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RESUMO
GUEDES ,J. A. C.. A osteocalcina melhora a resisténcia a insulina e a inflamagdo em
camundongos obesos: participagdo do figado, tecido adiposo branco e 0sso. 2018. 89f.
Dissertacdo (Mestrado em Ciéncias (Fisiologia Humana)) — Instituto de Ciéncias Biomedicas,
Universidade de S&o Paulo, Sao Paulo, 2018.

A descoberta da osteocalcina, uma proteina sintetizada por osteoblastos, como
hormdnio com efeitos positivos na resisténcia a insulina contribuiu para conceituar 0 0SS0 Como
6rgdo endocrino. Pouco se conhece sobre os mecanismos moleculares de atuacdo da
osteocalcina sobre o quadro de melhora de resisténcia a insulina, sendo assim o presente projeto
teve 0 objetivo de desvendar alguns mecanismos moleculares da agdo de osteocalcina na
resisténcia a insulina e inflamacdo em camundongos obesos, e em adipécitos 3T3-L1.
Camundongos controles, obesos tratados com solucéo salina e obesos tratados com osteocalcina
ndo carboxilada, foram submetidos aos testes de tolerancia a insulina, ao piruvato e ao ensaio
de sinalizacdo da insulina in vivo, a coleta de sangue (analises bioquimicas e metabdlicas), de
tecido adiposo branco (TAB), de figado e de fémur. Os efeitos da osteocalcina ndo carboxilada
na resisténcia a insulina e inflamacdo foram avaliados em adipdcitos da linhagem 3T3-L1
desafiados com TNF-a. O conteudo de mRNA foi analisado por PCR quantitativo e de proteina,
por Western blotting. Os resultados obtidos mostraram que o tratamento com osteocalcina néo
carboxilada melhora a sensibilidade a insulina in vivo em camundongos obesos. No tecido
adiposo branco (TAB), a osteocalcina teve efeitos positivos como a reducdo na massa do TAB
periepididimal, 0 aumento a expressdo do gene Slc2a4 e o conteudo proteico de GLUT4,
melhora na fosforilagdo de AKT estimulada pela sinalizagdo da insulina, além de reduzir a
expressao de genes relacionados a inflamacéo e a maquinaria transcricional do inflamassomo e
reduzir focos inflamatérios caracterizados pela auséncia de coroas de macrofagos. Em
adipécitos 3T3-L1 desafiados com TNF-a, a osteocalcina recuperou o conteddo de
Slc2a4/GLUT4 e reduziu a expressdo de genes inflamatorios, além de que o tratamento com
osteocalcina aumentou a fosforilacdo de AKT induzida pela insulina. No figado, a osteocalcina
aumentou a sensibilidade a insulina e aumentou a fosforilagdo de AKT induzida pela insulina
in vivo e reduziu a expressdo de mMRNA de Tnfa, sem alterar a expressdo da proteina GLUT2 e
de seu respectivo gene. No 0ss0, a osteocalcina melhorou a resisténcia a insulina por favorecer
a fosforilacdo de AKT induzida pela sinaliza¢do da insulina e por reduzir a expressao de genes
envolvidos na resisténcia a insulina, resultando no aumento da secre¢do de osteocalcina ndo
carboxilada na circulagdo. Em concluséo, conseguiu-se demonstrar alguns mecanismos de acédo
da osteocalcina na melhora do quadro de resisténcia a insulina na obesidade, em que no TAB a
osteocalcina melhora a resisténcia a insulina por diminuir a inflamacéo e aumentar a sinalizacdo
da insulina e a expressdo de Slc2a4/GLUT4; no figado, a osteocalcina melhorou a sinalizacao
insulinica e reduziu a expressdo de Tnfa; e no 0sso a osteocalcina aumentou a secrecdo de
osteocalcina ndo carboxilada por melhorar a resisténcia a insulina.

Palavras-chave: Osteocalcina. Resisténcia a insulina. Inflamacéo. Obesidade. GLUT4.



ABSTRACT
GUEDES ,J. A. C.. Osteocalcin improves insulin resistance and inflammation in obese
mice: Participation of liver, white adipose tissue and bone. 2018. 89 |. Dissertation (Master
of Science (Human Physiology)) —Biomedical Sciences Institute, University of S&o Paulo, Sdo
Paulo, 2018.

The discovery of osteocalcin, a protein synthetized by osteoblasts, as a hormone that has
positive effects on insulin resistance, contributed to support the concept of bone as an endocrine
organ. However, very little is known about the molecular pathways involved in osteocalcin
improved-insulin resistance. The present study aimed to investigate the mechanisms of action
of osteocalcin on insulin resistance and inflammation in obese mice and 3T3-L1 adipocytes.
Lean control, saline-treated obese and uncarboxylated osteocalcin (uOC)-treated obese mice
were subjected to insulin and pyruvate tolerance test and insulin signaling assessment in vivo.
Blood was collect for biochemical/metabolic profile analysis; and, liver, skeletal muscle, white
adipose tissue(WAT) and bone were collected for protein (Western blotting) and mMRNA (RT-
gPCR) analysis. uOC effects on insulin resistance and inflammation were also investigated in
3T3-L1 adipocytes challenged with tumor necrosis factor. Osteocalcin treatment improved in
vivo insulin resistance in obese mice. In WAT, osteocalcin had positive effects such as WAT
weight reduction; upregulation of glucose transporter (GLUT4) protein and its mMRNA (Slc2a4);
improved insulin-induced AKT phosphorylation; downregulation of several genes involved in
inflammation and inflammassome transcriptional machinery, and reduction of the density of
macrophage in crown-like structures (histomorphometrical analysis). Notably, in 3T3-L1
adipocytes, osteocalcin restored Slc2a4/GLUT4 content and reduced the expression of
inflammatory genes after TNF-a challenge; moreover, osteocalcin treatment increased AKT
phosphorylation induced by insulin. In liver, osteocalcin treatment improved insulin resistance
and increased AKT phosphorylation induced by insulin, and reduced the expression of Tnfa,
not changing the expression of glucose transporter (GLUT2) protein and its mRNA (Slc2a2).
Finally, it was observed that in bone, osteocalcin improves insulin resistance by increasing
insulin-induced AKT phosphorylation and reducing the expression of genes involved in bone
insulin resistance, resulting in increased secretion of uncarboxylated osteocalcin in circulation.
We provided some mechanisms of action for osteocalcin in the amelioration of insulin
resistance in obesity: in WAT, osteocalcin improves insulin resistance by decreasing
inflammation, and increasing insulin signaling and the expression of Slc2a4/GLUT4; in liver,
the osteocalcin improved insulin resistance and reduced Tnfa expression; and, in bone,
osteocalcin increases the secretion of uncarboxylated osteocalcin by improving insulin
resistance.

Keywords: Osteocalcin. Insulin resistance. Inflammation. Obesity. GLUTA4.



LISTA DE ABREVIATURAS

Actb
Adipoq
AGEs
BCRJ
Bglap
Bglap™
BSA

C
Caspl
Ccl2
Cptla
Dgatl
DHGNA
DM2
ELISA
EPM
Esp
Esp™
Gapdh
G6Pase
G6pc
Ggex
GLUT2
GLUT4
Gprcba
i.p.

IL-1 beta
111b

116

IL-6
ITT
Kitt
MCP1
MSG
NFKB
Nfkbl
Nirp3
OB
OB-0OC
OST-PTP
Pckl
PCR
RT-gPCR

PEPCK-C
Ptprv

RE

Rela
Rplp0

gene que codifica a beta-actina

gene que codifica a adiponectina

produtos de glicagdo avancgada

banco de cultura de células do Rio de Janeiro

gene que codifica a osteocalcina

animais knockout para o gene Bglap

albumina bovina sérica

grupo de animais controle

gene que codifica a caspase 1

gene que codifica proteina quimiotatica de mondcitos 1
gene que codifica a carnitina palmitoil transferase

gene que codifica a diacilglicerol O-aciltransferase 1
esteatose hepatica ou doenca hepatica gordurosa ndo alcodlica
diabetes mellitus do tipo |1

ensaio de imunoabsor¢do enzimética

erro padrdo médio

gene da proteina tirosina fosfatase osteotesticular

animais knockout para o gene Esp

gene que codifica a proteina Gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase
glicose-6-fosfatase

gene que codifica a glicose-6-fosfatase

gene da enzima y-glutamilcarboxilase

Isoforma 2 do transportador de glicose

Isoforma 4 do transportador de glicose

gene que codifica o receptor GPRC6A

intraperitonial

interleucinas 1 beta

gene que codifica a interleucina 1 beta

gene que codifica a interleucina 6

interleucina 6

teste de tolerancia a insulina

constante de decaimento de glicose

proteina quimiotatica de mondcitos 1

glutamato monossédico

fator nuclear kappa B

gene que codifica a proteina p65

gene que codificaa NACHT

grupo de animais obeso ndo tratados

grupo de animais obeso tratados com osteocalcina ndo carboxilada
tirosina fosfatase osteotesticular

gene que codifica a proteina PEPCK-C

reacdo em cadeia da polimerase

reacdo em cadeia da polimerase em tempo real com transcrigéo
reversa

fosfoenolpiruvato carboxiquinase

gene que codifica a proteina tirosina fosfatase osteotesticular
reticulo endoplasmatico

gene que codifica a proteina p50

gene que codifica a proteina &cida ribossomal 60S PO



SFB

Slc2a2

Slc2a4
SREBP-1C
Srepb isoforma c
TAB

Tnfa

TNF-a

UA

soro fetal bovino

gene que codifica a proteina GLUT2

gene que codifica a proteina GLUT4

proteina 1c ligadora do elemento regulatorio de esterol
gene que codifica a proteina SREBP-1C

tecido adiposo branco

gene que codifica a proteina TNF-a

fator de necrose tumoral

unidade arbitraria



1

SUMARIO

[N ERI0] 5100710 IS 16
1.1 A formagao de 0StEOCAICING.........cveiiiiiiiii s 16
1.2 Regulagdo do metabolismo de glicose pela osteocalcina...........cccocevveveiieinennnne 18
1.3 Evidéncias clinicas e terapéuticas de a¢ao da osteocalcina...........ccoecevervrerrinnne. 19
1.4 Obesidade, resisténcia a insulina e inflamagao ............cccccoeviiiiiciiince 20

(@] =3 1 I LSRR 22
2.1 ODJetiVOS ESPECITICOS .. .iviitiiiiiiieieieie ettt 22

MATERIAL E METODO ..ottt 24
I I G- [0 F- TSSOSO PSPP 24

311 Cultivo € Tratamenti ......coeeveierieiieiiesiisesee ettt sreeneas 24
T8 N o1 -SSP 25

3.2.1  Niveis plasmaticos de glicose, frutosamina, insulina e triglicérides ............... 26
3.3 EXrago de RNA ..o 26
34 RT-gPCR —PCR em temMPO Feal .......ccoiiiiiiiiiiieiceeese e 27
3.5 Extracao proteica e Western blotting ........ccccoveveiiieviiie s 28

RESULTADOS ...ttt bbbttt e e et e nbentesbeananneas 30
4.1 Variaveis MOrfOmMEALIICaAS. ......cccieieiiee e 30
4.2 CONSUMO A€ FAGA0D € AQUA.....ccueeueerieieieitesiestieieeseeee sttt st sttt e bbb e sreenes 31
4.3 Concentragdes plasmaticas de glicose, frutosamina, insulina, osteocalcina nao
carboxilada € trigliCErIAes. .........ccviiiieicicec e e 31
4.4  Teste de tolerdncia a insulina in VIVO.........cccoiiiiiiiiienc s 32
4.5  Teste de toleréncia ao PIiruvato IN VIVO........ccoooueiieiiiieniee e 33
4.0 Musculo ESqQUEIEtiCO GaStrOCNEMIO .........cecveeeieieriesese s 34

4.6.1 Contetudo de mRNA de Slc2a4 e de proteina GLUT4 .........ccccovveveieveeiecnen, 34
B A o T Uo (o J TSRO URSSSRPROPT 35

4.7.1  Contetdo de mRNA de Slc2a2, e de proteina GLUT2 .........cccovevvievverieennnnn, 35

4.7.2  Contetdo de mRNA de genes relacionados com lipogénese e lipolise............ 36

4.7.3  Conteddo de mRNA de genes relacionados com gliconeogénese................... 36

4.7.4  Contetudo de mRNA de gene relacionado com inflamagao ............cccccceeuvneee. 36

4.7.5  SinNalizac8o INSUIINICA ..........cocveiiiiece e 38

4.7.6  Densidade volumétrica de gordura no figado ..........ccceceveiiiiiinincicicc 39
4.8  Tecido Adiposo Periepididimal............ccccooiiiiiiiiiiie s 40

4.8.1 Contetdo de mRNA de Adipoq, Slc2a4 e de proteina GLUT4 ..........ccoceveeeee. 40

4.8.2  SINAlizag8o INSUITNICA. ......ccceiiiiiiei s 42

4.8.3 Contetudo de mRNA de Tnfa, Ccl2, 111, 116, Nlrp3 e Caspl.......ccccccvvvverrrrnnnne. 43

4.8.4  ANAlISe NIStOIOQICA........ccoveiviiiiiie e 45



o 1o o Tod ) (o S NS 46

49.1 Contetado de mMRNA de Sic2a4 e de Proteina GLUTA......c.ccccoeveveieieieiinenne 46
4.9.2  Contetdo de mRNA de Tnfa, Ccl2, Nfkbl e Rela. ........cccccvvvvevveiviiiiiecec, 49
4.10 FBIMUL <.ttt ettt e e e s be et e e b e s reesaeesesreenbeeneeas 51
4.10.1 Conteddo de mMRNA de Osp, Ptprv e Bglap ......ccccoevveriiniiiieiec e 51
4.10.2 Sinalizac8o da INSUIING ........cccveieiieiece e 53
4.11 Avaliacao da expresSa0 e GPICOA.........ccvieeiiiieiierie et 54
DISCUSSAQ ...ttt 55
CONCLUSAO . ...ttt sttt 62
REFERENCIAS .....oooiiiiieiesee st 63
8 ANEXO 1- CARACTERIZAQAO DE UM MODELO DE ESTEATOSE

HEPATOCELULAR UTILIZANDO HEPALCLCT ....coiiieieeee et 70

9 ANEXO 2- ARTIGO- OSTEOCALCIN IMPROVES INSULIN RESISTANCE
AND INFLAMMATION IN OBESE MICE: PARTICIPATION OF WHITE ADIPOSE
TISSUE AND BONE ... ..ot 73



16

1 INTRODUCAO

Diversas descobertas nos ultimos anos contribuiram para mudar o conceito classico de
que 0 0SSO € apenas uma importante estrutura de suporte, protecdo ou de deposito de ions de
calcio e fosfato, bem como um alvo da acdo de diversos hormdnios. A descoberta de que o
horménio derivado do adipdcito, a leptina age via sistema nervoso central em osteoblastos
inibindo a formacdo 6ssea (DUCY et al., 2000), somada ao conhecimento de que a regulacdo
enddcrina baseia-se em um mecanismo de retroalimentacao, resultou na relevante descoberta
de que o esqueleto possui fun¢do enddcrina, cujos osteoblastos secretam uma proteina, a
osteocalcina que exerce grande influéncia sobre a secre¢édo de insulina e a sensibilidade a esse
hormdnio, o metabolismo de gordura (LEE et al., 2007), além de fungbes relacionadas a
reproducéo e a cognicao (OURY et al., 2013; KARSENTY; OURY, 2014).

1.1 A formacao de osteocalcina

O tecido 6sseo € um tipo de tecido conjuntivo especializado que é constituido pela
matriz extracelular calcificada e por componentes celulares. A matriz extracelular é composta
por uma parte inorganica e outra organica. Os componentes inorganicos representam certa de
50% do peso da matriz 6ssea, sendo célcio e fosfato os principais ions da parte inorganica, 0s
quais formam os cristais de hidroxiapatita (Cal0(PO4)6(OH)2). Os componentes organicos sao
constituidos por proteinas, mucopolissacarideos acidos e lipideos (JUNQUEIRA, 2013).

Existem trés principais componentes celulares no tecido 0sseo: 1) os osteoblastos,
células mesenquimais que sintetizam a parte organica da matriz extracelular e concentram
fostato de célcio essenciais para mineralizacdo da matriz dssea; 2) os ostedcitos, originados a
partir de osteoblastos quando estes sdo envoltos pela matriz 6ssea recém sintetizada, séo células
fundamentais para a manutencdo da matriz 6ssea; e, 3) os osteoclastos, células mdveis,
gigantes, multinucleadas, extremamente ramificadas que atuam na dissolugéo de minerais e
digestdo da parte inorganica, permitindo assim a reabsorcéo dssea (JUNQUEIRA, 2013).

Entre as proteinas ndo colagenas presentes na composi¢cdo da matriz extracelular éssea,
a osteocalcina é a mais abundante, porém a sua fungdo neste contexto ainda é pouco conhecida.
Alguns estudos indicam que a osteocalcina pode ter papel relacionado a regulacdo da
mineralizacdo, maturacdo e remodelagem do tecido dsseo (IWAMOTO et al.,, 2004,
PEARSON, 2007). A osteocalcina, também denominada proteina &cido gama-

carboxiglutamico (GLA) 6ssea, é sintetizada principalmente por osteoblastos e tem em média
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de 46 a 50 aminoacidos e cerca de 5,6 kDa de peso molecular (HAUSCHKA et al., 1989). Em
seres humanos, 0 gene para a osteocalcina, Bglap, localizado no cromossomo 1 (1925-1g31)
(PUCHACZ et al., 1989), codifica uma pré-pré-proteina de 98 aminoacidos com 11 kDa, que
da origem a proteina madura ap6s uma sucessdo de clivagens. As modificacbes pés-
traducionais se iniciam pela remoc¢do do peptideo sinal e do pro-peptideo, ap6s ocorre um
processo em que trés residuos glutdmicos (nas posicdes 17, 21 e 24, em seres humanos) séo
transformados em trés residuos GLA, por um processo de y-carboxilacdo dependente de
vitamina K, e realizado pela enzima y-glutamilcarboxilase, que € codificada pelo gene Ggcx
(MORRIS et al., 1995). Apds a modificagdo pos-traducional, a osteocalcina é empacotada em
vesiculas intracelulares, e posteriormente secretada na matriz 6ssea e liberada na circulacéo
(HAUSCHKA et al., 1989; GUNDBERG; CLOUGH, 1992). Os residuos GLA da osteocalcina
sdo muitos importantes para que os fons de Ca?* sejam atraidos e incorporados aos cristais de
hidroxiapatita na matriz extracelular (BERKNER, 2005).
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Figura 1- Estrutura e modificacbes pds traducionais da osteocalcina. (A) Representacdo
esquematica da estrutura peptidica da osteocalcina humana e de camundongo. (B) Esquema das
modificacdes pos-traducionais da osteocalcina. (adaptado de (ZOCH; CLEMENS; RIDDLE, 2015)).
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1.2 Regulacdo do metabolismo de glicose pela osteocalcina

As acles da osteocalcina na homeostase de glicose estdo associadas a forma néo
carboxilada da osteocalcina, como primeiramente demonstrado em animais knockout para o
gene Esp (Esp”) em osteoblastos (LEE et al., 2007). O gene Esp, ou Ptprv, foi identificado por
Lee e colegas como um gene derivado de osteoblastos que estaria envolvido na regulagéo do
nivel de osteocalcina circulante. Este gene é expresso por osteoblastos e células de Sertoli
(MAURO et al., 1994), codifica a proteina tirosina fosfatase osteotesticular (OST-PTP), que
parece ter papel fundamental na regulacéo do grau de carboxilacao de osteocalcina (LEE et al.,
2007), agindo assim como uma proteina reguladora do metabolismo da glicose em
camundongos. Camundongos Esp” apresentam varias diferencas em relagido a camundongos
selvagens, tais como: hipoglicemia; aumento da proliferacdo de células B pancreéticas; maior
tolerancia a glicose e maior sensibilidade a insulina, atribuidos a maior captacédo de glicose pelo
masculo, tecido adiposo branco e marrom, e menor liberacdo de glicose pelo figado e maior
expressdo de adiponectina; e, protecdo contra resisténcia a insulina e a obesidade induzida por
lesdo hipotalamica ou por dieta hiperlipidica. Por outro lado, camundongos Bglap” apresentam
caracteristicas opostas aos camundongos Esp”- (LEE et al., 2007).

