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RESUMO

YONAMINE, C. Y. O Diabetes Mellitus induz alteracdes epigenéticas no gene slc2a4 em
musculo esquelético que se relacionam com a repressio do gene, e que podem ser
revertidas pela insulinoterapia ou pelo resveratrol. 2017. 136 f., Tese (Doutorado em

Fisiologia Humana) — Instituto de Ciéncias Biomédicas, Universidade de Sao Paulo, Sao Paulo,
2017.

A principal caracteristica do diabetes mellitus (DM) ¢ a perda da homeostasia glicémica.
Nesse processo, o musculo esquelético desempenha papel chave, visto que € responsavel por
aproximadamente 75% do clareamento da glicose extracelular; e, para tal, a adequada expressao
do transportador de glicose GLUT4 (codificado pelo gene Slc2a4) ¢ fundamental. Tanto no
DMI1 como no DM2 observa-se uma reducdo da expressdo do gene Slc2a4, o que, junto com
outros mecanismos fisiopatologicos, contribui para a perda do controle glicémico. A
investigacdo de mecanismos que regulem a expressdo desse gene pode servir de base para o
desenvolvimento de estratégias preventivas e/ou terapéuticas para o DM. Regulacdes
epigenéticas do Slc2a4, como a acetilacdo e a trimetilacao de histona H3 (H3KAc e H3K9me3,
respectivamente), nunca foram investigadas no DM; e o resveratrol, sugerido como
sensibilizador da insulina, poderia modular essas regulacdes, pois ¢ um ativador da desacetilase
sirtuina 1 (SIRT1). Assim, o presente estudo teve por objetivo avaliar em ratos DM1 (por
estreptozotocina) tratados com insulina e em camundongos DM2 (por glutamato monossodico)
o efeito do tratamento com resveratrol sobre a homeostasia glicémica, a expressdo de
Slc2a4/GLUT4 em musculo esquelético, a regulacdo epigenética do Slc2a4, e a possivel
participagdo da SIRT1. Observou-se que o tratamento cronico com resveratrol melhorou a
homeostasia glicEmica no DM1 tratado com insulina e, isoladamente, no DM2. Apesar disso,
a expressao do gene Slc2a4 no musculo esquelético foi modulada pelo resveratrol apenas no
DM2, indicando que no DM tratado com insulina outros territdrios participaram da melhora
do controle glicémico. Em todas as condi¢des experimentais, a metilacao de citosinas em sitios
CCGG do promotor do gene Slc2a4 mostrou-se pouco alterada, sem contribuir para explicar as
alteracdes de expressdo de Slc2a4. Por outro lado, ensaios de imunoprecipitagdo de cromatina
evidenciaram importantes altera¢cdes na modulagdo pos-traducional (PTM) de histonas H3. No
DMI, houve redugdo de H3KAc e aumento de H3K9me3 em regido promotora estimuladora
da transcricdo do gene Slc2a4, e ambas as alteragdes foram revertidas com a insulinoterapia.
Esses resultados estdo em pleno acordo com as regulacdes de expressao do Slc2a4 observadas.
No DMI tratado com insulina a adi¢do do resverarol ndo alterou a expressao do Sic2a4; e,
portanto, regulacdes epigenéticas ndo foram investigadas nessa condi¢do. No DM2 observou-
se redug@o no conteudo de H3K9me3 no promotor do Slc2a4, e isso reverteu apds tratamento
com resveratrol; efeitos que podem explicar as alteracdes da expressdo do gene Sic2a4
observadas. Adicionalmente, verificou-se que o contetido de SIRT1 nuclear: 1) aumentou nos
animais DM1 e reduziu com a insulinoterapia, e 2) aumentou nos animais DM2 tratados com
resveratrol, indicando que a maquinaria epigenética reguladora da expressdo do gene Sic2a4 €,
pelo menos parcialmente, regulada pela SIRT1. Em suma, o presente estudo revela a ocorréncia
de regulacdes epigenéticas no gene Slc2a4 em musculo de animais diabéticos, com destaque
para as PTMs de histona H3; além disso, mostra que o tratamento com resveratrol modula
algumas dessas alteragdes, melhorando o controle glicémico. Esses resultados apoiam o
resveratrol como um sensibilizador da insulina, e constroem bases para o desenvolvimento de
terapias epigenéticas para o DM.

Palavras-chave: diabetes mellitus. resveratrol. epigenética. acetilagdo de histona H3.
trimetilacdo de histona H3. SIRT1.



ABSTRACT

YONAMINE, C. Y. Diabetes Mellitus induces epigenetic alterations in the slc2a4 gene in
skeletal muscle that relate to gene repression and can be reversed by insulinotherapy or
resveratrol. 2017. 136 p., Ph.D. thesis (Human Physiology) — Instituto de Ciéncias Biomédicas,
Universidade de Sdo Paulo, Sdo Paulo, 2017.

The main characteristic of diabetes mellitus (DM) is the loss of glycemic homeostasis.
In this process, skeletal muscle plays a key role, since it accounts for approximately 75% of
glucose uptake and, for this, the maintenance expression of the GLUT4 glucose transporter
(encoded by the Sic2a4 gene) is fundamental. In both DM1 and DM2, is observed a reduction
in the expression of the Slc2a4 gene, which, along with other pathophysiological mechanisms,
contributes to the loss of glycemic control. The investigation of mechanisms that regulate the
expression of this gene can serve as a basis for the development of preventive and/or therapeutic
strategies for DM. Epigenetic regulations of Slc2a4, such as histone H3 acetylation and
trimethylation (H3KAc and H3K9me3, respectively), have never been investigated in DM; and
resveratrol, suggested as an insulin sensitizer, could modulate these regulations, as it is an
activator of the deacetylase sirtuin 1 (SIRT1). Thus, the present study aimed to evaluate in DM1
rats (by streptozotocin) treated with insulin and in DM2 mice (by monosodium glutamate) the
effect of resveratrol treatment on glycemic homeostasis, Slc2a4 / GLUT4 expression in skeletal
muscle, the epigenetic regulation of Slc2a4, and the possible participation of SIRT1. It was
observed that chronic treatment with resveratrol improved glycemic homeostasis in insulin-
treated DM1 and, alone, in DM2. Despite this, the expression of the Slc2a4 gene in skeletal
muscle was modulated by resveratrol only in DM2, indicating that in DM treated with insulin
other territories participated in the improvement of glycemic control. In all experimental
conditions, methylation of cytosines at CCGG sites located in Slc2a4 gene promoter region has
been shown to be slightly altered, without contributing to explain the changes in Slc2a4
expression. On the other hand, chromatin immunoprecipitation assays evinced important
changes in post-translational modulation (PTM) of histone H3. In DM1, there was a reduction
of H3KAc and an increase of H3K9me3 at stimulatory segment of transcription in promoter
region of Slc2a4 gene, and both alterations were reversed with the insulin therapy. These results
are in full agreement with the observed Slc2a4 expression settings. In DM1 treated with insulin
the addition of resveratrol did not alter the expression of Slc2a4; and, therefore, epigenetic
adjustments were not investigated in this condition. In DM2 a reduction in the content of
H3K9me3 in the Slc2a4 promoter was observed, and this reversed after treatment with
resveratrol; effects that may explain changes in Slc2a4 gene expression observed. Additionally,
the nuclear SIRT1 content: 1) increased in the DM1 animals and reduced with insulin therapy,
and 2) increased in the DM2 animals treated with resveratrol, indicating that the epigenetic
machinery regulating the expression of the Slc2a4 gene is, at least partially, regulated by SIRT1.
In summary, the present study reveals the occurrence of epigenetic regulation in the Slc2a4
gene in muscle of diabetic animals, with emphasis on histone H3 PTMs; furthermore, it shows
that resveratrol treatment modulates some of these changes, improving glycemic control. These
results support resveratrol as an insulin sensitizer, and build bases for the development of
epigenetic therapies for DM.

Keywords: Diabetes mellitus. resveratrol. Slc2a4. GLUT4. epigenetic. Histone H3 methylation.
Histone H3 acetylation. SIRTT.
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1 INTRODUCAO

O diabetes mellitus (DM) ¢ uma doenca metabdlica caracterizada principalmente pela
perda da homeostasia glicémica. Conforme a etiologia, o DM pode ser classificado em tipos 1
e 2 (DM1 e DM2). O DM1 tem como causa primaria a destrui¢ao autoimune das células B das
ilhotas pancredticas, acarretando auséncia de produgdo e secre¢ao de insulina; enquanto a causa
primaria do DM2 ¢ a resisténcia periférica a a¢do da insulina. Independentemente da causa do
DM, a hiperglicemia ¢ a principal caracteristica fisiopatologica, e ¢ responsavel direta ou
indiretamente pelo aparecimento de diversas complicagdes crOnicas que acometem varios
territérios alvos (COLEMAN et al., 2015).

Conforme os ultimos dados publicados pela Federagdo Internacional do Diabetes,
estima-se que no Brasil haja aproximadamente 14 milhdes de individuos diabéticos e, em 2040,
esse nimero subird para aproximadamente 23 milhdes. Esses dados per se contextualizam a
importancia epidemioldgica de estudar o diabetes no intuito de reduzir o avango de sua
incidéncia.

A compreensdo do DM exige explorar as consequéncias que a auséncia do hormoénio
insulina ou a deficiéncia de sua acdo provocam na homeostasia glicémica. A insulina atua por
meio da interagdo com seu receptor do tipo tirosina cinase, localizado na membrana plasmatica,
ativando vias de sinalizacdo intracelulares, como a PI3K/AKT que estimula a translocagao de
vesiculas contendo a isoforma 4 dos transportadores de glicose (GLUT4) do citosol para a
membrana plasmatica em musculo esquelético e cardiaco, e em tecido adiposo branco e marrom
(ZIERATH; KROOK; WALLBERG-HENRIKSSON, 2000). Além disso, a agao da insulina ¢é
capaz de estimular a maquinaria de expressao do gene Slc2a4 (solute carrier family 2 member
4), responsavel pela codificacdo da proteina GLUT4 (MORAES et al., 2014). Importante
salientar que a manuten¢do adequada do conteudo proteico de GLUT4 nas vesiculas ¢ crucial
para o processo de captagdo de glicose, uma vez que determina a quantidade absoluta de
transportadores translocados & membrana plasmatica (CORREA-GIANNELLA; MACHADO,
2013). Essas informacgdes contextualizam os fundamentos bésicos da captagdo de glicose pelo
musculo esquelético, cuja alteragdo participa da fisiopatologia do DM. Com base nisso, muitos
estudos focaram em aprofundar os conhecimentos acerca dos mecanismos regulatorios da
expressdo do gene Slc2a4 nesse territorio (CORREA-GIANNELLA; MACHADO, 2013).

O musculo esquelético ¢ responsavel, em condi¢des fisiologicas, por aproximadamente
75% do total de clareamento de glicose da circulagdo sanguinea (KOISTINEN; ZIERATH,
2002; ZIERATH et al., 2000). No DM, observa-se uma redugdo na captacio de glicose, que
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envolve menor expressdo/translocacdo de GLUT4, principalmente no musculo esquelético,
contribuindo para a sustentacdo da hiperglicemia. A manuten¢do de niveis adequados de
expressao de GLUT4 no musculo esquelético €, portanto, elemento chave no controle da
homeostasia glicémica, incluindo prevencao e tratamento da resisténcia a insulina, condi¢ao
presente no DM (CORREA-GIANNELLA; MACHADO, 2013; OKAMOTO et al., 2011).

O desenvolvimento de técnicas de manipulagdo genética permitiu a caracterizagao das
consequéncias diretas da superexpressdo ou repressao do gene Slc2a4 sobre a homeostasia
glicémica. Tsao e colaboradores (1999) demonstraram que camundongos com delegdo
heterozigdtica do gene Slc2a4 em musculo esquelético desenvolvem um quadro de resisténcia
a acdo da insulina, enquanto a normaliza¢do da expressdo nesses mesmos animais recupera a
sensibilidade normal da acdo a insulina, provando que a expressdo do gene Slc2a4 ¢ decisiva
para a manutenc¢do da captacdo de glicose pelo musculo, e consequentemente da homeostasia
glicémica. Adicionalmente, em camundongos diabéticos db/db, que apresentam resisténcia a
insulina, a superexpressdo do gene Slc2a4 ¢ capaz de normalizar a sensibilidade a insulina e a
tolerancia a sobrecarga de glicose (BROZINICK et al., 2001; GIBBS et al., 1995).

O desenvolvimento de técnicas para medir a atividade de regides promotoras de genes
foi crucial para o entendimento do processo de transcricdo do gene Slc2a4, e permitiu a
identificacdo de intimeros fatores transcricionais que regulam a sua expressdo (OLSON;
KNIGHT, 2003). A caracterizacdo desses fatores e de seus modos de atuagdo foram essenciais
para a compreensdo detalhada da regulacdo da expressdo do gene Sic2a4, permitindo o
aprimoramento de estratégias que poderdo contribuir para o controle da homeostasia glicémica
no DM (ZORZANO; PALACIN; GUMA, 2005).

Analisando os fatores transcricionais participantes da regulacdo da expressdo do gene
Slc2a4 no musculo esquelético, observa-se que a maioria deles sdo ativadores, como o MEF2
(myocyte-specific enhancer factor 2), TR (thyroid hormone receptor), MyoD (Myoblast
determination protein 1), HIF1A (hypoxia inducible factor 1 alpha), e SP1 (Transcription factor
Sp1) entre outros (RICHARDSON; PESSIN,1993; SANTALUCIA et al., 2001; SILVA et al.,
2005). E interessante que a expressdo de alguns desses fatores e a sua afinidade de interagio ao
promotor de gene S/c2a4 sao primorosamente reguladas pela a¢do da insulina (MORAES et al.,
2014). No DM, ja foi descrito que a ligacdo do MEF2 na regido promotora do gene Slc2a4 esta
reduzida, concomitantemente a sua expressao, € o tratamento com insulina ¢ capaz de reverter
a expressao do Slc2a4 por aumentar a ligagdo do MEF2 a regido promotora do Slc2a4 (THAI
et al., 1998).
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Por outro lado, poucos fatores transcricionais foram descritos como inibidores da
expressao do gene Slc2a4. O PPARG (peroxisome proliferator-activated receptor gama) ¢ um
repressor da transcri¢do que age na sua forma nao-ligada, isto €, na auséncia de agonistas, como
as glitasonas, que na verdade sdo ligantes indutores de desrepressdao do gene Sic2a4
(KARNIELLI; ARMONI, 2008). De suma importancia foi a recente demonstracdo de que o
NFKB (nuclear factor kappa-B), um potente mediador de efeitos pro-inflamatérios, € capaz de
reprimir a expressao do gene Slc2a4, ligando-se em duas sequéncias da regido promotora desse
gene (FURUYA et al., 2013).

O NF-1 (Nuclear fator 1) e o O/E-1 (Transcription factor COE1) sdo dois fatores
transcricionais relacionados a repressdo do gene Slc2a4, mas que sdo muito pouco mencionados
na literatura. A ac¢do deles como repressores foi demonstrada em linhagens celulares
provenientes de adipdcitos de camundongos (3T3-L1) (COOKE; LANE, 1999; DOWELL;
COOKE, 2002; MIURA et al., 2004). No entanto, ndo ha evidéncias até hoje a respeito da agdo
deles em modelos celulares provenientes de misculo e menos ainda se sabe sobre a participacdo
deles em modelos in vivo de DM.

Apesar dos grandes avangos na compreensdo da regulagdo da expressdo gé€nica do
Slc2a4, muito ainda ha que se aprender. Nesse sentido, uma nova e promissora area de
conhecimento envolve a epigenética, visto que ha fortes evidéncias de que alteragdes
epigenéticas participam da fisiopatologia do DM (KWAK; PARK, 2016). A atuacdo de
mecanismos epigenéticos sobre a maquinaria de expressdo do gene Slc2a4 em musculo
esquelético ¢ muito pouco conhecida, sobretudo na condi¢gdo do DM, carecendo, portanto de
investigagdes mais detalhadas.

A epigenética ndo possui uma defini¢cdo exata, mas pode ser relacionada a um ramo da
ciéncia que estuda a interacdo entre fatores ambientais e génicos, que até podem ser herdados,
mas que ndo envolvem modificacdes na sequéncia de nucleotideos do DNA, e que se refletem
na regulacdo da expressdo génica, replicacdo e diferenciacao celular (JAENISCH; BIRD, 2003).
Estudos evidenciam que a maquinaria epigenética ¢ crucial na regulacdo da expressao de genes,
provavelmente interferindo na atividade de ligacdo de fatores transcricionais (QUANTE; BIRD,
2016). Importante destacar que as alteragdes epigenéticas podem ser transmitidas para a
proxima geragdo tanto por heranca mitética, divisao celular, quanto por heranca meidtica, isto
¢, ao longo de geragdes (BIRD, 2007).

Ha evidéncias de que os mecanismos epigenéticos participam diretamente na
predisposicdo e no desenvolvimento de doengas metabdlicas, sendo que no DM ja foram

descritas diversas alteragdes epigenéticas afetando diretamente o padrao de expressdo de genes
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relacionados ao metabolismo em diferentes territorios do organismo (AL-HADDAD et al.,
2016; KIRCHNER et al., 2013; STEFAN et al., 2014). Com base nisso, a investigacdo de
mecanismos epigenéticos relacionados a expressao do gene Slc2a4 contribuira para evoluir o
conhecimento que temos até o momento acerca da regulacdo desse gene no DM.

A metilagdo do DNA, mecanismo epigenético mais estudado, consiste na adi¢do de
grupamento metil (CH3) no carbono localizado na posi¢do 5° do anel pirimidinico de citosinas
situadas principalmente em dinucleotideos chamados CpG, sendo que a letra p representa a
ligagdo fosfato entre os nucleosideos citosina e guanina (DEATON; BIRD, 2011). Essa reacao
quimica ¢ catalisada por enzimas conhecidas como DNA metiltransferases (DNMT). O
grupamento metil provém da conversdo da S-adenosilmetionina (SAM) em S-
adenosilhomocisteina (SAH). As DNMTs conhecidas sio a DNMT1 que ¢ responsavel pela
manuten¢do da metilagdo das citosinas durante o processo de replicagdo celular, sendo também
a primeira isoforma descoberta (BESTOR et al., 1988) e as DNMT3a/b que sdo responsaveis
pela metilacdo de novo. Existe também a DNMT2, mas pouco se sabe sobre suas agdes

(ROBERTSON, 2001).
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Figura 1 - Representagdo esquematica da rea¢do de metilagdo da citosina envolvendo a doagdo do grupamento
metil da S-adenosilmetionina (SAM) catalisada pelas DNMT1, 3a ou 3b

Recentemente, Tahiliani e colaboradores (2009) identificaram enzimas denominadas
metilcitosina dioxigenases, mais conhecidas como TET (Ten eleven translocation). Existem
trés isoformas caracterizadas (TET1, TET2 e TET3) e todas elas sdo capazes de oxidar as

citosinas metiladas, convertendo-as em produtos intermedidrios do processo de desmetilagcdo
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do DNA, que inclui a 5-hidroximetilcitosina, a S-formilcitosina e a 5-carboxilcitosina

(RASMUSSEN; HELIN, 2016).
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Figura 2 - Representa¢do esquematica das féormulas quimicas estruturais dos intermedidrios formados ao longo
do processo de desmetilagdo do DNA envolvendo reagdes de oxidagdo catalisada pelas enzimas TET.

Interessante notar que na estrutura quimica molecular de todas as TETs existem
dominios de ligagdo para Fe** e 2-oxoglutarato, dado que sugere que a a¢io dessas enzimas
pode ser regulada pela dieta e por produtos do metabolismo, e explica a reversibilidade e a
dinamicidade da metilagdo/desmetilagio do DNA (RASMUSSEN; HELIN, 2016). De fato,
nesse sentido, Barrés e colaboradores (2012) verificaram, em musculo esquelético exercitado
agudamente, alteragdes no grau de metilagdo principalmente em genes diretamente envolvidos
no metabolismo oxidativo como PPARGCIA, PDK4 ¢ PPARD.

Interessante que nos ultimos anos diversas mutacdes genéticas nas enzimas DNMT e
TET foram identificadas em modelos de cancer (HAMIDI; SINGH; CHEN, 2015), dados que
fortalecem o papel delas na manutencdo dos niveis adequados de metilacdo do DNA, e que
sugerem suas participagdes na fisiopatologia de inimeras doencas, incluindo o DM.

Considerando os dinucleotideos CpG num contexto mais amplo, estima-se que
correspondam a aproximadamente 25% da sequéncia genomica de mamiferos e podem ou ndo
estarem localizadas em regides denominadas como ilhas (CGi), que constituem de forma
genérica regides do DNA que apresentam elevada frequéncia de C+G (HAN; ZHAO, 2009).
Estima-se que, em mamiferos, apenas aproximadamente 1% do genoma seja constituido por
CGi, no entanto, cerca de 60-70% dos genes possuem ao menos uma CGi na regido promotora,
o que sugere a crucial importancia da metilagdo do DNA na regulagcdo da transcri¢do génica
(ILLINGWORTH; BIRD, 2009; WEBER et al., 2007). Ainda, as citosinas podem sofrer
metilagdo fora do contexto de CG, mas poucos estudos até o momento investigaram
profundamente as implicacdes funcionais dessas modificacdes (PATIL; WARD; HESSON,
2014).
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Devido ao importante papel da metilacio no DNA sobre a regulagdo da transcrigao,
alguns autores sugeriram distintos critérios de classificacdo e identificagdo de CGis (ZHAO;
HAN, 2009). O primeiro critério, mais antigo, fundamenta-se em trés parametros: 1) tamanho
da sequéncia; 2) conteudo GC dado em porcentagem; 3) razdo CpG observado/CpG esperado.
Os primeiros autores que determinaram esses parametros de classificagdo de CGi foram
Gardiner-Garden e Frommer (1987) e, mais tarde, Takai e Jones (2001) revisaram e
aprimoraram esses parametros. Ja o segundo critério fundamenta-se na significancia estatistica,
a partir da identificacdo e frequéncia de dinucleotideos CpG, em determinado fragmento da
sequéncia do DNA (ZHAO; HAN, 2009). O CpGcluster e o0 CG Cluster s@o os algoritmos mais
conhecidos para essa analise. Os detalhes técnicos de cada um dos principais algoritmos estdo

apresentados na tabela abaixo.

Tabela 1 - Detalhes dos parametros dos principais algoritmos de identificagdo de ilhas CpG.

Parametros
Gardiner-Garden e Frommer (1987) >200 pb, >50%GC, ObsCpG/ExpCpG >0.60
Takai e Jones (2002) >500 pb, >55% GC, ObsCpG/ExpCpG >0.65
CpGPRod >500 pb, GC >50%, ObsCpG/ExpCpG >0.60
Agrupamento de CpGs separados por distancia
CpGecluster . o 5
mediana com significancia de P <10
Humano > 27 CpGs em fragmento de DNA com
CG Cluster 6531 pb Camundongos > 24 CpGs em fragmento de

DNA com 6585 pb

Do ponto de vista funcional, a metilagdo no DNA pode recrutar proteinas e formar
complexos capazes de regular o quanto os fatores transcricionais podem interagir com o DNA,
e afetar assim o grau de expressdo dos genes (JAENISCH; BIRD, 2003). Em geral, a
hipermetilacdo da regido promotora esta relacionada com a repressdo da expressdo génica,
enquanto a hipometilagdo ¢ um evento associado ao favorecimento da expressdo génica
(RAZIN; CEDAR, 1991). Existem pelo menos dois mecanismos descritos que explicam esse
fenomeno: 1) a metilacio no DNA impede diretamente a acessibilidade de fatores
transcricionais a0 DNA e 2) a metilagdo no DNA recruta proteinas como a MCP2, formando
complexos que impedem a atuagdo da maquinaria de transcricdo génica (RAZIN, CEDAR,

1991). Estudos mais recentes ampliam essa logica mostrando que a metilagdo do DNA ¢ capaz
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de provocar um remodelamento na cromatina, explicado parcialmente pelo recrutamento de
enzimas histonas desacetilases (HDAC), que sdao responsaveis pela remo¢ao enzimatica de
grupamento acetil de aminoécidos lisina constituintes da cauda peptidica N-terminal das
histonas H3 e H4, principalmente (BIRD, 2011). As consequéncias desse mecanismo serao
detalhadas adiante.

No entanto, ha estudos que evidenciam uma quebra nesse paradigma, como no DM2 em
que genes envolvidos no metabolismo apresentam redugdo no grau de metilacao e de expressao
(KIRCHNER et al., 2016). De fato, a desmetilacdo de citosinas localizadas dentro ou proximas
a sitios de reconhecimento de fatores transcricionais repressores facilita a ligagdo dos mesmos,
e isso acarreta em repressdo da expressdo do gene. Apesar disso, todos os estudos que até o
momento avaliaram o grau de metilacdo da regido promotora do gene Slc2a4 corroboram a
visdo cléssica, ou seja, demonstraram uma correlagdo inversa com a atividade transcricional.

A concomitante hipermetilacdo de sitios CpG localizados no promotor do gene Slc2a4
e redugdo da expressao do gene Slc2a4 foi observada em musculo esquelético de ratos adultos
que receberam excesso de nutrientes no periodo pos-natal (LIU et al., 2013), ou que foram
expostos ao ftalato, um composto presente em plasticos, durante a gestacdo materna (RAJESH;
BALASUBRAMANIAN, 2014). Recentemente foi demonstrado que o aumento no grau de
metilacdo de uma citosina no dominio de ligacdo do fator Spl na regido promotora do gene
Slc2a4, impede a ligagdo do Spl e, consequentemente, reduz a expressdo do gene Slc2a4
(RUEGG et al., 2011). Esse ultimo estudo exemplifica um mecanismo pelo qual a metilagio do
DNA pode interferir na maquinaria transcricional do Slc2a4. Apesar desses estudos terem
mostrado correlagdes interessantes entre o grau de metilagdo e a expressao do Slc2a4, ainda
ndo hé evidéncias na literatura, especificamente na condi¢gdo do DM, acerca do envolvimento
da metilacdo na regido promotora do gene Slc2a4 em musculo esquelético.

