UNIVERSIDADE FEDERAL DE SANTA MARIA
CENTRO DE CIENCIAS RURAIS

LABORATORIO DE BIOTECNOLOGIA E REPRODUCAO ANIMAL

PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM MEDICINA VETERINARIA

Matheus Colpo Spricigo

IMPACTO DA OSTEOCALCINA NA ESTEROIDOGENESE OVARIANA

Santa Maria, RS
2021



Matheus Colpo Spricigo

IMPACTO DA OSTEOCALCINA NA ESTEROIDOGENESE
OVARIANA

Dissertacao apresentada ao Programa de Pos-Graduagao
em Medicina Veterinaria, da Universidade Federal de
Santa Maria (UFSM, RS), como requisito parcial para
a obtengdo do titulo de mestre em Medicina
Veterinaria.

Orientador: Prof. Dr. Fabio Vasconcellos Comim

Santa Maria, RS
2021



This study was financied in part by the Coordenacdo de Aperfeicoamento de
Pessoal de Nivel Superior - Brasil (CAPES) - Finance Code 001

Spricigo, Matheus Colpo

Impacto da osteocalcina na esteroidogénese ovariana /
Matheus Colpo Spricigo.- 2021.

40 p.; 30 cm

Orientador: Fabio Vasconcellos Comim

Coorientador: Alfredo Quites Antoniazzi

Dissertacdo (mestrado) - Universidade Federal de Santa
Maria, Centro de Ciéncias Rurais, Programa de Pés
Graduacdo em Medicina Veterinaria, RS, 2021

1. Teca 2. Osteocalcina 3. Ovarios Bovinos 4.
Esteroidogénese 5. CYP17 I. Comim, Fabio Vasconcellos
II. Antoniazzi, Alfredo Quites III. Titulo.

Sistema de geracdo automdtica de ficha catalografica da UFSM. Dados fornecidos pelo
autor(a) . Sob supervisdo da Diregdo da Divisdo de Processos Técnicos da Biblioteca
Central. Bibliotecaria responsavel Paula Schoenfeldt Patta CRB 10/1728.

Declaro, MATHEUS COLPO SPRICIGO, para os devidos fins e sob as penas da

lei, que a pesquisa constante neste trabalho de conclusdo de curso
(Dissertacéo) foipor mim elaborada e que as informacdes necessarias
objeto de consulta em literatura e outras fontes estdo devidamente

referenciadas. Declaro, ainda, que este trabalho ou parte dele ndo foi
apresentado anteriormente para obtengdo de qualquer outro grau
académico, estando ciente de que a inveracidade da presente declaracéao
poderd resultar na anulacdo da titulacdo pela Universidade, entre outras
consequéncias legais.



Matheus Colpo Spricigo

IMPACTO DA OSTEOCALCINA NA ESTEROIDOGENESE OVARIANA

Dissertacdo apresentada ao Programa
de Pés-Graduagdo em Medicina Veterinaria,
da Universidade Federal de Santa Maria
(UFSM, RS), como requisito parcial para a
obtencdo do titulo de Mestre em Medicina
Veterinaria.

Aprovado em 25 de Agosto de 2021

o

A.' :“'..-c,&.\‘_ '\\} . (&,L,n_h__,

Fabio Vasconcellos Comim, Dr. (UFSM)
(Presidente/Origntador)

Valerio Valdetar Mm Portela Junior, PhD. (UFSM)

(Videoconferéncia)

Melissa Orlandin Premaor, Dr. (UFMG) (Videoconferéncia)

Santa Maria, RS
2021



AGRADECIMENTOS

A minha familia

A Universidade Federal de Santa Maria

Ao Programa de Pos-Graduacao de Medicina Veterinaria

Aos Orgaos financiadores CAPES, CNPq, FAPERGS, FAPESP e Finep, por proporcionarem
condicdes de trabalho e realizagcdo dos experimentos.

Aos meus professores, especialmente meu orientador Fabio Vasconcellos Comin pelos
ensinamentos e pela orientagdo e aos professores Alfredo Quites Antoniazzi e Valério Marques
Portela pelo conhecimento compartilhado.

A colega de orientagdo Lady, pelos ensinamentos, ajuda e comprometimento nesse trabalho
realizado. Muito obrigado!

Aos colegas de Pos-Graduagdo, Carolina, Daniele, Elisabeth, Igor, Julia, Leonardo, Manuela,
Mariani, Ricardo e Zigomar. Agradeco pelo conhecimento compartilhado e o convivio que
tivemos, ajudas nos experimentos e os varios momentos juntos nesses dois anos e meio.

A Todos Estagiarios e IC’s pela ajuda, responsabilidade e dedicagao.

A secretaria do PPGMYV Maria pela paciéncia € comprometimento com nosso atendimento.



