, 

USA). Para a avaliação da qualidade do RNA extraído, uma alíquota das amostras 

em tampão de amostra (0,05% azul de bromofenol, 4 mM EDTA, 2,64% 

formaldeído, 20% glicerol, 0,3% formamida) foi submetida à eletroforese em gel de 

agarose específico para RNA (20 MM MOPS, 5 mM acetato de sódio, 1 mM 

EDTA, 0.66% formaldeído, pH 7,0) por 1 h a 60V e posteriormente analisado em 

transiluminador ultravioleta (UVP BioImaging Systems®, Upland, USA). 

Após avaliação preliminar da qualidade do RNA extraído, as amostras 

destinadas à análise em micro�arranjo de expressão foram novamente analisadas 

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

RNA extraído para posterior processamento. 

 

3.1.12. de expressão 

A transcrição reversa para produção de cDNA, sua amplificação e 

marcação por sonda com biotina foi realizada utilizando�se o kit Illumina TotalPrep 

RNA amplification Kit (Ambion®) de acordo com o protocolo do fabricante. As 

amostras foram armazenadas à �80 oC até análise. 

O ensaio de expressão gênica por microarray foi realizado utilizando�se 

micro�arranjos Mouse WG – 6v2 (Illumina®, 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 incluídos no 

micro�arranjo de expressão, os quais cobriram todos os aspectos da técnica, 

desde replicatas biológicas, marcação com biotina, hibridização, até geração de 

sinal. Foram realizadas análises de expressão diferencial comparativa entre os 

grupos adultos�jovens versus idosos e normoglicêmicos versus hiperglicêmicos. 

Os dados foram normalizados e o background removido utilizando�se software 

GenomeStudio (Illumina®). 

A análise estatística LIMMA da expressão gênica diferencial foi realizada 

com o software R (Bioconductor, Seattle, USA) e a análise posterior desses genes 

com expressão significativamente diferente (Fold Change > 1,6; P<0,05) foi 

realizada usando�se o software IPA® (Ingenuity Systems, Redwood City, USA).  

Os resultados gerados pelo microarranjo de expressão foram parcialmente 

validados pelos resultados de qPCR para os genes Foxo1, ApoE e Igfbp1 das 

mesmas amostras de RNA de hepatócitos de camundongo.  

 

3.1.13.  para análise de expressão gênica e imunoprecipitação 

cromatínica (ChIP) dos genes  e   

Para os ensaios destinados a medir a expressão diferencial dos genes 

Apoe, Igfbp1 e Foxo1, os primers foram desenhados no espaço entre exons. Para 
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analisar a presença de marcadores epigenéticos como H3K9Ac e H3K9me2 nos 

genes mencionados, foram desenhados primers nas regiões promotoras, levando�

se em consideração o local de ligação de fatores de transcrição à região 

promotora e as modificações de histonas ali presentes (ENCODE Project, UCSC). 

Para marcação de 5�metil�citosina foi desenhado primer para o gene rDNA 45S, 

na região correspondente ao 18S (Tabela 2). 

 

Tabela 2 – Primers para análise de expressão gênica e ChIP em hepatócitos de 

camundongo. 

Ensaio Gene Primer  Primer  

Expres�
são AACCGCTTCTGGGATTACCT’ TTCCGTCATAGTGTCCTCCA 

AGCCCAGAGATGACAGAGGA GTTGGGCTGCAGCTAATCTC 

GCTGGGTGTCAGGCTAAGAG TTGCCAAGTCTGAGGAAAGG 

CTAAGGCCAACCGTGAAAAG CCATCACAATGCCTGTGGTA 

ChIP 
GTTCTCAGTGCCCCAGTACC TGTTCTCTCCCCCTTCACAG 

TAGCTCCTGTCCCAGTCCAT GCTAGGACCCCAGTGTTCAA 

ACCGGTCCTCAGGAAAAAGT ATCCTGAACCCCAGAGAGGT 

CGAAAGCATTTGCCAAGAAT AGTCGGCATCGTTTATGGTC 

   
 

3.1.14. Preparação de amostras de hepatócitos de camundongo para 

avaliação da expressão gênica por qPCR 

cDNA das amostras de RNA foi preparado usando�se SuperscriptII 

transcriptase reversa (Invitrogen®, Carlsbad, USA) de acordo com o protocolo do 

fabricante. Em resumo, 2 og de RNA foram adicionados a 1 `L de primers 

randômicos (hexâmetros) em 10 `L de água deionizada. A mistura foi aquecida 

por 10 min à 70º C e a ela foram adicionados 4 `L de 5X 1st strand buffer, 2 `L de 
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0,1M DTT, 1 `L de 10mM dNTP e então deixados à 25ºC por 10 min e a 42ºC por 

2 min para equilíbrio dos primers. 

Após este procedimento foi adicionado 1 `L de SuperScriptII e a amostra  

deixada a 42ºC por 50 min para transcrição, seguido de incubação à 70ºC por 15 

min para inativação da enzima. A amostra foi novamente quantificada em 

NanoDrop�100® (ThermoScientific, Wilmington, USA) e armazenada à �20ºC para 

a reação de qPCR. 

 

3.1.15. �ChIP em hepatócitos de camundongo 

Para o ensaio de ChIP, núcleos de hepatócitos frescos foram 

ressuspendidos em tampão NB�R (85 mM KCl, 5,5% sacarose, 10 mM Tris pH 7,6, 

1,5 mM CaCl2, 3 mM de MgCl2, 250 oM PMSF). 

Para o estabelecimento da concentração de núcleos, 5 `L da amostra 

foram diluídos em 495 `L de tampão de sonicação (5 M uréia, 2 M NaCl) e a 

absorbância foi medida em espectrofotômetro de luz UV Ultrospec® (Amersham®, 

Piscataway, USA). As amostras foram igualadas a uma concentração de 10x A260 

nm (1 A260 nm = 50 `g/mL). Os núcleos foram, então, submetidos à digestão com 

MNase à 2, 5, 10, 20, 40 e 80 U por mL por 10 min para determinar a melhor 

concentração de enzima para o ensaio de ChIP (Figura 3). 

 A digestão foi interrompida pela adição 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 à 4oC em tampão TEEPN com 5 mM de NaCl (10 mM Tris pH 

7,5; 0,5 mM EDTA; 0,5 mM EGTA; 250 `M PMSF e 0,05% NP40) e novamente 

centrifugadas por 13000 rpm por 5 min para coleta do sobrenadante 2 (SN2). A 

concentração de MNase escolhida para os ensaios em hepatócitos 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 tampão TBE (45 mM Tris�Borato, 1 mM EDTA) (Figura 4). 
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Figura 3 – Padronização da digestão por MNase. Gel de agarose a 1% em 

tampão Tris�Borato (TBE). pb, pares de base; Padrão 100 pb (New England 

Biolabs®). 

 

 

Figura 4 � Perfil de fragmentos de DNA em SN1 e SN2 obtidos após digestão com 

MNase (60U/mL, 10 min) em gel de agarose a 1%. 

 

As concentrações de SN1 e SN2 para cada amostra foram medidas em 

tampão de sonicação, e então 2,5 `g de DNA de cada sobrenadante foram 

coletados e aliquotados em novo tubo com 1 mL de tampão TEEPN (50 mM de 

NaCl). Para cada anticorpo foram preparados, um controle negativo (IgG) e um 

controle input, em alíquotas diferentes.  

SN1      SN2 

100 pb - 

   2       5      10    20    40      60  (U) 

500 pb 

1000 pb 
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Para a imunoprecipitação de cromatina foram usados como carreadores 

beads magnéticos (Invitrogen®), limpos por três banhos de tampão TEEPN com 50 

mM NaCl, sendo ressuspendidos  e aliquotados neste mesmo tampão para 

ligação 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 IgG anti�rabbit e IgG anti�

mouse (Santa Cruz®). A ligação dos anticorpos aos beads magnéticos ocorreu em 

tampão TEEPN com 50 mM NaCl overnight à 4oC, com agitação constante. Os 

beads ligados aos anticorpos foram adicionados nas alíquotas com cromatina e as 

amostras foram incubadas novamente à 4oC overnight com agitação constante. 

Após incubação, as amostras foram centrifugadas a 3000 rpm por 1 min e 

ressuspendidas em tampão TEEPN com 140 mM de NaCl, para nova 

centrifugação à 1500 rpm por 3 min. O precipitado foi ressuspendido em tampão 

TEEPN com 200 mM de NaCl e incubado por 15 min à 4oC com agitação 

constante, com a finalidade de aumentar a estringência, gerando um produto mais 

purificado. Após centrifugação, o precipitado foi ressuspendido em tampão de 

eluição (TEEP com 50 mM NaCl; 1% SDS) e mantido sob agitação constante por 

30 min. As amostras foram centrifugadas a 3000 rpm por 2 min e o sobrenadante 

transferido para um novo tubo para realização da extração de DNA. 

O DNA das amostras foi extraído por dois ciclos de fenol:clorofórmio: álcool 

isoamílico (25:24:1), um ciclo de clorofórmio: álcool isoamílico (25:1) e 

precipitação alcóolica com 0,4 M de acetato de sódio pH 5,2 e 1 `g de glicogênio 

por 30 min em gelo seco ou overnight  à �20oC. 

As amostras foram lavadas em etanol a 70% e ressuspendidas em tampão 

TE (10 mM Tris�HCl pH 8,0; 1 mM EDTA) e armazenadas a �20oC para reação de 

qPCR. 

 

 

 



36 

 

3.1.16. qPCR 

Para cada reação foi preparada uma solução FastStart Universal SYBR 

Green Master (ROX) (Roche®) com quantidades de cada primer já padronizadas 

previamente. Para análise de expressão diferencial, as amostras de cDNA foram 

diluídas em água deionizada a uma concentração de 25 ng/`L e em cada reação 

foram adicionados 2 `L de amostra para um total de 50 ng de cDNA. Todas as 

reações foram realizadas em triplicata em termociclador Rotorgene 6000 Real�

time Analyzer (CorbettTM, Sydney, Australia). A reação de qPCR contava com 1 

ciclo de 95ºC por 10 min, 40 ciclos de 94ºC por 15 s, 59ºC por 30 s, 73ºC por 30 s, 

finalizando com 94ºC por 60 s para a fase de melting. Para análise dos resultados 

de ChIP, 4 `L de amostra foram adicionados à mistura de SYBR Green e primers 

totalizando 15 `L de solução final, e foram analisados em termociclador ABI 7500 

Applied Biosystems (Life Technologies, Carlsbad, USA). A reação de qPCR 

contava com 1 ciclo de 95ºC por 10 min, 50 ciclos de 94ºC por 35 s, 59ºC por 35 s, 

73ºC por 35 s, finalizando com 60�94ºC por 60 s para a curva de dissociação 

(melting). 

Para análise de expressão diferencial dos genes propostos, após reação de 

qPCR, foi definido o threshold o qual informava um valor de Ct (thresholdcycle) 

para cada amostra. De posse desses valores a expressão relativa foi quantificada 

utilizando�se a seguinte fórmula: 

��� = 	 ���		
��	
��� − �		����
����	�	� − ��		
��	
���	ℎ� − 	�		����
����	�	ℎ���� 

na qual: 

Ct Controle: valor de Ct da amostra na condição controle (referência) 

Ct experimento : valor de Ct de amostra em condição experimental 

Ct controle house,keeping (hk): valor de Ct da amostra na condição controle de 

gene de expressão basal (β�actina). 

Ct experimento house,keeping (hk): valor de Ct da amostra em mesma condição 

experimental do “Ct experimento” do gene de expressão basal (β�actina). 

 



37 

 

Para análise dos experimentos por ChIP, os resultados foram apresentados 

na forma de “% de input” utilizando a seguinte fórmula: 

%	��	����� = �� �	����� −  �	!"#$�%!�&�'(( 

 

3.2. Cultura celular de hepatocarcinoma humano 

3.2.1. Cultura celular 

Para o estudo da mecanística epigenética em situação 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 adição de 1% de 

penicilina (10.000 Ul) e glutamina (4 mM), mantidas em estufa à 37oC e 5% CO2. 

Durante os experimentos foi utilizado uma concentração inicial de ~5x104 

células/mL, levando à uma confluência de ~60%. 

A fim de se observar a expressão gênica e as modificações epigenéticas em 

genes�alvos em uma situação de hiperglicemia mimetizando diabetes mellitus do 

tipo I 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 `g/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 `g/mL de insulina por 48 h 

com adição de 5 mM de nicotinamida (Sigma®, St Louis, USA) nas últimas 6 

h. 



38 

 

5) Glicose com Nicotinamida: meio DMEM com 50 mM de glicose, 10% soro 

stripped, 1% penicilina e glutamina por 48 h com adição de 5 mM de 

nicotinamida (Sigma®) nas últimas 6 h. 

 

 

Figura 5 – Representação dos tratamentos em HepG2. Linha azul, meio 

normoglicêmico com insulina; linha vermelha, meio hiperglicêmico sem insulina; 

linha verde, tratamento com nicotinamida. 

 

Todos os tratamentos foram realizados no mínimo em triplicata. A utilização de 

um soro “stripped” deve�se ao fato de ele ser desprovido de hormônios, incluindo a 

insulina (Herbet et al, 1965), o que propiciaria um meio de cultura que simularia a 

situação do diabetes mellitus do tipo I.  Baseado no trabalho de Chandrasekaran e 

colaboradores (2010), a concentração e o tempo de exposição das células à 

glicose foram escolhidos de modo que o tratamento não afetasse a viabilidade 

celular.   
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3.2.2.  para ChIP e reação de qPCR 

Foram desenhados primers para análise de expressão diferencial e ChIP 

com a mesma estratégia para os primers de hepatócitos de camundongo (Tabela 

3). 

 

Tabela 3 – Primers para análise de expressão gênica e ChIP em células 

HepG2. 

