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AVALIACAO DA HOMEOSTASE ENTRE O EIXO OSSO-RIM EM UM
AMBIENTE HIPERGLICEMICO POR MEIO DA REGULACAO
EPIGENETICA DA OSTEOCALCINA E DO RECEPTOR GPRC6A

Autor: Caren Ingrid Silva Macedo

Resumo

Introducédo: Fatores genéticos e epigenéticos podem predispor a populacdo ao
diabetes, doenca com potencial para varias complicagbes como a nefropatia
diabética (ND). Um ponto em comum entre o diabetes e a ND sdo as possiveis
complicacBes na biologia Ossea. Estudos recentes tém abordado a funcéo
enddcrina do osso e, mais especificamente, as condi¢des que a hiperglicemia
podem causar desequilibrio na expressdo de horménios sintetizados pelo 0sso.
Neste sentido, destacamos a osteocalcina (OCN), uma proteina codificada pelo
gene Bglap, e seu receptor expresso no rim Gprc6a (receptor acoplado a proteina
G da familia C grupo 6 membro A). O papel da epigenética na quebra de
homeostase entre o eixo 0sso-rim, decorrente da hiperglicemia, permanece ainda
desconhecido. Objetivo: Investigar o controle transcricional epigenético da OCN e
do receptor Gprc6a no rim de ratos submetidos a hiperglicemia crénica, além de
avaliar o metabolismo energético renal. Metodologia: Ratos Wistar foram
submetidos a hiperglicemia crbnica, por meio da administracédo intraperitoneal de
estreptozotocina (STZ). Foram avaliadas as variagées da glicemia e peso ao longo
de 60 dias e, ao final do estudo, foram coletados os 6rgdos para avaliacédo
morfolégica do pancreas e rim e do metabolismo renal. Amostras de rins, fémures e
mandibulas foram preparadas para avaliacdo da expressdo génica da OCN e
Gprc6a no tecido renal e 0sseo; expressdo das Dnmt's e Tet's no rim; e as
porcentagens das marcas responsaveéis pela metilacdo especifica, relacionado aos
genes responsaveis pela expressdo da OCN e do receptor Gprcéa no rim.
Resultados: o grupo STZ apresentou diminuicdo de peso e permaneceu em estado
hiperglicémico durante todo o periodo experimental. Na avaliacdo histologica, o
pancreas apresentou diminuicdo na area e perimetro das ilhotas pancreéticas, no
rim foram observadas alteragfes semelhantes as encontradas na ND, com presenca
de espessamento na membrana basal glomerular e tubular, comparados ao

controle. A atividade maxima das enzimas associadas ao metabolismo nao foi



diferente estatisticamente entre os grupos observados, porém ha uma tendéncia no
aumento da atividade de Cptl e diminuicdo de hexoquinase e fosfofrutoquinase,
mas ndo de G6PDH. No grupo controle, na comparacédo entre o rim, mandibula e
fémur os resultados mostram maior expressédo de Bglap no tecido 6sseo e maior
expresséo do gene codificador de Gprc6a no rim. No grupo STZ foi observado nos
rins diminuicao na expressao de Bglap, aumento na expressao de Gprc6a, aumento
na expressao das Dnmtl e Dnmt3a, diminuicdo na expressdo da Dnmt3b e aumento
na expressao das Tetl, Tet2 e Tet3. Na razdo entre 5-meC/5-hmeC foi identificado
porcentagem significante de 5-meC na regido codificante de Gprc6a. Concluséo: a
hiperglicemia cronica alterou a comunicagcdo entre o eixo 0SSO-rim por meio da
modificacdo na expressédo da OCN e Gprc6a e alteracdes nas vias de acidos graxos
e glicdlise. No entanto, apesar da modulacdo epigenética, ndo foi possivel
correlacionar a metilacdo especifica com o estado transcricional. Os resultados
demonstrados aqui poderao auxiliar na compreenséo de estudos futuros e subsidiar

a exploracdo das funcbes do eixo 0sso-rim.
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EVALUATION OF HOMEOSTASIS BETWEEN THE BONE-KIDNEY AXIS
IN A HYPERGLYCEMIC ENVIRONMENT THROUGH EPIGENETIC
REGULATION OF OSTEOCALCIN AND THE GPRC6A RECEPTOR

Author: Caren Ingrid Silva Macedo

Abstract

Introduction: Genetic and epigenetic factors may predispose the population to
diabetes, a disease with the potential for several complications, such as diabetic
nephropathy (DN). One thing diabetes and DN have in common is the potential
complications in bone biology. Recent studies have addressed the endocrine
function of bone and, more specifically, the conditions in which hyperglycemia can
cause an imbalance in the expression of hormones synthesized by bone. In this
sense, we highlight osteocalcin (OCN), a protein encoded by the Bglap gene , and
its receptor expressed in the kidney Gprc6a (G protein-coupled receptor family C
group 6 member A). The role of epigenetics in the disruption of homeostasis between
the bone-kidney axis, resulting from hyperglycemia, remains unknown. Objective:
To investigate the epigenetic transcriptional control of OCN and the Gprc6a receptor
in the kidney of rats subjected to chronic hyperglycemia, in addition to evaluating
renal energy metabolism. Methodology: Wistar rats were subjected to chronic
hyperglycemia through intraperitoneal administration of streptozotocin (STZ).
Variations in blood glucose and weight were evaluated over 60 days and, at the end
of the study, organs were collected for morphological evaluation of the pancreas and
kidney and renal metabolism. Samples of kidneys, femurs and mandibles were
prepared to evaluate the gene expression of OCN and Gprc6a in the renal and bone
tissue; expression of Dnmt's and Tet's in the kidney; and the percentages of the
markers responsible for specific methylation, related to the genes responsible for the
expression of OCN and the Gprc6a receptor in the kidney. Results: the STZ group
showed weight loss and remained in a hyperglycemic state throughout the
experimental period. In the histological evaluation, the pancreas showed a decrease
in the area and perimeter of the pancreatic islets; in the kidney, changes similar to
those found in DN were observed, with the presence of thickening in the glomerular
and tubular basement membrane, compared to the control. The maximum activity of
the enzymes associated with metabolism was not statistically different between the
observed groups, but there was a tendency towards an increase in the activity of

Cptl and a decrease in hexokinase and phosphofructokinase, but not in G6PDH. In



the control group, when comparing the kidney, mandible and femur, the results
showed a higher expression of Bglap in the bone tissue and a higher expression of
the gene encoding Gprc6a in the kidney. In the STZ group, a decrease in the
expression of Bglap , an increase in the expression of Gprc6a , an increase in the
expression of Dnmtl and Dnmt3a , a decrease in the expression of Dnmt3b and an
increase in the expression of Tetl , Tet2 and Tet3 were observed in the kidneys . In
the 5-meC/5-hmeC ratio, a significant percentage of 5-meC was identified in the
Gprc6éa coding region. Conclusion: chronic hyperglycemia altered the
communication between the bone-kidney axis through modification in the expression
of OCN and Gprc6a and alterations in the fatty acid and glycolysis pathways.
However, despite the epigenetic modulation, it was not possible to correlate specific
methylation with the transcriptional state. The results demonstrated here may help
in the understanding of future studies and subsidize the exploration of the functions
of the bone-kidney axis.

Keywords: Diabetes, Kidney, Osteocalcin
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1. INTRODUGCAO

O diabetes Mellitus (DM) continua sendo uma doenca desafiadora na
atualidade. Mesmo com os avancos das tecnologias em saude e maior acesso as
informacdes sobre prevencao e tratamento, cursa com aumento na sua incidéncia.
Esse cenario, por consequéncia, contribui para o0 aumento das complicacdes
secundérias ao DM, trazendo impactos negativos a qualidade de vida e elevando a
morbidade da populacdo mundial (1).

O DM pode ser causado tanto pela resisténcia a insulina nos tecidos
como pela insuficiéncia, ou até mesmo auséncia, na secrecao da insulina pelas
células B pancreaticas (2). Conforme a Diretriz da Sociedade Brasileira de Diabetes
(SBD), o DM pode ser dividido em quatro diferentes etiologias, compreendendo o
diabetes tipo 1 (DM1), diabetes tipo 2 (DM2), diabetes gestacional (DMG) e outras
etiologias. O diagnéstico € realizado por meio da verificacdo de glicemia em jejum,
considerada normal abaixo de 100mg/dl; teste de tolerancia a glicose, normal abaixo
de 140mg/dl apés 2 horas do teste; e verificacdo da hemoglobina glicada (HbAlc),
normal abaixo de 5,7% (3).

O DM2 é o mais prevalente e esta associado ao envelhecimento e a
obesidade, com inicio insidioso, caracteriza-se pela resisténcia a insulina e
deficiéncia parcial na secrecdo de insulina pelas células B pancreaticas.
Frequentemente, individuos com DM2 apresentam hipertrigliceridemia e acantose
nigricans. O DM1 é mais prevalente em criancas e adolescentes, sendo
caracterizado por uma deficiéncia grave de insulina decorrente da destruicdo das
células B pancreaticas pelo proprio organismo. Trata-se de uma doenca autoimune
de inicio abrupto e com maior risco para quadros de cetose e cetoacidose. Desde o
inicio do diagndstico, h& a necessidade de insulinoterapia (4).

Outro tipo comum de diabetes é o DMG, apresentando-se como uma
intolerancia aos carboidratos que se inicia ha gestacao, diferente dos outros tipos
de diabetes possui critérios proprios para seu diagnostico. A incidéncia de DMG
varia de 3% a 25% dependendo do grupo étnico e de outros fatores de risco, como
idade avancada na maternidade, historico familiar, sobrepeso e obesidade (5). O
diabetes com classificagdo em outras etiologias engloba varias condicdes
patologicas, como infecgbes, sindromes genéticas, uso de medicamentos entre
outras causas (4).

Segundo a Federacao Internacional de Diabetes, o nimero de individuos
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com DM podera atingir 700 milhdes de pessoas em 2045, dos quais a América do Sul
possui uma estimativa de aumento em 50% (Fig.1l). Atualmente, 62 milhdes de
pessoas possuem o diagnostico de DM nos paises das Américas, entretando, esse
namero é subestimado, pois estima-se que cerca de 40% dos individuos com DM
desconhecem o diagnaostico, as projecdes indicam que até 2040 esse numero sera de
109 milhdes. O aumento na incidéncia esta associado ao aumento dos fatores de risco
como sobrepeso, obesidade, sedentarismo e uma alimentacéo rica em carboidratos.
Esses fatores levaram a triplicar o nimero de individuos com DM nos ultimos 30 anos,

conforme a Organizacdo Pan-Americana da Saude (6).

Figura 1 — Aumento na incidéncia de diabetes

Map 1 Number of people with diabetes worldwide and per IDF Region in 2021~2045 (20~79 years)
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Fonte: Federacdo Internacional do Diabetes

As complicacdes relacionadas ao DM sao numerosas, e os individuos
diagnosticados apresentam um aumento no risco para outras doencas, entre elas
doencas vasculares, canceres, doencas infecciosas, distirbios degenerativos e
doencas psiquiatricas (1). Essas complicacbes resultam em uma diminuicdo da
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expectativa e qualidade de vida, exigindo, por parte do individuo diagnosticado,
mudancas nos habitos de vida e uma nova rotina que envolve o uso de medicamentos,
além das consultas com especialistas e exames para controle da doenca e suas
complicagdes (7).

Dentre as complicacGes vasculares, o diabetes pode levar a nefropatia
diabética (ND), que, em estagios finais, resulta em uma condicado irreversivel tendo
como consequéncia a doenca renal terminal (8) (9). A ND é uma das complicacfes
mais graves que pacientes com DM podem desenvolver, estando associada ao
aumento da mortalidade e morbidade. Proporcionalmente, com o aumento de
individuos diagnosticados com DM, a ND tem apresentado um aumento na sua
incidéncia nos ultimos anos, principalmente em paises desenvolvidos (10,11).