“O mais competente néo discute,
domina a sua ciéncia e cala-se.”
Voltaire



RESUMO

IMPACTO DA OSTEOCALCINA NA ESTEROIDOGENESE OVARIANA

AUTOR: Matheus Colpo Spricigo
ORIENTADOR: Fébio Vasconcellos Comin

A osteocalcina ¢ conhecida como uma proteina 6ssea contendo acido gama-carboxi glutdmico
(BGLAP), ¢ um pequeno (49 aminoacidos) hormonio proteico nao-coldgeno secretado por
osteoblastos, geralmente relatado como um marcador de formagdo d6ssea. Mais recentemente,
outros papéis da osteocalcina na secre¢ao e sensibilidade a insulina foram sugeridos, embora seu
impacto na secre¢do de esterdides ovarianos permanega obscuro. Portanto, o presente estudo tem
como objetivo investigar a presenca do receptor de osteocalcina (GPCR6A) nas células da
granulosa e da teca do ovario bovino e o possivel efeito da osteocalcina sobre enzimas
esteroidogénicas. Nossos resultados indicam, pela primeira vez, a presenga do receptor
osteocalcina GPRC6OA nas células e testes da teca e sua auséncia ou muito baixa expressao nas
células da granulosa. Apos o tratamento com osteocalcina ndo carboxilada (100ng / ml), um
tamanho de efeito significativo nas principais enzimas esteroidogénicas (CYP17A1, CYP11Al)e
proteina (STAR) foi observado na primeira hora (mas ndo 24 horas) apenas na presen¢a de co-
tratamento com hormonio luteinizante (LH). Doses mais baixas de osteocalcina ndo carboxilada
(1 ng/ ml) ndo foram eficazes para influenciar essas enzimas. Embora limitados, nossos resultados
demonstram que parece haver alguma acdo da osteocalcina na primeira hora apos o tratamento,
aumento a expressao de mRNA em enzimas esteroidogenicas chaves como a STAR, CYP11Al e

CYP17A1 de forma sinérgica com o uso de LH (100 ng/ml).

Palavras-chave: Teca. Osteocalcina. Ovarios bovinos. Esteroidogénese. CYP17.



ABSTRACT

THE IMPACT OF OSTEOCALCIN ON OVARIAN STEROIDOGENESIS

AUTHOR: Matheus Colpo Spricigo
ADVISOR: Fabio Vasconcellos Comin

Osteocalcin, known as bone gamma-carboxy glutamic acid-containing protein
(BGLAP), is a small (49-amino-acid) noncollagenous protein hormone secreted by osteoblasts
usually reported as a marker of bone formation. More recently, other roles for osteocalcin in
insulin secretion and sensibility have been suggested, although its impact on the ovarian steroid
secretion remains obscure. Therefore, the present study aims to investigate the presence of
osteocalcin receptor (GPCR6A) in the granulosa and theca cells of the bovine ovary and the
possible effect of osteocalcin on steroidogenic enzymes. Our results indicate, for the firsttime,
the presence of the osteocalcin receptor GPRC6A in theca cells and testis and its absence or
very low expression in the granulosa cells. After treatment with non-carboxylated osteocalcin
(100ng/ml), a significant effect size on the key steroidogenic enzymes (CYP17A1, CYP11A1)
and protein (STAR) was observed in the first hour (but not 24-hour) only in the presence of co-
treatment with luteinizing hormone (LH). Lower doses of non-carboxylated osteocalcin
(Ing/ml) were not effective to influence these enzymes. Although limited, our results
demonstrate that there appears to be some action of osteocalcin in the first hour after treatment,
increasing mRNA expression in key steroidogenic enzymes such as STAR, CYP11A1, and

CYPI17A1 synergistically with the use of LH (100 ng/ml).

Keywords: theca, osteocalcin, bovine ovaries, steroidogenesis, CYP17
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1. INTRODUCAO

A esteroidegénese ovariana tem seu inicio nas células da teca onde ocorre a produgdo
de androgenos que tem seu final nas células da granulosa que devida a ag¢do de varias enzimas
acarreta na formacgdo dos estrogenos. O hormonio mais produzido nas células da teca ¢ a
androstenediona porém temos como o hormonio de maior relevancia reprodutiva a testosterona
(BURGER, 2002) essa que pode ser convertida tanto em testosterona na propria teca atraves de
isoenzimas 17B-hidroxiesteroide deidrogenase, ou em estrona nas células da granulosa pela

aromatase (CYP19A1) (SIMPSON et al., 1994).

Dentre os varios mecanismos que ocorrem nho sistema reprodutivo, o sistema gonadas
ossos vem crescendo muito em pardmetro de importancia pelas varias agdes enddcrinas
provenientes da osteocalcina. O sistema esquelético que € responsavel por aproximadamente
15% do peso corpora total (MIZOKAMI; KAWAKUBO-YASUKOCHI; HIRATA, 2017),
sendo até entdo considerado um 6rgdo de sustentacdo e estrutural, que apdia o movimento do
corpo e protege os Orgdos. Entretanto, um numero crescente de estudos tem mostrado que ele
também ¢ um 6rgdo com fungdes enddcrinas ativas, e tem como principais hormdnios para essa
acdo a Osteocalcina Nao carboxilada (LEE et al., 2007)e o fator de crescimento de fibroblastos

23 (SHIMADA et al., 2004).

A agdo da osteocalcina ¢ descrita como uma via de importancia para a fertilidade em
machos de camundongos, sendo sua acdo descrita tanto de forma direta, com a osteocalcina
agindo diretamente nas gonadas e favorecendo a ativacdo do fator de transcri¢ao
CREB(KARSENTY; OURY, 2014; OURY ef al., 2011), quando indiretamente por ter uma
acdo bastante importante na producdo de insulina nas células B pancreaticas(KARSENTY;
OURY, 2014).Porém, pouco se sabe da sua ac¢do na esteroidogénese ovariana e mais
especificamente nas células da teca. Fatores in vivo como peso do ovario, morfologia do ttero,
numero de foliculos e niveis circulantes de hormoénios esteroides foram avaliados em
camundongos sem haver diferengcas (OURY et al., 2011), mas estudos a nivel celular e em

espécies monovulatorias ndo sao relatados na literatura.