Estudos sugeriram que a perda de fungdo da OST-PTP em camundongos Esp”- aumenta
a ativacdo dos ostoclastos (FERRON et al., 2010). Em consequéncia da maior ativacdo de
osteoclastos, o0 pH baixo na lacuna de reabsorcao, resultaria na descarboxilacao da osteocalcina
presente na matriz 6ssea. A osteocalcina na forma descarboxilada tem menor afinidade pela
matriz 6ssea, sendo mais facilmente liberada na circulacdo (FERRON et al., 2010). Ademais,
estudos sugerem que a insulina regula a producdo de osteocalcina bem como favorece a
descarboxilacdo da mesma (FERRON et al.,, 2010; FULZELE et al., 2010). Assim, a
sinalizacdo da insulina em osteoblastos permitiria maior diferenciacdo de osteoclastos,
possibilitando maior reabsorcdo Ossea e uma acidificacdo local, que é essencial para a
descarboxilacdo da osteocalcina extracelular.

E sugerido que as acbes de osteocalcina ocorrem por meio de um receptor recém-
descoberto pertencente a familia dos receptores acoplados a proteina G, GPRC6A (Pl et al.,
2005). Camundongos Gprc6™ apresentam intolerancia a glicose, diminuida secrecéo a insulina
e feminizagdo (Pl et al., 2008). Embora a expressdo do mRNA desse receptor tenha sido
encontrada em diversos 6rgdos, como pulmao, coracdo, rins, testiculos, cérebro, pancreas,
figado, musculo esquelético e tecido adiposo (KUANG et al., 2005; Pl et al., 2005), a acdo

efetiva da osteocalcina por meio de GPRCG6A é conhecida somente em poucos tipos celulares,
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tais como células de Leydig, onde estimula a producéo de testosterona (OURY et al., 2011), e
células B pancreéticas, onde estimula a atividade de ERK e secrecdo de insulina (PI; WU,
QUARLES, 2011).

As bases moleculares da acdo da osteocalcina nao carboxilada sobre o metabolismo de
glicose é um vasto campo a ser explorado, ja que somente poucos estudos sao encontrados na
literatura. Nesse sentido, os principais dados que se tem sdo que a osteocalcina ndo carboxilada
age na célula B pancreética, aumentando a expressao do gene da insulina e de genes necessarios
para a proliferacdo das células B; em adipdcito branco, aumentando a expressdo de
adiponectina, e de genes alvos da mesma; em adipécito marrom, aumentando genes
relacionados ao gasto energeético; em adipécitos, células musculares esqueléticas e hepatdcitos,
reduzindo o estresse oxidativo e restaurando a resisténcia a insulina por meio da via PI3-
cinase/AKT/NFKB (FERRON et al., 2008; ZHOU et al., 2013).

1.3 Evidéncias clinicas e terapéuticas de acéo da osteocalcina

Em consisténcia com os estudos em animais, estudos em humanos verificaram que o
nivel de osteocalcina esta reduzido em pacientes com diabetes do tipo Il (DM2), e que
osteocalcina se correlaciona inversamente com resisténcia a insulina e adiposidade
(KINDBLOM et al., 2009; FORESTA et al., 2010; KIM et al., 2010; YEAP et al., 2010;
ALFADDA et al., 2013), porém, nestes estudos nédo foi avaliado o nivel sérico de osteocalcina
ndo carboxilada, mas somente o de osteocalcina. Poucos estudos analisaram especificamente
os niveis de osteocalcina ndo carboxilada na circulacdo (KANAZAWA et al., 2011; LIU et al.,
2015; YEAP et al., 2015), adicionalmente, uma meta-analise de 39 estudos envolvendo 23381
participantes indica que tanto a osteocalcina total quanto a osteocalcina ndo carboxilada se
relacionam negativamente com a glicose plasmatica do periodo de jejum e com a hemoglobina
glicada Alc (LIU et al., 2015).

Na tentativa de determinar a relevancia terapéutica de osteocalcina ndo carboxilada,
alguns estudos verificaram que animais sob dieta hiperlipidica tratados com esta proteina
apresentaram aumento de toleréncia a glicose e de sensibilidade a insulina, aumento da secrecao
de insulina, reducdo do tecido adiposo e prevencao contra esteatose hepatica (FERRON et al.,
2008, 2012; ZHOU et al., 2013).
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1.4 Obesidade, resisténcia a insulina e inflamacéo

A obesidade se caracteriza por ser uma sindrome complexa de etiologia multifatorial,
mas que pode ser atribuida, de forma simplificada, a um desequilibrio dos sistemas reguladores
do peso corpdreo, o qual gera acimulo de gordura corporal. Esta sindrome tem alcancado
proporcdes epidémicas ao redor do mundo, e esta associada com grande frequéncia a
dislipidemia, DM2, hipercolesterolemia, hipertensdo arterial, doencas ortopédicas, e alguns
tipos de cancer (DO PRADO et al., 2009).

A obesidade esta relacionada a um estado de inflamag&o subclinico, uma vez que muitas
citocinas pro-inflamatorias e proteinas de fase aguda associadas a inflamag&o, como a proteina
C- reativa, se encontram em nivel elevado em pacientes obesos.

Os marcadores inflamatdrios na obesidade podem ter duas principais origens: 1) figado
e células do sistema imune; 2) tecido adiposo branco. Neste contexto, os adipdcitos séo a fonte
de diversas citocinas pro-inflamatdrias, além de secretarem fatores que estimulam a producao
de outros fatores inflamatorios pelo figado e por outros érgdos (DO PRADO et al., 2009). Desta
maneira, 0s tecidos adiposo e hepatico tém papel fundamental no contexto inflamatério da
obesidade.

A viado fator nuclear kappa B (NFKB) é uma das principais vias inflamatorias do tecido
adiposo, que se encontra ativada na obesidade por acdo de componentes que estdo elevados
neste estado, como por exemplo, citocinas pré-inflamatorias (fator de necrose tumoral, TNF-a,
codificado pelo gene Tnfa; e, interleucinas 6 e 1B, IL-6, IL-1 beta, codificadas respectivamente
pelos genes 116 e 111b), espécies reativas de oxigénio, produtos de glicacdo avancada (AGES) e
lipideos. A ativacdo dessa via resulta em recrutamento de macrofagos e manutencéo do estado
inflamatério (KRETZ-REMY, 1996; PERKINS, 2007; FURUYA et al., 2010).
Adicionalmente, a ativacdo da via pode também conduzir a: 1) fosforilacdo do substrato do
receptor de insulina 1 em serina (GAO et al., 2002, 2003), resultando em inibicéo da sinalizacdo
da insulina por esse mecanismo; e, 2) repressdo do gene Slc2a4, que codifica a proteina
transportadora de glicose GLUT4, contribuindo para o aumento da resisténcia a insulina
(FURUYA et al., 2013).
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A obesidade e 0 DM2 apresentam uma forte correlagdo com o acimulo de gordura nas
células do figado, quadro caracterizado como esteatose hepética ou doenga hepética gordurosa
néo alcodlica (DHGNA) (SILVERMAN et al., 1990; DIXON; BHATHAL,; O’BRIEN, 2001,
BUGIANESI et al., 2002; MARCHESINI et al., 2003). A inflamacdo tem papel fundamental
na progresséo da DHGNA, que pode progredir de uma simples esteatose a uma cirrose.
Outrossim, animais obesos apresentam além de resisténcia a insulina, esteatose hepatica e
aumento da ativacdo da via de NFKB no figado (CAI et al., 2005). Alguns fatores podem
colaborar para o aumento do estado inflamatoério hepatico tais como: acumulo de gordura e
aumento da liberacdo de &cidos graxos e citocinas pro-inflamatdrias na circulagdo portal,
provenientes do tecido adiposo visceral (CAl et al., 2005; FABBRINI; SULLIVAN; KLEIN,
2010; HEBBARD; GEORGE, 2011). Adicionalmente, hepatdcitos submetidos a alta
concentracdo de glicose apresentam aumentada ativacdo da via do NFKB (IWASAKI et al.,
2007).

Foi sugerido que osteocalcina ndo carboxilada age sobre a via NFKB (ZHOU et al.,
2013). No entanto, em contraposi¢do ao mecanismo proposto de que a ativacdo de NFKB ocorre
durante o estresse de reticulo endoplasmatico (RE) (TAM et al., 2012), Zhou e colaboradores
(2013) observaram que a osteocalcina ativa a via NFKB em adipdcitos, hepatocitos e células
musculares esqueléticas resultando em reducdo do estresse de RE, e assim atenuando a
resisténcia a insulina. Esses resultados in vitro parecem opor-se aos resultados in vivo obtidos
nesse mesmo trabalho, que demonstrou que o tratamento com osteocalcina no tecido hepatico
reduz a expressdo de TNF-a, cuja expressdo € induzida pela ativacdo da via do NFKB. Ainda
em oposicdo a esse Ultimo estudo, animais tratados com osteocalcina ndo carboxilada
apresentam menor expressdo de Tnfa no figado (FERRON et al., 2012), e camundongos Esp™
apresentam significativa reducdo da expressdo de citocinas pré-inflamatorias no tecido adiposo
(LEE et al., 2007), indicando uma provavel acdo anti-inflamatdria da osteocalcina néo
carboxilada, o que poderia ocorrer via NFKB.
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2 OBJETIVO

O presente projeto teve como objetivo desvendar alguns mecanismos moleculares da
acdo de osteocalcina ndo carboxilada na resisténcia a insulina e inflamacdo em musculo

esquelético, tecido adiposo, figado e 0sso de camundongos obesos, e em adipdcitos 3T3-L1.

2.1 Objetivos especificos

Em camundongos controles, obesos (por glutamato monossédico, MSG) tratados ou néo
com osteocalcina ndo carboxilada por 28 dias:

1. Avaliar o consumo de &gua e racao;

2. Mensurar variaveis morfométricas e dosar a concentragdo plasmética de glicose,
frutosamina, insulina e triglicérides;

3. Verificar a resisténcia a insulina in vivo, por teste de tolerancia a insulina;

4. Verificar a gliconeogénese no figado in vivo, por meio do teste de tolerdncia ao
piruvato;

5. Avaliar a resisténcia a insulina por meio do contetido de AKT fosforilada, em figado,
tecido adiposo e fémur dos animais, e em adipocitos 3T3-L1;

6. Avaliar a resisténcia a insulina em tecido muscular esquelético gastrocnémio por
meio da analise da expressdo de mRNA de Slc2a4 e contetdo proteico de GLUT4, por RT-
gPCR e Western blotting, respectivamente;

7. Em figado, quantificar o conteddo da proteina GLUT2, por técnica de
Western blotting; e, avaliar a expressdo de mRNA de genes relacionados ao metabolismo de
glicose ou a resisténcia a insulina (Slc2a2, que codifica 0 GLUT2, Pckl, que codifica PEPCK-
C, e Gb6pc, que codifica a Glicose-6-fosfatase), as vias lipogénica e lipolitica (Dgatl, Cptla,
Srebf isoforma c) e a inflamacéo (Tnfa);

8. Em tecido adiposo branco periepididimal, avaliar o processo inflamatorio por analise
histoldgica e expressdao de mMRNA de Tnfa, Il11b, 116, Ccl2 (codifica proteina quimiotatica de
monocitos 1), Nlpr3 (codifica a NACHT) e Caspl (codifica Caspase-1), bem como investigar
a resisténcia a insulina por meio da avaliacdo do conteudo da proteina GLUT4 (Western
blotting) e da expressdo de mRNA (PCR em tempo real) de Slc2a4 e Adipoq (codifica a
adiponectina).
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9. Em fémur, avaliar a resisténcia a insulina, analisando o contetdo de AKT fosforilada
(Western blotting) e a expresséo génica(RT-gPCR) de Ptprv e Osp (codifica osteoprotegerina).

Em adipocitos 3T3-L1, sob diferentes condi¢es experimentais:

10. Avaliar o contetldo de MRNA de Slc2a4, Tnfa, I11b, 116, Ccl2, Adipoq, por PCR em

tempo real, e 0 contetdo de GLUT4 por técnica de Western blotting;
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3 MATERIAL E METODO

3l Células

3.1.1 Cultivo e Tratamento

Fibroblastos de camundongo da linhagem 3T3-L1 (banco de cultura de células do Rio
de Janeiro, BCRJ) foram propagados e diferenciados de acordo com o protocolo padréo (Furuya
et al., 2012) em ambiente umidificado composto por 95% de O e 5% de CO,. Os fibroblastos
foram propagados em meio DMEM (Vitrocell, Campinas, SP, 25 mM de glicose) contendo
10% de soro fetal bovino (SFB, Vitrocell), penicilina/estreptomicina (100U/ml) até atingirem
confluéncia. Apos 2 dias, foi adicionado meio de diferenciacdo (DMEM, 10% de soro fetal
bovino, 1% penicilina/estreptomicina (100 U/mL), 10 pg/ml de insulina, 1 pmol/l de
dexametasona, 0,5 mmol/l de 3-isobutil-1-metilxantina) por 6 dias. O meio foi trocado a cada
2 dias. Apos esse periodo, as células diferenciadas foram colocadas em meio de propagacéo e
posteriormente incubadas com osteocalcina ndo carboxilada recombinante (Cusabio, Hubei,
China; 10 ng/mL) e/ou TNF-o (Sigma; 10 ng/mL).

Apbs a diferenciacéo e sob restricdo de 18 a 20 horas com meio de tratamento (DMEM,
0,02% de Albumina sérica bovina (BSA) e 1% penicilina/estreptomicina (100 U/mL), o0s
adipdcitos in vitro foram submetidos a 3 tipos de tratamentos: 1) Tratamento com osteocalcina
nédo carboxilada (20 ng/ml), por 24 horas; 2) Desafio com TNF-a (20 ng/ml), por 24 horas; 3)
Pré-tratamento com osteocalcina ndo carboxilada (20 ng/ml), por 6 horas, seguido de desafio
com TNF-a (20 ng/ml), por 18 horas. Para o teste de sinalizacdo da insulina dois grupos
diferenciados, um sem nenhum tratamento e um tratado com osteocalcina ndo carboxilada (20
ng/ml) por 24 horas, foram estimulados ou ndo com 100 mM de insulina por 5 minutos.

Células MC3T3-E1(BCRJ) foram propagadas em meio de crescimento (alfa MEM, 1
mM de piruvato de sddio, 10% de soro fetal bovino, 100 U/ml de penicilina/estreptomicina).
Ao atingirem confluéncia estas células foram tratadas com meio osteogénico (meio de
crescimento suplementado com 50 pg/mL de acido ascorbico e 10 mM de B-glicerofosfato) por
14 ou 21 dias. Para a visualizacdo de nddulos mineralizados, as células foram fixadas com

formalina e coradas com solugéo de Alizarina (2%, pH 4,1- 4,3).



25

3.2 Animais

Camundongos fémeas prenhas foram acondicionados em biotério com condigdes
controladas de luz (ciclo de 12/12 horas de claro/escuro) e temperatura (23 + 2°C), e receberam
racdo (Nuvilab, Colombo, PR, Brasil) ad libitum. Logo apds o nascimento dos filhotes, os
animais machos receberam uma injecdo de 2 mg/g peso corporeo subcutanea de glutamato
monossodico (MSG) ou solucdo salina durante 5 dias consecutivos; e, no sétimo dia, uma
injecdo de 4 mg/g peso corporeo (Furuya et al., 2010). Apos 21 dias, os animais foram
desmamados. Na décima nona semana, foram implantadas s.c. mini-bombas osmoticas (Alzet,
Cupertino, CA, USA) para administracdo continua de osteocalcina ndo carboxilada (~ 3ng/h)
ou solucdo salina (veiculo) (FERRON et al., 2008; ZHOU et al., 2013). No final da vigésima
terceira semana, os animais foram anestesiados i.p. (tiopental sédico 50 mg/kg peso corpéreo)
e utilizados apo6s a abolicdo dos reflexos corneanos e retirada da pata ao estimulo da dor. O
sangue foi obtido diretamente do ventriculo, coletado em tubos heparinizados e mantido a 4°C
até centrifugacdo (1000 g, 4°C, 10 min). O plasma foi separado e armazenado a -20°C.
Imediatamente apds a coleta do sangue, amostras do figado foram coletadas sempre da mesma
regiao.

Para o ensaio de sinalizagdo da insulina, os animais, com 23 semanas de idade e sob
restricdo alimentar de a 4 a 5 horas foram anestesiados i.p. (tiopental sédico 50 mg/kg peso
corpéreo). O tecido adiposo branco periepididimal foi coletado antes e 90 segundos apds a
injecdo de insulina (25mU/g de peso corporeo) na veia porta. A fim de evitar morte por excesso
de sangramento, o figado e o fémur foram coletados, somente ap6s a administracéo de insulina
(30 s e 120 s, respectivamente).

Para o teste de tolerancia a insulina (ITT) os animais foram submetidos a uma restricéo
alimentar de 4 horas. As amostras de sangue foram coletadas nos tempos nos tempos 0, 5, 10,
15, 20 e 30 minutos a partir de secgdo caudal apos a sobrecarga intraperitonial (i.p.) de insulina
humana regular (Novo Nordisk, Montes Claros, MG), 0,75 U/Kg de peso corp6reo. A glicemia
foi determinada com o auxilio de um glicosimetro. A constante de decaimento de glicose (KITT)
foi calculada a partir da regresséo linear do logaritmo neperiano dos valores glicémicos obtidos
de 5 a 30 minutos no teste.

Para o teste de tolerancia ao piruvato de sodio, os animais foram submetidos a um jejum
de 16 horas. O sangue foi coletado pela cauda, apos 0, 20, 40 e 60 minutos ap6s a administracdo

de piruvato sodico (2 g/kg peso corporeo i.p.)
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Para estimar o grau de obesidade em camundongos foi utilizado o indice de Lee,
definido pela equacdo: [peso corpdreo (g)](1/3)/ comprimento nasoanal (cm); bem como o
peso relativo do tecido adiposo branco, TAB (ROGERS; WEBB, 1980; PAPA; SERAPHIM,;
MACHADO, 1997; FURUYA et al., 2010).