Ensaio Gene     

Expres�

são 

GGTCGCTTTTGGGATTACCT TTCCTCCAGTTCCGATTTGT 

CTGCCAAACTGCAACAAGAA ATCCTCTTCCCATTCCAAGG 

AAGAGCGTGCCCTACTTCAA TCCTTCATTCTGCACTCGAA 

CTACGTCGCCCTGGACTTCGA GATGGAGCCGCCGATCCACACGG 

ChIP GCCCCCTCTCCAGATTACAT GGACACCTCGCCCAGTAATA 

TGGATTCTAACCCCATCTCG CTGGCCAGGCTCTTTAATTG 

AGTACTCGGCTCTGCTGCTCTGCTC TCGCCTTCTCAGTGTTTTGA 

 

3.2.3. Preparação de amostras de HepG2 para avaliação da expressão 

gênica por qPCR 

A extração 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 genômico por digestão com 

DNAse (Ambion®, Austin, USA). 

A produção de cDNA e posterior reação de qPCR, assim como sua análise 

seguiram o mesmo procedimento experimental realizado para hepatócitos de 

camundongo. 
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3.2.4. �ChIP em células HepG2 

Para o ensaio de ChIP, aproximadamente 4 x 105 células HepG2 em cultura 

foram tripsinizadas e centrifugadas por 4 min à 1200 rpm. Depois, as amostras 

foram ressuspendidas em 4,5 mL de tampão NB�A (85 mM KCl, 5,5% sacarose, 

10 mM Tris pH 7,6, 0,5 mM espermidina, 0,2 mM EDTA, 250 oM PMSF) e 1,5 mL 

de tampão NB�B (85 mM KCl, 5,5% sacarose, 10 mM Tris pH 7,6, 0,5 mM 

espermidina, 0,2 mM EDTA, 250 oM PMSF, 0,1% NP40) e misturadas por 

inversão. Foram então posteriormente incubadas à 4ºC por 3 min e centrifugadas 

a 2000 rpm por 4 min. Os núcleos foram lavados em 10 mL de tampão NB�R (85 

mM KCl, 5,5% sacarose, 10 mM Tris pH 7,6, 1,5 mM CaCl2, 3 mM de MgCl2, 250 

oM PMSF) e novamente centrifugados à 2000 rpm por 4 min. O precipitado foi 

então ressuspendido em 500 `L de tampão NB�R.  

Para o estabelecimento da concentração de núcleos, as amostras foram 

diluídas em tampão de sonicação, como previamente mencionado, e a 

absorbância foi medida em espectrofotômetro Eppendorf® (Hamburg, Alemanha). 

As amostras foram igualadas a uma concentração de 10 x A260 nm. Os núcleos 

foram, então, submetidos à digestão com MNase à 10, 20, 50, U por mL por 10 

min para se determinar a melhor concentração de enzima para o ensaio de ChIP 

(Figura 6). 
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Figura 6 – Padronização da digestão por MNase. Gel de agarose a 1% em 

tampão Tris�Borato (TBE). Kb, kilobase; pb, pares de base; Padrão 100 pb (New 

England Biolabs®). 

 

A concentração de MNase escolhida para os ensaios em HepG2 (50 U/ mL 

de amostra) foi determinada baseando�se nos mesmos critérios escolhidos para 

hepatócitos de camundongo. 

A reação de qPCR contou com 1 ciclo de 95ºC por 10 min, 50 ciclos de 

94ºC por 15 s, 59ºC por 30 s, 73ºC por 30 s, finalizando com 60�94ºC por 60 s 

para a curva de dissociação (melting). As análises dos produtos da reação foram 

realizadas conforme a descrição feita para os hepatócitos de camundongos. Os 

resultados foram apresentados em porcentagem do total de cromatina usada e 

não imunoprecipitada (input). 

 

3.2.5. Análise de imagem por microespectofotometria de varredura 

Para análise do fenótipo nuclear, células HepG2 foram cultivadas em 

lamínulas de vidro nas situações experimentais já mencionadas. Os preparados 

foram fixados em etanol:ácido acético glacial (3:1 v/v), lavados em etanol 70%, 

secadas ao ar e submetidos à reação de Feulgen conforme descrito no artigo 

científico 1 (Anexo I).  
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As imagens nucleares obtidas foram avaliadas em microespectofotômetro 

de varredura automática Zeiss (Oberkochen, Alemanha) com interface a 

microcomputador com hardware e software adequados. As condições 

operacionais foram as mesmas utilizadas para hepatócitos de camundongo 

submetidos ao teste de AgNOR com as seguintes modificações: optovar 2.0 e λ = 

565 nm, obtido com régua monocromadora Schott. 

Pontos individuais de medida com absorbância ≤0,020 foram considerados 

background e removidos da imagem nuclear. O cutoff point escolhido após teste 

preliminar foi igual a 0,140. Este cutoff point permitiu avaliar áreas de cromatina 

condensada para as células controle. Foram estabelecidos valores para os 

seguintes parâmetros:  

1. AT, valores Feulgen�DNA para cromatina total 

2. AC, valores Feulgen�DNA para cromatina considerada “condensada”. 

3. ST, área nuclear (om2). 

4. Sc, área nuclear coberta por cromatina “condensada” (om2). 

5. Sc %, área coberta por cromatina condensada em relação à área 

nuclear. 

6. AAR, razão de absorção média, que expressa quantas vezes a absorção 

média da cromatina “condensada” excede a absorção do total do núcleo, pela 

seguinte fórmula: AAR = (Ac / Sc) / (AT / ST) (Vidal et al, 1973). 

Utilizando�se esses parâmetros foi possível plotar um gráfico de dispersão 

como proposto por Vidal (1984), relacionando Sc% versus AAR. O diagrama de 

dispersão de Vidal permite a discriminação de diferentes fenótipos nucleares de 

acordo com o seu posicionamento no gráfico (Vidal, 1984; Vidal et al, 1998; 

Felisbino et al, 2011). Foram medidos pelo menos 165 núcleos para um total de 

três replicatas biológicas para cada condição experimental analisada. 
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4. Resultados____________________________________ 

4.1. Animais NOD hiperglicêmicos apresentam invasão linfocitária 

nas ilhotas pancreáticas 

Para confirmação da ocorrência de invasão linfocitária nas Ihotas de 

Langerhans em camundongos NOD hiperglicêmicos, foram obtidos preparados 

histológicos de pâncreas de todos os grupos estudados.  Pâncreas de animais 

Balb/c e NOD normoglicêmicos apresentaram ilhotas de Langerhans íntegras, sem 

invasão linfocitária (Figura 7 � A). No grupo diabético, foi encontrada invasão 

parcial (Figura 7 – B) ou total (Figura 7� C) nas Ilhotas de Langerhans.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 7 – Ilhotas de Langeharns de camundongos NOD fêmeas sem invasão 

linfocitária (A), com invasão parcial (B) e já estabelecida (C). As setas indicam os 

linfócitos; barra, 50 `m. 

A

B C
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4.2. Hepatócitos mononucleados de animais adultos 

hiperglicêmicos atingem grau de poliploidia mais elevado do que 

animais idosos normoglicêmicos 

Determinaram�se o conteúdo de DNA e outros parâmetros geométricos e 

densitométricos em núcleos de hepatócitos de camundongo Balb/c e NOD, por 

análise de imagem. Constatou�se que o aparecimento de graus mais elevados de 

poliploidia está associado com níveis aumentados de glicemia. Animais idosos 

também apresentaram altos níveis de poliploidia, contudo não na mesma 

magnitude do que em animais com hiperglicemia severas. A descrição detalhada e 

análise dos resultados obtidos está reportado no artigo científico 1 (Anexo I). 

 

4.3. O diabetes mellitus promove maior acessibilidade da 

cromatina do que o envelhecimento 

Graus de acessibilidade da cromatina de hepatócitos de camundongos 

NOD e Balb/c foram determinados pelo ensaio da MNase. Animais adultos com 

diabetes severo e idosos normoglicêmicos apresentaram aumento nos níveis de 

acessibilidade da cromatina, contudo, estes níveis foram maiores nos animais 

hiperglicêmicos. A descrição detalhada dos resultados e análise estão reportados 

no artigo científico 1 (Anexo I). 

 

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

abundância de Sirt1 

A abundância em Sirt1 mostrou�se aumentada em hepatócitos de 

camundongos com hiperglicemia severa, quando em comparação com seus 

controles normoglicêmicos. Com o envelhecimento, por outro lado, os níveis de 

Sirt1 mostraram�se diminuídos em relação aos animais adulto�jovens (Figura 8� A, 

E). A distribuição de Sirt1 permaneceu semelhante em todas as condições 

experimentais: preferencialmente em áreas eucromáticas, no centro nuclear 

(Figura 8 – D).  
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A atividade de Sirt1 também foi avaliada e não diferiu entre animais com 

hiperglicemia severa e animais normoglicêmicos. Em camundongos idosos foi 

observado decréscimo nos níveis de atividade dessa sirtuína os quais se 

assemelharam aos resultados referentes à sua abundância (Figura 8 – B). Como a 

atividade de Sirt1 obtida para camundongos diabéticos não correspondeu os 

níveis de abundância esperados, a razão NAD+/NADH foi medida a fim de se 

avaliar se seu cofator estaria em quantidades limitantes. Para animais diabéticos, 

de fato, a razão NAD+/NADH apresentou valores semelhantes aos dos animais 

normoglicêmicos, indicando uma possível razão da baixa atividade. Em animais 

idosos, como esperado, houve um decréscimo da razão NAD+/NADH em relação 

aos animais adulto�jovens (Figura 8 – C). 

 

4.5. Abundância de PGC�1α e histonas�alvos de Sirt1 em 

hepatócitos de camundongos adultos diabéticos e idosos 

normoglicêmicos 

A abundância de PGC�1α para camundongos diabéticos e idosos 

apresentou o mesmo perfil daquele encontrado para Sirt1: aumento da 

abundância de PGC�1α em animais adultos hiperglicêmicos e diminuição em 

idosos normoglicêmicos em relação aos animais normoglicêmicos e adulto�jovens, 

respectivamente (Figura 9 – A,C). PGC�1α, assim como Sirt1, estava presente em 

todas as condições experimentais em áreas eucromáticas e na região central dos 

núcleos de hepatócitos (Figura 10 � B). 

À exceção para a modificação H3K9Ac, que se apresentou mais 

abundante, não foram observadas diferenças significativas nas abundâncias dos 

alvos�histônicos de Sirt1 (H1K26Ac, H4K16Ac e H3K14Ac) em camundongos 

adultos hiperglicêmicos em relação aos controles normoglicêmicos de ambas 

linhagens. A marcação H3K14Ac apresentou abundância elevada em 

camundongos NODs hiperglicêmicos apenas em relação aos camundongos Balb/c 

normoglicêmicos (Figura 10 – A�E). 
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Figura 8 – Sirt1 é afetada de forma diferente entre hepatócitos de 

camundongos adultos hiperglicêmicos e idosos normoglicêmicos. (A) 

Abundância de Sirt1 em núcleos de hepatócitos de camundongos determinada por 

WB. (B) Atividade de Sirt1. (C) Razão NAD+/NADH de hepatócitos de 

camundongos. (D) Distribuição de Sirt1 determinada por imunofluorescência.  

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

Balb/c; N, NOD; + hiperglicemia; � normoglicemia; * diferença significativa à 

P<0,05 (ANOVA); †, diferença significante em relação aos animais Balb/c adultos�

jovens (P<0,05; teste T�Student). n=5. 

 

 



47 

 

Figura 9 � PGC�1α está localizada em regiões eucromáticas e 

apresenta o mesmo perfil de abundância de Sirt1. (A) Abundância de PGC�1α. 

+, hiperglicemia; � normoglicemia; *, diferença significativa à (P<0,05; ANOVA); †, 

diferença significativa em relação aos animais Balb/c adulto�jovens (P<0,05; Teste 

T�Student). (B) Distribuição de PGC�1α determinada por Imunofluorescência.  

Barra, 10 `m. (C) Imunoblotting. B, Balb/c; N, NOD. A histona H3 foi usada como 

controle de carga. n=5. 

 

Em idosos, todos os alvos�histônicos de Sirt1 mostraram�se 

significativamente mais abundante em relação aos seus controles adulto�jovens, à 

exceção da modificação H1K26Ac (Figura 10 – A � E).  

Para determinar se a localização de algumas marcas epigenéticas se 

alteravam em diferentes condições experimentais, foi investigada a ocorrência de 

H3K9Ac e H4K16Ac por imunofluorescência (Figura 10 – F). Estas duas 

modificações foram selecionadas por se apresentarem em alta concentração em 

hepatócitos de camundongo e por sua localização já estar estabelecida (Vaquero 

et al, 2007). Como esperado, ambas as marcas epigenéticas localizaram�se em 

regiões eucromáticas do núcleo inteiro em todas as condições experimentais. 
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Figura 10 – Abundância de alvos histônicos de Sirt1 em hepatócitos de 

camundongos adultos diabéticos e idosos normoglicêmicos. Abundância 

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) Distribuição das 

marcas epigenéticas H3K9Ac e H4K16Ac determinada por imunofluorescência.  

Barra, 10 `m. +, hiperglicemia; � normoglicemia; *, diferença significativa (P<0,05; 

ANOVA); †, diferença significativa em relação aos animais Balb/c adulto�jovens 

(P<0,05; Teste T�Student). n=5. 
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4.6. Hiperglicemia, porém não envelhecimento, induz aumento na 

abundância de Sirt6 e danos ao DNA em hepatócitos de 

camundongo 

Camundongos hiperglicêmicos mostraram uma abundância relativa maior 

de Sirt6 enquanto camundongos idosos apresentaram abundância relativa 

reduzida dessa sirtuína quando comparados com animais normoglicêmicos e 

adulto�jovens, respectivamente (Figura 11 – A, C). Para se estabelecer uma 

relação entre níveis de Sirt6 e danos ao DNA, foi realizado o ensaio do cometa. 