Qualquer que seja o tecido de ac¢do canonica da osteocalcina, ela precisa do receptor

acoplado a proteina G familia C grupo 6 membro A (GPRC6A). Esse receptor foi descrito em
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diversos tecidos e diversas espécies, sendo sua expressdo nos ovarios apenas retratado em

camundongos (CLEMMENSEN et al., 2014).

Levando em conta a hipotese de que osteocalcina possa também ter um papel na
producdo de androgénios ovarianos, conduzimos um estudo onde avaliamos inicialmente a
existéncia de receptores GPCRA6 de osteocalcina em células ovarianas bovinas, e ,
sequencialmente , realizamos o tratamento de células da teca bovina com doses fisiologicas e
suprafisologicas de osteocalcina ao longo de 24 horas analisando a expressao de genes chaves

da esteroidogenese e niveis de testosterona em meio de cultura.

2. HIPOTESE

A osteocalcina pode interferir na esteroidogenese ovariana (células da teca) através

de receptores GPRC6A.

3. OBJETIVOS E METAS A SEREM ALCANCADOS

3.1 OBJETIVOS GERAIS:

Avaliar o impacto do tratamento com osteocalcina (ndo-carboxilada) na nas

células da teca e sua a¢ao na esteroidogénese ovariana.

3.2 ESPECIFICOS:

° Comparar os niveis de androstenediona e testosterona produzidos por
células da teca bovina in vitro submetidas a tratamento com osteocalcina humana
(ndo-;carboxilada).

° Avaliar nas células esteroidogénicas a expressdao por RT-PCR de genes de

interesse (receptor androgénico, STAR, CYP11A1, CYP17A1) nas células da teca
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4. REVISAO DE LITERATURA

4.1 OSTEOCALCINA

A osteocalcina ¢ um pequeno peptideo composta por 46-50 aminoacidos variando de
espécie para espécie, sendo ele uma das proteinas sem coldgeno mais abundantes no 0sso
codificada pelo gene BGLAP e sintetizada principalmente pelos osteoblastos durante a
formacgao 6ssea (FERRON et al., 2008; HAUSCHKA et al., 1989). A osteocalcina € modificada
pos-traducdo em trés residuos especificos de glutamato, nas posi¢des 17, 21 e 24, por y-glutamil
carboxilase com vitamina K como cofator. Sendo essa modificacdo necessaria para que a
osteocalcina passe da forma de ndo osteocalcina carboxilada para osteocalcina carboxilada
(Figura 1) (HAUSCHKA et al., 1989; MIZOKAMI; KAWAKUBO-YASUKOCHI; HIRATA,
2017; MORRIS et al., 1995). Até o momento, apenas a ndo carboxilada foi relatada podendo
sinalizar como horménio (FERRON et al., 2008).

Figura 1 — Modificagdo pos-traducdo da osteocalcina.
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Fonte:(MIZOKAMI; KAWAKUBO-YASUKOCHI; HIRATA, 2017)

A osteocalcina nao carboxilada age se unindo ao receptor ligado a proteina G da familia
C grupo 6 membro A (GPRC6A) (DIAZ-FRANCO; LEON; VILLAFAN-BERNAL, 2019).

Independente do tecido que o GPRC6A ¢ expresso, onde ele ¢ funcionalmente ativo, ou
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expresso, ou apenas sendo descobertas algumas de suas fungdes, fica claro que varias célulase
tecidos precisam dessa proteina, como reportado por (PI et al, 2016), ratos que ndo
expressavam o gene GPRC6A no pancreas tinham menor conteudo de insulina, menor peso

pancreatico, menor numero de ilhotas pancreéticas, menor expressao de mRNA de insulina.

4.1.1 Funcoes enddcrinas da osteocalcina nao carboxilada

As fungdes endocrinas descritas da osteocalcina sdo varias, sendo elas a secrecdo de
insulina e proliferagdo de células B pancreaticas, também atua auxiliando a secrecdo de
adiponectina pelo tecido adiposo, melhorando assim a sensibilidade de insulina em
camundongos. Outra atuagdo que ja foi relatada da osteocalcina seria a redugdo de massa gorda
e aumenta o consumo de energia, pelo aumento da expressdo de alguns genes como a f3-
oxidacdo (Ppara e Foxa2) e na cadeia de transporte de elétrons (AtpSal, Atp5b, Mtdnd2, Cox
e Cycl). Essas foram as primeiras evidencias das funcdes da osteocalcina nos metabolismos

energéticos, lipidico e do carboidrato. (LEE et al., 2007).

No figado de camundongos, a osteocalcina regula positivamente a expressao de genes
antioxidantes, como Cat, Sod, e Gpx, que codificam a catalase, superoxido desmutase e a
glutationa peroxidase. Além disto, a osteocalcina também dimiui os trigliceridios e remove os
danos histologicos de figados de camundongos com doenga hepatica gordurosa ndo alcodlica

(DHGNA) (FERRON et al., 2012).