Antes mesmo da ND, o rim é um dos 6rgdos que atuam ativamente na
homeostase da glicose no organismo e, quando submetido a um ambiente
hiperglicémico sua acao € alterada. Ha dois mecanismos envolvidos na regulacao da
glicose no organismo pelo rim: a gliconeogénese e a reabsor¢éo da glicose a partir da
filtracdo glomerular (12).

O mecanismo de reabsorcao da glicose a partir do filtrado glomerular é a
principal forma da atuacdo renal na contribuicdo para a homeostase da glicose no
organismo, esse processo ocorre por meio dos cotransportadores soédio-glicose
(SGLTs) nos tabulos contorcidos proximais. A glicose reabsorvida pelos SGLTs nos
é liberada na circulagéo por meio dos transportadores facilitadores de glicose (GLUTS)
(13). Em paciente com DM, ha um aumento na absorcdo de glicose no filtrado
glomerular, no entando, apos atingir o pico maximo de filtracdo ocorre a excrecdo de
glicose na urina, conhecida como glicosuria. Estudos apontam também um aumento
na expressdo das SGLTs nos tubulos proximais em pacientes com DM (14,15).

A gliconeogénese no rim ocorre por meio do uso de precursores
glicogénicos, sendo utilizados principalmente o lactato e a glutamina nesse processo.
No periodo absortivo, apés o consumo dos estoques de glicogénio no figado, o
principal processo para obtencéo de energia é por meio da gliconeogénese, na qual o
rim contribui com até 25%. No periodo pds prandial, a gliconeogénese no rim aumenta
duas vezes, por outro lado, tanto a gliconeogénese gaunto a glicogendlise no figado
estdo diminuidas. Esse mecanismo ocorre devido a necessidade da reposicao de
glicogénio hepatico, sendo esse processo conceitualmente conhecido como

reciprocidade da glicose hepatorrenal. O rim também esta sujeito as influéncias
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hormonais, de modo que, na presenca de insulina o processo da gliconeogénese é
inibido, enquanto, ao contrario do glucagon no figado, na presenca de catecolaminas
0 processo da gliconeogénese é estimulado (16-19). Estudos apontam que, em
individuos com DM2, o processo da gliconeogénese no rim € aumentada, tanto no
periodo pos absortivo como no periodo pos prandial, as hipéteses indicam como
causa a diminuicdo da insulina ou o aumento de acidos graxos livres no organismo
(20,21).

A demanda energética no rim varia em distintas regides do 6rgdo, com
maior necessidade de glicose na medula renal, onde o metabolismo anaerdbico é
predominante. Por outro lado, a regido do cortex renal possui baixa capacidade
fosforilante oxidativa, portanto, o uso de acidos graxos livres é mais utilizado para seu
metabolismo energético (12). Em pacientes com DM, ocorre um aumento na demanda
e na captacéao de glicose pelo rim (22).

Como elucidado, o rim é diretamente comprometido no estado
hiperglicémico e, entre as consequéncias dessa relacdo patoldgica estd a ND. A
patogénese da ND é multifatorial e envolve distarbios metabdlicos, sintese de
horménios e anormalidades hemodinamicas (23). Para o diagndéstico clinico da ND
classica, considera-se a presenca de albuminuria persistente acima de 300mg/24hs
(macroalbuminiria), associada ao aumento de creatinina sérica e diminuicdo da taxa
de filtragcdo glomerular (TFG) (24). Histologicamente, a ND apresenta-se com
expansdo mesangial difusa ou nodular, fibrose intersticial e espessamento das
membranas basais tubulares e glomerulares (25).

Estima-se que, em 10 anos ap0s o diagnostico da DM1, cerca de 20 a 45%
dos pacientes desenvolvam a ND, uma vez que esses pacientes apresentam inicio
abrupto e agudo da doenca, ha possibilidade de maior manejo frente a ND. Por outro
lado, pacientes com DM2, que representam cerca de 80% dos pacientes com DM, nao
raramente apresentam albumindria juntamente com o diagnéstico do DM,
evidenciando ja um comprometimento renal (24,26).

Conforme as diretrizes da SBD, a doenca renal diabética, englobando o
fendtipo ndo albumindrico da doenca, pode ser classificada em 5 estagios, nos quais
podemos encontrar albumindria ainda com valores normais (<30mg/g), a
microalbuminuria (30-299mg/g) e macroalbuminuria (=300 mg/g), os estagios irdo
depender ainda da TFG. Por fim, a doenca renal diabética pode ser classificada da

seguinte forma: estagio 1, com TFG normal ou aumentada (= 90 mL/min/1.73m?);
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estagio 2, com TFG levemente diminuida (60-90 mL/min/1.73m?); estagio 3, com TFG
de leve & moderadamente diminuida (45-59 mL/min/1.73m?); estagio 4, com TFG
muito diminuida (15-29 mL/min/1.73m?); e estagio 5, com faléncia renal estabelecida
(<15 mL/min/1.73m?). Por se tratar de uma complicacdo grave, o monitoramento para
prevencdo da ND é indicado logo apd6s o diagnéstico do DM. Entre os fatores
modificaveis que devem ser controlados para diminuir o risco para a evolucao da ND
estdo a hiperglicemia, hipertensédo arterial, dislipidemia, tabagismo, obesidade,
sedentarismo e alimentacgéo inadequada (27).

Na condicdo de portador da ND, os individuos diagnosticados estardao
expostos a outras condicbes patolégicas que afetam diferentes o6rgdos. Nesse
contexto, a relacdo entre ND e a disfuncéo 6ssea tem sido bem amplamente explorada
no meio cientifico, sendo demonstrada altera¢cdes eletroliticas no calcio e o fésforo,
além de alteracdo hormonal. Essa condicdo é diagnosticada como Doenca Renal
Crobnica — Disturbio mineral 6sseo (DRC-DMO) (28).

Além da ligacdo patolégica rim-osso relacionada a ND, encontramos na
literatura cientifica a relagdo 6ssea com outros 6rgaos, incluindo seu envolvimento no
metabolismo energético. Esses estudos mudaram a visdo sobre o sistema 6sseo,
ampliando suas funcfes e reconhecendo-o como um 6rgdo com funcédo enddcrina,
estando envolvido no metabolismo e na homeostase energética de outros 6rgaos (29—
32).

O 0sso é composto por trés tipos de células, os osteoclastos, osteoblastos
e ostedcitos, com func¢des distintas, atuam na sintese e na manutencéo da estrutura
O0ssea. Além de sua composicao celular, o tecido 6sseo também é constituido pela
matriz extracelular que, por sua vez, € formada por componentes inorganicos, onde
encontramos principalmente o calcio e o fésforo; componentes organicos, compostos
principalmente por fibras de colageno tipo I, glicoproteinas, proteoglicanos e fatores
de crescimento; e, além desses, agua e lipideos (33).

Os osteoclastos sdo células multinucleadas que atuam principalmente na
absorcdo da matriz 6ssea, outra funcéo importante € a regulacéo e diferenciacdo dos
osteoblastos, além da mobilizacdo de células progenitoras hematopoiéticas. Os
osteoblastos sdo responsaveis pela sintese, secrecdo e mineralizacdo da matriz
ossea. Os ostedcitos, descendentes de células-tronco mesenquimais através da
diferenciacao dos osteoblastos, sdo as células mais abundantes, representando cerca

de 90% das células 6sseas, convertem estimulos externos em bioquimicos difundindo
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para o restante do tecido 6sseo pela rede de tubulos, podendo regular a formacéo e
reabsorcdo 6ssea (33-35).

A sintese da matriz 6ssea ocorre por meio da expressao de Cbfal e Osterix
pelos osteoblastos produtores de matriz, levando a diferenciacdo osteoblastica, que,
juntamente com a fosfatase alcalina e colageno produzem o ostedide, matriz néo
calcificada. O osteoblasto tardio, presente no ostedide, comeca a sintetizar a
osteocalcina (OCN), diferenciando-se com formacdo de processos dendriticos e
incorporando-se ao ostedide. Esse processo resulta na transformagcdo dos
osteoblastos em ostedcitos na matriz 6ssea (34).

Devido a necessidade do equilibrio entre os eletrdlitos e a manutencao da
estrutura 0ssea, durante muito tempo o osso foi visto com um 6rgdo alvo para
horménios, entretanto, estudos mais recentes tém demonstrado sua capacidade de
sintetizar hormonios que atuam em varios 6rgdos, abrindo um campo de pesquisa
promissor para a identificacdo de novas proteinas e novos alvos terapéuticos (29—
32,36). Durante o levantamento bibliografico foram identificados os seguintes
hormonios: fator de crescimento de fibroblastos, osteocalcina (OCN), esclerostina e a
lipocalina (37—40). A identificacdo desses hormonios evidenciou a relacdo do 0sso
com o metabolismo da glicose, assim como as complicacdes relacionadas ao DM,
tornando esses horménios biomarcadores com potencial para utilizacdo na prevencéao,
tratamento e controle da doenca, visando minimizar complicagdes relacionadas ao DM
(41).

A associacao entre o DM e a fragilidade 6ssea é bem estabelecida e ocorre
pela supressdo da remodelacdo 6ssea, esse desequilibrio resulta do descompasso
entre a formacdo Ossea osteoblastica e reabsorcdo Ossea osteoclastica, além da
ligacdo entre o colageno e os produtos finais da glicacdo avancada. Dentre os
horménios sintetizados pelo osso, destacamos a osteocalcina, que se apresenta
significantemente diminuida em pacientes com DM. No entanto, a medida em que ha
um controle glicémico, seus niveis sdo aumentados, evidenciando uma modulagao do
hormonio em relagéo a hiperglicemia (42,43).

A osteocalcina (OCN), também conhecida como acido y-carboxiglutamico,
€ a proteina sintetizada pelos osteoblastos mais abundante na matriz éssea,
pertencente a familia das proteinas dependentes de K e, em humanos, é codificada
pelo gene BGLAP localizado no cromossomo 1 em 1g25—g31. A OCN se apresenta

de duas formas: a osteocalcina subcarboxilada (ucOCN) e osteocalcina carboxilada
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(cOCN). A forma da OCN que atua no metabolismo da glicose é a ucOCN, presente
na circulacéo sanguinea e possui como receptor expresso em varios orgaos a Gpréca
(receptor acoplado a proteina G da familia C grupo 6 membro A). A OCN na
apresentacdo cOCN permite a homeostase do calcio, que regula a mineralizagédo e o
crescimento 0sseo (44,45).

O Gprcba € um receptor expresso em muitos O0rgaos, sua ativacdo €
acionada pela ligacdo com cations, zinco e aminoacidos, sendo um dos receptores
mais importantes da OCN circulante. Estudos iniciais mostraram que a inativacao do
Gprc6a leva a um fendtipo em camundongos igual a OCN knockout (KO), resultando
em hiperglicemia e resisténcia a insulina(46—49).

A OCN demonstrou ter varias funcdes enddcrinas em diferentes tecidos,
incluindo pancreas, tecido adiposo, musculo e figado. A relagcéo entre a OCN e a DM2
estéd associada a obesidade, por meio da remodelacao do tecido adiposo, onde ocorre
a liberacdo de metabdlitos e adipocinas, além do recrutamento de macréfagos que
liberam citocinas pré inflamatérias. Esses mediadores e o desequilibrio entre as
leptinas e adiponectinas estdo associados a resisténcia a insulina. In vitro, ha a
associacao entre a hiperglicemia, extresse oxidativo e dislipidemias com a diminui¢ao
de adiponectina, que previne a apoptose de células 3 e promove sua regeneracao.
Em contrapartida, os niveis de OCN estao relacionados a adiponectina, com relacéo
diretamente proporcional. Estudos em ratos mostraram que, assim como a
adiponectina, a OCN esta associada a diminuicdo de mediadores inflamatérios e ao
aumento de mediadores anti-inflamatoérios (50-54).