Outra importante regulacdo epigenética da maquinaria transcricional ¢ a modificacdo
pos-traducional (do inglés PTM) da extremidade N-terminal das histonas, principalmente da
histona H3 (STRAHL; ALLIS, 2000). No nucleo das células, as histonas formam octameros
compostos por dimeros dos 4 tipos de histonas (H2A, H2B, H3 e H4), e a dupla fita de DNA
(aproximadamente 147 pares de bases) se enovela a esses octameros formando os conhecidos
nucleossomos (OUDET; GROSS-BELLARD; CHAMBON, 1975). Os niveis de organizagao
funcional dos nucleossomos ainda nao foram totalmente elucidados devido a limitagdes
metodoldgicas, mas o que se sabe ¢ que a formacao dos nucleossomos € o estagio mais simples
de organizagdo da cromatina, que implica em ultima instancia na regulacdo da fun¢do do

material génico (CAVALLI, 2011).
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Os nucleossomos sdo unidades funcionais capazes de sofrer alteracdes dindmicas, a
partir de PTMs das histonas, que afetam diretamente a expressdo génica (MARINO-RAMIREZ
et al., 2005). Existem inimeras PTMs, que incluem
acetilacdo/metilagcdo/ubiquitinacdo/sumoilagdo de lisina, metilagdo/citrulinacdo de arginina,
ADP-ribosilagdo e isomerizagdo de prolina e fosforilagdo de serina, treonina e tirosina
(ROTHBART; STRAH, 2014). Dentre essas modificacdes, as mais estudadas sdo a acetilagdo
e a metilagdo de lisinas pertencentes a extremidade N-terminal das histonas.

A hiperacetilagdo de lisinas das histonas favorece o estado conformacional conhecido
como eucromatina, o que permite maior acessibilidade de fatores transcricionais ao DNA e, em
geral, associa-se esse estado ao aumento da expressdo génica. O inverso, a hipoacetilagdo,
promove um condensamento dos nucleossomos, estado de heterocromatina, que dificulta a
interagcdo de fatores transcricionais a0 DNA e consequentemente, em geral, esse mecanismo
estd associado a repressao da expressao génica (VERDONE; CASERTA; DI MAURO, 2005).
O mecanismo de alteragdo conformacional dos nucleossomos envolve alteragdo na carga
elétrica dos residuos de aminoécidos que sofrem acetilacdo. Mecanisticamente, a acetilacao de
lisinas neutraliza a carga elétrica dos mesmos, evento que resulta na repulsdo entre o octamero
de histonas e a dupla fita de DNA, explicando o mecanismo fisico pelo qual a acetilacdo de
histonas estd associada ao estado conformacional menos compactado do material génico.
(GARDNER; ALLIS; STRAHL, 2011; KOUZARIDES, 2007).

J& a metilag@o dos residuos lisina e arginina das extremidades N-terminal das histonas
pode ativar ou reprimir a expressdo génica, mecanismo que depende da posicao do residuo que
sofrer essa modificagio (BLACK et al, 2012). E importante enfatizar que a
metilacdo/desmetilacdo de histonas ndo altera diretamente o estado conformacional dos
nucleossomos, mas altera o recrutamento de proteinas, que associadas formam complexos
capazes de regular a transcri¢do, alterando indiretamente a conformacdo dos nucleossomos
(KOUZARIDES, 2007). A trimetilacdo do residuo lisina localizado na posi¢do 9 da cauda
peptidica N-terminal de histona H3 (H3K9me3) ¢ associada a repressdo transcricional
(GREER; SHI, 2012), enquanto que a metilacdo do residuo lisina localizado na posi¢do 4 da
cauda peptidica N-terminal de histona H3 (H3K4me) ¢ associada a ativagdo transcricional
(BERNSTEIN et al., 2002).

Alguns estudos j& investigaram a influéncia da acetilacdo e metilacdo das histonas na
expressao do gene Slc2a4. Foi demonstrado que a hiperacetilacdo da H3 na regido de ligagdo
do MEF2 aumenta a ligacdo deste fator no promotor do gene Slc2a4, resultando em aumento

da sua expressdo (SMITH et al., 2008). Resultados semelhantes foram descritos por Mukwevho
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e colaboradores (2008) em modelo de incubag¢do aguda (2 horas) de células musculares
(C2C12) com cafeina (10 mM). Adicionalmente, outro estudo demonstrou que a exposicao a
dieta rica em carboidratos no periodo neonatal promove, na vida adulta e no musculo
esquelético, aumento no contetido de metilagcdo na lisina 16 da histona H4 (H4K16me), perto
do sitio de ligacdo do receptor do hormdnio tireoidiano (TR) no promotor do gene Sic2a4,
reduzindo a ligagdo do TR e a expressio do gene Sic2a4 e da proteina GLUT4
(RAYCHAUDHURI et al., 2014).

No entanto, nenhum estudo investigou tais mecanismos no gene Slc2a4 em modelo de
diabetes, o que pode contribuir na determinacdo de novos reguladores desse gene, visando
melhorar a homeostasia glicémica no DM. Nesse sentido, destacam-se os polifenois,
abundantes micronutrientes ndo-essenciais classicamente conhecidos como anti-oxidantes
(LANDETE, 2013).

Os polifendis sdo encontrados em diversos tipos de alimentos como frutas, verduras,
cereais e bebidas, incluindo o café, variados tipos de chas e vinhos (SCALBERT et al., 2005).
Nos ultimos anos, o conhecimento acerca das agdes biologicas dos polifendis expandiu, e
estudos destacam um potente efeito no remodelamento da cromatina, afetando a expressdo de
genes por meio de variados mecanismos epigenéticos, que incluem a metilagdo do DNA e as
PTMs de histonas. No entanto, a maioria dos estudos que investigaram o efeito dos polifenois
sobre mecanismos epigenéticos o fizeram em modelos experimentais relacionados a diversos
tipos de cancer (GROH et al., 2013; KUMAR et al., 2015; VANDEN BERGHE, 2012). Nesse
contexto, ha indicios de que os polifendis regulem a atividade das enzimas responsaveis pela
metilagdo/desmetilagdo do DNA, como ¢ o caso da epigalocatequina-3-galato e da genisteina,
que sdo polifenois encontrados na planta Camellia sinensis (chéa verde) e na Glycine max (soja),
respectivamente (FANG et al., 2007), bem como também ha evidéncias de que outros polifendis
regulem PTMs das histonas, regulando a atividade de histonas acetiltransferases, desacetilases,
metilases e desmetilases (KIM et al., 2016).

Outros estudos demonstram que os polifendis também regulam marcagdes epigenéticas
em genes envolvidos na génese e progressao de outras doencas que nido o cancer, tais como
doencas cardiovasculares, neuro-degenerativas e distiirbios metabdlicos que incluem o DM e a
obesidade. Nesse sentido, ¢ fundamental aprofundar a investigacdo desses compostos na
fisiopatologia do DM (RUSSO et al., 2015).

Existem aproximadamente 8000 polifendis e todos possuem, em sua estrutura quimica,
anéis fenodlicos com um ou mais grupamentos hidroxila (AYISSI; EBRAHIMI;

SCHLUESENNER, 2014). Conforme a natureza do esqueleto de carbono, os polifendis podem



31

ser classificados em quatro grupos: flavonoides, acidos fendlicos, estilbenos e ligninas
(SCALBERT; WILLIAMSON, 2000). O resveratrol, foco do presente estudo, pertence ao
grupo estilbeno, e ¢ encontrado em abundancia em diversas espécies de plantas, incluindo
determinadas frutas como uva e amora, € estendendo-se ao vinho.

Assim como todos os polifendis, em plantas, o resveratrol ¢ produzido em resposta a
agentes agressores como fungos, parasitas, radiacdo UV e substancias quimicas que, em geral,
sdo fatores estressantes (GAMBINI et al., 2015). A féormula quimica estrutural do resveratrol
foi identificada a partir de sua extracdo da raiz da Veratrum grandiflorum (TAKAOKA, 1940),
e consiste em dois anéis fendlicos unidos por dupla ligacdo de estireno, o que permite a

formacao de isomeria —cis e —trans, ilustradas na figura abaixo.
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Figura 3- Estrutura quimica do trans-resveratrol e do cis-resveratrol.

E importante salientar que o trans-resveratrol é a isoforma mais estudada tanto em
modelos experimentais (in vitro e in vivo), devido a sua maior estabilidade, apesar de apresentar
baixa solubilidade em dgua (3 mg/100 mL), e moderada solubilidade em alcool (50 mg/mL) e
em dimetilsulfoxido (DMSO) (16 mg/mL) (DELMAS, 2011).

Apesar de diversos estudos até o momento terem reportado efeitos benéficos do
resveratrol, a sua farmacocinética ainda ¢ muito pouco conhecida. Em humanos, ensaios de
rastreamento do resveratrol apos administragdo oral aguda (0,35 mg/Kg de peso corporal)
demonstram que ap6s 30 minutos ha um pico de resveratrol livre na corrente sanguinea, mas
que equivale a apenas 1,5% do total administrado. O restante apresenta-se nas formas
conjugadas com acido glicurdnico ou sulfato, indicando que o resveratrol sofre intensa e rapida
metabolizacao in vivo (BOOCOCK et al., 2007, GOLDBERG; YAN; SOLEAS, 2003). O

transito do resveratrol na corrente sanguinea ¢ dependente de interagdes principalmente com
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proteinas e lipoproteinas plasmaticas, fato decorrente da baixa hidrosolubilidade desses
compostos, enquanto que os metabolitos do resveratrol sdo hidrosoluveis (DELMAS, 2011).

Apesar das limitagdes relacionadas a baixa biodisponibilidade in vivo, ha cerca de 25
anos as propriedades terapéuticas do resveratrol foram associadas ao consumo regular de vinho
pela populacdo francesa e sua baixa incidéncia de mortes por doenga cardiovascular, apesar do
baixo nivel de atividade fisica e consumo elevado de alimentos gordurosos e tabaco. Na época,
esse dado ficou popularmente conhecido como paradoxo francés (RENAUD; LORGERIL,
1992). Em seguida, o possivel efeito cardioprotetor do resveratrol foi reiterado pela redugdo do
dano no miocérdio, induzida por isquemia, da oxida¢do de LDL e da agregacdo plaquetaria
(WU et al., 2001). A partir de entdo, diversos estudos demonstraram que o resveratrol possui
propriedades anti-envelhecimento, anti-inflamatoria, anti-oxidante e anti-cancerigena
(KASIOTIS et al.,, 2013; MOMKEN et al. 2011; PRASAD, 2012; ZHU et al., 2012).
Recentemente, estudos demonstraram que o tratamento com resveratrol também possui efeitos
anti-diabetogénicos, sendo capaz de promover melhorias em situagdes de resisténcia a acdo da
insulina e disfun¢do das células B pancreatica, associadas ou ndo a obesidade (SMOLIGA;
BAUR; HAUSENBLAS, 2011; SZKUDELSKI; SZKUDELSKA, 2011).

O tratamento com resveratrol parece ser capaz de promover melhorias na sensibilidade
a acdo da insulina em modelos de DM1 e DM2 (SZUDELSKI; SZKIDELSKA, 2015). Ha
dados recentes confirmando que a resisténcia a insulina também estd presente no DM1
(BACHA; KLINEPETER BARTZ, 2015; OKAMOTO et al., 2011) e, portanto, a investigagao
das acdes do resveratrol sobre a sensibilidadea insulina ¢ relevante para ambos os tipos de DM
(LEBOVITZ, 2010).

Poucos estudos investigaram o efeito do resveratrol em modelo DM1, sobre tudo em
relacdo a homeostasia glicEémica e expressao de GLUT4 no musculo esquelético. Ainda, os
poucos dados encontrados na literatura sdo conflitantes: alguns reportam melhoria sobre a
homeostasia glicémica e incluem aumento na expressao de GLUT4 (CHEN et al., 2011; CHI
et al., 2007; PENUMATHSA et al., 2008), enquanto outros ndo observaram o mesmo efeito
(SCHMATZ et al., 2009). Ainda, ¢ importante salientar que nesses estudos nenhuma reposicao
de insulina foi utilizada, fato imprescindivel no tratamento do DM1 (LEBOVITZ, 2010).

Outra parcela dos estudos, que sdo maioria, demonstraram efeitos do resveratrol na
reducdo da glicemia em modelos animais de DM2 (CHEN et al., 2012) e em humanos DM?2
(BHATT; THOMAS; NANJAN, 2012).

Em camundongos db/db, o tratamento com resveratrol parece estimular a translocagao

de GLUT4 e aumentar a captacao de glicose em musculo esquelético (DO et al., 2012). Além
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disso, ha indicios de um efeito protetor sobre as células B pancredticas envolvendo a inibi¢do
do estresse oxidativo gerado pela acdo de produtos de glicagdo avancgada. Tais efeitos benéficos
do resveratrol sobre a homeostasia glicémica podem ainda ser associados ao aumento
significativo do peso do pancreas, massa das células B e reducdo da fibrose das ilhotas em
camundongos db/db tratados com 20 mg/kg/dia de resveratrol (MINAKAWA et al., 2011).
Dose mais elevada de resveratrol (400 mg/Kg/dia) promove efeito protetor semelhante sobre a
funcdo do pancreas por atenuar o estresse oxidativo (ZHANG et al., 2012). Adicionalmente,
estudos in vitro demonstraram que tanto células INS-1E, quanto ilhotas humanas provenientes
de um doador portador de DM2, quando incubadas com resveratrol na dose de 25 uM
apresentam aumento significante na secrecdo de insulina em resposta a sobrecarga de glicose
(VETTERLI et al., 2011).

Portanto, os efeitos benéficos do resveratrol no DM2 parecem envolver uma melhora
da sensibilidade a insulina e concomitante preservacao da funcdo das células B, apesar deste
ultimo ser relevante somente quando hd uma populacdo residual de células B, como
evidenciado em estagios menos avangcados de DM2 (WEYER et al., 1999).

Adicionalmente, ha dados importantes na literatura sugerindo papel anti-obesidade do
resveratrol (FERNANDEZ-QUINTELA et al., 2015). A obesidade, cuja incidéncia cresce
exponencialmente, ¢ um importante fator de risco para a génese e progressao do DM2 (KAHN;
HULL; UTZSCHNEIDER, 2006), e estudos em células adiposas, in vitro, mostram que o
resveratrol, de maneira dose- e tempo-dependente promove a inibi¢do da transcri¢ao de genes
e da tradugdo de proteinas envolvidas na lipogénese, destacando-se o PPAR gama, C/EBP-alfa
e SREBP-1c¢ (LASA et al., 2012). Lagouge e colaboradores (2006) foram os pioneiros em
investigar as possiveis agdes anti-obesidade do resveratrol, in vivo, demonstrando que
camundongos C57BL/6J submetidos a dieta hiperlipidica recebendo resveratrol (200 ou 400
mg/Kg de peso corporal, durante 15 semanas) apresentaram perda de peso, redu¢do do tamanho
de adipocitos, e aumento do metabolismo basal, demonstrado pelo aumento da expressao de
PGC-1-alfa e UCP-1 no tecido adiposo marrom. Outros autores verificaram resultados
semelhantes, inclusive estendendo o protocolo de tratamento com resveratrol até 55 semanas
(BAUR et al., 2006) e utilizando variadas doses (1, 10 e 30 mg/Kg/dia) (CHANG et al., 2016).

Paralelamente aos efeitos gerais do resveratrol comentados até aqui, no contexto celular
e molecular, existem informagdes limitadas na literatura acerca de seu mecanismo de agao.
Primeiramente, a maior parte do resveratrol parece se difundir passivamente pela membrana
plasmatica, mas alternativamente pode interagir com receptores de membrana, as integrinas

(avp3), e nesse caso, mais especificamente pode ligar-se a subunidade 33, ativando cascata de
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sinalizacdo intracelular envolvida na atenuacdo da apoptose celular, efeito bem caracterizado
em células de cancer de mama humano (LIN et al., 2006).

Ha alguns mecanismos propostos de atuacdo do resveratrol no compartimento
intracelular. O primeiro a ser descrito envolve a interacdo com receptor hidrocarboneto aril,
codificado pelo gene AHR (em humanos); foi descrito que o resveratrol inibe a transativagao
desse receptor promovendo a inibicdo da expressdo de citocromo P-450 e interleucina 1-b,
proteinas envolvidas na carcinogénese e imunossupressdo, mecanismo que contribuiria para
sua agdo anti-carcinogénica (CASPER et al., 1999). Ainda, pelo fato do resveratrol ser
considerado um fitoestrégeno, estudos demonstram que o resveratrol possui afinidade de
ligagcdo com os receptores de estrogeno alfa e beta, caracterizando mais um mecanismo de acdo
(BOWERS et al., 2000; GEHM et al., 1997).

No entanto, as inimeras acdes benéficas do resveratrol apontadas pela literatura
parecem serem promovidas, principalmente, pela ativacdo de uma classe de enzimas chamadas
de sirtuinas (SIRT) (BORRA; SMITH; DENU, 2005). As sirtuinas sdo codificadas por genes
homologos ao gene SIR2, presente em organismos mais simples como Caenorhabditis elegans.
Em mamiferos, existem sete isoformas de SIRT (SIRT1-7), cada uma delas atua em diferentes
compartimentos celulares (nucleo, citoplasma e mitocondria), e todas elas apresentam em
comum um dominio catalitico, onde se liga o co-fator NAD'; portanto, a modulagdo de sua
atividade possui interface direta com o metabolismo (FLICK; LUSCHER, 2012; IMAI et al.,
2000; TANNO et al., 2007). Dependendo da isoforma e da sua localizagdo intracelular, as
sirtuinas possuem diversas atividades cataliticas que inclui desacetilagdo, ADP-ribosilacao,
demalonilagdo, desuccinagdo, dentre outras. A SIRT1 ¢ a isoforma mais estudada, possui
atividade desacetilase e maior homologia com o gene ancestral SIR2 (GUARENTE, 2013).

Conforme o tipo celular e o estagio de diferenciagdo em que uma dada célula se encontra,
a SIRT1 pode ser encontrada tanto no compartimento citosolico quanto nuclear. Pelo fato da
SIRT1 ser uma proteina de peso molecular hipotético de ~120 kD, o seu transito através da
carioteca ndo ocorre por simples difusdo, mas depende de mecanismo especifico. Este
mecanismo envolve a existéncia de duas sequéncias de aminoacidos, na cauda N-terminal, que
sinalizam a importacdo e exportacdo nuclear (TANNO et al., 2007). Dessa maneira, hd a
possibilidade da SIRT1 atuar diretamente no nucleo, controlando processos relacionados a
transcri¢do génica, bem como no citosol, regulando vias de sinalizacdo envolvidas em
processos celulares como metabolismo, inflamacao, estresse oxidativo e apoptose.

A SIRTI1 ¢é considerada uma importante proteina reguladora da homeostasia metabolica,

sendo até sugerida como alvo importante no tratamento do DM (CHANG; GUARENTE, 2014;
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KUME et al., 2010). Classicamente, a restricdo calorica ¢ capaz de ativar a SIRTI1
(GUARENTE, 2013), e o resveratrol mimetizaria os efeitos da restri¢do caldrica, uma vez que
¢ um potente ativador de SIRT1 (ALCAfN; VILLALBA, 2009).

Em camundongos saudéaveis submetidos a restri¢ao alimentar foi detectado um aumento
significante da atividade de SIRT1, acompanhado de reducdo da concentracdo plasmatica de
insulina, glicose e colesterol. Ainda, em modelos in vivo de resisténcia a insulina, a
superexpressdo de SIRT1 promoveu melhorias na tolerancia a glicose, devido a uma redugdo
da producao hepatica de glicose e aumento dos niveis de adiponectina (hormonio produzido no
tecido adiposo com acdes sensibilizadoras a insulina) (BANKS et al., 2008). Em ratos Sprague-
Dawley saudaveis submetidos a restricdo calérica de 4 semanas (60% de calorias da dieta
normal) e, em seguida, submetidos a dieta normal, foi observada uma resisténcia a insulina,
fendomeno descrito na literatura como catch-up. No entanto, apOs esses animais serem tratados,
durante 12 semanas, com resveratrol (100 mg/kg/d), os mesmos apresentaram, em musculo
tibial anterior, aumento da atividade de SIRT1, concomitantemente a um aumento na atividade
mitocondrial e na sensibilidade a acdo da insulina, reforcando que o resveratrol seja eficaz no
tratamento de distirbios metabolicos (ZHENG et al., 2012). Com base nessa ultima informagao,
¢ possivel que o aumento da atividade de SIRT1, induzido pelo resveratrol, envolva regulagao
importante na expressdo do gene Slc2a4 em musculo esquelético de modelos experimentais de
DM, o que nunca foi investigado.

Adicionalmente, o resveratrol ¢ capaz de ativar a proteina cinase ativada por AMP
(AMPK), que assim como a SIRTI1, ¢ considerada um importante sensor metabolico
(FULLERTON; STEINBERG, 2010; KAHN et al., 2005). Como o préprio nome indica, a sua
atividade esta diretamente relacionada ao aumento nos niveis de AMP intracelulares. A AMPK
¢ um complexo heterotrimérico, composto por trés subunidades distintas (a, B e y), as quais
possuem, cada uma, trés isoformas conhecidas, denominadas como 1, 2 ¢ 3. A subunidade
regulatoria y, reconhece o aumento dos niveis de AMP, o qual interage com esta subunidade,
promovendo uma mudanga conformacional, expondo o sitio catalitico da subunidade o a
proteinas cinases, como LKB1 e CAMKII, e aumentando a atividade do complexo
(FRIEDRICHSEN et al., 2013). Do ponto de vista farmacologico, diversos trabalhos
demonstram que o resveratrol ¢ capaz de aumentar a atividade de AMPK por meio de
fosforilagdo no sitio treonina 172 da subunidade catalitica oo (BREEN et al., 2008; ITO-
NAGAHATA et al., 2013; PENUMATHSA et al., 2008).

Do e colaboradores (2012) demonstraram que os efeitos benéficos sobre a homeostasia

glicémica em camundongos db/db envolve aumento na atividade da AMPK. De fato,



36

camundongos AMPKal” e AMPKa2"" tratados com resveratrol nio apresentam melhorias
sobre a homeostasia glicémica, como observado nos animais nativos (UM et al., 2010). No
entanto, Price e colaboradores (2012) demonstraram que a atividade da AMPK ¢ dependente
da SIRTI, enquanto Cant6 e colaboradores (2010) afirmaram o oposto, que a AMPK ativa a
enzima NAMPT, responsével pela produgdo de NAD (esse é co-fator essencial para atividade
de SIRT1). Com base nesses dados, a principio os efeitos do resveratrol na melhoria da
homeostasia glicémica devem envolver a atividade de ambas as proteinas (AMPK e SIRT1),
mas isso ainda carece de maiores esclarecimentos no DM.

Em relacdo aos efeitos do resveratrol mediados pela SIRT1, tem sido proposta a
participacdo de mecanismos epigenéticos (BAGUL et al., 2015; FARGHALI; KUTINOVA
CANOVA; LEKIC, 2013). A SIRT1 é conhecida como uma histona desacetilase capaz de
diretamente reduzir o grau de acetilacdo de histonas, ¢ de indiretamente alterar o grau de
metilacdo de histonas e do DNA (ZHANG; KRAUS, 2010). Portanto, o resveratrol poderia, via
ativagdo de SIRTI, regular mecanismos epigenéticos em importantes processos celulares que
possam melhorar a sensibilidade a insulina, o que representa um importante alvo para
tratamento do DM ainda ndo investigado (AL-HADDAD et al., 2016).

Como exposto até entdo, os efeitos benéficos do resveratrol sobre a homeostasia
glicémica devem envolver mecanismos ainda ndo elucidados, incluindo os epigenéticos,
principalmente aqueles que se alteram no estado diabético. Entretanto, nada se sabe quanto a
possibilidade do resveratrol, via mecanismos epigenéticos / SIRT1, regular a expressao do gene

Slc2a4 em musculo de animais diabéticos.
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2 JUSTIFICATIVA

O diabetes mellitus tornou-se uma epidemia do mundo moderno. Até o presente, as
terapéuticas disponiveis para o DM ndo estdo garantindo um bom controle glicémico,
propiciando, em longo prazo, o desenvolvimento de complicagdes degenerativas. Nesse sentido,
anecessidade de ampliar a farmacopéia dos sensibilizadores da insulina para 0 DM ¢ imperativa.

Para tanto, o conhecimento detalhado dos mecanismos fisiopatologicos da doenca ¢
fundamental, pois propicia o desenvolvimento de alvos terapéuticos e/ou contribui para
estabelecer a eficacia de agentes potencialmente benéficos.

Dentro desse contexto, hipotetizamos: 1) que mecanismos epigenéticos possam estar
regulando a expressdo do gene Slc2a4 no musculo de portadores de DM, contribuindo para
prejudicar o clareamento da glicose sanguinea; e 2) que o resveratrol, um potencial modulador
de regulagdes epigenéticas via SIRT1, possa melhorar a expressio do Sic2a4 e
consequentemente o controle glicémico no DM.

Esperamos poder revelar o resveratrol como um sensibilizador da insulina, que possa

ser utilizado no tratamento de DM2 e DM, nesse ultimo, como coadjuvante a insulinoterapia.
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3 OBJETIVO

O objetivo do presente estudo ¢ investigar em ratos DM1 tratados com insulina e em
camundongos DM2 o efeito do resveratrol sobre 1) a homeostasia glicémica, e 2) a participagdo

de mecanismos epigenéticos na regulacdo da expressao do gene Slc2a4 em musculo esquelético.

3.1 Estratégias experimentais

Avaliar os efeitos do resveratrol sobre a homeostasia glicémica de ratos DM1 tratados
com insulina e de camundongos DM2;

Avaliar o efeito do resveratrol, no muasculo soleo de ratos DM1 tratados com insulina ¢
no musculo gastrocnémio de camundongos DM2, sobre:

a) a expressao do gene Slc2a4 (QPCR) e da proteina GLUT4 (Western blotting);

b) o grau de metilagdo de DNA (qPCR) e as alteragdes pos-traducionais da histona H3
na regido promotora do gene Slc2a4 (ensaio de imunoprecipitacdo da cromatina);

¢) o contetdo de sirtuina 1 no citosol e nicleo (Western blotting);

d) a expressdo de AMPK e o seu conteudo fosforilado (Western blotting).
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4 MATERIAIS E METODOS

A Comissdo de Etica no Uso de Animais (CEUA) do Instituto de Ciéncias Biomédicas
da Universidade de Sao Paulo aprovou a utilizagdo de ratos da linhagem Wistar (n° 004, fls.
028, livro 03) e camundongos da linhagem CD1 (n° 74, fls. 07, livro 03) para a realizagdo de

todos os procedimentos experimentais do presente estudo.

