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RESUMO 

 O diabetes mellitus (DM) é uma doença metabólica crônica, caracterizada 

principalmente pelo aumento de glicemia sanguínea e disfunção da insulina. Em 

resposta ao estado hiperglicêmico sistêmico persistente inúmeras complicações 

metabólicas e fisiológicas já foram bem caracterizadas. Entretanto, sua relação com 

a fragilidade óssea, déficits cognitivos e risco aumentado de demência ainda precisa 

ser melhor compreendido. Utilizando modelo de indução de hiperglicemia crônica em 

ratos Wistar pela administração de dose única i.p. de estreptozotocina (STZ - 55 

mg/kg), o impacto da hiperglicemia crônica no acoplamento endócrino osso-cérebro, 

análises histológicas, histomorfométricas e ultraestruturais foram realizadas no tecido 

ósseo. Assim como, a PCR em tempo real (qPCR) para determinação da expressão 

gênica e o estado de metilação dos genes codificadores das osteocinas (Fgf23, Ocn 

e Lcn2) e seus receptores (Fgfr1, Gpr6A, Gpr158 e Slc22a17) nos tecidos ósseo e 

encefálico. Os resultados obtidos neste estudo demonstraram que, a hiperglicemia 

crônica impacta negativamente na biologia óssea e compromete o equilíbrio do eixo 

endócrino osso-cérebro. No tecido ósseo, a desorganização ultraestrutural e a 

destruição do tecido de sustentação do incisivo mandibular foram acompanhadas pela 

hipometilação global do DNA e alterações na expressão gênica das enzimas 

modificadoras do DNA que foram acompanhadas por alterações no estado de 

metilação da região promotora das osteocinas Ocn e Lcn2 no fêmur. Adicionalmente, 

no encéfalo o estado hiperglicêmico crônico foi acompanhado pela modulação da 

expressão gênica das osteocinas Fgf23, Ocn e Lcn2 nas diferentes regiões avaliadas. 

Contudo, regulação transcricional mediada pela metilação do DNA foi observada 

apenas para os receptores das osteocinas, Fgfr1 no estriado e do Gpr158 no 

hipocampo. Cientificamente, este estudo é pioneiro em demonstrar que o estado 

hiperglicêmico crônico compromete o crosstalk entre o tecido ósseo e o cérebro, 

afetando principalmente o hipocampo, pelo silenciamento transcricional do receptor 

da Ocn, Gpr158. 

 

PALAVRAS-CHAVE: Osteocalcina; Lipocalina 2; FGF23; déficit cognitivo, eixo osso-

cérebro. 

 



ABSTRACT 

Diabetes mellitus (DM) is a chronic metabolic disease, mainly characterized by 

increased blood glucose and insulin dysfunction. In response to the persistent systemic 

hyperglycemic state, numerous metabolic and physiological complications have 

already been well characterized. However, its relationship to bone fragility, cognitive 

deficits and increased risk of dementia still needs to be better understood. Using a 

model of chronic hyperglycemia induction in Wistar rats by administering a single i.p. 

of streptozotocin (STZ - 55 mg/kg), the impact of chronic hyperglycemia on the bone-

brain endocrine coupling, histological, histomorphometric and ultrastructural analyzes 

were performed in the bone tissue. As well as real-time PCR (qPCR) to determine 

gene expression and methylation status of genes encoding osteokines (Fgf23, Ocn 

and Lcn2) and their receptors (Fgfr1, Gpr6A, Gpr158 and Slc22a17) in bone and brain 

tissues. The results obtained in this study demonstrated that chronic hyperglycemia 

negatively impacts bone biology and compromises the balance of the bone-brain 

endocrine axis. In bone tissue, ultrastructural disorganization, and destruction of the 

supporting tissue of the mandibular incisor were accompanied by global DNA 

hypomethylation and changes in gene expression of DNA-modifying enzymes that 

were accompanied by changes in the methylation status of the osteokine promoter 

region Ocn and Lcn2 in the femur. Additionally, in the brain the chronic hyperglycemic 

state was accompanied by modulation of gene expression of the osteokines Fgf23, 

Ocn and Lcn2 in the different regions evaluated. However, transcriptional regulation 

mediated by DNA methylation was observed only for the osteokine receptors, Fgfr1 in 

the striatum and Gpr158 in the hippocampus. Scientifically, this study is a pioneer in 

demonstrating that the chronic hyperglycemic state compromises the crosstalk 

between bone tissue and the brain, mainly affecting the hippocampus, through 

transcriptional silencing of the Ocn receptor, Gpr158. 

 

KEYWORDS: Osteocalcin; Lipocalin 2; FGF23; cognitive deficit, bone-brain axis 
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1. INTRODUÇÃO 

 

1.1. Diabetes Mellitus (DM) 

 

Caracterizada como uma síndrome metabólica de etiologia múltipla, o diabetes 

mellitus (DM) é marcado por um grupo heterogêneo de distúrbios metabólicos, 

resultante de um estado de hiperglicemia persistente que pode ser devido à falta de 

insulina e/ou pela resistência dos tecidos a ação hormonal da insulina  (JACOBS, 

1993) (MAĞECKI; SKUPIEő, 2008).  Em 2019, a população diabética mundial foi 

estimada em aproximadamente 387 milhões, destes, 80% localizados em países de 

baixa e média renda (Fig.1) e crescente aumento da proporção em grupos etários 

mais jovens (Nam Han Cho et al., 2017) (ATLAS, 2019).  

 

Figura 1 - Número total estimado de adultos com diabetes em 2019. 

 

Fonte: Adaptado de Atlas, 2019.  

 

Estimativa global apontam a ocorrência de um aumento de 69% no número de 

adultos com DM em países em desenvolvimento e de 20% nos países desenvolvidos. 

Em 2000 a população de adultos com diabetes era de 151 milhões. Em 2009, a 
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população foi para 285 milhões, representando um aumento de 88%. Nos dias atuais, 

calculamos que 9,3% (463 milhões de pessoas) dos adultos com idade entre 20 e 79 

anos vivem com diabetes. Há uma década, em 2010, a projeção global para diabetes 

em 2025 era de 438 milhões. Em 2020, faltando ainda mais cinco anos, essa previsão 

já foi superada em 25 milhões e temos mais de 463 milhões de diabéticos no mundo 

(Fig. 2) (ATLAS, 2019). 

 

Figura 2 - Número estimado de adultos com diabetes. 

 

Fonte: Adaptado de Atlas, 2019.  

 

Este fato fez com que a Organização Mundial da Saúde (OMS) e o Plano de 

Ações Estratégicas para o Enfrentamento das doenças crônicas não transmissíveis 

(DCNT) identificasse o DM como uma das quatro DCNTs prioritárias para intervenção 

(ISER et al., 2015) (NAM HAN CHO (CHAIR) ET AL., 2017). No Brasil, dados da 

Pesquisa Nacional de Saúde (PNS) mostram que cerca de 9,2 milhões de brasileiros 

foram diagnosticados com DM, sendo crescente a prevalência com o aumento da 

idade (COUTINHO; SILVA JÚNIOR, 2015) (COSTA et al., 2017). É importante 

ressaltar que a população diabética e a prevalência desta doença vêm aumentando 

exponencialmente em vários países, representando um importante problema de 

saúde pública devido ao elevado índice de despesa relacionado as despesas de 
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saúde, sendo o Brasil com maior índice de gastos com saúde relacionado ao diabetes 

do mundo, ficando atrás apenas dos Estados Unidos e China (Fig.3) (ATLAS, 2019). 

 

Figura 3 - Despesas totais com saúde relacionadas à diabetes (US $) entre adultos (20-79 anos) com 

diabetes em 2019. 

 

Fonte: Adaptado de Atlas, 2019.  

 

Segundo o comitê executivo para diagnóstico e classificação do DM da 

ñAmerican Diabetes Associationò (Classification and Diagnosis of Diabetes: Standards 

of Medical Care in  Diabetes-2020.,ò 2020) e o Consenso Brasileiro sobre Diabetes 

(ISER et al., 2015), a síndrome pode surgir de forma secundária devido a destruição 

das ilhotas pancreáticas por doenças sistêmicas (MOREIRA; GUNDIM; MEDEIROS, 

2018) ou por defeitos genéticos e funcionais que comprometam a secreção da insulina 

pelas c®lulas ɓ pancre§ticas ou afetem a a­«o da insulina (DIB, 2006). No entanto, as 

formas mais comuns de DM resultam de alterações primárias no sistema sinalizador 

deste hormônio, sendo as formas mais frequentes o diabetes tipo 1 e o diabetes tipo 

2, anteriormente caracterizados como ñdependente de insulinaò e ñn«o dependente de 

insulinaò, respectivamente (GROSS et al., 2002).  

Segundo o Centers For Disease Control And Prevention (CDC) dos Estados 

Unidos, mais de 34 milhões de americanos foram diagnosticados com DM no ano de 

2019, o que significa aproximadamente 1 a cada 10 cidadãos (ATLAS, 2019). Destes, 

90-95% correspondem ao tipo 2 e apresentam os fatores genéticos e ambientais como 
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estilo de vida, sobrepeso, sedentarismo, tabagismo e má alimentação relatados como 

as principais causas (CHATTERJEE; KHUNTI; DAVIES, 2017). Esta condição 

metabólica geralmente resulta de graus variáveis de resistência tecidual à insulina e 

de uma defici°ncia relativa na secre­«o do horm¹nio pelas c®lulas ɓ (MALECKI; 

KLUPA, 2005) (HECKMAN; WEIL; GONZALEZ DE MEJIA, 2010) (FLETCHER; 

GULANICK; LAMENDOLA, 2002), sendo os níveis de glicemia normalmente 

controlados através de dieta apropriada e/ou agentes antidiabéticos orais 

(KOWLURU; ODENBACH, 2004). Como principais sintomas atribuídos ao DM2 

podemos citar a hiperglicemia, poliúria, visão embaçada, sede constante, demora na 

cicatrização, e a priori não são insulino dependentes (MALECKI, 2005). 

O DM1 é caracterizado por uma severa ou total ausência de insulina, 

comumente associada a destruição das células beta do pâncreas, usualmente por 

processo autoimune (forma autoimune; tipo 1A) ou menos comumente de causa 

desconhecida (forma idiopática; tipo 1B) (ACHARJEE et al., 2013). Tem sido sugerido 

que o caráter hereditário do DM1 está relacionado com a expressão de genes 

reguladores da produ­«o de anticorpos contra c®lulas ɓ pancre§ticas (Moore et al., 

2009). Na forma autoimune há um processo de insulite e estão presentes auto 

anticorpos circulantes contra descarboxilase do ácido glutâmico, contra ilhotas e 

contra a insulina (GROSS et al., 2002). A forma idiopática do DM1 é caracterizada 

pela ausência tanto de insulite como dos anticorpos relacionados ao diabetes 

autoimune com instalação e evolução mais abrupta  (IMAGAWA et al., 2000). O DM1 

é responsável por cerca de 5% a 10% de todos os casos de DM e afeta geralmente 

pessoas jovens. Dentre os sintomas apresentados pelos pacientes portadores de 

DM1, podemos destacar a letargia, hiperglicemia, poliúria, sede constante, fraqueza, 

perda de peso e possuem como característica serem insulino dependentes 

(GILLESPIE, 2006).  

As principais complicações relacionadas ao DM associadas a morbidade e 

mortalidade estão relacionadas ao desenvolvimento das vasculopatias (WINER; 

SOWERS, 2004) que podem ser divididas em microvasculares (retinopatia, nefropatia 

e neuropatia central e periférica), as quais predispõem as complicações 

macrovasculares (doença coronária, doença vascular periférica, infarto e disfunção 

cognitiva) (BROWNLEE, 2001) (WIROSTKO; WONG; SIMÓ, 2008) (BIESSELS; 

DESPA, 2018). Estas complicações vasculares são observadas na maioria dos 

pacientes diagnosticados com DM no primeiro ano, quando os níveis de glicose 
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sanguínea não foram precocemente controlados. Por outro lado, com o rigoroso 

controle das concentrações de glicose sanguínea, as complicações são geralmente 

25 anos após o diagnóstico (GERSTEIN et al., 2008) (NATHAN et al., 1993). Esta 

discrepância entre controle glicêmico e a incidência da gravidade de complicações 

diabéticas pode ser explicada pelo conceito de "memória metabólica" (NATHAN et al., 

2005), onde o estado hiperglicêmico crônico induz efeitos deletérios de longa duração, 

que não podem ser revertidos a menos que o controle glicêmico seja iniciado nos 

estágios mais precoces da doença (CERIELLO; IHNAT; THORPE, 2009).  

 

1.2. Hiperglicemia e seus efeitos deletérios 

 

Os efeitos deletérios da hiperglicemia crônica relacionados as complicações 

vasculares do DM podem ser causados por quatro mecanismos bioquímicos 

principais, sendo eles: o fluxo aumentado da via do Poliol; a formação aumentada do 

produto final de glicação avançada (AGE); a ativação das isoformas da proteína 

quinase C (PKC) e o aumento do fluxo da via da hexosamina (Fig.4) (BROWNLEE, 

2001) que podem culminar na produção de espécies reativas de oxigênio (EROs), 

oxidação de proteínas, inativação de enzimas (citosólicas e mitocondriais), alterações 

no sistema de defesa antioxidante, e disfunção mitocondrial (BROWNLEE, 2001) 

(FOLMER; SOARES; ROCHA, 2002) (MUKHERJEE et al., 1998).  

 

Figura 4 - Mecanismos de toxicidade induzidos pela hiperglicemia. 