Outras associacdbes com a OCN tém sido descritas na literatura,
relacionadas a fertilidade, onde camundongos KO para ucOCN produziram ninhadas
com menos filhotes, a hip6tese levantada € que a ucOCN atua na regulacdo de
esteroides. Outros estudos, com mesmo modelo animal, identificaram alteracdes na
cognicado, com aumento de comportamento tipo ansioso e depressivo, a hipbtese é
que a OCN pode influenciar na sintese de neurotransmissores (55,56). Efeitos
hepaticos também foram encontrados em camundongos submetidos a uma dieta
hiperlipidica, onde injecdes com ucOCN preveniram a esteatose hepéatica e reduziram
0s niveis de triglicérides (50).

Entre a OCN e a DM, h& associacdo por meio do estresse oxidativo, que
promove a apoptose das células B, tanto no DM1 como na DM2, visto que as células

B séo vulneraveis aos danos causados pelas espécies reativas de oxigénio (ROS).
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Uma das hipoteses levantadas e que a OCN inibe a expressdo da TXNIP, uma
proteina que se liga a tiorredoxina e promove o estress oxidativo (50,57,58).

Estudos clinicos mostraram uma relagcédo entre a ucOCN e os indices de
insulina e hemoglobina glicada. Pesquisas apontaram também a relacéo entre ND e
OCN, onde pacientes diagnosticados com DM com niveis mais baixos de OCN tiveram
um risco maior para desenvolver a ND. Em outro estudo verificou-se que pacientes
com DM2 e albumindria tinham niveis de OCN mais baixos em comparacdo com
outros pacientes com DM2 sem albuminuria. Em pacientes diabéticos com faléncia
renal em hemodialise, os niveis de OCN foram diminuidos durante a terapia e
reestabelecidos apés 6h do término da sessdo. Outra associacdo com pacientes
diabéticos em hemodialise foi encontrada em relagdo a mortalidade, onde pacientes
com niveis mais baixos de OCN tinham um risco aumentado (59-62).

Estudos demonstram que a OCN pode estimular a proliferacéo de células
B pancreaticas favorecendo, assim, a secregao de insulina e aumentando sua
sensibilidade. Por outro lado, pesquisas comprovaram que a insulina pode aumentar
a atividade da OCN, levando ao aumento da reabsor¢cdo éssea pelos osteoclastos.
Outros estudos também mostraram a relacdo da ucOCN com a expressao génica dos
adipécitos e diminuicdo da massa gorda (40,63,64). In vitro, os resultados mostraram
gue OCN levou ao aumento na expressao de insulina e marcadores de proliferacédo
das células B. Também foi evidenciado que a OCN é capaz de estimular a liberagao
do peptideo -1, uma incretina que estimula a secrecdo de insulina (64,65).

A relacéo sistémica entre a OCN e a DM tem sido alvo de muitos estudos
nas ultimas décadas. Recentemente, também pesquisas tém sido desenvolvidas na
area epigenética, bem como sua associacdo com condi¢cdes patolégicas. As
alteracdes epigenéticas resultam da interacdo entre 0 genoma e o meio ambiente,
podendo levar as alteracdes fenotipicas e, consequentemente, elevar o risco para o
surgimento de doengas, como a DM (66). Estudos experimentais tém demonstrado a
associacao entre a restricdo no crescimento intra-uterino com alteracdes epigenéticas
e génica no desenvolvimento na DM (67,68). Ainda, a dieta materna pode ocasionar
mudancas epigenéticas hereditarias resultando em altera¢cdes metabdlicas na prole
(66,69). E, estudos in vitro com células mesangiais e tubulares proximais humanas
apontaram uma relacdo uma entre a ND e a metilacdo do DNA (66,70). Os
mecanismos epigenéticos elucidados até o momento envolvem a metilacdo do DNA,

alteracdes na acetilacdo, metilagédo ou fosforilacdo de histonas, além de alteragbes na
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expressdo de RNA néo codificante, todos esses mecanismos podem influenciar na
expressao génica. Destacando a metilacdo do DNA, ela ocorre pela adicdo de um
grupo metil (CH3) na posicéo 5’ no anel da citosina e também nos dinucleotideos CpG,
sao ilhas localizadas geralmente em regides promotoras dos genes (66,71).

A metilacdo do DNA é realizada por meio das enzimas DNA Metil
Transferases (DNMTSs), levando a hipermetilacéo e inibicdo da expressao génica. Por
outro lado, ha também as enzimas responsaveis pela hipometilacdo e,
consequentemente, pela ativagdo transcricional, denominadas Ten-Eleven-
Translocation (TETS) (29,72).

Pesquisas sobre mecanismos epigenéticos tém apresentado crescimento
exponencial nos Ultimos anos. A possibilidade de que fatores externos possam
modificar a expresséo génica e alterar o fendtipo levou a reflex@o do seu uso a favor
da medicina, visando a prevencado de doencas ou mesmo a reversdo de condicoes
patolégicas. Fazendo a ligacdo com a DM, juntamente com a ND e a OCN, a incluséo
da avaliacdo epigenética surge como uma abordagem promissora para elucidar
mecanismos até entdo desconhecidos. H4 uma demanda por estudos experimentais
para melhor compreensédo dos mecanismos envolvidos na comunicacao entre o eixo
rim-0sso, por meio da expressao da OCN e seu receptor, em um meio que mimetiza
a DM.
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Avaliar a homeostase na comunicagdo entre 0 eixo 0SSo-rim em um
ambiente hiperglicémico por meio da regulacdo epigenética da osteocalcina e seu

receptor Gprco6a.

2.2 Objetivos especificos

- Analisar a expressao génica da osteocalcina e do receptor Gprc6a nos
tecidos renal e 6sseo de ratos submetidos a hiperglicemia crénica.

- Analisar a metilacdo global do DNA no rim de ratos submetidos a
hiperglicemia cronica.

- Analisar a metilacdo especifica das regibes promotoras dos genes
responsaveis pela expressdo da osteocalcina e receptor Gprcéa no rim de ratos
submetidos a hiperglicemia crénica.

- Investigar a atividade maxima de enzimas associadas ao metabolismo da

glicose no rim de ratos com hiperglicemia cronica.

3. MATERIAL E METODOS

3.1 Tipo de estudo

Trata-se de um estudo in vivo e ex vivo, realizado a partir de amostras
previamente coletadas em parceria com outra pesquisa na Universidade Federal de
Santa Catarina, Floriandpolis, SC, Brasil, e gentiimente cedidas pela Profa. Dra.
Alexandra Latini, de acordo com as diretrizes éticas do Comité de Etica em Pesquisa.
As amostras foram provenientes de um modelo experimental in vivo, no qual ratos
Wistar foram submetidos a hiperglicemia mediante tratamento com estreptozotocina e
mantidos em um estado hiperglicémico por 60 dias. A partir do material bioldégico
doado, foram avaliadas a expressao génica da OCN e do receptor Gprc6a no rim e
0SS0, a expressao das enzimas que atuam na metilacao e a porcentagem das marcas
responsaveis pela metilacédo especifica dos genes relacionados a expressdo da OCN
e do receptor Gprc6a no rim.

Em segunda fase, o mesmo modelo animal com hiperglicemia crénica, a
partir do tratamento com estreptozotocina, foi reproduzido em nosso laboratério a fim
de verificar as altera¢cfes histopatologicas e a atividade enzimatica presentes no tecido

renal.
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3.2 Animais

O material biologico doado foi obtido a partir de ratos machos da raca
Wistar, com total de 10 animais. Os animais eram provenientes do Biotério Central da
Universidade Federal de Santa Catarina/SC, aonde foram aclimatados no Biotério
Setorial do Departamento de Bioquimica da mesma Universidade e mantidos em
temperatura controlada (22 + 1°C) em um ciclo claro/escuro de 12 horas. Acomodados
em caixas de plastico com acesso livre a racédo e 4gua, mantidos em jejum apenas 6
horas antes da verificacdo a glicose sanguinea e 14h antes do tratamento com
streptozotocina. Todos os cuidados para minimizar o sofrimento e promover o bem-
estar dos animais foram realizados.

Para segunda etapa in vivo, 7 ratos machos também da raca Wistar
provenientes do biotério da Universidade Paulista (UNIP), foram mantidos sob as
condicbes de aclimatacdo supracitadas. Os ratos foram eutanasiados, apoés
completarem 2 meses da determinagdo da hiperglicemia, por aprofundamento
anestésico inalatério com isoflurano. Apos completa parada cardiorrespiratoria, 0s
animais foram lavados em agua corrente para remocao de contaminantes na pelagem
e imersos em solucéo de alcool 70%. Entéo, foi realizada incisdo em regido abdominal
e coletado o lavado peritoneal, para posterior avaliacdo da presenca de linfécitos. Os
rins e o pancreas foram coletados, o rim direito e o pancreas foram armazenados em
formalina tamponada para posterior preparacdo e andlise histopatolégica e 0 rim

esquerdo acondicionado a -80°C para analise do metabolismo.

3.3 Aspectos éticos

Para o estudo, as amostras provenientes da Universidade Federal de Santa
Catarina foram obtidas por meio de carta de doacdo da Profa. Dra. Alexandra Latini,
estando em acordo com as diretrizes éticas do Comité de Etica em Pesquisa Animal
(PP00350/CEUA) (ANEXO 1). O projeto foi encaminhado & Comiss&o de Etica no uso
de Animais (CEUA) da UNIP e aprovado para extracao de células renais para uso em
cultura primaria (CEUA n° 5060290823) (ANEXO 2), entretanto, o projeto passou por
uma modificacdo e ao invés da cultura primaria de células, os animais foram
realocados para o protocolo in vivo de tratamento com estreptozotocina e inducdo de
hiperglicemia crbnica, para avaliacdo histopatologica e metabolica do tecido renal,
conforme adendo aprovado pela CEUA UNIP (ANEXO 3).
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3.4 Modelo experimental com inducéo a hiperglicemia crénica

A inducdo da hiperglicemia foi realizada por meio de uma unica injecédo
intraperitoneal com estreptozotocina, na dosagem de 55 mg/ kg, diluida em tampé&o
citrato de sédio (pH 4,5), apés um periodo de jejum de 14 horas. Os animais
receberam posteriormente solucdo de glicose a 5% por 24 horas para diminuir 0 risco
de hipoglicemia. A glicemia foi verificada no 4° dia apds a indugéo e os ratos com a
glicemia acima de 200mg/dl foram incluidos no estudo. A glicemia foi verificada,
utilizando o glicosimetro Optium ™Xceed, Abbott, EUA, a cada 15 dias para assegurar
o estado de hiperglicemia, e, apos esse periodo foi realizada a eutanasia dos animais

e coleta dos tecidos (73).

Figura 2 — Desenho Experimental. Grupo de ratos Wistar submetidos a hiperglicemia e grupo de ratos
controle
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Fonte: Silva et al (Anexo 1)

3.5 Histomorfometria

Apds a eutanasia os animais foram necropsiados, sendo rim e pancreas
imediatamente imersos em solucdo de formol a 10%, na qual permaneceram por ao
menos 48hs, seguindo-se a realizacao de cortes longitudinais, selecionando-se areas
representativas. Com o emprego de processador tecidual automéatico OMA DM40, as
amostras passaram por desidratacado em etanol, diafanizagéo com xilol e impregnacéo
em parafina. Com o0 uso de microtomo Leica RM 2125RT (Leica, Alemanha),
procedeu-se a realizacdo de cortes com 5um. de espessura, posteriormente
desparafinados e corados pelos métodos de Hematoxilina/Eosina (HE) e Acido

Periodico de Schiff (PAS). As laminas foram examinadas em fotomicroscépio
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OPTICAM® acoplado a camera digital, OPUHD 14.3MP.