Em hepatócitos de camundongos hiperglicêmicos, foram observados altos níveis 

de danos ao DNA e maior número de células danificadas em comparação aos 

animais normoglicêmicos de ambas as linhagens (Tabela 4). Animais idosos, no 

entanto, não apresentaram diferença significativa em relação a adultos�jovens 

para ambos os parâmetros. Utilizando�se tratamento com H2O2 como controle 

positivo indutor de quebras de DNA, constatou�se que apenas nos animais adultos 

hiperglicêmicos os níveis de danos ao DNA e de percentuais de células 

danificadas eram tão elevados quanto os do controle positivo (Tabela 4). 
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Figura 11 – Abundância relativa de Sirt6 e Sirt7 em hepatócitos de 

camundongos adultos diabéticos e idosos normoglicêmicos. Abundância de 

Sirt6 (A) e Sirt7 (B). +, hiperglicemia; � normoglicemia; *, diferença significativa 

(P<0,05; ANOVA); †, diferença significativa em relação aos animais Balb/c adulto�

jovens (P<0,05; Teste T�Student).  (C) Imunoblotting. B, Balb/c; N, NOD. A histona 

H4 foi usada como controle de carga. n = 5. 
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Tabela 4 � Porcentagem de células danificadas e índice de dano ao DNA em 

células hepáticas de camundongos com e sem tratamento prévio por peróxido de 

hidrogênio (técnica do cometa). 

Animais H2O2 

Células danificadas 

(%) 
Dano ao DNA 

X SE X SE 

Adultos- Jovens 

Balb/c 

Não 21,38
a
* 04,7 034,72

a
* 08,60 

Sim 53,75*z  14,6 111,97*a 29,50 

Balb/c 

Normoglicêmicos 

Não 20,67
a
* 03,0 037,58

a
* 06,11 

Sim 53,40*a 12,4 105,09*a 24,30 

NOD 

Normoglicêmicos 

Não 22,58
a
* 04,1 040,89

a
* 09,32 

Sim 56,30*a 11,5 128,72*a 31,50 

NOD Hiperglicêmicos 
Não 43,78

b
* 03,8 084,23

b
* 09,97 

Sim 61,57a0 13,8 148,770a 38,50 

Idosos Balb/c 
Não 25,46

aaaa
 02,6 048,34

a
* 06,27 

Sim 63,09*a 14,5 159,75*a 30,60 

X, média aritmética; SE, erro�padrão da média; *, diferença significativa em relação ao tratamento 

com H2O2 (Teste T�Student P<0,05); a�b, diferença significativa (ANOVA, P<0,05); n = 5. 

 

4.7. Hiperglicemia e envelhecimento promovem diminuição na 

razão área AgNOR positiva/área nuclear, mas apenas o 

envelhecimento promove decréscimo na abundância de Sirt7 

A abundância relativa de Sirt7 também foi avaliada nos hepatócitos de 

camundongos NOD e Balb/c. Apesar de não haver diferença quanto a este item 

entre camundongos diabéticos e normoglicêmicos, foi observado um decréscimo 

dessa proteína para camundongos idosos em relação aos adulto�jovens (Figura 11 

– B, C). 
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Como a Sirt7 está relacionada com a transcrição de rDNA, regiões 

AgNOR+ foram medidas e relacionadas com a área nuclear. Tanto animais 

hiperglicêmicos como idosos apresentaram aumento na área nuclear em 

comparação com seus respectivos controles normoglicêmicos e adulto�jovens 

(Figura 12 – A). Contudo, animais diabéticos não apresentaram diferenças 

significativas para os valores de área AgNOR+ em comparação aos animais 

normoglicêmicos. Um decréscimo significante na área AgNOR+ foi observado em 

hepatócitos de camundongos idosos em comparação à animais adulto�jovens 

(Figura 12 – B). Essa diminuição resultou em uma redução na razão área 

AgNOR+/área nuclear total, propiciando valores semelhantes à razão obtida para 

animais diabéticos (Figura 12 – C).  

A fim de se verificar se a diminuição nas áreas AgNOR+ em camundongos 

idosos estava relacionada a uma maior metilação de DNA, foi realizada a técnica 

de Native,ChIP seguida de PCR quantitativo para a região que corresponderia ao 

rDNA 18S, após splicing. Foi observado de fato haver um aumento na metilação 

do DNA em hepatócitos de camundongos idosos normoglicêmicos em relação aos 

seus controle adulto�jovens. Em animais adultos hiperglicêmicos observou�se uma 

tendência à diminuição, contudo não estatisticamente significativa (Figura 13). 
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Figura 12 – Áreas nucleares e AgNOR positivas de hepatócitos de 

camundongos adultos diabéticos e idosos normoglicêmicos. (A) Área nuclear 

e (B) Área AgNOR positiva em hepatócitos de camundongos. (C) Razão área 

AgNOR+ por área nuclear.  +, hiperglicemia; � normoglicemia; *, diferença 

significativa (P<0,05; ANOVA); †, diferença significativa em relação aos animais 

Balb/c adulto�jovens (P<0,05; Teste T�Student), n = 5.  
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Figura 13 – Native�ChIP de 5�metil�citosina no rDNA 18S. IgG, controle 

negativo; Input, cromatina total usada durante o experimento sem ser 

imunoprecipitada. *, diferença significativa (P<0,05; Teste T�Student), n = 3. 

 

4.8. Análise de expressão gênica diferencial em hepatócitos de 

camundongos  

4.8.1.   

A fim de se comparar os perfis de expressão gênica em hepatócitos de 

camundongos diabéticos, animais NOD adultos com hiperglicemia severa foram 

comparados com animais normoglicêmicos de mesma idade e linhagem. Dos 

26.766 transcritos com sequências já estabelecidas, disponíveis no microarranjo 

de expressão, foi obtido um total de 95 genes diferencialmente expressos para 

diabéticos sendo que destes, 39 estavam com expressão aumentada e 56 com 

expressão diminuída. 

Esses genes foram divididos em categorias de funções biológicas gerais, 

sendo que os que desempenham mais de uma função foram colocados em mais 
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de uma categoria. Em camundongos com hiperglicemia severa, as categorias 

mais representativas de genes com expressão aumentada foram aquelas 

envolvidas no transporte celular, transcrição/tradução e inflamação (Anexo II). 

Para os genes com expressão diminuída as categorias mais representativas foram 

aquelas relacionadas à transcrição/proliferação celular, metabolismo de lipídios e 

inflamação (Anexo III).  

O mapa geral da interação gênica obtida pelos genes diferencialmente 

expressos mostrou quatro genes centrais que possivelmente apresentam um 

papel regulador de rede gênica (Srebef1, Ppargc1a, Nr1d1 e Ppard) (Figura 14) e 

o restante perifericamente, sendo que 23 não apresentaram relação direta com 

nenhum dos genes presentes no mapa (Figura 14). Foram identificadas duas 

redes de interação gênica que envolviam mais de um gene diferencialmente 

expressos. Essas redes foram obtidas ao se confrontarem genes com expressão 

diferencial maior do que 1,6, que apresentavam algum grau de interação entre si e 

que tivessem uma função biológica comum. A primeira era composta por 35 genes 

envolvidos no metabolismo de lipídios, transporte e bioquímica 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 interações com outras moléculas estavam 

superexpressos, indicando uma possível ativação dessa rede. A segunda era 

composta por 34 genes envolvidos em doenças gastrointestinais, disfunção no 

sistema hepático e esteatose hepática, sendo que destes, 14 estavam 

diferencialmente expressos. Esta rede, diferente da primeira, apresentava a 

maioria dos genes centrais da rede com expressão repressa e se sobrepunha com 

a primeira rede através gene Pck1 (Figura 16). Este gene encontra�se 

superexpresso em animais diabéticos, transcreve a proteína fosfoenolpiruvato 

carboxinase 1, é o principal ponto de regulação da gliconeogênese e pode ser 

regulado por hormônios como insulina, glicocorticóides glucagon e AMPc. 

Foram observados também em animais com hiperglicemia severa três 

upstreams regulators com expressão diferencial e ação específica sobre seus 
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alvos diferencialmente expressos (Tabela 5). Dos três reguladores, Ppargc1a e 

Ezh2 encontram�se na primeira rede enquanto o Srebf1 encontra�se na segunda.  

Baseando�se nos três fatores de transcrição diferencialmente expressos e 

em seus alvos, pode�se observar que Srebf1 apresenta�se represso em animais 

hiperglicêmicos (Tabela 5). Este gene transcreve um fator de transcrição 

denominado sterol regulatory element,binding transcription fator 1, envolvido com 

a biossíntese de colesterol, ácidos graxos e fosfolipídios, que suprem a membrana 

plasmática para o crescimento celular (Bengoechea�Alonso et al, 2005). Somado a 

isso, Srebf1 liga�se ao gene p21WAFI/CIPI inibindo quinases e promovendo a 

poliploidia em fígado (Inoue et al, 2005). Assim como Srebf1, os seus alvos 

gênicos apresentam�se com expressão diminuída e todos estão envolvidos com 

metabolismo de lipídeos, indicando uma diminuição dessa função biológica 

(Tabela 5, Figura 16). 
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Figura 14 – Rede de interações gênicas de animais hiperglicêmicos constituído 

apenas de interações diretas. Vermelho, superexpressão; verde, repressão; cinza, 

sem diferença de expressão; branco, não se encontra na lista de genes. Linha 

contínua, relação direta; linha curva, auto�regulação. (IPA®). 
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Figura 15 – Rede de genes envolvidos no metabolismo de lipídios, transporte e 

bioquímica de pequenas moléculas. Vermelho, superexpressão; verde, repressão; 

cinza, sem diferença de expressão; branco, não se encontra na lista de genes. 

Linha contínua, relação direta; linha pontilhada, relação indireta. Seta azul, gene 

de intersecção (IPA®). 
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Figura 16 � Rede de genes envolvidos em doenças gastrointestinais, disfunção no 

sistema hepático e esteatose hepática. Vermelho, superexpressão; verde, 

repressão; cinza, sem diferença de expressão; branco, não se encontra na lista de 

genes. Linha contínua, relação direta; linha pontilhada, relação indireta. Seta azul, 

gene de intersecção (IPA®). 
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Ppargc1a transcreve a proteína PGC�1α, encontra�se superexpresso em 

animais diabéticos e é um fator de transcrição envolvido no metabolismo de 

energia. Como já mencionado na Introdução, a proteína PGC�1α interage com 

Sirt1 em situações de alteração na disponibilidade de carboidratos, como jejum e 

diabetes mellitus. Dos seus alvos gênicos, Pck1 e G6pc encontram�se também 

superexpressos e estão envolvidos com a biossíntese de carboidratos, indicando 

aumento desta função nos hepatócitos de camundongos diabéticos (Tabela 5, 

Figura 15).  

Ezh2 encontra�se superexpresso em animais diabéticos e transcreve um 

membro da família Polycomb, a qual está envolvida na manutenção do estado 

transcricionalmente represso de diversos genes. EZH2, especialmente, é 

responsável pela adição de três grupos metil na lisina 27 da histona H3 

(Etchegaray et al, 2006), levando à condensação cromatínica. Seu alvo, Per1, 

envolve�se com a função de ritmos circadianos (Etchegaray et al, 2006) (Tabela 5, 

Figura 15). 

 

Tabela 5 – Regulação dos fatores de transcrição diferencialmente expressos nas 

suas moléculas�alvos em hepatócitos de camundongos diabéticos. 

Gene Regulação pelo fator de 
transcrição 

Fator de transcrição �   �1.623 
Gck Positiva �1.822 
Gpam Positiva �1.987 
Pnpla3 Positiva �4.760 
Fator de transcrição �  2.166 
Pck1 Positiva 3.351 
G6pc Negativa 1.720 
Alas1 Positiva 1.648 
Fator de transcrição �  1.656 
Per1 Indefinida 1.987 
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Finalmente, as cinco vias canônicas com mais genes representados estão 

mostradas na Figura 17 � A, sendo que todas se sobrepõem, com exceção da 

“sinalização entre células dendríticas e NK” (Figura 17 – B). Dos reguladores 

transcricionais da Tabela 5, Ppargc1a participa de todas as cinco principais vias 

canônicas apresentadas, com exceção da “sinalização entre células dendríticas e 

NK” (Figuras 18 – 21). Nessas vias Ppargc1a está envolvido com metabolismo de 

carboidratos, lipídios, xenobióticos e bile, processos chaves em diabetes mellitus 

(Figuras 18 – 21). 
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Figura 17 – Vias canônicas alteradas em hepatócitos de camundongos 

hiperglicêmicos. A, cinco vias com maior alteração em camundongos diabéticos. 

Razão, número de genes diferencialmente expressos encontrados/número total de 

genes da via. B, rede de integração das vias canônicas alteradas. Quanto maior a 

intensidade de vermelho, mais genes diferencialmente expressos dentro da via 

canônica.
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Figura 18 – Vias do Receptor X Pregnane (PXR). Vermelho, superexpressão. Linha cheia, relação direta; linha 

pontilhada, relação indireta. Vermelho, superexpressão; verde, repressão; cinza, sem diferença de expressão; 

branco, não se encontra na lista de genes (IPA®). 
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Figura 19 – Via de ativação do receptor da tireóide (TR). Linha contínua, relação 

direta; linha pontilhada, relação indireta. Vermelho, superexpressão; verde, 

repressão; cinza, sem diferença de expressão; branco, não se encontra na lista de 

genes (IPA®). 
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Figura 20 – Via de ativação do receptor X Fernesoide (FXR). Linha contínua, 

relação direta; linha pontilhada, relação indireta. Vermelho, superexpressão; 

laranja, grau menor de expressão; cinza, sem diferença de expressão; branco, não 

se encontra na lista de genes (IPA®). 
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Figura 21 – Via parcial da inibição da função do receptor do ácido retinóico (RXR) 

mediado por LPS/IL�1. Linha contínua, relação direta; linha pontilhada, relação 

indireta. Vermelho, superexpressão; verde, repressão; cinza, sem diferença de 

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

Em camundongos idosos normoglicêmicos, constatou�se um total de 87 

genes com expressão diferenciada, sendo que 59 destes estavam com expressão 

aumentada e 28 com expressão diminuída. Em hepatócitos de camundongos 

idosos, as categorias de genes com expressão aumentada mais representativas 

foram relacionadas a transcrição/tradução, ritmos biológicos e sinalização celular 

(Anexo IV). Para os genes com expressão diferencial reduzida, as categorias com 

maior número de genes foram relacionadas a câncer, proliferação celular e 

respiração celular/oxidação (Anexo V). 