 

Fonte: Adaptado de Brownlee, 2001. 
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A contribuição da Via do Poliol para complicações diabéticas pode atuar de 

forma local e tecido dependente. Uma vez que em um ambiente hiperglicêmico, o 

aumento da glicose intracelular resulta na conversão enzimática aumentada da 

glicose em Sorbitol pela ação da enzima aldo redutase, que utiliza o NADPH como 

cofator (BROWNLEE, 2001). Em etapa seguinte, o Sorbitol pode ser oxidado a frutose 

pela enzima Sorbitol desidrogenase que será fosforilada a frutose-6-fosfato que 

quando metabolizada a 3-deoxiglicosona, gera um composto reativo que contribui 

para a formação de AGEs  (SZWERGOLD; KAPPLER; BROWN, 1990). Desta forma, 

o aumento da via do Poliol pode alterar o equilíbrio osmótico Celular, pela produção 

do Sorbitol e diminuir a disponibilidade intracelulares do NADPH, levando  a um estado 

de estresse oxidativo (BROWNLEE, 2001).  

Estudos tem mostrado que a ativação persistente dos membros da família das 

PKCs (proteínas quinases C) em consequência da hiperglicemia crônica resulta da 

síntese de novo do segundo mensageiro lipídico diacilglicerol (DAG) devido ao 

aumento do intermediário gliceraldeído-3-fosfato desidrogenase que pode ser 

decorrente da inibição da enzima gliceraldeído-3-fosfato desidrogenase provocada 

pela ação das EROs  (INOGUCHI et al., 2003) ou também, como resultado do 

aumento da via do poliol (BROWNLEE, 2001). Também existe relato que a ativação 

das PKCs pode ser em razão da interação dos AGEs gerados pela hiperglicemia com 

seus receptores de membrana (RAGEs) que ativa o fator de transcrição pleiotrópico 

NF-əB que induz a express«o de numerosos genes pr·-oxidantes (INOGUCHI et al., 

2003) (TOTH et al., 2008).  

Os AGEs fazem parte de um grupo de moléculas heterogêneas que podem ser 

produzidos pela glicação não enzimática de substratos proteicos, lipídicos como 

também de ácidos nucleicos. Sua produção pode ser influenciada tanto pelo estado 

hiperglicêmico como pelas EROs (BAYNES; THORPE, 1999), sendo hiperglicemia 

intracelular o evento inicial primário da sua formação (DEGENHARDT; THORPE; 

BAYNES, 1998) que podem ser formados pela auto oxidação intracelular de glicose 

em glioxal (WELLS-KNECHT et al., 1995), pela decomposição do produto Amadori 

(adutos de lisina 1-amino1-desoxifrutose derivados de glicose) em 3-desoxiglucosona 

ou pela fragmentação de gliceraldeído3-fosfato e fosfato de dihidroxiacetona em 

Metilglioxal (THORNALLEY, 1990). Em relação a patogênese das complicações 

relacionados ao DM, a importância dos AGEs foi comprovada em modelos animais 

que utilizaram inibidores específicos que bloquearam a formação de AGEs e 
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observaram a prevenção parcial das manifestações deletérias do DM (HAMMES et 

al., 1991) (NAKAMURA et al., 1997).  

Desvio do excesso de glicose intracelular para a via da hexosamina também 

pode causar várias manifestações de complicações diabéticas. Em relação ao 

aumento do fluxo da via das hexosaminas decorrente da hiperglicemia crônica, os 

efeitos deletérios estão relacionados principalmente com a ativação transcricional de 

genes relacionados ao desenvolvimento das complicações vasculares e/ou no 

desenvolvimento da resistência à insulina (GABRIELY et al., 2002). Neste sentido, foi 

demonstrado que o aumento da via glicolítica possibilita o aumento da formação da 

frutose-6-fosfato que serve como substrato para a enzima glutamina frutose-6-fosfato 

aminotransferase que converte a frutose-6-fosfato para glicosamina-6-fosfato, que 

então pode ser convertida a UDP-Nacetilglicosamina (UDP-GlcNAc). O aumento de 

UDP-GlcNac resulta na ativação do fator de transcrição Sp1, que promove a ativação 

da expressão do inibidor do ativador do plasminogênio (PAI-1), contribuindo para o 

comprometimento da fisiologia vascular (CHEN et al., 1998). Assim, a ativação da via 

da hexosamina por hiperglicemia pode resultar tanto em muitas mudanças na 

expressão gênica e como na função de que juntos contribuem para a patogênese do 

diabético complicações  (BROWNLEE, 2001).  

 

1.3. Tríade: Tecido ósseo, DM e Sistema Nervoso Central (SNC)  

 

O tecido ósseo é classificado como um tipo de tecido conjuntivo especializado 

constituído por uma matriz óssea; constituída predominantemente de colágeno tipo I, 

minerais (especialmente cálcio, fósforo e manganês) e células (osteoblastos, 

osteócitos e osteoclastos) (Fig. 5) que em conjunto com a cartilagem compõem o 

sistema esquelético (SARINHO; MELO, 2017). O tecido ósseo desempenha, além da 

função estrutural como sustentação, proteção dos órgãos e apoio aos músculos 

esqueléticos, um importante papel no equilíbrio metabólico, servindo como reserva 

iônica de cálcio e fosfato (TOKUHARA et al., 2019). Fisiologicamente, possui três 

principais tipos celulares: os osteoblastos, responsáveis pela neoformação do tecido 

ósseo; os osteoclastos, tipo celular responsável pela reabsorção óssea e por fim, os 

osteócitos, uma célula óssea madura que descende dos osteoblastos e desempenha 

um papel central na adaptação funcional do osso (AARDEN; BURGER; NIJWEIDE, 

1994). A ação em conjunto destes tipos celulares é extremamente importante para o 
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processo de remodelação óssea, cicatrização de fraturas, adaptação esquelética e 

homeostase do cálcio (FLORENCIO-SILVA et al., 2015).  

 
 
Figura 5 - Constituição do tecido ósseo. Representação gráfica dos diferentes tipos celulares e uma 
matriz mineralizada do tecido ósseo. 

 

Fonte: Adaptado de https://www.biologianet.com/histologia-animal/tecido-osseo.htm e 
https://anatomia-papel-e-caneta.com/tecido-osseo/osteoclastos-e-osteoblastos-3. Consultado em 27 
de julho de 2021. 

Além dos efeitos colaterais citados anteriormente, estudos têm demonstrado 

que pacientes com DM apresentam redução na resistência óssea, mudanças no 

metabolismo ósseo e maior risco de fraturas (NAPOLI et al., 2017). A fragilidade do 

tecido ósseo frequentemente observada em pacientes diabéticos já é considerada 

uma complicação patológica desta doença que acompanha os portadores do diabetes 

tipo 1 e tipo 2 (LECKA-CZERNIK, 2017). Embora a baixa densidade mineral óssea 

(DMO) observada no DM1 particularmente no quadril, seja fortemente associada à 

incidência de fratura (MARSHALL; JOHNELL; WEDEL, 1996) (LECKA-CZERNIK, 

2017), o DM2 está associado a DMO média ou alta, sendo a presença de 

complicações e o nível de controle glicêmico importantes fatores para o aumento no 

risco de fratura (SCHWARTZ, 2017).  

A fragilidade óssea não é resultante apenas da redução óssea massa mineral, 

mas também de alterações na microestrutura óssea e, eventualmente, nas 

propriedades intrínsecas do próprio tecido ósseo. Os mecanismos subjacentes à 

fragilidade óssea no DM são complexos e resultam da interação de vários fatores que 

https://www.biologianet.com/histologia-animal/tecido-osseo.htm
https://anatomia-papel-e-caneta.com/tecido-osseo/osteoclastos-e-osteoblastos-3
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apenas, em parte, são comuns entre DM1 e 2. No DM1 os baixos níveis de insulina e 

do fator de crescimento insulina símile-1 (IGF1) associado a hiperglicemia persistente 

afetam negativamente a função dos osteoblastos durante a formação do tecido ósseo 

comprometendo a formação da massa óssea (HOUGH et al., 2016). Por outro lado, 

no DM2 o prejuízo da saúde óssea ocorre nas fases posteriores da doença quando 

falta de insulina, toxicidade de glicose, fatores derivados de gordura, incluindo 

citocinas pró-inflamatórias e adipocinas levam a inibição da via Wnt e consequente 

perda de função mecanostática dos osteócitos, remodelação óssea e rede colágena 

(NAPOLI et al., 2014) (CIPRIANI et al., 2020). 

A hiperglicemia pode atuar por meio de vias não enzimáticas e induzir a 

formação de AGEs que agindo em conjunto aos níveis elevados de glicose sanguínea 

aumentam a expressão da proteína esclerostina, um inibidor da sinalização Wnt / ɓ-

catenina, exercendo efeitos negativos na formação óssea (KANG et al., 2015). O 

acúmulo de AGEs na matriz óssea pode aumentar a produção de EROs e mediadores 

inflamatórios e/ou fazer ligações cruzadas com proteínas colágenas afetando a 

estrutura e função óssea (SANGUINETI et al., 2014). Ainda, estudos in vitro 

mostraram que a exposição de osteoblastos primários humano aos AGEs reduz a taxa 

de mineralização por reduzir a expressão de proteínas relacionadas ao processo de 

mineralização como, fosfatase alcalina, osteocalcina e colágena tipo1 e induz 

osteoclastogênese, demonstrando assim o papel funcional dos AGEs no 

desenvolvimento de doenças ósseas (FRANKE et al., 2007) (SANGUINETI et al., 

2008).  

Especificamente, o DM1 afeta a produção de insulina e do IGF1 (Fator de 

Crescimento semelhante a insulina tipo 1), importantes hormônios pancreáticos que 

participam da diferenciação ativamente do metabolismo ósseo (LOCATELLI; 

BIANCHI, 2014) (CONTE; EPSTEIN; NAPOLI, 2018). Evidências experimentais 

confirmaram que a expressão dos receptores de insulina IRS-1 e IRS-2 são 

necessários para a proliferação, sobrevivência e diferenciação dos osteoblastos 

(FULZELE et al., 2010). Diferentemente dos efeitos catabólicos relacionados ao 

aumento das AGEs na matriz óssea. Várias linhas de evidências mostram que a 

insulina, além de controlar as concentrações de glicose sanguínea, também afeta o 

desenvolvimento ósseo e a fisiologia óssea, regulando a função de osteoblasto; Em 

concentrações fisiológicas, a insulina atua como um agente anabólico aumentando a 

taxa de proliferação de osteoblastos, síntese de colágeno, produção de fosfatase 
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alcalina e captação de glicose e inibe a atividade de osteoclastos (CONTE; EPSTEIN; 

NAPOLI, 2018). Em adição aos efeitos observados no tecido ósseo, é sabido que a 

hiperglicemia crônica também pode causar disfunções cognitivas, sendo o DM 

associado a diminuição na velocidade de processamento de informações, eficiência 

psicomotora, atenção, flexibilidade mental e percepção visual (KIM, 2019).  

No SNC, as células neuronais devido as suas características fisiológicas 

dependem da concentração extracelular de glicose para correta manutenção das 

funções celulares, visto que a reserva energética cerebral, o glicogênio, é 

extremamente baixa em condições de glicemia normais (WAITT et al., 2017) (RICH; 

HARRIS; BROWN, 2019). Em condições de hiperglicemia persistente, características 

comuns do DM, os níveis intracelulares de glicose no neurônio podem aumentar em 

até 4 vezes, fato este que podem alterar o metabolismo celular e levar ao neuronal, 

fenômeno conhecido como neurotoxicidade da glicose (TOMLINSON; GARDINER, 

2008). Além disso, a hiperglicemia ativa tanto o estresse oxidativo como vias 

inflamatórias que interagem promovendo dano neuronal e neuroinflamação (SABERI 

FIROUZI et al., 2018) (SANDIREDDY et al., 2014). Uma vez que o estresse oxidativo, 

disfunção mitocondrial (ISLAM, 2017), apoptose (GHAVAMI et al., 2014) e inflamação 

(XU; HE; BAI, 2016) são caminhos importantes no desenvolvimento e progressão de 

doenças neurodegenerativas, ainda não está bem estabelecido o envolvimento do 

tecido ósseo e se conectam aos mecanismos que desencadeiam os prejuízos 

cognitivos, especialmente na condição hiperglicêmica.  

Embora a ação do cérebro como um regulador da homeostase esquelética 

esteja bem estabelecida (ROUSSEAUD et al., 2016), a função do osso como um 

regulador 'aferente' crucial da função cerebral foi descrita recentemente (OTTO et al., 

2020) (ROUSSEAUD et al., 2016). Assim, como muitos outros órgãos, pode atuar 

como um órgão endócrino através da secreção de hormônios específicos, 

reconhecidos como "osteocinas", os quais fazem parte de um importante sistema 

endócrino, finamente interconectado com outros órgãos (MERA; FERRON; 

MOSIALOU, 2018) (HAN et al., 2018).  

Pesquisa tem demonstrado que as osteocinas secretadas pelo osso fazem 

parte de um importante sistema endócrino que é perfeitamente sintonizado para 

garantir o equilíbrio homeostático e a saúde. Derivado do osso, o fator de crescimento 

Fibroblástico 23 (FGF23) é uma glicoproteína de 32 kDa secretada principalmente por 

osteócitos e osteoblastos maduros (STEFANOPOULOS et al., 2020). Foi a primeira 
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molécula secretada pelo osso descrita com ação endócrina (URAKAWA et al., 2006) 

e desempenha papéis importantes na modulação da homeostase do fosfato, 

diminuindo os níveis séricos de fosfato inorgânico ao inibir a reabsorção renal 

(ROUSSEAUD et al., 2016) (HAN et al., 2018). Suprimi a síntese do hormônio da 

paratireoide (PTH) na glândula paratireoide, o que reduz os níveis circulantes de 

fosfato (Fig. 6) (BHATTACHARYYA et al., 2012).  

Sua ação se dá pela ligação aos receptores de fator de crescimento de 

fibroblastos cognatos (FGFRs; principalmente FGFR1 e 3) localizados nas 

membranas das células tubulares renais na presença do co-receptor obrigatório 

Klotho, uma proteína transmembranar tipo 1 expressa predominantemente nos rins 

(YU et al., 2005). Recentemente foi demonstrado que pacientes com DM apresentam 

concentrações séricas mais baixas de Klotho e FGF23 elevado, este dado sugere o 

envolvimento do sistema FGF23/Klotho como uma nova via fisiopatológica, a qual 

pode estar potencialmente envolvida na progressão e complicação desta doença 

(DONATE-CORREA et al., 2019)  

 

Figura 6 - Representação gráfica da ação hormonal do FGF23. 