3.6 Morfometria

A avaliagdo morfométrica foi realizada com o emprego do programa de
analise de imagens Fiji/lmage J, a partir de fotomicrografias obtidas de 04 ilhotas de
Langerhans, mais proeminentes, representativas de cada animal, com objetiva de 40x.
Estas foram delimitadas manualmente, de forma individual, com o auxilio do cursor,
mensurando-se sua area e perimetro. Procedeu-se avaliacdo estatistica utilizando-se

o teste T de Student ndo pareado, considerando-se p < 0,05.

3.7 Atividade enzimatica

A avaliacdo do metabolismo celular foi realizada a partir de amostras do
rim. As amostras foram ressuspensas em 1mL de tampao de extracdo contendo Tris
100mM, EDTA 2m, Triton 1% e inibidores de proteases e fosfatases, posteriormente
foram sonicadas para induzir o rompimento da membrana plasmatica permitindo a
liberacdo do citosol da célula. Apés esse procedimento, os restos celulares foram
centrifugados a 12000rpm por 10 minutos e o sobrenadante, mantido em gelo,
separado para 0s ensaios enzimaticos.

3.7.1 Hexoquinase: € a enzima utilizada para catalisar a fosforilacdo
da glicose, a primeira reagdo da via glicolitica. A atividade maxima da enzima, segundo
CRABTREE: NEWSHOLME em 1972, tem como parametro a propor¢ao de NADPH
formado. O meio de ensaio para a determinacdo consiste de Tris-HCI 75mM; McCI2
7,5 mM; EDTA 0,8 mM; KCI 1,5 mM; mercaptoetanol 4 mM; NADP + 0,4 Mm; ATP 2,5
mM; glicose 1 mM,; creatina-triton X-100 1% ( v/v); PH 7,5 ao qual serdo adicionados
100pL do sobrenadante, em um volume total de 1 mL. O ensaio foi iniciado pela adi¢éo
de glicose ao meio e as determinacgdes foram realizadas a 25°C, por 10 minutos, a
340 nm.

3.7.2 Glicose-6-fosfato desidrogenase: € a enzima que catalisa a
primeira reagcdo da via das pentoses. A atividade maxima enzimatica foi avaliada
segundo Bergmever et al. (1954). O tampéao de extracdo (pH: 8,0), consiste de Tris-
HCI 50 mM; MgCI2 7,5 mM, EDTA 1 mM, KCL e sulfato de magnésio 5 mM. O meio
de ensaio que foi utilizado é constituido por Tris-HCI 86 mM; MgCI2 6,9 mM, NADP +
0,4 mM, glicose 6-fosfato 1,2 U; Triton X-100 1% (v/v), ao qual foram adicionados

100um de sobrenadante.
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3.7.3 6 Fosfofrutoquinase: enzima da via glicolitica que catalisa a
transferéncia irreversivel de um fosfato da ATP a glisoce-6-fosfato. A atividade
méaxima foi determinada segundo descrito por Opie e Newsholme (1967). O meio de
ensaio para a determinagéo consiste de Tris-HCI 50 mM, MgSO4 2 mM, EDTA 0,8
mM, KCI 5 mM, NADH 0,2 mM, ATP 1 mM, LDH 2 U, piruvato quinase 4 U, Triton X-
100 1% (v/v), pH 7,5 ao qual foram adicionados 20uL do sobrenadante, em um volume
total de 100 pL. O ensaio foi iniciado pela adicao de F6P 3mM e fosfoenolpiruvato
2mM ao meio e as determinacdes foram realizadas a 25°C, por 10 minutos, a 340 nm.

3.74 Piruvato quinase: enzima da via glicolitica que catalisa a
transferéncia irreversivel de um fosfato da fosfoenolpiruvato para o ADP, resultando
em piruvato e ATP. A atividade maxima foi determinada segundo descrito por Opie e
Newsholme (1967). O meio de ensaio para a determinagéo consiste de KHPO4 100
mM, MgCL2 10 mM, EDTA 0,8 mM, KCI 80 mM, NADH 0,17 mM, ADP 5 mM, LDH 9
U, Triton X-100 1% (v/v), pH 7,5 ao qual foram adicionados 20uL do sobrenadante,
em um volume total de 100 pL. O ensaio foi iniciado pela adicdo de fosfoenolpiruvato
2mM ao meio e as determinacdes foram realizadas a 25°C, por 10 minutos, a 340 nm.

3.7.5 Citrato sintase: a atividade da enzima sera determinada
segundo Alp e colaboradores (1976), pela quantificacdo do complexo formado entre a
CoA liberada com o DTNB do meio. O tampéao de ensaio que serd utilizado consiste
de Tris-HCI 50 mM; EDTA 1 mM. O tampao de extracao (pH: 7,4) é constituido de Tris-
aminometano 50 mM; EDTA 1 mM; DTNB 0,2 mM; acetil- CoA 0,1mM; oxaloacetato
0,5 mM e Triton X-100 1% (v/v), ao qual serdo adicionados 100um do sobrenadante.

3.7.6 Carnitina Palmitoiltransferase: a atividade da enzima foi
determinada segundo Bieber et al. (1972) e Zammit e Newsholme (1979). O tampao
de ensaio consiste em 60mM Tris HCL; 1,5 mM EDTA,; 0,25 mM DTNB; 0,035 mM
palmitoyl-CoA; 1% triton x-100e 1,25 mM L-(-) carnitina ou 1,25 mM D-(+) carnitina,
em pH: 8,0. O volume total do ensaio foi de 175uL de tampéo de ensaio ao qual foi
adicionado 25uL de homogenato/sobrenadante. A reacéo foi iniciada pela adicdo de
carnitina e monitorada a 412 nm por espectrofotometria. A atividade da enzima foi
calculada pela diferenca do DTNB da reacado com a L-(-) carnitina pela reagcdo com a
D-(+) carnitina.

3.7.7 Determinacdo da concentracao de proteinas: a concentracéo
de proteina foi determinada utilizando-se Micro BCA Kit conforme recomendacdes do

fabricante. Rapidamente, uma amostra diluida 80x do extrato protéico foi misturada
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em mesmo volume de work reagent, contendo 25 partes de reagente A, 24 partes de
reagente B e 1 parte de reagente C, contidos no kit. A concentracao final de cada
amostra foi determinada pelo célculo de equacao da reta obtido pela reagdo com curva
padrdo confeccionada com solucdo de albumina sérica bovina a 2mg, respeitando o
intervalo de 0 a 200ug e diluigdes aplicadas.

3.7.8 Calculo e expresséao dos resultados: a atividade maxima das
enzimas foi expressa em nmol/min/mg de proteinas. Os célculos da atividade maxima

séo feitos conforme a equagéao:

Abs/dt x V.T.E. x V.A.

Coef.Extingao x diluicao da
amostra

Onde: abs= diferenca de absorbancia; dt= delta do tempo de analise; VTE=
volume total do ensaio; VA= volume da amostra. Coeficiente de extingdo para 340 nm
=6,22 (e =6,22 nMt. mL?) e para412 nm =13,6 (e = 13,6 nM1, mL?1).

3.8 Extracdo de RNA

Para obtencdo do RNA total fragmentos do tecido 6sseo desmineralizadas
e renal foram homogeneizados em 1 mL do reagente TRIzol® (Invitrogen, Carlsbad,
CA, USA) seguido de separacao da fase aquosa pela adi¢do de 0,2 mL de cloroférmio
(Merck, Whitehouse Station, NJ, USA) por centrifugacao (14.000 rpm) por 15 minutos
a 4°C. Em seguida, a fase aquosa foi coletada (sobrenadante) e o RNA precipitado
pela adicdo de 0,5 mL de isopropanol absoluto gelado (Merck, Whitehouse Station,
NJ, USA) apds incubacdo por 10 minutos (temperatura ambiente), seguido por
centrifugagéo (14.000 RPM por 15 min a 4°C). Apos o término da centrifugagdo o RNA
precipitado (pellet) foi lavado com etanol 75 % em dgua DEPC gelada, ressuspendido
em 50 puL de agua DEPC e armazenados a -80 °C. A quantidade e pureza do RNA
extraido foram estimadas em aparelho de espectrofotometria, utilizando as razées OD
260/280 (= 1,8) e OD 260/230 (= 1,0) (NanoDrop 2000, Thermo Scientific, Uniscience).

3.9 Sintese de DNA complementar (cDNA)
O cDNA foi sintetizado a partir da transcricéo reversa de 2000 ng de RNA
total, na presenca de 1 U da enzima transcriptase reversa (Kit Superscript I,

Invitrogen) (Carlsbad, CA, USA) de acordo com as instru¢bes recomendadas pelo
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fabricante. A primeira fita de cDNA foi gerada em uma reacdo com volume final de 20
uL contendo 500 nM de dNTP, 25 ng/mL de OLIGO dT, 1X solugdo tampéo de primeira
fita, 40 U de inibidor de RNase, 10 nM de DTT pela enzima Superscript Il. Inicialmente,
a mistura de RNA, agua e iniciador foi incubada a 65°C por 5 minutos para promover
a abertura de possiveis estruturas secundéarias. Em seguida, a reacdo de sintese de
cDNA foi realizada por 50 minutos a 50°C, seguida por 5 minutos a 85°C. Apds o

término, o cDNA sintetizado foi armazenado a -20°C.

3.10 Determinacado da expressao génica

A expressao dos genes Bglap e de seu receptor Gprc6a foram
determinados nos tecidos 6sseo (fémur e mandibula) e renal, além da expresséo das
enzimas modificadoras do DNA [DNA metiltransferases (Dnmtl, 3A e 3B) e DNA
desmetilases (Tetl, 2 e 3)]. No tecido renal foram realizada em rea¢gdes com duplicata
técnica e volume final de 10 uL, contendo 1 uL do cDNA sintetizado (50 ng), 5 uL de
SYBR Green | Master (LightCycler® 480, Roche Applied Science), 8 pmoles dos
iniciadores especificos e q.s.g. de agua Milli-Q Rnase free. As condi¢cdes de reacdes
e temperatura de anelamento foram apresentadas na Tabela 1. Para o calculo da
quantidade relativa dos transcritos, utilizou-se o método limiar critico comparativo
2-ACt, utilizado os genes Gapdh, B-actina e 18S como normalizadores. Neste método,
a média do Ct do gene alvo € subtraida pela média do Ct dos controles utilizados,
resultando em um ACt. Para o calculo da expressao substituimos o valor de ACt obtido
na formula 2-ACt. Os numeros finais obtidos foram apresentados como razao entre a
expressao do gene alvo em relacdo a média da expressao génica dos genes utilizados
como normalizadores. As analises das curvas de melting foram realizadas em rampa
de aquecimento de 65°C a 95°C com 25 aquisicées por °C e os resultados foram

expressos como média + desvio padrdo de 5 experimento animais independentes.
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Tabela 1 — Condicdes de ciclagem e sequéncia dos iniciadores utilizados para estudo da expressao

génica.