3.2.1 Niveis plasmaticos de glicose, frutosamina, insulina e triglicérides

A concentracdo de glicose, frutosamina e triglicérides foi avaliada por método
enzimatico- colorimétrico (Glicose Liquiform, Frutosamina e triglicérides respectivamente;
Labtest, Lagoa Santa, MG, Brasil). Ainda, as concentracdes de insulina plasmatica e
osteocalcina ndo carboxilada foram avaliadas por meio do método colorimétrico ELISA

(enzyme linked immunosorbent assay).

3.3 Extracdo de RNA

Fragmentos dos tecidos foram congelados em nitrogénio liquido e o RNA total das
amostras, tanto de tecido quanto de amostras celulares, foi extraido pela técnica do Trizol
segundo as recomendacdes estabelecidas (GIBCO, Gaithersburg, USA). A extracdo dos tecidos
foi realizada com 1 mL de solucdo de Trizol, por 0,1 g de tecido, que foram homogeneizados
em Polytron. Foram adicionados 0,2 mL de cloroférmio ao homogeneizado de um 1 mL tanto
de tecidos quanto das linhagens celulares, que foi centrifugado a 12.000 rpm. Recuperada a fase
aquosa superior, adicionou-se 0,5 mL de isopropanol e novamente, 0 homogeneizado foi
centrifugado a 12.000 rpm para obtencéo de precipitado. A este, adicionou-se etanol a 70% para
ressuspender o pellet e uma nova centrifugagéo a 12.000 rpm foi feita. O precipitado final, seco
o suficiente para eliminar o residuo de etanol, foi ressuspendido em diferentes volumes de agua
DEPC (agua tratada previamente com Dietil pirocarbonato — Sigma, S. Louis, USA). Apos foi
realizada a leitura por absorbancia e foi feito o calculo da concentracdo de &cido nucléico da
amostra. Uma unidade de densidade 6ptica (DO) corresponde a aproximadamente 40 pug/mL de
fita simples e a relagdo DO260/D0O280, entre 1,8 e 2,0 permitiu estimar a pureza do acido

nucléico da amostra.
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A reacdo de transcricdo reversa para a sintese de cDNA, foi feita a partir da adigéo, a 1

pg de RNA total da amostra, de 1 pL de ImProm-11TM Reverse Transcriptase (Promega, USA),
1 pL de primers Oligo dT (0,5 pg) (Life Technologies, USA), 1 uL de nucleotideos dNTP mix
(0,5 mM) (Invitrogen Life Technologies, USA), 2,4 uL de MgCI2 (3 mM) (Promega, USA), 4
uL de Improm-I1 5XTM reaction buffer (1X) (Promega, USA) e &gua livre de nucleasse para

volume final de 20 pL. Apos transcrigdo reversa, os CDNASs sintetizados foram utilizados para

realizacdo da PCR em tempo real, no aparelho Step One Plus Instrument (Applied Biosystems,
Forest City, CA, EUA). A amplificacdo do cDNA foi realizada com Platinum ® SYBR ® Green
gPCR SuperMix UDG (Invitrogen) utilizando o aparelho StepOne™ (Applied Biosystems,
Foster City, CA, USA). A medida da expressdo do mRNA dos genes foi obtida em relacdo ao

gene de referéncia pelo ACt gene alvo e gene de referéncia. A quantificacdo do mRNA alvo foi

analisada em relacéo ao seu controle pela diferenca dos ACt e a expresséo em vezes de mudanca

pela formula AACt.

Tabela 1- Detalhamentos dos primers utilizados para o RT-gPCR.

Gene GenBank Sense Antisense
Actb NM_007393.5 ACTGGGACGACATGGAGAAG GGGGTGTTGAAGGTCTCAAA
Adipog NM_009605 TGGATCTGACGACACCAAAA CGAATGGGTACATTGGGAAC
Bglap NM_007541 GAGGACCATCTTTCTGCTCACT TCACTACCTTATTGCCCTCCTG
Caspl NM_009807.2 GGACCCTCAAGTTTTGCCCT CAGATCCTCCAGCAGCAACT
Ccl2 NM 011333.3 AGGCTGGAGAGCTACAAGAGG GCTGAAGACCTTAGGGCAGAT
Cptla NM_013495.2 GCTGGGCTACTCAGAGGATG GAAGGAATGCAGGTCCACAT
Dgatl NM_010046.2 GCTTCTGCAGTTTGGAGACC CTCATGGAAGAAGGCTGAGG
G6pc NM_008061.3 TCTGTCCCGGATCATCCTTG GTAGAATCCAGGCGCGAAAC
Gapdh NM_008084 GAAGGTCGGTGTGAACGGATT AAGACACCAGTAGACTCCACGA
Gprcéa NM 153071.1 ACGTCTTCATCACCACAAACC TTGCATAAAAGGCAGTGATCC
111b NM_008361 GGGCCTCAAAGGAAAGAATC CTCTGCTTGTGAGGTGCTGA
116 NM 031168 CCGGAGAGGAGACTTCACAG TCCAGTTTGGTAGCATCCATC
Nfkb1 AY521463.1 CTGACCTGAGCCTTCTGGAC GCAGGCTATTGCTCATCACA
NIrp3 NM_145827.3 CTGCACCCGGACTGTAAACT ACCTCACAGAGGGTCACCAC
Pckl NM_011044.2 ATGCTGATCCTGGGCATAAC CCGTTTTCTGGGTTGATAGC
Ptprv NM_007955.3 CAGCTCTCCAGAGACCATCC AACTCCTGGGAAAAGCCATT
Rela AF199371.1 GCAAGGGCATTATCGACTCT CATAACGTTGCAGGAAGCTG
Rplp0 NM_007475 CTGAACATCTCCCCCTTCTCC ATCCCATATCCTCATCTGATTCC
Slc2a2 NM_031197.2 GCCTGTGTATGCAACCATTG CGTAACTCATCCAGGCGAAT
Slc2a4 NM_009204.2 CTGTGCCATCTTGATGACCGTG GTTGGAGAAACCAGCGACAGC
Srebf
isoforma | NM_001001144.3 ATCGGCGCGGAAGCTGTCGGGGT | ACTGTCTTGGTTGTTGATGAGCT
c AGCGTC GGAGCAT
Tnfa NM_013693 GAACTGGCAGAAGAGGCACT GGTCTGGGCCATAGAACTGA




28

3.5 Extracéo proteica e Western blotting

Amostras de figado foram homogeneizadas em Polytron PT 3000 KINEMATICA®
(BRINKMAN) a 20.000 rpm, em tamp&o de homogeneizagéo (Tris 10 mM; EDTA 1,0 mM;
sacarose 250 mM), na proporcdo de 1:6 (peso: volume), e centrifugadas a 2000 rpm, 4°C, 15
minutos. O sobrenadante recuperado foi centrifugado (12000 rpm, 4°C, 20 minutos). O
precipitado resultante, constituido de uma fracdo enriquecida em proteinas de membrana
plasmaética e de organelas foi somado a 1 mL de tamp&o para homogeneizagéo.

Os masculos gastrocnénios foram pulverizados utilizando nitrogénio liquido e
transferidos para tubos de 1,5 mL, posteriormente se procedeu de igual forma para a extragéo
da fracdo de proteinas enriquecida com membranas de células 3T3-11 e MC3T3-E1 e tecidos
adiposos, em que houve a homogeneizacdo em tampdo de homogeneizacdo (Tris 10 mM;
EDTA | mM; sacarose 250 mM), sendo que para a homogeneizacao do tecido adiposo e do
masculo se usou a Polytron PT 3000 KINEMATICA® (BRINKMAN) a 20.000 rpm.
Posteriormente, os homogenatos foram centrifugados a 1000 g por 10 min a 4°C; o sobrenadante
foi recuperado e centrifugado novamente a 100.000 g por 75 min a 4°C. O pellet resultante foi
ressuspendido no tampao, e constituiu uma fracdo enriquecida em proteinas de membranas
plasmaética.

Para a extracdo de proteinas fosforiladas (pAKT) os tecidos foram pulverizados
utilizando nitrogénio liquido, sendo que para homogeneizacao dos tecidos e das células 3T3-
L1 utilizou-se em tampéo de extracdo (TRIS 100 mM pH7,5; EDTA 10 mM; pirofosfato de
sodio 100 mM, fluoreto de s6dio 100 mM; ortovanadato de s6dio 10 mM; PMSF 2 mM diluido
em etanol, Triton X-100 1%; 0,01 mg/ml de aprotinina). O homogeneizado foi centrifugado
(12000 rpm, 4°C, 20 minutos) e o sobrenadante foi utilizado para avaliacdo do grau de
fosforilacdo de pAKT, bem como avaliar o contetido de AKT total.

Para extracdo de proteina nuclear houve a raspagem das placas contendo as células 3T3-
L1 com tampdo fosfato-salina (PBS: NaCl 137 mM; KCI 2,68 mM; KH2PO4 1,27 mM;
Na2HPO4 8,06 mM, pH 7,2, acrescido de DTT 0,2 mM e PMSF 0,2 mM), ap0s as amostras
foram submetidas a centrifugacdo a 2000g, por 10 minutos a 4 °C. O sobrenadante foi
dispensado e o pellet foi ressuspendido em tampé&o de lise (HEPES-KOH 10 mM, pH 7,9;
EDTA 0,1 mM; MgCI2 1,5 mM; KCI 10 mM; DTT 0,2 mM; PMSF 0,2 mM; leupeptina 5
ug/mL; aprotinina 15 pg/mL). As amostras foram incubadas durante 15 minutos sobre o gelo,
apos adicionou-se Nonidet P-40 10%, realizou-se agitacdo vigorosa e centrifugacdo a 11.000g,

por 20 minutos a 4 °C. O sobrenadante, correspondente a fracdo de proteinas citoplasmaticas,
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foi estocado e o pellet foi ressuspendido em tampéo de extracdo (HEPES-KOH 20 mM, pH 7,9;
MgCI2 1,5 mM; EDTA 0,25 mM; DTT 0,2 mM; NaCl 300 mM; Glicerol 25%; PMSF 0,2 mM;
leupeptina 5 pg/ml; aprotinina 15 pg/ml) e incubado por 20 minutos sobre gelo. O extrato
nuclear foi centrifugado a 11.000 g, por 20 minutos a 4 °C. E o sobrenadante correspondente a
fracdo com proteinas nucleares foi coletado e armazenado a —80 °C.

Os homogeneizados foram armazenados a -20°C. A concentracdo de proteinas totais na
amostra foi determinada pelo emprego de reagente de Bradford (BioRad Laboratories,
Hercules, CA, USA). As proteinas foram separadas por SDS-PAGE (Sodium Duodecyl
Sulphate Polyacrylamide Gel Electrophoresis). Foi utilizado o método desenvolvido por
Laemmli e modificado por Garfin (1990) que envolve um sistema descontinuo de dois géis
contiguos para o empacotamento (stacking gel) e separacdo (resolving gel) das amostras, que
foram acrescidas de glicerol 15%, Tris 0,05M, bromofenol blue 0,05%, SDS 9%, com 6% de
2-mercaptoetanol, 1:1, fervidas por 5 minutos e colocadas em gelo. A eletroforese foi realizada
em tampdo Tris HCL 25mM, glicina 190 mM, SDS 0,1%, EDTA 2mM, pH8,3, com
amperagem constante e corrente fixa a 75V para o gel de empacotamento e corrente constante
e amperagem fixa a 90 mA para o gel de separacdo. A transferéncia eletroforética para uma
membrana de nitrocelulose HybondECL (Amersham, Buckinghahmshire, UK), foi realizada
sob corrente constante de 35mA, durante 18 horas, a 4°C, em tampéo Tris HCL 12,5 mM,
glicina 95 mM, metanol 20%, pH 8,3. As membranas de nitrocelulose foram bloqueadas e
incubadas com anticorpos primarios especificos por até 24h: anti-GLUT2 (Millipore), anti-
GLUT4 (07-1404 Millipore), anti-RELA (Ab7970-Abcam), anti-fosfo-AKT1/2/3 (Ser 473, sc-
7985-R), e anti-AKT (H-136, sc8312), estes dois ultimos da Santa Cruz Biotecnologia. Ap0ds
lavagens, as membranas foram incubadas em solucéo de leite 1% e anticorpo secundario (HRP)
por 1 hora e as bandas reveladas por quimioluminescéncia. A membrana foi imediatamente
exposta a filme de RX (Hyperfilm — Amersham, Buckinghamshire, UK). Para normalizacio
dos resultados, antes de incubadas, as membranas foram coradas em ponceau e digitalizadas A
intensidade dos blots foi avaliada por densitometria dptica (software Image Quant TL, GE
Healthcare Bio-Sciences, Uppsala, SW) e o resultado numérico expresso em unidades
arbitrarias (UA). A média do grupo controle em cada membrana foi considerada como 100 e
cada valor individual foi normalizado em relagcdo ao ponceau. O contetdo das proteinas alvo
foi calculado com base nestes valores e expressos em unidades arbitrarias por grama de tecido
(UA/g).
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4 RESULTADOS

4.1 Variaveis Morfométricas

A partir das variaveis morfométricas (Tabela 2) é possivel perceber que o grupo controle
(C) difere significativamente em todas as variaveis analisadas em relacdo aos grupos obeso nao
tratado (OB) e obeso tratado com osteocalcina ndo carboxilada (OB-OC). Em relagcdo aos
animais controles, os animais obesos tratados ou ndo com osteocalcina apresentaram aumento
de peso corpdreo (26%, OB vs C; 25%, OB-OC vs C; P<0,001), e reducdo de comprimento
nasoanal (5%, OB vs C, P<0,001; 4%, OB-OC vs C, P<0,01), o que resultou no aumento do
indice de Lee (11%, OB vs C; 10% OB-OC vs C; P<0,001). Outro aspecto importante foi a
diferenca encontrada em relacdo ao peso do TAB. Os grupos obeso e obeso tratado com
osteocalcina apresentaram aumento do peso deste tecido em relagdo ao grupo controle (65%,
OB vs C; 36%, OB-OC vs C; P<0,001). Vale ressaltar que ocorreu uma diminui¢do no peso do
TAB periepididimal dos camundongos obesos tratados com osteocalcina em relagcdo aos obesos
néo tratados (17%, OB-OC vs OB, P<0,05).

Tabela 2- Variaveis morfométricas de animais controles (C), obesos (OB) ou obesos tratados com
osteocalcina ndo carboxilada por 28 dias (OB-OC)

C(n) OB (n) OB-0OC (n)
Peso corporal (g) 43,15+ 0,61 (13) 54,56 £ 0,88 (9) *** 53,8 £ 0,86 (5) ***
Comprimento 10,14 £ 0,08 (11) *** 10,20 £ 0,10 (6) **
nasoanal (cm) 10,63 £ 0,05 (9)
indice de Lee 33,68 + 0,32 (13) 37,49 £ 0,27 (11) *** 36,90 £ 0,36 (6) ***
Peso do TAB 1,22+0,05 (7) *** 1,01 £ 0,05 (6) *** #
periepididimal (g) 0,74 £ 0,04 (13)
Peso Relativo do TAB 2,16 £ 0,13 (8) *** 1,90+0,11 (6) *
periepididimal*100 1,53 +0,05 (9)

TAB, tecido adiposo branco periepididimal. O peso do TAB apresentado corresponde somente ao tecido
do lado esquerdo do animal. (n) corresponde ao nimero de animais. Os resultados sdo apresentados
como média £ EPM de 5 a 13 animais. *P<0,05 vs C, **P<0,01 vs C, ***P<0,001 vs C, # P<0,05 vs
OB, ANOVA, seguido por Student-Newman-Keuls.
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4.2 Consumo de racao e agua

Né&o foi observada diferenca significativa entre 0os grupos no que se refere a ingestao de
racdo ou de agua antes ou durante o periodo de tratamento (Tabela 3).

Tabela 3- Consumo de ragdo e dgua de animais controles (C), obesos (OB) ou obesos tratados com
osteocalcina ndo carboxilada por 28 dias (OB-OC).

C OB OB-OC
Consumo de racdo antes do tratamento
(g/dia/animal) 4,24 +0,09 4,37+0,22 4,62+0,10
Consumo de 4gua
(mL/dia/animal) 5,15+0,23 4,93+0,13 5,73+£0,64
Consumo de ragdo durante o tratamento
(g/dia/animal) 4,33+ 0,09 4,51+0,38 4,86 + 0,09
Consumo de 4gua durante o tratamento
(mL/dia/animal) 5,22 £0,17 5,29 +£0,39 6,28 £0,6

Os resultados sdo apresentados como média + EPM de 7 a 13 animais. ANOVA, seguido por Student-
Newman-Keuls

4.3 Concentracdes plasmaticas de glicose, frutosamina, insulina, osteocalcina
ndo carboxilada e triglicérides.

N&o houve diferenca na concentracdo plasmatica de glicose entre os grupos (Tabela 4).

A frutosamina plasmaética, capaz de refletir as variacdes glicEémicas de duas ou trés
semanas anteriores ao teste, apresentou niveis acentuados nos camundongos obesos em relacdo
aos controles (35%, OB vs C P<0,05) (Tabela 4).

Adicionalmente, a concentracdo da insulina detectada no grupo obeso foi muito maior
do que a apresentada pelos controles (5,7 vezes, OB vs C, P<0,05) (Tabela 4).

Por fim, os niveis de triglicérides dosados nao tiveram diferenca entre os grupos (Tabela
4).
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Tabela 4- Concentragdes plasmaticas de glicose, frutosamina, insulina, osteocalcina ndo carboxilada, e
triglicérides de animais de animais controle (C), obesos (OB) ou obesos tratados com osteocalcina ndo

carboxilada por 28 dias (OB-OC).