Na musculatura esquelética, a funcdo da osteocalcina apds se ligar ao seu receptor,
aumentar o catabolismo de acidos graxos e glicose durante o exercicio, que, enquanto isso
ocorre, 0o musculo libera interleucina-6, que modula a secre¢ao de osteocalcina ndo carboxilada
nos o0ssos, fazendo a quantidade de osteocalcina dobrar durante os exercicios, assim que a
insulina atinge seu ponto minimo e com isso aumentando a produ¢ao hepatica de glicose e de
acidos graxos nos adipdcitos. Sendo assim, a osteocalcina age na adaptacdo do corpo durante o

exercicio e auxilia a mantar a massa muscular (MERA et al., 2017).

A interacdo da osteocalcina pode ser possivel, pois foram identificados receptores
GPRC6A nos anéis aorticos de ratos, que se sugere que tenha um efeito vasodilatador, pelo

modulagdo de canais i0nicos, que gera hiperpolarizagdo dos miocitos (WEI et al., 2014).

No cérebro, a osteocalcina ndo carboxilada tem varios efeitos, tanto indiretos como
diretos, que inclui a sintese de hormonio do crescimento (GH). Ela também tem papel

fundamental na memoria, aumento ¢ diminuicao da ansiedade, onde foi identificado um novo
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receptor que pode se ligar a osteocalcina, o GPR158 (KHRIMIAN et al., 2017). Além disto, a
memoria e o aprendizado do animal parecem estar diretamente envolvidos com a osteocalcina,
especialmente pelo fato de que camundongos com baixos niveis de osteocalcina tem cérebros

consideravelmente menor, maior indice de ansiedade e declinio cognitivo (OBRI et al., 2018).

4.1.2 Funcao da osteocalcina no testiculo

A regulagdo da remodulacdo Ossea pelas gonadas ja é bem conhecida e por sua vez,
sugere que o osso também pode, por meio de uma fun¢do enddcrina, regulando metabolismo
energético e reproducao de forma coordenada. O eixo hipotadlamo-pituitario € a principal via
endocrina para a regulacdo da fertilidade do macho, no qual o LH favorece a biossintese de
testosterona, entretanto, sabe-se que a osteocalcina tem uma fung¢do fora desse eixo

(KARSENTY; OURY, 2014).

Nos testiculos, foi relatado em um experimento que a osteocalcina aumenta a produgdo
de cAMP (CREB) no testiculo. Isso sugeriu que, a acao da osteocalcina se da quando ela se liga
aos receptores GPRC6OA nas células de Leydig para induzir a sintese da testosterona (PI et al.,
2008), a ativagdo da CREB por sinalizagdo da osteocalcina favorece a expressao de enzimas
chave na biossintese de testosterona nas células de Leydig, como o 33-HSF, STAR,CYP11Al
e CYP17A1 (Figura 2) (OURY et al., 2011). A osteocalcina também age pelo eixo pancreas-
osso-testiculo que regula algumas fungdes reprodutivas masculinas através da insulina, fazendo
com que haja uma producdo de testosterona paralela e independente do eixo hipotalamo-

hipofise-testiculo (KARSENTY; OURY, 2014).
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Figura 2 — A¢do da osteocalcina no testiculo.
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4.2 CELULAS DA TECA E A ESTEROIDOGENESE

As células da teca sdo encontradas quando os foliculos apresentam duas ou mais camadas de
células da granulosa. As células progenitoras da teca indiferenciadas ndo expressam enzimas
esteroidogénicas nem receptores de LH, indicando que o inicio da diferenciacdo dessas células
¢ independente de gonadotrofinas (MAGOFFIN; WEITSMAN, 1994). Como as células da teca
sdo associadas somente com foliculos em crescimento, acredita-se que o proprio foliculo
produza fatores sinalizadores para o estroma recrutar células para a formagao da teca (YOUNG;

MCNEILLY, 2010).

Os hormonios esteroidogénicos sdo responsaveis pela regulagdo de varios processos
fisiologicos e de desenvolvimento, que dura desde a vida fetal até a adulta. Todos os hormdnios
esteroides sdo sintetizados a partir do colesterol. Com o isolamento de algumas das principais
enzimas da esteroidogénese foi possivel realizar a clonagem de muitos dos seus cDNAs e genes,
mostrando que havia menos genes que reagdes esteroidogénicas, com isso, foi descoberto que
uma mesma enzima faz a catalise de algumas reagdes em varios tecidos diferente onde ocorrem

as esteroidogéneses (MILLER, 1988).
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A esteroidogénese ovariana pode ser considerada mais complexa porque as etapas
enzimaticas sdo divididas por etapas em duas células diferente, sendo elas as células da teca e
da granulosa, que ficam envolta do odcito e formam o foliculo. Além disso, os padroes de
esteroidogénese variam durante o ciclo: o estradiol € o principal produto na fase folicular e a
progesterona ¢ produzida na fase lutea. Isso ocorre pelo fato das células da granulosa ndo

apresentarem a enzima CYP17A1 (VOUTILAINEN et al., 1986).

A sintese de androgénios ocorre em resposta a diversos estimulos. Em mamiferos, as
células da teca respondem positivamente em reposta ao pico de LH, estimulando a producao de
androgenos e a expressdo génica de StAR e de outras enzimas esteroidogénicas como
CYP11Al, HSD3B2 e CYP17A1 (BAIRD; SWANSTON; MCNEILLY, 1981; BAIRD;
SWANSTON; SCARAMUZZI, 1976; CAMPBELL; BAIRD; WEBB, 2004; MAGOFFIN;
WEITSMAN, 1993c, 1993a, 1993b; RONEN-FUHRMANN et al., 1998).