Gene (ID) Primers 5'-3'Sequence Reactions Condicitior Fragment Size
Forward AGG ACC CAG ACA GAG AAG CA

DNMT1 (84350) 95°C - 15s; 60°C - 30s; 72°C- 30s 201 pb
Reverse GTACGG GAATGCTGAGTG GT

DNMT3A [444984) Forward _ AGG AAG CCCATCCGGGTGCTA  gour g5 6o°c - 30s; 72°C - 30s 225 pb
Reverse __ AGCGGT CCA CTT GGATGCCC

DNMT3B [444985) Forward . _TCGACTTGGTGGTIATIGTICTG  gour g5 gooc - 30s; 72°C - 30s 129 pb
Reverse __ TCG AGC TAC AAG ACT GCT TGG

TET1 (309902) Forward GCCCLTETTCATTACCAAGTE  goor g5, Gooc - 30s; 72°C - 30s 211 pb
Reverse CGC CAG TTG CTT ATC AAA ATC ' '

TET2 (310859) Forward __ GGTGCCTCTGGAGIGACTGT _ geor e, 6o°c - 305; 72°C- 305 245 pb
Reverse GGA AAA TGC AAG CCC TAT GA ' '

Forward GGC CAG GTC CTG AAA GCT

TET3 (680576} 95°C -155; 60°C - 30s; 72°C - 308 198 pb
Reverse CGC CTC ACA GGA GAC AAT C

Osteocalcin [25295) Forward AGLTCAACCCCAATTGTGAC  goor g5, go°c - 30s; 72°C- 305 190bp
Reverse AGC TGT GCC GTC CAT ACT TT

Gprc6a (294394) Forward __ GTG CTTCGAGAAGGAAGT GG goer g5, 60°C - 30s; 72°C- 305 165 pb

Reverse CAG ACC ACT AAT CCC CCAGA

Gapdh [24383) Forward _ TCCTGCACCACCAACTGCTTAG  goor_ qcc sgoc — 30s; 72°C— 308 345 pb
Reverse = AGT GGCAGT GAT GGCATG GACT ' '

B-actin (81822) Forward _TATGCCAACACAGTGCTGTCTGG  goor oo g 305; 72°C— 308 206 pb
Reverse _ TACTCCTGCTTG CTG ATC CAC AT

Forward CTC GCT TCG GC AGC ACA

RNUG (MI0002469)
( ) Reverse AACGCT TCACGAATT TGC GT

95"C - 15s; 60°C - 305; 72°C- 30s 94

3.11 Extracdo do DNA

Para obtencéo do DNA gendémico (gDNA), fragmentos do tecido renal foram
homogeneizadas em 0,5 mL de tampéao de extracdo (10 mM Tris HCI pH 7,8, 5 mM
EDTA, 0,5 % SDS). Em seguida, as amostras foram digeridas com proteinase K (20
mg/mL) por 16 horas a 56°C. No dia seguinte foi adicionado 1 mL de fenol-cloroférmio
equilibrado (pH 8,0) e homogeneizados manualmente até a formac¢ao de uma emulsdo
leitosa. Em seguida as amostras foram centrifugadas (15 minutos a 14.000 rpm) a
temperatura ambiente. Apdés o término da centrifugacdo o sobrenadante foi
cuidadosamente coletado e transferido para um novo tubo. Apds este procedimento,
foram adicionados 500 pL de cloroformio e incubados por 15 minutos a temperatura
ambiente. As amostras foram novamente centrifugadas (15 minutos a 14.000 rpm), o
sobrenadante coletado e foram adicionados 1 ml de alcool 100% gelado e 150 uL de
acetato de soédio 3M. Apds incubacéo (2 horas a — 70°C) o gDNA foi precipitado por
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centrifugacéo (15 minutos a 14000 rpm). Apdés a lavagem do etanol 70% gelado em
adgua DEPC estéril, o0 gDNA foi ressuspendido em 50 pL de 4gua DEPC estéril. A
quantidade e pureza do gDNA extraido foram estimadas em aparelho de
espectrofotometria, utilizando as razées OD 260/280 (= 1,8) e OD 260/230 (= 1,0)
(NanoDrop 2000, Thermo Scientific, Uniscience). A linhagens celulares de rim em
cultura também passardo pelo mesmo tratamento para obtencdo do DNA.

3.12 Tratamento enziméatico do DNA

Para determinacdo do conteddo de 5-metilcitosina (5-meC) e b5-
hidroximetilcitosina (5-hmeC) cada amostra de gDNA foi dividida em trés tubos
contendo a mesma concentracdo (400 ng) e incubados a 37 °C por 2 h com 1X NE
buffer, 40 mM de glicose UDP e 1 unidade da enzima T4-B3-glicosiltransferase (T4-
BGT) em reagéo com volume final de 20 uL. Esta enzima transfere especificamente a
porcao de glicose da difosfoglucose de uridina (UDP-GlIc) para 5-hidroximetilcitosina
(5-hmeC) pela reacdo de glicosilacdo, produzindo o produto beta-glucosil-5-
hidroximetilcitosina, o qual bloqueia especificamente a atividade de endonuclease
Mspl e faz com que ela reconheca apenas as sequéncias de CCGG metiladas e nao
metiladas, mantendo integras as regides CCGG hidroximetiladas. Em etapa seguinte,
as amostras foram incubadas a 65 °C por 15 min para inativacdo da enzima T4-BGT
(New England Biolabs, Beverly, MA, EUA). Apés o tratamento com a enzima T4-BGT
0s tubos foram digeridos com as endonucleases Mspl (New England Biolabs, Beverly,
MA, EUA), que reconhece todas as sequéncias CCGG (metiladas e nao metiladas),
com excecdo apenas das sequéncias CCGG com o produto beta-glucosil-5
hidroximetilcitosina e pela Hpall (New England Biolabs, Beverly, MA, EUA) que
reconhece todas as sequéncias CCGG com a diferenca de que sequéncias CCGG
metiladas promovem a inibicdo de sua atividade catalitica. No terceiro tubo foi
adicionado a mesma quantidade de H20 (gDNA néo digerido — controle 100 %). Todas
as reac0Oes foram realizadas separadamente com volume final de 25 pL a 37°C por 2

horas.

3.13 Analise de qPCR para determincdo de metilacdo gene
especifico

O padrédo de metilagdo (5-meC) e hidroximetilacdo (5-hmeC) da regiéo



36

promotora dos genes Bglap e Gprc6a foi determinado por rea¢cdes de gPCR contendo
SYBR Green | Master 2x (5 pL) 0,5 nM de iniciadores especificos [Gprc6a (F: 5' TGG
TGG AGG AAG GGTATTTG 3' e R: 5'CCC TTC CAATGT AGG GGA AT 3') e DNA
desmetilases (F: 5' CTC ACG GCA GAC ACT GAA AA3' e R:5' AAA GGA TGC TGT
GGT TGG TGA CTG CAG3Y], 1 uL (16 ng) de gDNA tratado (nas 3 condic¢des: H20,
Mspl e Hpall) e g.s.p de H20 livre de nuclease. As sequéncias dos iniciadores foram
desenhadas em regibes regulatérias com ilhas CpG dentro de regibes de
hipersensibilidade a Dnasel, reguladas por marcas de modificagdes de histonas e com
sitios de ligacao de fatores de transcri¢céo, utilizando o programa Primer3 Input (versao
0.4.0) (UNTERGASSER et al., 2012). A determinacdo de estruturas secundarias e
temperaturas de anelamento foi analisada pelo programa Beacon Designer
(http://www.premierbiosoft.com/). Todas as sequéncias foram blastadas para
confirmacdo da localizacdo cromossdmica pela ferramenta de PCR in-silico
(https://[genome.ucsc.edu/). A obtencdo dos valores percentuais referentes a
metilagédo e hidroximetilagdo foram calculados de acordo com (74)

3.14 Anélise estatistica

Os dados foram submetidos a analise por meio de estatistica descritiva,
analise de tendéncia central e testes de associacao. Para andlise das amostras foi
utilizado o programa GraphPad Prism 8 para Windows e aplicado teste T-student na
comparacao entre os grupos controle e com hiperglicemia, e a analise de variancia
(ANOVA) para analise do perfil transcricional entre o tecido 6sseo (fémur e mandibula)
e renal. Considerado valor de significancia para p < 0,05 para ambos os testes.

4. RESULTADOS

Conforme descrito nos métodos, o modelo experimental utilizado induziu a
hiperglicemia nos ratos pela injecéo de estreptozotocina (STZ), e segui-se com um
acompanhamento por 2 meses. Neste periodo, foram aferidos 0 peso e a glicemia dos
animais, conforme a Figura 3. O peso foi verificado quinzenalmente e, no grupo
submetido a hiperglicemia cronica (grupo STZ) identificamos uma dimiuicdo do peso
corporal a partir da segunda afericdo (Fig. 3A), enquanto ndo houve variacao
significativa no grupo controle. Quanto a glicemia, como esperado, 0 grupo STZ

apresentou valores mais elevados em relacdo ao grupo controle, sempre acima de
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250 mg/dL (Fig. 3B), assegurando o estado hiperglicémico do grupo STZ durante todo
0 experimento.

Figura 3 - Acompanhamento do peso e da glicemia de ratos submetidos ao diabetes. Medidas de
(A) peso e (B) glicemia de ratos submetidos a hiperglicemia crénica pela injecdo de estreptozotocina
(STZ) e seus controles saudaveis (controle) durante o periodo de 60 dias apds a inducao de diabetes.

Utilizado * para teste T de Student comparando STZ versus control, sendo *p < 0,05, **p < 0,01, ***p <
0,001 e ****p < 0,0001.
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A avaliagdo histologica demonstrou prejuizo do tecido endocrino (Figura 4)
no pancreas de animais do grupo STZ, com perda conformacional das ilhotas (Fig.
4B) e comprovada atrofia por meio da diminuicdo da area e perimetro das ilhotas no
grupo STZ (Fig. 4C,D) quando comparadas ao grupo controle.
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Figura 4 — Efeitos da hiperglicemia sobre a morfologia do péancreas. (A) Fotomicrografia de
pancreas, evidenciando uma ilhota pancreatica (seta) de rato do grupo controle e (B) do grupo
submetido a hiperglicemia (STZ). Coloragdo com hematoxilina/eosina (HE); aumento: 40x. (C,D)
Morfometria das ilhotas pancreéticas de ratos submetidos a hiperglicemia e seus controles néo tratados,
representada pela a area e perimetro das ilhotas. O test t de Student revelou significancia com ***p <
0,001
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Nas fotomicrografias da Figura 5, avaliamos os rins de ratos dos grupos
STZ e controle. No grupo controle (Fig. 5A) foram identificados o corpusculo renal e
tubulos renais, destacando-se também a capsula de bowman, membrana basal do
capilar glomerular e tabulo renal (Fig. 5B). No grupo STZ, encontramos alteragfes
significativas causadas pela hiperglicemia, tais como: (Fig. 5C) espessamentos na
capsula de bowman, membrana basal do capilar glomerular e na membrana basal
tubular; (Fig. 5D) espessamento na membrana vascular e na membrana basal tubular;
(Fig. 5E) vacuolizagédo em epitélio do tabulo proximal; (Fig.5 F) calcificacdo distrofica

e necrose em regido tubular.
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Figura 5 — Efeitos da hiperglicemia sobre a morfologia renal. (A,B) Fotomicrografias de rins de ratos
do grupo controle corados em HE e PAS, respectivamente, aumento: 40x. (C,D) Fotomicrografias de
rins de ratos do grupo STZ corados em PAS, aumento: 40x. (E,F) Fotomicrografias de rins de ratos do
grupo STZ corados em HE, aumento: 40x. As setas pretas indicam: (A) corpusculo renal; (B) capsula
de bowman; (C) espessamento na capsula de bowman; (D) espessamento da membrana basal
vascular; (E) vacuolizagdo em epitélio do tibulo proximal; e (F) calcificacéo distréfica. As setas azuis
indicam: (A) tabulo renal; (B) membrana basal do capilar glomerular; (C) espessamento da membrama
basal do capilar glomerular; (D) espessamento na membrana basal tubular; (F) necrose tubular. As

setas vermelhas indicam: (B) tlbulo renal, (C) espessamento ha membrama basal do tdbulo renal

Controle

Fonte: Prépria
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Para compreender as alteracbes metabdlicas causadas pelo estado
hiperglicémico, amostras de rim foram processadas e estudadas para avaliacdo da
atividade méaxima das enzimas do metabolismo de &cidos graxos e glicose. Embora
haja uma tendéncia no aumento do metabolismo de acidos graxos (Fig.6A) e
diminuicdo do metabolismo de glicose (Fig. 6B,C,D,F) nos rins de ratos do grupo STZ,

a analise estatistica ndo revelou significancia.