C (n) OB (n) OB-0C (n)
Glicose (mg/dL) 161,0 £ 19,34 (8) 187,0 £ 19,29 (8) 173,6 £ 14,24 (7)
Frutosamina 256,10 £ 11,16 (9) * 228,70 £ 9,89 (4)
(LMol/L) 189,60 + 21,10 (8)
Insulinemia (ng/mil) 0,81+ 0,24 (4) 4,65+ 1,12 (5)* 3,68 + 0,90 (4)
Osteocalcina  nao 0,7+ 0,1 (9)*** 2,0+0,1 (7)###
carboxilada (ng/mL) 1,840,1(7)
Triglicérides 97,83 £ 6,82 (5) 88,55 + 19,69(5)
(mg/dL) 92,04+ 3,76 (6)

Os resultados sdo apresentados como média + EPM de 4 a 9 animais.. *P<0,05 vs C, ***P<0,001 vs C,
## P<0,01, ### P<0,001 vs OB. ANOVA, seguido por Student-Newman-Keuls

4.4 Teste de tolerancia a insulina in vivo

No teste de tolerancia a insulina (Figura 2), menores valores da constante de
desaparecimento (KITT) estdo relacionados a um estado de menor sensibilidade a insulina. Os
animais obesos apresentaram menor valor de KITT em relacdo ao controle (65%, OB vs C,
P<0,001). Por outro lado, os animais obesos tratados com osteocalcina apresentaram maior

KITT em relacdo aos animais obesos (2,2 vezes, OB-OC vs OB, P<0,05).
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Figura 2- Teste da resisténcia a insulina in vivo. No teste de tolerancia a insulina, insulina regular
(0,75 U/kg peso corporeo) foi administrada (i.p.) , apos 4 horas de restricdo alimentar, a animais de 23
semanas de idade subdivididos em animais controles (C), obesos (OB) ou obesos tratados com
osteocalcina ndo carboxilada por 28 dias (OB-OCN). O sangue foi coletado pela cauda e a glicemia foi
dosada nos tempos 0, 5, 10, 15, 20 e 30 minutos apds a inje¢do de insulina. Os valores de 5 a 30 minutos
foram utilizados para calcular a constante de desaparecimento da glicose (KITT). Os resultados sdo
apresentados como média = EPM de 4 a 8 animais; ***P<0,001 vs C, # P<0,05 vs OB; ANOVA, seguido

por Student-Newman-Keuls.
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4.5 Teste de tolerancia ao piruvato in vivo

O teste de tolerancia ao piruvato (Figura 3) esta relacionado ao estudo da ativagdo da
via da gliconeogénese, e o figado é o principal 6rgéo para este processo. A anélise da area sob
a curva indica a intensidade de ativacdo da gliconeogénese, que € um processo em que
moléculas de glicose sdo sintetizadas por precursores como lactato, piruvato, glicerol e
aminoacidos, sendo que produtos ndo glicidicos, como o lactato e alguns aminoacidos, sdo
convertidos no a-cetoacido piruvato, que posteriormente por uma série de reacfes enzimaticas
sera convertido em glicose (MARZZOCO e TORRES, 2007). O piruvato é um importante
regulador da gliconeogénese para a manutencdo da taxa glicémica, principalmente no periodo
de restricdo alimentar. Os resultados mostram que o processo da gliconeogénse esta aumentado
nos camundongos obesos em relacdo aos controles (90%, OB vs C, P<0,05), e que o tratamento
com osteocalcina previne o aumento da atividade desta via nos camundongos obesos (reducéo
de 36%, OB-OC vs OB, P<0,05).

-

- = 0B
=]
2 - B-0C
E
o 16
5 20
oW

40

{l T L L] L

0 20 40 60
Tempe |min)
B
8000 *
- #
4000+
—_

2000+

o

C 0B 0B-OC

Figura 3-Teste de tolerancia ao piruvato in vivo. Piruvato sodico (2 g/kg peso corporeo) foi
administrado (i.p.), apds jejum de 16 horas, a animais de 22 semanas de idade subdivididos em animais
controles (C), obesos (OB) e obesos tratados com osteocalcina ndo carboxilada por 21 dias (OB-OC).
O sangue foi coletado pela cauda, e (A) a glicemia foi dosada ao longo de 60 minutos. (B) A partir do
gréfico obtido, a &rea sob a curva foi calculada. Os resultados sdo apresentados como média + EPM de
5 a 6 animais por grupo. *P<0,05 vs C, # P<0,05 vs OB. ANOVA, seguido por Student-Newman-Keuls.
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4.0 Musculo Esquelético Gastrocnémio

4.6.1 Conteudo de mRNA de Slc2a4 e de proteina GLUT4
A anélise do conteudo proteico de GLUT4 (Figura 4-B) e de seu respectivo mRNA,
Slc2a4 (Figura 4-A), no musculo gastrocnémio ndo indicou diferenca significativa entre os

grupos controle, obeso e obeso tratado com osteocalcina ndo carboxilada.
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Figura 4- Contetdo de mRNA de Slc2a4(A) e de proteina GLUT4(B) em musculo gastrocnémio
de animais controles (C), obesos (OB) ou obesos tratados com osteocalcina nédo carboxilada por
28 dias (OB-OC). O mausculo gastrocnémio foi coletado de animais com 23 semanas de idade,
sacrificados ap6s 3 a 5 horas de restricdo alimentar. (A) Anélise de mRNA feita por RT-gPCR (B)
Anadlise proteica GLUT4 em unidades arbitrarias (UA) por ug de proteina aplicada no gel; os resultados
foram corrigidos pelo conteldo total de proteinas do tecido. (C) Blots representativos. Os resultados sdo

apresentados como média £ EPM de 5 a 7 animais por grupo. ANOVA, seguido por Student-Newman-
Keuls.
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4.7 Figado

4.7.1 Conteudo de mRNA de Slc2a2, e de proteina GLUT2

Verificamos que o conteudo de mRNA de Slc2a2 (Figura 5-A) estd aumentado no
figado dos camundongos do grupo obeso e obeso tratado com osteocalcina em relacéo ao grupo
controle (1,53 vezes, OB vs C; 1,66 vezes, OB-OC vs C; P<0,01). Esse mesmo perfil de
aumento em relacao aos animais controles foi encontrado no contetdo proteico de GLUT2 (1,80
vezes, OB vs C; 1,70 vezes, OB-OC vs C; P<0,01) (Figura 5-C).
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Figura 5- Contetldo de mRNA de Slc2a2 (A) e de proteina GLUT 2 (B) em figado de animais
controles (C), obesos (OB) e obesos tratados com osteocalcina ndo carboxilada por 28 dias (OB-
OC). O figado foi coletado de animais com 23 semanas de idade, sacrificados ap6s 3 a 5 horas de
restricdo alimentar. (A) Analise de mMRNA feita por RT-gPCR. (B) Blots representativos (C) Analise
proteica de GLUT2 em unidades arbitrarias (UA) por ug de proteina aplicada no gel. Os resultados da
proteina GLUT2 foram corrigidos pelo contetdo total de proteinas do tecido (coloragdo por Ponceau).
Os resultados sdo apresentados como média = EPM de 5 a 7 animais por grupo. *P<0,05 vs C **P<
0,01 vs C. ANOVA, seguido por Student-Newman-Keuls.
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4.7.2 Conteudo de mRNA de genes relacionados com lipogénese e lipdlise

Genes de enzimas importantes da via de lipogénese (Dgatl) e da via de lipdlise (Cptl)
foram analisados.

A expressdo do gene Dgatl (Figura 6-A), que codifica para diacilglicerol O-
aciltransferase 1, enzima envolvida na lipogénese, se mostrou aumentada significativamente
nos grupos obeso e obeso tratado com osteocalcina em relagdo ao controle (1,24 vez, OB vs C;
1,25 vez, OB-OC vs C; P<0,05). Em adicdo, o tratamento com osteocalcina ndo foi capar de
reduzir a expressdo Dgatl no figado dos camundongos obesos.

A expressdo do gene Cptl (Figura 6-B), codifica a carnitina palmitoil transferase, que é
uma enzima esta envolvida na lipolise, se manteve inalterada entre os grupos.

A expressdo do gene Srebfl isoforma c (Figura 6-F), que codifica para o fator de
transcricdo SREBP-1C, no grupo obeso e no grupo obeso tratado se mostrou aumentada em
relacdo ao controle (2,88 vezes, OB vs C, P<0,001; 1,93 vez, OB-OC vs C, P<0,01), e 0
tratamento com osteocalcina reduziu a expressdo deste fator transcricional em relagcéo ao grupo
obeso (33%, OB-OC vs OB, P<0,05).

4.7.3 Conteudo de mRNA de genes relacionados com gliconeogénese

Em adicdo genes de proteinas que possuem fungdo chave no controle da velocidade da
via gliconeogénica (Gp6c e Pckl) foram analisados também. Os resultados também mostram
que a expressdo de Pckl (Figura 6-C), que codifica a proteina fosfoenolpiruvato
carboxiquinase, se manteve inalterada entre 0s grupos, e que a expressao de Gépc (Figura 6-E),
que codifica a enzima glicose-6-fostatase (G6Pase) foi reduzida nos grupos obesos e obesos
tratados com osteocalcina em relagdo ao grupo controle (55%, OB vs C; 52%, OB-OC vs C;
P<0,05).

4.7.4 Conteudo de mRNA de gene relacionado com inflamacao

A expressdo de Tnfa (Figura 6-D), que codifica para a proteina TNF-a, aumentou nos
grupos obesos em relacéo ao controle (2,61 vezes, OB vs C, P<0,05). J& o tratamento dos obesos
com osteocalcina foi capaz de reverter esse aumento, reduzindo a expressdo dessa citocina
(39%, OB-OC vs OB, P<0,05).
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Figura 6- Contetdo de mRNA de Dgatl (A), Cptla (B), Pckl (C), Tnfa (D), G6pc (E) e Srebf
isoforma ¢ (F) em figado de animais controles (C), obesos (OB) ou obesos tratados com osteocalcina
nao carboxilada por 28 dias (OB-OC). O figado foi coletado de animais com 23 semanas de idade,
sacrificados apds 3 a 5 horas de restri¢do alimentar. Analise de mMRNA feita por RT-gPCR. Os resultados
foram normalizados de forma ao grupo controle corresponder o valor 1. Os resultados sdo apresentados
como média + EPM de 5 a 7 animais por grupo. *P<0,05 vs C **P< 0,01 vs C ***P< 0,001 vs C #P<0,05
vs OB. ANOVA, seguido por Student-Newman-Keuls.
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4.7.5 Sinalizacdo Insulinica

No figado do grupo obeso, a fosforilagdo da AKT (Figura 7-B) em resposta ao estimulo
com insulina reduziu em relagcdo ao grupo controle (66% vs C, P<0,05); por outro lado, 0

tratamento com osteocalcina recuperou a sinalizacdo da insulina em animais obesos.
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Figura 7- Sinalizacdo da insulina em figado de animais controles (C), obesos (OB) ou obesos
tratados com osteocalcina néo carboxilada por 28 dias (OB-OC). O figado foi coletado 30 segundos
apos a injecao de insulina (25 mU/g de peso corpdreo) na veia porta de animais com 23 semanas
de idade, sacrificados apds 3 a 5 horas de restricdo alimentar. (A) Blots representativos. (B)Conteudo
da proteina pAKT/AKT total em unidades arbitrarias (UA) por ug de proteina aplicada no gel, os
resultados foram corrigidos pelo conteldo total de proteinas do tecido. Os resultados sdo apresentados

como média = EPM de 3 a 4 animais por grupo, ***P<0,001 vs C, ##P<0,05 vs OB ANOVA, seguido
por Student-Newman-Keuls.
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4.7.6 Densidade volumétrica de gordura no figado

Através da andlise histologica foi possivel perceber que a densidade volumétrica de
gordura no figado esteve aumentada nos grupos obesos (37%, OB vs C; 43%, OB-OC vs C;
P<0,05).
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Figura 8- Densidade volumétrica de gordura em figado de animais controles (C), obesos (OB) ou
obesos tratados com osteocalcina ndo carboxilada por 28 dias (OB-OC). O figado foi coletado de
animais com 23 semanas de idade, sacrificados apds 3 a 5 horas de restricdo alimentar. Anélise
microscépica de cortes histolégicos corados com hematoxilina e eosina. Os resultados sdo apresentados
como média = EPM de 5 a 7 animais por grupo. *P<0,05 vs C. ANOVA, seguido por Student-Newman-
Keuls.
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4.8 Tecido Adiposo Periepididimal

4.8.1 Conteudo de mRNA de Adipoq, Slc2a4 e de proteina GLUT4

O TAB dos animais obesos, em relacdo aos controles, apresentou reducéo dos niveis de
MRNA de Slc2a4 (Figura 9-B) (87%, OB vs C, P<0.001) e Adipoq (Figura 9-A) (85%, OB vs
C, P<0,001), bem como reducdo da proteina GLUT4 (Figura 9-C) (60%, OB vs C, P<0.001).

Interessantemente, o tratamento com osteocalcina ndo carboxilada mostrou ser capaz de
aumentar o conteudo de Slc2a4 (Figura 9-B) (3,5 vezes, OB-OC vs OB, P<0,05) e da proteina
GLUTA4(Figura 9-C) (3,5 vezes, OB-OC vs OB, P<0,05) no TAB de camundongos obesos. Por
outro lado, a osteocalcina ndo foi capaz de alterar a expressdo de adiponectina nesse tecido
(Figura 9-A).
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Figura 9- Conteido de mRNA de Adipog (A), Slc2a4 (B) e de proteina GLUT4 (D) no tecido
adiposo branco periepididimal de animais controles (C), obesos (OB) ou obesos tratados com
osteocalcina ndo carboxilada por 28 dias (OB-OC). O tecido adiposo branco periepididimal foi obtido
de animais com 23 semanas de idade, sacrificados apds 3 a 5 horas de restri¢do alimentar. (A) e (B)
Andlise de mRNA feita por RT-gPCR. (C) Analise da proteina GLUT4 em unidades arbitrarias (UA)
por pg de proteina aplicada no gel; os resultados foram corrigidos pelo conteudo total de proteinas do
tecido. (D) Blots representativos. Os resultados sdo apresentados como média = EPM de 5-7 animais
por grupo, *P<0,05 vs C, **P< 0.01 vs C, #P<0,05 vs OB. ANOVA, seguido por Student-Newman-

Keuls.
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4.8.2 Sinalizacdo insulinica

No tecido adiposo periepididimal do grupo obeso, foi observada uma redugdo de
fosforilacdo da AKT (Figura 10-B), em resposta ao estimulo com insulina (48% vs C, P<0,05);
no entanto, o tratamento com osteocalcina recuperou parcialmente esse quadro em animais
obesos.
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Figura 10- Sinalizagdo da insulina em tecido adiposo branco de animais controles (C), obesos (OB)
ou obesos tratados com osteocalcina ndo carboxilada por 28 dias (OB-OC). O tecido adiposo branco
periepididimal foi coletado antes (-) e 90 segundos apds (+) a injecdo de insulina (25mU/g de peso
corporeo) na veia porta de animais com 23 semanas de idade, sacrificados ap0s 3 a 5 horas de restri¢éo
alimentar. (A) Blots representativos. (B) Contetdo da proteina pAKT/AKT total em unidades arbitrérias
(UA) por pg de proteina aplicada no gel, os resultados foram corrigidos pelo contelido total de proteinas
do tecido. Os resultados sdo apresentados como média + EPM de 3 a 4 animais por grupo. 1 P<0,05 vs

basal (-) do mesmo grupo, f P< 0.05 vs C(+), & P< 0.05 vs OB(+). ANOVA, seguido por Student-
Newman-Keuls
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4.8.3 Conteudo de mRNA de Tnfa, Ccl2, 111, 116, Nlrp3 e Caspl

O conteddo de mRNA de genes pré-inflamatérios como: Tnfa (Figurall-A), Il1b
(Figurall-B), 116 (Figurall-C) e Ccl2 (Figurall-D), que codifica a proteina CCL2, também
conhecida por proteina quimiotatica de monacitos 1, foi analisado em TAB periepididimal. No
grupo obeso, todos os genes supracitados apresentaram aumento expressivo em relagdo ao
controle (6,15 vezes, para Tnfa, OB vs C; 4,89 vezes, para Ccl2, OB vs C; 81,59 vezes, para
111, OB vs C; 15,5 vezes, para 116, OB vs C; P<0,001).

Adicionalmente, os genes relacionados com a maquinaria do inflamassomo foram
analisados. No TAB dos animais obesos em relagcdo ao grupo controle foi observado um
aumento expressivo do contetldo de mRNA de Caspl (Figurall-E) e Nirp3 (Figurall-F) e, que
codificam respectivamente as proteinas CASP1 (Caspasel) e NLRP3 (3,35 vezes, para Caspl,
OB vs C, P<0,001; 7,39 vezes, para Nlrp3, OB vs C, P<0,01).

Interessantemente, o tratamento dos animais obesos com osteocalcina reduziu a
expressao de todos estes genes analisados no TAB (60%, para Tnfa, OB-OC vs OB, P<0,001;
54%, para Ccl2, OB-OC vs OB, P<0,001; 95%, para Il1, OB-OC vs OB, P<0,001; 68%, para
116, OB-OC vs OB, P<0,001; 43%, para Nlrp3, OB-OC vs OB, P<0,05; 29%, para Caspl, OB-
OC vs OB, P<0,05).
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Figura 10- Conteido de mRNA de Tnfa (A), 111b (B), Ccl2 (C), 116 (D), Caspl (E) e Nlrp3 (F) no
tecido adiposo branco periepididimal de animais controles (C), obesos (OB) ou obesos tratados
com osteocalcina ndo carboxilada por 28 dias (OB-OC). O tecido adiposo branco periepididimal foi
coletado de animais com 23 semanas de idade, sacrificados ap6s 3 a 5 horas de restri¢do alimentar. Os
resultados sdo apresentados como média + EPM de 5 a 7 animais por grupo. *P< 0.05, **P< 0.01, ***P<
0.001 vs C #P<0,05, ###P<0,001 vs OB. ANOVA, seguido por Student-Newman-Keuls.
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A analise histologica do TAB periepididimal (Figura 12-A) dos camundongos obesos

indicou a presenga difusa de infiltrados linfocitérios, fibrose e presenca de coroa de macrdfagos.

Interessantemente, o tratamento com osteocalcina ndo carboxilada preveniu a fibrose e a

infiltracdo linfocitaria, além de reduzir os focos representado pela reducdo de coroas de

macrofagos

Os animais obesos, tratados ou ndo, apresentam adipocitos com maior area (Figura 12-

B).
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Figura 12- Andlise histomorfométrica do tecido adiposo branco periepididimal de animais
controles (C), obesos (OB) e obesos tratados com osteocalcina por 28 dias (OB-OC). (A) Coloracao
por hematoxilina e eosina. As setas indicam focos inflamatérios, constituidos de adipdcitos hipertroficos
cercados por coroa de macrofagos. O asterisco indica area de fibrose e infiltrado difuso de linfocitos.

(B) Mensuracéo da area do adipécito. ***P< 0.001 vs C
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4.9 Adipdcitos 3T3-L1

Para a avaliacdo de acdo da osteocalcina sobre adipdcitos in vitro foram utilizados
adipdcitos murinos 3T3-L1 sob 3 tipos de tratamentos: 1) Tratamento com osteocalcina ndo
carboxilada (20 ng/ml), por 24 horas; 2) Desafio com TNF-a (20 ng/ml), por 24 horas; 3) Pré-
tratamento com osteocalcina ndo carboxilada (20 ng/ml), por 6 horas, seguido de desafio com
TNF-a (20 ng/ml), por 18 horas.

4.9.1 Conteudo de mRNA de Slc2a4 e de Proteina GLUT4

TNF-a nas concentracGes de 20 e 40 ng/ml foi capaz de reduzir a expressdo da proteina
GLUT4 ap0s 24 horas de incubacao (Figura 13-A).

A analise da curva dose-resposta de osteocalcina nao carboxilada sobre o contetdo de
MRNA de Slc2a4 por 24 horas (Figura 13-B) apontou que somente a concentragcdo de 20 ng/ml
de osteocalcina ndo carboxilada foi capaz de aumentar o contetdo de Slc2a4 de forma
significativa em relacdo ao controle (88%, OC(20) vs C, P<0,05).
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Figura 13- Conteudo de mRNA de Slc2a4 e de proteina GLUT4 de células 3T3-L1 sob diferentes
condigdes experimentais. (A) Blots representativos de GLUT4 de células 3T3-L1 em desafio com
diferentes concentragdes de TNF-a por 24 horas. (B) Contetdo de mRNA de Slc2a4 em células 3T3-L1
sob tratamento com diferentes concentragdes de osteocalcina ndo carboxilada (0,2, 2,0, 20 ng/ml) por
24 horas. Analise de mRNA feita por RT-qPCR. Os resultados sdo apresentados como média + EPM de
3 experimentos independentes. * P<0,05 vs C. ANOVA, seguido por Student-Newman-Keuls.