Ap0s o colesterol adentrar a célula, ele ¢ transportado para dentro da STAR)em resposta
ao pico de LH e entdo ¢ convertido para pregnenolona pela enzima CYP11A1 (MILLER;
GELLER; ROSEN, 2007). A pregnenolona, apos ser formada, pode ser transformada em P4
pela HDS3B2; além desta transformacdo, ela também pode ser convertida em 17a-

hidroxipregnenolona pela enzima CYP17A1 nas células da teca (STOKLOSOWA, 1989).

A CYPI1A1 ¢ uma enzima limitante para a produgdo de esteroides, por isso, a regulagdo dos
seus genes determina a capacidade quantitativa das células esteroidogénicas (MILLER;
GELLER; ROSEN, 2007). Enquanto a enzima CYP11A1l ¢ um regulador quantitativo da
esteroidogénese, o regulador qualitativo ¢ a enzima CYP17A1, que catalisa 17a-hidroxilase e
17,20-liase (AUCHUS; MILLER, 1999). Finalizando, isoenzimas da 17p-hidroxiesteroide

deidrogenase podem converter androstenediona em testosterona (SIMPSON et al., 1994).

4.3 RECEPTOR ACOPLADO A PROTEINA G FAMILIA C GRUPO 6 MEMBRO A
(GPRC6A)

A comunicacdo entre o interior e o exterior das células ¢ essencial para que ela
sobreviva. Uma classe essencial de proteinas, especializada para realizar a transdu¢do de um
sinal, sdo os receptores acoplados a proteina G (GPRCs). Sua familia contém mais de 800
subtipos em humanos. O GPRC classe C, grupo 6, membro A (GPRC6A) pertence aos GPRCs
ndo olfativos como parte dos receptores de classe C, que foi descrito pela primeira vez por

(WELLENDORPH; BRAUNER-OSBORNE, 2004).
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Sabe-se até hoje, que os tnicos ligantes a0 GPRC6A ¢ a osteocalcina e a testosterona
usando testes genéticos in vivo, porém, in vitro alguns outros ligantes ja foram encontrados. O
receptor € expresso em varios tecidos de animais, incluindo humanos, varia espécies de
chimpanzés e pequenos animais, incluindo cérebro, pulmao, bago, coragdo, rins, pancreas,
musculo esquelético, placenta, figado, ovario, testiculo, leucocitos, monécitos e adopocitos

(CLEMMENSEN et al., 2014).

Entretanto, o ortélogo do GPRC6A pode se localizar retido intracelularmente em alguns
animais, € em outros, como peixes, ¢ expresso na superficie celular. Essa retencao intracelular
ocorre em portadores de uma inser¢do/delecdo no exon 2, que faz acontecer um cédon de parada
mais cedo na sequéncia do receptor no amino acido que fica na posicao 57, levando a um
receptor ndo funcional. Isso é mais comum em populagdes da Europa, ja na Africa aparece uma
maior porcentagem de receptor funcional em suas populagdes, mas maiores estudos devem ser

feito para confirmar essa ultima afirmacao (JORGENSEN et al., 2017).

A funcionalidade do receptor GPRC6A pode ser dependente de algum mecanismo de
regulacdo exclusivo do tecido, o que também ocorre em outros receptores que tem fungdo e
expressdo especifica do tecido regulado por splicing alternativo (KATJA; EICHELBAUM;
BURK, 2004). O RNAm isoformel do GPRC6A ¢ altamente expresso no cérebro, musculo
esqueletico, testiculo e leucdcitos. Sua expressao ¢ mediana no figado, coracdo, rins e bago e
expresso pouco no pulmio, pancreas, adipocitos, placenta e ovario. Os isoformes 2 e 3 sdo
menos expressos (WELLENDORPH; BRAUNER-OSBORNE, 2004). Porém, como ja foi
comentado algumas func¢des da osteocalcina, nem sempre sua expressao génica esta diretamente
ligada com a importancia da a¢@o da ligacdo entre a osteocalcina e 0o GPRC6A, levando também
a considerar que possa haver algum outro receptor que possa se ligar a osteocalcina, para que

ela exerca sua func¢do no tecido em que se localiza o receptor.
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Abstract

Osteocalcin, also known as bone gamma-carboxy glutamic acid-containing protein
(BGLAP), is a small (49-amino-acid) noncollagenous protein hormone secreted by
osteoblasts usually reported as a marker of bone formation. More recently, other roles for
osteocalcin in insulin secretion and sensibility have been suggested, although its impact on
the ovarian steroid secretion remains obscure. Therefore, the present study aims to
investigate the presence of osteocalcin receptor (GPCR6A) in the granulosa and theca cells
of the bovine ovary and the possible effect of osteocalcin on steroidogenic enzymes. Our
results indicate, for the first time, the presence of the osteocalcin receptor GPRC6A intheca
cells and its absence or very low expression in the granulosa cells. After treatment with non-
carboxylated osteocalcin (100ng/ml), a significant effect size on the key steroidogenic
enzymes (CYP17A1, CYP11A1) and protein (STAR) was observed in the first hour (but not
24-hour) only in the presence of co-treatment with luteinizing hormone (LH). Lower doses

of non-carboxylated osteocalcin (1ng/ml) were not effective to influence these enzymes.

Osteocalcin represents a novel and intriguing molecule with a potential bone-gonadal
function. Evidence from the present study shows theca cells as the key effector of
osteocalcin, based on its impact on androgen machinery. Most importantly, this action of
osteocalcin is synergic and LH-dependent. Further studies in vitro and in vivo would clarify

the real role of osteocalcin on steroidogenesis.