Figura 6 - Efeitos da hiperglicemia sobre a atividade méaxima das enzimas da via lipolitica,
glicolitica e ciclo do acido tricarboxilico no rim. Amostras de ratos submetidos a hiperglicemia

cronica (STZ) e seus controles.
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Fonte: Propria

A Figura 7 mostra a expressao da OCN e do receptor Gpcréa no rim em

comparacao com o tecido 0sseo, a partir do fémur e da mandibula, podendo verificar
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uma maior expressao da OCN no osso em relacéo ao rim (Fig. 7A). Em contrapartida,
identificamos maior expressao do receptor Gprc6a no rim em relacdo ao 0sso, com
p<0,001 na mandibula e p<0,0001 no fémur (Fig. 7B). Na andlise comparativa com o
grupo STZ verificamos aumento na expressédo da OCN no tecido 6sseo e diminuigdo
da expressdo no rim, com p<0,0001 tanto em comparacdo com fémur como na
madibula (Fig. 7C). Em relacdo ao receptor Gpcrbéa identificamos aumento na
expressao tanto no tecido 6sseo como no rim, entretando, ha expresséo maior no 0Sso

em relacao ao rim, com p<0,001 no fémur e p<0,0001 na mandibula (Fig. 7D).

Figura 7 - Efeitos da hiperglicemia sobre a expressé@o génica da osteocalcina e seu receptor
Gpcr6a no tecido 6sseo e no rim. (A,B) Expressao absoluta de OCN e seu receptor Gpcr6a no fémur
(F), mandibula (M) e no rim (K) no grupo controle. (C,D) Expresséo relativa da OCN e seu receptor
Gpcr6a no grupo submetido & hiperglicemia. Utilizado * na comparagdo com grupo controle; * na

comparacédo com F; * na comparacdo com M, sendo *p < 0,05, **p < 0,01, **p < 0,001 e ****p < 0,0001.
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Fonte: Propria

Para melhor compreender a modulacdo em estado hiperglicémico no nivel
renal, verificamos a expressdo da OCN e do receptor Gprc6a apenas no rim,
realizando a comparacdo entre os grupos controle e STZ (Figura 8). O estado
hiperglicémico altera tanto a expressao génica da OCN como do receptor Gpcr6a no
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rim, mostrando diminuicdo da OCN no grupo STZ em relagéo ao grupo controle, com
com p<0,01 (Fig. 8A). Em contrapartida, ha aumento na expressdo do receptor
Gpcr6a, com p<0,001 (Fig. 8B).

Figura 8 - Efeitos da hiperglicemia sobre a expresséo génica da osteocalcina e do receptor
Gpcr6a no rim. (A) Expressao relativa de OCN no submetido a hiperglicemia (STZ) em comparagéo
com grupo controle. (B) Expressédo do receptor Gpcréa no grupo STZ em comparacdo com grupo

controle, considerando **p < 0,01 e ***p < 0,001.

‘A' 1-.5— {B' 2.5_
= a k%
(11
— m ! N
A e 2
- :
(X7 B N
REE g 7
385 s EE
@ Q. o= — —
= A
2 . 0 o 1.0
@ e
4 w
g H
B [ 1}.5_
= (=N
& ’__E i
0.0 T T o0 T T
Controle 57TZ Controle STZ
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Na avaliagcdo epigenética foi verificada a expressao global das enzimas que
atuam na metilacdo e desmetilacdo do DNA no rim, as Dnmt’s e as Tet's
respectivamente, conforme as Figuras 9 e 10. O estado hiperglicémico resultou em
desequilibrio na expressédo das Dnmt’s, visto que houve aumento na expressao das
Dnmtl e Dnmt3a, porém essa sem significancia estatistica (Fig. 9A,B) e diminuicéo
da Dnmt3b no grupo STZ em relagao ao grupo controle, com p< 0,05 (Fig. 9C).
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Figura 9 - Efeitos da hiperglicemia sobre a expressao génica das Dnmt’s no rim. Expresséo génica
relativa de (A) Dnmtl, (B) Dnmt3a e (C) Dnmt3b no grupo submetido & hiperglicemia (STZ) em

comparac¢do com o grupo controle, considerando *p < 0,05.
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A Figura 10 mostrou a expressao génica das Tet’s, enzimas responsaveis
pela desmetilacdo. Foi observado aumento na expressao génica em todas das Tet’s
no grupo STZ em relagcéo ao grupo controle no rim, com p<0,001 para Tetl e p< 0,05
para Tet2 e Tet3. Destacamos ainda que, esse aumento na expressdo das Tet’s

obteve maior relevancia estatistica se comparado as Dnmt’s.
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Figura 10 - Efeitos da hiperglicemia sobre a expresséo génica das Tet’s no rim. Expresséo génica
relativa de (A) Tetl, (B) Tet2 e (C) Tet3 no grupo submetido a hiperglicemia (STZ) em comparagéo

com o grupo controle, considerando *p < 0,05 e **p < 0,01.
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Fonte: Propria

Apos a verificacdo da metilacdo global no rim e analizar sua modulagédo em
um contexto hiperglicémico, identificamos a metilacdo especifica nas ilhas CpGs
localizadas nos genes relacionados a expressao da OCN (Bglap) e do receptor
Gprcba, conforme as Figruras 11 e 12. A verificacdo foi realizada por meio da
porcentagem de 5-meC e 5-hmeC bem como a razao entre ambos. Foi identificado
aumento tanto de 5-meC como de 5-hmeC na regido génica de Bglap no rim do grupo
STZ em relagdo ao grupo controle, com p< 0,05 para ambos (Fig. 11A,B). A razao de
5-meC/5-hmeC foi menor no grupo STZ em relacdo ao grupo controle (Fig. 11C),
indicando hipometilacéo na regido génica codificadora de Bglap, porém este resultado

nao apresentou significancia estatistica
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Figura 11 - Efeitos da hiperglicemia sobre a epigenética na regido promotora dos genes
responséaveis pela expressédo da osteocalcina no rim. (A) Percentual de metilagdo de 5-meC na
regido génca Bglap, (B) Percentual de hidroximetilagdo de 5-hmeC na regido génica Bglap e (C) Raz&o
de 5-meC/5-hmeC na regido génica de Bglap no grupo submetido a hiperglicemia (STZ) em

comparacdo com grupo controle, considerando *p < 0,05.
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A Figura 12 mostra os resultados referentes a metilacdo da regido génica
codificadora do receptor Gpr6A, na qual identificamos aumento tanto de 5-meC como
5-hmeC no rim do grupo STZ em relagéo ao grupo controle, com p<0,001 para 5-mec
e p<0,0001 para 5-hmeC. (Fig. 12A,B). A razdo de 5meC/5-hmeC demonstrou

hipermetilagéo na regiao codificadora de Gpr6A, p<0,05.
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Figura 12 - Efeitos da hiperglicemia sobre a epigenética na regido promotora dos genes
responsaveis pela expressao do receptor Gprc6a no rim. (A) Percentual de metilagcdo de 5-meC na
regido génca Gprc6a, (B) Percentual de hidroximetilacdo de 5-hmeC na regido génica Gprc6a e (C)
Razdo de 5-meC/5-hmeC na regido génica Gprc6a no grupo submetido a hiperglicemia (STZ) em

comparag¢do com grupo controle, considerando *p < 0,05, ***p < 0,001 e ****p < 0,0001.
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5. DISCUSSAO

Nosso estudo teve como alvo investigar a relacdo entre o DM e suas
possiveis implicacbes metabdlicas e epigenéticas no rim. Porém, antes do
comprometimento em outros 6rgdos, o DM se apresenta com sinais e sintomas
classicos, dos quais observamos nos animais utilizados no estudo. Conforme
demonstrado em nossos resultados, além da hiperglicemia e diminuicdo de peso,
observamos a presenca de polidria, polidispsia e polifagia (dados ndo apresentados),
no grupo STZ. Esses sintomas sao decorrentes do quadro de hiperglicemia, sendo
também os primeiros sinais relatados por pacientes (75).

Para a inducao a hiperglicemia crénica, e mimetizacdo do quadro de DM,
utilizamos um modelo experimental submetido a uma Unica injecédo de streptozotocina
(STZ) na cavidade peritoneal de ratos Wistar. Esse agente é um farmaco
comumentemente utilizado em modelos animais para o estudo do DM. A STZ possui
propriedades diabetogénicas por meio da destruicdo das células B em ilhotas
pancreaticas, levando a mimetizar um modelo de diabetes agressivo, mais parecido
com DM1 (29,76). Em nosso estudo tivemos éxito em realizar um acompanhamento
mais prolongado.

A DM é caracterizada por um disturbio metabdlico que resulta no quadro de
hiperglicemia, essa condicdo decorre de anomalias na secrecdo e/ou na funcéo
insulinica que resulta em diversas altera¢cdes micro e macrovasculares. Em nosso
estudo, os dados mostraram um estado de hiperglicemia durante todo o periodo
experimental no grupo STZ, evidenciando a eficacia do modelo escolhido (76), o que
consequemente nos permitiu avaliar os efeitos da hiperglicemia crénica nos rins dos
animais. Uma vez diagnésticada o DM, seu curso € irreversivel e, a depender do tipo
de DM, a perda e modificagdes das células B podem levar desde uma condi¢cdo aguda
e abrupta da doenca, como DM1, a outros tipos com desenvolvimento insidioso, como
na DM2, entretanto vale ressaltar que héa diversos tipos de DM conforme a Sociedade
Brasileira de Diabetes (77).

Os sinais para surgimento do DM, no caso do DM2, antecedem o
diagnostico em anos, com pequenas alteragfes na glicemia que ndo atendem aos
critérios para o diagnostico da doenca. O passo seguinte € a alteracédo da glicemia em
jejum ou intolerancia a glicose diminuida. Aqui, a glicemia foi realizada sempre em
jejum de, pelo menos, seis horas e observamos uma piora da hiperglicemia ao longo

das medicOes, revelando a mimetizacdo plena da doenca. Durante o processo de
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adoecimento ocorrem mudancas tanto na funcdo quanto na densidade de células j3,
um artigo publicado por Gordon e Susan (2004) classificou as alteracfes dessas
células na DM2, com pontos em comum com a DM1, em cinco estagios: no estagio 1
h& a compensacédo da resisténcia a insulina com aumento na secrecdo insulinica
mantendo os niveis glicémicos normais, essa compensacao ocorre pelo aumento da
proliferacéo de ilhotas pancreaticas e células 3 em detrimento da apoptose; no estagio
2 com aumento dos niveis de glicose, ha um estado de adaptagéo das células
levando a hipertrofia dessas células, outra adaptacdo também é a diminuicdo da
reabsorcdo de glicose nos rins; no estagio 3 ocorre o inicio de descompensacao dos
niveis glicémicos com declinio de células B; no estagio 4 h4 a descompensacéo
estavel nos niveis de glicemia com reducdo em torno de 50% de células B, nesse
estagio se concentra a maior parte dos individuos com DM2; por fim, no estagio 5
ocorre a insuficiéncia das células B e progressao para quadros clinicos de cetose,
nesse estagio ha a necessidade da terapia insulinica (78).