 

 
Fonte: Adaptado de Han e colaboradores, 2018. 
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A regulação da ingestão de alimentos é uma função endócrina recentemente 

atribuída ao osso pela ação endócrina da Lipocalina 2 (LCN2), também conhecida 

como Lipocalina associada a neutrófilos gelatinase 2 (NGAL), é uma glicoproteína de 

25 kDa que foi identificada pela primeira vez como uma proteína de fase aguda 

armazenada e secretada por neutrófilos, a qual pertence a um grupo de 

transportadores de pequenas moléculas lipofílicas em circulação (ABELLA et al., 

2015). Inicialmente foi caracterizada como uma citocina derivada do tecido adiposo 

relacionada a indução da apoptose em células hematopoiéticas (DEVIREDDY et al., 

2001), transporte de ácidos graxos e ferro (CHU et al., 1998) (YANG et al., 2002), 

modulação da inflamação (COWLAND; BORREGAARD, 1997) e homeostase 

metabólica (YAN et al., 2007). 

Recentemente foi demonstrado que secretada pelos osteoblastos, a Lipocalina 

2 suprime o apetite ao se ligar ao receptor melanocortina 4 (MC4R) no hipotálamo. 

Também regula a tolerância a glicose, sensibilidade e secreção de insulina para 

manter homeostase da glicose (MOSIALOU et al., 2017). Ela também pode se ligar a 

dois outros receptores de superfície celular. O receptor megalina, também conhecido 

como proteína 2 relacionada à lipoproteína de baixa densidade (LRP2) expresso 

principalmente em células epiteliais absortivas, tem sido relacionado a regeneração 

de células renais (VINUESA et al., 2008) e o receptor 24p3R, também conhecido como 

transportador de soluto SLC22A17, expresso constitutivamente em níveis 

particularmente elevados nas células do epitélio renal, macrófagos, neutrófilos e em 

células do SNC como microglia, astrócitos e neurônios (BHUSAL et al., 2019b), tem 

sido relacionado a inúmeras doenças como o câncer pancreático (GOMEZ-CHOU et 

al., 2017), Pré-eclâmpsia (CAO et al., 2012) e infecção bacteriana (BETTEN et al., 

2018) (Fig. 7).  
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Figura 7 - Representação gráfica da ação hormonal da LCN2. 

 

Fonte: Adaptado de Han e colaboradores, 2018. 
 

A relação entre LCN2 com os distúrbios metabólicos e complicações 

neurológicas tem se mostrado de certa forma paradoxal. Em relação aos distúrbios 

metabólicos ao mesmo tempo que sua inativação em modelo murino levou à 

intoler©ncia ¨ glicose, resist°ncia ¨ insulina e disfun­«o das c®lulas ɓ pancre§ticas 

com redução da secreção de insulina (GUO et al., 2012). Seu papel pró diabético e 

pró obesogênico tem sido associado ao fato de que a inflamação metabólica em 

diferentes tecidos humanos e de roedores se correlacionam positivamente com a 

elevada concentração de LCN2 no plasma sanguíneo (BHUSAL et al., 2019b). 

Contudo, foi demonstrado recentemente que o aumento dos níveis circulantes de 

LCN2 melhora os par©metros metab·licos e promove a fun­«o das c®lulas ɓ em 

modelos de camundongos de fal°ncia das c®lulas ɓ, atuando como um fator de 

crescimento necessário para a adapta­«o das c®lulas ɓ a uma carga metab·lica mais 
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elevada, sendo sua regulação positiva um mecanismo de proteção para neutralizar a 

intolerância à glicose induzida pela obesidade, diminuindo assim a ingestão de 

alimentos e promovendo a proliferação adaptativa de c®lulas ɓ (MOSIALOU et al., 

2020). 

Outra osteocina de importante destaque é a osteocalcina (OCN), também 

conhecida como proteína óssea contendo ácido gama-carboxiglutâmico (BGLAP) é 

uma proteína de 6 kDa, que representa uma das proteínas ósseas não colágenas mais 

abundantes no osso (LIAN et al., 1989). Produzida preferencialmente pelos 

osteoblastos e ativada pela subcarboxilação pelos osteoclastos pela acidificação da 

matriz. No osso, regula a qualidade ·ssea alinhando a ñapatita biol·gicaò 

paralelamente às fibrilas de colágeno (KOMORI, 2020) e com ação endócrina, onde 

promove o aumentando a secreção de insulina, diminui a glicose plasmática e 

aumenta a sensibilidade à insulina e o gasto de energia (GARCÍA-MARTÍN et al., 

2013). Em sua forma ativada, subcarboxilada, provou ter várias funções endócrinas 

em diferentes tecidos, incluindo pâncreas, tecido adiposo, músculo, e fígado (Fig. 8) 

(BONNET, 2017) (SABEK et al., 2015).  

Em relação ao metabolismo da glicose a OCN, como a maioria dos hormônios 

peptídicos, medeia sua função através da ligação a um receptor acoplado à proteína, 

GPRC6A (ZOCH; CLEMENS; RIDDLE, 2016). Estudos tem mostrado que a OCN 

parece atuar diretamente nos adipócitos brancos aumentando a expressão da 

adiponectina, um hormônio que pode favorecer a sensibilidade periférica à insulina 

(YAMAUCHI et al., 2001), estimular a liberação de insulina e aumentar a sensibilidade 

a insulina no tecido adiposo e muscular (HILL et al., 2014). Também promove a 

biogênese mitocondrial em músculos (FERRON et al., 2010) e regula a produção e a 

liberação de FGF-21 pelo para controlar a homeostase energética sistêmica 

(KANAZAWA, 2017). 
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Figura 8 - Representação gráfica da ação hormonal da OCN. 

 

 

Fonte: Adaptado de Han e colaboradores, 2018. 
 

A osteocalcina subcarboxilada circulante, que é regulada pela insulina, atua em 

um loop feed-forward para aumentar a prolifera­«o de c®lulas ɓ, bem como a 

produção e secreção de insulina, enquanto o músculo esquelético e o tecido adiposo 

respondem à osteocalcina, aumentando sua sensibilidade à insulina (ZOCH; 

CLEMENS; RIDDLE, 2016). Sabendo que o DM em todas as suas formas é 

caracterizado pela perda do controle glicêmico desenvolvido em parte a partir da 

destruição das células b pancreáticas mediada pela autoimunidade (DM1) ou pela 

lipotoxicidade, lipotoxicidade e aumento da produção de pró-inflamatórios citocinas 

(DM2) (SABEK et al., 2015) e que a osteocalcina controle as principais alterações 

bioquímicas e metabólica associadas a fisiopatologia do DM, seu papel protetor na 

patogênese DM é reconhecido (DESENTIS-DESENTIS; RIVAS-CARRILLO; 

SÁNCHEZ-ENRÍQUEZ, 2020).  
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1.4. Eixo endócrino osso-cérebro 

 

Aparentemente é complicado visualizar a relação entre o cérebro e o osso, pois 

ambos parecem não se relacionar diretamente. Contudo, evidências clínicas e 

experimentais têm proposto uma dependência bilateral entre os órgãos. Se por um 

lado a ação do cérebro na homeostase e regeneração óssea de forma "eferente" 

esteja bem estabelecido (TAKEDA, 2011) (CHAMOUNI; SCHREIWEIS; OURY, 2015), 

a compreensão do efeito "aferente" do osso atuando ativamente na função cerebral 

está em constante evolução (YUAN et al., 2019b) (OTTO et al., 2020). Este 

acoplamento osso-cérebro é orquestrado por fatores secretados pelas células ósseas, 

também conhecidos por osteocinas (KIRK et al., 2020) (MILLAR; ANDERSON; 

OôSULLIVAN, 2019). Dentre os fatores secretados pelas células ósseas, a ação 

endógena da osteocalcina (OCN), do fator de crescimento de fibroblasto-23 (FGF23) 

e da lipocalina-2 (LCN-2) além de serem responsáveis pela manutenção do equilíbrio 

homeostático corporal, as osteocinas atuam como reguladores da homeostase do 

SNC e doenças neurodegenerativas (OTTO et al., 2020) (YU et al., 2020).  

Embora o uso destas proteínas como drogas para o tratamento de doenças 

neurodegenerativas ainda seja raro, estudos relacionados a metformina, 

natalizumabe e o acetato de glatirâmero indicaram que essas proteínas podem estar 

indiretamente envolvidas na terapêutica das doenças neurodegenerativas (YU et al., 

2020). Estudos em modelos in vivo tem demonstrado que o uso da metformina pode 

melhorar a perda de memória espacial (AHMED et al., 2017), reduzir comportamentos 

induzidos por estresse (MOSIALOU et al., 2017) e aliviar os sintomas relacionados no 

modelo de camundongo PD (KATILA et al., 2017), sendo estes efeitos relacionados 

com a melhora das funções osteogênicas o nível de expressão aumentado de OCN 

(LIU et al., 2019). Além disso, a droga também aumenta a sinalização de AMPK 

(SMIESZEK et al., 2018), um importante regulador do metabolismo energético do 

cérebro (GARZA-LOMBÓ et al., 2018), que está relacionado à cognição e 

coordenação motora (KOBILO et al., 2014).  

Adicionalmente, a terapia com o natalizumabe e o acetato de glatirâmero reduz 

os níveis elevados de LCN2 de pacientes com esclerose múltipla (AL-TEMAIMI et al., 

2017). Embora a produção de LCN2 seja predominantemente aumentada na 

esclerose múltipla e possa contribuir para a neurodegeneração por meio de vias 

dependentes da mielinização, seu uso como biomarcador ainda não é aceito (AL 
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NIMER et al., 2016). Esses fatos reforçam a teoria de que a modulação da 

concentração circulante das osteocinas decorrente ao uso de terapias farmacológicas 

possa atuar como um mediador chave na promoção de sinal neurotrófico 

influenciando de forma positiva as funções cerebrais (YU et al., 2020). 

No cérebro, a expressão do FGF23 foi identificada preferencialmente no núcleo 

talâmico ventrolateral (YAMASHITA; YOSHIOKA; ITOH, 2000), sendo o aumento de 

sua concentração associado a taxas mais altas de acidente vascular cerebral (ZHENG 

et al., 2020). Adicionalmente, evidências crescentes sugerem que o sistema endócrino 

FGF23-Klotho também tem um papel crucial na fisiopatologia dos distúrbios 

relacionados ao envelhecimento, sendo o nível plasmático elevado um preditor para 

demência e doença de Alzheimer (DA) (MCGRATH et al., 2019) (YU et al., 2020), bem 

como, para o baixo desempenho cognitivo em pacientes renais (DREW et al., 2014). 

O fato do FGF23 inibir a ramificação neuronal e aumentar a densidade sináptica em 

culturas primárias de células hipocampais fornecem uma base mecanística para o 

déficit de memória normalmente observados em pacientes que sofrem de doença 

renal crônica, caracterizada por níveis excessivamente elevados de FGF23 (HENSEL 

et al., 2016). Ainda, o próprio FGF23 circulante pode contribuir para a redução dos 

níveis séricos da proteína antienvelhecimento Klotho. Embora a literatura atual seja 

limitada, os resultados sugerem que os resultados negativos do envelhecimento 

cerebral em pacientes com níveis elevados de FGF23 podem estar relacionados ao 

desequilíbrio do sistema FGF23/Klotho (MCGRATH et al., 2019) (HANSON; FISHER; 

HOOPER, 2021).  

Em relação a OCN, além de seus efeitos periféricos mencionados acima, a 

OCN principalmente em sua forma não carboxilada, pode passar pela barreira 

hematoencefálica e se espalhar por todo o cérebro (SHAN et al., 2019). Se ligando 

especificamente em neurônios pode influenciar a síntese e sinalização de vários 

neurotransmissores. No tronco cerebral, a OCN foi detectada em neurônios 

serotonérgicos mediando a síntese de serotonina e ativando o potencial de ação pela 

indução do fluxo de cálcio. No mesencéfalo, se liga aos neurônios na área tegmental 

ventral (VTA) e facilita a síntese de dopamina. Ainda, no hipocampo, a OCN se liga 

ao receptor GPR158 dos neurônios da região CA3 para o estabelecimento, estrutura 

e função da regulação da memória através do inositol 1,4,5-trifosfato e do fator 

neurotrófico derivado do cérebro (BDNF) (ÇETEREISI et al., 2019) (SHAN et al., 

2019). 
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A base molecular das funções endógenas cerebrais é possível devido a 

presença de seus receptores no cérebro. Atualmente é conhecido a existência de dois 

receptores no cérebro, o GPR6A e o GPR158, podendo o nível transcricional do 

receptor GPR158 ser de 5 a 150 vezes maior que do receptor GPR6A no SNC (GUO 

et al., 2018).  

 Se por um lado a ação do FGF23 e da OCN nas funções cerebrais estejam de 

certa forma identificadas, para a LCN2, ainda pouco se sabe sobre os processos que 

envolvem sua ação, por quais células é produzida e/ou secretadas, bem como seu 

impacto na plasticidade e comportamento neuronal. É importante notar que assim 

como na resposta imune/inflamatória, no SNC as funções de LCN2 são igualmente 

controversas (FERREIRA et al., 2015). No cérebro, a expressão de LCN2 é descrita 

principalmente em resposta a uma lesão ou estado inflamatório (IP et al., 2011) 

(JIANG; CONSTANTE; SANTOS, 2008) (THOUVENOT et al., 2006). Contudo, sua 

expressão basal fisiológica foi identificada ocorrendo em regiões específicas do 

cérebro de ratos adulto. Particularmente, na maioria das regiões cerebrais os níveis 

de expressão gênica e proteica de LCN2 são baixos, exceto para o bulbo olfatório, 

tronco cerebral e cerebelo, onde os níveis são mais elevados (CHIA; DAWE; ONG, 

2011).   