4.1 Obtencao de ratos portadores de diabetes mellitus tipo 1 (DM1)

Ratos Wistar (200-250 g) provenientes do biotério do Instituto de Ciéncias Biomédicas
da USP foram mantidos em condi¢des padronizadas de temperatura ambiental (23 + 2 °C) e
ciclo claro/escuro (12/12 horas diarias). A 4gua e alimenta¢do foram fornecidas ad libitum.

Aos 75 dias de idade, apds periodo de jejum noturno (+12 horas), e previamente
anestesiados com Tanohalo®™ (Cristalia, Itapira, SP, Brasil), os ratos receberam uma inje¢ao i.v.
de estreptozotocina dissolvida em tampao citrato pH 4,5 (55 mg/kg de peso corporal), para
indugdo do DM, ou apenas tampao citrato no mesmo volume, como controles ndo diabéticos.

Apo6s 14 dias da inducdo do DM, os animais diabéticos receberam tratamento por 30
dias com 5 U/dia de insulina NPH (Humulin) (Eli Lilly & Co., Indianapolis, IN., EUA) ou com
a associacdo insulina e resveratrol (5 U insulina NPH + 10 mg/kg/dia resveratrol). A insulina e
o resveratrol foram administrados por via subcutanea e intraperitoneal, respectivamente. A
outra parcela dos animais diabéticos recebeu injecdo de NaCl 0,9% (salina) subcutinea e
salina+tDMSO (30%) intraperitoneal, servindo como grupo diabético ndo tratado. A dose de
insulina foi baseada em Okamoto e colaboradores (2011) e a de resveratrol em Schmatz e
colaboradores (2009).

Assim foram constituidos 4 grupos: nao diabéticos (ND), diabéticos tipo 1 ndo tratados
(DM1), diabéticos tipo 1 tratados com insulina (DM1 I) e diabéticos tipo 1 tratados com insulina

+ resveratrol (DM1 IR).

4.2 Obtenc¢ao de camundongos portadores de diabetes mellitus tipo 2 (DM2)

Camundongos CD1, machos e fémeas, foram mantidos em condi¢des padronizadas de
temperatura ambiental (23 = 2 °C) e ciclo claro/escuro (12/12 horas didrias), com agua e
alimentacdo ad libitum, no biotério do Departamento de Fisiologia e Biofisica do Instituto de
Ciéncias Biomédicas da Universidade de Sao Paulo. Apds periodo de adaptagdo, os animais
foram colocados para acasalamento durante 7 dias. As fémeas prenhes foram acomodadas em

gaiolas individuais até o desmame das ninhadas (os filhotes foram desmamados no 20° dia, apds
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o nascimento). Logo apds o nascimento, os filhotes foram sexados e identificados. Os filhotes
machos passaram a receber inje¢do subcutanea de 2 mg/g de peso corporal de glutamato
monossodico (Sigma-Aldrich CO., Steinhein, NW., Alemanha) durante 5 dias consecutivos, e,
no sétimo dia, uma dose adicional de 4 mg/g de peso corporal, para inducao de obesidade com
DM2 na vida adulta. Parte dos animais foi injetada com salina, para compor o grupo controle.
Esse protocolo foi baseado em estudos prévios do laboratério (MACHADO et al., 1994; PAPA
et al.,, 1997). Ap6s o desmame, os animais foram mantidos em ambiente com ciclo de luz
controlado de 12 horas claro / 12 horas escuro e temperatura constante de 23 + 2 °C, com livre
acesso a agua e alimento.

Assim que os animais completaram 19 semanas de idade, os animais tratados com MSG
passaram a receber o resveratrol na agua de beber, dissolvido em 0,1% de etanol absoluto na
dose de 30 mg/Kg de peso corporal/dia, durante 60 dias (TUNG et al., 2015). Para padronizar
a diluicdo do resveratrol, a fim de fornecer a dose desejada, verificamos a quantidade média de
agua ingerida por cada camundongo. O controle de ingestdo hidrica foi realizado duas vezes
por semana, para a ajustes na concentragdo de resveratrol ao longo do periodo de tratamento.
Assim, organizamos trés grupos experimentais: ndo diabético (ND); diabético tipo 2 (DM2) e

diabético tipo 2 tratados com resveratrol (DM2 R).

4.3 Avaliacao do estado diabético

Em ambos os delineamentos experimentais avaliamos o estado diabético antes e apos o
periodo de tratamento com resveratrol. Para avaliar o estado diabético dos ratos DM1
verificamos a evolugdo ponderal, glicemia, frutosamina e glicostria. Foram selecionados como
diabéticos os animais que apresentaram glicemia pos-prandial > 300 mg/dL. Para avaliar o
estado diabético dos camundongos DM2 verificamos a evolugdo ponderal, a glicemia e
realizamos o teste de tolerancia a insulina. Foram selecionados como diabéticos os animais que

apresentaram glicemia pds-prandial > 200 mg/dL.

4.4 Teste de tolerancia a insulina

O teste foi realizado apenas nos camundongos, ap0s restri¢ao alimentar de 4 horas, entre
8:00 e 10:00 horas. O primeiro procedimento foi coletar a glicemia basal (tempo zero) e, em
seguida, 0,75 U/Kg de peso corporal de insulina regular foi administrada por inje¢do
intraperitoneal. Posteriormente, amostras de sangue caudal foram coletadas nos tempos 5, 10,

15, 20, 30 e 40 minutos, e a glicemia foi aferida utilizando um glicosimetro (Accu-Check Active
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BSL., Suica). A constante de decaimento da glicose (kITT) foi calculada com base nos valores

da regressao linear do logaritmo neperiano dos valores glicémicos obtidos durante o teste.

4.5 Eutanasia e coleta dos tecidos

Ao final dos tratamentos, entre 8:00 e 10:00 horas, ap6s 4 horas de restricdo alimentar,
os animais foram pesados e anestesiados com Tiopental sodico—Thiopentax® (Cristalia, Itapira,
SP., Brasil) (50 mg/Kg do peso corporal, via intraperitoneal). Apos a abolicdo dos reflexos
corneanos e retirada da pata ao estimulo da dor, removemos os musculos séleo dos ratos e os
musculos gastrocnémio dos camundongos e os armazenamos em nitrogénio liquido até o
término dos procedimentos experimentais. Em seguida, coletamos o sangue da veia cava
inferior dos ratos e do ventriculo esquerdo do coragdo dos camundongos € os armazenamos em
tubos heparinizados. As amostras de sangue foram centrifugadas (2.000 g, 4 °C, 15 minutos)
para obten¢do de plasma que foi armazenado a -20 °C e os tecidos musculares soleo e

gastrocnémio foram estocados a -80 °C para futuras analises.

4.6 Dosagens plasmaticas de insulina, frutosamina, colesterol e triglicérides

A dosagem de insulina plasmatica foi realizada pelo método ELISA (Enzyme Linked
ImmunonoSorbent Assay), conforme recomendagdes do fabricante (Cat. #£EZRMI-13K, EMD
Millipore Corporation, St. Charles, MO., EUA). A concentra¢do plasmatica de frutosamina,
colesterol e triglicérides foi medida por meio de ensaios colorimétricos especificos (Labtest

Diagnotica SA, Lagoa Santa, MG., Brasil), conforme determinagdes do fabricante.
4.7 Avaliacao da expressao do gene Slc2a4 por PCR em tempo real (qPCR)

As amostras de musculo s6leo de ratos e gastrocnémio de camundongos foram
processadas para extragdo de RNA total, utilizando o método Trizol® (Gibco BRL, Life
Technologie Research Products - Grand Island, NY., EUA), conforme as instru¢cdes do
fabricante. A concentragdo de RNA total das amostras foi determinada utilizando um
espectrofotometro Nanodrop 2000 (Thermo Scientific, Waltham, MA., EUA).

A sintese do DNA complementar (cDNA) a partir do RNA total, foi realizada
utilizando-se a enzima transcriptase reversa SuperScript TMII RT Rnase H (Invitrogen,
Carlsbad, CA., EUA), conforme recomendacao do fabricante. O ¢cDNA obtido foi armazenado
a -20 °C até a realizagdo da qPCR. O gene alvo Sic2a4 e os genes referéncia Beta-2-

microglobulina (B2m) para ratos e subunidade beta do complexo mitocondrial F1, transportador
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H', da ATP sintase (4¢p5b) para camundongos foram amplificados por PCR em tempo real, no
equipamento StepOne Plus Instrument (Applied Biosystems, Forest City, CA., EUA). A
escolha dos genes de referéncia descritos foi baseada no resultado da analise de estabilidade da
expressdo génica utilizando o programa chamado REFFINDER. O mesmo baseia-se no
resultado de quatro plataformas (geNorm, Normfinder, BestKeeper e método Delta Ct). Segue
abaixo os detalhes dos iniciadores e sondas utilizadas, assim como o cdédigo de identificacdo

dos ensaios.

Tabela 2 - Detalhes dos iniciadores e sondas para ratos e camundongos utilizadas no qPCR.

Gene Sequéncia Sonda ID
S: 5’GGCTGTGCCATCTTGATGAC3’
Sic2a4 (rato) FAM
AS: S’CACGATGGACACATAACTCATGGAT3’
B2m (rato) Inventoriado FAM Rn00560865 ml
Slc2a4 (camundongo) Inventoriado FAM  MmO01245502 ml
Atp5b (camundongo) Inventoriado FAM  MmO00443967 gl

A quantificacdo do gene alvo (S/c2a4) foi analisada em rela¢do ao seu gene referéncia
(B2m ou Atp5b), conforme descrito por Livak e Schmittgen (2001). ID, refere-se ao codigo de
identificacdo do ensaio (Applied Biosystems).

4.8 Avaliacao da expressao proteica de GLUT4, AMPK (total e fosforilada) e SIRT1
(citosolica e nuclear) por Western blotting

Abaixo segue os detalhes dos procedimentos experimentais para a realizagdo do

Western blotting.
4.8.1 Método de extragdo de fra¢do de proteina celular total

Para quantificagdo da proteina GLUT4 total, os musculos foram homogeneizados
utilizando Polytron em tampao contendo 10 mM Tris, | mM EDTA e 250 mM sacarose,
seguindo centrifugagdo a 760 g por 10 min e a 4 °C, e o sobrenante foi estocado a -80 °C. Para
quantifica¢do da proteina AMPK total e fosforilada, os musculos foram homogeneizados em
tampao contendo 137 mM cloreto de sodio; 2,7 mM cloreto de potdssio; 1 mM cloreto de
magnésio; 20 mM Tris [pH 7,8]; 1 mM EDTA; 5 mM pirofosfato de s6dio; 10 mM fluoreto de
sodio; 1% Triton X-100; 10% glicerol; 0,2 mM fenilmetilsulfonil fluoreto; 0,5 mM

ortovanadato de sdédio e coquetel de inibidor de protease (1:100). Apos homogeneizagdo, as
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amostras foram centrifugadas a 12.000 g por 40 min a 4 °C, e o sobrenadante foi estocado a -
80 °C. O conteudo proteico das amostras foi determinado pelo método Bradford, conforme as

instrucdes do fabricante (BioRad Laboratories, Hercules, CA., EUA).
4.8.2 Método de extragdo de fra¢do enriquecida em proteina citosolica ou nuclear

Para avaliar o conteudo de SIRT1 no citosol € no ntcleo, os musculos séleo de ratos e
gastrocnémio de camundongos foram pulverizados em nitrogénio liquido e o material foi
transferido para tubos de 1,5 mL. Na sequéncia, as amostras foram lavadas com 1 mL de tampao
gelado contendo 137 mM NacCl; 2,68 mM KCI; 1,27 mM KH,POg4; 8,06 mM Na,HPO4 e
inibidores de proteases (PMSF 1:500 e 200 mM DTT), seguindo-se centrifugacdo a 1.000 g, 4
°C por 10 min. O sobrenadante foi separado, correspondendo a fragdo enriquecida em proteinas
citosolicas. O pellet foi ressuspendido em 500 uL de tampao contendo 10 mM HEPES-KOH
[pH 7,9]; 1,5mM MgCl,; 10mM KCI; 0,5mM DTT; 0,2 mM PMSEF; leupeptina (5 pug/mL);
aprotinina (15 pg/mL), e incubado em gelo por 10 minutos, seguido de adi¢do de 12,5 pL de
Nonidet P-40 10% e agitacdo vigorosa por 30 s. Apds centrifugacdo (15.000 g, 4 °C, 30
segundos), o sobrenadante foi descartado e o pellet ressuspendido em 80 pL de tampdo de
extracdo contendo 20 mM HEPES-KOH [pH 7,9]; 1,5 mM MgCly; 0,5 mM EDTA; 0,2 mM
DTT; 420 mM NaCl; Glicerol 25%; 0,2 mM PMSF; leupeptina (5 pg/ml); aprotinina (15 pg/ml),
e incubado por 20 min em gelo. O extrato obtido foi centrifugado (12.000 g, 4 °C, 2 minutos) e
o sobrenadante foi separado, correspondendo a fracdo enriquecida em proteinas nucleares. O
método descrito acima foi modificado a partir do descrito por Andrews e Faller (1991), e foi
previamente qualificado no musculo esquelético pela determinacdo do contetdo histona H1
(marcador nuclear) nas fragdes. O conteudo proteico das amostras foi determinado pelo método

Bradford e as amostras foram estocadas a —80 °C até a realizagdo do Western blotting.

4.8.3 Western blotting

Quantidades iguais de proteinas da amostra foram separadas por SDS-PAGE (Sodium
Duodecyl Sulphate Polyacrylamide Gel Electrophoresis), conforme método desenvolvido por
Laemmli e modificado por Garfin e colaboradores (1990) que envolve um sistema descontinuo
de dois géis contiguos para o empacotamento (stacking gel) e separagdo (resolving gel) das
amostras. Apds a corrida, foi realizada a transferéncia eletroforética das proteinas para uma
membrana de nitrocelulose Hybond-ECL (Amersham, Buckinghahmshire, Reino Unido),

seguindo bloqueio com solucgdo contendo 5% de albumina por 2 horas, e, em seguida, incubagao
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com anticorpo primério de interesse (GLUT4; p-AMPKa2 ™ 72, AMPK o2 total e SIRT1). Os
anticorpos e a forma de utilizagdo estdo detalhados na tabela abaixo.

Tabela 3 - Detalhes dos anticorpos utilizados no Western blotting.

Anticorpo Anticorpo secundéario
Diluicao Fabricante/Cédigo
primario (diluicao)
Anti-GLUT4 1:3000 Millipore / 07-1404 Anti- IgG coelho (1:10000)
Cell Signaling Technologies /
Anti-AMPK 1:1000 Anti-IgG coelho (1:10000)
#2632
Cell Signaling Technologies /
Anti-pAMPK 1:1000 Anti-IgG coelho (1:10000)
#2535
Anti-SIRT1 1:1000 Abcam / 1F3 Anti-IgG camundongo (1:2000)

Em seguida foram realizadas lavagens (1 X 15 minutos e 3 X 5 minutos) das membranas
com PBS+Tween 1X (0,1%), para que o excesso de anticorpo primario fosse removido,
seguindo a incubagdo com o anticorpo secundario adequado, diluido conforme tabela 1, em
solugdo contendo 1% de albumina. Ap6s duas horas de incubacdo com o anticorpo secundério,
a membrana foi novamente lavada (1X 15 minutos e 3 X 5 minutos) com PBS+Tween 1 X
(0,1%), adicionando-se, a seguir, solucdo de ECL contendo Tris 1M pH 8,5; luminol; 4cido
pecumarico e peroxido de hidrogénio durante 2 minutos. A intensidade do sinal correspondente
das bandas foi expressa em unidades arbitrarias (U.A.) e a normalizagdo feita pela densitometria
da respectiva lane, avaliada na membrana previamente corada com Ponceau (KLEIN; KERN;

SOKOL, 1995; ROMERO-CALVO et al., 2010).

4.9 Avaliaciao da metilacio de citosinas do DNA na regido promotora do gene Slc2a4

Abaixo seguem os detalhes dos procedimentos experimentais para avaliar o grau de

metilacdo no DNA.

4.9.1 Extrag¢do de DNA genomico

Os musculos so6leo de rato e gastrocnémio de camundongo foram pulverizados em
nitrogénio liquido, e acrescentado de 500 uL de tampao contendo EDTA 0,1 M pH 8,1, Tris-
HCL 0,05 M, SDS 0,5% e Proteinase K (2 mg/mL). As amostras foram incubadas overnight a
55 °C. No dia seguinte, foi adicionado 1 volume de fenol, seguido de agitagdo no vortex por
10-15 segundos e centrifugacdo a 4.100 g por 30 minutos. O sobrenadante foi transferido para

outro tubo e ao pellet formado foi acrescentado 1 volume de cloroférmio:alcool isoamil (24:1).
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Esta ultima etapa foi executada duas vezes. Em seguida, foi adicionado 2 volume de acetato
de amoénio (10 M), homogeneizacdo cuidadosa, seguindo adicdo de 2 volumes de etanol
absoluto (100%) gelado e nova homogeneizagao cuidadosa. As amostras foram centrifugadas
a4.100 g por 2 minutos e o etanol foi desprezado. Na sequéncia, o pellet foi lavado duas vezes
com etanol 70%, seguido de centrifugacdo e secagem do pellet. O pellet foi ressuspendido com
agua livre de nucleases e incubado a 55 °C por 60 minutos. Para determinar a concentragdo de
DNA em cada amostra foi utilizado o espectrofotdometro NanoDrop 2000 (Thermo Fisher
Scientific, Waltham, MA., EUA).

Antes de passar a proxima etapa, as amostras de DNA (10 pg) foram diluidas em DNA
Gel Loading Dye (6 X) (Thermo Fisher Scientific) e aplicadas em um gel de agarose 1,5%
contendo brometo de etidio (6 pL/100 mL) para verificagdo da integridade. Nota: a agarose foi
diluida em tamp#o contendo Tris, Acido Bérico e EDTA e o mesmo foi utilizado como tampéo
na corrida eletroforética. Os padrdes de corrida foram 90 V por 1 hora. A imagem do gel de

verificagdo da integridade estd no APENDICE A.

4.9.2 Digestdo do DNA com enzimas de restri¢do

As amostras de DNA gendémico (400 ng) foram submetidas a etapa de digestdo
utilizando as enzimas de restricdo (Hpall e Mspl) e os procedimentos foram realizados
conforme determinagdo do kit EpiJET DNA Methylation Analysis Kit (Mspl/Hpall) (Thermo
Fisher Scientific). Em paralelo, o plasmideo pUC19 foi digerido para verificar a eficiéncia da
digestdo das amostras (dado mostrado no APENDICE A). Interessante notar que ambas as
enzimas reconhecem a sequéncia de nucleotideos (5 CCGG 3°), e clivam essa sequéncia de
maneira distinta. A enzima Mspl ¢ capaz de clivar a sequéncia CC, enquanto a enzima Hpall é
capaz de clivar esta mesma sequéncia, porém somente quando a citosina interna ndo estiver
metilada (o C 5’ terminal ¢ externo enquanto o outro C a jusante ¢ interno). Por este motivo,
este par de enzimas € classificado como isoesquizomeros e dessa forma ¢ possivel comparar o
grau de metilag@o (que ocorre no C interno) de amostras de grupos distintos, a partir do padrao

de clivagem da enzima Hpall.

4.9.3 Desenho dos iniciadores e PCR em tempo real

Para determinar as possiveis sequéncias de clivagem reconhecidas pelas enzimas (Hpall
e Mspl) na regido promotora do gene Slc2a4, utilizamos o software pPDRAW32.
Com base nas sequéncias de clivagem indicadas pelo software pPDRAW32, fizemos o

desenho dos iniciadores utilizando o software Primer 3, de forma que o produto gerado na PCR
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em tempo real contivesse as sequéncias (5° CCGG 3’), permitindo a andlise. A ilustragdo da
regido promotora do gene Slc2a4 de rato e camundongo com a localizagdo das sequéncias de
reconhecimento das enzimas de restricdo Hpall e Mspl, esta apresentada no APENDICE B.

O experimento de PCR em tempo real foi realizado com Platinum® SYBR" Green qPCR
SuperMix UDG (Invitrogen Life Technologies), e cada amostra foi analizada em triplicata.
Abaixo seguem as tabelas com as sequéncias dos iniciadores utilizados para amplificar as
regides do promotor do Slc2a4 de rato e de camundongo que contém sequéncias 5° CCGG 3°.
A numeracao nos iniciadores indica a posi¢do da sequéncia (5° CCGG 3’) em relagdo a primeira
base da regido 5'UTR. Nota-se que para ratos avaliamos apenas 3 das 5 sequéncias de
reconhecimento das enzimas Hpall e Mspl, devido a limitagdes no desenho dos iniciadores, e
para camundongos o mesmo par de iniciadores amplifica uma regido contendo as 2 sequéncias

de reconhecimento das enzimas Hpall e Mspl.

Tabela 4 - Sequéncias dos iniciadores utilizados no PCR e respectivas localizagdes das
sequéncias 5’CCGG 3’ no promotor do gene Slc2a4 de rato.

Posiciio sequéncia

CCGG Sense Anti-sense
-781/-778 CATCCCCTCCACACATTTCT GAGCCTAACGTGGGAGCTAA
-534/-531 GCGTGGAAAGATAGGACGAC TTTTAGCTCCCACGTTAGGC
-483/-480 GAGCCTAACGTGGGAGCTAA GGAGGGTATGGGCTAGGTGT

Tabela 5 - Sequéncias dos iniciadores utilizados no PCR e respectivas localiza¢des das
sequéncias 5’CCGG 3’ no promotor do gene Slc2a4 de camundongo.

Posiciio sequéncia

CCGG Sense Anti-sense
-483/-480
432/-429 CCCTTTAAGGCTCCATCTCC AGGGTACGGGGTAACTCCAG

A formula utilizada para determinar a porcentagem de metilacdo foi:
% metilagdo = 100 / (1+E)“*“ em que:
E = Eficiéncia da rea¢do da PCR;
Cql = ciclo de amplificacdo da amostra ndo digerida;
Cq2 = ciclo de amplificacdo da amostra digerida com Hpall.
Antes da realizacdo da PCR em tempo real das amostras de DNA digeridas com as

enzimas de restricdo, fizemos uma curva de eficiéncia para cada par de iniciadores, fizemos
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uma curva de melt para verificar a ocorréncia de formagdo de dimeros e corremos um gel de
agarose com o produto do PCR no intuito de verificar a formacdo do amplicon no tamanho

predito no desenho dos iniciadores (dados ndo mostrados).
4.10 Imunoprecipitacio da cromatina

Primeiramente foi feita a pulverizacdo dos musculos s6leo de ratos e gastrocnémio de
camundongos em PBS 1X. Este material foi incubado com formaldeido por 10 minutos (para o
cross-link), e a reagdo foi interrompida adicionando glicina por 5 minutos. Em seguida, foi
adicionado tampao de lise por 2 horas para o rompimento das membranas. Posteriormente o
material foi homogeneizado em Douncey e entdo a cromatina foi fragmentada por sonicagdo (8
pulsos de 10 segundos cada, com intervalo de 30 segundos entre cada pulso; 35% de amplitude).
A cromatina foi rompida em fragmentos de 200 a 1.000 pares de bases. A imagem do gel de
agarose das amostras sonicadas esta apresentada no APENDICE C. Cem microlitros de amostra
sonicada (~700 pg de proteina) foram diluidos em tampao (0,1% SDS, 1% Triton X-100, 0,1
M NaCl, 1 mM EDTA, 20 mM Tris pH 8,0) e acrescidos com 20 pL de proteina A sefarose
(GE Healthcare, Buckinghamshire, Reino Unido) saturada com esperma de salmao, seguido de
agitacdo por 4 horas a 4 °C. Ap0s esta etapa, uma aliquota de 10 pl foi coletada e usada como
“input”. O restante do sobrenadante foi incubado com 10 pg de anticorpo anti-H3K9me3, anti-
H3KAc, anti-MEF2D ou sem anticorpo (“mock’) por 16 horas sob agitacdo a 4 °C. Em seguida,
foi adicionado 65 pl de proteina A sefarose (GE Healthcare) saturada com esperma de salmao,
por 4 horas sob agitacdo a 4 °C. O sobrenadante foi descartado e o complexo (proteina
A+anticorpo+DNA) foi submetido a diversas lavagens (low salt, high salt, LiCl, TE). Depois,
as amostras foram eluidas em tampao (1% SDS, 0,1 M NaHCO3) por 15 minuos sob agita¢do
em temperatura ambiente. Ao sobrenadante foi adicionado NaCl 5 M, seguindo incubagdo por
16 horas a 65 °C (para reverter o cross-link). Em seguida foi removido RNA e proteina das
amostras, adicionando 10 pg de RNAse (por 30 minutos a 37 °C) e de proteinase K (por 1 hora
a 65 °C), e o DNA foi extraido (pelo método fenol-cloroférmio). Finalmente, 10% do volume
final de cada amostra foi utilizado para a analise de qPCR, utilizando o método SYBR (tabelas
7 e 8, confeccionadas por Invitrogen Life Technologies), e os dados foram analisados pela
formula 2"-(Ct Input — Ct IP) x100. A ilustracdo da regido promotora do gene Slc2a4 de rato e
camundongo com a localizagdo das sequéncias dos iniciadores estd contida na sec¢do

APENDICE D.
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Tabela 6 - Detalhes dos anticorpos utilizados no ensaio de imunoprecipitacdo da cromatina.

Anticorpo Fabricante/Cédigo
Anti-H3K9me3 Abcam / ab8898
Anti-H3KAc Abcam / ab47915
Anti-MEF2D Santa Cruz / sc-271153

Tabela 7 - Sequéncias dos iniciadores que amplificam a regido -670 a -461 da regido
promotora do gene Slc2a4 de rato.