As modificagdes nas células B foram analisadas nesse estudo mediante
avaliacdo das ilhotas pancreaticas, e, identificamos uma diminuicdo tanto em
perimetro quanto em area no grupo STZ, além de alteracbes morfoldgicas visiveis
demonstrando um prejuizo do tecido enddcrino pancreatico com evidente atrofia das
ilhotas pancreaticas. A comparacdo dos nossos resultados e o estadiamento proposto
por Gordon e Susan (2004) demonstraram, mediante a manutencdo da hiperglicemia
e as alteracbes morfolégicas, um grau avancado da doenca, ressaltando a eficacia
deste modelo no mimetismo da diabetes (78).

Dentre as complicacdes relacionadas a DM, o rim € diretamente afetado,
colocando-o como um dos 6rgdos mais prejudicados pelo estado hiperglicémico. O
estadiamento da ND classica € realizado por meio da avaliagdo da TGF e
concentracbes de albumina na urina. H& fendtipos da ND que independem da
albumina, sendo denominadas insuficiéncia renal ndo albumindrica. Além desses
exames, a biopsia renal é solicitada em casos especificos, como na presenca de
progresséo rapida da ND, auséncia de outros sinais e complicacdes microvasculares,
como a retinopatia diabética, entre outras condi¢cdes. Uma vez diagnéstica a ND seu
curso é progressivo e irreversivel e estima-se que 20-40% dos individuos com DM
desenvolvam a doenca (79,80).

A biopsia renal é um procedimento invasivo com risco potencial para

complicagBes graves, em pacientes com DM é realizada em casos especificos para
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descartar outras causas associadas a doenca renal. Um estudo realizado por Tervaert
et al (2010) classificou a ND a partir de lesbes glomerulares, com score de l a IV a
depender do grau de comprometimento glomerular, tubulo-intersticial e vasculares. As
lesbBes glomerulares associadas a ND foram associadas a presenca de espessamento
da membrana basal glomerular, esclerose nodular e expansdo mesangial; as lesées
tubulares ao espessamento da membrana basal, fibrose intersticial, atrofia tubular e
infiltrado inflamatério com presenca de linfécitos T e macréfagos; e as lesdes
vasculares a hialinose da arteriola eferente, sendo essa alteracdo uma caracteristica
classica da ND (80,81). Nossos resultados demonstraram que o perfil histolégico do
grupo STZ apresentou alteracdes semelhantes as observadas na ND, com presenca
de espessamento da membrana basal glomerular e tubular, além do aumento na
membrana basal vascular, vacuolizacao em epitélio tubular, presenca de calcificaces
e necrose tubular, evidenciando este modelo experimental também como um bom
modelo para o estudo da ND. No entanto, para o diagnéstico completo da ND, néo foi
possivel o estudo da relacao albumina-creatinina no soro dos animais.

Com o intuito de investigar o metabolismo, bem como os mecanismos para
atingir a homeostase, muitos 6rgdos como figado, pancreas e até mesmo o rim foram
caracterizados (12). Recentemente, estudos também demonstraram a relacdo entre o
metabolismo e 0 osso mediante identificacdo de efeito anabdlico da insulina nos
osteoblastos, a partir de receptores de crescimento semelhantes a insulina (IGF-1)
(82). Estudo com modelo animal KO para IGF-1 demonstrou uma reduc¢ao significativa
de mineralizacdo e massa 0ssea (83). Em humanos, a diminuicdo de IGF-1 se
correlacionou com fraturas, independentemente da densidade éssea (84). Ha também
uma relacdo entre o acimulo dos AGEs e diminuicdo da secrecéo do IGF-1, assim
como a prépria hiperglicemia interfere negativamente na funcéo e proliferacdo dos
osteoblastos (85,86). O aumento na hemoglobina glicada também foi relacionada ao
aumento de adiposidade na medula 0ssea e osteoporose (87). Esses achados
apontam 0 0SSO como um oOrgdo-alvo e suscetivel as alteracbes metabolicas.
Entretanto, recentemente, pesquisas tém apontado no 0sso a secre¢ao de osteocinas
com fungdes ativas no equilibrio metabdlico.

A osteocalcina tem sido caracterizada e apontada pelo seu papel
importante na regulacdo do metabolismo energético, mineralizacdo 0ssea e sua
diminuicdo esta associada ao aumento de fraturas. Berezoska et al. (2019) publicaram

um estudo com camundongos KO para OCN e identificaram que esse grupo
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apresentou menor densidade O6ssea, alta taxa de formacdo Ossea, proporcao
mineral/matriz menor e aumento de marcadores de reabsorcdo 0ssea (88). Outra
funcd@o da OCN seria na determinacdo da tenacidade 6ssea por meio da sua ligacéo
forte com o componente mineral, hidroxiapatita, formando um complexo com o
colageno através da proteina osteopontina. Essa ligagdo forma as bandas
dilatacionais que, dentre suas fun¢des, permitem o alongamento e a dissipacao de
energia, impedindo o crescimento de rachaduras 6sseas e previndo, assim, as fraturas
nanomeétricas. Esse fato pode justificar, em parte, o aumento de fraturas em individuos
com DM, a despeito da taxa de densidade dssea, conforme alguns artigos (44,89).

Em nosso estudo, verificamos a expressdo da OCN no osso (fémur e
mandibula) e no rim, identificando a expressdo em ambos os tecidos, porém, como
esperado, com uma maior expressao no 0sso em relagcdo ao rim. A revisdo de
literatura ndo revelou estudos que demonstrassem a expressédo da OCN no rim. Por
outro lado, em relacdo ao 0sso encontramos uma literatura vasta correlacionando a
OCN com alteracdes metabdlicas. Lee et al. (2007) descreveram inicialmente a
relacdo da OCN e o metabolismo em camundongos KO para OCN, que apresentavam
um aumento nos niveis glicémicos, diminuicdo de insulina sérica, além de resisténcia
insulinica e diminuicdo no numero de ilhotas pancreaticas. A administracdo de OCN
recombinante reverteu essas alteracdes metabdlicas com melhora nos indices
glicémicos, aumento sérico de insulina e adiponectina. Nesse mesmo estudo, foi
demonstrada a forma subcarboxilada da OCN (ucOCN) como responsavel pelas
alteracdes metabdlicas sistémicas e, identificado o gene Esp codificante para proteina
tirosina fosfatase (OST-PTP), com relagcédo direta na expressao da OCN. O estudo
demonstrou que camundongos KO para Esp apresentaram um fenotipo oposto a
camundongos KO para OCN, com hipoglicemia, diminuicdo acentuada de massa
magra, hiperinsulinemia, aumento de células 3 e aumento da sensibilidade a insulina
(40).

A comunicacdo osso-pancreas também foi caracterizada por Fulzele et al.
(2010), onde foi identificado um fenotipo semelhante a KO para OCN em
camundongos KO para receptor de insulina nos osteoblastos, apresentando aumento
da gordura corporal, hiperglicemia e resisténcia insulinica. A relacdo com a OCN foi
afirmada por meio da administracdo da mesma resultando em melhora dos disburbios
metabdlicos no mesmo modelo animal, comprovando uma relagédo endocrina 0sso-

pancreas (90,91). Ferron et al. (2008) demonstraram os efeitos da administracéo de
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OCN em camundongos sem alteracdes genéticas propositais, sendo identificado que
a infusdo de OCN em doses baixas levou ao aumento na expressao da insulina,
diminuicéo da glicemia, aumento da insulina sérica, aumento de células 3, diminui¢éo
de triglicerideos e resisténcia ao ganho de peso em dieta hipercalérica. No mesmo
estudo, foi realizada a inducdo a DM por hiperfagia, e o grupo tratado com OCN
apresentou menor ganho de peso, mesmo com consumo de dieta equivalente ao
grupo controle (64). Um outro modelo de estudo, realizado por Silva et al. (2023),
induziu DM com estreptozotocina em ratos e na avaliacdo da expresséo da OCN no
tecido 6sseo identificaram um aumento da expressdo da mesma e diminuicdo de peso
no grupo com hiperglicemia em relacdo ao grupo controle (29), esses achados
também foram encontrados em nossos resultados.

Dentre os mecanismos envolvidos na regulacdo da OCN Ferron et al.
(2010), identificaram que a proteina OST-PTP desfosforilam o0s recepetores de
insulina nos osteoblastos, sendo esses responsaveis pelo aumentam na expressao
de OCN, isso justifica o fen6tipo oposto entre camundongos com delecdo genética
dos genes que codificam Esp e a OCN (90). A inativacédo do gene Esp resultou em um
aumento na sinalizacdo de insulina e aumento na ativacdo dos osteclastos, em
reposta, ha uma promocado de ambiente acido, favorecendo assim a descarboxilacéo
da OCN e aumento de ucOCN na circulacdo. Esses mecanismos demonstram que a
relacdo entre receptores de insulina e OST-PTP regulam tanto a produgédo como a
biodisponibilidade da OCN, além do aumento na proliferacdo e diferenciacao dos
osteoclastos (90,91).

A ucOCN tem como receptor a proteina Gprc6a, pertencente a familia C de
Gpcrs, que é amplamente expressa em varios 6rgdos. Nossos resultados mostraram
que o receptor Gprcba é expresso no tecido 6sseo e no rim, indo em concordancia
com outros estudos dos quais mostraram a expressao Gprc6a em células MC3T3-E1,
pré-osteoblastos em ratos, e em células renais de camundongos (92-94). Na
literatura, ndo encontramos estudos que evidenciassem a expressao de Gprc6a em
rim de ratos, sendo esse um achado importante para embasar préximos estudos com
esse modelo animal. Dentre outros achados bibliograficos que elucidam a importancia
desse receptor, estudos mostraram que camundongos KO para Gprc6a apresentam
distarbios metabdlicos importantes como a hiperglicemia, diminuicdo de insulina
sérica, diminuicdo na massa de ilhotas pancreaticas, resisténcia a insulina, esteatose

hepética e osteopenia, reforcando a ligacdo o0sso-pancreas, assim como 0SSO e
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metabolismo energético (94-96). Em outro estudo, in vitro, com ilhotas pancreaticas
normais e deficientes para Gprc6a submetidas ao cultivo com OCN recombinante, o0s
resultados mostraram que o acréscimo de OCN aumentou a expressao de insulina
nas ilhotas do grupo controle, ja as ilhotas pancreaticas deficientes para Gprcéa ndo
apresentaram resposta ao estimulo (46).

A comunicacdo metabdlica entre os orgaos € complexa e profundamente
modificada na DM, foi demonstrado até 0 momento como a comunicagao entre 0 0Sso-
pancreas é regulada por meio da OCN e o seu receptor Gprc6a. A relacdo 0sso-rim
na DM também é vista por meio da DRC-DMO, secundaria a presenca da ND, com
apresentacdes mais graves relacionadas a TFG (97). A DRC-DMO é decorrente da
combinacdo de alteragbes metabdlicas envolvendo célcio, fésforo, hormonios da
paratiredide e vitamina D, além da osteodistrofia renal que € caracterizado por
alteracdes na morfologia 6ssea envolvendo a formacédo e remodelacéo 6ssea (98,99).
Para o diagnéstico da osteodistrofia renal, biomarcadores 6sseos como a OCN vem
sendo estudados para correlacdo. Entretanto, os estudos para a avaliagdo da OCN
em disfuncdes Osseas relacionado a ND sdo em sua maioria transversais, carecendo
de estudo laboratoriais experimetais com enfoque em avaliagbes moleculares
(61,62,100). Além da associacdo com alteracbes Osseas, estudos relacionaram a
diminuicdo da OCN com aumento na incidéncia de ND em pacientes com DM (62).
Em nosso estudo, demonstramos que a hiperglicemia levou a diminuicdo na
expressdo da OCN no rim e aumento da expressédo no 0sso. Associado a esse dado,
apesar de ter sido observada uma tendéndia a reducdo do metabolismo da glicose
nos rins, ndo houve confirmacdo desse dado pela andlise estatistica. E provavel que
o aumento do N experimental podera evidenciar esse achado e, dessa forma, essa
investigacdo segue como objetivo de nosso grupo de pesquisa.