Diferentemente do observado em animais hiperglicêmicos, o mapa geral de 

interação gênica obtida pelos genes diferencialmente expressos mostrou apenas 

dois genes centrais que possivelmente apresentam um papel regulador de rede 

gênica (Cdkn1a e Ppard) (Figura 22). A maioria dos genes encontrou�se disposta 

perifericamente no mapa, indicando ação final em vias ou cascatas de sinalização. 

Somado a isso, dois pares de genes apresentaram relação direta sem conexão 

com genes do mapa e foram encontrados 21 genes “órfãos” (Figura 22).  

Foram identificadas três redes de interação gênica que envolviam mais de 

um gene da lista dos diferencialmente expressos. A primeira era composta por 35 

genes envolvidos no desenvolvimento, crescimento e proliferação celular, função e 

desenvolvimento do sistema hepático, 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 doenças 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 expressão reduzida e transcreve uma proteína que participa do 

complexo do citocromo P450, o qual é envolvido na metabolização de drogas e 

biossíntese de lipídios e esteróis. Mt2a liga�se em íon metálicos e está envolvido 

em inúmeros processos celulares. Observa�se que nas duas primeiras redes, os 
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genes de expressão reduzida encontram�se no centro da rede e se relacionam 

com mais genes, ao invés daqueles com expressão aumentada, os quais se 

encontram na periferia da rede e têm poucas interações (Figura 23 e 24). A 

internalização dos genes dentro da rede pode indicar moléculas iniciadoras de 

vias de sinalização, e como apresentam expressão reduzida, pode�se inferir que 

essas vias encontram�se repressas. A terceira rede é composta por 25 genes 

envolvidos em doenças gastrointestinais, disfunção no sistema hepático e 

esteatose hepática, semelhantemente à observada em animais hiperglicêmicos, 

sendo cinco deles superexpressos (Figura 25).  Dentre esses genes, Nupr1, 

Gadd45A e Hspb1 estão envolvidos com apoptose, proliferação celular e câncer 

hepático. Cfd e Hla,dmb, por sua vez estão envolvidos com resposta inflamatória 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 

sinalização (Figura 25), como o observado para o gene Gadd45A na via de 

ativação do receptor da vitamina B3. 
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Figura 22 � Mapa gênico de animais envelhecidos constituído apenas de 

interações diretas. Vermelho, superexpressão; verde, repressão; cinza, sem 

diferença de expressão; branco, não se encontra na lista de genes; laranja, 

interação não incluída no mapa gênico. Linha contínua, relação direta; linha curva, 

auto�regulação. (IPA®). 
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Figura 23 � Rede de genes envolvidos no desenvolvimento, crescimento e 

proliferação celular, função e desenvolvimento do sistema hepático. Linha 

contínua, relação direta; linha pontilhada, relação indireta. Seta azul, genes de 

intersecção. Vermelho, superexpressão; verde, repressão; cinza, sem diferença de 

expressão; branco, não se encontra na lista de genes (IPA®). 



71 

 

 

Figura 24 � Rede de genes envolvidos no comportamento, desenvolvimento e 

funcionamento do sistema nervoso e doenças nutricionais. Linha contínua, relação 

direta; linha pontilhada, relação indireta. Seta azul, genes de intersecção. 

Vermelho, superexpressão; verde, repressão; cinza, sem diferença de expressão; 

branco, não se encontra na lista de genes (IPA®). 
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Figura 25 � Rede de genes envolvidos em doenças gastrointestinais, disfunção no 

sistema hepático e esteatose hepática. Linha contínua, relação direta; linha 

pontilhada, relação indireta. Vermelho, superexpressão; cinza, sem diferença de 

expressão; branco, não se encontra na lista de genes (IPA®).  
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Foi observado também que animais idosos apresentavam dois upstreams 

regulators com expressão diferencial e ação específica sobre seus alvos 

diferencialmente expressos (Tabela 10). Ambos reguladores de transcrição 

encontram�se na rede gênica envolvida no comportamento, desenvolvimento e 

funcionamento do sistema nervoso e doenças nutricionais (Figura 24), embora em 

posições periféricas na rede. Abcc4 atua como regulador dos níveis de 

nucleotídeos cíclicos e apresenta uma expressão positiva em hepatócitos de 

animais idosos. Per2, por outro lado, está envolvido com ritmo circadiano e é 

essencial para a regulação de glicocorticoides, uma expressão reduzida desse 

gene poderia levar à intolerância à glicose, contudo, em nossos resultados esse 

gene apresenta�se superexpresso. 

 

Tabela 10 – Regulação dos fatores de transcrição diferencialmente 

expressos nas suas moléculas�alvos em hepatócitos de camundongos diabéticos. 

Gene Regulação pelo fator de 
transcrição 

Fator de transcrição �  2.302 

Cyp2b10 Negativa �2.063 

Fator de transcrição �  1.623 

Per3 Positiva 4.416 

 
Finalmente, as cinco vias canônicas com mais genes representados estão 

mostradas na Figura 26 (A). Essas vias interagem entre si, formando dois núcleos 

sendo que em um deles a via do metabolismo do ácido araquidônico e a do 

metabolismo do ácido linoleico se encontra na periferia da via com poucas 

interações. No segundo grupo encontram�se as vias “ativação VDR/RXR e 

pluripotencialidade de células tronco”, com mais interações em uma rede mais 

complexa (Figura 26 � B). A via canônica de sinalização dos ritmos circadianos 

não apresenta nenhum gene em comum com as outras, mostrando�se como “órfã” 

(Figura 26 – B). Dos dois reguladores upstream encontrados, apenas Per2 faz 
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parte de uma das cinco vias canônicas mais representadas (Figuras 26 e 27). 

Contudo Abcc4 faz parte de outras duas vias canônicas: Resposta ao stress 

oxidativo mediada por NRF2 e Inibição da função de RXR mediada pelo LPS/IL�1, 

esta última pontuada entre as cinco primeiras para animais hiperglicêmicos. De 

forma geral, em camundongos idosos o metabolismo de lipídos mostrou�se 

bastante alterado, uma vez que envolvem as vias do metabolismo do ácido 

aracdônico, linoleico entre outras menos representadas. Na via do receptor da 

vitamina D3, foi observado padrão semelhante de superexpressão e repressão de 

genes envolvidos com regulação e diferenciação celular. No entanto, apesar de 

Gadd45A e Ppard interagirem entre si para a regulação do crescimento celular de 

alguns tipos de câncer (Han et al, 2003), SerpinB1 e Cdkn1a, por outro lado, 

atuam de forma independente na diferenciação (Benarafa et al, 2001; Li et al, 

2008) (Figura 28). 
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Figura 26 � Vias canônicas alteradas em hepatócitos de camundongos idosos. A, 

as cinco vias com maior alteração em camundongos diabéticos. Razão, número 

de genes diferencialmente expressos encontrados/número total de genes da via. 

B, rede de integração das vias canônicas alteradas. Quanto maior a intensidade 

de vermelho, mais genes diferencialmente expressos dentro da via canônica. 
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Figura 27 � Via do ritmo circadiano. Vermelho, superexpressão; verde, repressão; 

laranja, complexo formado por Per2 e Per3 (superexpressos); cinza, sem 

diferença de expressão; branco, não se encontra na lista de genes (IPA®). Linha 

cheia, relação direta; linha pontilhada, relação indireta.  
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Figura 28 � Via de ativação do receptor da vitamina B3. Vermelho, 

superexpressão; verde, repressão; cinza, sem diferença de expressão; branco, 

não se encontra na lista de genes (IPA®). Linha cheia, relação direta. 
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4.9. Hiperglicemia provoca aumento na expressão gênica, porém 

diminuição de marcadores epigenéticos 

Para estudar a mecanística epigenética em situação de hiperglicemia, foi 

usado um modelo de células em cultura de hepatocarcinoma humano. Os três 

genes estudados foram escolhidos pela sua relação com Sirt1 (Foxo1) e com o 

diabetes mellitus e envelhecimento (Igfbp1 e Apoe). O meio de cultura com alta 

concentração de glicose e ausência de insulina promoveu nas células HepG2 um 

aumento na expressão dos três genes estudados (Figuras 29 � 31). Quando as 

células eram retornadas a um meio normoglicêmico, a expressão desses genes 

decrescia, porém com intensidades diferentes. A expressão de Apoe apresentou 

um decréscimo que não atingiu o nível (Figura 29 � A), enquanto Foxo1 

apresentou retorno da expressão a níveis inferiores ao basal (Figura 30 � A) e 

Igfbp1 apresentou valores de expressão gênica semelhantes ao grupo “com 

insulina” (Figura 31 � A). 

Para se avaliar o envolvimento de sirtuínas nas situações relatadas, foi 

realizado tratamento das células HepG2 com nicotinamida. Com este tratamento, 

os três genes estudados apresentaram resposta diferenciada. O gene Apoe não 

mostrou expressão alterada com o tratamento pela droga em meio 

normoglicêmico (Figura 29 � A), contudo, a adição de nicotinamida em meio 

hiperglicêmico promoveu um aumento de expressão desse gene (Figura 29 – A). 

No caso do gene Foxo1, houve apenas redução da expressão gênica quando o 

tratamento com a nicotinamida se efetuou em meio normoglicêmico (Figura 30 � 

A). Para o gene Igfbp1, o tratamento com a droga elevou a expressão gênica de 

Igfbp1 em meio normoglicêmico nos mesmos níveis do meio hiperglicêmico 

(Figura 31 – A).  
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Figura 29 – Expressão relativa (A) e marcações epigenética (B) do gene Apoe. 

Input, cromatina total usada durante o experimento sem ser imunoprecipitada.*, 

diferença estatisticamente significante em relação ao tratamento com insulina 

(P<0,05); †, diferença estatisticamente significante em relação ao tratamento com 

glicose (P<0,05). 
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Figura 30 – Expressão relativa (A) e marcações epigenéticas (B) de Foxo1. Input, 

cromatina total usada durante o experimento sem ser imunoprecipitada. *, 

diferença estatisticamente significante em relação ao tratamento com insulina 

(P<0,05); †, diferença estatisticamente significante em relação ao tratamento com 

glicose (P<0,05). 
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Figura 31 � Expressão relativa (A) e marcações epigenéticas (B) de Igfbp1. Input, 

cromatina total usada durante o experimento sem ser imunoprecipitada. *, 

diferença estatisticamente significante em relação ao tratamento com insulina 

(P<0,05); †, diferença estatisticamente significante em relação ao tratamento com 

glicose (P<0,05). 
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A hiperglicemia simulada por um aumento nas concentrações de glicose no 

meio de cultura para as células HepG2 induziu uma diminuição dos marcadores 

epigenéticos em todos os genes. É possível observar que na região promotora do 

gene Apoe, ambas as marcações H3K9Ac e H3K9me2 apresentaram�se 

diminuídas (Figura 29 � B), enquanto no gene Foxo1, a redução foi apenas para a 

H3K9Ac (Figura 30 � B). O gene Igfbp1 mostrou apenas, não estatisticamente 

significante, para a redução dos marcadores (Figura 31 � B). 

O retorno ao meio de cultura normoglicêmico não restaurou os níveis de 

marcações epigenéticas apresentados pelo grupo controle com insulina. Ao 

contrário, para todos os genes estudados, as marcações tiveram um decréscimo 

significativo tanto em comparação ao grupo com insulina quanto em relação ao 

grupo hiperglicêmico, mostrando a perda progressiva de marcações (Figuras 29 – 

31 – B). 

O tratamento com a nicotinamida em meio normoglicêmico promoveu 

respostas diferenciadas entre os três genes estudados. No gene Apoe houve um 

aumento significativo de ambas marcações de histonas em comparação àquelas 

reveladas nos meios normoglicêmico e hiperglicêmico (Figura 29 � B). No gene 

Foxo1, por sua vez, houve significativo aumento da abundância apenas da 

marcação H3K9me2 (Figura 30 � B). No gene Igfbp1, a marcação H3K9Ac foi a 

mais afetada com o tratamento, sendo diferente daquela dos meios de cultura 

normoglicêmico e hiperglicêmico (Figura 31 –B).  

Quando adicionada a droga ao meio hiperglicêmico, as marcações 

estudadas não se mostraram diferentes para nenhum dos genes em comparação 

à situação na qual as células foram cultivadas no meio normoglicêmico e 

hiperglicêmico, à exceção da H3K9Ac presente no promotor do gene Apoe (Figura 

29 � B). 
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4.10. Análise de imagem 

Nos histogramas de frequência construídos com valores Feulgen�DNA, em 

todas as condições 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 

são consideradas hiperdiplóides (Chen et al, 1993). Nas células crescidas em 

meio normoglicêmico (controle), a classe ~2C constitui 83,5% da população 

celular, enquanto 12,5% e 1,7% das células têm seus valores Feulgen�DNA 

compreendidos nas classes ~4C e ~8C, respectivamente (Figura 32 � A). O cultivo 

das células HepG2 em meio hiperglicêmico não trouxe alterações em valores 

Feulgen�DNA em termos da amostragem populacional considerada (Tabela 11), 

embora houvesse tendência a um aumento da frequência de valores mais baixos 

na classe ~2C (Figura 32 � B). 

 Quando as células cultivadas em meio hiperglicêmico retornaram à 

condição de normoglicemia, a frequência de núcleos com valores Feulgen�DNA 

contidos na classe ~2C foi de 63,0%, enquanto a frequência de valores 

correspondentes às classes ~4C e ~8C passou a 31,2% e 1,1%, respectivamente 

(Figura 32 � C). Uma baixa frequência de núcleos com valores menores do que 

aqueles contidos na classe ~2C foi também constatada (Figura 32 � C). Por causa 

do aumento na frequência de valores correspondentes à classe ~4C nas condição 

de retorno à normoglicemia, os valores Feulgen�DNA nessa condição 

experimental diferiram significativamente daqueles apresentados pela condição 

controle e pelas células cultivadas em meio hiperglicêmico (Tabela 11). 