Introduction

Osteocalcin is a bone-derived hormone originated by osteoblasts and which regulates bone
maturation. Osteocalcin exists in two forms: carboxylated (form less active and usually in
lower circulating levels ), and non-carboxylated osteocalcin, more active form and higher

levels in the blood. Both osteocalcins act through its specific receptor, the GPRC class C,
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group 6, member A (GPRC6A) who belongs to non-olfactory GPRCs as part of class C
receptors (CLEMMENSEN et al., 2014; DIAZ-FRANCO; LEON; VILLAFAN-BERNAL,
2019; FERRON et al., 2008; LEE et al., 2007), although some ligand action also occurs at
probable G-protein coupled receptor 158 (GPCR158). The main transcriptional effector of
GPCR6A is the CREB (1,4).

In the past few years, osteocalcin has gained attention due novel and remarkable endocrine
functions described, such as pancreatic insulin secretion, control of energy expenditure and
testicular androgen production. (FERRON et al., 2008; KARSENTY, 2017; LEE et al., 2007).
Previous studies specially in rodents and humans have also identified the presence of
osteocalcin receptors in the gonads, suggesting a new bone- metabolic -gonadal axis,
particularly in the male. Despite its intriguing connections, little is known about how
osteocalcin acts in the ovary, in special, at its different compartments (theca and granulosacell
layers).

Evidence from few studies in the literature has point out an important role ofosteocalcin in the
testis physiology. In the elegant study of Oury F et al (KARSENTY; OURY, 2014), testicular
explants cultured in medium from osteoblasts ( with osteocalcin) produced a significant
increase in testosterone secretion. Moreover, mice with the absence of the transcriptional
effector of osteocalcin, Creb (Creb Leydig—/—) exhibit reduced testis volume and lower quality
of sperm and testosterone levels. In the same study, mice ovaries explant cultured in medium
from osteoblasts exhibit a non significant increase in testosterone levels. Interestingly, female
transgenic mice (Ocn -/-) without osteocalcin have no changes in fertility or ovary morphology,
meaning that osteocalcin may be more important in the ovary as a co-factor. there is lack of
information about other possible roles of osteocalcin in other mammals or even at specific cells

of the ovary.
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The study proposal aims to explore, for the first time, the presence of osteocalcin receptor
(GPCRAV®6) and effects of non-carboxylated osteocalcin in the granulosa and theca cells from

bovine ovaries.

Material and Methods

Primary culture of bovine theca cells and treatment with osteocalcin

Ovaries from adult non-pregnant cattle were obtained from a Brazillian slaughterhouse
(Frigorifico Silva, Santa Maria, Rio Grande do Sul, BR). The theca cells were isolated by
ovaries with more than 10mm of diameter and apparently healthy, with good vascularization,
translucent follicular liquid, and residual CL (diameter with less than 1cm) or absent, lowering
the utilization of the atresic follicles. They were collected and transported in warm medium
(DMEM/F12 with Penicillin, 100 pg/ml, and Streptomycin, 0.5 pg/ml at 38°C) to the
laboratory, where the ovaries were dissected and large antral follicles isolated. Theca cell
isolation and culture procedures were performed as previously described, involving a series of
digestion and filtering steps (COMIM; HARDY; FRANKS, 2013; STEWART et al., 1995).
After isolated (and with a viability not inferior to 90% established by Trypan Blue method),
theca cells were plated at 38.5 °C and 5% CO2 at a density of 1.5 x 10° cells per 1.9 cm?.
Subsequently, the DMEM/F12 medium containing 1pg/ml Transferrin, 1 ng/ml Selenium, 1
pg/ml Linoleic acid, 100 UI/ml Penicillin, 100 pg/ml Streptomycin, 0.5 pg/ml Gentamicin) was
changed, and the theca cells were transferred to 96-plastic-well plates at density of 3 x 10 cells
per 0.33 cm? and treated with synthetic human decarboxylated osteocalcin (Osteocalcin-189H)
from Creative BioMart, New York, USA (with a concentration of 1 and 100 ng/ml) for 24 hour

. Samples were obtained at 1 and 24 hours.
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Primary culture and obtention of bovine granulosa cells.

The primary culture of granulosa cells will be the study model for evaluating the effects of
osteocalcin on ovarian steroidogenesis. The granulosa cells will be obtained from bovine
ovaries purchased from a local slaughterhouse. The ovaries will be collected in pairs and
previously selected with the presence of small CL (less than 1 cm in diameter) or absent,
containing, still, larger follicles of approximately 10 mm in diameter. The transport to the
laboratory will be carried out in 0.9% saline solution with penicillin (100 IU / ml) and
streptomycin (100 ugs/ml) at 22-25 ° C. Upon arriving at the laboratory, wash the ovaries in
saline solution, 70° alcohol and again in saline. Place 70% alcohol and warm saline in a water
bath to wash the ovaries upon arrival at the laboratory, approximately 30 min before the arrival
of the ovaries by heating the DMEN / F12 medium to 37 ° C for flushing and cell culture.
considering that the total time elapsed from the collection of the ovaries and the beginning of
the culture will not exceed 3 hours. After isolation by flushing with PBS, the cells will be
centrifuged at 200.g for 5 min with PBS solution three times and resuspended in 2ml of culture
medium containing DMEM-F12 supplemented with BSA (0.1%), insulin (10ng / mL),
androstenedione (10-7M), FSH (Ing / ml), penicillin (100UI / mL), streptomycin (100pg / mL)
and amphotericin. The cells will be filtered to then count and estimate cell viability using the
0.4% trypan blue stain. The cells will be grown at a density of 5x104 viable cells / well in

culture plates (96 wells) in the greenhouse at 390C and 5% CO2 for 12, 24, and 48 hours.