O tratamento com 20ng/mL de TNF-a por 24 h reduziu a expressdo do gene Slc2a4
(60%, TNF vs C, P<0,001), o conteido de GLUT4 (47%, TNF vs C, P<0,05) e a expressdo do
gene de adiponectina (67%, TNF vs C, P<0,001) (Figura 14).
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O tratamento somente com a osteocalcina ndo carboxilada foi capaz de aumentar a
expressdo do gene Slc2a4 (71%, OC vs C, P<0,001), o contetido de GLUT4 (75%, OC vs C,
P<0,05) e a expressdo do gene de adiponectina (22%, OC vs C, P<0,001). Adicionalmente o
pré-tratamento com osteocalcina recuperou parcialmente o efeito negativo do TNF-a na
expressdo do gene Slc2a4 e no conteudo proteico de GLUT4 e ndo teve nenhuma agéo sobre a

reducdo da expressdo de Adipoq (Figura 14).

A B
% % %
] * 1.75- o
—= 1.504
2 1.0 g 125- I:I
3 kXX gk < 1.00-
8‘ 1-1-1- _I__|__'_ % 0.75+ * %k %k
<9 @ 0.50- T+
0.25-
- ocC TNF  TNF/OC > C oc TNF  TNF/OC
C
D Ponceau
U il
400+ ff u—
- -
";@ 300+ o)
*g * % -
g_ 2004 T GLUT4 -
2 *
2 1001 t++ .‘.. -
L
— oc TNF  TNF/OC o &QQQ\OO 00(, 4\§ Q\Oo
N S

Figura 14— Conteudo de mRNA de Adipoq(A), Slc2a4(B), e proteina GLUT4 (C) em células 3T3-
L1 sob diferentes condicGes experimentais. Células em restricdo (18 a 20 hs), foram separadas em
diferentes grupos: células ndo tratadas (C); células tratadas com osteocalcina ndo carboxilada (20
ng/ml), por 24 horas (OC); células desafiadas com TNF-a (20 ng/ml), por 24 horas (TNF); e, células
pré-tratadas com osteocalcina ndo carboxilada (20 ng/ml), por 6 horas, seguido de desafio com TNF-a
(20 ng/ml), por 18 horas (TNF-OC). (A) e (B) Analise de mMRNA feita por RT-gPCR. (C) Analise da
proteina GLUT4 em unidades arbitrarias (UA) por ug de proteina aplicada no gel, os resultados foram
corrigidos pelo conteddo total de proteinas do tecido. (D) Blots representativos. Os resultados sdo
apresentados como média = EPM de 3 experimentos independentes. *P< 0.05, **P< 0.01, ***P< 0.001
vs C P<0,05, f11 P<0,001 vs OB, ff P<0,01, fff P<0,001 ANOVA, seguido por Student-Newman-
Keuls.
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Interessantemente, o tratamento somente com a osteocalcina ndo carboxilada por 24
horas foi capaz de aumentar a sensibilidade da insulina, induzindo o aumento da fosforilzag&o
da AKT ap6s o estimulo agudo com insulina (42%, OC+ vs C+, P<0,05) (Figura 15)
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Figura 15- Relagdo do contetdo proteina pAKT pelo contetdo de AKT no teste de sinalizacao da
insulina em adipécitos 3T3-L1. Teste realizado em dois grupos diferenciados, um s6 com meio de
tratamento (C) e um tratado com osteocalcina ndo carboxilada (20 ng/ml) por 24 horas (OC), foram
estimulados (+) ou ndo (-) com 100mM de insulina por 5 minutos. (A) Blots obtidos no Western Blotting
de parte das amostras dos grupos e suas respectivas faixas de proteinas totais destacada pela coloracdo
da membrana por Ponceau. (B) Analise proteica de pAKT e AKT em unidades arbitrarias (UA) por ug
de proteina aplicada no gel, os resultados foram corrigidos pelo contetdo total de proteinas. Os
resultados sdo apresentados como média + EPM de 3 experimentos independentes. Os resultados séo
apresentados como média + EPM de 5-7 animais por grupo, # P<0,05 ## P<0,01 vs basal (-) do mesmo
grupo, & P< 0.05 vs C (+). ANOVA, seguido por Student-Newman-Keuls.
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4.9.2 Conteudo de mRNA de Tnfa, Ccl2, Nfkbl e Rela.

O pré-tratamento com osteocalcina ndo carboxilada foi capaz de prevenir a inflamacéo
induzida por TNF-a, resultando em reducdo da expressdo de Tnfa (41%, OC-TNF vs TNF,
P<0,01), Ccl2 (31%, OC-TNF vs TNF, P<0,05) e Nfkb1(28%, OC-TNF vs TNF, P<0,05), sem
alteracdo na expressdo génica de Rela (Figura 16).

Adicionalmente, o pré-tratamento com osteocalcina preveniu parcialmente o aumento
do contetdo nuclear da subunidade p65 do NFKB (30%, OC-TNF vs TNF, P<0,05) (Figura
16).
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Figura 16— Contetido de mRNA de Tnfa (A), Ccl2 (B), Nfkb1 (C) e Rela (D) e de proteina nuclear
p65 de células 3T3-L1 sob diferentes condicbes experimentais. Célula sem restricdo (18 a 20 hs),
foram separadas em diferentes grupos: células ndo tratadas (C); células tratadas com osteocalcina ndo
carboxilada (20 ng/ml), por 24 horas (OC); células desafiadas com TNF-a (20 ng/ml), por 24 horas
(TNF); e, células pré-tratadas com osteocalcina ndo carboxilada (20 ng/ml), por 6 horas, seguido de
desafio com TNF-a (20 ng/ml), por 18 horas (TNF-OC). (A), (B), (C) e (D) Analise de mRNA feita por
RT-gPCR. (E) Anélise do contetdo de subunidade p65 da proteina NFKB em unidades arbitrarias (UA)
por ug de proteina aplicada no gel, os resultados foram corrigidos pelo contetdo total de proteinas do
tecido. (F) Blots representativos. Os resultados sdo apresentados como média + EPM de 3 experimentos
independentes. *P< 0.05, **P< 0.01, ***P< 0.001 vs C +P<0,05, 1t P<0,001 vs OC, fP<0,05 vs TNF.
ANOVA, seguido por Student-Newman-Keuls.
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4.10 Fémur

4.10.1 Conteudo de mRNA de Osp, Ptprv e Bglap

O aumento da expressdo em osteoblastos de Osteoprogesterina (Osp) (Figura 17-A) e
da proteina tirosino fosfatase (Ptprv) (Figura 17-B) indicam um quadro de resisténcia a insulina
no 0sso. No fémur a expressao de Osp e Ptprv aumentou (53% e 49% respectivamente, OB-OC
vs C, P<0,05), sendo que o tratamento com osteocalcina ndo carboxilada foi capaz de reduzir a

nivel do grupo controle a expressdo de Osp e Ptprv.
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Figura 17- Conteddo de mRNA de Osp (A), Ptprv (B) do fémur de animais controle (C), obesos
(OB) ou obesos tratados com osteocalcina ndo carboxilada por 28 dias (OB-OC). Tecido obtido de
animais com 23 semanas de idade, sacrificados apds 3-5 horas de restrigdo alimentar. Analise de MRNA
feita por RT-qPCR. Os resultados séo apresentados como média + EPM de 5 a 7 animais por grupo. *P<
0.05,vs C #P<0,05, ##P<0,01 vs OB. ANOVA, seguido por Student-Newman-Keuls.

A expressdo do gene Bglap (Figura 18) esta reduzida no fémur dos camundongos
obesos (39%, OB vs C, P<0,05), de modo similar ao resultado encontrado de reduzido nivel
circulante de osteocalcina ndo carboxilada nos camundongos obesos (61%, OB vs C, P<0,05)
(Tabela 4), porém mesmo que o tratamento com osteocalcina restabeleceu o nivel plasmatico
de osteocalcina ndo carboxilada ndo se observou alteracéo na expressao de Bglap no fémur dos
camundongos obesos. Adicionalmente a expressdo de Bglap no fémur se relaciona
negativamente com o peso corporal (Pearson r=-0,673, P<0,01) e com 0 peso do tecido adiposo
branco (Pearson r=-0,5364, P<0,05).
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Figura 18- Contetildo de mRNA de de Bglap (A) do fémur de animais controle (C), obesos (OB) ou
obesos tratados com osteocalcina ndo carboxilada por 28 dias (OB-OC). Tecido obtido de animais
com 23 semanas de idade, sacrificados ap6s 3-5 horas de restricdo alimentar. (A) Anélise de mMRNA
feita por RT-gPCR. Os resultados séo apresentados como média + EPM de 5 a 8 animais por grupo. *P<
0.05 vs C, #P<0,05 vs OB, ANOVA, seguido por Student-Newman-Keuls. Correlacdo da expressao de
Bglap no fémur com o peso corporal (B) e com 0 peso do tecido adiposo branco periepididimal (C).
Teste de correlacdo de Person
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4.10.2 Sinalizacéo da insulina

No fémur do grupo obeso a fosforilagdo da AKT (Figura 19) em resposta a estimulagao

a insulina esteve reduzida (40% vs C, P<0,05) e o tratamento com osteocalcina dos animais
obesos recuperou esse quadro.
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Figura 19-Relagdo do contetdo proteina pAKT pelo conteido de AKT no fémur de animais
controle (C), obesos (OB) ou obesos tratados com osteocalcina ndo carboxilada por 28 dias (OB-
OC). O fémur foi coletado 120 segundos apds a injecdo de insulina (25 mU/g de peso corporeo)
na veia porta de animais com 23 semanas de idade, sacrificados apds 3 a 5 horas de restrigdo alimentar.
(A) Blots representativos. (B)Contetdo da proteina pAKT/AKT total em unidades arbitrarias (UA) por
Hg de proteina aplicada no gel, os resultados foram corrigidos pelo conteudo total de proteinas do tecido.

Os resultados sdo apresentados como média + EPM de 3 a 4 animais por grupo, *P<0,05 vs C, #P<0,05
vs OB ANOVA, seguido por Student-Newman-Keuls.
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4.11  Avaliacéo da expressao de Gprc6a

O receptor putativo da osteocalcina é o0 GPRC6A. A andlise do gene desse receptor,
Gprc6a, indicou aauséncia da expressdo deste gene no musculo esquelético, TAB
periepididimal, figado,e fémur de camundongos controles. Adicionalmente, em linhagens
celulares de adipécitos 3T3-L1 e de osteoblastos MC3T3-E1, ndo foi observada a expressao do

gene Gprc6a (Figura 20).
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Figura 20— Expressdo de Gprc6a em diversos tecidos e linhagens celulares. A anélise por RT-qPCR
foi realizada com cDNA de multiplas amostras de fémur (n=7), osteoblastos MC3T3-E1 (n=4), tecido
adiposo branco (n=8), adipécitos 3T3-L1 (n=11), musculo esquelético (n=7) e figado (n=9) usando
sequéncia de primes de Gprc6a [elaborados pela presente equipe (Gprc6a Guedes et al.)] (A), e, Gprcba
[elaborados por Otani et al. (Gprc6a Otani et al)] (B). (A) e (B) Produtos da RT-qPCR foram separados
em gel de agarose. Bact e genes especificos de alguns tecidos e linhagens celulares foram utilizados
como controle positivo (Bglap, Adipoq, Slc2a4 e Slc2a2).
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5 DISCUSSAO

Nesse nosso estudo, utilizamos o modelo de obesidade por lesdo hipotalamica, induzida
por injecdes subcutaneas de glutamato monossédico (MSG) em camundongos neonatos. O
glutamato monossédico, em solucdo tampé&o como o plasma, libera glutamato, um aminoacido
neurotransmissor excitatorio, que atua predominantemente no sistema nervoso central. O
glutamato em excesso aumenta a condutancia da membrana celular a ions, como o célcio,
gerando desequilibrio idnico e consequentemente, exaustdo das reservas energéticas celulares,
ativacdo de DNAses, RNAses e proteinases; e, por fim, causando morte celular (KIZER;
NEMEROFF; YOUNGBLOOD, 1977; COYLE etal., 1981; BESANCON et al., 2008). A leséo
neuronal causada pelo glutamato monossodico em camundongos neonatos ocorre devido
auséncia ou pouca formacéo da barreira hematoencefalica. Apesar da hipofagia ou normofagia
a inducdo da obesidade esté baseada na leséo de diversas estruturas na regido circunventricular,
principalmente o ndcleo arqueado e parte do hipotalamo ventro-medial (KIZER; NEMEROFF;
YOUNGBLOOD, 1977). A obesidade ocasionada a partir destas lesdes pode ser explicada por
diversos fatores, tais como: deficiéncia de hormonio de crescimento, resultando em maior
lipogénese (NEMEROFF et al., 1977; NAKAI et al., 1986; DOMINIQUE MAITER et al.,
1991); menor atividade termogénica do tecido adiposo marrom (HIMMS-HAGEN, 1989); e,
hipercorticosteronemia (NAKAJIMA et al., 1985; LORDEN; CAUDLE, 1986). Os animais
obesos por MSG também podem ter crescimento anormal, hipogonadismo e esterilidade
(OLNEY, 1969).

Adicionalmente, esses animais obesos sdo resistentes a insulina, hiperinsulinémicos
(MACHADO; SHIMIZU; SAITO, 1993; PAPA; SERAPHIM; MACHADO, 1997), e
apresentam inflamacéo sistémica e no tecido adiposo (FURUYA et al., 2010).

No presente trabalho, a eficiéncia na inducdo da obesidade segundo o modelo de
obesidade por lesdo hipotaldmica por inje¢des subcutdneas com MSG em camundongos
neonatos foi verificada uma vez que, 0s animais obesos tratados ou ndo com osteocalcina, em
relacdo ao grupo controle, apresentaram aumento do peso de tecido adiposo branco
periepididimal e maior indice de Lee, resultante do maior peso corporal e menor comprimento
nasoanal. Interessantemente, o tratamento com osteocalcina resultou em reducdo do peso do
TAB dos camundongos, o0 que est& de acordo com outro estudo que demostrou que animais sob
dieta hiperlipidica tratados com osteocalcina ndo carboxilada apresentaram redugéo do tecido
adiposo (FERRON et al., 2012).
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O modelo animal de obesidade utilizado mostrou-se claramente resistente a insulina,
conforme esperado (FURUYA et al., 2010), com maiores niveis plasmaticos de frutosamina e
insulinemia. Além disso, os testes in vivo demonstraram que esses animais obesos sdo
resistentes a insulina. Interessantemente, o tratamento com osteocalcina foi efetivo em diminuir
0 quadro de resisténcia a agdo da insulina sistemicamente estabelecido na obesidade, uma vez
que o0s animais obesos tratados em relagdo aos néo tratados, apresentaram maior valor de kITT,
no teste de tolerdncia a insulina, reducédo da ativacédo da via gliconeogénica no teste de tolerancia
ao piruvato, e melhora do quadro de resisténcia a sinalizacdo da insulina detectada pela
recuperacdo do conteudo de AKT fosforilada no tecido adiposo, no figado e no fémur dos
camundongos obesos. A melhora da resisténcia a insulina ja foi observada em outros estudos
em animais sob dieta hiperlipidica tratados com osteocalcina néo carboxilada (FERRON et al.,
2008, 2012; ZHOU et al., 2013), porém pouco se sabe sobre os mecanismos moleculares
envolvidos nesse fendmeno.

A proteina GLUTA4, codificada pelo gene Slc2a4, esta presente em células de musculo
esquelético e tecido adiposo e é responsavel pelo transporte de glicose estimulado por insulina.
O conteudo desse transportador € um fator limitante importante, e se encontra reduzido em
estados de resisténcia a insulina (MACHADO; SHIMIZU; SAITO, 1992; MACHADO;
SHIMIZU; SAITO, 1993; PAPA; SERAPHIM; MACHADO, 1997; FURUYA et al., 2010).
Além disso, varios estudos sustentam que resisténcia a insulina esta diretamente relacionada
com a reducdo de Slc2a4/GLUT4. Nesse sentido, camundongos knockout para GLUT4 sdo
hiperglicémicos e resistentes a agcdo da insulina (STENBIT et al., 1997; ZISMAN et al., 2000),
estudos em camundongos que superexpressam a proteina GLUT4 em adiposo demonstraram
que ha aumento da sensibilidade a insulina (SHEPHERD et al., 1993), e tratamentos que
recuperam o conteddo de GLUT4 melhoram a resisténcia a insulina sisttmica (PAPA,
SERAPHIM; MACHADO, 1997; FURUYA; BINSACK; MACHADO, 2003; ZANQUETTA
etal., 2003; FURUYA et al., 2010; POLETTO et al., 2015).

Dessa maneira a diminuicdo do contetido de mMRNA de Slc2a4 e da proteina GLUT4 em
TAB verificada nos animais obesos, esta de acordo com a literatura, uma vez que a obesidade
se caracteriza por ser um estado de resisténcia a insulina, quadro em que tanto os niveis de
expressdo de Slc2a4, quanto o contetdo de proteina GLUTA4 estdo diminuidos (MACHADO;
SHIMIZU; SAITO, 1992; MACHADO; SHIMIZU; SAITO, 1993; PAPA; SERAPHIM;
MACHADO, 1997; FURUYA et al., 2010). Por outro lado, o tratamento com osteocalcina,
embora ndo tenha alterado a expressao de adiponectina, foi capaz de reverter parcialmente a
reducdo da expressao génica de Sl2a4 e do conteudo de GLUT4 em TAB de animais obesos,
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sugerindo fortemente uma melhora da resisténcia a insulina, o que foi confirmado pelo aumento
do contetdo fosforilado de AKT no TAB.

Apesar do tratamento com osteocalcina ndo carboxilada reduzir o tamanho do tecido
adiposo periepididimal e melhorar a resisténcia a insulina e a inflamagéo neste tecido, pela
andlise histologica percebeu-se que o tratamento ndo causou nenhuma alteragdo no tamanho
dos adipdcitos. Na progressdo da obesidade é sugerido que o aumento do tecido adiposo
inicialmente ocorre por aumento no tamanho dos adipdcitos (hipertrofia) e depois se tem um
aumento no namero de adipdcitos (hiperplasia) (FAUST et al., 1978). O modelo de obesidade
causada por lesdo hipotalamica através glutamato monossédico € um modelo de obesidade com
progressao ao longo do tempo. Camundongos obesos com a mesma metodologia experimental
e com quatro semanas a mais de idade (27 semanas) do que os do presente estudo (23 semanas),
apesar de apresentarem o0 mesmo peso corporal dos animais do presente estudo tém aumento de
69% de massa gorda (YONAMINE et al., 2016). Sendo assim, podemos assumir que esses
animais obesos apresentam uma obesidade que progride constantemente, e que possivelmente,
0 tratamento com osteocalcina reduziu a fase de hiperplasia, resultando em menor quantidade
de TAB.