 O histograma de frequência de valores Feulgen�DNA de células cultivadas 

em meio normoglicêmico adicionado de nicotinamida mostrou perfil semelhante ao 

de células cultivadas em ausência de glicose após terem sido cultivadas em meio 

hiperglicêmico, embora no primeiro caso a frequência 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 normoglicêmico adicionado de nicotinamida foi elevada, o que 
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tornou a diferença entre estes valores e os do controle normoglicêmico não 

significativas (Tabela 11). 

 Em células HepG2 cultivadas em meio hiperglicêmico contendo 

nicotinamida, a variabilidade em valores Feulgen�DNA tenha sido menor do que 

em células cultivadas em meio normoglicêmico contendo nicotinamida, não se 

comprovou diferença significativa entre os valores de ambas populações (Tabela 

11). No primeiro caso a frequência dos valores contidos na classe ~2C foi de 

75,1% e na classe ~4C, de 24,8%; apenas 0,5% de núcleos foram classificados 

como pertencentes à classe ~8C (Figura 32 � E). 

 Não foi encontrada diferença significativa na área nuclear das células 

HepG2 nas diferentes condições experimentais (Tabela 11). No entanto, nas 

condições de cultivo em meio hiperglicêmico em ausência de nicotinamida ou em 

meio normoglicêmico em presença de nicotinamida a variabilidade nos tamanhos 

nucleares foi maior, o que também aconteceu com os valores Feulgen�DNA 

(Tabela 11). Em um gráfico de correlação valores de área nuclear versus valores 

Feulgen�DNA constatou�se que as células cultivadas em meio normoglicêmico na 

presença ou ausência de nicotinamida e mesmo naquelas retornadas de um meio 

hiperglicêmico apresentaram curva de regressão semelhante e com valores de R2 

menores do que apresentados pelas células cultivadas em meio hiperglicêmico na 

ausência ou presença de nicotinamida (Figura 33 – A�E). Apesar do valor de R2 

decrescer na condição de cultivo das células em meio hiperglicêmico contendo 

nicotinamida em comparação ao R2 correspondente às células cultivadas em meio 

hiperglicêmico sem nicotinamida, este ainda mostrou�se maior dos que os valores 

de R2 apresentados pelas células cultivadas em meio normoglicêmico (Figura 33 – 

A�E). 

Também não foram demonstradas diferenças significativas em Sc% nas 

várias condições experimentais (Tabela 11). No entanto, quando foram 

correlacionados valores de Sc% versus valores Feulgen�DNA, a distribuição de 

núcleos ~2C ocupou maior intervalo de dispersão, representada por uma reta de 

referência, do que núcleos com ploidia mais altas (Figura 34). 
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Tabela 11 – Valores Feulgen�DNA e  outros parâmetros de imagem em células HepG2 cultivadas em meio 

hiperglicêmico, após retorno à normoglicemia e em presença de nicotinamida. 

Med, mediana; SD, desvio�padrão; u.a., unidades arbitrárias; X, média aritmética. a�c, letras diferentes em uma mesma coluna 

indicam diferença significativa (P<0,05; Mann�Whitney para Valores Feulgen�DNA e Área Total; ANOVA para Sc% e AAR), n = 175. AT, 

valores Feulgen�DNA para cromatina total; Sc%, área nuclear coberta por cromatina “condensada”; AAR, razão de absorção média, que 

expressa o contraste entre cromatina “condensada” e “não�condensada” (Vidal et al, 1973). 

 

Tratamentos 
AT (u.a.) Área Nuclear (`m2) Sc% AAR 

X SD Med X SD Med X SD X SD 

Insulina (Controle) 100.73 37.28 89.82ac 188.19 67.76 172.38a 47.17ª 15.02 1.57as 0.23 

Glicose 101.59 43.19 85.00abv 191.20 82.11 176.38a 46.28ª 15.08 1.55as 0.21 

Glicose � 108.67 38.26 97.25co 197.80 63.52 180.34a 47.41ª 16.35 1.60ab 0.28 

Insulina Nicotinamida 113.82 56.11 97.77ac 203.42 86.59 181.50a 47.13ª 14.64 1.67bs 0.30 

Glicose Nicotinamida 103.73 35.10 90.85ac 194.62 67.10 183.75a 46.68ª 12.42 1.66bs 0.28 
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Figura 32 – Histograma dos valores Feulgen�DNA de células HepG2 tratadas em meio normoglicêmico (A), 

hiperglicêmico (B), retorno à normoglicemia (C) e com nicotinamida em meio normoglicêmico (D) e hiperglicêmico 

(E). u.a., unidades arbitrárias, n = 175. 
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Figura 33 – Correlação de valores Feulgen�DNA vs. Área nuclear total para células HepG2 tratadas em meio 

normoglicêmico (A), hiperglicêmico (B), retorno à normoglicemia (C) e com nicotinamida em meio normoglicêmico 

(D) e hiperglicêmico (E), n = 175. 
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Figura 34 – Gráfico de dispersão dos valores Feulgen�DNA totais em relação aos valores de Sc% em células 

HepG2 cultivadas em meio normoglicêmico (A), hiperglicêmico (B), retorno à normoglicemia (C) e com nicotinamida 

em meio normoglicêmico (D) e em meio hiperglicêmico (E). u.a., unidades arbitrárias. A reta em azul representa a 

dispersão de valores Sc% de núcleos ~2C, n = 175. 
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Quanto ao parâmetro AAR, que corresponde ao contraste entre cromatina 

“condensada” e “não condensada”, houve um aumento significativo em seu valor 

nas condições de cultivo das células em meio normoglicêmico ou hiperglicêmico, 

desde que contendo nicotinamida (Tabela 11). Quando construídos gráficos de 

dispersão de Sc% versus AAR, como proposto por Vidal (1984), observa�se que 

nas células cultivadas em meio normoglicêmico os núcleos de ploidia maior que 

~2C mostram valores de Sc% concentrados entre 60�80% e valores de AAR 

baixos (<1,5), ou seja maior condensação e homogeneidade de distribuição da 

cromatina do que núcleos ~2C (Figura 35 – A). Nos núcleos ~2C observa�se maior 

variabilidade na condensação cromatínica e no nível de contraste entre cromatina 

condensada e não condensada do que nos núcleos >~2C (Figura 35 – A). 

 Nas células cultivadas em meio hiperglicêmico, os núcleos ~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 núcleos ~4C (Figura 35 – B, Tabela 12). Neste caso, o leve 

aumento na frequência de núcleos de classe de ploidia maiores que ~2C não 

aumentou a porcentagem de núcleos com Sc% maiores que 60% (Tabela 12; 

Figura 35 – B), sendo que as frequências mais elevadas foram encontradas em 

núcleos de classes ≤~2C. Nas células retornadas a um meio normoglicêmico 

observa�se que assim como a porcentagem de núcleos de maior ploidia dobrou 

em relação às células cultivadas em meio normoglicêmico (controle), a 

porcentagem de núcleos com valores de Sc% maiores que 60% também dobrou 

(Figura 35 – C, Tabela 12).  
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Figura 35 – Diagrama de dispersão de AAR vs. Sc% para células HepG2 tratadas em meio normoglicêmico (A), 

hiperglicêmico (B), retorno à normoglicemia (C) e com nicotinamida em meio normoglicêmico (D) e hiperglicêmico 

(E), n = 175.  
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No entanto, apesar dessas células de ploidia mais elevada apresentarem 

maior porcentagem de núcleos com valores de AAR menores do que 2,0, ou seja, 

maior condensação cromatínica e homogeneidade em sua distribuição, a 

porcentagem dos núcleos que apresentaram AAR maior do que 2,0 também 

aumentou (Figura 35 – C; Tabela 12).  

Quanto às células tratadas com nicotinamida, tanto em meio 

normoglicêmico quanto em meio hiperglicêmico, a distribuição dos núcleos no 

gráfico de dispersão é bastante semelhante (Figura 35 – D, E). Quando avaliadas 

a frequência de núcleos com Sc% maior do que 60% para as células sob 

tratamento com nicotinamida em meio de cultura normoglicêmico observou�se 

semelhança às células retornadas ao meio normoglicêmico, tanto para núcleos de 

classe ≤~2C quanto para núcleos de classes maiores que ~2C (Tabela 12). 

Ambos grupos tratados com nicotinamida, não somente apresentaram maiores 

frequências de núcleos com AAR ≥ 2,0 mas estas frequências foram mais 

elevadas nos núcleos de classe >~2C (Figura 35, Tabela 12).  
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Tabela 12 – Frequência de núcleos com maior contraste entre cromatina 

condensada e não condensada (AAR ≥ 2,0) e com maior área coberta por 

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

                                                          

 

4.11. As marcas epigenéticas nos genes ,  e  em 

hepatócitos de camundongo e em células HepG2 não mostraram 

o mesmo perfil. 

Com o objetivo de se verificar se camundongos diabéticos apresentavam 

declínio das marcas epigenéticas H3K9Ac e H3K9me2, como observado em 

células HepG2 cultivadas em meio hiperglicêmico e retorno à glicemia, foi 

realizada ChIP para os promotores dos genes Apoe, Foxo1 e Igfbp1. Observou�se 

que apenas para o gene Foxo1 houve um aumento da H3K9Ac em camundongos 

NOD hiperglicêmicos. Animais diabéticos, por outro lado, não apresentaram 

declínio de H3K9Ac nos promotores dos genes Foxo1 e Igfbp1 nem declínio de 

H3K9me2 no gene Igfbp1 (Figura 36 A�C). 

 

Tratamentos 

Frequência nuclear 

(%) – AAR ≥ 2,0 

Frequência nuclear 

(%) – Sc% > 60% 

Frequência 

nuclear total (%) 

Classe 

≤~2C 

Classe 

>~2C 

Classe 

≤~2C 

Classe 

>~2C 

Classe 

≤~2C 

Classe 

>~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 32,4 

Insulina 

Nicotinamida 
6,8 8,5 11,9 10,2 67,2 32,8 

Glicose 

Nicotinamida 
7,9 7,3 9,6 7,3 75,1 24,9 
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Figura 36� Marcações epigenéticas para os genes Apoe (A), Foxo1 (B) e Igfbp1 

(C) em hepatócitos de camundongos. †, diferença significativa em relação aos 

adulto�jovens (P<0.05; Teste T�Student). *, diferença significativa em relação ao 

normoglicêmico (P<0.05; Teste T�Student). 
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5. Discussão______________________________________ 

5.1. Poliploidia e remodelação cromatínica 

 A poliploidia é um fenômeno fisiológico comum no fígado de roedores como 

ratos e camundongos que apresentam, quando adultos, uma frequência de 80�

90% de hepatócitos poliploides (Celton�Morizur et al, 2010), sendo originada  

especialmente por citocinese incompleta (Gendric et al, 2012). Como já foi 

observado anteriormente, o diabetes e o envelhecimento colaboram para o 

aumento da frequência de hepatócitos poliploides em camundongos (Moraes et al, 

2007; Mello et al, 2009). Neste trabalho, a poliploidia de hepatócitos foi avaliada 

simultaneamente tanto em animais diabéticos como em animais idosos e foi 

confirmado o aumento de hepatócitos com maiores classes de ploidias nas duas 

situações experimentais, contudo, com intensidades diferentes.  

 Apesar das consequências celulares da poliploidização não estarem bem 

definidas, sabe�se que o aumento da ploidia em fígado está associado com 

proteção contra estresses, como no caso de hiperglicemia e até com o 

envelhecimento (Anatskaya & Vinogradov, 2010). A duplicação do genoma tem 

sido relacionada com a ativação de reparo a danos no DNA e recombinação 

homóloga (Lu et al, 2007). Animais NOD já apresentavam uma tendência à 

poliploidia mesmo em situação de normoglicemia, quando comparados com 

animais Balb/c de mesma idade (linhagem usada como controle para animais 

envelhecidos), o que poderia indicar uma antecipação à situação de hiperglicemia 

já incorporada no epigenoma dessa linhagem.  

 A hiperglicemia e o envelhecimento também provocam alterações, com 

intensidades diferentes, na acessibilidade da cromatina por nucleases. Esse 

aumento indica que a cromatina dos hepatócitos de animais hiperglicêmicos se 

encontra em um estado mais descompactado e acessível para fatores de 

transcrição e outras proteínas. Esse ensaio, contudo, não distingue a 

acessibilidade da cromatina entre núcleos com diferentes graus de ploidia, uma 

vez que o ensaio utiliza um pool de núcleos isolados. No entanto, com o estudo de 
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parâmetros texturais em análise de imagem, é possível detectar um decréscimo 

de entropia em núcleos com maiores ploidias, indicando maior homogeneidade na 

compactação da cromatina, com a hiperglicemia severa, uma situação inversa do 

que acontece em animais normoglicêmicos idosos. Estes últimos resultados 

confirmam dados observados para camundongos idosos Uni/A, nos quais ocorre o 

destacamento da matriz nuclear de sequências de DNA transcricionalmente 

inativas, o que favorece a formação de fibras de cromatina estendidas (Moraes et 

al, 2010). A presença de pontos de heterocromatina nesses animais também 

corrobora os dados observados pelo ensaio da MNase, quando após cinco 

minutos de digestão ocorre uma queda na taxa de clivagem pela enzima. Tais 

pontos heterocromáticos podem estar relacionados com foci heterocromáticos 

ligados à senescência (SAHFs) (Gonzalo, 2010), embora haja relatos de que as 

SAHFs não está diretamente associada com senescência (Kosar et al., 2011). A 

remodelação cromatínica observada nos animais hiperglicêmicos, por sua vez, 

pode ser ocasionada por fatores epigenéticos como alterações em sirtuínas e na 

abundância de metilação de DNA, uma vez que há relatos de hipometilação de 

DNA em hepatócitos de ratos diabéticos (Gray & Meyts, 2005; Williams et al, 

2008). 