Iniciadores Amplicon (pb)
Sense 5’CCAGACACGGTTCTCAGACAZY’ 210
Anti-sense 5’GAAACAATGCCCCGAAGTAAY

Tabela 8 - Sequéncias dos iniciadores que amplificam a regido -497 a -288 da regido
promotora do gene Slc2a4 de camundongo.

Iniciadores Amplicon (pb)
Sense 5"CCCTTTAAGGCTCCATCTCC3® 209
Anti-sense 5"ATGTACTTGCCAGGGTACGG3®
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5 ANALISE ESTATISTICA

Os dados obtidos foram analisados por ANOVA de uma via com pos-teste Newnman-

Keuls, ap6s aprovagao no teste de Bartlett.
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6 RESULTADOS
6.1 Dados morfométricos e metabolicos dos ratos portadores de DM1
A tabela 9 ilustra os dados metabdlicos obtidos em animais ndo diabéticos (ND),

diabéticos tipo 1 (DM1), diabéticos tipo 1 tratados com insulina (DM I) e diabéticos tipo 1

tratados com insulina e resveratrol (DM1 IR).

Tabela 9 - Dados morfométricos e metabdlicos de ratos diabéticos tratados apds 30 dias de
tratamento com insulina e insulina com resveratrol.

ND DM1 DM1 1 DM1 IR
Peso corporal (g) 416,0 £ 10,8  294,0+ 15,7 354,0 + 7,4 363,0+£9,5
Peso do misculo s6leo (mg)  149,0 £ 9,9 85,029 130,0 + 5,4 154,0 + 8,2"
Glicemia (mg/dL) 1252 +2,5 502,1+ 18,7 140,0 + 27,5 153,0 + 31,0"
Glicosiiria (mg/24h) 2,7+0,9 234,0 +£20,9° 162,0 £23,7 7% 59,2 + 5,47#H#88
Frutosamina plasmatica 98,7+ 4,3 205,0+ 11,0 138,0+ 4,6 " 84,6+ 11,3788

(nmol/L)

ND, néo diabético; DM, diabéticos tipo 1 ndo tratados, DM1 I, DM tratados com insulina; DM1 IR, DM1
tratados com insulina e resveratrol. Valores expressos como média =+ erro padrdo da média (n=9-10),
comparados por Analise de Variancia (ANOVA) de 1 via e pos-teste Newman-Keuls. ¥*P<0,05, **P<0.01 e
*#*P<0.001 vs. ND; ##P<0,01 e ###P<0.001 vs. DM1; §§§ vs. DM1 1.

Os animais que receberam estreptozotocina desenvolveram um quadro tipico de DM1
verificado por dréstico aumento dos valores de glicemia, glicosuria e frutosamina plasmatica,
e reducdo da massa corporal e do musculo s6leo. Os animais diabéticos tipo 1 tratados com
insulina (DM1 1) recuperaram parcialmente a homeostasia glicémica, enquanto os animais
diabéticos tratados com insulina e resveratrol (DMI1 IR) apresentaram melhora adicional no
controle glicémico, evidenciada pela completa recuperagdo da glicosuria de 24 horas e da

frutosamina plasmatica.
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6.2 Dados morfométricos e metabodlicos dos camundongos portadores de DM?2

A tabela 10 ilustra os dados morfométricos e metabolicos dos animais nio diabéticos,

diabéticos tipo 2 (DM2) e diabéticos tipo 2 tratados com resveratrol (DM2 R).

Tabela 10 - Dados morfométricos e metabolicos dos camundongos apds 60 dias de

tratamento com resveratrol.

ND DM?2 DM2 R
Peso corporal (g) 43,00+1,06 54,15+1,48"" 52,73+1,09°
Comprimento (cm) 10,70+0,17 9,20+0,13"" 9,46+0,13""
indice de Lee 32,67+0,46 40,32+0,52""" 39,16+0,40""
Peso do tecido
adiposo 1,01+0,09 2,07+0,20"" 2,39+0,16"
periepididimal (g)
Peso miusculo » "
156,7+6,7 110,0+8,2 136,6+12,5
gastrocnémio (mg)
Insulinemia (ng/mL) 0,73+0,28 5,34+0,90"" 1,63+0,73"
Glicemia (mg/dL) 132,00+14,02 243,60+18,92""" 133,90+8,49"
ITT (%/min) 2,77+0,27 1,22+0,66" 2,74+0,40"
Frutosamina . u
131,8+4,90 202,00+25,80 118,70+12,80
plasmatica (umol/L)
Colesterol plasmatico
102,14+7,93 133,73+10,33 116,00+8,59
(mg/dL)
Triglicerideo
100,02+15,99 195,60+54,53 128,80+42,93
plasmético (mg/dL)

Nao diabético (ND); diabético tipo 2 (DM2); DM2 tratado com resveratrol (DM2 R). O indice de Lee foi
calculado a partir da seguinte formula: (raiz cubica do peso em gramas) / comprimento naso-anal em centimetros
X 100. Valores expressos como média + erro padrdo da média (n=7-10), comparados por Analise de Varidncia
(ANOVA) de 1 via e pds-teste Newman-Keuls. ¥*P<0.05, **P<0.01 e ***P<0.001 vs. ND; #P<0.05, ##P<0.01 e
###P<0.001 vs. DM2.

Conforme podemos observar, aos 6 meses ¢ 3 semanas de idade, os camundongos
tratados com MSG (DM2) apresentaram aumento significante de peso corporal e reduciao do
comprimento naso-anal, dado que provocou um aumento no indice de Lee (que corresponde ao
indice de massa corporal medido em humanos). A obesidade dos animais MSG ¢ visivel,

conforme se pode observar na Figura 4.
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Figura 4 - Camundongos CD1 com 6 meses e 3 semanas de idade. Em (A) ndo tratado com MSG e em (B)
tratado com MSG, e portador de diabetes tipo 2.

Em relacdo ao desenvolvimento da massa corporal dos camundongos (Figura 4),
observamos que ao longo do periodo de tratamento com resveratrol nao houve alteragdo
importante na evolugdo do ganho de peso corporal dos animais DM2 (MSQ) tratados ou ndo
com resveratrol, o qual evolui. A avaliagdo do ganho de massa corporal ao longo dos 60 dias

de tratamento foi feita pela analise da area sob a curva de peso corporal (Figura 4B).
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Figura 5 - Em A, evolug@o do peso corporal durante o periodo de tratamento com resveratrol. Os valores
representados foram dias 0, 20, 40 e 60. Valores expressos como média + erro padrao da média
(n=10). Em B, grafico da area sob a curva comparados por Analise de Variancia (ANOVA) de 1 viae
pos-teste Newman-Keuls ¥*P<0.05 e ***P<0.001 vs. ND.

Ainda em relagdo a obesidade, observamos um aumento no peso do tecido adiposo
periepididimal que ndo se alterou significativamente com o resveratrol. Diferentemente, o peso
do musculo gastrocnémio reduziu no camundongo com DM2, e o tratamento com resveratrol

recuperou parcialmente a massa muscular (Tabela 10).
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Na Tabela 10 ainda se observa que os animais DM2 apresentaram aumento na glicemia
e na frutosamina plasmatica, caracterizando um estado diabético. Esse quadro acompanhou-se
de aumento na insulinemia, sugerindo uma resisténcia a a¢ao da insulina, o que foi confirmado
pelo teste de tolerancia a insulina. O tratamento com resveratrol reverteu completamente essas
alteracdes metabolicas detectadas nos camundongos com DM2.

Com relagdo aos valores de colesterol e triglicerideo plasmaticos, ndo foi detectado
nenhuma diferenca significante entre os grupos, apesar de haver uma ligeira tendéncia de

aumento nos animais DM2 e recuperagdo desse parametro apos o tratamento com resveratrol.
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6.3 Consumo alimentar e hidrico dos camundongos portadores de DM?2

Conforme os dados apresentados na tabela 11, ndo houve diferenga estatistica nos dados
de consumo alimentar e hidrico entre os animais ND, DM2 e DM2 R. No entanto, apesar disso,
observamos que os animais DM2 apresentaram consumo hidrico aproximadamente 40 % maior
comparado aos animais ndo diabéticos. A estimativa de consumo de ambas as variaveis foi
realizada pelo célculo do consumo absoluto da caixa divido pelo nimero de animais contidos

na mesma.

Tabela 11 - Consumo alimentar e hidrico dos camundongos.

ND DM2 DM2 R
Consumo alimentar (g/dia) 5,89+ 0,81 6,39+ 1,00 5,12+ 0,84
Consumo hidrico (mL/dia) 6,81 +0,97 9,61 +1,71 8,22+ 1,65

Nao diabético (ND); diabético tipo 2 (DM2); DM2 tratado com resveratrol (DM2 R). Valores expressos como
média + erro padrdo da média (n=10), comparados por Analise de Variancia (ANOVA) de 1 via e pds-teste
Newman-Keuls.
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6.4 Avaliacio da expressdo do gene Slc2a4 por PCR em tempo real

A figura 6 mostra que, no musculo séleo, a expressao do gene Slc2a4 reduziu nos ratos
DMI (~60%), e o tratamento com insulina ou insulina com resveratrol foram igualmente
eficientes em restaurar os niveis de expressdo do gene Slc2a4. Portanto, ndo verificamos efeito

aditivo do tratamento com resveratrol sobre a expressao do gene Slc2a4.
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Figura 6 - Expressdo do gene Slc2a4 dos ratos ndo diabéticos (ND), diabéticos tipo 1 (DM1), diabéticos tipo 1
tratados com insulina (DM I) e diabéticos tipo 1 tratados com insulina e resveratrol (DM1 IR). O
gene de referéncia utilizado foi o beta-2- microglobulina (B2m). Valores expressos em média + erro
padrao da média (n=6). Os dados foram analisados por ANOVA de uma via com pos-teste Newman-
Keuls. ***P<0.001vs. ND, ##P<0.01 e ###P<0.001 vs. DM1.

A figura 7 mostra que, no musculo gastrocnémio, a expressao do gene Slc2a4 reduziu
significantemente nos camundongos DM2 (~32%) e o tratamento com resveratrol reverteu
parcialmente esse parametro, elevando esses valores significantemente (~25%) comparado aos

animais DM2.
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Figura 7 - Expressdo do gene Slc2a4 no musculo gastrocnémio de camundongos néo diabéticos (ND),
diabéticos tipo 2 (DM2) e diabéticos tipo 2 tratados com resveratrol (DM2 R). Valores expressos em
média + erro padrdo da média (n=7). Foi utilizado o gene de referéncia utilizado foi a subunidade beta
do complexo mitocondrial F1, transportador H', da ATP sintase (Atp5b). Os dados foram analisados
por ANOVA de uma via com pos-teste Newman-Keuls. *P<0.05, ***P<0.001 vs. ND e ##P<0.01 vs.
DM2.
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6.5 Avaliacio do conteudo total de proteina GLUT4

A figura 8 mostra que a expressdo de GLUT4 total reduziu em musculo de ratos DM 1
(~57%). Os animais DMI tratados com insulina ou com insulina mais resveratrol
restabeleceram o nivel de GLUT4 total em relagdo aos animais ndo diabéticos. Assim, mais

uma vez, ndo detectamos efeito aditivo do tratamento com resveratrol na expressao do GLUT4.
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Figura 8 - Expressdo de GLUT4 total nos animais ndo diabéticos (ND), diabéticos tipo 1 (DM1), diabéticos tipo
1 tratados com insulina (DM 1) e diabéticos tipo 1 tratados com insulina e resveratrol (DM1 IR). A
imagem de Ponceau foi utilizada para a normalizacdo da analise. Valores expressos em média =+ erro
padrdo da média (n=6). Os dados foram analisados por ANOVA de uma via com pos-teste Newman-
Keuls. ¥*P<0.05 vs. ND; ##P<0.01 vs. DM1.

A figura 9 mostra que a expressao de GLUT4 total em musculo de camundongos reduziu

nos animais DM2 (~50%), e o tratamento com resveratrol recuperou esse parametro ao nivel

dos animais nio diabéticos.
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Figura 9 - Expressao proteica total de GLUT4 no musculo gastrocnémio de animais ndo diabéticos (ND),
diabéticos tipo 2 (DM2) e diabéticos tipo 2 tratados com resveratrol (DM2 R). A imagem de Ponceau
foi utilizada para a normalizag@o da analise. Valores expressos em média + erro padrdo da média
(n=6). Os dados foram analisados por ANOVA de uma via com pods-teste Newman-Keuls. ¥*P<0.05
vs. ND; #P<0.05 vs. DM2.
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6.6 Avaliaciao do grau de metilagcio no DNA na regidio promotora do gene Slc2a4 em
musculo de rato DM1

As andlises epigenéticas ndo foram realizadas nos ratos DM1 tratados com insulina e
resveratrol (DM1 IR) pelo fato de ndo termos detectado efeito aditivo significante do tratamento
com resveratrol na expressao do gene Slc2a4 em comparagdo aos animais diabéticos tratados
apenas com insulina (figura 6).

As figuras 10 e 11 mostram que o grau de metilacdo das citosinas localizadas nas
sequéncias 5° CCGG 3" localizadas nas posi¢des -483/-480 e -534/-531 da regido promotora do

gene Slc2a4 em musculo séleo ndo variou entre 0s grupos experimentais.
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Figura 10 - Porcentagem de metilagdo do DNA na regido promotora do gene Slc2a4, na sequéncia 5° CCGG 3’
localizada na posicdo -483/-480 relativa a primeira base da regido 5’UTR (+1), em musculo séleo de
ratos ndo diabéticos (ND), diabéticos tipo 1 (DM1) e diabéticos tipo 1 tratados com insulina (DM 1
I). Valores expressos em média + erro padrdo da média (n=7). Os dados foram analisados por
ANOVA de uma via com pds-teste Newman-Keuls.
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Figura 11 - Porcentagem de metilagdo do DNA na regido promotora do gene Slc2a4, na sequéncia 5> CCGG 3’
localizada na posi¢do -534/-531 relativa a primeira base da regido 5’UTR (+1), em musculo séleo de
ratos ndo diabéticos (ND), diabéticos tipo 1 (DM1) e diabéticos tipo 1 tratados com insulina (DM1
I). Valores expressos em média + erro padrdo da média (n=7). Os dados foram analisados por
ANOVA de uma via com pds-teste Newman-Keuls.
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Entretanto, na figura 12 observa-se que o grau de metilagao da sequéncia -781/-778 do
Slc2a4 reduziu significantemente nos animais DM1 (~42%); e o tratamento com insulina

restaurou parcialmente esse parametro.
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Figura 12 - Porcentagem de metilagdo do DNA na regido promotora do gene Slc2a4, na sequéncia 5> CCGG 3’
localizada na posic¢do -781/-778 relativa a primeira base da regido 5’UTR (+1), em musculo séleo de
ratos ndo diabéticos (ND), diabéticos tipo 1 (DM1) e diabéticos tipo 1 tratados com insulina (DM 1
I). Valores expressos em média + erro padrdo da média (n=7). Os dados foram analisados por
ANOVA de uma via com pds-teste Newman-Keuls. *P<0.05 vs. ND.
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6.7 Avaliacio do grau de metilagcdo no DNA na regidio promotora do gene Sic2a4 em
musculo de camundongo DM2

A figura 13 mostra que o grau de metilacdo do DNA na regido promotora do gene Slc2a4
de musculo gastrocnémio de camundongos DM2 aumentou (263%) e o tratamento com

resveratrol reverteu esse dado.

% metilagdo DNA
(-483/-480 e -432/-429)

Figura 13 - Porcentagem de metilagdo do DNA na regido promotora do gene Slc2a4, nas sequéncias 5° CCGG
3’ localizadas nas posi¢des —483/-480 e -432/-429 relativa a primeira base da regido S"UTR (+1),
em musculo gastrocnémio de ratos ndo diabéticos (ND), diabéticos tipo 2 (DM2) e diabéticos tipo 2
tratados com resveratrol (DM2 R). Valores expressos em média + erro padrao da média (n=7). Os
dados foram analisados por ANOVA de uma via com pos-teste Newman-Keuls. *P<0.05 vs. ND.
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6.8 Avaliacio do conteudo de H3 acetilada e metilada na regio -670/-461 do promotor
do gene Slc2a4 de rato DM1

A figura 14A mostra a porcentagem relativa ao input entre a amostra “mock” e o grupo
de animais ndo diabéticos, enquanto que a figura 14B mostra que na regido -670/-461 do
promotor do gene Sic2a4, o contetdo relativo de histona H3 acetilada nos residuos do
aminoacido lisina nas posigoes 9, 14, 18, 23 e 27 da extremidade N-terminal reduziu (~ 49%)
significantemente nos animais DM1. O tratamento com insulina (DM1 1) restaurou

parcialmente esse parametro.
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Figura 14 - Em A, % relativa ao input entre a amostra mock e o grupo de animais ndo diabéticos (ND). Em B,
conteudo relativo de histona H3 acetilada (K9+14+18+23+27) na regido -670/-461 do promotor do
gene Slc2a4 em musculo séleo de ratos ndo diabéticos (ND), diabéticos tipo 1 ndo tratado (DM1) e
diabéticos tipo 1 tratados com insulina (DM1 I). Valores expressos em média + erro padrido da
média (n=4). Os dados foram analisados por ANOVA de uma via com pos-teste Newman-Keuls.
*P<0.05 vs. ND.
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A figura 15A mostra a porcentagem relativa ao input entre a amostra “mock” e o grupo
de animais ndo diabéticos, enquanto que a figura 15B mostra que, na regido promotora do gene
Slc2a4, o conteudo relativo de histona H3 trimetilada no residuo do aminoacido lisina na
posi¢do 9 da extremidade N-terminal aumentou significantemente nos musculos de ratos DM1
(~ 112%); e o tratamento com insulina (DM1 I) reduziu em nivel menor que dos animais ndo

diabéticos (~60%).
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Figura 15 - Em A, % relativa ao input entre a amostra mock e o grupo de animais ndo diabéticos (ND). Em B,
conteudo relativo de histona H3 trimetilada na posi¢éo lisina 9 na regido -670/-461 do promotor do
gene Slc2a4 em musculo séleo de ratos ndo diabéticos (ND), diabéticos tipo 1 ndo tratado (DM1) e
diabéticos tipo 1 tratados com insulina (DM1 I). Valores expressos em média + erro padrido da
média (n=4). Os dados foram analisados por ANOVA de uma via com pds-teste Newman-Keuls.
*P<0.05 vs. ND e ##P<0.01 vs. DM1.
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6.9 Avaliacao da ligacio do MEF2D na regido promotora do gene Slc2a4 de rato DM1

A Figura 16A mostra a porcentagem relativa ao input entre a amostra “mock” e o grupo
de animais ndo diabéticos, enquanto que a figura 16B mostra que, na regido promotora do gene
Slc2a4, o conteudo relativo de ligagdo de MEF2A/D reduziu no DM1 (37%) e o tratamento

com insulina (DM1 I) reverteu parcialmente esse dado.
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Figura 16 - Em A, % relativa ao input entre a amostra mock e o grupo de animais ndo diabéticos (ND). Em B,
contetdo relativo de MEF2A/D na regido -670/-461 do promotor do gene Slc2a4 em musculo s6leo
de ratos ndo diabéticos (ND), diabéticos tipo 1 ndo tratado (DM1) e diabéticos tipo 1 tratados com
insulina (DM1 I). Valores expressos em média + erro padrdo da média (n=4). Os dados foram
analisados por ANOVA de uma via com pds-teste Newman-Keuls. ¥P<0.05 vs. ND e #P<0.05 vs.
DMI.
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6.10 Avaliacdo do conteudo de H3 acetilada e metilada na regido -498/-298 do promotor
do gene Slc2a4 de camundongo DM2

A figura 17A mostra a porcentagem relativa ao input entre a amostra “mock” e o grupo
de animais ndo diabéticos, enquanto que a figura 17B mostra que, na regido -498/298 do
promotor do gene Sic2a4, o contetdo relativo de histona H3 acetilada nos residuos do
aminoacido lisina nas posi¢des 9, 14, 18, 23 e 27 da extremidade N-terminal aumentou

significantemente. O tratamento com resveratrol (DM2 R) ndo alterou esse dado.
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Figura 17 - Em A, % relativa ao input entre a amostra mock e H3 acetilada (K9+14+18+23+27) na regido -498 a
-298 do promotor do gene Slc2a4 em musculo gastrocnémio de camundongos ndo diabéticos (ND).
Valores expressos em % relativa ao input = erro padrao da média. Em B, contetido de histona H3
acetilada (K9+14+18+23+27) na regido -498 a -298 do promotor do gene Slc2a4 em musculo
gastrocnémio de camundongos ndo diabéticos (ND), diabéticos tipo 2 (DM2) e diabéticos tipo 2
tratados com resveratrol (DM2 R). Valores expressos em média + erro padrao da média (n=4). Os
dados foram analisados por ANOVA de uma via com pods-teste Newman-Keuls. **P<0.01 vs. ND.
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A figura 18A mostra a porcentagem relativa ao input entre a amostra “mock” e o grupo
de animais ndo diabéticos, enquanto que a figura 18B mostra que, na regido promotora do gene
Slc2a4, o conteudo relativo de histona H3 trimetilada no residuo do aminoacido lisina na
posicdo 9 da extremidade N-terminal aumentou significantemente nos musculos de
camundongos DM2 (~ 27%); e o tratamento com resveratrol (DM2 R) reduziu em nivel menor

que dos animais nao diabéticos (~ 30%).
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Figura 18 - Em A, % relativa ao input entre a amostra mock e H3K9me3 na regido -498 a -298 do promotor do
gene Slc2a4 em musculo gastrocnémio de camundongos ndo diabéticos (ND). Valores expressos em
% relativa ao input + erro padrdo da média. Em B, conteudo de histona H3K9me3 na regido -498 a -
298 do promotor do gene Slc2a4 em musculo gastrocnémio de camundongos ndo diabéticos (ND),
diabéticos tipo 2 (DM2) e diabéticos tipo 2 tratados com resveratrol (DM2 R). Valores expressos em
média + erro padrdo da média (n=4). Os dados foram analisados por ANOVA de uma via com pos-
teste Newman-Keuls. **¥P<0.01 vs. ND, ###P<0.001 vs. DM2.
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6.11 Avaliaciao do conteudo de SIRT1 nuclear e citosolica em musculo de rato DM1

A figura 19A mostra que o contetdo de SIRT1 nuclear aumentou em musculo de ratos
DMI (~44%), e o tratamento com insulina ou insulina e resveratrol reverteu esse aumento. A
figura 19B mostra que o conteudo de SIRT1 aumentou em fragao de proteinas citosoldlicas do
musculo dos ratos DM1 tratado com insulina e resveratrol (~70%) em relagdo aos demais

grupos experimentais.
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Figura 19 - Contetdo nuclear (A) e citosélico (B) de SIRT1 em amostras de miisculo soleo de animais ndo
diabéticos (ND), diabéticos ndo tratado (DM 1), diabéticos tipo 1 tratados com insulina (DM1 I) e
diabéticos tipo 1 tratados com insulina e resveratrol (DM1 IR). A imagem de Ponceau foi utilizada
para a normalizagdo da analise. Valores expressos em média + erro padrdo da média (n=7). *P<0.05
vs. ND; ##P<0.01 vs. DM1, &P<0.05 vs. todos os grupos.
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6.12 Avaliacdo do conteudo de SIRT1 nuclear e citosolica em musculo de camundongo
DM2

A figura 20A mostra que o conteido de SIRTI nuclear aumentou em musculo de
camundongos DM2 tratados com resveratrol (~220%) em comparagdo aos demais animais. Nao
foi detectada diferenca significante entre os animais nao diabéticos e diabéticos tipo 2. A figura
20B mostra que o conteudo de SIRTI citosolica uma tendéncia & aumento em musculo de
camundongos DM?2 tratados com resveratrol (~56%) em comparagdo aos demais animais. Nao

foi detectada diferencga significativa entre os animais ndo diabéticos e diabéticos tipo 2.
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Figura 20 - Contetdo nuclear (A) e citosoico (B) de SIRT1 em amostras de musculo gastrocnémio de animais
ndo diabéticos (ND), diabéticos tipo2 (DM?2), diabéticos tipo 2 tratados com resveratrol (DM2 R). A
imagem de Ponceau foi utilizada para a normalizagdo da analise. Valores expressos em média + erro
padrao da média (n=5 para nuclear e n=4 para citosélica). Os dados foram analisados por ANOVA
de uma via com pds-teste Newman-Keuls. &P<0.05 vs. todos os grupos.
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6.13 Avaliacdo da expressiao da proteina AMPK em musculo de rato DM1

A figura 21A mostra que a expressdo proteica de AMPK total ndo alterou
significantemente entre os grupos experimentais. A figura 21B mostra que o conteudo de
AMPKo2 fosforilada reduziu nos musculos de ratos DM1 (~57%), e tanto em ratos DM1
tratados com insulina quanto os tratados com insulina e resveratrol recuperaram a atividade de

AMPK.
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Figura 21 - Contetdo de AMPK total (A) e fosforilado (B) em musculo de ratos ndo diabéticos (ND), diabéticos
tipo 1 ndo tratado (DM1), diabéticos tipo 1 tratados com insulina (DM1 I) e diabéticos tipo 1
tratados com insulina e resveratrol (DM1 IR). A imagem de Ponceau foi utilizada para a
normalizacdo da andlise. Valores expressos em média = erro padrio da média (n=7). Os dados foram
analisados por ANOVA de uma via com pés-teste Newman-Keuls.**P<0.01 vs. ND; #P<0.05 vs.
DMI.
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6.14 Avaliacdo da expressao da proteina AMPK em musculo de camundongo DM2

A figura 22A mostra que a expressdo proteica total de AMPK ndo alterou
significantemente entre os grupos experimentais. A figura 22B mostra que o conteudo de
AMPKa2 fosforilada reduziu nos musculos de camundongos DM2 (~33%), e o tratamento com

resveratrol recuperou a atividade de AMPK.
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Figura 22 - Expressdo de AMPK a2 total (A) e fosforilada (B) em musculo gastrocnémio de camundongos néo
diabéticos (ND), diabéticos tipo 2 (DM2) e diabéticos tipo 2 tratados com resveratrol (DM2 R). A
imagem de Ponceau foi utilizada para a normalizagdo da analise. Valores expressos em média + erro
padrdo da média (n=5). Os dados foram analisados por ANOVA de uma via com pds-teste
Newman-Keuls. ¥*P<0.05 vs. ND.
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O quadro abaixo resume os resultados referentes as possiveis alteracdes epigenéticas

envolvidas na regulagdo da expressdao do gene Slc2a4 e podera ser utilizado como material de

consulta rapida para melhor compreensao da discussdo que vird em seguida.