Os niveis plasméticos de adiponectina, um horménio derivado dos adipdcitos, esta
reduzido na obesidade e no quadro de DM2 (ARITA et al., 1999; WEYER et al., 2001). O
tratamento das células 3T3-L1 com osteocalcina ndo carboxilada resultou em aumento da
expressao de Adipog, o que esta de acordo com a literatura (LEE et al., 2007). No entanto, o
pré-tratamento com osteocalcina ndo foi efetivo em reverter o efeito deletério do TNF-a sobre
a expressdo de Adipog, o que explicaria o resultado em animais, nos quais a osteocalcina ndo
reverteu a diminuicao da expressdo de Adipog nos camundongos obesos. E importante ressaltar
que 0s animais obesos apresentam nivel circulantes de TNF-a aumentado (FURUYA et al.,

2010), bem como expresséo de TNF-a aumentada no TAB, como observado no presente estudo.
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A andlise do musculo gastrocnémio ndo permitiu melhores investigacbes da agdo da
osteocalcina ndo carboxilada sobre a resisténcia a insulina em territério muscular, uma vez que
a analise do contetdo de proteina GLUT4 e de seu respectivo mRNA, Slc2a4 nesse territorio
ndo indicou diferenca significativa entre os grupos estudados. Como discutido anteriormente, a
reducdo na expressao de Slc2a4/GLUT4 em tecido adiposo branco e musculo é um indicativo
de resisténcia. Além disso, diferentemente do observado nos animais de 23 semanas do presente
estudo, um estudo de nosso laboratorio mostra que camundongos obesos por MSG com 27
semanas de idade sdo diabéticos e apresentam reduzido conteddo de GLUT4 no musculo
esquelético (YONAMINE et al., 2016), indicando que a resisténcia a insulina na obesidade e o
diabetes tipo 2 sdo de progressao temporal e tecido-especificos (PARK et al, 2005; JELENIK
et al, 2014).

A proteina GLUT2 é um transportador de glicose de alta capacidade presente no figado
capaz de transportar glicose de forma bi-direcional, permitindo o influxo de glicose no periodo
pos-prandial e o efluxo deste substrato nos periodos pés-absortivo e jejum. Em modelo animal
de diabetes e/ou obesidade, a expressdo do gene Slc2a2, que codifica para GLUTZ2, aumenta no
territdrio hepatico (YAMAMOTO etal., 1991; SEINO; YAMAMOTO; KOH, 1992; SLIEKER
et al., 1992), o que corrobora com os resultados encontrados para 0os camundongos obesos.
Entretanto, o tratamento com osteocalcina néo alterou a expressdo do gene Slc2a2, e nem o
conteudo da proteina GLUT2.

No sentido de estudar o acumulo de gordura nas células hepaticas, quadro caracterizado
como esteatose hepédtica ou doenca hepéatica gordurosa ndo alcoodlica (DHGNA) foram
investigadas as expressdes de Cptla, Pckl, G6pc, Dgatl, e Srebfl isoforma c. O gene Cptl
codifica uma proteina envolvida na lipolise, a carnitina palmitoil transferase, e 0 gene Pckl,
codifica a proteina fosfoenolpiruvato carboxiquinase; ambas proteinas possuem fun¢do chave
no controle da velocidade da via gliconeogénica. A expressdo dos genes Cptl e Pckl se manteve
inalterada entre os grupos estudados ndo permitindo assim investigar a atuacdo destes genes.

Ja foi relatado que a glicose-6-fosfatase estd reduzida em pacientes com esteatose
hepatica (KONOPELSKA; KIENITZ; QUINKLER, 2011) Da mesma forma, foi observado que
em ambos grupos obesos, tratado e ndo tratado, houve reducdo no contetdo génico dessa

enzima.
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A enzima DGATL, codificada pelo gene Dgatl, esta envolvida na lipogénese realizando
a conversdo de triaciglicerol e acil-CoA em triglicérides. J& foi demonstrado que essa enzima
contribui para esteatose hepéatica através da esterificacdo de &cidos graxos exogenos
(VILLANUEVA et al., 2009), o que poderia explicar a maior expressao de Dgatl no figado de
ambos grupos obesos.

A proteina SREBP-1C, codificada pelo gene Srebfl isoforma c, por regular a
transcricao de genes relacionados a lipogénese (HORTON, 2002), atua no figado aumentando
a sintese de acidos graxos de novo, além também de encontrar-se mais expressa em animais
obesos (SHIMOMURA et al., 2000). Ja foi relatado que animais sob dieta hiperlipidica tratados
com osteocalcina ndo carboxilada apresentam menor tendéncia a esteatose hepatica (ZHOU et
al., 2013), e que a inibicao da expressdo de Srebfl isoforma c reverte este quadro (FREDERICO
et al., 2011). Portanto, a reducao significativa da expressdo de Srebfl isoforma ¢ nos obesos
tratados com osteocalcina sugere uma possivel prevengdo de esteatose, a qual ndo foi
confirmada pela andlise histolégica e nem pelos resultados obtidos in vitro(Anexol). A reducéo
do conteudo génico de Srebfl isoforma ¢ ap0s o tratamento com osteocalcina sugere que o
fendmeno benéfico da osteocalcina sobre a esteatose possa ser observado em diferentes dose
e/ou tempo de tratamento utilizadas no presente protocolo.

Como ja destacado a obesidade esté relacionada a um estado de inflamacéo subclinico
em que os tecidos adiposo e hepatico sdo 6rgdos que participam ativamente na producéo de
marcadores inflamatérios (DO PRADO et al., 2009). O gene Ccl2 codifica a proteina CCL2,
também conhecida por proteina quimiotatica de mondcitos 1 (MCP1), um importante fator
quimiotatico para mondcitos. Ja os genes I11b e 116, codificam respectivamente as interleucinas
IL-1 beta e IL-6. A IL-1 beta € uma interleucina secretada por macréfagos, mondcitos e
linfocitos B e esta relacionada resposta inflamatdria e a coativacdo, estimulacao, proliferacao e
maturacdo de células envolvidas na regulacdo de respostas imunes. IL-6 é uma interleucina
secretada pelo endotélio, por macréfago, linfocitos T auxiliares tipo 2 e linfécitos B, e esta
envolvida na inducdo de reacdo de fase aguda, diferenciacdo celular e inflamacdo (ABBAS
ABUL K.; LICHTMAN;; PILLAI, 2012; CONTASSOT; BEER; FRENCH, 2012). Os genes
NIrp3 e Caspl codificam respectivamente as proteinas NLRP3 e CASP1 (caspasel), que sdo
proteinas que fazem parte de um complexo proteico oligomérico da resposta imune inata
denominado de inflamassomo. Esse complexo é ativado por diferentes por sinais inflamatério
e a sua funcdo esta relacionada com a ativagdo de processos inflamatorios e maturacdo de
citocinas inflamatorias como IL-1 beta e IL18. (MARTINON; BURNS; TSCHOPP, 2002). A
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ativagdo da maquinaria do inflamassomo esté relacionado com a inflamac&o e resisténcia a
insulina induzida pela obesidade (VANDANMAGSAR et al., 2011).

Como ja destacado, o TAB, tem um papel fundamental no contexto inflamatério na
obesidade (DO PRADO et al., 2009). Nesse sentido, nossos resultados demonstram que 0s
animais obesos apresentam inflamagé&o no tecido adiposo. Entretanto, a osteocalcina se mostrou
eficaz em reduzir, no tecido adiposo branco, os focos inflamatdrios caracterizados pelas coroas
de macrofagos, bem como reduzir também a expressdo de todos os fatores inflamatorios
analisados, indicando menor quadro inflamatorio neste tecido, e possivelmente menor ativagédo
da via do NFKB. Uma vez que a via NFKB interfere diretamente na sinalizagdo da insulina
(SHOELSON; LEE; GOLDFINE, 2006) e modula negativamente a expressdo do Slc2a4
(FURUYA etal., 2012), fazendo assim um elo entre resisténcia a insulina e inflamacé&o, € muito
provavel a participacdo dessa via na acdo da osteocalcina sobre a resisténcia a insulina nesse
tecido, uma vez que, como verificado no modelo in vitro, o pré-tratamento com osteocalcina
diminuiu de forma significativa o contetdo da subunidade de p65 do complexo NFKB no
nucleo de adipocitos 3T3-L1 quando estimulados com TNF-a.

Em relacdo a inflamacdo no figado, o aumento da expressdo de Tnfa no grupo obeso, e
a reducdo da expressdo dessa citocina ap6s o tratamento com osteocalcina corrobora com o
descrito na literatura (CAl et al., 2005; FERRON et al., 2012; ZHOU et al., 2013).

A ligacdo do RANKL, uma proteina da membrana plasmatica, ao RANK, que € um
receptor na membrana do osteoclasto, favorece a sinalizacdo para que ocorra a reabsorcao
6ssea. A osteoprotegerina (OPG), codificada pelo gene Opg, é uma proteina que impede a
ligacdo do RANKL ao RANK o que resulta em inibicdo da reabsor¢do 6ssea. A sinalizacdo da
insulina em osteoclasto inibe a expressao de Opg e favorece a diferenciacdo dos osteoclastos
(FERRON et al., 2010), aumentando assim a reabsorcao 6ssea, em cujo processo ha reducdo de
pH local, o que favorece a descarboxilagcdo da osteocalcina fora da célula (FERRON et al.,
2010; WEI et al., 2014).

Ptprv, também conhecido com Esp, codifica para a proteina fosfatase dssea, que
interefere na sinalizacdo a insulina no osso. Animais knockout para Esp séo protegidos contra

a obesidade e intolerancia a glicose (LEE et al., 2007).
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Nossos dados mostram que a osteocalcina ndo apenas reduz a expressao dos genes Ptprv
e Opg, mas também aumenta a fosforilagdo da proteina AKT no fémur de animais obesos, 0
que fortemente sugere que a osteocalcina contribui para a melhora da resisténcia a insulina no
0sso. A melhora da resisténcia a insulina nesse tecido favorece a descarboxilacdo da
osteocalcina da matriz 6ssea, a qual € secretada na corrente sanguinea e atuard nos tecidos
periféricos como horménio, agindo sobre o metabolismo de glicose e como agente anti-

inflamatdrio, conforme mostraram os resultados do presente trabalho.
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6 CONCLUSAO

A osteocalcina ndo carboxilada teve grande atuacéo sobre o metabolismo de glicose em
modelo de camundongos obesos por lesdo hipotalamica, uma vez que foi capaz de melhorar a
sensibilidade a insulina in vivo, com importante participacdo do figado, tecido adiposo e 0sso.

No figado, a osteocalcina melhorou a resisténcia a insulina, o que foi observado pelo
aumento do contetdo de AKT fosforilada e reducdo da ativacdo da via gliconeogénica. Além
disso, a osteocalcina melhorou a inflamacdo, reduzindo a expressdo de Tnfa; porém, esse
hormonio ndo mostrou efeito sobre a esteatose hepatica.

No TAB e em adipécitos 3T3-L1, a osteocalcina melhorou a resisténcia a insulina, o
que foi observada pelo aumento do conteido de mRNA de Slc2a4 e de proteina GLUT4, bem
como o contetdo de AKT fosforilada. Adicionalmente, a osteocalcina reduziu a inflamacéo no
TAB.

No 0ss0, a osteocalcina melhorou a sinalizacdo da insulina, observada pelo aumento do

contetdo de AKT fosforilada, bem como pelo aumento da expressdo dos genes Opg e Ptprv.
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8 ANEXO 1- CARACTERIZACAO DE UM MODELO DE ESTEATOSE
HEPATOCELULAR UTILIZANDO HEPA1C1C7

Hepatdcitos de camundongo da linhagem hepalclc7 (BCRJ) foram mantidas em meio
de cultura DMEM (Vitrocell) suplementado com 10% de soro fetal bovino (SFB). Para induzir
esteatose hepatocelular, células em 75% de confluéncia foram expostas por 24 h ao meio de
cultura DMEM suplementado com 1% albumina bovina sérica (BSA), denominado de meio de
tratamento, e a diferentes concentragdes de palmitato. O palmitato foi solubilizado em NaOH
0,1 M conjugado com 10% de albumina bovina sérica (BSA) (Kohli et al., 2007).
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Figura 21- Esteatose hepatocelular induzida por palmitato. Hepat6citos murinos Hepa-1clc7, sem
regime de restrigdo, foram induzidos com palmitato a 0 (A), 0,1 (B) ou 0,2 (C), 0,3 (D) mM por 24
horas. Ap6s esse periodo, as placas de cultura foram fixadas com formaldeido a 4%, seguido de
coloracdo com Qil Red. Os resultados foram normalizados de forma ao grupo controle corresponder o
valor 100. Teste T de student entre cada grupo com o controle com n de 3. *** P<(0,001 vs C
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Figura 22-Esteatose hepatocelular induzida por palmitato. Hepatédcitos murinos Hepa-1c1c7 foram induzidos
com palmitato a 0 (C), 0,1 (P0,1) ou 0,2 (P0,2), 0,3 (P0,3) mM por 24 horas Apos esse periodo, as placas de cultura
foram fixadas com formaldeido a 4%, seguida da leitura de absorcao da coloracédo por Oil Red (A). A viabilidade
celular (B) foi analisada pelo método baseado na atividade da enzima desidrogenase mitocondrial, que é capaz de
metabolizar o reagente MTT (3-(4,5-Dimethyl-2-thiazolyl)-2,5-diphenyl-2H-tetrazolium bromide) em um
composto denominado formazan. Os resultados foram normalizados de forma ao grupo controle corresponder o
valor 100. *** P<0,001 vs C (A) e ama P<0,001 vs C (B). Teste t de student entre cada grupo com o controle com
n trés experimentos independentes.

A andlise da inducdo de esteatose hepatocelular foi feita a partir da absorbancia obtida
pela coloracdo de Oil Red (Figura 22-A) e da dosagem de triglicérides (Figura 23-A). A
avaliacdo de dose e tempo de tratamento com palmitato juntamente com o ensaio de viabilidade
(Figura 22-B) permitiu analisar que a concentracdo de palmitato de 0,2 mM seria a mais efetiva
para induzir a esteatose hepatocelular, uma vez que ndo houve diferenca na dosagem de
triglicérides entre o grupo PO,1 mM e o grupo controle e que a concentragdo de 0,3 mM de
palmitato reduziu a viabilidade celular em 36% em relagdo ao grupo controle, porém o

tratamento do grupo P0,2 mM com 10, 20, e 40 ng/mL de osteocalcina ndo carboxilada por



24h ndo induziu nenhuma alteracéo ao dosagem de triglicérides do grupo tratado com palmitato

de 0,2 mM.
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Figura 23-Dosagem de triglicérides de esteatose hepatocelular induzida por palmitato. Hepat6citos murinos
Hepa-1clc7 foram induzidos com palmitato a 0 (C), 0,1 (P0,1) ou 0,2 (P0,2), 0,3 (P0,3) mM por 24 horas, e apds
a inducdo com palmitato 0,2 mM por 24 horas posteriormente houve tratamento do grupo P0,2 mM com 10 ng/mL

(P0,2-10), 20 ng/mL (P0,2-20) e 40 ng/mL (P0,2-40) de osteocalcina ndo carboxilada por 24h. ** P<0,01 vs C ***
P<0,001 vs C Teste t de student
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ARTICLE INFO ABSTRACT

Article history: Aims/hypothesis: The discovery of osteocalcin, a protein synthetized by osteoblasts, as a hormone that has positive
Received 28 July 2017 effects on insulin resistance, contributed to support the concept of bone as an endocrine organ. However, very
Revised 21 November 2017 little is known about the molecular pathways involved in osteocalcin improved-insulin resistance. The present
Accepted 23 November 2017 study aimed to investigate the mechanisms of action of osteocalcin on insulin resistance and inflammation in

Available online xxxx obese mice and 3T3-L1 adipocytes.

Methods and results: Lean control, saline-treated obese and uncarboxylated osteocalcin (uOC)-treated obese

g?tgir;li;n mice were subjected to insulin tolerance test in vivo. Blood was collect for biochemical/metabolic profile
Insulin resistance analysis; and, skeletal muscle, white adipose tissue (WAT) and bone were collected for protein (Western
GLUT4 blotting) and mRNA (RT-qPCR) analysis. uOC effects on insulin resistance and inflammation were also in-
Inflammation vestigated in 3T3-L1 adipocytes challenged with tumor necrosis factor. Osteocalcin treatment improved
Obesity in vivo insulin resistance in obese mice. In WAT, osteocalcin had positive effects such as (1) WAT weight re-
Adipose tissue duction; (2) upregulation of glucose transporter (GLUT) 4 protein and its mRNA (Slc2a4); (3) improved
Bone insulin-induced AKT phosphorylation; (4) downregulation of several genes involved in inflammation and

inflammassome transcriptional machinery, and (5) reduction of the density of macrophage in crown-like
structures (histomorphometrical analysis). Notably, in 3T3-L1 adipocytes, osteocalcin restored Slc2a4/
GLUT4 content and reduced the expression of inflammatory genes after TNF-a challenge; moreover,
osteocalcin treatment increased AKT phosphorylation induced by insulin. Finally, it was observed that in
bone, osteocalcin improves insulin resistance by increasing insulin-induced AKT phosphorylation and re-
ducing the expression of genes involved in bone insulin resistance, resulting in increased secretion of
uncarboxylated osteocalcin in circulation.
Conclusion: We provided some mechanisms of action for osteocalcin in the amelioration of insulin resis-
tance in obesity: in WAT, osteocalcin improves insulin resistance by decreasing inflammation, and increas-
ing insulin signaling and the expression of Slc2a4/GLUT4; and, in bone, osteocalcin increases the secretion
of uncarboxylated osteocalcin by improving insulin resistance.

© 2017 Elsevier Inc. All rights reserved.
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(C-C motif) ligand 2; Gapdh, glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase; Ggcx, gamma-glutamyl carboxylase (or, vitamin K-dependent carboxylase); Il1b, interleukin 1 beta;
116, interleukin 6; Nirp3, NLR family, pyrin domain containing 3; Opg, osteoprotegerin (or, tumor necrosis factor receptor superfamily member 11b; Ptprv, protein tyrosine phos-
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1. Introduction

Osteocalcin (bone Gla protein) is synthesized as a pre-pro-pro-
tein by osteoblasts, and suffers two post-translational modifications.
The first modification is mediated by two enzymes, such as vitamin
K-dependent gamma-carboxylase (also named gamma-glutamyl
carboxylase) and vitamin K epoxide reductase, in endoplasmatic re-
ticulum. As a result of the y-carboxylation process, 3 glutamic acid
(Glu) residues are transformed into 'y-carboxyglutamic acid (Gla)
residues, which are essential for osteocalcin to attract Ca*™2 and in-
corporate it into hydroxyapatite crystals in the extracellular matrix
(ECM) [4]. Next, carboxylated osteocalcin is transported to Golgi
complex, where the propeptide sequence is removed; and after
that, it is secreted to ECM, finally reaching the bloodstream.
Despite that, in the ECM, osteocalcin can undergo the second
post-translational modification characterized by decarboxylation in
the low pH of the resorption lacuna during bone resorption [15].
Thus, besides carboxylated osteocalcin, undercarboxylated and
uncarboxylated forms of osteocalcin are secreted into circulation.
Because uncarboxylated osteocalcin (uOC) is known to act as a hor-
mone [30], bone has been no longer considered merely an structure
for support and protection but it is now recognized as an endocrine
organ. Since this fascinating discovery, novel investigations have
been conducted.