Nos casos em que sua expressão é relacionada a lesão cerebral ou doenças 

instaladas no SNC, sua expressão é restrita apenas à região do cérebro afetada, 

predominantemente pelo endotélio cerebral e astrócitos. Enquanto seu receptor 

(24p3R) é expresso por neurônios, astrócitos e células endoteliais (JIN et al., 2014). 

Cabe ressaltar que a identificação precisa das células cerebrais que expressam, 

secretam e respondem a LCN2 ainda não foram claramente definidos. Dados 

controversos são relatados na literatura, onde a maioria dos autores foram incapazes 

de detectar a expressão de LCN2 por neurônios ou células microgliais no parênquima 

cerebral. Outros sugerem que, de fato, tanto os neurônios como as células microgliais 

são capazes de produzi-la (MARQUES et al., 2009).  

A presença e liberação de LCN2 por neurônios foi descrito em amostras de 

cérebro humano post-mortem de pacientes com AVC em comparação com o córtex 

contralateral e também em modelo murino de isquemia cerebral focal (XING et al., 

2014). Curiosamente, estudos in vitro mostraram que a expressão de LCN2 pelos 

astrócitos ocorre apenas quando estão reativos (Bi et al., 2013), corroborando com 

estudo in vivo que identificou sua expressão por astrócitos apenas em regiões do 
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cérebro doentes, sendo considerados os principais produtores de LCN2 no cérebro 

(BI et al., 2013) (CHIA; DAWE; ONG, 2011) (MARQUES et al., 2012). Sua secreção é 

considerada um dos mecanismos através pelos quais os astrócitos interagem com 

neurônios e regulam a homeostase neuronal, sendo esta relação concebível porque 

os neurônios expressam constitutivamente o receptor 24p3R (RATHORE et al., 2011) 

(IP et al., 2011).  

Ainda, os níveis de LCN2 foram relatados aumentados na barreira 

hematoencefálica em resposta à administração periférica de LPS (MARQUES et al., 

2009). Após a estimulação, a LCN2 é secretada pelos astrócitos que agem como um 

mediador autócrino para estimular os astrócitos circundantes e microglia, amplificando 

a resposta inflamatória (LEE et al., 2007) (LEE et al., 2009). Contudo, sua função 

deletéria ou protetora tem sido extensivamente estudada. Assim, o impacto preciso 

do LCN2 no SNC está longe de ser completamente desvendado. Contudo a ausência 

de um antagonista específico para LCN2 torna a tarefa de neutralizar os efeitos da 

LCN2 na progressão patológica de doenças neurológicas uma ação muito desafiadora 

e de grande importância, visto seu papel significativo nas funções cerebrais.  

 

1.5. Mecanismos epigenéticos e regulação da expressão gênica 

 

Recentemente com os avanços tecnológicos na área de biologia molecular e 

sequenciamento gênico, fortes evidências têm sido fornecidas para o papel da 

epigenética em diferentes processos biológicos. O termo epigenética foi introduzido 

inicialmente por Conrad Waddington no ano de 1940 para descrever as interações 

dos genes com o ambiente e sua relação com a expressão do fenótipo e recentemente 

reimpressa pelo International Journal of Epidemiology como o estudo das alterações 

na regulação gênica herdada mitótica e/ou meioticamente, as quais não envolvem 

mudanças na sequência de DNA (CT; MORRIS, 2001) (DUPONT; ARMANT; 

BRENNER, 2009)(WADDINGTON, 2012).  

Os mecanismos epigenéticos desempenham um papel fundamental nas 

funções celulares contribuindo nos processos de desenvolvimento além de 

influenciam nas redes de comunicação e sinalização celular. Assim, a manutenção do 

código epigenético é crítica tanto para a realização dos processos celulares básicos 

como também e em processos complexos como a diferenciação e funções cerebrais 

(ESLAMINEJAD; FANI; SHAHHOSEINI, 2013).  
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Entre os principais mecanismos de regulação epigenética, destacam-se as 

modificações químicas no DNA, como metilação e hidroximetilação de citosinas, 

modificações pós-translacionais das histonas (metilação, ubiquitinação, acetilação e 

fosforilação) e os micro RNAs (miRNAs) não codificantes (TOST, 2010). A metilação 

do DNA é um mecanismo epigenético, guiado pelas enzimas DNA metiltransferases 

(DNMTs), que consiste na adição covalente de um grupamento metil (CH3), doado 

pelo substrato S-adenosilmetionina (SAM), ao carbono 5ô de uma citosina que 

geralmente precede uma guanina (dinucleotídeo CpG), formando a 5-metil citosina (5-

meC) (SAWAN et al., 2008).  

Em mamíferos foram identificados cinco membros de DNMTs, as DNMT1, 2, 

3A, 3B e 3L, divididas em dois grupos. O primeiro grupo é formado pela DMNT1, que 

é denominada DNMT de manutenção, por apresentar alta afinidade por fitas de DNA 

hemimetilado, por este motivo, é responsável pela manutenção dos padrões de 

metilação do DNA durante a replicação. O segundo grupo, as DNMTs de novo, é 

representado pela DNMT3A e 3B, responsáveis pela ocorrência das ondas 

sequenciais de metilação de novo em regiões do genoma sem nenhuma indicação 

prévia de metilação (ATTWOOD; YUNG; RICHARDSON, 2002). Em contrapartida, o 

padrão de metilação do DNA pode ser perdido tanto passivamente, devido à inibição 

da atividade da DNMT de manutenção, ou, por processo ativo quando a 5-

metilcitosina é removida enigmaticamente. Embora os mecanismos de metilação do 

DNA estejam relativamente bem caracterizados, o mecanismo de desmetilação ainda 

não foi totalmente elucidado (GEHRING; BUBB; HENIKOFF, 2009). Neste sentido, 

os estudos apontam para uma família de proteínas de translocação (TET). A família 

TET em mamíferos é composta por 3 membros, TET1, 2 e 3, os quais compartilham 

um elevado grau de homologia no seu domínio catalítico (LOENARZ; SCHOFIELD, 

2009). Estas proteínas seriam capazes de oxidar a citosina metilada (5-meC) e 

catalisar a conversão da 5meC em 5-hidroximetilcitosina (5-hmeC) formando também 

a 5-formilcitosina e 5-carboxilcitosina para serem posteriormente reconhecidas e 

eliminadas por glicólise (DAO et al., 2014). No entanto o real mecanismo de 

desmetilação ainda não foi totalmente elucidado e estudos sugerem vias ou 

mecanismos alternativos que também podem estar regulando a dinâmica dos eventos 

de desmetilação. Contudo, os estudos concordam que a oxidação inicial de 5meC 

para 5-hmeC pelas TETs é um pré-requisito indispensável para os processos 
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subsequentes de desmetilação do DNA, independentemente da forma como estes 

passos finais serão mediados (MAITI; DROHAT, 2011) (Fig. 9). 

 

Figura 9 - Mecanismo de metilação e desmetilação ativa do DNA: O esquema representa a 

transferência do grupo metil a citocina pela ação das DNA metiltransferases (DNMTs) e sua remoção 

pela ação das desmetilases, proteínas pertencentes à família das proteínas de translocação (TETs).  

 

 

Fonte: Própria. 

 

Em organismos eucariotos, a metilação do DNA ocorre predominantemente 

em regiões repetitivas do genoma que possui abundância de resíduos dinucleotídeos 

CpG, conhecidas como ilhas CpG. Em geral os dinucleotídeos CpG são relativamente 

raros no genoma dos mamíferos, ocorrendo normalmente em regiões densas 

chamadas ilhas CpG localizadas principalmente em regiões promotoras de genes 

funcionais (JOHNSON; BELSHAW, 2008). A metilação dos dinucleotídeos CpGs em 

regiões promotoras ou no primeiro éxon de um gene pode modular e/ou silenciar a 

expressão gênica direta ou indiretamente (TUREK-PLEWA; JAGODZINSKI, 2005). No 

mecanismo direto, a metilação nos CpGs altera acessibilidade do DNA aos fatores de 

transcrição. O mecanismo indireto de regulação gênica mediado pela ação de 

proteínas (meCpGs) que possuem afinidade e reconhecem 5-metilcitosina em ilhas 

CpG, bloqueando assim a ligação dos fatores de transcrição ou por proteínas que 

formam complexos com outras proteínas de remodelamento de cromatina e estão 
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envolvidas na estabilização da estrutura da heterocromatina (Fig. 10) (TUREK-

PLEWA; JAGODZINSKI, 2005).  

 
 
Figura 10 - Mecanismo de inibição da transcrição gênica pela metilação de DNA. (a) Região 
promotora desmetilada permitindo a ligação dos fatores de transcrição, (b) Metilação impedindo a 
ligação dos fatores de transcrição e (c) Bloqueio da ligação dos fatores de ligação na região promotora 
pela ação das proteínas que se ligam à metilcitosina em ilhas CpG (meCpGs). 

 

 

Fonte: Adaptado de Attwood et al., 2002. 
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2. OBJETIVOS 

 

2.1. Objetivo geral 

 

Analisar o efeito da hiperglicemia crônica no controle transcricional epigenético 

de osteocinas e seus receptores no tecido ósseo e Sistema Nervoso Central. 

 

2.2. Objetivos específicos 

 

Considerando-se o objetivo central proposto, os seguintes objetivos específicos 

foram realizados: 

I. Avaliação do efeito da hiperglicemia crônica em parâmetros morfométricos no 

tecido ósseo (fêmur e mandíbula);  

 

II. Avaliação do efeito da hiperglicemia crônica na organização ultraestrutural do 

fêmur; 

 

III. Avaliação do impacto da hiperglicemia crônica na porcentagem das fibras 

colágenas no fêmur;  

 

IV. Avaliação do efeito da hiperglicemia crônica na expressão gênica das 

osteocinas [Lipocalina2 (Lcn2), Osteocalcina (Bglap) e fator de crescimento 

fibroblástico 23 (Fgf23)] e seus receptores [membro 17 da família de portadores 

de soluto 22 (Slc22a17), membro A do grupo 6 da família C do receptor 

acoplado à proteína G (Gpr6A) e receptor 1 do fator de crescimento de 

fibroblastos (Fgfr1)] nos tecidos ósseo e encefálico; 

 

V. Avaliação do efeito da hiperglicemia crônica na expressão gênica das enzimas 

modificadoras do DNA [DNA metiltransferases (Dnmts) e translocação de dez-

onze, metilcitosina dioxigenase (Tets) nos tecidos ósseo e encefálico; 
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VI. Avaliação do efeito da hiperglicemia crônica no estado de metilação da região 

promotora dos genes codificadores das osteocinas [Lipocalina2 (Lcn2), 

Osteocalcina (Bglap) e fator de crescimento fibroblástico 23 (Fgf23)] e seus 

receptores [membro 17 da família de portadores de soluto 22 (Slc22a17), 

membro A do grupo 6 da família C do receptor acoplado à proteína G (Gpr6A) 

e receptor 1 do fator de crescimento de fibroblastos (Fgfr1)] no tecido ósseo;  

 

VII. Avaliação do efeito da hiperglicemia crônica no estado de metilação da região 

promotora dos genes codificadores dos receptores [membro 17 da família de 

portadores de soluto 22 (Slc22a17), membro A do grupo 6 da família C do 

receptor acoplado à proteína G (Gpr6A e Gpr158) e receptor 1 do fator de 

crescimento de fibroblastos (Fgfr1)] no tecido encefálico;  

 

VIII. Correlacionar o nível transcricional com o estado de metilação da região 

promotora dos genes [Lipocalina2 (Lcn2), Osteocalcina (Bglap) e do fator de 

crescimento fibroblástico 23 (Fgf23)] e seus receptores [membro 17 da família 

de portadores de soluto 22 (Slc22a17), membro A do grupo 6 da família C do 

receptor acoplado à proteína G (Gpr6A) e receptor 1 do fator de crescimento 

de fibroblastos (Fgfr1)]. 
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3. MATERIAL E MÉTODOS 

 

3.1. Animais 

 

Foram utilizados ratos Wistar machos, pesando entre 250-350g, num total de 

20 animais adultos com 4-5 meses de idade, provindos do Biotério Central da 

Universidade Federal de Santa Catarina, Florianópolis/SC, Brasil. Os animais foram 

aclimatados no Biotério Setorial do Departamento de Bioquímica da mesma 

Universidade, com temperatura controlada (22 ± 1ºC) e em um ciclo claro/escuro de 

12 horas. Estes foram mantidos em caixas de plástico individuais, com livre acesso à 

água e à ração comercial para roedores (Nuvital/PR, Brasil), com exceção dos 

períodos em que os ratos deveriam permanecer em jejum (6 horas), para as 

mensurações relacionadas à glicose sanguínea. O protocolo experimental foi 

aprovado pelo Comitê de Ética no Uso de Animais ï CEUA (PP000350/CEUA) da 

Universidade Federal de Santa Catarina, e foi realizado de acordo com o ñGuia de 

Princ²pios para o uso de Animais em Toxicologiaò adotado pela sociedade de 

toxicologia em julho de 1989. Todos os esforços foram feitos para minimizar o número 

de animais utilizados e seu sofrimento (Aprovação do CEUA e Termo de doação nos 

anexos). 

 

3.2. Indução de hiperglicemia crônica através da administração intraperitoneal 

(i.p.) de estreptozotocina (STZ) 

 

A hiperglicemia foi induzida por uma única injeção i.p. de 55 mg/kg de STZ 

diluída em tampão citrato de sódio (pH 4,5), após um período de jejum de 14 horas. 

Controles foram executados em paralelo, os quais receberam somente a injeção i.p. 

de veículo (tampão citrato de sódio, pH 4,5, grupo controle). Após a administração de 

STZ, os ratos receberam para beber água contendo glicose a 5% durante 24 horas, a 

fim de evitar morte por hipoglicemia. Quatro dias após a administração de STZ (ou 

veículo), com jejum prévio de 6 horas, as concentrações de glicose no sangue foram 

avaliadas utilizando-se um glicosímetro (OptiumTM Xceed, Abbot, EUA). Os animais 
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com concentração de glicose sanguínea superior a 200 mg/dL (11 mmol/L) foram 

considerados hiperglicêmicos. Os animais permaneceram hiperglicêmicos durante 60 

dias e tiveram os níveis de glicose no sangue analisados quinzenalmente (Remor et 

al., 2011). 