Quadro 1 - Resumo de resultados de expressao Slc2a4 e de alteragdes epigenéticas.

1

|

DM1 DMI1 I DM2 DM2R
Slc2a4 | t | t
H3 Ac 1 — T —_—

H3K9me3 1

SIRT1 nuclear

1

|

As colunas DM1 e DM2 representam variagdes relativas aos seus respectivos ND.

DM1 I é relativo a DM1.
DM2R ¢ relativo a DM2.
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7 DISCUSSAO

O presente trabalho almejou investigar de modo inédito o papel do tratamento com
resveratrol sobre a regulagdo da homeostasia glicémica e a participacdo de mecanismos
epigenéticos reguladores da transcricdo do gene Slc2a4 em musculo esquelético, de ratos
diabéticos tipo 1 (DM1) tratados com insulina e de camundongos diabéticos tipo 2 (DM2). Em
ambos os modelos verificamos que o tratamento com resveratrol melhorou a sensibilidade a
insulina, avaliada no organismo como um todo, melhorando o controle glicémico. Destaque-se
que, no DMI, o efeito do resveratrol foi coadjuvante ao da insulina. Adicionalmente,
caracterizamos alguns mecanismos epigenéticos envolvidos na repressdo do gene Slc2a4
induzida tanto no DM1 como no DM2, que foram revertidos totalmente pelo tratamento com
insulina no DM1 e parcialmente pelo tratamento com resveratrol no DM2. Por fim,
demonstramos os efeitos do resveratrol sobre as alteragdes epigenéticas no gene Slc2a4 em
musculo esquelético podem ser mediados pela SIRT1.

A estreptozotocina ¢ utilizada para inducdo de diabetes em murinos ha muitas décadas,
e sabidamente causa necrose e apoptose nas células B das ilhotas pancreaticas, comprometendo
diretamente a sintese ¢ secrecdo de insulina (LENZEN, 2008; MURATA et al., 1999). O
resultado disso ¢ a instalacdo de um quadro semelhante ao DM1, caracterizado por importante
perda de peso, hiperglicemia grave com aumento de frutosamina plasmatica, niveis de insulina
plasmatica muito baixos, politria e glicostria. Nessa situagdo, o tratamento com dose tnica de
insulina, conforme era esperado, ndo foi capaz de recuperar completamente a homeostasia
glicémica, dado que evidencia a dificuldade de obten¢do de um bom controle glicémico com a
insulinoterapia (VORA; HEISE, 2013), e que refor¢a a importancia de se investigar tratamentos
que possam servir como coadjuvantes efetivos a insulinoterapia (DEGEETER; WILLIAMSON,
2016).

Nessa linha de proposta, a adi¢do de resveratrol ao tratamento com insulina em animais
DMI1 amplificou a melhora do controle glicémico, conforme observado pela redugdo da
frutosamina plasmatica e da glicosuria de 24 horas, ambos pardmetros que refletem o controle
glicémico em médio prazo. A frutosamina ¢ uma cetoamina formada a partir da unido estavel
de moléculas de glicose e de proteinas por uma reagdo ndo enzimdtica de glicagdo
(ARMBRUSTER, 1987). A concentracdo de frutosamina plasmadtica indica a qualidade do
controle glicémico em médio prazo (2 a 3 semanas em humanos), e elevadas concentragdes
indicam descontrole da homeostasia glicEmica (YOUSEFF et al., 2008). Portanto, a redugdo na

concentragdo de frutosamina plasmatica apresentada com a adi¢ao do resveratrol evidencia que
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esse composto atuou eficientemente como um agente coadjuvante ao tratamento com insulina
em ratos DM1.

Ha diversos estudos sugerindo que o resveratrol seja capaz de melhorar a homeostasia
glicémica em modelos de DM1 (CHI et al., 2007; GENCOGLU et al, 2015; PENUMATSHA
et al, 2008; SILAN, 2008). No entanto, a eficacia de tais tratamentos deve ser contestada, uma
vez que as redugdes glicémicas descritas sdo de 525 para 450 mg/dL (CHEN et al., 2011) e de
469 para 373 mg/dL (GENCOGLU et al., 2015) e, portanto, persistindo niveis muito elevados
de glicemia ap0s o tratamento com resveratrol (~350 mg/dL). Além disso, nesses estudos os
animais DM 1 ndo foram tratados com insulina, conduta esta proscrita em portadores de DM1.
Esses fatos ressaltam a originalidade e a relevancia de nosso desenho experimental, no qual o
resveratrol foi investigado como coadjuvante a insulinoterapia no DM1.

O musculo esquelético ¢ um importante territorio regulador da homeostasia glicémica,
pois ¢ potente clareador da glicose sanguinea, e participa de maneira importante na
fisiopatologia do DM (KOISTINEN; ZIERATH, 2002). No musculo s6leo de animais DM1, a
expressdo do gene Slc2a4 e da proteina GLUT4 reduziu significantemente, o que certamente
prejudica a capacidade do musculo em clarear a glicose extracelular. O tratamento com insulina
foi eficiente em recuperar a expressao de Slc2a4/GLUTA4, o que se acompanhou de recuperagao
da homeostasia glicémica. De fato, estudos em musculo esquelético, in vitro, ja indicaram que
a insulina é capaz de estimular a expressdo do mRNA do Sic2a4 e da proteina GLUT4
(MORAES et al., 2014). Esse efeito da insulinoterapia sobre a expressdo de Slc2a4/GLUTA4,
entretanto, ndo foi modificado pela adicdo do tratamento com resveratrol, apesar desse
tratamento ter ampliado a melhora da homeostasia glicémica. Esses resultados sugerem a
participagdo de outros territdrios, que ndo o musculo esquelético, na melhora do controle
glicose pelo resveratrol. De fato, experimentos paralelos indicaram que o tratamento com
resveratrol intensificou os efeitos da insulina no territorio hepatico, promovendo maior inibi¢ao
da expressdo dos genes Pckl e Gb6pc, bem como da proteina GLUT2, sugerindo maior
supressao do efluxo de glicose hepatico, o que contribui para o melhor controle da glicemia
observado apo6s o tratamento com resveratrol. Esses resultados j& foram publicados
(YONAMINE et al., 2016) e podem ser consultados no ANEXO.

Em ratos DM ja foi descrito que o resveratrol, isoladamente, ¢ capaz de aumentar a
expressdo da proteina GLUT4, com a mesma eficacia da insulina (CHI et al., 2007). No entanto,
esse estudo deve ser visto com muita cautela, pois nele a média da glicemia caiu de 432 para

360 mg/dL em resposta ao resveratrol, ¢ nenhum marcador de controle glicémico em
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médio/longo prazo foi avaliado. Ainda, mais uma vez ressaltamos inadmissibilidade da
auséncia do tratamento com insulina em portadores de DMI.

Confirmado que o resveratrol foi um eficiente agente coadjuvante ao tratamento com
insulina sobre a homeostasia glicémica de animais DM1, o nosso préoximo passo foi verificar
se o tratamento com resveratrol promovia beneficios semelhantes sobre a homeostasia
glicémica no modelo de DM2, e, se nesse caso o musculo esquelético participaria dessa
regulacdo, avaliando a expressao de S/c2a4/GLUT4 como marcador dessa participagao.

A inducdo de DM2 consistiu em injecdes de glutamato monosdédico (MSG) em
camundongos CD1 durante o periodo neonatal. OLNEY (1969) foi um dos primeiros autores a
descrever que injecdes de MSG em camundongos Swiss neonatos promovia evidentes lesdes
causadas por necrose neuronal em diversas areas do cérebro, destacando os nticleos arqueado e
paraventricular, e estendendo-se a eminéncia mediana. Esses danos promovem prejuizos no
eixo endderino hipotalamico-hipofisario (MORRIS et al., 1998) na vida adulta, que incluem
reducdo na secre¢do de hormonio do crescimento, o que explica a deficiéncia de crescimento
corporal dos animais (MAITER et al., 1991), e contribuiu para a obesidade. Outra alteragao
importante promovida pelo MSG ¢ a redug@o no tonus simpético direcionado ao tecido adiposo
marrom, o que reduz a atividade termogénica deste tecido, e, portanto, o gasto energético,
contribuindo para o acimulo de gordura corporal (BUNYAN; MURRELL; SHAH, 1976).
Além disso, como consequéncia da obesidade, esses animais desenvolvem resisténcia insulina
com hiperglicemia e hiperinsulinemia. Uma vez que a glicemia de camundongos MSG alcanca
niveis superiores a 200 mg/dL. (MACHADO et al.,1994; PAPA et al., 1997), esses animais tém
sido utilizados como modelo de DM2. Ainda nao ha estudo, em longo prazo, demonstrando o
estabelecimento da faléncia pancredtica desses animais, talvez devido a grande capacidade
proliferativa da célula beta nessa espécie e/ou menor resposta apoptotica.

O tratamento de camundongos DM2 com resveratrol durante 60 dias ndo foi capaz de
atenuar a obesidade, embora o resveratrol ja tenha sido descrito como capaz de atenuar o ganho
de peso corporal de camundongos obesos por dieta hiperlipidica, e assim melhorar a
homeostasia glicémica (KIM et al., 2011). Curiosamente, apesar da massa corporal e do tecido
adiposo periepididimal DM2 nio ter reduzido com o resveratrol, a massa muscular parece ter
aumentado, o que sugere que outros territorios adiposos possam ter apresentado alguma redugao
de massa, porém como este ndo ¢ o principal foco do presente trabalho, essa questao ndo foi
aprofundada. Outro motivo que devemos considerar a respeito da evolucdo da adiposidade em

nossos animais tratados com resveratrol ¢ o tempo de tratamento, que na maioria dos estudos
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que relatam perda de peso ¢ de 9 a 15 semanas, sendo que o nosso foi de apenas 8 semanas
(BAUR et al., 2006; LAGOUGE et al., 2006; MENDES et al., 2016; QUIAO et al., 2014).

Verificamos que houve uma tendéncia a aumento do consumo hidrico nos animais DM2,
0 que parece ter apresentado uma pequena reducdo nos animais tratados com resveratrol,
embora nenhuma dessas alteragdes tenha sido estatisticamente significante. No DM2, a
hiperglicemia grave induz glicosuria, que leva a politria, que por sua vez leva a aumento da
ingestao hidrica. Por isso, um aumento da ingestdo hidrica nos animais DM2 seria bastante
razoavel, assim como sua reducdo em resposta ao resveratrol que reduziu a glicemia a niveis
abaixo do limiar de reabsor¢ao renal de glicose.

Em relacdo ao consumo alimentar, também nenhuma alteragao estatistica foi observada
entre os grupos. Isso era esperado para os animais DM2 (MSG), que tém sido descritos como
normofagicos, ou até mesmo como hipofagicos quando se avalia a ingestdo caldrica relativa ao
peso corporal (DE PAPA CARVALHO et al., 2002). Entretanto, o tratamento com resveratrol
promoveu uma redugdo (ndo estatisticamente significante) de 19,8% na ingestao alimentar, o
que poderia representar um ajuste a interrupc¢ao da perda de energia na urina (glicosuria), devido
a normalizag¢do da glicemia.

Apesar de ndo termos observado reducdo de ganho de peso, o resveratrol melhorou
significantemente a sensibilidade a insulina e a homeostasia glicémica. Esse efeito metabolico
foi evidenciado pela redu¢do da insulinemia, da glicemia e da frutosamina plasmatica, assim
como pelo aumento do decaimento da glicemia no teste de tolerancia a insulina. Esses achados
corroboram estudos da literatura que demonstraram que o tratamento com resveratrol aumenta
a sensibilidade periférica a insulina e reduz a insulinemia em condi¢des de resisténcia a insulina
(JEON et al., 2012; KANG et al., 2012), incluindo estudos em humanos portadores de DM2
(BHATT; THOMAS; NANJAN, 2012; BRASNYO et al., 2011; CRANDALL et al., 2012).
Destaca-se que esse efeito benéfico foi observado na auséncia de emagrecimento, imputando
diretamente ao resveratrol um importante efeito metabolico.

Em relagdo a participagdo do musculo esquelético na perda do controle glicémico nos
animais DM2 (tratamento neonatal com MSG), observamos redugdo importante na expressao
do mRNA Sic2a4 (33%) e da proteina GLUT4 (50%), essa ultima, certamente comprometendo
o clareamento da glicose pelo musculo esquelético. Diminuicdo de GLUT4 ja foi descrita em
musculo de camundongos MSG (DE CARVALHO PAPA etal., 2002; MACHADO et al. 1993;
PAPA et al., 1997), entretanto, diminuicdo da expressio do mRNA nunca foi claramente

demonstrada. Além disso, a comparacao entre a porcentagem de redu¢do do mRNA (32%) e da
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proteina (50%) sugere que alguma regulagdo pos-trancricional esteja ocorrendo, a qual
exacerba a repressdo da expressao génica.

Quanto ao tratamento dos camundongos DM2 com resveratrol, observou-se um
aumento significante (25%, P<0,01) no contetido do mRNA do S/c2a4, o qual, entretanto, ndo
retornou aos valores de ND. Porém, essa recuperacdo parcial do mRNA do Sic2a4 foi
acompanhada por recuperagao total da expressdo de GLUT4, também sugerindo a presenca de
regulagdo pos-transcricional na expressdo do Slc2a4. O efeito do resveratrol em camundongo
DM2 somente foi investigado em camundongo db/db, nos quais foi descrito aumento de
GLUT4 (MINAKAWA et al., 2011).

No musculo esquelético dos animais DM1 nao houve efeito do resveratrol (aditivo ao
da insulina) na expressao do Slc2a4, provavelmente pelo fato de que o tratamento com insulina
jé tenha recuperado a expressdao desse mRNA a valores semelhantes aos de animais ND. Por
conseguinte, ndo prosseguimos a investigacao da regulagdo epigenética do Slc2a4 em animais
DMI tratados com insulina + resveratrol. J4 no musculo esquelético dos animais DM2, o
resveratrol promoveu evidente aumento na expressao do mRNA do Sic2a4, e, portanto,
mecanismos epigenéticos potencialmente envolvidos foram investigados nessa condigao.

A investigagdo de mecanismos envolvidos nas altera¢des de expressdo do gene Slc2a4
tem sido objeto de estudo de diversos grupos de pesquisa (IM et al., 2007; KARNIELI,
ARMONI, 2008; SANTALUCIA et al., 2001; ZORZANO, PALACIN, GUMA, 2005);
entretanto, regulacdes epigenéticas (metilagio do DNA e modifica¢des pos-traducionais das
histonas) na regido promotora do gene Slc2a4 no DM nunca foram investigadas, o que deve
ampliar muito o conhecimento sobre a expressao do gene Slc2a4.

A andlise do grau de metilagdo da citosina de trés sequéncias 5° CCGG 3’ na regido
promotora do gene Slc2a4 de ratos DM1, mostrou que apenas na sequéncia localizada na
posicao -781/-778, relativa a primeira base da regido 5'UTR, alterou-se (reduziu), o que
reverteu com o tratamento com insulina. Aumento da metilagdo na regido promotora do gene
Slc2a4, concomitante com reducdo da sua transcri¢cdo, ja foi descrito em outras situagdes de
alteracdo metabdlica (RAJESH; BALASUBRAMANIAN, 2014; RUEGG et al., 2011;
YOKOMORI; TAWATA; ONAYA, 1999), mas nunca havia sido investigado em situacao de
DM. Todavia, devemos considerar a limitacdo do método utilizado no presente trabalho para
avaliar o grau de metilagdo do DNA. A nossa analise ¢ capaz de investigar o grau de metilagdo
apenas das citosinas contidas nas sequéncias reconhecidas pelas enzimas de restri¢do Hpall e

Mspl, e, portanto, ¢ possivel que outras citosinas que nao estejam localizadas nessas sequéncias



75

do promotor do Slc2a4 estejam modificadas. Portanto, a avaliagdo do grau de metilagdo de
outros sitios poderia aprimorar a avaliagdo da metila¢do na regido promotora do Slc2a4.
Nossos dados estdo de acordo com estudo recente (KIRCHNER et al., 2016), que
demonstrou que genes relacionados ao metabolismo apresentam reducdo da expressdo
concomitante com reducdo da metilacdo. Dessa forma, podemos especular que a redugdo do
grau de metilacdo na regido promotora do gene S/c2a4 nos animais DM1 poderia permitir um
aumento da atividade de fatores transcricionais repressores ao DNA, enquanto o tratamento
com insulina reduziria a liga¢ao de tais fatores repressores, contribuindo para a recuperagdo dos
niveis adequados de transcri¢do desse gene. Nesse sentido, destacamos que o Nuclear factor 1
B-type (NF-1) e o Transcription factor COE1 (O/E-1) sdo fatores transcricionais repressores da
transcri¢do do gene Slc2a4, pelo menos em células 3T3-L1 (COOKE; LANE, 1999; MIURA
et al., 2004), cujos sitios de ligagdo ao DNA estdo localizados muito proximos da sequéncia
(5CCGG3") que apresentou redugdo do grau de metilagdo nos animais DM1 nio tratados,
explicando uma maior atividade desses repressores no musculo séleo dos ratos DM1. Os
detalhes acerca da localizagdo das sequéncias consenso desses fatores estdo descritos na se¢ao
APENDICE E. Interessante que por meio de ensaios preliminares por PCR em tempo real
detectou-se um aumento no conteido do mRNA dos genes Nfib e Ebf-1 (que codificam as
proteinas NF-1 e O/E-1, respectivamente) em musculo soleo de animais DM1 e o tratamento
com insulina reverteu essa alteragdo (dados apresentados na se¢io APENDICE G). Esse
resultado ¢ mais um indicativo de que esses fatores estejam participando das regulacdes de
Slc2a4/GLUT4. Futuros experimentos de imunoprecipitagdo de cromatina utilizando
anticorpos especificos que detectem esses fatores sdo necessarios para comprovar essa hipotese.
A mesma abordagem experimental foi utilizada para avaliar o grau de metilagdo de
citosinas (em sequéncias 5°CCGG3") na regido promotora do Slc2a4 em musculo gastrocnémio
de camundongos DM2. Nas 1000 bases da sequéncia da regido promotora do gene Slc2a4 do
camundongo, a montante da regido 5"UTR, existem apenas duas sequéncias (5° CCGG 3) e os
resultados mostraram que o grau de metilagdo das citosinas, em ambas as sequéncias, estd
significantemente aumentado nos animais DM2, e o tratamento com resveratrol reverteu essa
alteracdo. Diferentemente dos resultados obtidos em amostras de animais DM1, o grau de
metilacdo dessas duas citosinas da regido promotora do gene Slc2a4, em modelo DM2,
correlacionou-se negativamente com o contetdo de mRNA de Slc2a4, de acordo com a
definicdo classica a respeito da repressdo da transcricdo mediada pelo aumento do grau de
metilacdo de citosinas em regides promotoras (RAZIN; CEDAR, 1991). Apesar disso, a

confirmacdo da metilacdo do DNA na regulagdo da transcricdo do gene Slc2a4 em musculo
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esquelético na condicdo DM ndo pode ser dada como definitiva com base nos dados
apresentados aqui, devido as limitacdes metodoldgicas comentadas acima. Alternativamente,
abordagens metodoldgicas mais sofisticadas como a conversdo bisulfito seguida de
sequenciamento do DNA poderia ser realizada para melhor caracterizagdo do grau de metilagao
do DNA em musculo esquelético no estado DM, no entanto, essa abordagem possui custo
econdmico relativamente alto e variagdes nos resultados sdo frequentes (OAKES et al., 2000).

A conformac¢do da cromatina pode também ser alterada por modificagdes pos-
traducionais dos peptideos localizados na extremidade N-terminal das histonas, o que pode
afetar diretamente a acessibilidade de fatores transcricionais ao DNA (ZHANG; KRAUS,
2010). A acetilacao de histonas classicamente reduz o grau de condensacdo dos nucleossomos
(octamero de histonas - H2A, H2B, H3 e H4 + dupla fita de DNA), facilitando o acesso e
interacao de fatores transcricionais a0 DNA (SHAHBAZIAN; GRUNSTEIN, 2007). De fato,
a hiperacetilagdo da cauda das histonas favorece a ligacdo de fatores transcricionais tanto
ativadores quanto repressores, mas ¢ interessante notar que, geralmente, sdo observadas
regulacdes positivas na expressao génica (VERDONE et al., 2006).

Os dados de imunoprecipitagdo da cromatina mostraram que nos musculos de ratos
DMI, o conteudo de H3 acetilada nos residuos lisinas 9, 14, 18, 23 e 27 da cauda peptidica
diminuiu na regido -670 a -461 do promotor, relativa a primeira base da regido 5S'UTR (+1).
Além disso, detectou-se uma recuperagdo parcial no grau de acetilagdo da H3 nessa regido apos
o tratamento com insulina, refor¢ando a participagdo de regulagdo epigenética na expressao do
gene Slc2a4 no DM. Importante ressaltar que a sequéncia avaliada possui importantes sitios de
reconhecimento de fatores transcricionais estimuladores da transcricdo do gene Slc2a4,
incluindo MEF2, TRa, HIF1a e MyoD, sendo que esses dois ultimos se ligam na mesma regido
denominada E-box (LIMA et al., 2009; SILVA et al., 2005). A sequéncia do promotor do gene
Slc2a4, indicando os sitios de ligagdo desses fatores, esta apresentada na segdo APENDICE D.

Analisamos também nesse mesmo fragmento da regido promotora do gene Sic2a4, a
trimetilacdo no residuo lisina 9 da H3 (H3K9me3) que ¢ um classico marcador epigenético
envolvido com a repressdo da transcrigdo (GREER; SHI, 2012). A classe de proteinas Hpl
(Heterochromatin protein 1) reconhece a modificagdo H3K9me3 induzindo a condensagao da
cromatina (heterocromatina). Nessa condi¢cdo ocorre menor ocupagdo da RNA polimerase
impedindo a atuag¢do da maquinaria de transcricdo (CANZIO et al., 2011).

No DM, a hiperglicemia pode acarretar importantes alteragdes pds-traducionais na
cauda das histonas incluindo a H3K9me3 em regides promotoras de diversos genes

relacionados a patogénese da doenca (MIAO etal., 2012; STANKOV etal., 2013). Neste estudo,
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descrevemos que o contetido de H3K9me3 na regido promotora do gene Slc2a4 aumentou em
musculo de ratos DM, e o tratamento com insulina reverteu essa alteragdo. Ja foi demonstrado
que alta concentragdo de glicose per se pode suprimir a interagdo de H3K9me2 e H3K9me3 na
regido promotora do gene Rela (MIAO et al., 2012), teoricamente aumentando a transcri¢ao
desse gene, que ¢ um repressor do Slc2a4 (FURUYA et al., 2013). Ainda, foi demonstrado, in
vitro, que a insulina ¢ capaz de agudamente induzir redu¢do no contetdo de H3K9me3 em
varios outros genes (JEONG et al., 2015), o que reforca nosso resultado em animais DM1
tratados com insulina. Esses dados, juntamente com os dados de H3 acetilada, ilustram
potenciais mecanismos epigenéticos que em sintonia participam da regulacdo da expressao do
gene Slc2a4 no musculo de animais diabéticos.

Corroborando essa hipdtese, verificamos que, na mesma regido em que foram
detectadas as PTMs de histonas nos animais DM1, houve uma reducao significante do grau de
ligacdo de MEF2A/D, e o tratamento com insulina recuperou a liga¢ao desse fator préximo ao
nivel dos animais ndo diabéticos. Com isso, temos a evidéncia de uma sintonia entre o
comportamento de ligacdo de fatores transcricionais estimuladores da transcri¢do do Slc2a4
com as PTMs das histonas, servindo esses dados de alicerce para futuras investigacdes visando
intervengoes terapéuticas que busquem recuperar o conteudo de GLUT4. Na se¢do ANEXO
segue o manuscrito em elaboragcdo para publicagdo intitulado: “Epigenetic regulation of
Slc2a4 gene in diabetes: a new target to improve glycemic control”.

No musculo gastrocnémio de camundongos DM2 verificamos um aumento do contetido
de H3K9me3 na regido -497/-288 do promotor do gene Slc2a4 e o tratamento com resveratrol
reverteu esses dados para niveis menores do que os observados nos animais nao diabéticos.
Interessante que o tratamento com resveratrol reduziu o conteudo de H3K9me3 para niveis
menores do que os observados nos animais ndo diabéticos, semelhantemente ao observado nos
animais DM1 tratados com insulina; portanto, esse efeito do resveratrol pode envolver aumento
na sensibilidade a insulina nos animais DM2. Por outro lado, os resultados de H3 acetilada ndo
corresponderam ao esperado; o contetido de H3 acetilado na regido -497/-288 do promotor do
gene Slc2a4 aumentou tanto nos animais DM2 quanto nos DM2 tratados com resveratrol,
contrapondo-se ao observado nos animais DM1. Até o momento ndo temos explicagdo para
essa regulacao.

Os dados até aqui expostos permitem-nos ampliar o entendimento dos mecanismos
epigenéticos regulatorios da expressao do gene Slc2a4 induzido por DM1 e DM2, assim como
pelo tratamento com insulina ou resveratrol, respectivamente. No entanto, para atender o

objetivo de demonstrar o efeito do resveratrol, era importante investigar possiveis vias de
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sinalizacdo ou agentes efetores envolvidos nas regulagdes epigenéticas detectadas. Com isso,
seria possivel ampliar as estratégias de regulacdo da expressao do gene Slc2a4, com base no
principio de integracdo entre estado metabolico, regulagdo epigenética e transcri¢do génica
(LU; THOMPSON, 2012).