Obesity is characterized as a state of insulin resistance (IR) and
low grade inflammation, and is associated with several comorbidi-
ties [45,48]. Mice lacking osteocalcin have increased IR [30], and
uOC treatment is found to improve IR of high-fat diet (HFD) obese
mice [16]. The molecular basis of uOC on glucose metabolism is a
vast field to be explored since few data is available. Considering
that reducing inflammation can ameliorate whole-body IR [17,48],
and that adipose tissue plays an important role in IR and inflamma-
tion in obesity [17,25,48], here we investigated the molecular mech-
anisms behind the effects of uOC on inflammation and IR in 3T3-L1
adipocytes challenged with tumor necrosis factor (TNF-a) and in ad-
ipose tissue of monosodium glutamate (MSG)-induced obese mice, a
model of obesity, IR and inflammation [17]. In addition, since IR has
been recently reported in bones [55], we also addressed whether
MSG-induced obesity could contribute to inflammation and IR in
bone. And if this is the case, we will then address whether uOC treat-
ment has any effect on bone inflammation or IR.

2. Materials and methods
2.1. Materials

The mouse preadipocyte 3T3-L1 and preosteoblast MC3T3-E1
subclone 14 cell lines were obtained from Rio de Janeiro Cell
Bank (Rio de Janeiro, RJ, Brazil). Dulbecco's modified Eagle's
medium (DMEM) and fetal bovine serum (FBS) were purchased
from Vitrocell Embriolife (Campinas, SP, Brazil). Alpha minimum
essential medium (alpha MEM) with ribonucleosides and
deoxyribonucleosides (M0644), bovine serum albumin (BSA,
A7906), sodium pyruvate (P2256), penicillin/streptomycin, PS
(PO781), Alizarin Red S stain (A5533), and monosodium glutamate
(MSG, G1626) were obtained from Sigma-Aldrich (St. Louis, MO,
EUA). For 3T3-L1 differentiation, dexamethasone (D1159), 3-
isobutyl-1-methylxanthine (IBMX, 15879) and insulin (16634); and,
for MC3T3-E1 differentiation, p-glycerophosphate (G9422) and so-
dium ascorbate (A4034) were purchased from Sigma-Aldrich. TNF-
a (GF046) was from Millipore (Temecula, CA, USA). Insulin
(Humulin-R) for in vivo insulin tolerance test and insulin signaling
was purchased from Eli Lilly (Indianapolis, IN, EUA), sodium thio-
pental from Cristalia (Itapira, SP, Brazil) and osmotic pump (model
2004) from Alzet (Cupertino, CA, EUA). Kinetic-colorimetric assay
for frutosamine and enzymatic-colorimetric assay for glucose was

from Labtest (Lagoa Santa, MG, Brazil). Enzyme linked immunosor-
bent assay for mouse insulin kit (EZRMI-13K) was purchased
from Millipore and enzyme immune assay for mouse Glu-
osteocalcin kit from Takara Bio (Shiga, Japan). The following
antibodies, anti-GLUT4 (07-1404) was from Millipore, anti-p65
(Ab7970) from Abcam (Cambridge, MA, USA), anti-phospho-
AKT1/2/3 (Ser 473, sc-7985-R) and anti-AKT (H-136, sc8312) from
Santa Cruz Biotechnologies (Santa Cruz, CA, USA), and horseradish
peroxidase-linked anti-rabbit immunoglobulin from GE Healthcare
(Little Chalfont, Buckinghamshire, UK). Trizol was obtained from
Life Technologies (Carlsbad, CA, USA), Improm-II reverse transcrip-
tion system from Promega (Madison, WI, USA), and PowerUp SYBR
Green Master Mix from Thermo Fisher Scientific (Waltham, MA,
USA).

2.2. Animals

Hypothalamic obesity was induced in newborn male mice (CD1) by
MSG injections (s.c.) on the first five days (2 mg/g b.w.), and on the sev-
enth day after birth (4 mg/g b.w.) [17,44]. Despite hypophagia [10,17,
34,37] or normophagia [2,33], MSG mice display obesity which could
be a consequence of several factors such as: (1) growth hormone defi-
ciency [35,38,40]; (2) reduced thermogenic activity of brown adipose
tissue [21]; and/or, (3) hypercorticosteronemia [34,39]. Besides obesity,
MSG mice is a model of whole-body IR and inflammation [17,44].
Nineteen-week-old mice were divided into 3 groups: lean control
(CTL), saline-treated obese (OB) and uncarboxylated osteocalcin-
treated obese (OB-OC) mice. Continuous infusion of saline solution
(vehicle) or uOC was performed for 4 weeks by implantation (s.c.)
of osmotic minipump (3 ng/h delivery) [14]. The amino acid se-
quence of mouse uOC was as follows: Tyr-Leu-Gly-Ala-Ser-Val-Pro-
Ser-Pro-Asp-Pro-Leu-Glu-Pro-Thr-Arg-Glu-Gln-Cys-Glu-Leu-Asn-
Pro-Ala-Cys-Asp-Glu-Leu-Ser-Asp-GIn-Tyr-Gly-Leu-Lys-Thr-Ala-
Tyr-Lys-Arg-lle-Tyr-Gly-Ile-Thr-Ile (US Biological, MA, USA). Ani-
mals were given ad libitum access to standard chow and water before
and during the treatment. At the end of treatment, mice were food
deprived for 4 h and insulin tolerance test in vivo was performed in
non-anesthetized animals to evaluate IR. After insulin injection
(0.75 U/kg b.w., s.c.), tail vein blood samples were collected (0, 5,
10, 15, 20, 30 min) and glycemia was determined with a glucometer
(Roche Diagnostics GmbH, Mannheim, Germany). The correspond-
ing values from 5 to 30 min were used to calculate rate constant for
the disappearance of glucose (KITT) [5]. After 3 days of recovery, an-
imals were food deprived for 4 h and periepididymal white adipose
tissue (WAT), gastrocnemius skeletal muscle, femur and blood sam-
ples (cardiac puncture) were collected from anesthetized animals
(50 mg/kg b.w. sodium pentobarbital, i.p.). Obesity degree was esti-
mated by Lee obesity index [44]. For insulin signaling assessment,
WAT was collected from anesthetized animals (sodium pentobarbi-
tal) before and after 90 s of 25 mU/g b.w. insulin injection in portal
vein. To avoid excessive bleeding to death, femur was not collected
before, but only after 120 s of 25 mU/g b.w. insulin injection in portal
vein. The experimental protocol was approved by Ethical Committee
for Animal Research of the Institute of Biomedical Sciences from Uni-
versity of Sdo Paulo (131/2015, 2/2016).

2.3. Cell culture

3T3-L1 were propagated and differentiated according to the protocol
described earlier [19]. Briefly, cells were grown to confluence in growth
medium (DMEM, 10% FBS and 1% PS). Two days after confluence (day
2), cells were induced with differentiation medium I (DMEM, 10% FBS,
10 pg/mL insulin, 1 M dexamethasone, 0.5 mM IBMX, and 1% PS) for
2 days. Then on days 4 and 6, the medium was replaced with differenti-
ation medium Il (DMEM, 10% FBS, 5 pg/mL insulin, 1 uM dexametha-
sone, 0.5 mM IBMX, and 1% PS). After this period (day 8), cells were
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switched back to growth medium. Prior to treatment (day 9), cells were
starved for 18 to 20 h in treatment medium (DMEM, 0.02% BSA, and 1%
PS). The differentiated cells were submitted to 3 different treatments
(day 10): 1) 20 ng/mL uOC alone for 24 h; 2) 20 ng/mL TNF-a alone
for 24 h, or 3) pretreatment with 20 ng/mL uOC for 6 h, followed by
20 ng/mL TNF for 18 h. For insulin signaling assessment, nontreated or
uOC-treated (24 h, 20 ng/mL) cells were incubated (stimulated) or
not (basal) with 100 nM insulin for 5 min.

MC3T3-E1 cells were propagated in growth medium (alpha MEM,
1 mM sodium pyruvate, 10% FBS and 1% PS). After reaching confluence,
cells were cultured in osteogenic medium (growth medium supple-
mented with 50 pg/mL ascorbic acid and 10 mM p-glycerophosphate)
[52] for 14 or 21 days. To visualize mineralized nodules, cells were
fixed in formalin (10%) and stained with Alizarin Red S staining solution
[2% (w/v), pH 4.1 to 4.3].

2.4. Western blotting analysis

GLUT4, pAKT and AKT protein content was analyzed by Western
blotting as previously described [44]. For NFKB p65 subunit analysis, nu-
clear protein was extract as described earlier [19]. Reversible ponceau
staining was performed as protein loading control [53].

2.5. Reverse transcription quantitative real-time PCR (RT-qPCR)

Total RNA was extracted from tissues and cells with Trizol and
reverse transcribed. qPCR was performed using Powerup SYBR Green
on StepOne device (Applied Biosystems, Foster City, CA). The stability
of several reference genes, such as mouse beta actin (Actb),
glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase (Gapdh), and ribosomal
protein large PO (Rplp0), were tested with RefFinder, a web-based
tool. Among these genes, the most stable was Actb which was selected
for normalization in samples of adipose tissue, femur, skeletal muscle
and 3T3-L1 cells; and, Rplp0, for MC3T3-E1 cells. The primer sequences
of mouse genes are as described in Table 1.

2.6. Morphological analysis

Hematoxylin and eosin for histomorphometrical analysis of WAT
was performed as described [17].

2.7. Statistical analysis

All data are reported as means 4 SEM. Statistical analyses were per-
formed using one-way analysis of variance (ANOVA), followed by
Newman-Keuls as post hoc test. When applicable, Student's t-test or
Pearson's correlation were used.

3. Results
3.1. uOC ameliorates whole-body IR

To address the mechanisms of action of uOC in IR, obese mice
were treated by continuous infusion with uOC for 4 weeks. The
body measurements and biochemical/metabolic profile are show in
Table 2. Food and water ingestion did not change among groups
before or during the treatment. As expected, OB mice had increased
body weight (26%, P < 0.001 vs CTL), Lee Obesity Index (11%, P <
0.001 vs CTL), WAT weight (65%, P <0.001 vs CTL), plasma insulin
(5.7-fold, P < 0.05 vs CTL), and fructosamine (35%, P < 0.05 vs CTL),
but not plasma glucose when compared to CTL (Table 2).
Furthermore, OB mice developed IR as measured by reduction of
KITT in ITT when compared to CTL (66%, P < 0.001 vs CTL, Table 2).
Of note, uOC treatment resulted in reduced WAT weight (17%, P <
0.05 vs OB) but not in loss of body weight when compared to OB
mice. Moreover, uOC treatment did not reduce significantly the

plasma insulin or fructosamine levels, but it significantly ameliorat-
ed whole-body IR when compared to OB mice (2.3-fold, P < 0.05 vs
OB, Table 2).

3.2. uOC reduces IR and inflammation in adipose tissue

To investigate the mechanisms of the beneficial effect of uOC in obe-
sity and IR, we first assessed the expression of the insulin-regulated glu-
cose transporter GLUT4 in skeletal muscle and WAT. It is well known
that the downregulation of GLUT4 and its mRNA, the solute carrier fam-
ily 2 (facilitated glucose transporter), member 4, Slc2a4, is a hallmark of
IR [17,20,41]. The expression of either GLUT4 protein (Fig. 1B) or its
gene, Slc2a4 (Fig. 1A), showed no change in skeletal muscle of OB
mice when compared to CTL mice, pointing out that IR had not yet de-
veloped in that tissue. Conversely, WAT of OB mice showed reduced ex-
pression of GLUT4 protein (60%, P< 0.001 vs CTL, Fig. 1D), Slc2a4 (89%, P
< 0.001 vs CTL, Fig. 1C) and adiponectin gene, Adipoq (85%, P < 0.001 vs
CTL, Fig. 1E), besides reduced AKT phosphorylation in response to insu-
lin stimulation (48% vs stimulated CTL, P < 0.05, Fig. 1F); notably, uOC
treatment was able to recover significantly GLUT4 protein (Fig. 1D),
and Slc2a4 gene (Fig. 1C) expression, besides insulin-induced AKT phos-
phorylation (Fig. 1F), but did not exert any effect on Adipoq expression
(Fig. 1E).

Considering that obesity is a subchronic state of inflammation and
that anti-inflammatory treatments can improve IR [17,25,48], we next
investigated the effect of uOC in adipose tissue inflammation. As report-
ed earlier [17], visceral WAT of OB mice showed a substantial upregula-
tion of the expression of genes involved in inflammation, including
tumor necrosis factor, Tnf (6.1-fold, P< 0.001 vs CTL, Fig. 2A), interleukin
1 beta, Il1b (81.5-fold, P < 0.001 vs CTL, Fig. 2B), interleukin 6, II6 (15.4-
fold, P < 0.001 vs CTL, Fig. 2C), and chemokine (C-C motif) ligand, Ccl2
(4.8-fold, P<0.001 vs OB, Fig. 2D). Additionally, WAT of OB mice showed
increased expression of inflammasome transcriptional machinery, in-
cluding caspase 1, Casp1 (3.3-fold, P < 0.001 vs CTL, Fig. 2E) and NLR
family, pyrin domain containing 3, Nlrp3 (7.3-fold, P < 0.01 vs CTL,
Fig. 2F) genes. Interestingly, uOC treatment, in visceral fat depot of OB
mice, reduced substantially the expression of proinflammatory cyto-
kines, chemokine, and inflammasome-related genes, including the fol-
lowing: Tnf (2.4-fold, P < 0.05 vs OB, Fig. 2A), Il1b (20.1-fold, P < 0.001
vs OB, Fig. 2B), Il6 (3.1-fold, P < 0.001 vs OB, Fig. 2C), Ccl2 (2.1-fold, P <
0.001 vs OB, Fig. 2D), Casp1 (29%, P < 0.05 vs OB, Fig. 2E), and Nlrp3
(42%, P < 0.05 vs OB, Fig. 2F). Finally, consistent with previous report
[17], histological analysis of WAT from OB mice revealed the presence
of diffuse infiltration of lymphocytes, fibrosis and macrophage in
crown-like structures (CLS) (Fig. 2H). Of note, uOC treatment prevented
infiltration of lymphocytes and fibrosis, and reduced the density of mac-
rophage in CLS (Fig. 2I); however, uOC did not exert any effect on adipo-
cyte size from WAT (Fig. 2]). Surprisely, the expression of the adipogenic
transcriptional factor, sterol regulatory element binding transcription
factor 1 (Srebf1), was reduced in WAT of both OB (71%, P < 0.01 vs
CTL) and OB-OC (70%, P < 0.001 vs CTL) groups when compared to CTL
group (Fig. 2K).

3.3. uOC improves IR and inflammation in 3T3-L1 adipocytes

In order to confirm the beneficial effects of uOC on IR and inflamma-
tion found in WAT of obese animals, we investigated the effects of this
hormone alone or followed by TNF-a challenge in 3T3-L1 adipocytes.
Dose-response effect experiments showed that 20 ng/mL of uOC signif-
icantly increases the content of Slc2a4 mRNA (88%, P < 0.05 vs CTL,
Fig. 3A). We then tested if pretreatment with uOC would prevent TNF-
a-induced downregulation of Slc2a4/GLUT4 expression. We have previ-
ously demonstrated that 1 h-incubation with 40 ng/mL TNF-a increases
NFKB specific binding in Slc2a4 promoter resulting in reduced gene
transcription [19]. Here, our data show that 20 ng/mL TNF-a for 24 h
promotes significant reduction in the expression of Slc2a4 gene (60%,
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Table 1
Primer sequences for mouse genes used in RT-qPCR.

Gene NCBI accession number Primer pair sequences (5’-3') Reference
forward
reverse

Actb NM_007393 ACTGGGACGACATGGAGAAG
GGGGTGTTGAAGGTCTCAAA

Adipoq NM_009605 TGGATCTGACGACACCAAAA [17]
CGAATGGGTACATTGGGAAC

Bglap1 NM_007541 GAGGACCATCTTTCTGCTCACT
TCACTACCTTATTGCCCTCCTG

Casp1 NM_009807.2 GGACCCTCAAGTTTTGCCCT
CAGATCCTCCAGCAGCAACT

Ccl2 NM_011333.3 AGGCTGGAGAGCTACAAGAGG
GCTGAAGACCTTAGGGCAGAT

Gapdh NM_008084 GAAGGTCGGTGTGAACGGATT [17,18]
AAGACACCAGTAGACTCCACGA

Ggex NM_019802.5 GAGCAGTCTGGACAACCACA
GGTACTCTCCAGCAGGCAAC

Gprc6a NM_153071.1 ACGTCTTCATCACCACAAACC
TTGCATAAAAGGCAGTGATCC

111b NM_008361 GGGCCTCAAAGGAAAGAATC [17]
CTCTGCTTGTGAGGTGCTGA

116 NM_031168 CCGGAGAGGAGACTTCACAG [17]
TCCAGTTTGGTAGCATCCATC

Nfkb1 AY521463.1 CTGACCTGAGCCTTCTGGAC
GCAGGCTATTGCTCATCACA

Nirp3 NM_145827.3 CTGCACCCGGACTGTAAACT
ACCTCACAGAGGGTCACCAC

Ptprv NM_007955.3 CAGCTCTCCAGAGACCATCC
AACTCCTGGGAAAAGCCATT

Rplp0 NM_007475 CTGAACATCTCCCCCTTCTCC
ATCCCATATCCTCATCTGATTCC

Rela AF199371.1 GCAAGGGCATTATCGACTCT
CATAACGTTGCAGGAAGCTG

Slc2a4 NM_009204.2 CTGTGCCATCTTGATGACCGTG [18]
GTTGGAGAAACCAGCGACAGC

Srebfl type ¢ ATCGGCGCGGAAGCTGTCGGGGTAGCGTC [18,61]
ACTGTCTTGGTTGTTGATGAGCTGGAGCAT

Tnf NM_013693 GAACTGGCAGAAGAGGCACT [17]
GGTCTGGGCCATAGAACTGA

Vkrocl NM_178600.2 TTTGGTTGCCTGTTCTACACC
GCAACATCAGACCCACATTG

P <0.001 vs CTL, Fig. 3C), GLUT4 protein (47%, P < 0.05 vs CTL, Fig. 3D)
and Adipoq gene (67%, P < 0.001 vs CTL, Fig. 3B). Of note, uOC alone in-
creased the expression of Slc2a4 (71%, P < 0.001 vs CTL, Fig. 3C) and
GLUT4 (75%, P< 0.01 vs CTL, Fig. 3D); additionally, uOC was able to pre-
vent the negative effect of TNF-a on the expression of Slc2a4/GLUT4

(Fig. 3C and D). Although uOC alone increased Adipoq expression
(22%, P < 0.05 vs CTL, Fig. 3B), uOC pretreatment could not prevent the
downregulation of Adipoq by TNF-a in adipocytes (Fig. 3B). Interesting-
ly, uOC treatment for 24 h was able to increase AKT phosphorylation
after acute insulin stimulation (42%, P < 0.05 vs stimulated CTL,

Table 2
Body measurements and biochemical/metabolic profile of lean control (CTL), saline-treated obese (OB) and uncarboxylated osteocalcin-treated obese (OB-OC) mice.
CTL OB 0B-0C