 

Figura 11 - Desenho experimental. Desenvolvimento de hiperglicemia pela administração de 

estreptozotocina (STZ) em ratos Wistar adultos. Para detalhes, ver Material e Métodos.  

 

Fonte: Própria. 

 

3.3. Parâmetros bioquímicos 

 

3.3.1. Avaliação dos níveis de glicose sanguínea  

 

De modo a assegurar o estado hiperglicêmico crônico do grupo STZ durante os 

60 dias, os níveis de glicose no sangue e a massa corporal foram analisados 

quinzenalmente utilizando um glicosímetro (OptiumTM Xceed, Abbot, EUA). As 

mensurações foram realizadas sempre no período da manhã após jejum prévio de no 

mínimo 6 horas. As amostras de sangue foram colhidas através de corte transversal 
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da ponta da cauda dos animais utilizando tesoura previamente higienizada com álcool 

70%.  

 

3.3.2. Determinação do conteúdo proteico por Western blotting 

 

Para determinação do conteúdo proteico as estruturas encefálicas (Estriado, 

Cerebelo e Hipocampo) foram lisadas em tampão RIPA (Sigma-Aldrich ï R0287) 

contendo coquetel de inibidores de protease (Sigma-Aldrich ï P8340) durante 2 horas 

em gelo. A seguir o extrato foi clarificado por centrifugação em centrifuga refrigerada 

(15 minutos a 14.000 RPM) e a concentração proteica determinada pelo método de 

Lowry (Protein Assay - Bio-Rad ï N. 5000111). Após a normalização da concentração 

proteica foi adicionado tampão de amostras 2X na proporção 1:1 [Tris-HCl 100 

mmol/L, pH 6,8; DTT 200 mmol/L; SDS 4%; azul de bromofenol 0,1%; glicerol 20%] e 

aquecidas a 95ºC por 5 minutos. Em seguida, o extrato proteico foi separado por 

eletroforese em gel de poliacrilamida contendo SDS (SDS-PAGE), transferidas para 

membranas de polyvinylidene difluoride (PVDF) e bloqueadas com leite desidratado 

isento de gordura a 2,5% em TBST (Solução salina tamponada com Tris com Tween 

20 a 0,05%) por 1 hora. Após bloqueio, as membranas foram incubadas overnight com 

os anticorpos primários diluídos 1:1000 em TBST contendo BSA 2,5% (TBST/BSA). 

No dia seguinte, após lavagem com TBST, as membranas foram incubadas com 

anticorpo secundário por 2 h a temperatura ambiente sob constante agitação. As 

membranas foram analisadas por quimioluminescência (ECL) e a quantificação 

densitométrica das bandas obtidas pelo programa ImageJ. Os resultados foram 

apresentados em relação ao controle (atribuído valor 1) como média ± desvio padrão. 

 

3.4. Parâmetros morfológicos e ultraestruturais 

 

O processamento histológico das amostras de fêmur e mandíbulas para análise 

dos parâmetros morfológicos ocorreu no Laboratório de Bioquímica do Departamento 

de Ciências Biológicas da Faculdade de Odontologia de Bauru FOB-USP sob 

orientação do Prof. Dr. Rodrigo Cardoso de Oliveira. As análises ultraestruturais foram 
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realizadas pelo Serviço fornecido pelo Centro de Microscopia Eletrônica do Instituto 

de Biociências de Botucatu UNESP - Campus de Botucatu, SP.  

 

3.4.1. Desmineralização 

 

Imediatamente após o sacrifício dos animais os ossos (fêmur e mandíbulas) 

foram dissecados, desarticulados, limpos e armazenados em solução de 

paraformaldeído 4% em tampão Fosfato 0,1 M. Posteriormente, os tecidos ósseos 

foram submetidos a descalcificação com ácido etilenodiamino tetra-acético (EDTA) 

10%. Constatada a flexibilidade tecidual apropriada para clivagem macroscópica as 

amostras foram lavadas em água corrente durante 2h e, em seguida, foram 

desidratadas em crescentes concentrações alcoólicas e diafanizadas em xilol. Em 

seguida, as amostras foram embebidas por 30 minutos em parafina liquefeita em 

estufa regulada à temperatura de 60ºC. 

 

3.4.2. Histomorfometria 

 

As amostras emblocadas em parafina (fêmur e hemimandíbula esquerda) 

foram seccionadas em cortes de 10µm de espessura e utilizados para confecção das 

lâmias. Foram coletados 3 cortes sequenciais por lâmina da região cortical femoral e 

no plano sagital da mandíbula. As lâminas coradas com HE (Hematoxilina eosina) 

foram então examinadas sob microscopia de luz e os aspectos histológicos e 

morfométricos foram avaliados. Para a análise histométrica do fêmur, três cortes por 

animal foram fotografados e as mensurações realizadas usando o programa de 

análise de imagens (Image-J .32 for Windows; National Institutes of Health, Bethesda, 

USA). Os dados obtidos a partir dessa mensuração foram tabulados e submetidos à 

análise estatística utilizando o programa GraphPad Prism 7 para Windows 

(prism.exe). Os dados do grupo Controle e STZ foram confrontados empregando-se 

o teste t-student, onde a significância estatística foi considerada apenas para valores 

de pÒ0,05. As an§lises foram realizadas em microsc·pio LeicaTM DMLB 80 (Leica 
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Microsystems, Nussloch, Germany) acoplado a câmera digital e software de análise 

de imagem (LeicaTM DC300FX). 

 

3.4.3.  Coloração de Picrosirius  

 

Após a desparafinização, as lâminas contendo cortes histológicos do fêmur 

foram hidratadas com água destilada e coradas pela hematoxilina-eosina, para se 

obter uma análise geral da estrutura óssea e análises morfométricas. A seguir, os 

cortes foram corados por 1 h a temperatura ambiente com o corante Sirius red (Sigma-

Aldrich ï 65548) a 0,1 M em solução saturada de ácido pícrico para detecção das 

fibras de colágenas no tecido ósseo. Em seguida, as lâminas permaneceram imersas 

em ácido acético por 30 minutos, lavadas em água destilada (3X) e coradas por 5 

minutos com Hematoxilina de Mayer. A diferenciação foi realizada com ácido clorídrico 

a 1% em álcool 70% por alguns segundos seguida por alcalinização em água corrente. 

Após secagem, as lâminas foram montadas com Entellan® (Sigma-Aldrich ï 107960) 

e analisadas em microscópio de luz. As análises foram realizadas em microscópio 

LeicaTM DMLB 80 (Leica Microsystems, Nussloch, Germany) acoplado a câmera 

digital e software de análise de imagem (LeicaTM DC300FX). 

 

3.4.4. Microscopia Eletrônica de Varredura (MEV) 

 

As amostras de fêmur destinadas à avaliação por meio de MEV foram lavadas 3 

vezes, por 5 minutos em água destilada para retirada do fixador. Em seguida as 

amostras foram mantidas em solução de tetróxido de ósmio 0,5% em água destilada 

por cerca de 30 a 40 minutos. Após a lavagem (3 vezes, 10 minutos cada em água 

destilada), as amostras foram desidratadas em crescentes concentrações alcoólicas 

e levadas ao ponto crítico. Posteriormente, montadas nos stubs e metalizadas com 

ouro-paládio (Bal-tec, SCD 050, Tóquio, Japão). As fotomicrografias da face externa 

e região interna do fêmur foram adquiridas em Microscópio Eletrônico Quanta 200 - 

FEI Company em magnificações de 200x, 400x, 800x, 1600 e 3000x.  
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3.5. Parâmetros moleculares 

 

3.5.1. Determinação da expressão gênica 

 

3.5.1.1. Extração de RNA total 

 

Para obtenção do RNA total, fragmentos do tecido ósseo desmineralizadas 

(fêmur e mandíbula) e encefálico (estriado, cerebelo e hipocampo) foram 

homogeneizados em 1 mL do reagente TRIzol® (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) 

seguido de separação da fase aquosa pela adição de 0,2 mL de clorofórmio (Merck, 

Whitehouse Station, NJ, USA) por centrifugação (14.000 rpm) por 15 minutos a 4ºC. 

Em seguida, a fase aquosa foi coletada (sobrenadante) e o RNA precipitado pela 

adição de 0,5 mL de isopropanol absoluto gelado (Merck, Whitehouse Station, NJ, 

USA) após incubação por 10 minutos (temperatura ambiente), seguido por 

centrifugação (14.000 RPM por 15 min a 4ºC). Após o término da centrifugação o RNA 

precipitado (pellet) foi lavado com etanol 75 % em água DEPC gelada, ressuspendido 

em 50 mL de água DEPC e armazenados a -80 °C. A quantidade e pureza do RNA 

extraído foram estimadas em aparelho de espectrofotometria, utilizando as razões OD 

260/280 (Ó 1,8) e OD 260/230 (Ó 1,0) (NanoDrop 2000, Thermo Scientific, Uniscience).  

 

3.5.1.2. Síntese de DNA complementar (cDNA) 

 

O cDNA foi sintetizado a partir da transcrição reversa de 2000 ng de RNA total, 

na presença de 1 U da enzima transcriptase reversa (Kit Superscript II, Invitrogen) 

(Carlsbad, CA, USA) de acordo com as instruções recomendadas pelo fabricante. A 

primeira fita de cDNA foi gerada em uma reação com volume final de 20 mL contendo 

500 nM de dNTP, 25 mg/mL de OLIGO dT, 1X solução tampão de primeira fita, 40 U 

de inibidor de RNase, 10 nM de DTT pela enzima Superscript II. Inicialmente, a mistura 

de RNA, água e iniciador foi incubada a 65°C por 5 minutos para promover a abertura 

de possíveis estruturas secundárias. Em seguida, a reação de síntese de cDNA foi 

realizada por 50 minutos a 50 C, seguida por 5 minutos a 85ÜC. Ap·s o t®rmino, o 

cDNA sintetizado foi armazenado a -20ºC.  
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3.5.1.3. Quantificação da expressão gênica por PCR quantitativo em tempo real 

(qPCR) 

 

Para o estudo do padrão de expressão das Osteocinas (Fgf23, Lcn2 e Bglap) 

seus respectivos receptores (Fgfr1, Slc22a17 e Gpr6A) todas as reações foram 

realizadas em duplicata técnica, com volume final de 10 mL, contendo 1 mL do cDNA 

sintetizado (50 ng), 5 mL de SYBR Green I Master (LightCycler® 480, Roche Applied 

Science), 8 pmoles dos iniciadores específicos e q.s.q. de água Milli-Q Rnase free. As 

condições de reações e temperatura de anelamento foram apresentadas na Tabela 

1. Para o cálculo da quantidade relativa dos transcritos, utilizou-se o método limiar 

crítico comparativo 2īȹCt, utilizado os genes Gapdh, ɓ-actina e 18S como 

normalizadores. Neste método, a média do Ct do gene alvo é subtraída pela média do 

Ct dos controles utilizados, resultando em um ȹCt. Para o c§lculo da express«o 

substitu²mos o valor de ȹCt obtido na f·rmula 2īȹCt. Os números finais obtidos foram 

apresentados como razão entre a expressão do gene alvo em relação à média da 

expressão gênica dos genes utilizados como normalizadores. As análises das curvas 

de melting foram realizadas em rampa de aquecimento de 65 C a 95 C com 25 

aquisi­»es por C e os resultados foram expressos como média ± desvio padrão de 3 

experimento independentes realizados em duplicata. 
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Tabela 1 ï Condições de ciclagem e sequência dos iniciadores utilizados para estudo da expressão 

gênica 

 

Fonte: Própria. 
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3.5.2. Metilação global do DNA e genes específico 

 

3.5.2.1. Extração do DNA genômico 

 

Para obtenção do DNA genômico (gDNA), fragmentos do tecido ósseo 

desmineralizadas (fêmur e mandíbula) e encefálico (estriado, cerebelo e hipocampo) 

foram lavadas com PBS e homogeneizadas em 0,5 mL de tampão de extração (10 

mM Tris HCl pH 7,8, 5 mM EDTA, 0,5 % SDS). Para extração do gDNA, as amostras 

foram inicialmente digeridas com proteinase K (20 mg/mL) por 16 horas a 56°C. No 

dia seguinte foi adicionado 1 mL de fenol-clorofórmio equilibrado (pH 8,0) e 

homogeneizados manualmente até a formação de uma emulsão leitosa. Em seguida 

as amostras foram centrifugadas (15 minutos a 14.000 rpm) a temperatura ambiente. 

Após o término da centrifugação o sobrenadante foi cuidadosamente coletado e 

transferido para um novo tubo. Após este procedimento, foram adicionados 500 mL de 

clorofórmio e incubados por 15 minutos a temperatura ambiente. As amostras foram 

novamente centrifugadas (15 minutos a 14.000 rpm), o sobrenadante coletado e foram 

adicionados 1 ml de álcool 100% gelado e 150 µL de acetato de sódio 3M. Após 

incubação (2 horas a ï 70°C) o gDNA foi precipitado por centrifugação (15 minutos a 

14000 rpm). Após a lavagem do etanol 70% gelado em água DEPC estéril, o gDNA 

foi ressuspendido em 50 mL de água DEPC estéril. A quantidade e pureza do gDNA 

extraído foram estimadas em aparelho de espectrofotometria, utilizando as razões OD 

260/280 (Ó 1,8) e OD 260/230 (Ó 1,0) (NanoDrop 2000, Thermo Scientific, Uniscience). 