RNA quantification and RT-PCR

The total RNA of the theca and granulosa cells grown in vitro was obtained using Trizol® (Life
Technologies, Foster City, CA, United States), following the manufacturer’s instructions. After
that, the samples were treated with DNase I™ (Life Technologies, United States) and RNA

samples were quantified in a spectrophotometer NanoDrop (ND1000, Thermo Scientific) with
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a wavelength of 260nm. Total RNA (1pg) was treated with DNase™ (DNAse Amplification
Grade I - Invitrogen) at 370C within 5 minutes to digest any contaminating DNA. The reverse
transcription reaction to cDNA was performed according to the manufacturer's instructions
using the iScript cDNA Synthesis Kit™ (Bio-Rad). After obtained, cDNAs were kept in a —
20°C freezer until the gene expression was checked. Gapdh (NM_017008.4) was used as a
reference gene. Details of primers and genes of interest used in this study are disposed of in the

supplemental Table 1.

Table 1. Primers used in the study

Gene Sequence Reference or
accession number

GAPDH F: GATTGTCAGCAATGCCTCCT NM_017008.4

R: GGTCATAAGTCCCTCCACGA

CYP17A1 | F: CCATCAGAGAAGTGCTCCGAAT NM_174304.2

R: GCCAATGCTGGAGTCAATGA

STAR F: CCCAGCAGAAGGGTGTCATC Orisaka et al. (2006)

©)
R: TGCGAGAGGACCTGGTTGAT

CYP11A1 F: CTTGCACCTTTCTGGCTAGG Orisaka et al. (2006)

©)
R: AAGGGGAAGAGGTAGGGTGA

CYP19A1 F: GTGTCCGAAGTTGTGCCTATT NM_174305.1

R: GGAACCTGCAGTGGGAAATGA

GPRC6A F: GGAAUACAGUUCUGGGCATT Li et al. (2019) (10)

R: UUGCCCAGAACUGUAUUCCTT
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The qRT-PCR reactions were performed in duplicate in a total volume of 20 pL (including 10
ng of cDNA, 10 pL of TagMan Universal PCR Master Mix, and 1 Ip of the assays) and were
carried out on CFX384 real-time PCR systems (Bio-Rap) (Hercules, CA). The cycle conditions
were as follows: 50°C for 2 min, 95°C for 10 min, 45 cycles of 95°C for 10 s, and 60°C for 1
min. The data were analyzed using Bio-rap CFX Manager Software (version 3.0), and Ct values
were transformed to quantities using the comparative Ct method (DDCt, Life Technologies), as

previously described Serrano Mujica, 2017 (SERRANO MUIJICA et al., 2017).

Statistical Analysis

The statistical analysis and graphs were performed using the software GraphPad Prism 6.03
(GraphPad Software Inc., San Diego, CA). Comparisons among the two groups were performed
using Student’s t test. In the absence of a normal distribution, the data were analyzed using a
Mann-Whitney test. For the analysis of more than 2 groups having normal data distribution, the
ANOVA test was performed. Significance was assumed at p < 0.05. Additionally, data were
also analyzed by Cohen’s effect size analysis and effect size with Cohen’s d value of 0.8 and
above considered as large magnitude differences are reported. This analysis has been suggested

to the study of small sample sizes to reject the null hypothesis (PADMANABHAN et al., 2015)
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Results

GPRC6a mRNA are expressed in theca cells, but not in granulosa cells.

The theca cells and the granulosa cultures were based on previous protocols in vitro looking the
purity of both cells using Rt-PCR (RIGO et al., 2015). One of the established ways to exclude
co-contamination is the absence of CYP17A1 (P450c17) expression and the presence of
CYPI19A1 (aromatase) in granulosa cells cultured (or obtained from the follicular fluid) and the
opposite (presence of CYP17A1 and absence of CYP19A1) in theca cells culture.

As shown in Figure 1, just theca cells in culture expressed GPCR6A (bovine testis were used
as a positive control). No relevant expression for GPCRC6A was identified in granulosa cells
cultured or extracted from the follicular fluid of large follicles. The other receptor of
osteocalcin (GPCR158) was not observed neither in the theca nor in the granulosa cells (data
not shown).

Fig 1. Expression of GPCRAG6 in the bovine ovary: theca and granulosa cultivated cells

ladder | *GAPDH | GAPDH ' GPCR6A . GPCR6A GPCRBA ~ GAPDH
Testis Theca Testis Theca cells Granulosacells Granulosa

We cannot see an increase in GPCR6A expression in theca when treated with osteocalcin, since
the expression remained the same in the first hour, and this expression gets lowered 24 hours a

fter the treatment, this can be seen in the figure 2.
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Fig 2. mRNA of GPRC6A and GPCR158 in theca cultivated cells after non-carboxylated
osteocalcin treatment.
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Figure 3 exhibits the impact of non-carboxylated osteocalcin on steroidogenic enzymes. As can
be seen, a remarkable effect of osteocalcin is observed on CYP17A1, CYP11A1 and STAR,
key players in the beginning and development of steroid production. However, the increased
effect size was observed only at 1 hour after osteocalcin administration and in the presence of

co-treatment with LH.