Aumento de atividade de sirtuina ¢ apontado como importante mecanismo de a¢do do
resveratrol (BORRA; SMITH; DENU, 2005). As sirtuinas sdo enzimas que pertencem a classe
Il das histonas desacetilases dependentes de NAD", e, deste modo, apontadas como
moduladores de regulagdes epigenéticas. A SIRT1 ¢ a isoforma mais estudada e possui como
alvo a histona H3, desacetilando-a (VAQUERO et al., 2004). Desacetilagao de histona H3 ¢&,
portanto, um mecanismo pelo qual as sirtuinas sdo reconhecidas silenciadoras da expressao
génica (ZHANG; KRAUS, 2010), o que poderia estar sendo acionado pelo resveratrol.

No rato DM, observamos um aumento no contetido nuclear de SIRT1, o que esta de
acordo com a reducdo observada na acetilacdo de histona H3 no promotor do Sic2a4, e,
consequentemente, na expressdo do gene. Resultados semelhantes, em outros genes, tém sido
atribuidos a uma defesa celular em condi¢des de reduzida oferta metabodlica como no DM
(GUT; VERDIN, 2013; MURAYAMA et al., 2008). Por outro lado, ha indicios de que a SIRT1
no nucleo controle a atividade da enzima SUV39H]1, responsavel pela trimetilacdo da cauda
peptidica da H3 no residuo lisina 9 (H3K9me3) (BOSCH-PRESEGUE et al., 2011;
MURAYAMA et al., 2008), dado que indica que a SIRT1 possa estar também envolvida no
aumento de H3K9me3 no gene Sic2a4, observado no musculo dos ratos DM 1 nao tratados com
insulina. Interessante notar que o tratamento com insulina reduziu o contetido nuclear de SIRT1,
situacdo que se acompanhou de aumento na expressao do Slc2a4 e melhora da homeostasia
glicémica.

Essa regulacdo parece, a principio, contraditdria, considerando os estudos que apontam
o aumento da SIRT1 como potencialmente benéfico no tratamento do diabetes (melhora na
homeostasia glicémica). Entretanto, tais assertivas geralmente estdo associadas a aumento de
SIRT1 no compartimento citosdlico, local em que a SIRT1 possui diversos alvos como FoxO,
PGC-1-alfa, NFKB, p53 (HORI et al., 2013), e, portanto, ndo devem ser relacionadas aos efeitos
diretos da SIRT1 no compartimento nuclear. Com base nisso, também avaliamos o conteudo
de SIRTI no compartimento citosolico, e nesse caso, a SIRT1 aumentou apenas nos animais
DMI1 que receberam insulina + resveratrol. Entretanto, ressaltamos que a variagdo de SIRT1
citosolica ndo deve ser, descuidadamente, relacionada a potenciais regulagdes epigenéticas de

expressao génica, o que frequentemente se encontra na literatura.
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Diferentemente do observado no séleo de animais DM1, no gastrocnémio de animais
DM2 a SIRT1 nuclear ndo aumentou, indicando que o aumento de H3 acetilada no Slc2a4 nao
foi mediado por uma hipotética reducdo de SIRT1. Ja o tratamento com resveratrol no DM2
aumentou o contetido de SIRT1 nuclear (efeito hipotético esperado), mas esse efeito ndo se
acompanhou de desacetilacdo de H3 no S/c2a4 nem reduziu a expressao do gene, pelo contrario,
a expressao do Slc2a4 até aumentou. Por outro lado, no musculo de animais DM2, o aumento
de SIRTI nuclear induzido pelo resveratrol acompanhou-se de reducdo H3K9me3 no gene
Slc2a4, o que esté dentro do esperado como efeito de SIRT1 (BOSCH-PRESEGUE et al., 2011),
e que pode contribuir para o aumento de Slc2a4 observado. Finalmente, também nos musculos
de animais DM2 avaliamos a expressao de SIRT1 citosodlica, e nenhuma alteragao significante
foi observada, mesmo em resposta ao resveratrol.

E importante destacar que ja foi relatada discrepancia entre o contetdo proteico e a
atividade enzimatica de desacetilacdo da SIRT1 (GURD et al., 2011). N6s tentamos avaliar a
atividade de SIRT1 (nuclear e citos6lica) com kit comercial descrito na literatura, mas nao
obtivemos sucesso nessa avaliagdo. Entretanto, relembremos que a superexpressdo de SIRT1
melhora a homeostasia glicémica em modelos de resisténcia a insulina, sugerindo que nivel
proteico elevado correlacione-se positivamente com nivel de atividade enzimatica (BANKS et
al., 2008).

Por fim, considerando que o resveratrol possa também ativar a AMPK, por meio de
mecanismo interativo com SIRT1 ainda pouco esclarecido, investigamos a ativagdo dessa
cinase, quantificando o contetido de AMPKa?2 fosforilada. A interagdo entre AMPK/SIRT]1 ¢
sustentada pela observagdo que: 1) camundongos que superexpressam SIRT1 (SIRT1"")
apresentam aumento da atividade de AMPK (PRICE et al., 2012); 2) camundongos SIRT1 ”,
quando tratados com resveratrol, apresentam abolicdo do estimulo da AMPK (PRICE et al.,
2012); e 3) a delegdo de AMPK abole efeitos do resveratrol sobre a ativacao da SIRT1 (UM et
al., 2010).

No presente estudo, em musculo de ratos DM1 a ativagdo da AMPK estava reduzida, e
a insulinoterapia restaurou essa alteracao, dentro do esperado para essas condigdes (referéncia).
Todavia, nenhuma alteracdo de ativagdo de AMPK foi observada em resposta ao resveratrol, o
pode estar em consonancia com a auséncia de regulacdo de SIRTI citosdlica. Também nos
musculos de animais DM?2 a ativacdo da AMPK estava reduzida, mais uma vez de acordo com
o esperado no DM (referéncia de DM2), e nesses animais o tratamento com resveratrol
promoveu uma tendéncia de aumento da AMPK fosforilada, compativel com similar tendéncia

de aumento na SIRT]1 citosolica.
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Uma vez que ndo foi detectada alteracdo na atividade da AMPK em musculo de animais
DMI1 e DM2 tratados com resveratrol, ndo aprofundaremos discussdo sobre potenciais
mecanismos pelos quais a AMPK poderia regular a expressdao de Slc2a4/GLUT4, foco do
presente estudo. Ainda, destacamos que participagdo da AMPK na translocagdo de vesiculas de
GLUT4 no estado diabético ¢ uma seara bastante conhecida, que foge totalmente ao escopo do
presente estudo, e que, por isso, também ndo serd discutida. Aproveitamos o momento para
ressaltar que as alteragdes de conteudo de GLUT4, em condi¢des cronicas, sobrepde-se a
possiveis alteragdes de migragdo de vesiculas (CORREA-GIANNELLA; MACHADO, 2013).

Recentemente foi descrito que a AMPK pode associar-se a uma proteina chamada Snf-
1 e regular a acetilacdo de histonas, o que aproxima as acdes da AMPK do contexto das
regulacdes epigenéticas (SALMINEN; KAUPPINEN; KAARNIRANTA, 2016). Essa assertiva
ainda € muito recente e necessariamente precisa ser melhor investigada; mas, futuramente, pode
servir de alicerce para enriquecer o conhecimento sobre as regulagdes epigenéticas induzidas
pelo resveratrol sobre o gene Slc2a4.

Finalmente, apesar deste estudo focar em regulacdes epigenéticas induzidas pelo
resveratrol no gene Slc2a4 em estado diabético, ndo podemos deixar de comentar rapidamente
a possibilidade de o resveratrol regular genes de proteinas que sdo reguladoras do Sic2a4
(regulagdo indireta do resveratrol). Nesse sentido, destacamos a participagdo de mecanismos
inflamatorios bastante conhecidos como moduladores da sensibilidade a insulina.

Verificamos que o tratamento com resveratrol dos animais DM2 reverteu parcialmente
o aumento da expressao, no tecido adiposo branco, dos genes de marcadores pro-inflamatorios
tais como o 7nf (tumor necrosis factor), //-6 (interleukin 6), Nfkbl (nuclear factor kappa B
subunit 1) e Rela (RELA proto-oncogene, NF-kB subunit), evidenciando uma a¢do anti-
inflamatéria do resveratrol (APENDICE F). De fato, a literatura sugere que o resveratrol tenha
efeitos anti-inflamatorios (INOUE; NAKATA, 2015). A inflamagdo no tecido adiposo ¢
mecanismo bastante relacionado com resisténcia periférica a insulina (LEE; LEE 2014), e ja
foi mostrado em camundongos MSG que agentes sensibilizadores da insulina, como a
atorvastatina, reduzem a atividade inflamatoria no tecido adiposo (FURUYA et al., 2010). O
TNF-alfa, produzido no tecido adiposo, pode ser liberado na corrente sanguinea, e atuar em
outros territérios como o musculo esquelético (TISHINSKY et al., 2013), por mecanismos que
envolvam a repressdo do Slc2a4. Além disso, a atividade pro-inflamatoria poderia ser
desencadeada no proprio musculo dos animais DM2; e o tratamento com resveratrol poderia
atenuar a atividade inflamatoria tanto no musculo como nos outros territorios. E importante

destacar que as subunidades p50 e p65 do complexo NFKB (codificadas pelos genes NfkblI e
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Rela, respectivamente), mediadores importantes da atividade pro-inflamatoria, sobretudo do
TNF-alfa, sdo fatores transcricionais repressores da transcricdo do gene Slc2a4 (FURUYA et
al., 2013). Assim, a regula¢do da expressao de Slc2a4/GLUT4 e da propria homeostasia
glicémica, tanto no DM como no tratamento com resveratrol, deve ser modulada, em parte, pelo

grau de atividade inflamatoria ao organismo.
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8 CONCLUSAO

Os resultados obtidos no presente estudo evidenciam que, tanto em modelo de DM 1
como de DM2, a repressdao do gene Slc2a4 (codifica o GLUT4) em musculo esquelético
associa-se a regulagdes epigenéticas, a saber: reducdo de acetilacdo de H3 no DM1 e aumento
de trimetilacdo de H3 tanto no DM1 como no DM2.

No DM, a insulinoterapia melhora o controle glicémico e restaura a expressdo de
Slc2a4/GLUTA4, com reversao das alteragdes epigenéticas do Slc2a4; o tratamento coadjuvante
com resveratrol induz melhora adicional no controle glicémico, porém sem alteragao adicional
na expressao de Slc2a4/GLUT4.

No DM2, o resveratrol, isoladamente, restaura o controle glicémico e aumenta a
expressao de Slc2a4/GLUTA4, com reversdo do aumento da trimetilacao de H3.

As regulacdes epigenéticas do gene Slc2a4 observadas sdo mediadas, pelo menos em

parte, pelo contetdo de SIRT1 nuclear.

Em suma, o presente estudo revela pela primeira vez a ocorréncia de regulagdes
epigenéticas no gene Slc2a4 em musculo de animais diabéticos, com destaque para as
modifica¢des pos-traducionais de histona H3, e o tratamento com resveratrol modula algumas
dessas alteracdes, melhorando o controle glicémico. Esses resultados evidenciam o resveratrol
como um sensibilizador da insulina, além de embasarem o desenvolvimento futuro de terapias

epigenéticas que contribuam para o controle glicémico dos portadores de DM.
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APENDICE

A — Gel de verificacio de integridade do DNA e eficiéncia de digestdo enzimatica

Abaixo seguem as imagens do gel de agarose (1%) para verificagdo da integridade do

DNA genomico extraido de musculo séleo de rato e gastrocnémio de camundongos.

Figura 23 - Em A, DNA gendmico obtido de musculo soleo de rato. Em B, DNA gendmico obtido de musculo
gastrocnémio de camundongo.
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A figura abaixo mostra a eficiéncia da digestdo pelas enzimas Hpall e Mspl, utilizando
amostras de plasmideo pUC 19 metilada e ndo metilada. Junto, segue uma ilustragdo da

disposicdo da clivagem.

5..CCGG..3
3..GGCLC..5

"y
R

Figura 24 - Imagem de gel de agarose representando a eficiéncia da digestdo das enzimas Hpall e Mspl. Faixa
1: pUC 19 ndo metilada sem enzima; Faixa 2: pUC 19 ndo metilada + Hpall; Faixa 3: pUC 19 nio
metilada + Mspl; Faixa 4: pUC 19 metilada sem enzima; Faixa 5: pUC 19 metilada + Hpall; Faixa
6: pUC 19 metilada + Mspl.
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B - Esquematizacio da localizag¢do das sequéncias CCGG e dos iniciadores para reacio
da PCR.

Abaixo segue a sequéncia da regido promotora do gene Slc2a4 de rato mostrando as
1000 bases situadas a montante da primeira base da regido 5'UTR, identificada em vermelho.
A sequéncia foi retirada da plataforma Ensembl.org e o codigo de identificagdo (ID) ¢

ENSRNOT00000023256.5.

-1000

TCTCCCTCTAGGTGGCACTAGAAGCCTTGCACTTCTCTTGCGCTTTTTCTGAATTGAGCT

Sense (A)
CTCTCCACATTCTCTGCCAGTGCTCTCTCCCTGGACGTGCTTAGGTCGTGCCCTCTCAAC

EGGAGACCCAAAACAGGAGCTGACTCTGAAAAGCTTGTCGCCCACGCGGCCAGCACATGC

CTGGAGGCTCAGGGACTTCAGAGAGGGTGATGTGACCGGCGTGAGCACCTGTCCCTTGGG

TTCCCTCCAGGAACCAATGTAGAGAAATGTGTGGAGGGGATGGGCCAGTAGACTGTGCAC
Anti-sense (A)
Sense (B)
CGCCCAGAAGTGCGTGGAAAGATAGGACGACCAGACACGGTTCTCAGACACACGGGGAGC

GGAAGTTATTGGTCCCTTGGGTCATCTCCTTGTGGGAAGCGAGTCGCGGACCCTTTAAGG

CTCCATCTCCCTTGCCCTCCCCCGCCTGGGACAGGCTGGGACACCCGGGACCTGACATTT

Sense (C)
GGCGGAGCCTAACGTGGGAGCTAAAAATAGCCATTCCGGGTTACTTCGGGGCATTGTTTC
Anti-sense (B)

TGACACACACACACACACACACACACACACACACACACACACACACACACACACACACAC

CCGCAGGCTCTGTGTCACCCTGCTGGAGTTACCCCGTACCCTGGCAAGTACACCTAGCCC
Anti-sense (C)

ATACCCTCCTCTTCCACCTCTCAGGGGGACCAGTTGCACTAACTCTTTAAGAAATTTCGC

AGTCCAGGATTTTGGGTGGCGGGAAGAGCCTTTTGTTCCAAGGACCCCACTTTGAAATCC

CAGAGGCAGGCGGGAACCTTAGGGGCGTGTCTCCCCAGCTGGCATTAATCTTAGGGTTGG

GGGCGTGGCCTTTTGGGGTGTGCGGGCTCCTGGCCAATGGGTGTTGTGAAGGGCGTGGCC

CATGGCGGGGCGGGAGTGAGGAGGTGGCTTCAGCTCTCCGCATCTTTCCCCCTCAAGCCC

ATCTCATTAGATCCCGGAGAGCCTTGGTGCTCTCCGGTT -1/41 CTTGGGTTGTGGCAG
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TGAGTCCCACCAGACCCGCCCTTTGCACACCACTTCCGAAGGCCGGGGTCTTCTGCCCGC
CAGGCCGGGACACTATACCCTATTCATTTTTTTATTGCAGTGCCTGAGTCTTCTTTTAAA

ACAAGATG

Figura 25 - Em negrito estdo destacadas as sequéncias 5’CCGG 3" analisadas, sublinhado estdo destacadas as
posi¢des de alinhamento dos pares de iniciadores da reagdo de PCR em tempo real. Em letra
vermelha esta representada a regido 5"UTR e o ATG (primeiro cddon).
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Abaixo segue a sequéncia da regido promotora do gene Slc2a4 de camundongo
mostrando as 1000 bases situadas a montante da primeira base da regido 5'UTR, identificada
em vermelho. A sequéncia foi retirada da plataforma Ensembl.org e o cddigo de identificacao

(ID) ¢ ENSMUSTO00000018710.12.

-1000

TTGTAGGTTATTGAGCTCTCAGGGGAAGGGTTAATAGAAGAGAGCCACCCCAGAAGTTAG
CTACCCTGGTGCAATCCACTAAGGTTCCTCGCTCTCCCTCTAGGTGGCGCCAGAAGCCTT
GCACTTCTCTTGGGCCTTTTTCTGAATTGAGCTCTCTCTCCACATTCTTCGCCAGCTCTC
TCCCTGGACGTGCTTAGGTCGTGCCCTCTCAGCTGTAGACCCAAAACAGTAGCTGACTCT
GGAAAGCTTGTCGCCCACGCGGCCAGCACATGCCTGGAGGCTCAGGGACTTCAGGGAGGG
TGGTGTGACTGGCGTGAGCACCTGTCCCTTGGGTCCCCTCCAAGAACCAGTGTAGAGACT
ATGTGGAGGGGATGGGCCAGTAGGCAGCGCGCCGCCCAGAGATGCGTGGAAAGAAAGGAC
GATCAGGCATGGTCTCCAGATACACTAGGAACGGAAGTTATTGGTCCCTTGGATCATCTC

Sense
CTCGTGGGAAGCGTGTCGCGGACCCTTTAAGGCTCCATCTCCTTTGCCCTCCCCCGCCTG

GGACAGGCTGGGACACCCGGGACCTGACATTTGGCGGAGCCTAACGTGGGAACTAAAAAT

AGCCACTCCGGGTTACTTCGGGGCATACACACATACACACACACACACACACACACACAC

GCGGGCTCTATGTCATCCTGCTGGAGTTACCCCGTACCCTGGCAAGTACATGTAGCCCAT
Anti-sense

ACCCTCCTCTTCGACCTTTCAGGGGGACCAGCTGCACTCAATTCTTTCAGAAATTTCGCA

GTCCAAGATTTTGGATGGCGGGAAGAGCCTTTTGTTCCAAGGACCCTACTTTGAAAACTC

AGAAGCAGGCGGGAACCTTAGGGGCGTGTCTCCCCAGCCAGCACTAGGGCTAGGGGTGGG

GGCGTGGCCTTTTGGGGTGTGCGGGCTCCTGGCCAATGGGTGTTGTGAAGGGCGTGTCCT

ATGGCGGGGCGGGAGTGGGGAGGTGGCTTCAGCTCTCCGC -1/+41 GCCTTGGTGCTCTC

CGGTTCCGTGGGTTGTGGCAGTGAGTCCCACCAGACCCGCCCTTTGCACACGGCTTCCGA
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ACGCCGGGGTCTCGTGCCGGCCAGGCCCGGACCCTATACCCTATTCATTTTTTTCTTATT

GCAGCGCCTGAGTCTTTTCTTCTTTTAAAACAAGATG

Figura 26 - Em negrito estdo destacadas as sequéncias 5’CCGG 3" analisadas, sublinhado estdo destacadas as
posi¢des de alinhamento dos pares de iniciadores da reagdo de PCR em tempo real. Em letra
vermelha esta representada a regido 5"UTR e o ATG (primeiro cddon).
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C - Gel de verificacdo da sonica¢ao da cromatina

A imagem abaixo representa um gel de agarose com amostra de cromatina sonicada em
curso que varia de zero a doze pulsos, sendo cada pulso possui duragdo de 10 segundos e

amplitude 35 %.

0 2 4 6 810 12

-
-

Figura 27 - Cromatina sonicada em diferentes quantidades de pulso.
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D - Esquematizacio da localizacio dos iniciadores para reacdo da PCR apos ensaio de
imunoprecipitacio da cromatina

Abaixo segue a sequéncia da regido promotora do gene Slc2a4 de rato mostrando as 700
bases situadas a montante da primeira base da regido 5'UTR, identificada em vermelho. A

sequéncia foi retirada da plataforma Ensembl.org e o codigo de identificagdo (ID) ¢

ENSRNOT00000023256.5.

-700

Sense
CGCCCAGAAGTGCGTGGARAAGATAGGACGACCAGACACGGTTCTCAGACACACGGGGAGC

GGAAGTTATTGGTCCCTTGGGTCATCTCCTTGTGGGAAGCGAGTCGCGGACCCTTTAAGG

E-box
CTCCATCTCCCTTGCCCTCCCCCGCCTGGGACAGGCTGGGACACCCGGGACCTGACATTT

MEF2 TR
GGCGGAGCCTAACGTGGGAGCTAAAAATAGCCATTCCGGGTTACTTCGGGGCATTGTTTC
Anti-sense

TGACACACACACACACACACACACACACACACACACACACACACACACACACACACACAC

CCGCAGGCTCTGTGTCACCCTGCTGGAGTTACCCCGTACCCTGGCAAGTACACCTAGCCC

ATACCCTCCTCTTCCACCTCTCAGGGGGACCAGTTGCACTAACTCTTTAAGAAATTTCGC

AGTCCAGGATTTTGGGTGGCGGGAAGAGCCTTTTGTTCCAAGGACCCCACTTTGAAATCC

CAGAGGCAGGCGGGAACCTTAGGGGCGTGTCTCCCCAGCTGGCATTAATCTTAGGGTTGG

GGGCGTGGCCTTTTGGGGTGTGCGGGCTCCTGGCCAATGGGTGTTGTGAAGGGCGTGGCC

CATGGCGGGGCGGGAGTGAGGAGGTGGCTTCAGCTCTCCGCATCTTTCCCCCTCAAGCCC

ATCTCATTAGATCCCGGAGAGCCTTGGTGCTCTCCGGTITC -1/+1 CTTGGGTTGTGGCA

GTGAGTCCCACCAGACCCGCCCTTTGCACACCACTTCCGAAGGCCGGGGTCTTCTGCCCG

CCAGGCCGGGACACTATACCCTATTCATTTTTTTATTGCAGTGCCTGAGTCTTCTTTTAA

AACAAGATG

Figura 28 - Em negrito esta destacada as posi¢des de alinhamento dos pares de iniciadores da reagdo de PCR em
tempo real apos ensaio de imunoprecipitagdo da cromatina com os anticorpos H3K9me3, H3 Ac e
MEF2. Em letra vermelha esta representada a regido S"UTR e o ATG (primeiro codon).
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Abaixo segue a sequéncia da regido promotora do gene Slc2a4 de camundongo
mostrando as 1000 bases situadas a montante da primeira base da regido 5"UTR, identificada
em vermelho. A sequéncia foi retirada da plataforma Ensembl.org e o codigo de identificacdo

(ID) ¢ ENSMUSTO00000018710.12.

-1000

TTGTAGGTTATTGAGCTCTCAGGGGAAGGGTTAATAGAAGAGAGCCACCCCAGAAGTTAG
CTACCCTGGTGCAATCCACTAAGGTTCCTCGCTCTCCCTCTAGGTGGCGCCAGAAGCCTT
GCACTTCTCTTGGGCCTTTTTCTGAATTGAGCTCTCTCTCCACATTCTTCGCCAGCTCTC
TCCCTGGACGTGCTTAGGTCGTGCCCTCTCAGCTGTAGACCCAAAACAGTAGCTGACTCT
GGAAAGCTTGTCGCCCACGCGGCCAGCACATGCCTGGAGGCTCAGGGACTTCAGGGAGGG
TGGTGTGACTGGCGTGAGCACCTGTCCCTTGGGTCCCCTCCAAGAACCAGTGTAGAGACT
ATGTGGAGGGGATGGGCCAGTAGGCAGCGCGCCGCCCAGAGATGCGTGGAAAGAAAGGAC
GATCAGGCATGGTCTCCAGATACACTAGGAACGGAAGTTATTGGTCCCTTGGATCATCTC

Sense
CTCGTGGGAAGCGTGTCGCGGACCCTTTAAGGCTCCATCTCCTTTGCCCTCCCCCGCCTG

E-box MEF2
GGACAGGCTGGGACACCCGGGACCTGACATTTGGCGGAGCCTAACGTGGGAACTAAAAAT

TR
AGCCACTCCGGGTTACTTCGGGGCATACACACATACACACACACACACACACACACACAC

GCGGGCTCTATGTCATCCTGCTGGAGTTACCCCGTACCCTGGCAAGTACATGTAGCCCAT
Anti-sense

ACCCTCCTCTTCGACCTTTCAGGGGGACCAGCTGCACTCAATTCTTTCAGAAATTTCGCA

GTCCAAGATTTTGGATGGCGGGAAGAGCCTTTTGTTCCAAGGACCCTACTTTGAAAACTC

AGAAGCAGGCGGGAACCTTAGGGGCGTGTCTCCCCAGCCAGCACTAGGGCTAGGGGTGGG

GGCGTGGCCTTTTGGGGTGTGCGGGCTCCTGGCCAATGGGTGTTGTGAAGGGCGTGTCCT

ATGGCGGGGCGGGAGTGGGGAGGTGGCTTCAGCTCTCCGC -1/41 GCCTTGGTGCTCTC

CGGTTCCGTGGGTTGTGGCAGTGAGTCCCACCAGACCCGCCCTTTGCACACGGCTTCCGA
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ACGCCGGGGTCTCGTGCCGGCCAGGCCCGGACCCTATACCCTATTCATTTTTTTCTTATT

GCAGCGCCTGAGTCTTTTCTTCTTTTAAAACAAGATG

Figura 29 - Em negrito esta destacada as posi¢des de alinhamento dos pares de iniciadores da reagdo de PCR em
tempo real apos ensaio de imunoprecipitagdo da cromatina com os anticorpos H3K9me3, H3 Ac e
MEF2. Em letra vermelha esta representada a regido S"UTR e o ATG (primeiro codon).
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E - Esquematizacio de um fragmento da regiio promotora do gene Slc2a4 destacando
sitios de ligacao dos fatores NF-1 e O/E-1.

Abaixo segue um fragmento da regido promotora do gene Slc2a4 entre as bases -880
e -720 situadas a montante da primeiro base da regido 5’UTR. Na figura estdo destacadas as
posicdes da sequéncia CCGG e dos sitios de reconhecimento dos fatores NF-1 e O/E-1 descritos

na literatura.

-800

CTGGAGGCTCAGGGACTTCAGAGAGGGTGATGTGACCGGCGTGAGCACCT

NF-1 NE-1
GTCCCTTGGGTTCCCTCCAGGAACCAATGTAGAGAAATGTGTGGAGGGGA
0/E-1 O/E-1

TGGGCCAGTAGACTGTGCAC -720

Figura 30 - Em negrito esta destacada a sequéncia 5°CCGG 3, sublinhado estdo destacadas as posi¢des dos
sitios de ligacdo dos fatores NF-1 e O/E-1 descritos na literatura.