Verificamos, também, que no rim o receptor Gprcéa é hiperexpresso em
relacdo ao 0sso e a hiperglicemia levou a regulacéo positiva dessa expressao. Logo,
sugerimos que o rim possa nao apenas ser um 0gao alvo para a OCN, como, a DM
possa resultar em altera¢cées na comunica¢ao 0sso-rim por meio do receptor Gprc6a.

Apesar do risco aumentado para complicacfes renais em individuos com
DM, a prevaléncia da ND em individuos com DML1 é de cerca de 33% e na DM2 de
50%, ou seja, uma parte consideravel dos pacientes diagnésticos com DM nao iram
evoluir para ND. Até mesmo o aumento da HbA1 isolada n&o é um preditor definitivo

para o desenvolvimento da ND (101,102). Diante disso, outros mecanismos como
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metabdlicos e epigenéticos, investigados no presente estudo, podem subsidiar outros
estudos na identificacdo de fatores que justifique os diferentes desfechos clinicos
apresentados por pacientes com DM.

A metilacao do DNA é um dos mecanismos epigenéticos mais
caracterizados por sua capacidade em regular os fatores de transcricéo, possibilitando
a ativacao ou silenciamento génico (71). Estudos epigenéticos tém demonstrado que
a hiperglicemia altera a metilagédo de células endoteliais vasculares ativando vias pro-
inflamatérias aumentando assim o risco de complicagBes, como a ND (103). Takeshi
at eal. (2015 ), demonstrou que a hiperglicema levou a metilacdo aberrante na regiao
de tubulos proximais em regides génicas, dentre outras, responsaveis pelo transporte
da glicose, esse estudo demonstrou ainda uma resisténcia no perfil epigenético &
despeito do uso do antidiabético pioglitazona (104). Uma meta-analise realizada por
Smyth et al. (2022) identificou 32 ilhas CpGs diferentemente metiladas em pacientes
com DM1 associados a ND, nesse mesmo sentido outros estudos também tém
relacionado a metilacdo especifica de regides génicas com a presenca ou aumento
no risco para desenvolvimento da ND (105-107). Outro achado interessante € a
relacdo da memoria metabdlica associada ao epigenoma, apontando para a
importancia de um controle glicémico logo no inicio do diagnéstico da DM, podendo
ser esse fator determinante para complicacfes (108).

A fim de aprofundarmos nas alteragbes envolvidas nesse eixo,
investigamos se 0Ss mecanismos epigenéticos podiam estar envolvidos nessa
comunicacao e foi investigada a metilacdo por meio da expresséo das enzimas DNA
Metil Transferases (DNMT’S) e Ten-Eleven-Translocation (TET'S). Na literatura, as
principais Dnmt’s descritas sdo a Dnmtl, Dnmt3a e Dnmt3b, nas quais os estudos
dividem em duas classes, as que sao responsaveis por novas regides metiladas,
Dnmt3a e Dnmt3b, e a responsavel pelo manutencdo das regides metiladas, Dnmtl
(109). A manutencao da metilacdo ocorre pelo reconhecimento da ligagéao citosina-
fosfato-guanina (CpGs) hemimetilados no processo de replicacdo do DNA, a Dnmtl
reconhece o padrdo de metilacdo das fitas parentais (110). No nosso estudo
verificamos a expressao das Dnmt’s no rim e identificamos um aumento na expressao
das enzimas Dnmtl e Dnm3a no grupo STZ, ou seja, ha um estimulo tanto para novas
como para manutencao de regides metiladas. No estudo realizado por Pereira et al.
(2023) identificou um resultado diferente do aqui descrito, com diminuicdo da Dnmt3a

na regiao glomerular em modelo de camundongos com DM e obesidade (111)
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Investigamos também a expressdao das enzimas envolvidas na
hipometilacdo no rim, as Tet’s, composta por trés membros denominadas Tetl, Tet2
e Tet3. Em nosso estudo houve um aumento na expressao em todas no grupo STZ.
Nossos resultados se assemelham ao de Cortés et al. (2017), com aumento de TET1
e DNMT1 no sangue de pacientes com DM descontrolado comparados com pacientes
saudaveis ou com pacientes com DM controlado (112). Silva et al. (2023) verificaram
a expressao das mesmas enzimas na mandibula e fémur de ratos com DM, mostrando
um desequilibrio na expressdo tanto das Dnmt’s como nas Tet’s, em parte se
assemelhando aos nossos resultados (29). O desequilibrio na expresséo das enzimas
envolvidas na hiper/hipometilacdo esta associada a mutacdes, principalmente na
presenca de canceres hematoldgicos. Nao podemos descartar também uma possivel
interacdo epistatica entre as enzimas (113,114). Aqui, apesar de ter sido observado
aumento quase global em todas as enzimas estudadas, destacamos uma maior
relevancia estatistica na expressao da Tetl, ou seja, uma tendéncia mais forte a
hipometilacdo. Yan et al. (2019) j4 haviam demonstrado, tanto em humanos como em
ratos, um aumento de TET’s no DM (115).

Com o intuito de averiguar a relacéo entre o grau de metilacdo e o DM, um
estudo realizado por Yuan et al. (2019) identificou um aumento na porcentagem de 5-
hmeC (hipometilacdo) e diminuicdo de 5-meC (hipermetilacdo) no sangue de
pacientes com DM, constatando ainda que o aumento de 5-hmeC era maior em
individuos com indices mais elevados de glicemia e na presenca de lesdes
macrovasculares. No mesmo estudo foi realizada a avaliacdo no sangue de ratos, o
resultado se assemelhou ao humano com diminui¢éo de 5-meC e aumento de 5-hmeC
(115). Anteriormente, Cortés et al. (2017) analisou o grau de metilagdo no sangue e
no pancreas de pacientes com DM, com a doenga controlada e descontrolada,
identificando um aumento de e 5-hmeC no pancreas e aumento 5-meC no sangue do
grupo com DM descontrolada, evidénciando grau distinto de metilacdo na DM em
diferentes 6rgdos ou células analisadas. Outro achado interessante nesse estudo foi
a expresséao das enzimas Tetl e Dnmtl do grupo com DM controlado se assemelhar
com grupo controle, mostrando o impacto da epigenética no controle da doenca (112).

A relevancia da epigenética entre a DM e o 0sso foi demonstrada em um
estudo publicado por Silva et al. (2023), no qual avaliou a metilacdo especifica 6ssea
em ratos com hiperglicemia por meio da razdo 5-meC/5-hmeC, sendo observada

maior porcentagem de hipermetilacdo no tecido Osseo com influéncia da
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hiperglicemia. Também, em relacdo ao grau de metilacdo especifica da OCN e do
receptor Gprc6a no fémur, observou-se na regiao génica da OCN uma porcentagem
maior para hipometilacdo. Esse achado, somado ao aumento na expressédo dessa
osteocina, pode sugerir uma regulacdo epigenética. JA em relacdo ao receptor
Gprc6a, ndo houve alteracao estatistica. Essa analise da metilacéo especifica elucida
com maior profundidade a influéncia da epigenética nas complicacbes ésseas
associadas a hiperglicemia (29).

Em nosso estudo verificamos, de forma inédita, a metilacdo especifica da
OCN e do receptor Gprc6a no rim. Nossos dados mostraram que no grupo STZ houve
um aumento tanto de 5-meC como de 5-hmec na regido génica codificadora da OCN
e na relacdo entre ambos, apesar de uma tendéncia para hipometilagdo, n&o
encontramos uma relevancia estatistica. Entretanto, para o receptor Gprcéa
identificamos um grau de hipermetilacdo em sua regido génica significativa na razéo
entre 5-meC/5-hmeC, porém, ndo conseguimos correlacionar seu grau de metilacdo
com a expressao, visto que identificamos a expressdo aumentada no rim. Assim,
hipotetizamos um mecanismo compensatério, onde embora haja um aumento da
expressdo de Gprc6a, a regulalcdo epigenética, com hipermetilacdo, possa em um
acompanhamento mais prolongado resultar em diminuicdo na expressao Gprc6a
atingindo um equilibrio na sua expresao.

E importante ressaltar que as complicacdes renais decorrentes do DM ja
estdo bem estabelecidas na literatura e na pratica clinica, entretanto a compreensao
dos mecanismos metabdlicos e epigenéticos envolvidos na patogénese ainda
carecem de estudos. Aqui, revisamos a relacdo da OCN com o metabolismo
energético, e, encontramos poucos estudos que demonstrem sua relacdo no rim.
Ainda, estudos realizados na area da epigenética sdo recentes, e a peculiaridade da
ND também carece por pesquisas. Ndo descartamos a influéncia da epigenética na
DM associada a expressao da OCN e do receptor Gprc6a no rim, entretanto, outros
mecanismos epigenéticos devem ser insvestigados como a alteragéo de histonas ou
outras regides no mesmo promotor. Assim, concordamos que a investigacao de toda
ailha CpG naregido génica codificante da OCN e do repector Gprc6a possa relacionar
0 grau de metilagdo com a expressao génica e sintese protéica, aqui ndo verificadas.
O rim também na sua complexidade, com inumeros tipos celulares, conclama por
especifidade e esta em nossos objetivos a investigagcéo in vitro de linhagem renais

distintas quanto as alteracdes metabodlicas e epigenéticas associadas a OCN em
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ambiente hiperglicémico.

6. CONSIDERACOES

O presente estudo avaliou a regulacdo epigenética entre 0 eixo 0SSO-rim
sobre a influéncia da hiperglicemia, identificando:

- AlteracOes histopatolégicas no pancreas condizentes com a atrofia de
ilhotas vista em diabetes.

- Alterag6es histologicas no rim semelhantes as descritas na ND, com
espessamento de membrama basal glomerular e tubular.

- Aumento na expressao da OCN no 0sso e diminuicdo da mesma no rim.

- Aumento na espressao de Gprc6a tanto no 0SSO COmMo no rim.

- Provavel alteracdo metabdlica no tecido renal, indicando aumento do
metabolismo de acidos graxos e diminuicdo do metabolismo de glicose, condizente
com a condicéo diabetes.

- Desequilibrio na expressdo das enzimas responsaveis pela metilacao
global.

- Hipermetilagéo génica codificante de Gprc6a no rim, ndo correlacionada

com 0 aumento na expressao da proteina no rim e no 0sso.

7. CONCLUSAO

Embora tenha sido demonstrado que a hiperglicemia modulou o eixo 0sso-
rim por meio das expressdes da OCN e do receptor Gprc6a, além de promover um
desequilibrio tanto metabdlico quanto das enzimas responsaveis pela metilagdo, nao
foi possivel fazer a correlacdo com a metilacdo especifica. Apesar do contraste
encontrado em nossos resultados, outros estudos também demonstraram
contradi¢cdes, corroborando o fato de que tanto a epigenética como a observacéo do
0SSO como tecido endocrino séo relativamente recentes e, assim cComo nos outros
estudos, nossos dados sédo importantes para subsidiar a compreenséao da funcdo do

eixo 0sso-rim no diabetes e nas patogenias associadas.
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