 

3.5.2.2. Tratamento enzimático do DNA 

 

Para determinação do conteúdo de 5-metilcitosina (5-meC) e 5-

hidroximetilcitosina (5-hmeC) cada amostra de gDNA foi dividida em três tubos 

contendo a mesma concentração (400 ng) e incubados a 37 °C por 2 h com 1X NE 

buffer, 40 mM de glicose UDP e 1 unidade da enzima T4-ɓ-glicosiltransferase (T4-

BGT) em reação com volume final de 20 mL. Esta enzima transfere especificamente a 

porção de glicose da difosfoglucose de uridina (UDP-Glc) para 5-hidroximetilcitosina 

(5-hmeC) pela reação de glicosilação, produzindo o produto beta-glucosil-5-

hidroximetilcitosina, o qual bloqueia especificamente a atividade de endonuclease 

MspI e faz com que ela reconheça apenas as sequências de CCGG metiladas e não 
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metiladas, mantendo íntegras as regiões CCGG hidroximetiladas. Em etapa seguinte, 

as amostras foram incubadas a 65 °C por 15 min para inativação da enzima T4-BGT 

(New England Biolabs, Beverly, MA, EUA). Após o tratamento com a enzima T4-BGT 

os tubos foram digeridos com as endonucleases MspI (New England Biolabs, Beverly, 

MA, EUA), que reconhece todas as sequências CCGG (metiladas e não metiladas), 

com exceção apenas das sequências CCGG com o produto beta-glucosil-5-

hidroximetilcitosina e pela HpaII (New England Biolabs, Beverly, MA, EUA) que 

reconhece todas as sequências CCGG com a diferença de que sequências CCGG 

metiladas promovem a inibição de sua atividade catalítica. No terceiro tubo foi 

adicionado a mesma quantidade de H2O (gDNA não digerido ï controle 100 %). Todas 

as reações foram realizadas separadamente com volume final de 25 mL a 37°C por 2 

horas (Fig. 12).  

 

Figura 12 - Representação esquemática do tratamento enzimático do gDNA. 

 

 

Fonte: Própria. 

 

3.5.2.3. Metilação global do DNA 

 

A metilação global do DNA foi avaliada após o tratamento enzimático do gDNA. 

Para a determinação da porcentagem de metilação global, as amostras foram 

submetidas à eletroforese em gel de agarose a 0,8% contendo Gel Red. A 

porcentagem global da marca 5-metilcitocina (5-meC) das amostras foi determinado 

pelo resultado obtido entre a diferença de intensidade da banda referente a digestão 
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do gDNA pela enzima HpaII (sensível a metilação) e da intensidade da banda 

referente à digestão da enzima MspI (não sensível a metilação), multiplicado por 100 

e dividido pela intensidade da banda referente ao gDNA intacto (não digerido) [(DNA 

digerido pela HpaII ï DNA digerido pela MspI) X 100 / gDNA intacto] (Molognoni et al., 

2011). A determinação do valor da porcentagem global da marca 5-hidroximtilcitocina 

(5-hmeC) foi determinado pela diferença entre a intensidade da banda referente a 

digestão do gDNA pela enzima MspI (não sensível a metilação) e a intensidade da 

banda referente ao gDNA intacto (não digerido) diferença de intensidade da banda 

referente a digestão do gDNA pela enzima HpaII (sensível a metilação) e da 

intensidade da banda referente à digestão da enzima MspI (não sensível a metilação), 

multiplicado por 100 e dividido pela intensidade da banda referente ao gDNA intacto 

(não digerido). Os valores referentes às intensidades das bandas foram obtidos 

através de análise densitométrica utilizando-se o programa Scion Image.  

 

3.5.2.4. Metilação gene específico 

 

O padrão de metilação (5-meC) e hidroximetilação (5-hmeC) da região 

promotora das Osteocinas (Fgf23, Lcn2 e Bglap) seus respectivos receptores (Fgfr1, 

Slc22a17 e Gpr6A) foi determinado por reações de qPCR contendo SYBR Green I 

Master 2x (5 mL) 0,5 nM de iniciadores específicos (Tabela 2), 1 mL (16 ng) de gDNA 

tratado (nas 3 condições: H2O, MspI e HpaII) e q.s.p de H2O livre de nuclease. As 

sequências dos iniciadores foram desenhadas em regiões regulatórias com ilhas CpG 

dentro de regiões de hipersensibilidade a DnaseI, reguladas por marcas de 

modificações de histonas e com sítios de ligação de fatores de transcrição, utilizando 

o programa Primer3 Input (versão 0.4.0) (UNTERGASSER et al., 2012). A 

determinação de estruturas secundárias e temperaturas de anelamento foi analisada 

pelo programa Beacon Designer (http://www.premierbiosoft.com/). Todas as 

sequências foram blastadas para confirmação da localização cromossômica pela 

ferramenta de PCR in-silico (https://genome.ucsc.edu/). A obtenção dos valores 

percentuais referentes à metilação e hidroximetilação foram calculados de acordo com 

(NESTOR et al., 2012).  

 

 

http://www.premierbiosoft.com/
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Tabela 2 - Condições de ciclagem e sequência dos iniciadores utilizados para estudo de metilação 

 

Fonte: Própria. 

 

 

3.6. Análise estatística 

 

 A ocorrência de diferenças significativas entre o perfil transcricional basal entre 

os tecidos ósseo (fêmur e mandíbula) e encefálico (córtex, hipocampo e estriado) foi 

verificada empregando-se análise de variância (ANOVA). Nos casos em que a 

diferença estatística foi significativa, o teste de Tukey foi utilizado para testar as 

diferenças mínimas existentes entre todos os grupos. Diferenças estatísticas entre 2 

grupos (Controle x STZ) foram avaliadas pelo teste t-Student. Em todas as medidas o 

Ŭ foi de 5% bicaudal, ou seja, significância estatística foi considerada para valores de 

p Ò 0,05. As an§lises estat²sticas e a representa­«o gr§fica dos resultados foram 

realizadas utilizando o programa GraphPad Prism 7 (GraphPad Software Inc., San 

Diego, CA, EUA). Todos os resultados de expressão e metilação representam a média 

± desvio padrão de 5 animais independentes realizados em duplicata técnica. 
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4. RESULTADOS 

  

4.1. Caracterização bioquímica, morfológica e ultraestrutural do modelo de 

hiperglicemia crônica induzido pela administração de estreptozotocina (STZ) em 

ratos Wistar 

 

As análises apresentadas na Figura 13 mostram o ganho de peso corporal e 

parâmetros bioquímicos em fluídos biológicos de animais hiperglicêmicos em ratos 

Wistar adultos. Os resultados demonstram que a deficiência na produção de insulina 

induzida pela administração de dose única de STZ (55 mg/kg) provocou redução 

significativa no ganho de peso corporal após a primeira semana de administração dos 

animais hiperglicêmicos quando comparado aos animais do grupo que receberam 

apenas o veículo (tampão citrato de sódio, pH 4,5, grupo controle) (Fig. 13a). Ainda, 

a mensuração da glicemia sanguínea (glicosímetro - OptiumTM Xceed, Abbot, EUA) 

revelou que a deficiência insulínica gerou um estado de hiperglicemia crônica durante 

todo o período experimental (60 dias) (Fig. 13b). A representação gráfica das análises 

de correlação de Pearson entre a concentração de glicemia sanguínea e o ganho de 

peso corporal mostra correlações inversamente proporcional com valores de r 

próximos de 1 entre a concentração glicêmica e a redução no ganho de peso corporal 

a partir do 15  ̄ dia da administração de STZ se mantendo até o final do período 

experimental (Fig. 13c-h). É importante ressaltar que as concentrações de glicemia 

sanguínea se mantiveram em níveis elevados durante todo o período experimental, 

fato este que valida nosso modelo experimental para o estudo da hiperglicemia 

crônica.  
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Figura 13 - Caracterização do quadro hiperglicêmico induzido pela administração de 
estreptozotocina (STZ) em ratos Wistar. Efeito da hiperglicemia (60 dias) induzida pela administração 
de estreptozotocina (STZ; 55 mg/kg, via intraperitoneal) no ganho de peso corporal (a) e concentração 
glicêmica sanguínea (b). Representação gráfica dos valores de correlação de Pearson entre a 
concentração glicêmica sanguínea e o ganho de peso corporal (c-h). Os dados representam a média 
± erro padrão da média (n= 7-11 animais por grupo) *P<0,05; **P<0,01; ***P<0,001 comparados com o 
grupo controle; #P<0,05; ###P<0,001, comparados com o grupo STZ (ANOVA de uma via seguida de 
teste post-hoc de Tukey). Correlação de Pearson positiva significativa entre r = 0,6 e 1. 

 

 

Fonte: Própria. 

 

Como etapa seguinte, a fim de avaliar o impacto da hiperglicemia crônica na 

morfometria do tecido ósseo compacto e chato, cortes histológicos de peças ósseos 

desmineralizados foram corados com H.E e analisadas em microscopia de luz. A 

espessura cortical (Fig. 14a, b) e o diâmetro total (Fig. 14c, d) do osso compacto 

(fêmur) foram analisadas em cortes transversais de fêmur após aquisição imagens por 

microscopia de luz [aumento final de 40X (ocular de 10X e objetiva de 4X)]. A 

representação gráfica das medidas morfométricas obtidas a partir da análise das 

fotomicrografias utilizando o programa ImageJ mostram que a hiperglicemia induzida 

pela administração de STZ não promoveu alterações estruturais significativas nos 

parâmetros avaliados [espessura cortical (Fig. 14e) e diâmetro total (Fig. 14f)] entre 

o fêmur dos animais do grupo Controle e STZ que pudessem ser detectadas pela 

técnica de coloração utilizada.  
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Figura 14 - Morfometria comparativa de fêmur de ratos normais e hiperglicêmicos. 
Fotomicrografias representativas de cortes histológicos corados por Hematoxilina-Eosina (H.E) de 
fêmur de ratos Wistar normais [grupo Controle (a, c)] e hiperglicêmicos [grupo STZ (b, d)]. 
Representação gráfica das medidas morfométricas das Espessuras Cortical (Fig. 13e) e Diâmetro total 
(Fig. 13f). Barra de escala (a, b - 200 µm) e (aô, bô - 100 µm). 

 

 

Fonte: Própria. 

 

Para a realização da análise histomorfológica mandibular, cortes histológicos de 

hemimandíbulas esquerdas foram corados em H.E e tiveram suas imagens adquiridas 

em microscopia de luz [aumento final de 40X (ocular de 10X e objetiva de 4X)]. A partir 

das fotomicrografias apresentadas na Fig. 15 foi possível observar importante 

degradação tecidual (D.T) do tecido de sustentação do incisivo mandibular (1) e do 

canal mandibular (2) apenas nos animais do grupo STZ (Fig. 15b), não sendo 

observado alterações histológicas no grupo Controle (Fig. 15a). Em relação às 

análises realizadas no corpo (Fig. 16), não foram observados padrões divergentes de 

anormalidade entre os grupos. A disposição endosteal e a celularidade medular não 
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parecem variar consideravelmente, admitindo que a faixa de normocelularidade 

medular é ampla, sendo observado apenas pequenas diferenças entre os grupos que 

acreditamos ser possivelmente em decorrência do processamento e coloração (Fig. 

16a e b). 

 

Figura 15 - Morfometria comparativa de hemimandíbulas de ratos normais e hiperglicêmicos. 
Fotomicrografias representativas de cortes histológicos corados por Hematoxilina-Eosina (H.E) de 
hemimandíbula esquerda de ratos Wistar normais [grupo Controle (a)] e hiperglicêmicos [grupo STZ 
(b)]. Barra de escala = 100 µm. D.T = degradação tecidual; 1 = incisivo mandibular; 2 = canal 
mandibular. 

 

 

Fonte: Própria. 
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Figura 16 - Morfometria comparativa do corpo de hemimandíbulas de ratos normais e 
hiperglicêmicos. Fotomicrografias representativas de cortes histológicos do corpo de hemimandíbula 
esquerda corados por Hematoxilina-Eosina (H.E) de ratos Wistar normais [grupo Controle (a)] e 
hiperglicêmicos [grupo STZ (b)]. Barra de escala = 100 µm.  

 

 

Fonte: Própria. 
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No intuito de avaliar se as alterações bioquímicas e morfológicas observadas 

nos parâmetros descritos anteriormente refletem na ultraestrutura do tecido ósseo 

compacto, foram analisados os fêmures (n = 3 por grupo) pela Microscopia Eletrônica 

de Varredura (MEV). Os resultados apresentados na Figs. 17 e 18 mostram as 

características ultraestruturais das superfícies externa e cortical do fêmur dos grupos 

Controle e STZ, pela MEV. A avaliação comparativa entre os grupos Controle e STZ 

revelou que o fêmur dos animais hiperglicêmicos apresenta um maior número de 

microfraturas, superfície rugosa heterogênea e porosidade bastante aumentada na 

face externa do osso do fêmur do grupo STZ (Fig. 17 - Mag200X). Em relação às 

análises ultraestruturais da região interna do osso (mais profunda) a avaliação 

comparativa entre os grupos Controle e STZ revelou irregularidades pronunciada na 

organização estrutural do tecido, com padrões de reentrâncias e saliências muito 

diferentes do padrão homogêneo característico do osso do grupo Controle (Fig. 18 ï 

3000X). 

 

Figura 17 - Avaliação ultraestrutural da face externa do fêmur de ratos Wistar hiperglicêmicos. 
Fotomicrografias de microscopia eletrônica de varredura (MEV) da face externa do fêmur de ratos 
Wistar após 60 dias de administração de Estreptozotocina (STZ - 55 mg/kg). Mag = magnitude de 
aumento. 

 

Fonte: Própria. 
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Figura 18 - Avaliação ultraestrutural da região Cortical do fêmur de ratos Wistar hiperglicêmicos. 
Fotomicrografias de microscopia eletrônica de varredura (MEV) da face externa do fêmur de ratos 
Wistar após 60 dias de administração de Estreptozotocina (STZ - 55 mg/kg). Mag = magnitude de 
aumento. 

 

Fonte: Própria. 