Avalia¢do do conteudo de mRNA dos genes Nfib e Ebf-1 por PCR em tempo real (SYBR
Green)

A figura 30 A e B mostra que o contetido de mRNA dos genes Nfib e Ebf~-1 aumentaram

em musculo s6leo de animais DM1 e o tratamento com insulina restaurou esses valores
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Figura 31 - Contetdo de mRNA de genes Nfib (A) e Ebf-1 (B) de ratos ndo diabéticos (ND), diabéticos tipo 1
(DM1) e diabéticos tipo 1 tratados com insulina (DM1 I). Valores expressos porcentagem relativa ao
input + erro padrdo médio (n=5). Os dados foram analisados por ANOVA de uma via com pos-teste
Newman-Keuls. *P<0.05 vs. ND e #P<0.05 vs. DM1.
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A tabela abaixo mostra as sequéncias dos iniciadores para avaliar o conteido de mRNA

dos genes Nfib e Ebf-1 em musculo soleo de ratos.

Tabela 12 - Sequéncias dos iniciadores utilizados no qPCR e tamanho do amplicon.

Gene Sense Anti-sense Amplicon
Nfib GTGCGTTTTAAGGCGAAGTC ACATCCGCTTCTCATGCTTT 168
Ebf-1 GGGCTCACTTTGAGAAGCAG GTCTTTTCGCTGTTGGCTTC 160
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F - Avaliacdo do conteudo de mRNA dos genes 1l-6, Tnf, Rela e NfkbI no tecido adiposo
periepididimal por PCR em tempo real (SYBR Green)

A figura abaixo mostra que no tecido adiposo periepididimal dos animais DM2 o
conteido de mRNA dos genes 1/-6, Tnf, Rela e Nfkbl aumentaram e o tratamento com

resveratrol reverteu parcialmente essas alteragdes.
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Figura 32 - Contetdo de mRNA de genes associados a resposta pro-inflamatoria. Em (A) 11-6, (B) Tnf, (C) Rela
e (D) Nfkbl, de tecido adiposo periepididimal de camundongos ndo diabéticos (ND), diabéticos tipo
2 (DM2) e diabéticos tipo 2 tratados com resveratrol (DM2 R). Valores expressos porcentagem
relativa ao input + erro padrdo médio (n=5). Os dados foram analisados por ANOVA de uma via
com pos-teste Newman-Keuls. *P<0.05, **P<0.01 e ***P<0.001 vs. ND e #P<0.05 vs. DM2.



A tabela abaixo mostra as sequéncias dos iniciadores para avaliar o conteido de mRNA

dos genes em tecido adiposo periepididimal dos camundongos.

Tabela 13 - Sequéncias dos iniciadores utilizados no qPCR.

Gene Sense Anti-sense
Tnf GAACTGGCAGAAGAGGCACT GGTCTGGGCCATAGAACTGA
16 CCGGAGAGGAGACTTCACAG TCCAGTTTGGTAGCATCCATC
Actb ACTGGGACGACATGGAGAAG GGGGTGTTGAAGGTCTCAAA
Rela GCAAGGGCATTATCGACTCT CATAACGTTGCAGGAAGCTG
Nfkbl CTGACCTGAGCCTTCTGGAC GCAGGCTATTGCTCATCACA
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Abstract:

It is well recognized that there is therapeutic advantage for glycemic control by increasing
glucose transporter isoform 4 (GLUT4) concentrations in skeletal muscle, which can be reached
by enhancing the Slc2a4 gene expression. Epigenetic alterations at gene promoter region lead
to alterations in gene expression effectiveness. Histone post-translational modifications (PTMs)
such as lysine (K) acetylation of histone 3 (H3KAc) and tri-methylation of H3K9 (H3K9me3)
are some of the most studied regulations. We investigated these histone PTMs at Sic2a4 gene
in skeletal muscle of uncontrolled or insulin-treated diabetic rats. PTMs were investigated at
the inhibitory -889/-719 and the stimulatory -670/-461 segments of the promoter region. The
results reveal that diabetes decreased Slc2a4/GLUT4 expression, which was accompanied by
reduced H3KAc and increased H3K9me3 content at -670/-461 segment. Besides, we observed
a decreasing binding activity of the myocyte enhancer factors 2A and 2D, potent enhancers of
Slc2a4 transcription that bind inside the -670/-461 segment. These data reveal a mechanism by
which the epigenetic regulation can reduce Slc2a4/GLUT4 expression in uncontrolled diabetic
states, thus contributing to impair plasma glucose clearance. In sum, this study points out the
fact that Slc2a4 epigenetic modification may work as therapeutic target to improve glycemic

control.

Key words: GLUT4, histone ptm, h3k9 methylation, histone acetylation, MEF2A, MEF2D
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Introduction

The glucose transporter isoform 4 (GLUT4) protein, which is encoded by the solute
carrier family 2 member 4 gene (S/c2a4) is the main glucose transporter found in adipose tissue,
heart and skeletal muscle. In those territories, insulin stimulates glucose uptake through the
regulation of a dynamic traffic of intracellular vesicles containing GLUT4 from cytoplasm to
the plasma membrane, as well as the transcription of Slc2a4 gene.' Decreased Slc2a4
expression has been described in both type 1 and type 2 diabetes mellitus' and transgenic
animals have revealed the fundamental role of Slc2a4 expression upon glycemic homeostasis.
The heterozigotic deletion of Slc2a4 gene in skeletal muscle leads to whole-body insulin
resistance and glucose intolerance;™* while, on the other hand, the overexpression of Slc2a4
gene in skeletal muscle recovers insulin sensitivity and improves glycemic homeostasis in
diabetic db/db mice.™® These evidences support the idea that up-regulation of Slc2a4 gene is an
important strategy to improve blood glucose clearance.'

Recently, studies have been demonstrating an interesting connection between epigenetic
mechanisms and development/progression of diabetes.”” The epigenetic concept consists of
chemical alterations that regulate the DNA functions including replication, repair and gene
expression, despite unchanged nucleotide sequence. '

In this context, histone post-translational modification (PTM) is one of the most studied
epigenetic modifications, given its ability to modify gene expression either by directly affecting
chromatin structure or by interfering with the binding of proteins to chromatin.'' Histone PTMs
include methylation, acetylation and ubiquitination of lysines (K), methylation of arginines (R)
and phosphorylation of serines and threonines; the majority of them localized in regulatory gene
regions. Among the PTMs associated with active transcription are lysine (K) acetylation of
histone 3 (H3KAc) and histone 4 (H4KAc) and di- or tri-methylation (me) of H3K4 (H3K4me2

or H3K4me3) while high contents of methylated sites at H3K9, H3K27 and H4K20 are
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associated with transcriptional repression.'>> Among these regulations, H3KAc and
H3K9me3 are the most studied.

Some studies have suggested that epigenetic mechanisms participate in the regulation
of Slc2a4 gene expression in response to acute exercise or nutritional status;'*'> however,
regarding diabetes, nothing is known about these regulations.

Considering the epigenetic mechanisms as a potential therapeutic powerful tool, the
improvement of knowledge in this area can amplify the targets for preventive and treatment
strategies to control gene expression in metabolic disturbed diseases, such as diabetes. Taking
into account this issue, the aim of the present study was to investigate two types of histone
PTMs, the H3KAc and H3K9me3, at the Slc2a4 promoter in the skeletal muscle of
insulinopenic diabetic rats, seeking to associate these modifications to the diabetes-induced

alterations of Slc2a4 gene expression.

Material and Methods
Animals and experimental design

Male 60-day old Wistar rats were obtained from the Animal Center of the Institute of
Biomedical Sciences, University of Sao Paulo. At 75 days of life, the rats were rendered
diabetic by intravenous injection of streptozotocin (Sigma Chemical Co, St Louis, MO, EUA),
at a dose of 50 mg/Kg body weight, solubilized in citrate buffer; non-diabetic control rats (ND)
were injected with citrate buffer. The procedure was performed in halothane (Tanohalo®,
Cristalia, Itapira, SP, Brazil) anaesthetized animals. Twenty days later (95-day old rats), the
diabetic rats were treated with 0.9% NaCl as placebo (DM) or 5 U/day NPH insulin (Humulin®,
Eli Lilly and Company, Indianapolis, IN, USA) (DMI). Treatments were conducted during

thirty days, totalizing 50 days of diabetes. Age-matched ND rats received no treatment.
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One day before the end of the treatment period, animals were placed in metabolic cages
for 24-hour urine collection (starting at 10:00 AM). At the day-after (preceded by 4 hours of
food deprivation), the animals were anaesthetized with 60 mg/Kg sodium thiopental (Cristalia®,
Itapira, Sdo Paulo, Brazil), and tail blood and soleus muscle were sampled for further analyses.
Plasma and urinary glucose concentrations were measured as previously described”.

The experimental protocol was approved by the Ethical Committee for Animal Research

of the Institute of Biomedical Sciences, University of Sao Paulo (#194/2013).

Total RNA extraction and gRT-PCR for quantification of Slc2a4 mRNA expression

Total RNA from soleus muscle was extracted by TRIzol® Reagent (Invitrogen,
Carlsbad, CA, USA). Following the reverse transcriptase (RT) reaction, the qPCR amplification
was performed using Tagman® PCR master mix kit (Applied Biosystems Inc., Foster City, CA,
USA), and carried out in a StepOne Plus Instrument (Applied Biosystems Inc., Foster City, CA,
USA). The method of 27 **“ was adopted for analysis. Beta-2 microglobulin (B2m) was chosen
as a reference gene, after comparison of the gene stability with Gapdh and HprtI genes. Details

of Tagman® PCR are presented in Table 1.

Total protein extraction and Western blotting for quantification of GLUT4 protein
The soleus muscle was processed and GLUT4 was quantified as previously described'®,
using the anti-GLUT4 antibody 07-1404 (EMD Millipore, Billerica, MA, USA,). Results were

normalized by optical densitiy of the respective lanes, stained by Ponceau.

Chromatin immunoprecipitation (ChIP) assay for histone PTMs analysis
The chromatin immunoprecipitation'’ was performed using 500 pg of nuclear protein

plus anti-histone H3K9me3, anti-histone H3KAc (K9, 14, 18, 23,27) or anti-MEF2D antibodies
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(Table 1). Unspecific rabbit IgG was used as mock. After immunoprecipitation, DNA/protein
complexes were eluted, DNA was purified. The purified DNA and input genomic DNA were
analyzed by quantitative (q) PCR (Platinum® SYBR® Green gPCR SuperMix UDG, Invitrogen
Life Technologies, Carlsbad, CA, USA) using a StepOne Plus Instrument (Applied Biosystems
Inc., Foster City, CA, USA). Two regions of the Slc2a4 promoter gene, characterized by
repressor or enhancer activities, were separately analyzed (detail in Table 1). Results were

2 A-(Ct Input — Ct IP)

calculated using the formula: x 100, related to the respective input value, and

thus normalized considering the mean of ND values as 1.0.

Slc2a4 promoter gene positions of amplified segments and binding sites of transcription
factors.
Positions of the segments and binding sites presented here are in accordance with the

transcriptional start site of the rat promoter sequence described in www.ensembl.org. Althogh

these positions do not match to some other described elsewere, the alignhement of the

sequences shows 100% of identity.

Statistical Analysis

All data were expressed as mean + standard error of the mean (SEM). The means were
compared by one-way analysis of variance (ANOVA), followed by Newman-Keuls post-test,
after checking the variances by Bartlett’s test. Twenty four-hour urinary glucose was analyzed
by the Kruskal-Wallis nonparametric test, followed by Dunn post-test. Differences were

considered statistically significant at P<0.05.

Results

Diabetes represses Slc2a4/GLUT4 expression in skeletal muscle
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As expected, diabetic animals developed metabolic changes compatible with an
insulinopenic condition (Figure 1A to D), such as reduced body weight and increased plasma
glucose and frutosamine and 24-hour glycosuria. Additionally, diabetes induced a significant
reduction of Slc2a4 mRNA and GLUT4 protein expression (Figure 1E and F). Insulin treatment

restored all these variables.

Diabetes induces histone PTMs in Slc2a4 gene promoter

Two segments of Slc2a4 promoter gene were separately analyzed: the -889/-719 and -
670/-461 sequences, which are currently associated with repression and enhancing of
transcriptional activity, respectively.

In the Sic2a4 -889/-719, diabetes reduced the H3KAc and increased the H3K9me3
bound, and insulin treatment reversed the H3K9me3 regulation only (Figure 2 A and B).
Considering that: 1) these regulations contribute to the impairment of the binding activity of
transcriptional factors; 2) this segment contains binding sites for Slc2a4 repressors; and 3) the
Slc2a4/GLUT4 expression decreased; we conclude that the histone H3 PTMs at the Sic2a4 -
889/-719 segment do not contribute to the regulation of Slc2a4 gene expression in diabetes.

Similarly, in the Slc2a4 -670/-461 segment, diabetes reduced the H3KAc and increased
the H3K9me3 bound, and insulin treatment reversed the H3K9me3 regulation only (Figure 2 C
and D). Considering that: 1) these regulations contribute to the impairment of the binding
activity of transcriptional factors; 2) this segment contains binding sites for S/c2a4 enhancers;
and 3) the Slc2a4GLUTA4 expression decreased; we conclude that the histone H3 PTMs at the
Slc2a4 -670/-461 segment plays an important role in the regulation of Slc2a4 gene expression
in diabetes.

In order to confirm the participation of the Slc2a4 -670/-461 segment in the Slc2a4

transcriptional regulation, we investigated the binding activity of MEF2 binding site;
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highlighting that this binding site is located in the center of a cluster of Slc2a4 enhancer
transcription factors’ binding sites, and that MEF2A/D have been proposed as the most
powerful enhancers of Slc2a4 transcription in oxidative muscles'®. The ChIP assay revealed
(Figure 2E) that diabetes reduced (by 40%) the MEF2A/D binding into the -670/-461 segment

of Slc2a4, and that was reversed by insulin treatment.

Discussion

The present study reveals for the first time that diabetes triggers epigenetic
modifications in the Slc2a4 gene in skeletal muscle of rats, which could participate in the
decreasing of GLUT4 expression, thus representing a promising target for development of new
adjunctive therapeutic approaches for diabetes mellitus.

We observed a diabetes-induced reduction in acetylated H3K9,14,18,23,27 content
(H3Ac) in the Slc2a4 promoter, which could induce a closed chromatin state in the promoter
segments, thus reducing the binding of transcriptional factors. This effect at the -670/-461
segment, in which powerful enhancers are known to bind, could contribute to reduced
Slc2a4/GLUT4 expression. However, this effect at the -889/-719 segment, which contains
binding sites for repressor transcription factors, could exert an opposite effect, increasing
Slc2a4/GLUTA4 expression, which did not occur. Thus, we conclude that the regulation at the -
670/-461 segment prevailed over the effect at the -889/-719 segment.

Similarly, diabetes increased H3K9me3 content in both studied segments of the Slc2a4
promoter. This histone PTM at the -670/-461 segment can also contribute to impair the binding
of factors that enhance Slc2a4 transcriptional activity, decreasing Slc2a4/GLUT4 expression.
In turn, increased H3K9me3 content at the -889/-719 segment could result in impaired binding

of factors that repress Slc2a4 transcriptional activity, increasing Slc2a4/GLUT4 expression,
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which did not occur. We hypothesized that the effect of increased H3K9me3 at the -670/-461
segment prevailed over the effect of increased H3K9me3 at the -889/-719 segment.

The analyzed -670/-461 enhancer segment of the Slc2a4 promoter contains binding sites
for MyoD (E-box, -525/-520), MEF2A/D (-500/-492) and TR-alpha (-483/-468) transcriptional
factors, which display a tripartite positive cooperation in the Slc2a4 transcriptional activity'’.
Furthermore, the greater phosphorylation of MEF2A/D in oxidative muscles, such as soleus,
highlights the fundamental role of MEF2A/D in this enhancing activity*’. Besides, the Kriippel-
like factor 15 (KLF15) binds to a site (-539/-535) that is also near to the MEF2 binding site,
and the KLF15 has already been reported to synergize with MEF2A and enhance Slc2a4
transcriptional activity®'. Thus, to evaluate a functional repercussion of the observed histone
PTMs, MEF2 binding activity in its responsive element contained in the -670/-461 segment
was assessed, and the results were as expected: the MEF2A/D binding activity was reduced in
diabetes and insulin treatment reversed this decreased binding to near control level. Thus, it is
reasonable to propose that diabetes-induced epigenetic modifications at Slc2a4 promoter
contribute to reduce Slc2a4/GLUT4 protein expression.

Interestingly, diabetes-induced H3KAc at -670/-461 segment did not reverse with
insulin treatment, as H3K9me3 did. Thus, considering that only the H3K9me3 regulation at -
670/-461 segment is fully in line with the regulation of Slc2a4/GLUT4 expression, we suppose
that the effect of H3K9me3 is superimposed on the effect of H3KAc.

Histone PTMs have been recognized as complex phenomena whose specific

11-13
. Moreover, the

combinations determine the transcriptional status of a given DNA sequence
occurrence of cross-talk between histone PTMs has been described, such as competitive
antagonism and cooperation between modifications, which renders the control of gene

expression even more complex'>. Although further studies are necessary to clarify how the

different histone PTMs at Slc2a4 promoter interact to modulate Slc2a4/GLUT4 expression in
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skeletal muscle, the present study supports the hypothesis that epigenetic mechanisms interfere
with the accessibility of transcription factors to the enhancer segment of the Slc2a4 promoter
in the diabetic setting.

In sum, this study reveals an additional mechanism by which chronic hyperglycemia
worsens skeletal muscle glucose disposal, and points out the fact that Slc2a4 epigenetic

modification may work as therapeutic target to improve glycemic control.
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Table 1. Tagman® RNA assays (Applied Biosystems Inc, USA) for gene expression analysis,

primers for Sybr PCR analysis of Slc2a4 segments, and antibodies used for chromatin

immunoprecipitation assay.

Targets Dye Tagman® Assay ID
Slc2a4 FAM AISIQIM 186914021 1

B2m FAM Rn00560865 m1l

Targets Primers (5 to 3°)

Slc2a4 repressor region Forward TAGGTCGTGCCCTCTCAACT
(-889 to -719 segment) Reverse CATCCCCTCCACACATTTCT
Slc2a4 enhancer region Forward CCAGACACGGTTCTCAGACA
(-670 to -461 segment) Reverse GAAACAATGCCCCGAAGTAA
Antibodies (anti-) Amount Reference

MEF2D (H11) 10 pg/reaction sc-271153, Santa Cruz Biotec, USA

Histone H3(acetyl K9, 14, 18, 23, 27) 8 pg/reaction
Histone H3(trimethyl K9) 6 pg/reaction

Normal rabbit IgG *

ab47915, ABCAM, UK
ab8898, ABCAM, UK

12-370, Millipore, USA

Positions of the segments are in accordance with the transcriptional start site of the rat

promoter sequence described in www.ensembl.org.

* The same amount of the target antibody.
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Legends

Figure 1. Metabolic characteristics and skeletal muscle Slic2a4/GLUT4 expression of
nondiabetic and insulin treated or not diabetic rats. Body weight (A), glycemia (B), 24-hour
urinary glucose (C), plasma fructosamine (D), Slc2a4 mRNA (E) and GLUT4 protein (F) were
evaluated in nondiabetic (open bars) and streptozotocin diabetic rats treated with saline (black
bars) or insulin (dashed bars). Slc2a4 mRNA was normalized by B2m mRNA, and GLUT4
protein was normalized by the densitometry of the respective Ponceau-stained lane. In F,
representative blots of GLUT4 and their respective Ponceau-stained lanes were shown in the
same sequence of the bars. Data are mean = SEM of 10 (A to D) and 6 (E and F) animals, and
were compared by one-way analysis of variance, followed by Newman-Keuls post-test, except

in C where Kruskal-Wallis test, followed by Dunn post-test, was employed.

Figure 2. Histone post-translational modifications at the promoter of Slc2a4 gene in skeletal
muscle of nondiabetic and insulin treated or not diabetic rats. The inhibitory -889/-719 (A and
C) and the stimulatory -670/-461 (B, D and E) segments of the Slc2a4 promoter were analyzed
in nondiabetic (open bars) and streptozotocin diabetic rats treated with saline (black bars) or
insulin (dashed bar). Lysine acetylation of histone 3 (H3KAc) (A and B) and tri-methylation of
H3K9 (H3K9me3) (C and D) were analyzed by chromatin immunoprecipitation (ChIP) assay.
In panel F, nuclear protein binding activity at the myocyte enhancer factor (MEF2) binding site
in the -670/-461 segment was also analyzed by ChIP assay. Data are mean = SEM of 3 (A to
D) and 5 (E) animals, and were compared by one-way analysis of variance, followed by

Newman-Keuls post-test.
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Abstract

Background: Resveratrol is a natural polyphenol that has been proposed to improve glycemic control in diabetes,
by mechanisms that involve improvement in insulin secretion and activity. In type 1 diabetes (T1D), in which insulin
therapy is obligatory, resveratrol treatment has never been investigated. The present study aimed to evaluate
resveratrol as an adjunctive agent to insulin therapy in a T1D-like experimental model.

Methods: Rats were rendered diabetic by streptozotocin (STZ) treatment. Twenty days later, four groups of animals
were studied: non-diabetic (ND); diabetic treated with placebo (DP); diabetic treated with insulin (DI) and diabetic
treated with insulin plus resveratrol (DIR). After 30 days of treatment, 24-hour urine was collected; then, blood, soleus
muscle, proximal small intestine, renal cortex and liver were sampled. Specific glucose transporter proteins were
analyzed (Western blotting) in each territory of interest. Solute carrier family 2 member 2 (Slc2a2), phosphoenolpyruvate
carboxykinase (PckT) and glucose-6-phosphatase catalytic subunit (G6pc) mRNAs (gPCR), glycogen storage and sirtuin 1
(SIRTT) activity were analyzed in liver.

Results: Diabetes induction increased blood glucose, plasma fructosamine concentrations, and glycosuria. Insulin
therapy partially recovered the glycemic control; however, resveratrol as adjunctive therapy additionally improved
glycemic control and restored plasma fructosamine concentration to values of non-diabetic rats. Resveratrol did not
alter the expression of the glucose transporters GLUT2 and SGLT1 in the intestine, GLUT2 and SGLT2 in kidney and
GLUT4 in soleus, suggesting that fluxes of glucose in these territories were unaltered. Differently, in liver, resveratrol
promoted a reduction in Slc2a2, Pck1, and Gépc mRNAs, as well as in GLUT2 protein (P < 0.05, DIR vs. DI); besides, it
increased (P < 0.01, DIR vs. DI) the hepatic glycogen content, and SIRT1 protein.

Conclusions: Resveratrol is able to improve glycemic control in insulin-treated T1D-like rats. This effect seems not to
involve changes in glucose fluxes in the small intestine, renal proximal tubule, and soleus skeletal muscle; but to be
related to several changes in the liver, where downregulation of S/c2a2/GLUT2, Pck1, and G6pc expression was observed,
favoring reduction of glucose production and efflux. Besides, resveratrol increased SIRTT nuclear protein content in liver,
which may be related to the observed gene expression regulations.
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Background

Diabetes mellitus (DM) is an epidemic metabolic disease
growing at exponential rate. Type 2 DM (T2D) accounts
for around 90 % of all diabetes subjects, but type 1 DM
(T1D) incidence is also increasing worldwide [1]. The
failure of pancreatic beta cells to produce insulin, and
the impairment of insulin action, play a central role in
the disruption of glycemic homeostasis, leading to
hyperglycemia, a hallmark of DM [2]. DM shows a
complex scenario, including complications derived from
the macro and microangiopathy development [3]. At
present, optimized glucose control is recognized as the
best approach to reduce the risk of diabetes chronic
complications [4].

Insulin sensitizer agents, which could improve gly-
cemic control, have been extensively investigated for
treatment of T2D. However, the recent finding of insulin
resistance in T1D patients [5, 6] has driven attention to
their use as adjunctive agents to insulin therapy [7-10].
Beyond several compounds tested to treat DM, resvera-
trol gained much attention in recent years [11]. Resvera-
trol is a natural polyphenol that belongs to stilbene
class, widely found in several plant species, especially in
grapes and blueberries [12]. It is capable of activating
NAD" -dependent histone deacetylase sirtuin 1 (SIRT1),
the main mechanism related to its effects [11]. Numer-
ous studies report a wide diversity of healthy-related
properties of resveratrol, including management of dis-
eases such as cancer, Alzheimer, obesity and DM [13].

Regarding the potential effects of resveratrol in DM
treatment, a glycemia-lowering effect was described in
normal rats and mice [14, 15], high-fat fed mice [16],
T2D db/db mice [17], and T2D humans as well [11]. In
these conditions, a reduction in insulin resistance has
been described, and in some of the experimental models,
a concomitant increase in insulin secretion was also ob-
served [15, 17]. However, it remains unknown whether
improved glycemic control was cause or consequence of
improved beta-cell function. Curiously, there are some
reports suggesting that resveratrol could also decrease
hyperglycemia in streptozotocin (STZ)-induced diabetic
rats [14, 18-20], an insulinopenic model of DM consid-
ered a T1D-like condition, in which amelioration of pan-
creatic insulin secretion would be unexpected.

Glycemic homeostasis results from an orchestrated
regulation of territorial glucose fluxes, which includes
flows into and out of the extracellular/blood compart-
ments [21, 22]. Some of these fluxes of glucose are
highly variable, even being tightly regulated, and they
can alter blood glucose quite rapidly. These include glu-
cose fluxes to blood from the intestine (postprandial ab-
sorption), liver (glucose production) and kidney (glucose
reabsorption); and also glucose fluxes from blood to
liver, skeletal muscle and adipose tissue, highlighting
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these fluxes as the most variable and regulatable
[21-23]. All these fluxes involve several distinct and com-
plex mechanisms, and, in each territory, one or more glu-
cose transporter isoforms play a key role [24, 25]. In
epithelial cells of proximal intestine and in renal proximal
tubule, sodium glucose cotransporter 1 and 2 (SGLT1 and
SGLT2), respectively, uptake glucose at the luminal mem-
brane; whereas the facilitative glucose transporter 2
(GLUT2) effluxes glucose into the interstitium/blood side
[24, 25]. In hepatocytes, GLUT2 performs a bidirectional
flux of glucose, accordingly to the substrate concentration
gradient, which is critical for cellular glucose production
[23]. Finally, the glucose uptake by muscle and adipose
tissue occurs through the GLUT4, which can be acutely
translocated to the plasma membrane in response to
insulin [24, 26].