Body weight before treatment (g) 413 £ 0.5 52.1 £ 0.9"* 51.6 + 1.0"**
Body weight after treatment (g) 431 4+ 0.6 54.5 £ 0.8 *** 53.8 + 0.8***
Lee obesity index (x 100) 336+ 03 374402 36.9 + 0.3
Food ingestion before treatment (g/day) 4.2+ 0.1 43402 4.6 4+ 0.1
Food ingestion during treatment (g/day) 43+ 0.1 45403 4.8 + 0.1
Water ingestion before treatment (mL/day) 51402 49+ 0.1 57+ 06
Water ingestion during treatment (mL/day) 52+0.1 52403 6.2 + 0.6
Absolute WAT weight (g) 0.74 £+ 0.40 1.22 4 0.05*** 1.01 & 0.05"*" #
Plasma uncarboxylated osteocalcin (ng/mL) 1.8 +£0.1 0.7 £ 0.1 2.0 + 0.1###
Plasma glucose (mmol/I) 894+ 1.0 103 £ 1.0 9.6 0.7
Plasma insulin (pmol/I) 139.6 +41.3 801.6 £ 193.0* 634.4 + 155.1
Fructosamine (pumol/l) 189.6 + 21.1 256.1 + 11,1* 228.7 +9.89
KITT (%/min) 21402 0.7 + 0.1%** 1.6 + 0.1#

Data are means + of SEM from 5 to 13 (morphologic parameters) and 4 to 9 (metabolic-hormonal parameters) animals. Weight of food and volume of water ingestion were measured
during 4 weeks before treatment (week 15 to 19) and during osteocalcin treatment (week 19 to 23). KITT, glucose disappearance constant from intravenous insulin tolerance test; WAT,
white adipose tissue. Data from blood glucose for KITT and plasma parameters were obtained from mice subjected to 4-hour food deprivation. *P < 0.05, ***P < 0.001 vs C, #P < 0.05 and

###P < 0.001 vs OB, ANOVA and Newman-Keuls post hoc test.
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Fig. 1. Effect of osteocalcin on Slc2a4/GLUT4 expression in skeletal muscle and WAT of obese mice, and in insulin signaling in WAT. Mice were separated into 3 groups: lean control
(CTL, white bars), saline-treated obese (OB, gray bars) and uncarboxylated osteocalcin-treated obese (OB-OC, black bars) mice. Relative expression of Slc2a4 (A) in skeletal muscle, and
Slc2a4 (C) and Adipoq (E) mRNA in adipose tissue normalized by Actb (RT-qPCR). Relative expression of GLUT4 protein in skeletal muscle (B) and WAT (D), and pAKT/AKT protein in
WAT (F) normalized by total protein analysis with Ponceau-stained membrane (Western blotting). In (B) and (D), 30 pg of protein was immunoblotted for GLUT4 protein, and in
(F) 30 pg, for pAKT/AKT. In (F), WAT was collected before (—) and after (+) 90s of 25 mU/g b.w. insulin injection in portal vein. Data are expressed as means + SEM of 4 to 10
animals per group. *P < 0.05, **P < 0.01 and ***P < 0.001 vs CTL, #P < 0.05 and ##P < 0.01 vs OB, TP < 0.05 vs basal within the same group, fP < 0.05 vs stimulated CTL, &P < 0.05 vs
stimulated OB; ANOVA and Newman-Keuls post hoc test. AU, arbitrary units.
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Fig. 2. Osteocalcin reduces inflammation in WAT. Mice were separated into 3 groups: lean control (CTL, white bars), saline-treated obese (OB, gray bars) and uncarboxylated osteocalcin-
treated obese (OB-OC, black bars) mice. Relative expression of Tnf (A), Il1b (B), Ii6 (C), Ccl2 (D), Casp1 (E), Nlrp3 (F) and Srebf1 (K) mRNA in adipose tissue normalized by Actb (RT-qPCR).
Histomorphometrical analysis of WAT (G, H, I, and ]). Photomicrographs of representative adipose tissue of lean control mice (G); saline-treated obese mice (H), arrows (—) indicate
hypertrophic adipocytes surrounded by crown-like structures, asterisk (*) indicates area of fibrosis and diffuse infiltrate of lymphocytes; and, uncarboxylated osteocalcin-treated obese
mice (I), arrow (—) indicate hypertrophic adipocytes partially surrounded by crown-like structures. Data are expressed as means + SEM of 4 to 7 animals per group. *P < 0.05, **P <
0.01, ***P < 0.01 vs CTL, #P < 0.05 and ###P < 0.001 vs OB; ANOVA and Newman-Keuls post hoc test.
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Fig. 3. Osteocalcin improves insulin resistance and inflammation in 3T3-L1 adipocytes. Relative expression of Slc2a4 mRNA in cells treated with 0.2, 2, and 20 ng/mL uncarboxylated
osteocalcin (A). Relative expression of Adipoq (B), Slc2a4 (C), Tnf (F), Ccl2 (G), Nfkb1 (H), and Rela (I) mRNA; relative expression of GLUT4 protein (D), and NFKB p65 subunit nuclear
protein (J) in cells untreated (CTL, white bars), treated with 20 ng/mL osteocalcin alone for 24 h (OC, light gray bars), treated with 20 ng/mL TNF-a alone for 24 h (TNF, dark gray
bars), or pretreated with 20 ng/mL osteocalcin for 6 h, followed by 20 ng/mL TNF-a for 18 h (TNF/OC, black bars). For RT-qPCR, results were normalized by Actb, and for Western
blotting, by total protein analysis with Ponceau-stained membrane. In (D) and (E), 30 pg of protein was immunoblotted for GLUT4, and pAKT/AKT protein, respectively; and, in (J), 20
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within the same group, &P < 0.05 vs stimulated CTL; Student's t-test (A and E), and ANOVA and Newman-Keuls post hoc test (B, C, D, F, G, H,  and J). AU, arbitrary units.
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Fig. 3 (continued).

Fig. 3E), showing that uOC is able to increase insulin sensitivity. P < 0.01 vs TNF, Fig. 3F), Ccl2 (31%, P < 0.05 vs TNF, Fig. 3G) and
We also found that uOC pretreatment prevented TNF-a-induced Nfkb1 (28%, P <0.05 vs TNF, Fig. 3H). Moreover, increased nuclear
inflammation in adipocytes by reducing the expression of Tnf (41%, content of NFKB subunit p65 was found in TNF-a induced cells
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(4-fold vs CTL, P < 0.001, Fig. 3]); nonetheless, uOC pretreatment
reduced the NFKB subunit p65 activation in TNF-a induced cells
(30% vs TNF, P < 0.05, Fig. 3]).

3.4. Reduced Bglap expression in femur of obese mice

Next, we investigated the expression of Bglap and enzymes involved
in osteocalcin carboxylation in femur. We found that Bglap gene is re-
duced in femur of OB mice (39%, P < 0.05 vs CTL, Fig. 4A), and that
Bglap expression in femur negatively correlates with body weight
(Pearson r = —0.673, P < 0.01, Fig. 4D) and WAT weight (Pearson r =
—0.5364, P < 0.05, Fig. 4E). Similarly, reduced circulating levels of uOC
was observed in OB mice (61%, P < 0.05 vs CTL, Table 2). Even though
the plasma uOC level was completely recovered after uOC treatment
(Table 2), uOC treatment did not recover Bglap expression in femur of
OB mice (Fig. 4A).

In respect of enzymes involved in osteocalcin carboxylation,
Ggex (Fig. 4B) and vitamin K epoxide reductase complex subunit
1 (Vkrocl) (Fig. 4C), the expression of Vkrocl gene was not
affected in femur of OB mice (Fig. 4C); nevertheless, uOC treatment
resulted in reduced Ggcx expression (22% vs CTL, 33% vs OB, P <
0.05, Fig. 4B).

3.5. Osteocalcin improves IR in bone of obese mice

Increased gene expression of osteoprotegerin (Opg) and
protein tyrosine phosphatase (Ptprv) in osteoblasts are indicative
of bone IR [15,55]. In femur of OB mice, the expression of Opg
and Ptprv increased (53 and 49% vs CTL, P < 0.05 Fig. 5A and B,
respectively), and phosphorylation of AKT induced by insulin
decreased (40% vs CTL, Fig. 5G). Together with this findings, the
reduced circulating levels of uOC (Table 2) points out to an increased
bone IR. In contrast, uOC treatment reduced the expression of Opg
(Fig. 5A) and Ptprv (Fig. 5B) to control levels, and recovered AKT
phosphorylation (Fig. 5G) showing improvement of bone IR by uOC
treatment in OB mice. Rankl expression did not change among all
groups (Fig. 5C).

Besides the role of osteocalcin in glucose metabolism, it has been re-
cently demonstrated in vitro and in vivo that GLUT4 contributes to
whole-body glucose clearance in osteoblasts [31]. To verify the partici-
pation of bone in glucose clearance, we investigated the expression of
Slc2a4/GLUT4 in femur. A qualitative comparison showed that the ex-
pression of GLUT4 protein in femur is much lower than in WAT
(Fig. 5D). Moreover, neither obesity nor uOC treatment affected the
Slc2a4/GLUT4 content in femur (Fig. 5E and F).

3.6. TNF-a induces inflammation in MC3T3-E1 osteoblasts but obesity does
not induce local inflammation in bone

To address the hypothesis that bone could be a site of inflammation
in obesity, we first treated MC3T3-E1 osteoblasts with different concen-
trations of TNF-a for 4 h and analyzed the expression of several genes in-
volved in inflammation. Successful in vitro mineralization could be
visualized with Alizarin Red S staining which specifically stains the ex-
tracellular calcium deposits in bright orange-red color (Fig. 6A). We ob-
served a dose-response effect of TNF-a on the upregulation of
inflammatory genes, including Tnf (4.4 to 7.3-fold vs CTL, P < 0.05,
Fig. 6B), 116 (2.8 to 3.4-fold vs CTL, P < 0.05, Fig. 6C), and Ccl2 (2 to 2.2-
fold vs CTL, P < 0.05, Fig. 6D). Additionally, all concentrations of TNF-a
downregulated the expression of Bglap (34 to 45%, P < 0.05, Fig. 6E). In-
terestingly, even though TNF-a-induced inflammation in MC3T3-E1, we
observed that inflammation-related genes, such as Tnf (Fig. 6F), Il1b
(Fig. 6G), Il6 (Fig. 6H), and Ccl2 (Fig. 6I) in femur were not affected by
obesity, which is a state of low-grade inflammation but did not induce
local inflammation in this tissue.

4. Discussion

One decade has passed since the discovery of osteocalcin as a bone-
derived hormone which exerts an important role in energy metabolism
[30]. Here we investigated the mechanisms involved in uOC improved
whole-body IR.

IR is not only a consequence of reduced insulin signaling but it is
also a consequence of reduced expression of the glucose transporter
GLUT4 [17,20,41], which mediates insulin stimulated-glucose up-
take in adipose tissue and skeletal muscle. In this respect, GLUT4-
null mice are insulin resistant and hyperglycemic [51,60], overex-
pression of GLUT4 increases glucose tolerance and insulin sensitivity
[47], and the recovery of GLUT4 expression clearly improves whole-
body IR [17,44]. Moreover, NFKB pathway links IR and inflammation
by not only interfering in insulin signaling [25,48], but also negative-
ly modulating the expression of Slc2a4/GLUT4 [7,18,19,44]. Here we
demonstrated that uOC improves whole-body insulin resistance by
having positive effects on WAT glucose metabolism, such as recover-
ing insulin signaling and Slc2a4/GLUT4 expression, and greatly re-
ducing inflammation, especially by interfering in the NFKB p65
activation. Additionally, according to our results, another mecha-
nism of uOC in improving IR is reducing the expression of
inflammasome machinery, which is reported to provoke obesity-
induced inflammation and IR [54].

The levels of plasma adiponectin, an adipocyte derived-hormone,
is decreased in obesity and type 2 diabetes mellitus (T2DM) [3,56].
Our data showed that uOC increased the expression of Adipoq in
3T3-L1 cells, as previously demonstrated [30]; however, in these
cells, uOC could not prevent the downregulation of Adipoq induced
by TNF-a. This mechanism could explain the absence of effect on
the expression of Adipogq by uOC in WAT of MSG OB mice, since
these animals have increased expression of TNF-a in WAT, as
reported here and elsewhere [17], and increased circulating levels
of TNF-a [17].

Although uOC improved IR and inflammation in adipose tissue,
and also reduced the size of this tissue, it did not change the size of
the enlarged adipocytes of obese mice. The enlargement of adipose
tissue can occur by hyperplasia (adipocyte number increase) and
hypertrophy (adipocyte size increase). During the progression of
obesity, it has been suggested that first adipose becomes hypertro-
phic and then triggers hyperplasia [13]. Considering that MSG OB
mice were already obese before the treatment, and that MSG OB
mice that is 4 weeks older than the MSG OB mice from the present
work [59], even though these animals have the same body weight,
that 4-week older MSG OB animals have an increase of 69% in fat
pad mass when compared to the MSG OB mice from the present
work [59], we can assume that in these MSG OB mice, obesity is in
a constant progress and, possibly, the 4-week uOC treatment had re-
duced the hyperplasia phase, resulting in a lower fat pad mass.

Moreover, molecular analysis revealed that the expression of Srebf1,
a transcriptional factor that even though is involved in adipogenesis,
was found to be downregulated in both OB and OB-OC animals.
Although it may seem contradictory, some studies have shown that
Srebf1 expression is decreased in adipose tissue of obese subjects
[12,46]. Downregulation of Srebf1 expression in obese state could be a
consequence of homeostatic mechanism of hypertrophic adipocytes to
prevent further enlargement.

As discussed above, the reduced expression of Slc2a4/GLUT4 in
both WAT and skeletal muscle is a hallmark of IR. Here we studied
the mechanisms of uOC improved-IR only in WAT since we did not
found any change in Slc2a4/GLUT4 expression in skeletal muscle of
23-week old MSG OB mice. On the other hand, older MSG OB mice
are also diabetic and have reduced GLUT4 content in skeletal muscle
[8,41,59]. This could partially explain why the development of
insulin resistance in obesity [42] and T2DM [23] is temporal and
tissue-specific. Additionally, since liver is also an important site for
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Fig. 4. Effect of obesity and osteocalcin treatment in the expression of Bglap and enzymes involved in osteocalcin carboxylation in femur. Mice were separated into 3 groups lean
control (CTL, white bars), saline-treated obese (OB, gray bars) and uncarboxylated osteocalcin-treated obese (OB-OC, black bars) mice. Relative expression of Bglap (A), Ggex (B), and Vkroc
(C) mRNA in femur, normalized by Actb (RT-qPCR). Data are expressed as means 4+ SEM of 5 to 8 animals per group. *P< 0.05 vs CTL, #P< 0.05 and vs OB; ANOVA and Newman-Keuls post
hoc test. Correlation of Bglap expression in femur and body weight (D), and WAT weight (E), Pearson correlation test.

IR, other studies should be addressed to unravel the molecular increased adiposity in bone marrow of obese mice [11]. Here we ob-

mechanisms of uOC in this tissue. served that TNF-a represses Bglap expression in osteoblasts. In light of
It is known that under certain conditions, osteoblasts can produce these evidences, it would be reasonable to think that bone could be a
proinflammatory cytokines [6,9], and that the imbalance between adi- site of inflammation in obesity, resulting in reduced osteocalcin secre-

pogenesis and osteogenesis of mesenchymal stem cells can result in tion. However, although our in vitro findings showed that TNF-a
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upregulates the expression of several cytokines and chemokines in
MC3T3-E1 osteoblasts, we demonstrated for the first time that the
expression of genes involved in inflammation is not increased in
bone of obese mice, strongly suggesting that obesity does not induce
local inflammation in bone.

In opposite to the OC knockout mouse model that showed
increased insulin resistance [30], the OC knockout rat model showed
increased insulin sensitivity [29]. Besides, the role of osteocalcin
in glucose metabolism in humans is still unconclusive. While a
retrospective cohort study showed no association between
baseline osteocalcin levels and the development of T2DM [22],
several clinical studies supports osteocalcin exerts beneficial effects
on glucose metabolism [1,24,26-28,32,43,57,58]. Additionally, a
meta-analysis, which included 39 studies involving 23,381
participants pointed out that both uOC and total OC are negatively
correlated with fasting plasma glucose and glycated hemoglobin
Alc [32]. However, only few of the above-mentioned studies
specifically analyzed uOC levels in circulation [24,32,58]. Notably,
our findings showed that OB mice have reduced levels of plasma
u0C, and that Bglap expression in femur is negatively correlated
with body weight and WAT weight. Reduced circulating uOC in OB
mice could be a consequence of reduced Bglap expression observed
in femur and increased IR in bones. In this respect, the higher expres-
sion of Opg and Ptprv genes observed in femur of obese mice together
with reduced insulin signaling highlights the presence of bone IR in
our animal model.

Opg encodes osteoprotegerin (OPG), a secreted factor that
prevents the binding of RANKL, a cell membrane protein, to RANK,
an osteoclast membrane receptor, resulting in inhibition of bone re-
sorption. It is known that insulin inhibits Opg expression in osteo-
blasts favouring osteoclast differentiation [15], and consequently
bone resorption which is facilitated by local acidification. Because
low pH is necessary for protein decarboxylation outside the cell,
the literature points out that osteocalcin decarboxylation is a result
of osteoclast activity stimulated by insulin signaling in osteoblasts
[15,55].

Ptprv, also known as Esp, encodes the osteotesticular protein tyro-
sine phosphatase (OST-PTP) in murine osteoblasts [36]. Knockout
mice Esp~/~ are protected from obesity and glucose intolerance; in ad-
dition, evidences show that OST-PTP negatively regulates the insulin re-
ceptor [15], and exerts a key regulation in post-translational -
carboxylation of osteocalcin [30].

Besides decreased insulin-induced AKT phosphorylation, we
found that both Opg and Ptprv are upregulated in bone of OB mice, in-
dicating bone IR in obesity, which would contribute to the reduced
circulating levels of uOC and whole-body IR found in OB mice.
Notably, our investigation also showed that uOC treatment not only
downregulated Ptprv and Opg expression to normal levels but also
increased insulin-induced AKT phosphorylation, highlighting that
uOC contributes to improve bone IR in OB mice. Additionally, uOC
reduced the expression of the enzyme involved in osteocalcin
carboxylation, Ggcx, in femur; therefore, this mechanism together
with improved IR in bones by uOC shows that adequate levels of
circulating uOC is important to maintain a proper release of uOC
from skeleton into the circulation, which in turn is essential for the
maintenance of glucose homeostasis.

Recently, it has been shown that the loss of GLUT4 specifically in
osteoblasts impacts whole-body glucose disposal [31], suggesting
that besides the secretion of uOC, the skeleton could directly contrib-
ute to the insulin induced-glucose clearance by GLUT4 modulation.
Here we investigated for the first time the impact of obesity in
Slc2a4/GLUT4 expression in bones and we did not find any change.
This finding suggests that, in our animal model, the contribution of
bones to whole-body IR is due not to the modulation of GLUT4 ex-
pression but to reduced secretion of uOC, which exerts positive ef-
fects on glucose metabolism.

Taken together, here we demonstrated that uOC improves whole-
body IR in obese mice by improving IR in: (1) WAT, by decreasing in-
flammation, increasing insulin signaling and upregulating Slc2a4/
GLUT4 expression, and (2) bone, by increasing insulin signaling, down-
regulating Opg and Ptprv expression, and consequently, increasing the
circulating levels of uOC.
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