Fig 3. m R N A e xpression of CYP17A1, CYP11A1 and STAR in the first hour and after
twenty-four after non-carboxylated osteocalcin in cultivated theca cells
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Discussion

Recent evidence shows clearly that the expression of the GPCR6A exists in the ovary and testis,
but all the studies are mainly focused on female mice or humans, and its expression is related
to the whole ovary. In our study, we explored for the first time the presence of GPCR6A and
GPCR158 in the two main compartments of the bovine ovarian follicle: the granulosa cells and
the theca cells. In addition, we showed that the bovine testis has a consistent expression of
GPCRA6 (CAMERINO et al., 2016; KARSENTY; OURY, 2014; OURY et al., 2011, 2013).

In the ovary, GPCR6A was identified only in theca cells of healthy follicles.

Following the receptor identification, we performed a functional analysis. In the absence of co-
treatment with LH, osteocalcin has no impact on the steroid machinery. These results agreed
with a novel transgenic mouse without osteocalcin receptor and which exhibits normal fertility
and gonadal function. Based on both results it is reasonable to assume that osteocalcin is not
essential to reproduction.

However, after treatment with osteocalcin (100 ng/ml) and LH we could observe a significant
increase in mMRNA CYP17A1, CYP11A1, and STAR genes in 1 hour. The meaning of these
results (more than ten times) needs to be better explored in future studies. Since the levels of
androgens in the cell culture medium were not addressed, which is a great limitation of our
study, this interesting finding should be put in perspective. Another limitation was based on the
absence of an evaluation of genes before 1 hour. Once GPCR6A activation can occur before its
10 or 20 minutes, is not possible to assume that osteocalcin was not able to stimulate its own
receptor.

Maybe, the most important aspect of this study was to show the remarkable stimulation of
steroidogenic enzymes and STAR with osteocalcin in the presence of a co-treatment with LH
in a monovulatory mammal. This new aspect may be considered a link between bone

metabolism and androgen secretion with potential applications to Medicine. Its relationship
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with metabolic disease (insulin resistance) and obesity may be better explored. Other relevant
considerations are related to the differences between carboxylated and non-carboxylated
osteocalcins. Is possible that the effects on the receptor may diverge between these two forms

of osteocalcin, which needs to be addressed properly.

Conclusions

To conclude, our preliminary results show for the first time the presence of mRNA of GPCRA6
in the bovine theca demonstrating in vitro a synergic effect of the non-carboxylated osteocalcin
with LH to increase the gene expression of the key steroidogenic enzymes (CYP17A1 and
CYPI11A1) and protein (STAR). Future research on this field needs to be performed to describe

more consistently the role of canonical and non-canonical pathways in the ovary.
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Legends

Fig 1. Expression of GPCRAG in the bovine ovary: theca and granulosa

This agarose gel electrophoresis of RT-PCR products shows the presence of GAPDH in all
types of cells studied, while GPCRA6 was mainly expressed in testis and theca cells, being
practically absent in granulosa cells.

Fig 2. Expression of GPRC6A and GPCRI158 in theca cells after non-carboxylated
osteocalcin treatment.

(A)GPRCOA gene expression did not reach a statistical difference after treatment with
100ng/ml of osteocalcin in 1 and 24 hour in the presence of LH, although a significant effect
size towards a reduction in GPCR6A was identified in theca cells culture without LH.

(B) No differences were observed regarding the expression of GPCR158 at 1 and 24 hours after
treatment with osteocalcin 100ng/ml

Fig 3. Expression of CYP17A1, CYP11A1 and STAR in the first hour and after twenty-
four after non-carboxylated osteocalcin

In (A) A significant effect size was observed in CYP17A1 of bovine theca cells 1 hour after
treatment with 100 ng/ml of non-carboxylated osteocalcin in the presence of LH. Similar figures
were identified with CYP11al (B) and the expression of STAR (C) with co-administration of
LH.

Table 1. Primers used in the study
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6. DISCUSSAO E CONCLUSOES

Nosso projeto experimental explorou as acdes reprodutivas da osteocalcina nao
carboxilada em ovario bovino. Parte da escolha deste modelo deveu-se ao fato dos bovinos
serem animais monovulatérios semelhantes aos humanos, e pela validagao do sistema de cultivo

de teca humana .

Inicialmente, foi identificado, pela primeira vez na teca bovina, a presenca do receptor de
osteocalcina o GPCRA®6. Estes resultados sao interessantes pois contrastam com a auséncia do

mesmo nas células da granulosa.

Foram testadas diferentes doses de osteocalcina, em concentragdes baixas (Ing/ml) e supra-
fisiologicas( 100 ng/ml) e comparando-os a estimulagdo com e sem hormonio luteinizante (LH).
Embora limitados, nossos resultados demonstram que parece haver alguma a¢ao da osteocalcina
na primeira hora ap6s o tratamento, aumento a expressao de enzimas esteroidogenicas chaves

como a STAR, CYP11A1 e CYP17A1 de forma sinérgica com o uso de LH (100 ng/ml).

Estudos futuros empregando osteocalcina carboxilada ou outros instrumentos como
bloqueadores farmacologicos ou moleculares (SIRNA, CRISPR) poderdo auxiliar no

entendimento do papel da osteocalcina na produgdo de androgénios pelo ovario.
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