Most of these glucose fluxes have been proposed to be
altered in DM, and that would involve changes in the
expression of specific glucose transporters. On the other
hand, regulation of some glucose transporters has been
proposed as important targets for the development of pre-
ventive and therapeutic approaches for DM [23, 26, 27].
In this context, resveratrol could modulate the expression
of some GLUTs/SGLTs spread in many peripheral terri-
tories, and that might participate in its effect on glycemic
homeostasis.

So far, the beneficial effects of resveratrol have been
shown in rodent models of T2D, in T2D patients, and in
untreated T1D-like rats. This latter condition does not
contribute to the investigation of the potential benefits
of resveratrol for T1D patients, because it does not
reflect their real life situation, since they necessarily re-
quire insulin therapy. Thus, the present study aimed to
investigate if resveratrol could act as an adjunctive agent
to insulin therapy in a T1D-like experimental model. For
that, insulin-treated STZ-rats were additionally treated
with resveratrol; glycemic control and expression of
glucose transporters in distinct territories involved on
glycemic homeostasis were evaluated. Besides, because
the hepatic GLUT2 expression was highly altered, glu-
cose metabolism markers involved in the regulation of
glucose fluxes and SIRT1 activity were also investigated
in this territory.

Methods

Animals and treatments

Forty 60-day old male Wistar rats weighing 250 g were
obtained from the Animal Center of the Institute of
Biomedical Sciences, University of Sdo Paulo. The
animals were housed in a room kept at constant
temperature (23 +2 °C), in light/dark cycle (12/12 h),
receiving standard rat chow (Nuvilab CRI1; Nuvital
Nutrients S/A, Colombo, Parand, Brazil) and tap water
ad libitum.
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At 75 days of life, animals were rendered diabetic
by intravenous injection of STZ (Sigma Chemical Co,
St Louis, MO, EUA) at a dose of 50 mg/Kg of body
weight, solubilized in citrate buffer (pH 4.5); and control
rats were injected with citrate buffer. The procedure was
performed in halothane (Tanohalo®, Cristdlia, Itapira, SP,
Brazil) anaesthetized animals.

Twenty days later (95-day old rats), a trial was per-
formed to evaluate the efficiency of diabetes induction,
and animals with a blood glucose concentration above
300 mg/dL (measured at 10:00 AM, after 4-hour food
deprivation) were included in the study. Immediately,
the animals were separated into four groups: non-
diabetic control (ND); diabetic treated with 0.9 % NaCl
as placebo (DP); diabetic treated with 5 U/day NPH in-
sulin (Humulin®, Eli Lilly and Company, Indianapolis,
IN, USA) (DI) and diabetic treated with 5 U/day NPH
insulin plus 10 mg/Kg body weight resveratrol (Sigma-
Aldrich, St. Louis, USA) (DIR). Insulin and resveratrol
were subcutaneously and intraperitoneally injected, re-
spectively. The treatments were conducted during thirty
days, totalizing 50 days of diabetes duration. The experi-
mental protocol was approved by the Ethical Committee
for Animal Research of the Institute of Biomedical
Sciences, University of Sdo Paulo (#194/2013).

Sampling collection

At the end of the treatments, 24-hour urine was collected.
Then, at 10:00 AM (after 4-hour food deprivation), the an-
imals were anaesthetized with 60 mg/Kg sodium thiopen-
tal (Cristdlia®, Itapira, Sdo Paulo, Brazil), and tail blood
samples were collected for glucose concentration analysis.
After, soleus muscle, liver, kidney and proximal small in-
testine were sampled and storage at —70 °C for further
analysis. Additionally, immediately after liver sampling,
blood was collected from the inferior vena cava, for fruc-
tosamine concentration analyzes in plasma. Kidneys were
removed, and outside cortex slices were excised, as previ-
ously described [28].

Plasma fructosamine, blood glucose, and 24-hour urinary
glucose excretion

Plasma fructosamine concentration was measured by a
kinetic-colorimetric assay (Frutosamina, Labtest, Lagoa
Santa, MG, Brazil) and blood glucose concentration by a
glucometer (Accu-Check Active Basel, Switzerland). The
24-hour urine volume was measured, a sample was
centrifuged at 1,000 g (10 min), and the supernatant
was used to measure glucose concentrations by an
enzymatic-colorimetric assay (Glicose Liquiform Labtest,
Lagoa Santa, MG, Brazil); the results were expressed as
24-hour glucose excretion, taking into account the total
urinary volume.
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Hepatic glycogen content

Hepatic glycogen content was measured as previously
described [29]. Briefly, 250 mg of liver tissue were treated
for glycogen breakdown, and thus, glycogen was pelleted by
ethanol/Na,SO, treatment. After hydrolysis, glycogen con-
tent was calculated based on the glucose concentrations in
the samples, measured by an enzymatic-colorimetric assay
(Glicose Liquiform, Labtest, Lagoa Santa, MG, Brazil).

mRNA quantification by real-time polymerase chain
reaction (qPCR)

Total RNA was isolated from approximately 100 mg of
soleus skeletal muscle, and liver. The samples were proc-
essed accordingly to TRIzol® Reagent manufacturer speci-
fications (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA). The amount of
total RNA in each sample was determined using a spec-
trophotometer (Gene Quant, PHARMACIA BIOTECH -
Biochrom, Cambridge, UK). The integrity of RNA was
verified by the presence of 18S and 28S bands and con-
firmed by a 1.5 % denaturant agarose gel electrophoresis
exposed to ultra-violet light (Epi Chemi II Darkroom,
UVP Biolmaging Systems, Upland, California, CA, USA).
The reverse transcriptase (RT) reaction was performed
from 2 pg of total RNA, adding to the reaction: oligo dT
(100 pg/mL), 10 mM of each ANTP, 5X First-Strand buffer
and 2 pl (200 U/ul) of M-MLV Reverse Transcriptase
(Promega, Madison, W1I). The conditions of RT reaction
were 65 °C for 10 min, followed by 37 °C for 60 min, and
95 °C for 10 min. The qPCR amplification was performed
using Tagman® PCR master mix kit (Applied Biosystems
Inc,, Foster City, CA, USA) and carried out with StepOne
Plus Instrument (Applied Biosystems Inc., Foster City,
CA, USA). The PCR conditions were 1 cycle of 10 min at
95 °C and 40 cycles of 30 s at 95 °C, 60 s at 60 °C and 60 s
at 72 °C. The method of 2 ~**“" was adopted for analysis.
The genes analyzed were: solute carrier family 2 member 4
(Slc2a4), solute carrier family 2 member 2 (Slc2a2), phos-
phoenolpyruvate carboxykinase 1 (PckI), glucose-6-
phosphatase catalytic subunit (G6pc). The reference gene
used was beta-2-microglobulin (B2m), accordingly to
RefFinder software analysis. The used primers are depicted
in Table 1.

Evaluation of protein expression by Western blotting

Membrane fractions were prepared as previously de-
scribed [28, 30, 31]. Liver and kidney samples were proc-
essed in the same way. The samples were homogenized
in buffer solution (100 mM Tris pH 7.5, 10 mM EDTA,
10 % SDS, 10 mM sodium fluoride, 10 mM sodium
pyrophosphate and 10 mM sodium orthovanadate); the
homogenate was centrifuged at 1,200 g (15 min), the
resulting supernatant was centrifuged at 12,000 g
(20 min), and the final pellet was suspended in the same
buffer as an enriched plasma membrane fraction. Soleus
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Table 1 Details for the primers and identification (ID) codes of the Tagman Gene Expression Assays used for real-time polymerase

chain reaction (gPCR)

Gene Primers sequence Dye Assay ID

Slc2a4 Sense: 5-GGC TGT GCC ATC TTG ATG AC-3' FAM AISIQIM 186914021_1
Anti-sense: 5-CAC GAT GGA CAC ATA ACT CAT GGA T-3'

Slc2az Inventoried FAM Rn00563565_m1

Pck1 Inventoried FAM Rn01529014_m1

Gépc Inventoried FAM Rn00689876_m1

B2m Inventoried FAM Rn00560865_m1

Slc2a4 solute carrier family 2 member 4, Slc2a2 solute carrier family 2 member 2, Pck1 phosphoenolpyruvate carboxykinase 1, G6pc glucose-6-phosphatase catalytic

subunit, B2m beta-2-microglobulin

muscle samples were homogenized in the same buffer,
centrifuged at 760 g (10 min), and the supernatant was
directly used as a total membrane fraction (plasma
membrane and microsomes). Proximal small intestine
samples were homogenized in the same buffer, centri-
fuged at 3,000 g (10 min), the supernatant was centri-
fuged at 12,000 g (30 min); and the pellet was used as an
enriched plasma membrane fraction.

Total protein content in the samples was determined
by Bradford method (Bio-Rad Laboratories, Hercules,
CA, USA). Equal amounts of protein (40 to 60 pg, ac-
cordingly to the tissue) were electrophoresed, transferred
to nitrocellulose membrane and immunoblotted, accord-
ingly to the tissue, with anti-GLUT4 (EMD Millipore,
Billerica, MA, USA, #07-1404), anti-GLUT2 (EMD
Millipore, #07-1402), anti-SGLT1 (Millipore, #07-1417)
and anti-SGLT2 (Santa Cruz, Dallas, TX, USA, #98975)
antibodies. The appropriate secondary conjugated anti-
body was used accordingly to manufacturer specifica-
tions, followed by enhanced chemiluminescence (ECL)
procedure. The optical density of the blots was analyzed
using Image ] software (National Institutes of Health,
Bethesda, MD, USA), and the densities of the respective
lanes, stained by Ponceau, were used for normalization.
The results were expressed as arbitrary units, related to
mean of the controls, which was set as 1.0.

Nuclear content of SIRT1

Nuclear proteins were extracted from liver samples as
previously described [5, 32]. Briefly, 0.3 g of liver tissue
was pulverized in nitrogen, and suspended in ice-cold
phosphate buffer saline with 0.2 mM dithiothreitol and
0.2 mM phenylmethylsulphonyl fluoride. After 1,000 g
centrifugation (10 min), the pellet was incubated in a
hypotonic buffer (10 min), followed by 12,000 g centrifu-
gation (1 min). The pellet was resuspended in a high salt
concentration buffer, incubated for 20 min, and centri-
fuged again at 12,000 g (2 min). The final supernatant
was recovered as the nuclear protein fraction. All pro-
cedure was performed at 4 °C, and the total protein
concentration of the samples was determined by the

Bradford method (Bio-Rad Laboratories). Samples were
stored at -80 °C for further analysis. Equal amounts of
nuclear proteins were subjected to immunodetection as
described above, using anti-SIRT1 antibody (Cell Signaling
Technology, MA, USA mAB#8469).

Statistical analysis

All data were expressed as mean + standard error of the
mean (SEM). The results of four groups were matched by
one-way analysis of variance (ANOVA), with Student-
Newman-keuls as a post-test. Differences were considered
statistically significant at P < 0.05.

Results

Resveratrol improved glycemic control

Table 2 shows data related to the metabolic control. As
expected, blood glucose and plasma fructosamine concen-
trations, as well as 24-hour urinary glucose content were
significantly higher in diabetic rats (DP vs. ND, P < 0.001).
In both DI and DIR groups, there was a reduction in
blood glucose (P<0.001) to levels similar to those ob-
served in non-diabetic rats. Glycosuria also decreased after
insulin treatment (DI vs. DP, P<0.01), and resveratrol
induced an additional reduction (DIR vs. DI, P<0.001),
although glycosuria still remained higher in comparison
to non-diabetic rats. Fructosamine concentration de-
creased in the DI group, and a further reduction was ob-
served with resveratrol (DIR vs. DI, P<0.001), achieving
mean value similar to that observed in non-diabetic rats.

Slc2a4 and GLUT4 expression in soleus

To investigate the skeletal muscle regulation of glucose
disposal, and its participation in glycemic regulation, the
Slc2a4 mRNA and its GLUT4 protein were measured in
soleus muscle (Fig. 1). Both mRNA, and protein reduced
by ~55 % in muscles from diabetic rats (P<0.01 vs.
ND). Insulin treatment restored both mRNA and pro-
tein expression, and resveratrol did not alter the effect
of insulin.
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Table 2 Characteristics of the non-diabetic (ND), diabetic rats treated with placebo (DP), with insulin (DI) and with insulin plus

resveratrol (DIR)

ND DP DI DIR
Body Weight (g) 416+1038 204 4 15.7%%* 354 4 7 4% 363 + 9 5%
Blood glucose (mg/dL) 1252425 502.1 + 18.7%** 140+ 275" 153 +31.0"*
Glycosuria (mg/24 h) 27+09 234+ 209%** 162 + 23,75+ 59.2 + 54x##55S
Fructosamine (LMol/L) 987+43 205 + 11.0%%* 138 + 4. 6% 84,6+ 11.3"##555

Data are mean + SEM of nine to ten animals, and were compared by one-way ANOVA, Student Newman-Keuls post test. *P < 0.05, **P < 0.01 and ***P < 0.001 vs ND;

#p <0.01 and #*P < 0.001 vs DP; °*5P < 0.001 vs DI

Resveratrol decreased GLUT2 expression in liver, but not
in intestine and kidney

To investigate other territorial fluxes of glucose which
could be involved in the resveratrol-induced whole-body
improvement of glycemic control, expression of glucose
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Fig. 1 Slc2a4 mRNA (a) and GLUT4 protein (b) in soleus skeletal
muscle of non-diabetic (ND) and diabetic placebo- (DP), insulin- (DI)
and insulin plus resveratrol- (DIR) treated rats. AU, arbitrary units. Data
are mean + SEM of four to six animals. **P < 001 vs ND; P <001 and
#p <0001 vs DP. One-way analysis of variance (ANOVA),
Student-Newman-Keuls post-test

transporters was evaluated in the proximal small
intestine (Fig. 2a and b), renal proximal tubule (Fig. 2c
and d), and liver (Fig. 2e). The GLUT2 expression did
not change in the proximal small intestine in any experi-
mental condition, as well as its correspondent luminal
sodium-glucose coupled transporter SGLT1. In renal
proximal tubule, DM increased GLUT2 (DP vs. ND, P <
0.05), an effect that was not significantly reversed by in-
sulin with or without resveratrol. Differently, the expres-
sion of the luminal SGLT2 in proximal tubule was
reduced by DM (DP vs. ND, P<0.01), which also was
not altered by insulin with and without resveratrol. Fi-
nally, in liver, GLUT2 protein increased in response to
DM (DP vs. ND, P<0.05), insulin treatment tended to
reduced it, but a significant reduction was observed only
with the administration of resveratrol to insulin therapy
(P<0.01 vs. DP and P < 0.05 vs. DI).

Resveratrol regulates glucose metabolism markers in liver
Slc2a2 mRNA (Fig. 3a) was modulated exactly as the
GLUT2 protein in the liver. DM increased Slc2a2
mRNA, insulin treatment partially reduced it, but only
the adjunctive treatment with resveratrol restored it
to non-diabetic levels (DIR vs. DP, P<0.001; DIR vs.
DI P <0.05I).

The expression of PckI mRNA (Fig. 3b) was simi-
larly regulated. DM increased Pckl mRNA (~3.2-fold,
P <0.001 vs. ND), insulin treatment partially reduced
it (P<0.001 vs. DP), and that was exacerbated with
resveratrol (P<0.001 vs. DP; P<0.05 vs. DI), which
brought mean expression to the level observed in
non-diabetic animals.

G6pc mRNA (Fig. 3d) tended to increase in diabetic
rats, and insulin therapy made that significant (DI vs.
ND, P<0.05). Importantly, the resveratrol treatment
reversed the insulin-induced increase in G6épc mRNA
(DIR vs. DI, P<0.05), restoring its expression to the
level observed in non-diabetic rats.

Finally, the hepatic glycogen content (Fig. 3d) was not
altered by insulin therapy, but was recovered by the
adjunctive treatment with resveratrol (P <0.001 vs. DP;
P<0.01 vs. DI), becoming higher than in non-diabetic
rats (P <0.01 vs. ND).
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Fig. 2 GLUT2 protein in proximal small intestine (a), renal proximal tubule (c) and in liver (e); SGLT1 protein in proximal intestine (b) and SGLT2
protein in renal proximal tubule (d) of non-diabetic (ND) and diabetic placebo- (DP), insulin- (DI) and insulin plus resveratrol- (DIR) treated rats. AU,
arbitrary units Data are mean + SEM of five to nine animals. *P < 005, **P < 001 and ***P < 0.001 vs ND; *P < 0.01 vs DP; 5P < 0.05 vs DI. One-way

DI DIR

Resveratrol increased nuclear SIRT1 content in liver
Resveratrol effects have been proposed to be mediated
by SIRT1, which, once activated in the nucleus, may
impair transcriptional activity. The nuclear content of
SIRT1 in the liver was unaltered in diabetic rats insulin-
treated or not (Fig. 4). However, the adjunctive treat-
ment with resveratrol induced a 3-fold increase in the
nuclear content of SIRT1 (DIR vs. all groups, P < 0.01).

Discussion

The present study was carried out to investigate if resvera-
trol would improve glycemic control in T1D-like rats
under insulin therapy. As expected, insulin treatment did

not completely restore glycemic control, because it is diffi-
cult to mimic endogenous insulin secretion [5], which is
also observed in T1D patients [33]. Resveratrol revealed a
powerful adjunctive effect, being able to induce a strong
additional reduction in glycosuria and to bring fructosa-
mine concentrations to values similar to those observed in
non-diabetic rats. This improvement in glycemic homeo-
stasis seems to be related to increased insulin sensitivity in
the liver, with a consequent reduction in glucose efflux.
Streptozotocin (STZ) treatment of rats is known to in-
duce a specific pancreatic beta cell necrosis, leading to
an insulinopenia syndrome [34], similar to the immuno-
logic induced beta cell necrosis in T1D human, except
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by the extension of the beta cell lack, which is more pro-
nounced in humans.

Several reports have proposed that resveratrol improves
glycemic control in animals and humans with DM [11],
most of them conducted in T2D [11, 15, 17, 35]. Besides
improvement in insulin sensitivity, an improvement in
insulin secretion has also been reported to participate in
resveratrol effects [15, 16]. Thus, potential benefits of res-
veratrol in T1D should be limited. However, some studies
were performed in T1D-like STZ rats not treated with
insulin, and a resveratrol-induced effect was clearly
detected, such as reduction in blood glucose from 525 to
450 mg/dL [18] and from 469 to 373 mg/dL [19]. These
data highlight the insulin sensitizer effect of resveratrol,
but its use in T1D without concomitant insulin therapy
would be proscribed. Considering that, we evaluated res-
veratrol as adjunct to insulin therapy in T1D, which has
never been investigated.

The present results revealed the impressive effect of
resveratrol as adjunct to insulin therapy in T1D-like rats
based on fructosamine decay. The serum fructosamine
includes all glycated plasmatic proteins produced over
the last 2-3 weeks, reflecting recent changes in glycemic
control. Since peripheral insulin concentration is un-
changeable in this T1D model, the glucose-lowering
effect must have been achieved due to changes in one or
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more peripheral flux of glucose, which invariably is
accompanied by changes in the glucose transporters
expression.

Participation of improved skeletal muscle glucose uptake
by resveratrol has already been proposed. Piceatannol, a
metabolite of resveratrol, was shown to increase AMPK
phosphorylation, GLUT4 translocation, and glucose up-
take in L6 myocytes [12]. Besides, in muscle from 2-week
STZ-diabetic rats not receiving insulin, 7-day resvera-
trol treatment increased soleus GLUT4 content to a value
similar to that observed in insulin-treated animals [14].
We observed a decreased Slc2a4/GLUT4 expression in
diabetic rats, and that was completely recovered by insulin
treatment, as reported elsewhere [5, 36]. Resveratrol ad-
ministration did not modify muscle Slc2a4/GLUT4 ex-
pression in comparison to insulin alone, showing that, as
adjunctive therapy in T1D, this compound does not im-
prove glucose clearance by skeletal muscle.

SGLT1- and GLUT2-related increase in intestinal glu-
cose absorption has been proposed in T2D patients [37]
and 2-week STZ-diabetic rats [38]. However, modulation
in SGLT1 and/or GLUT?2 in T1D-like long-term models
has never been clearly reported. In the present study, we
did not observe alterations in either SGLT1 or GLUT2
proteins in diabetic rats, regardless of the treatment
employed, suggesting that modifications in the intestinal
glucose absorption rate do not contribute to the ob-
served changes in glycemic homeostasis induced by
resveratrol. We did not find previous studies which eval-
uated the effects of resveratrol in intestinal SGLT1 and
GLUT?2 expression.

It has been extensively reported that inhibition of renal
glucose reabsorption by SGLT2 inhibitors contributes to
blood glucose reduction, and that is a recent therapeutic
approach to DM treatment [27]. STZ-diabetic rats re-
vealed increased SlcSa2 mRNA expression [39]; however,
SGLT?2 protein expression was not investigated. On the
other hand, in mice, DM-induced regulation of SGLT2 is
controversial, being reduced in STZ-diabetic mice, but
increased in db/db and Akita mice [40], pointing out to
the complexity of this regulation. In the present study,
7 weeks of DM duration in STZ-diabetic rats decreased
SGLT2, and neither insulin nor insulin plus resveratrol
altered this pattern of expression. Differently, GLUT2
has been clearly described to increase after 4 weeks of
DM [28, 31], as observed here; and insulin reversed this
effect. Overall, since resveratrol altered neither SGLT2
nor GLUT2 expression, there is no data to support a
resveratrol-induced reduction in renal glucose reabsorp-
tion, which could contribute to improving glycemic
control.

Relevant results were obtained in the liver. GLUT2
protein increased in diabetic rats and was partially re-
duced by insulin therapy, in agreement with previous
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work [31]. Remarkably, the adjunctive treatment with
resveratrol promoted a further decrease in GLUT2 con-
tent, restoring the protein levels to those of non-diabetic
rats. Besides, parallel regulations were detected in Slc2a2
mRNA expression, indicating a transcriptional modula-
tion. Since a reduction in GLUT2 expression has been
related to reduced hepatic glucose efflux in several con-
ditions, such as the Fanconi-Bickel syndrome [41] and
the Foxa3”" mice [42], this result points out the hepatic
territory as responsible for the beneficial effects of
resveratrol.

To deepen the investigation of liver participation,
some markers of glucose metabolism, which have been
related to impaired glycemic homeostasis in DM [43],
were analyzed. The expression of the pivotal gluconeo-
genic enzyme Pckl, which increased in DM, was only re-
stored to non-diabetic levels by treatment with insulin
plus resveratrol. G6pc expression tended to increase in
DM, and insulin therapy did not reverse this effect, as it
was expected, considering the repressor effect of insulin
on G6pc gene [44]. However, the resveratrol treatment
restored the G6pc expression to the non-diabetic levels.
These findings reveal the resveratrol-induced increase in
the local insulin sensitivity, and anticipate a reduction in
hepatic glucose production and efflux [45, 46]. Indeed,
in the liver of diabetic rats not treated with insulin, resver-
atrol was reported to increase the insulin signaling path-
way activity [47], and restored PEPCK expression [14] and
G6Pase activity [48]. However, resveratrol effect upon
hepatic glucose metabolism, as adjunctive therapy to
insulin in T1D had never been previously investigated.

Increased deacetylase activity of SIRT1 was extensively
proposed as the major mechanism by which resveratrol
induces beneficial effects in several tissues [11]. How-
ever, in the liver, this effect was far from being demon-
strated. Indeed, in the liver of STZ-diabetic rats not
receiving insulin, resveratrol increased Sirtl mRNA [18],
but had no significant effect on the cytosolic protein
[49]; besides, in the liver of insulin resistant KKAy mice,
an increase in SIRT1 protein, supposedly measured in a
homogenate, was reported to be increased in only one
mouse [50]. We are showing for the first time a
resveratrol-induced robust increase in nuclear SIRT1
protein, which might be involved in the regulation of the
hepatic glucose metabolism-related genes investigated.

Interestingly, despite proposals that resveratrol-induced
improvement in glycemic homeostasis could involve sup-
pression of gluconeogenic enzymes expression [11, 48],
and that this effect could be mediated by increased SIRT1
activity [11, 18, 49, 50], previous studies suggested the
opposite. Activation of SIRT1 in isolated hepatocytes was
reported to increase [51], whereas SIRT1 knockdown in
mice was reported to decrease [52] the expression of key
gluconeogenic enzymes. Thus, it remains to be further
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investigated whether there is a cause-effect relationship
between increased nuclear SIRT1 and decreased Pckl/
G6pc expression in the liver of T1D-like rats receiving res-
veratrol plus insulin.

SIRT1-mediated decrease of insulin resistance has
been proposed, mainly based on resveratrol treatment
[11, 50], although the participation of SIRT1 as a nuclear
deacetylase is far from being clearly demonstrated in
these studies. In the present study, the resveratrol-
induced amelioration of glycemic control depicts im-
provement of insulin sensitivity, since the T1D animals
were submitted to the same insulin regimen. Besides,
the improvement in insulin sensitivity was observed in
liver, where regulation of genes related to glucose metab-
olism was observed, together with increased nuclear
content of SIRT1. Thus, for the first time, the insulin
sensitizer effect of SIRT1 deacetylase can be rationally
proposed.

Conclusion

In conclusion, resveratrol was able to improve glycemic
control in insulin-treated T1D-like rats. This effect
seems not to involve changes in glucose fluxes in the
small intestine, renal proximal tubule, and soleus skeletal
muscle; but to be related to several changes in the liver,
where downregulation of Slc2a2/GLUT2, Pckl and G6pc
expression was observed, favoring reduction of glucose
production and efflux. Besides, resveratrol increased
SIRT1 nuclear protein content in liver, which may be re-
lated to the observed gene expression regulations.
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