 

Dentre as diferentes proteínas que constituem a parte orgânica do tecido ósseo, 

as proteínas colágenas se destacam por ser o principal elemento estrutural da matriz 

extracelular, atuando como suporte mecânico para as células ósseas (LIN et al., 

2020). Neste sentido, as análises em lâminas de cortes histológicos do fêmur coradas 

em H.E. e Picrosirius demonstraram padrão morfométrico característico de tecido 

ósseo normal, não sendo observado diferença estatística na espessura do osso 

compacto entre os grupos experimentais, como é possível observar na Fig. 19a e 

Tabela 3. Adicionalmente, os resultados obtidos pela coloração de Picrosirius 

demonstraram que a hiperglicemia crônica não promoveu alterações significativas na 

porcentagem de fibras de colágeno no tecido ósseo (Fig. 19b) e Tabela 3.  
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Figura 19 - Impactos morfológicos e ultraestruturais. Fotomicrografias representativas de fêmures 
de ratos controle e hiperglicêmicos (STZ -55 mg/kg) corados pelas técnicas de Hematoxilina-Eosina 
(H.E) - (a) e Picrosirius (b). H.E ï Controle (1-4); STZ (5-8) e Picrosirius - Controle (1-4); STZ (5-8). 

 

 

Fonte: Própria. 

 

Tabela 3 - Parâmetros morfométricos do tecido ósseo. 

          Grupos   

Parâmetros  CTR  STZ  

Espessura osso compacto (µm)  
9308±1360 8879±986,2 

Colágeno (%) 
47,40±3,27  45,05±7,76 

Dados expressos em média e desvio padrão, letras diferentes representam diferença estatística 
entre os grupos quando p<0,05. 
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Por outro lado, proteínas não colágenas, como o Fator de crescimento de 

fibroblasto 23 (Ffgf23), a Osteocalcina (Ocn) e a Lipocalina 2 (Lcn2), denominadas de 

Osteocinas, tem sido identificada como um sistema endócrino adicional derivado do 

osso, o qual regula tanto o metabolismo ósseo como processos biológicos em outros 

tecidos (HAN et al., 2018). Assim, como etapa seguinte, o efeito da hiperglicemia 

crônica no seu controle transcricional foi avaliado. A Fig. 20 mostra os resultados de 

expressão gênica obtidos pela técnica de qPCR. Como mostrado nas Figs. 20c e 20f 

é possível observar que apenas a expressão do gene Lcn2 foi modulada 

negativamente pela hiperglicemia crônica tanto no fêmur como na mandíbula. Para a 

expressão dos genes Fgf23 e Ocn (Bglap) a hiperglicemia crônica promoveu aumento 

significativo da expressão gênica apenas no fêmur (Fig. 20a, b), não sendo observado 

diferenças significativas entre os níveis transcricionais de ambos os genes na 

mandíbula (Fig. 20d, e), quando comparado em relação ao grupo Controle.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



63 

Figura 20 - Efeito da hiperglicemia crônica sobre a expressão gênica das Osteocinas no tecido 
ósseo. Para análise da expressão gênica, o RNA total foi extraído pelo método 
TRIzol®/Clorofórmio/Isopropanol, seguida pela transcrição reversa de 2000 ng de RNA total por 1 U da 
enzima transcriptase reversa. Em seguida a quantificação dos transcritos dos genes codificadores das 
Osteocinas Fgf23 (a, d), Bglap (b, e) e Lcn2 (c, f) foram avaliados em fêmur e mandíbulas por reações 
de qPCR. Os genes Gapdh, Actina e 18S foram utilizados como normalizadores. Os resultados foram 
calculados pelo método (2īȹCt) e representam a média ± desvio padrão de 5 animais independentes 
realizados em duplicata técnica. *p < 0,05, **p < 0,001, ***p < 0,0001 e ****p < 0,00001 em relação ao 
grupo Controle. 

 

Fonte: Própria. 

 

A fim de melhor compreender o cenário molecular frente ao estado 

hiperglicêmico, a expressão gênica dos mediadores da atividade biológica das 

Osteocinas no tecido ósseo foi avaliada. Os resultados apresentados na Fig. 21 

mostram a expressão dos genes codificadores dos receptores específicos das 

Osteocinas, Fgfr1, Gpr6A e Slc22a17. No fêmur, foi observado aumento significativo 

da expressão do receptor da Ocn, Gpr6A (Fig. 21b) e para o receptor da Lnc2, 

Slc22a17 (Fig. 21c), não sendo observado diferenças significativas na expressão do 

receptor da Fgf23; Fgfr1 (Fig. 21c). Em relação a mandíbula, o resultado difere apenas 

na expressão do gene Fgfr1, que se mostrou reduzido significativamente no grupo 

STZ (Fig. 21d) e com aumento significativo da expressão dos genes Gpr6A (Fig. 21e) 

e Slc22a17 (Fig. 21f).  
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Figura 21 - Efeito da hiperglicemia crônica sobre a expressão gênica dos receptores das 
Osteocinas no tecido ósseo. Para análise da expressão gênica, o RNA total foi extraído pelo método 
TRIzol®/Clorofórmio/Isopropanol, seguida pela transcrição reversa de 2000 ng de RNA total por 1 U da 
enzima transcriptase reversa. Em seguida a quantificação dos transcritos dos genes codificadores dos 
Receptores das Osteocinas Fgfr1 (a, d), Gpr6A (b, e) e Slc22a17 (c, f) foram avaliados em fêmur e 
mandíbulas por reações de qPCR. Os genes Gapdh, Actina e 18S foram utilizados como 
normalizadores. Os resultados foram calculados pelo método (2īȹCt) e representam a média ± desvio 
padrão de 5 animais independentes realizados em duplicata técnica. *p < 0,05, **p < 0,001, ***p < 
0,0001 e ****p < 0,00001 em relação ao grupo Controle. 

 

 

Fonte: Própria. 
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4.2. Efeito da hiperglicemia crônica sobre a maquinaria Epigenética no tecido 

ósseo 

 

O papel da metilação do DNA no controle transcricional se encontra de certa 

forma bem caracterizado. Entretanto, o impacto da hiperglicemia crônica no perfil 

epigenético do tecido ósseo ainda é pouco explorado. Neste sentido, para determinar 

o padrão de metilação (5-meC) e hidroximetilação (5-hmeC) global optamos por 

realizar o tratamento enzimático do DNA genômico como mostrado na Figs. 22a e b. 

Este ensaio tem como princípio a glicosilação das marcas 5-hmeC do DNA genômico 

pela enzima T4-BGT e posterior digestão do DNA com as endonucleases MspI ou 

HpaII (TSUMAGARI et al., 2013). Este tratamento enzimático prévio ao DNA permite 

quantificar e diferenciar as marcas 5-meC do primeiro produto formado durante o 

processo de desmetilação ativa, mediada ação das TETs, o 5-hmeC. As análises 

realizadas dos géis de agarose contendo DNA genômico do fêmur (Fig. 22a) e da 

mandíbula (Fig. 22b) após o tratamento enzimático nos permitiu observar que a 

hiperglicemia crônica provocou uma redução significativa do conteúdo da marca 5-

meC tanto no fêmur quanto na mandíbula (Fig. 22c, d). Por outro lado, aumento 

significativo do conteúdo da marca 5-hmeC foi observado apenas para mandíbula 

(Fig. 22d). Cabe ressalta que os valores aumentados da razão entre as marcas 5-

hmeC/5-meC observado no fêmur e mandíbula em relação ao valor obtido para o 

grupo Controle indicam que a hiperglicemia crônica promoveu hipometilação global 

do DNA do tecido ósseo. A análise conjunta destes resultados corrobora com nossa 

hipótese de que a hiperglicemia crônica é capaz de promover alterações epigenéticas 

a nível do tecido ósseo. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



66 

Figura 22 - Efeito da hiperglicemia crônica sobre o padrão de metilação global DNA no tecido 
ósseo. O padrão de metilação global do DNA [metilação (5-meC) e hidroximetilação (5-hmeC)] foi 
determinada após glicosilação do DNA genômico pela enzima T4-BGT, seguido por digestão com as 
endonucleases MspI e HpaII e eletroforese em gel de agarose 0,8%. Os resultados foram 
representados como média ± desvio padrão de 5 animais independentes. * p 0,05 e ** p<0,001 em 
comparação com o grupo Controle (atribuído valor 1).  

 

 

Fonte: Própria. 

 

Os níveis e padrão de metilação do DNA são determinados principalmente pela 

ação dinâmica de duas classes de enzimas, as DNA metiltransferases (Dnmts), 

responsáveis pela adição de grupo metil às moléculas de citosina e das proteínas As 

proteínas da família Ten-Eleven-Translocation (Tets), também conhecidas como DNA 

demetilases são responsáveis pela oxidação do grupo metil e conversão da 5-

metilcitosina (5-meC) em 5-hidroximetilcitosina (5-hmeC) e posterior remoção do 

grupamento metil (HORII; HATADA, 2016). Desta forma, como etapa seguinte 

optamos por avalizar a expressão dos genes que codificam as enzimas Dnmts e Tets 

para melhor compreender o cenário molecular do tecido ósseo frente ao quadro de 

hiperglicemia crônica. Nossos resultados mostram que para o fêmur a expressão das 

enzimas Dnmt1 (Fig. 23a) e Dnmt3b (Fig.23c) foram reguladas positivamente. Por 

outro lado, os resultados obtidos para a expressão gênica das Tets revelaram que 

apenas a expressão da Tet3 foi regulada negativamente (Fig. 23f). Para as demais 

enzimas não foram observadas diferenças significativas (Fig. 23b, d, e).  
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Figura 23 - Efeito da hiperglicemia crônica sobre a expressão gênica relativa das proteínas 
modificadoras do DNA no fêmur. Para análise da expressão gênica, o RNA total foi extraído de fêmur 
desmineralizado pelo método TRIzol®/Clorofórmio/Isopropanol, seguida pela transcrição reversa de 
2000 ng de RNA total por 1 U da enzima transcriptase reversa. Em seguida a quantificação dos 
transcritos dos genes codificadores das enzimas Dnmt1 (a), Dnmt3a (b), Dnmt3b (c), Tet1 (d), Tet2 (e) 

e Tet3 (f) foram avaliados por reações de qPCR. Os genes Gapdh, b-actina e 18S foram utilizados 
como normalizadores. Os resultados foram calculados pelo método (2īȹCt) e representam a média ± 
desvio padrão de 5 animais independentes realizados em duplicata técnica. *p < 0,05, **p < 0,001, ***p 
< 0,0001 e ****p < 0,00001 em relação ao grupo Controle. 
 

 

Fonte: Própria. 

 

Em relação a mandíbula, os resultados apresentados na Fig. 24 mostram que a 

hiperglicemia crônica promoveu a regulação negativa da expressão das enzimas 

Dnmt1 (Fig. 24a) e Dnmt3b (Fig.24c) e regulação positiva da enzima Dnmt3a (Fig. 

24b). Para as enzimas relacionadas aos processos demetilantes, foi observado 

regulação positiva da expressão da enzima Tet1 (Fig. 24d) e regulação negativa da 

expressão gênica das enzimas Tet2 (Fig. 24e) e Tet3 (Fig. 24f).  
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Figura 24 - Efeito da hiperglicemia crônica sobre a expressão gênica relativa das proteínas 
modificadoras do DNA na mandíbula. Para análise da expressão gênica, o RNA total foi extraído de 
mandíbula desmineralizado pelo método TRIzol®/Clorofórmio/Isopropanol, seguida pela transcrição 
reversa de 2000 ng de RNA total por 1 U da enzima transcriptase reversa. Em seguida a quantificação 
dos transcritos dos genes codificadores das enzimas Dnmt1 (a), Dnmt3a (b), Dnmt3b (c), Tet1 (d), Tet2 

(e) e Tet3 (f) foram avaliados por reações de qPCR. Os genes Gapdh, b-actina e 18S foram utilizados 
como normalizadores. Os resultados foram calculados pelo método (2īȹCt) e representam a média ± 
desvio padrão de 5 animais independentes realizados em duplicata técnica. *p < 0,05, **p < 0,001, ***p 
< 0,0001 e ****p < 0,00001 em relação ao grupo Controle. 

 

 

Fonte: Própria. 

 

Após a constatação da modulação transcricional das enzimas modificadoras no 

DNA e sabendo da importância da metilação de ilhas CpGs específicas localizadas 

em regiões reguladoras gênicas, o perfil de metilação da região promotora dos genes 

codificadores das Osteocinas e seus respectivos receptores foram determinados por 

reações de PCR em tempo real após prévio tratamento do DNA pelas enzimas T4-

BGT e posterior digestão do DNA com as endonucleases MspI ou HpaII. Cabe 

ressaltar que este tratamento enzimático prévio ao DNA permite quantificar e 

diferenciar as marcas 5-meC do primeiro produto formado durante o processo de 

desmetilação ativa, mediada ação das Tets, o 5-hmeC.  
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Neste sentido, nossos resultados revelaram que a hiperglicemia crônica 

promoveu aumento significativo da porcentagem da marca 5-hmeC apenas para a 

região promotora dos genes que codifica a proteína Ocn (Bglap) (Fig. 25b) e Lcn2 

(Fig. 25c), não sendo observado diferenças significativas para o gene que codifica a 

proteína Fgf23 (Fig. 25a). Para a porcentagem da marca 5-meC não foram 

observadas diferenças significativas em nenhum dos genes codificadores tanto das 

Osteocinas (Figs. 25a, b, c) como de seus respectivos receptores (Figs. 25d, e, f). 