 

5.2. Sirtuínas e marcações epigenéticas 

Dentre várias proteínas envolvidas na remodelação cromatínica, as 

sirtuínas apresentam um papel importante na coordenação de mudanças 

epigenéticas na cromatina de hepatócitos de camundongos NOD diabéticos e 

Balb/c idosos. Sirt1, especificamente, diminui a instabilidade genômica e promove 

a supressão de oncogenes (Oberdoerffer et al, 2008; Shin et al, 2010) e desacetila 

o fator de transcrição PGC�1α, o qual, por sua vez, atua nos hepatócitos como um 

sensor nutricional, modulando as vias da gliconeogênese e glicólise (Rodgers et 

al, 2008; Canto & Auwerx, 2009). Como observado em animais com hiperglicemia 

severa, Sirt1 e PGC�1α mostram�se mais abundantes em comparação aos 

animais normoglicêmicos, apesar de sua atividade não acompanhar os níveis de 
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abundância encontrados. A análise da razão NAD+/NADH, indica que o não 

aumento na disponibilidade desta molécula possa ser o fator limitante para a ação 

de Sirt1, mantendo os níveis de atividade dessa sirtuína abaixo do esperado.  

Em casos de diabetes do tipo I não tratados, a falta da sinalização da 

insulina poderia ser interpretada pela célula como um estado de restrição calórica 

(Nelson & Cox, 2004), apesar da disponibilidade de glicose, o que induziria um 

aumento de abundância, porém não de atividade. No fígado, existem relatos de 

que glicose em excesso poderia diminuir a abundância e a atividade de Sirt1, 

ativando a via da glicólise devido a ausência de insulina em uma situação de DM1 

(Guarente, 2011). Em idosos, o decréscimo da abundância e atividade de Sirt1, 

assim como da razão NAD+/NADH, poderiam ser indícios de um decréscimo 

generalizado no metabolismo celular (Gonzalo, 2010; Shin et al, 2010). Nos idosos 

essa redução poderia estar relacionada com o decréscimo nas taxas de 

gliconeogênese e cetogênese, da capacidade anti�oxidante geral do órgão e 

aumento da peroxidação lipídica (Spindler et al, 2003; Braidy et al, 2011). 

Dos alvos histônicos de Sirt1, apenas a modificação H3K9Ac mostrou�se 

mais abundante em hepatócitos de animais diabéticos e idosos, em comparação 

aos seus respectivos controles. A acetilação de histonas é importante para o 

estabelecimento de um estado transcricionalmente competente da cromatina 

(Görisch et al, 2005). H3K9Ac, especificamente, é normalmente uma marca de 

ativação gênica, pois se encontra usualmente presente em promotores de genes 

ativos e colabora com o recrutamento de fatores de transcrição (Nakamura et al, 

2010). O aumento na abundância dessa marca em hepatócitos de camundongos 

com hiperglicemia severa poderia indicar um padrão de expressão gênica 

diferenciado propiciando ao organismo adaptar�se a longos períodos de ausência 

da insulina. No entanto já foi observada a presença de H3K9Ac em genes em 

estado represso (Gatta & Mantovani, 2010) assim como diminuição em sua 

abundância 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 I 

sobre a abundância e atividade de Sirtuínas nucleares em hepatócitos de 

camundongos. Setas vermelhas indicam decréscimo ou acréscimo de abundância. 

Setas pretas indicam ação. Linhas pontilhadas indicam ação reduzida ou 

incompleta. As fotomicrografias mostram a resposta AgNOR positiva em núcleos 

de hepatócitos. Barra, 10 `m. 

Em idosos, todos os alvos histônicos de Sirt1, com exceção de H1K26Ac, 

apresentaram abundância relativa aumentada em comparação com animais 

adultos�jovens, indicando que o decréscimo na abundância e na atividade dessa 

sirtuína faz com que seus alvos permaneçam acetilados e contribuam para um 

estado mais descompactado da cromatina, como observado pelo ensaio com 

MNase e análise de imagem (artigo científico 1 – Anexo I). 
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Sirt6, assim como Sirt1, têm em comum a modificação de histona H3K9Ac 

como alvo e ambas estão envolvidas direta ou indiretamente com o 

envelhecimento e a inflamação (Pfluger et al, 2008; Van Gool et al, 2009). Foi 

observado neste estudo que a abundância de Sirt6 em hepatócitos de animais 

diabéticos e idosos era semelhante ao observado para Sirt1. Sabe�se que 

camundongos knockout para Sirt6 apresentam hipoglicemia devido à não�

repressão do fator de transcrição Hifα, aumentando a absorção de glicose e taxas 

de glicólise (Zhong et al, 2010). Como foi observado aumento na abundância de 

Sirt6 em animais hiperglicêmicos, isso poderia estar relacionado com a diminuição 

das taxas de glicólise encontradas em situação de DM. Sirt6 também está 

envolvida com reparo de danos ao DNA e geralmente encontra�se em grande 

abundância em presença de altas concentrações de espécies reativas de oxigênio 

(ROS) (Mostoslavsky et al, 2006).  No diabetes, o desequilíbrio do processo de 

cetogênese acumula altos níveis de ROS que poderiam causar danos ao DNA 

(Berg et al, 2004). De fato, animais hiperglicêmicos apresentaram uma 

porcentagem elevada de células com elevado nível do índice de dano ao DNA 

(IDD), parâmetros que se assemelharam ao controle positivo. Em camundongos 

idosos, Sirt6, assim como Sirt1, apresentaram baixa abundância. O decréscimo 

em Sirt6 já havia sido relacionado com envelhecimento precoce em camundongos 

knockout para esta proteína, uma vez que Sirt6 previne disfunção telomérica 

quando desacetila H3K9Ac dessas regiões (Tennen et al, 2010). 

Sirt7 é uma sirtuína nuclear que se localiza preferencialmente em regiões 

nucleolares e está envolvida na elongação e transcrição do rDNA (Ford et al, 

2006). Nos animais diabéticos não se observou diferença na abundância de Sirt7, 

enquanto em idosos o nível dessa proteína diminuiu. Nosso grupo de pesquisa já 

havia demonstrado que em hepatócitos de animais idosos ocorre uma inativação 

do rDNA provavelmente pelo destacamento dessas sequências de DNA da matriz 

nuclear (Moraes et al, 2010). O decréscimo na abundância de Sirt7 poderia estar 

relacionado com a inativação do rDNA observada por Moraes e colaboradores 

(2010), uma vez que esta proteína age na elongação da transcrição do rRNA, 
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ativando a RNA polimerase I, antagonicamente à Sirt1, que  inibe esta enzima 

(Ford et al, 2006). Mudanças na posição do rDNA e em sua interação com outros 

componentes da matriz nuclear podem indicar tanto mudança dos níveis de 

transcrição do rDNA, como da organização do nucléolo. Tanto em animais 

diabéticos como em idosos houve um decréscimo na razão área AgNOR 

positiva/área nuclear, contudo esse resultado deu�se por diferentes causas: 

enquanto animais com hiperglicemia severa apresentaram redução nessa razão 

principalmente pelo aumento no valor de área nuclear, animais idosos 

apresentaram uma combinação de aumento de área nuclear e decréscimo na área 

AgNOR positiva. Como descrito no artigo científico 1 (Anexo I), ambos os grupos 

experimentais de animais hiperglicêmicos e envelhecidos apresentaram aumento 

na área nuclear em células submetidas à reação de Feulgen, e o mesmo foi 

confirmado utilizando�se a técnica de AgNOR. Somado a isso, animais 

hiperglicêmicos mostraram diminuição nos níveis de RNA totais (Mello et al, 2009).  

Havia sido relatado na literatura que a diminuição de áreas nucleolares estaria 

relacionada com aumento na metilação do rDNA (Swisshelm et al, 1990; Machwe 

et al, 2000). A técnica de Native�ChIP realizada para a marcação de 5�metil�

citosina na região correspondente ao rDNA 18S tanto de regiões ativas como 

inativas indicou, de fato, aumento na metilação desse sítio em animais idosos, 

enquanto animais diabéticos não apresentaram nenhuma diferença significante.  

 

5.3. Expressão gênica diferencial  

O DM do tipo I é uma doença de origem auto�imune que fundamentalmente 

desregula o metabolismo de carboidratos e de lipídios do organismo devido à 

ausência de insulina. Os genes diferencialmente expressos encontrados em 

animais hiperglicêmicos mostraram, de fato, alterações nesses dois processos, 

sendo que o mapa gênico se encontra centrado sobre quatro genes principais: 

Ppargc1a, Ppard, Nr1d1 e Srebf1. A via canônica com mais genes com alto Fold 

Change foi a via de sinalização entre células dendríticas e NK, relacionada com 

inflamação, e apresentou todos os seus genes repressos (Fasl, Klrd1, H2,Q10 e 
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Il2rg). Contudo, também há genes superexpressos relacionados com a inflamação 

como Chemokine (C,X,C motif) ligand 11 (Cxcl11), receptores de Interleucinas 12 

e 1 (Il12rb e Il1rl2) e Toll,like 11 (Tlr11). Sabe�se que tanto animais com DM1 

quanto DM2 apresentam altos níveis de inflamação (Ebstein, 1976). Em DM1, a 

desregulação na expressão do receptor Toll�like e, consequentemente sua 

sinalização alterada, afeta também as vias de citocinas e interleucinas no sangue 

periférico, as quais podem estar envolvidas com o início do desenvolvimento desta 

doença e servirem como um marcador para DM (Alkanani et al, 2012).  

A segunda via mais ativada foi a do PXR, a qual é comumente acionada 

predominantemente no intestino e fígado para o metabolismo de xenobióticos por 

induzir enzimas da família do citocromo P450. Em nossos experimentos, todos os 

genes dessa via estavam superexpressos, em particular o fator de transcrição 

PGC�1α, o qual participa de três segmentos desta e cujo envolvimento no 

metabolismo de xenobióticos já havia sido descrito, sendo, então, um possível 

alvo terapêutico para o tratamento de DM (Amentz et al, 2012).  A superexpressão 

de proteínas do citocromo P450 observada em nossos experimentos pode ser a 

responsável pela superprodução de ROS (Aubert et al, 2011), o qual se encontra 

em níveis elevados em DM e induz danos ao DNA, como os observados pelo 

ensaio do Cometa. Além disso, as implicações de altos níveis de Cyp2b10 e 

Cyp2b6 observados não somente na via do PXR como também na via do RXR 

mediado por LPS/IL�1 são muitas, pois além de contribuir para o aumento de 

ROS, também são responsáveis pelo aumento na resistência à insulina e na 

indução da doença hepática gordurosa não alcoólica (esteatose hepática) devido à 

alta peroxidação de lipídios (Aubert et al, 2011; Bulum et al, 2011).  O gene 

Srebf1, responsável pela indução da lipólise na via TR, e o gene Fabp5, na via do 

RXR mediado por LPS�IL�1, responsável pelo transporte de ácidos graxos e 

lipídios, assim como outros genes apresentados na segunda rede, se encontram 

repressos (Figura 16). A repressão desses genes e consequentemente seu 

envolvimento na rede de doenças gastrointestinais e disfunção no sistema 

hepático, apresenta indicação de que os animais com DM do tipo I se encontram 
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na fase inicial, senão instalada, de esteatose hepática, como complicação 

secundária. 

Os hepatócitos de animais diabéticos, como esperado, também 

apresentaram alterações no metabolismo de glicose como as observadas nas vias 

TR e FXR. Sabe�se que os genes G6pc e G6pc2, transcrevem proteínas 

participantes da via de glicogenólise para liberação de glicose em hepatócitos 

durante jejum ou DM2, através do fator de transcrição PGC�1α, 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 gliconeogênese (Figura 19 e 20), assim como outros genes 

envolvidos no metabolismo da glicose indicados na primeira rede (Figura 15). 

Estudos que avaliaram diferença na expressão gênica em hepatócitos 

poliplóides indicaram ativação e repressão de vias semelhantes às encontradas 

em nossos estudos, apesar dos genes envolvidos não serem necessariamente os 

mesmos. Anatskaya e colaboradores (2007) observaram aumento no reparo a 

danos ao DNA, indução de metabolismo de ácidos graxos e glicose e diminuição 

na imunidade, apoptose e respiração. De fato, o decréscimo na expressão do 

gene Fasl, relacionado com apoptose e imunidade, e outros indicados na via de 

sinalização entre células dendríticas e NK, podem estar relacionados a fenômenos 

não somente ocasionados pelo DM1, mas também pelo estado poliplóide dessas 

células. 

Comparativamente, em hepatócitos de animais idosos foram observadas 

diversas vias alteradas relacionadas ao metabolismo de lipídios. O metabolismo 

do ácido linoleico e o do ácido araquidônico se relacionam, uma vez que ácido 

linoleico é usado na biossíntese de ácido araquidônico e isso se confirma, pois 

todos os genes diferencialmente expressos na via do primeiro, também estão 

presentes na via do segundo (Cyp2b10, Cyp2c40, Cyp2d9 e Pla2g1b). Sabe�se 

que o ácido linoleico conjugado, apesar de apresentar um efeito anti�obesidade, 

pode causar esteatose hepática, porém, a administração de ácido araquidônico 

poderia reverter o quadro desta doença (Oikawa et al, 2009). Apesar do perfil 
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genômico de camundongos idosos apresentar uma rede de genes envolvidos com 

doenças gastrointestinais, disfunção e esteatose hepática (Figura 24), os genes 

com expressão diferencial se encontravam na periferia da rede e apresentavam 

relações indiretas com os outros genes envolvidos. Nupr1 e Gadd45a, por 

exemplo, estão superexpressos e são envolvidos com tumorigênese hepática e 

estresse do retículo endoplasmático, relacionando�se ainda com o complexo 

P450, no qual foi observada expressão diferenciada em algumas moléculas 

(Huang et al, 2011; Ozawa et al, 2011). 

Apesar de Gadd45a e Nupr1 estarem superexpressos, foi observada a 

repressão de diversos genes envolvidos com câncer, 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 núcleo ou oncogene se 

ativo no citoplasma por regular migração e proliferação (Romanov et al, 2012). 

Akt1 é um fator de sobrevivência celular (Matsuyama et al, 2004) e quando ativado 

permite o crescimento de células hepáticas. Em nossos experimentos, este gene 

encontrava�se represso nos camundongos idosos indicando que nesses animais 

está ativado um mecanismo de proteção contra tumores (Wang et al, 2004). 

Semelhantemente a diabéticos, camundongos idosos apresentaram 

diversos genes envolvidos com a resposta inflamatória, sendo que, de todos, 

Ppard e Cyp2b10 encontraram�se diferencialmente expressos em ambas as 

situações experimentais. O grande número de genes diferencialmente expressos 

envolvidos com a inflamação e com o envelhecimento foi visto por outros grupos 

(Cao et al, 2001) e reafirma a hipótese de que o envelhecimento seja um estado 

inflamado e possa contribuir com o surgimento de doenças típicas do 

envelhecimento como Alzheimer e DM2 (Navarrete�Reyes & Montana�Alvarez, 

2009). 

É interessante observar também em hepatócitos de animais idosos a 

presença de três genes superexpressos envolvidos principalmente com ritmo 

circadiano (Per2, Per3 e Nr1d1), além de outros que se relacionam com o relógio 

biológico indiretamente (Anexo IV). Alterações no ritmo circadiano com o 
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envelhecimento podem ter diversas causas e implicações: foi observado que 

oscilações nos níveis de NAD+, assim como inflamação e aumento na síntese de 

lipídios, como observado neste estudo, poderiam modificar o relógio biológico 

(Sahar et al, 2011; Finlay et al, 2012).  

 

5.4. Mecanística epigenética no  

Células HepG2 foram usadas como um modelo para simulação de DM1 

para análises de expressão gênica e mecanística epigenética dos genes Apoe, 

Igfbp1 e Foxo1. Esses genes foram selecionados principalmente pela sua relação 

com a Sirt1 na regulação do metabolismo de carboidratos e lipídios (Lemieux et al, 

2005; Li et al, 2008; Li et al, 2011).  

 A análise da expressão gênica nessas células revelou que em uma 

situação de hiperglicemia as expressões gênicas de Apoe, Foxo1 e Igfbp1 são 

aumentadas, contudo esse aumento se torna reversível 24 horas após retorno ao 

meio de cultura normoglicêmico. O aumento na expressão desses genes com o 

aumento da concentração de glicose no meio está intimamente relacionado com a 

sua função no metabolismo energético celular. Apoe é regulado indiretamente pela 

hiperglicemia, uma vez que é um gene que expressa a Apoliproteína E, a qual se 

liga a lipídios formando lipoproteínas, que por sua vez, estão envolvidas com o 

metabolismo de lipídios alterado no DM (Nelson & Cox, 2004), assim como Foxo1, 

que é um fator de transcrição abundante em tecidos responsivos à insulina, como 

fígado, tecido adiposo, entre outros (Van der Vos & Coffer, 2008). Em hepatócitos, 

uma das funções de Foxo1 é atuar como co�ativador de PGC�1α no aumento da 

expressão da glicose�6 fosfatase, a qual é muito abundante no DM e foi observada 

aqui  como superexpressa em camundongos diabéticos pelo ensaio de expressão 

(Van der Vos & Coffer, 2008). O aumento da expressão de Igfbp1 pode ser uma 

consequência do aumento de Foxo1, pois há uma estimulação dessa proteína 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 atuações das sirtuínas sobre a 

transcrição. Foi constatado que as sirtuínas não exercem efeito direto na 

expressão do gene Apoe, pois com a adição de nicotinamida, a expressão gênica 

nos meios de cultura “com insulina” e “insulina com nicotinamida” permaneceram 

os mesmos. O gene Igfbp1, no entanto, apresentou um padrão de regulação direta 

por sirtuínas, pois apenas com a adição de nicotinamida em um meio de cultura 

normoglicêmica, sua expressão foi semelhante à de uma situação com 

hiperglicemia. O tratamento com nicotinamida, em presença de alta concentração 

de glicose, elevou também a expressão de Igfbp1, indicando que a baixa 

expressão do gene Igfbp1 pode estar diretamente regulada por sirtuínas. 

Analisando�se a expressão do gene Foxo1 em células HepG2, poderia ser 

sugerido que as sirtuínas nucleares em um meio normoglicêmico, tivessem um 

papel modulador sobre esse gene, pois manteriam tal expressão ligeiramente 

elevada. Contudo, sua ação é anulada em uma situação de hiperglicemia, não 

havendo alteração na expressão de Foxo1 com a adição da droga em meio 

hiperglicêmico. 

Quanto aos marcadores epigenéticos, estes não mostraram o mesmo perfil 

apresentado pela análise da expressão gênica. Em todos os casos houve uma 

perda progressiva das marcações H3K9Ac e H3K9me2 nos tratamentos com alta 

concentração de glicose e com o retorno do cultivo a um meio normoglicêmico. O 

resíduo de lisina 9  da histona H3 é alvo não somente de deacetilases NAD+�

dependentes, como de deacetilases clássicas (HDAC1), metil�transferase 

(SUV39H1) e demetilases (JHDM2A) (Yamame et al, 2006; Vaquero et al, 2007; 

Willis�Martinez et al, 2009). Sua acetilação tem sido diretamente relacionada com 

ativação transcricional, assim como dimetilação levaria ao silenciamento gênico e 

a trimetilação seria marca de heterocromatina (Kurdistani et al, 2004; Kawakami et 

al, 2009). A perda progressiva de marcações H3K9me2 e H3K9me3 e acréscimo 

da marcação H3K4me em uma situação de hiperglicemia transiente também foi 

relatada no promotor do gene NF�κB em células endoteliais devido ao 
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recrutameno de enzimas LSD1 (lysine,specific demetilase 1) (Villeneuve et al, 

2008; Cooper & El�Osta, 2010). A assinatura epigenética em marcações de 

acetilação também foi observada em células retino�endoteliais em ratos 

hiperglicêmicos (Zhong & Kowluru, 2011). Nelas, a hiperglicemia prejudicou o 

funcionamento de HATs (histonas acetil transferases) o que provocou um 

decréscimo de H3Ac e essa alteração permaneceu mesmo com o retorno a 

condições normoglicêmicas (Zhong & Kowluru, 2011). Essa persistência 

epigenética constituiria o que é chamado de memória hiperglicêmica. Estudos em 

humanos indicam que a exposição a altas concentrações de glicose pode causar 

alterações no epigenoma que podem persistir por longos períodos mesmo após 

tratamento (Costa & El�Osta, 2010). 

O tratamento com nicotinamida induziu alterações no comportamento 

epigenético diferenciado para cada gene. Associado ao promotor do gene Apoe, 

observou�se aumento nas marcações H3K9Ac e H3K9me2 com o tratamento por 

nicotinamida, mas isso não se refletiu em alteração na expressão deste gene. Em 

relação às modificações epigenéticas quando do cultivo em meio de cultura 

hiperglicêmico contendo nicotinamida, observamos que H3K9Ac associada ao 

promotor de Apoe encontrava�se aumentada, assim como a expressão gênica, 

indicando que apesar de as sirtuínas não exercerem um papel direto na expressão 

desse gene, ainda assim regulam discretamente os seus níveis de acetilação.  

A idéia de que as sirtuínas possam não estar ativas em um meio 

hiperglicêmico é corroborada na análise 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 hiperglicêmico contendo nicotinamida 

não alterou os níveis de H3K9Ac e H3K9me2. Contudo, o tratamento com meio de 

cultura normoglicêmico contendo nicotinamida mostrou alterações. Pudemos 

relacionar a diminuição da expressão gênica de Foxo1 com o aumento de 

H3K9me2 no seu promotor e, em Igfbp1, o acréscimo na expressão poderia estar 

relacionado com o aumento de H3K9Ac no seu promotor.  
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Além disso, a expressão gênica aumentada de Igfbp1 somada à maior 

abundância de marcações epigenéticas após tratamento com nicotinamida em 

meio normoglicêmico excluiria a hipótese de que as marcações epigenéticas 

apenas diminuissem devido à menor concentração de histonas nos promotores de 

genes ativos (Barski et al, 2007). 

Quando observadas as marcações epigenéticas para os mesmos genes 

analisados em HepG2 em hepatócitos de camundongos diabéticos, não se 

constatou o mesmo padrão de perda progressiva de H3K9Ac e H3K9me2 nos 

promotores desse gene, como era esperado. Pelo contrário, observou�se um 

aumento de H3K9Ac apenas no promotor do gene Foxo1, 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 biológica, é 

plausível considerar que mais repetições sejam necessárias para identificar algum 

efeito significativo sobre a marcação H3K9me2, pois nos animais NOD usados, o 

desenvolvimento da doença não ocorre exatamente no mesmo período, indicando 

certa variabilidade entre animais da mesma linhagem. No entanto é possível 

observar uma tendência ao decréscimo dessa marcação nos genes aqui 

estudados. Não há, contudo, relatos referentes à marca de ativação H3K9Ac, mas 

uma vez que foi observado um aumento generalizado dessa marcação em 

animais diabéticos nesta investigação, seria esperado que em algum dos genes 

estudados houvesse aumento dessa marcação nos promotores. 

Em idosos, por outro lado, foi observada diminuição de marcação 

epigenética para os genes Foxo1 e Igfbp1 e de fato existem relatos de uma 

diminuição global da metilação de histonas H3 e H4 nessas condições (Gonzalo, 

2010). Contudo é importante salientar que a redução de marcadores epigenéticos 

em regiões específicas não exclui o aumento dos mesmos marcadores de forma 

global, como no caso da H3K9Ac e metilação de DNA. Foi observado neste 

estudo que há um aumento de H3K9Ac em hepatócitos, porém diminuição nos 

genes Foxo1 e Igfbp1 particularmente, em oposição à metilação de DNA, quando 
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há diminuição na metilação global e no aumento de metilação em loci específicos 

(Gonzalo, 2010), como os do rDNA 18S e, também observados em nossos 

experimentos. 

5.5. Fenótipo Nuclear de células HepG2 

Como esperado para hepatócitos humanos as células HepG2 apresentaram 

baixos níveis de poliploidia. A maioria dos núcleos apresentam valores Feulgen�

DNA correspondentes à classe ~2C (Celton�Morizur et al, 2010). Devido à sua 

característica tumoral, essas células apresentam hiperdiploidia, sendo que ~2C 

corresponde à presença de 50 a 60 cromossomos (Chen et al, 1993). Apesar dos 

valores Feulgen�DNA da amostragem populacional de células HepG2 cultivadas 

em meio hiperglicêmico não diferirem daqueles observados nas células cultivadas 

em meio normoglicêmico, foi possível se observar que no interior da classe ~2C 

houve um deslocamento da frequência de núcleos para valores inferiores. A 

“perda” de DNA observada nessas células poderia ser consequente a uma leve 

descompactação da cromatina permitindo maior solubilização do ácido apurínico 

durante a hidrólise ácida da reação de Feulgen, o que levaria a um decréscimo 

nas absorbâncias e consequentemente em valores Feulgen�DNA para este 

material. No grupo de células que retornou à normoglicemia, após tratamento 

hiperglicêmico, foi observado aumento na frequência de células na classe ~4C, o 

que poderia ser um indício de divisão celular (fases S e G2). Isto porque as células 

desse grupo foram coletadas após 72 h de cultivo, ao invés de 48 h, como no 

grupo “Insulina” e “Glicose”. No entanto, a ocorrência de divisão celular não 

aconteceria em sincronia à taxa normal de proliferação e sim como consequência 

da mudança nos meios de cultivo, porque as células HepG2 apresentam um 

tempo de duplicação 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 período pós�ciclo 

de divisão.  O indício de duplicação no conteúdo de DNA, então, poderia ser uma 

resposta proliferativa ao estresse ocasionado pelo retorno ao meio 

normoglicêmico. Isso ainda é evidenciado pela ausência 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 níveis de glicose não apenas eleva os níveis de ROS como também a 

peroxidação de lipídios (Chandrasekaran et al, 2010). Enquanto células não�

tumorais apresentam diminuição da proliferação celular e aumento de apoptose 

sob essa condição experimental (Varma et al, 2005; Davidson & Yellon, 2006), 

células pancreáticas cancerígenas apresentam proliferação celular aumentada 

com a hiperglicemia (Han et al, 2011). Uma vez que as células HepG2 são 

reestabelecidas em um meio de cultura normoglicêmico favorável, isso poderia 

ser, então, um estimulador da proliferação celular. 

De fato, a hiperglicemia provocou um leve aumento no tamanho nuclear, 

uma vez que células cultivadas em meio hiperglicêmico tanto na ausência quanto 

na presença de nicotinamida apresentaram alguns núcleos com área nuclear 

maior do que o esperado em relação ao seus respectivos valores Feulgen�DNA, 

resultando em uma maior inclinação da linha de regressão obtida de áreas 

nucleares versus conteúdo de DNA. Achado semelhante já foi relacionado com 

senescência prematura em fibroblastos humanos (Kobayashi et al, 2008). Em 

cardiomiócitos knockout para Sirt3, foi observado também entumescimento 

mitocondrial associado ao envelhecimento precoce (Nogueiras et al, 2012). O 

“inchaço” celular é a primeira manifestação de injúria à célula e apresenta, como 

características, aumento do volume do retículo endoplasmático, de mitocôndrias, 

aumento da formação de áreas heterocromáticas, entre outros (Kumar et al, 

2012). Os agentes dessas injúrias podem variar desde hipóxia, agentes químicos, 

reação imunológica, defeitos genéticos, desequilíbrio nutricional e envelhecimento 

(Kumar et al, 2012), muitos dos quais podem ser relacionados com o tipo de 

estresse submetidos aqui pela simulação de uma condição de DM1. 

Os resultados obtidos com o tratamento por nicotinamida indicam que as 

sirtuínas influenciam o fenótipo nuclear das células HepG2 cultivadas tanto em 

condições de normoglicemia como de hiperglicemia. Os fenótipos nucleares 

nesses casos indicaram um aumento do contraste entre cromatina condensada e 
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não�condensada, especialmente para núcleos com maiores classes de ploidia, os 

quais também apresentaram menor porcentagem de área coberta com cromatina 

condensada. Como as sirtuínas são deacetilases de histonas, uma vez havendo 

inibição dessas proteínas é de se esperar uma descondensação cromatínica 

(Kouzarides, 2007). Contudo, essa descondensação mostrou�se mais pronunciada 

apenas para núcleos com classes de ploidia maiores do que ~2C, indicando que 

as sirtuínas estariam atuando de forma seletiva predominante em núcleos com 

conteúdo de DNA duplicado. Foi observado que o tratamento com nicotinamida 

em megacariócitos estimula o aumento de ploidia nessas células, por inibir Sirt1 

e/ou Sirt2 (Giammona et al, 2009), sendo que Sirt2 é uma sirtuína citoplasmática 

que está envolvida no atraso da proliferação celular ao inibir a condensação 

cromatínica (Inoue et al, 2007). Isso corrobora nossos dados, uma vez que no 

gráfico de dispersão de Vidal foi possível observar um deslocamento de AAR para 

valores ≥ 2,0 em células >~2C ao mesmo tempo em que as áreas ocupadas por 

cromatina condensada se tornaram levemente menores principalmente para 

células com classe de ploidia ≤~2C.  
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6. Conclusões Gerais_______________________________ 

Levando em consideração os resultados obtidos assim como dados da 

literatura é possível concluir que: 

 

1–Tanto em camundongos NOD com hiperglicemia severa quanto em 

camundongos BALB/c normoglicêmicos idosos ocorre aumento na ploidia e 

remodelação cromatínica em hepatócitos. Contudo, o aumento na ploidia é 

mais pronunciado em animais diabéticos e a remodelação cromatínica difere 

nas duas situações experimentais. 

2� Em hepatócitos de animais com hiperglicemia severa ocorre aumento na 

abundância de Sirt1 e Sirt6, mesmo sem disponibilidade do seu cofator, 

enquanto em hepatócitos de camundongos normoglicêmicos idosos há redução 

na abundância de Sirt1, Sirt6 e Sirt7, indicativa de redução generalizada no 

metabolismo desses animais. 

3� Em hepatócitos de camundongos com hiperglicemia severa o aumento na 

abundância de Sirt1, mas não sua atividade, resulta em uma seleção de alvos. 

O aumento da abundância e atividade de PGC1�α, possivelmente por Sirt1, 

induz a transcrição de genes envolvidos com a gliconeogênese e o aumento da 

abundância de H3K9Ac pode estar envolvido com uma regulação epigenética 

diferencial em genes envolvidos com o metabolismo de carboidratos. Em 

hepatócitos de animais normoglicêmicos idosos, a pouca abundância e a baixa 

atividade de Sirt1, devido ao não�aumento da abundância de NAD+, contribuem 

para a permanência da acetilação em todos os seus alvos histônicos, com 

exceção de H1K26Ac, o que se reflete no estado descompactado da cromatina 

desses animais. 

4� Em hepatócitos de animais com hiperglicemia severa, porém não de animais 

normoglicêmicos idosos, o aumento na taxa de danos ao DNA, provavelmente 
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por aumento de ROS, pode ter contribuído para com o aumento na abundância 

de Sirt6.  

5� Em hepatócitos de animais com hiperglicemia severa, a baixa razão área 

AgNOR+/área nuclear se dá por um aumento no valor da área nuclear 

enquanto em animais normoglicêmicos  idosos é devida à combinação de 

aumento na área nuclear e diminuição na área AgNOR+, sendo esta última 

associada a um  aumento de metilação no rDNA. 

6� Tanto em hepatócitos de animais diabéticos quanto de normoglicêmicos idosos 

há diversos genes diferencialmente expressos envolvidos em processos 

inflamatórios, sendo que no primeiro caso provavelmente ocorram devido à 

natureza autoimune da doença, enquanto no segundo caso sejam um indício de 

inflamação comumente associada ao envelhecimento. Somado a isso, em 

animais diabéticos os genes diferencialmente expressos envolvidos no 

metabolismo de lipídios provavelmente aumentem a peroxidação lipídica, 

produzindo ROS, e induzam a esteatose hepática, contribuindo com 

complicações secundárias da doença.  

7� Células HepG2 cultivadas em meio hiperglicêmico apresentam indícios de 

estresse celular como um ligeiro intumescimento nuclear, revertido quando do 

retorno das células à normoglicemia, após o que as células passam a 

apresentar aumento em valores Feulgen�DNA interpretados como resultantes 

de proliferação celular em resposta ao estresse. O tratamento com 

nicotinamida, tanto em meio normoglicêmico quanto em meio hiperglicêmico, 

induz um aumento na frequência de células com maiores graus de ploidia, 

semelhantemente ao que acontece com as células retornadas ao cultivo em 

meio normoglicêmico. O maior contraste entre cromatina condensada e não 

condensada nas células com maiores valores Feulgen�DNA então verificado 

indica a atuação das sirtuínas na remodelação cromatínica e na progressão do 

ciclo celular das células HepG2. 



112 

 

8� Embora em células HepG2 a hiperglicemia provoque alterações na expressão 

de genes estratégicos, como Apoe, Foxo1 e Igfbp1, essas alterações são 

reversíveis. A progressiva diminuição na abundância de marcadores 

epigenéticos em meio hiperglicêmico leva à suposição de que um mecanismo 

de memória epigenética possa estar ativo, um fenômeno que não foi observado 

em modelo animal. As sirtuínas neste contexto mostram exercer um papel tanto 

na expressão gênica quanto na marcação epigenética; no entanto, em meio 

hiperglicêmico essas proteínas aparentam estarem inativas, semelhantemente 

ao observado em modelo animal.  
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8. Anexo I________________________________________ 

 

 

 

Artigo: Polyploidy and chromatin remodeling in hepatocytes from insulin,

dependent diabetic and normoglycemic aged mice.Artigo publicado em Cytometry 

Part A; DOI: 10.1002/cyto.a.22102. 
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Entrez GeneID Gene Fold Change 

Transcrição/ Tradução  

12013 Bach1 2.354 

108857 Eif4bp3 3.220 

14056 Ezh2 1.656 

103537 Mbtd1 1.731 

545289 Nr1d2 2.530 

19017 Ppargc1a 2.166 

Inflamação  

56066 Cxcl11 2.652 

16161 Il12rb1 2.212 

107527 Il1rl2 1.849 

11988 Slc7a2 2.038 

239081 Tlr11 1.753 

22256 Ung 1.800 

Metabolismo de Carboidratos  

14377 G6pc 1.720 

14378 G6pc2 1.634 

16369 Irs3 1.669 

69541 Lyg1 1.848 

18534 Pck1 3.351 

19017 Ppargc1a 2.166 

Transporte   

14088 Fancc 1.635 

237636 Npc1l1 1.612 

18534 Pck1 3.351 

140919 Slc17a6 2.356 

434203 Slc28a1 1.836 

224674 Slc37a1 1.987 

11988 Slc7a2 2.038 

Metabolismo de Lipídeos  

57875 Angptl4 2.176 

14377 G6pc 1.720 

237636 Npc1l1 1.612 

18534 Pck1 3.351 

19017 Ppargc1 2.166 

Ritmos Biológicos  
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12457 Ccrn4l 1.642 

217166 Nr1d1 2.530 

18626 Per1 1.987 

Respiração Celular/Oxidação  

13088 Cyp2b10 2.196 

14088 Fancc 1.635 

Organização da Cromatina  

14056 Ezh2 1.656 

319155 Hist2h4 2.016 

Desenvolvimento  

15431 Hoxd11 2.335 

100044656 Ren1 1.857 

Outros  

13178 Agxt2l1 2.277 

71760 Alas1 1.648 

13178 Dck 1.820 

14945 Gzmk 1.965 

18113 Nnmt 3.282 

223775 Pim3 1.641 

67702 Rnf149 1.741 

74637 Shpk 1.638 

96935 Susd4 1.871 
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Entrez GeneID Gene Fold Change 

Transcrição/ Proliferação cellular  

12223 Btc -2.665 

12301 Cacybp -2.462 

12389 Cav1 -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 Lipídeos  

67758 Aadac -2.661 

93961 B3galt5 -1.604 

1289 Cav1 -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 

Inflamação  

100042493 Ccl21B -2.044 

102657 Cdc276 -2.446 

14103 Fasl -2.070 

15007 H2-q10 -2.443 

16186 Il2rg -1.938 

54123 Irf7 -2.488 

16643 Klrd1 -2.293 
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18089 Nkx2-3 -1.655 

246728 Oas2 -3.199 

230979 Tnfrsf14 -2.617 

Transporte  

76507 Abp1 -2.132 

100041585 Amd2 -2.063 

93961 B3galt5 -1.604 

12389 Cav1 -1.892 

103988 Gck -1.822 

16429 Itln1 -1.738 

103806 Maml1 -2.368 

98396 Slc41a1 -2.622 

50934 Slc7a8 -1.640 

Sinalização  

12389 Cav1 -1.892 

16429 Itln1 -1.738 

17295 Met -2.173 

244238 Mrgpre -2.329 

52033 Pbk -1.945 

72433 Rab38 -2.056 

52250 Reep1 -2.487 

84112 Sucnr1 -2.575 

70652 Tmem144 -2.193 

Metabolismo de Carboidratos  

103988 Gck -1.822 

20787 Srebef1 -1.623 

Outros  

76507 Abp1 -2.132 

12160 Bmp5 -1.743 

12349 Car2 -2.021 

239447 Colec10 -1.948 

244653 Hydin -2.013 

16416 Itgb3 -1.752 

74435 Lrriq3 -2.471 

67182 Pdzk1ip1 -2.722 

67182 Pdzk1ip1 -2.722 

58235 Pvrl1 -1.762 

20612 Siglec1 -2.164 
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Entrez GeneID Gene Fold Change 

Transcrição/tradução 

13170 Dbp 5.981 

226982 Eif5b 1.785 

72699 Lime1 2.505 

217166 Nr1d1 4.354 

353187 Nr1d2 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 Biológicos 

12457 Ccrn4l 1.625 

13170 Dbp 5.981 

353187 Nr1d2 3.509 

217166 Nrdr1 4.354 

18627 Per2 1.623 

18628 Per3 4.416 

21685 Tef 1.979 

Sinalização 

18835 Ar 2.217 

26381 Esrrg 1.754 

217166 Nrdr1 4.354 

19734 Rgs16 3.754 

20257 Stmn2 1.667 

84112 Sucnr1 2.306 

58217 Trem1 1.826 

Proteólise 

58860 Adamdec1 1.737 

109660 Ctrl 7.364 

16612 Klk1 5.378 

17318 Mid1 1.634 

66222 Serpinb1a 2.492 

75788 Smurf1 1.617 

22074 Try4 9.142 

Respiração/Oxidação 

12862 Cox6a2 4.554 

545288 Cyp2c40 1.803 
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13116 Cyp46a1 1.963 

13119 Cyp4a14 1.61 

Inflamação 

20304 Ccl5 1.819 

11537 Cfd 2.661 

15000 H2-Dmb2 1.655 

72699 Lime1 2.505 

56312 Nupr1 2.373 

19694 Reg3a 1.838 

Metabolismo de Lipídeos 

12613 Cel 8.325 

14077 Fabp3 3.341 

18778 Pla2g1b 6.86 

69060 Pnlip 10.481 

20859 Sult2a1 1.767 

Ciclo cellular/Proliferação 

100048323 1190002h23rik 2.151 

13197 Gadd45a 2.462 

237436 Gasl3 1.848 

69716 Trip13 1.604 

Transporte 

239273 Abcc4 2.302 

69065 Chach1 3.317 

217826 Kcnk13 1.652 

20278 Scnn1g 1.681 

Diferenciação 

229715 Amigo1 1.955 

18212 Ntrk2 1.723 

18551 Pcsk4 1.632 

Metabolismo de Carboidratos 

11754 Aoc3 1.931 

56386 B4galt6 1.628 

Outros 

68737 Angel1 2.513 

67510 Fam18b 2.077 

15507 Hspb1 1.867 

18551 Pcsk4 1.632 

19693 Reg2 3.487 

76438 Rftn1 2.359 

21953 Tnni2 4.752 

269023 Zfp608 1.633 
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Entrez GeneID Gene Fold Change 

Cancer   

11651 Akt1 -2.789 

12575 Cdkn1a -2.007 

13649 Egfr -1.609 

22416 Wnt3a -2.028 

235230 Zbtb16 -2.268 

Proliferação/ Ciclo cellular  

11651 Akt1 -2.789 

12575 Cdkn1a -2.007 

13649 Egfr -1.609 

19015 Ppard -2.701 

235320 Zbtb16 -2.268 

Respiração Celular/Oxidação  

208665 Akr1d1 -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 Wnt3a -2.028 

Sinalização   

246709 Rgs13 -1.981 

321018 Serpina4-ps1 -3.269 

71907 Serpina9 -2.571 

76367 Tp53rk -1.770 

Transcrição/Tradução   

1088112 Eif4ebp3 -2.468 

269854 Nat14 -2.150 

68028 Rpl22l1 -2.578 

Inflamação   

110382 C8b -1.704 

16177 II1r1 -1.785 

65099 Irak1bp1 -1.785 

Transporte   

68267 Slc25a22 -1.608 

20531 Slc34a2 -2.069 
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Ritmos  biológico   

18143 Npas2 -3.168 

19215 Ptgds -2.066 

Metabolismo   

217700 Acot6 -2.074 

Regulação da Cromatina  

83797 Smarcd1 -2.090 

Outros   

117750 Mt2 -2.158 
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