Em relação ao índice da razão 5-meC/5-hmeC, cabe ressaltar que devido a 

impossibilidade de que a mesma citosina apresente ambas as marcas ao mesmo 

tempo, o índice representa uma medida mais fiel do estado de metilação da região 

promotora do gene. Neste sentido, é possível observar que a hiperglicemia crônica 

promoveu a hipometilação da região promotora do gene Bglap (Fig. 25b) e 

hipermetilação da região promotora do gene Lcn2 (Fig. 25c).  
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Figura 25 - Efeito da hiperglicemia crônica na paisagem epigenética de genes codificadores das 
Osteocinas e seus respectivos receptores no fêmur. O padrão de metilação (5-meC) e 
hidroximetilação (5-hmeC) da região promotora dos genes codificadores das Osteocinas, Fgf23 (a), 
Bglap (b) e Lcn2 (c) e seus receptores Fgfr1 (d), Gpr6A (e) e Slc22a17 (f) no fêmur foi realizado pela 
técnica de qPCR após glicosilação do DNA genômico pela enzima T4-BGT, seguido por digestão com 
as endonucleases MspI e HpaII. Os resultados foram representados como média ± desvio padrão de 5 
animais independentes. * p 0,05, ** p<0,001 e *** p<0,0001 em comparação com o grupo Controle.  

 

Fonte: Própria. 

 

Para a mandíbula, nossos resultados revelaram diferenças significativas apenas 

no gene Fgf23 e seu receptor, Fgfr1. Os resultados apresentados na Fig. 16 mostram 

que a hiperglicemia crônica promoveu diminuição da porcentagem da marca 5-hmeC 

no gene Fgf23 (Fig. 26a) e da marca 5-meC do gene Fgfr1 (Fig. 26d). Entretanto, 

diferença significativa do índice da razão 5-meC/5-hmeC foi observado apenas para 

o gene Fgfr1, que se mostrou diminuído no grupo STZ quando comparado ao grupo 

Controle (Fig. 26d), não sendo visualizado diferenças significativas para os demais 

genes (Fig. 26b, c, e, f). 
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Figura 26 - Efeito da hiperglicemia crônica na paisagem epigenética de genes codificadores das 
Osteocinas e seus respectivos receptores na mandíbula. O padrão de metilação (5-meC) e 
hidroximetilação (5-hmeC) da região promotora dos genes codificadores das Osteocinas, Fgf23 (a), 
Bglap (b) e Lcn2 (c) e seus receptores Fgfr1 (d), Gpr6A (e) e Slc22a17 (f) na mandíbula foi realizado 
pela técnica de qPCR após glicosilação do DNA genômico pela enzima T4-BGT, seguido por digestão 
com as endonucleases MspI e HpaII. Os resultados foram representados como média ± desvio padrão 
de 5 animais independentes. * p 0,05, ** p<0,001 e *** p<0,0001 em comparação com o grupo Controle.  

Fonte: Própria. 

 

A fim de avaliar se o estado de metilação da região promotora dos genes 

avaliados poderiam estar envolvidos no controle da expressão gênica, realizamos o 

teste de correlação de Pearson entre o estado de metilação versus a expressão 

relativa do gene correspondente. Para as Osteocinas, correlações positivas 

inversamente proporcionais foram observadas apenas para os genes Bglap (r = 

0,8372) e Lcn2 (r = 0,7525) no fêmur. Nossos resultados mostram redução 

significativa da razão 5-meC/5-hmeC (hipometilação) para o gene Bglap com aumento 

na expressão gênica (Fig.27b). De forma diferente, no gene Lcn2 a razão 5-meC/5-

hmeC se mostrou aumentada (hipermetilação) com redução da expressão gênica 

(Fig. 27c). Para os demais genes as correlações foram significativas (Fig. 27a, d, e, 

f). As análises de correlações entre a expressão e metilação da mandíbula não 

demonstraram diferenças significativas (Fig. 28). 
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Figura 27 - Representação gráfica da correlação entre a metilação da região promotora e a 
expressão dos genes codificadores das Osteocinas e receptores no fêmur. Representação gráfica 
das análises de correlação de Pearson entre o índice de metilação versus a expressão dos genes 
codificadores das Osteocinas [Fgf23 (a); Bglap (b) e Lcn2 (c)] e dos receptores [Fgfr1 (d), Gpr6A (e) e 
Slc22a17 (f)] no fêmur. As porcentagens relativas de metilação foram determinados usando o limiar do 
ciclo (Ct), sendo os resultados de 5-meC apresentados como CtHpaII- CtMsp I X100 / Ctcontrole e de 5-hmeC 
como CtMspI I- Ctcontrole. Correlação positiva significativa entre r = 0,6 e 1. 

 

Fonte: Própria. 
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Figura 28 - Representação gráfica da correlação entre a metilação da região promotora e a 
expressão dos genes codificadores das Osteocinas e receptores na mandíbula. Representação 
gráfica das análises de correlação de Pearson entre o índice de metilação versus a expressão dos 
genes codificadores das Osteocinas [Fgf23 (a); Bglap (b) e Lcn2 (c)] e dos receptores [Fgfr1 (d), Gpr6A 
(e) e Slc22a17 (f)] na mandíbula. As porcentagens relativas de metilação foram determinados usando 
o limiar do ciclo (Ct), sendo os resultados de 5-meC apresentados como CtHpaII- CtMsp I X100 / Ctcontrole e 
de 5-hmeC como CtMspI I- Ctcontrole. Correlação positiva significativa entre r = 0,6 e 1. 

 

Fonte: Própria. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



74 

4.3. Caracterização do efeito da hiperglicemia crônica na regulação epigenética 

das Osteocinas no tecido encefálico 

 

Diante dos resultados apresentados anteriormente e sabendo que os fatores 

secretados pelo tecido ósseo podem modular importantes funções no SNC, os efeitos 

do estado hiperglicêmico sobre o controle transcricional das Osteocinas e seus 

respectivos receptores foram avaliados como etapa. Os resultados obtidos revelaram 

que as regiões encefálicas respondem de forma distinta ao estado hiperglicêmico. No 

estriado observamos aumento significativo da expressão do gene Fgf23 (Fig. 29a) e 

redução da expressão do gene Bglap (Fig. 29b), não sendo observado diferenças 

significativas para o gene Lcn2 (Fig. 29c). Regulação negativa da expressão do gene 

Fgf23 e aumento significativo da expressão dos genes Bglap e Lcn2 foram observados 

no cerebelo (Fig. 98d, e, f), respectivamente. Já para o hipocampo a hiperglicemia 

crônica promoveu aumento significativo da expressão do gene Ff23 (Fig. 29g) e 

regulação negativa da expressão dos genes Bglap (Fig. 29h) e Lcn2 (Fig. 29i). 
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Figura 29 - Efeito da hiperglicemia crônica sobre a expressão gênica das Osteocinas no tecido 
encefálico. Para análise da expressão gênica, o RNA total foi extraído das estruturas encefálicas pelo 
método TRIzol®/Clorofórmio/Isopropanol, seguida pela transcrição reversa de 2000 ng de RNA total 
por 1 U da enzima transcriptase reversa. Em seguida a quantificação dos transcritos dos genes 
codificadores das Osteocinas; Fgf23 no Estriado (a), Cerebelo (d) e Hipocampo (a); Bglap no Estriado 
(b), Cerebelo (e) e Hipocampo (h) e Lcn2 no Estriado (c), Cerebelo (f) e Hipocampo (i) por reações de 
qPCR. Os genes Gapdh, Actina e 18S foram utilizados como normalizadores. Os resultados foram 
calculados pelo método (2īȹCt) e representam a média ± desvio padrão de 5 animais independentes 
realizados em duplicata técnica. *p < 0,05, **p < 0,001, ***p < 0,0001 e ****p < 0,00001 em relação ao 
grupo Controle. 

 

Fonte: Própria. 

 

Em relação a expressão gênica dos receptores das Osteocinas, a resposta foi 

mais homogênea, sendo observado resposta distante apenas para o hipocampo. No 

estriado e cerebelo, observarmos aumento significativo da expressão dos genes 

codificadores dos receptores, Fgfr1 (Fig. 30a, d), Gpr6A (Fig. 30b, e) e Slc22a17 (Fig. 

30c, f). Enquanto no hipocampo foi observado aumento significativo da expressão dos 
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genes Fgfr1 (Fig. 30g) e Gpr6A (Fig. 30h) e redução da expressão do gene Slc22a17 

(Fig. 30i).  

 

Figura 30 - Efeito da hiperglicemia crônica sobre a expressão gênica dos Receptores das 
Osteocinas no tecido encefálico. Para análise da expressão gênica, o RNA total foi extraído das 
estruturas encefálicas pelo método TRIzol®/Clorofórmio/Isopropanol, seguida pela transcrição reversa 
de 2000 ng de RNA total por 1 U da enzima transcriptase reversa. Em seguida a quantificação dos 
transcritos dos genes codificadores das Osteocinas; Fgfr1 no Estriado (a), Cerebelo (d) e Hipocampo 
(a); Gpr6A no Estriado (b), Cerebelo (e) e Hipocampo (h) e Slc22a17 no Estriado (c), Cerebelo (f) e 

Hipocampo (i) por reações de qPCR. Os genes Gapdh, b-actina e 18S foram utilizados como 

normalizadores. Os resultados foram calculados pelo método (2īȹCt) e representam a média ± desvio 
padrão de 5 animais independentes realizados em duplicata técnica. *p < 0,05, **p < 0,001, ***p < 
0,0001 e ****p < 0,00001 em relação ao grupo Controle.  

 

 

Fonte: Própria. 

 

É interessante notar que a representação gráfica dos valores absolutos da 

expressão gênica dos receptores; Fgfr1 (Fig. 31b), Gpr6A (Fig. 31d) e Slc22a17 (Fig. 

31f) mostra que os tecidos encefálicos possuem valores significativamente maiores 
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de expressão basal, quando comparados aos tecidos ósseos. Diferença significativa 

da expressão basal entre os tecidos ósseos foi observado apenas para o gene Fgfr1, 

onde a expressão basal da mandíbula foi maior (Fig. 31b). Por outro lado, quando 

comparamos a expressão basal das Osteocinas entre os tecidos ósseo e encefálico, 

apenas a expressão do gene Fgf23 foi maior no cerebelo e hipocampo e menor no 

hipocampo quando comparada ao tecido ósseo, que não teve diferença entre a 

expressão do fêmur e da mandíbula (Fig. 31a). Em relação a expressão dos genes 

Bglap e Lcn2, nossos resultados revelaram que a mandíbula possui maior expressão 

basal que o fêmur. E que das regiões encefálicas avaliadas o hipocampo é a região 

que apresenta maior expressão, contudo diferença significativa entre a expressão da 

mandíbula e do hipocampo foi observado apenas para o gene Lcn2, onde a expressão 

basal do hipocampo foi menor (Fig. 31c, e). 
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Figura 31 - Perfil transcricional basal das Osteocinas e seus respectivos Receptores nos tecidos 
ósseo e encefálicos. Para análise da expressão gênica, o RNA total foi extraído pelo método 
TRIzol®/Clorofórmio/Isopropanol, seguida pela transcrição reversa de 2000 ng de RNA total por 1 U da 
enzima transcriptase reversa. Em seguida a quantificação dos transcritos dos genes codificadores das 
Osteocinas Fgf23 (a), Bglap (c) e Lcn2 (e) dos Receptores das Osteocinas Fgfr1 (b), Gpr6A (d) e 

Slc22a17 (f) foram avaliados em fêmur e mandíbulas por reações de qPCR. Os genes Gapdh, b-actina 
e 18S foram utilizados como normalizadores. Os resultados foram calculados pelo método (2īȹCt) e 
representam a média ± desvio padrão de 5 animais independentes realizados em duplicata técnica 
apresentado em valores absolutos. *p < 0,05, **p < 0,001, ***p < 0,0001 e ****p < 0,00001 em relação 
ao grupo Fêmur (*, **, *** e ****); Mandíbula (*, **, *** e ****); ao Estriado (*, **, *** e ****) e Cerebelo (*, 
**, *** e ****). 

Fonte: Própria. 

 

Adicionalmente, quando comparamos os valores basais entre as Osteocinas e 

seus respectivos receptores frente a mesma região encefálica, nossos resultados 

mostram que dentre os receptores, o Gpr6A e o Slc22a17 são muito mais expressos 

que seus respectivos ligantes, Ocn e Lcn2 em todas as regiões encefálicas avaliada; 

estriado, cerebelo e hipocampo (Fig. 32b, c). No caso do receptor Fgfr1 foi observado 

diferença significativa apenas no estriado, onde a expressão basal do Fgfr1 foi maior 
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que seu ligante Fgf23, não sendo observado diferenças significativas nas demais 

regiões encefálicas (Fig. 32a).  

 

Figura 32 - Perfil transcricional basal das Osteocinas e seus respectivos Receptores no tecido 
encefálico. Para análise da expressão gênica, o RNA total foi extraído pelo método 
TRIzol®/Clorofórmio/Isopropanol, seguida pela transcrição reversa de 2000 ng de RNA total por 1 U da 
enzima transcriptase reversa. Em seguida a quantificação dos transcritos dos genes codificadores das 
Osteocinas e seus respectivos receptores Fgf23 / Fgfr1 (a), Bglap / Gpr6A (b) e Lcn2 / Slc22a17 (c) 

foram avaliados nas diferentes regiões encefálicas por reações de qPCR. Os genes Gapdh, b-actina e 
18S foram utilizados como normalizadores. Os resultados foram calculados pelo método (2īȹCt) e 
representam a média ± desvio padrão de 5 animais independentes realizados em duplicata técnica 
apresentado em valores absolutos. *p < 0,05, **p < 0,001, ***p < 0,0001 e ****p < 0,00001 entre os 
Receptores e seu ligante (Osteocinas). 

 

Fonte: Própria. 

 

Tendo em vista que a metilação do DNA no SNC pode ser modulada por 

estímulos ambientais e condições metabólicas e afetar as diferentes funções cerebrais 

(PIZZORUSSO; TOGNINI, 2020). Nesta etapa avaliamos o efeito da hiperglicemia 

crônica no controle transcricional das enzimas modificadoras do DNA no tecido 

encefálico. Os resultados apresentados na Fig. 33 mostram a expressão gênica das 
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enzimas DNA metiltransferases. No estriado, nossos resultados revelaram que a 

hiperglicemia crônica promoveu aumento significativo da expressão dos genes 

Dnmt3a e Dnmt3b (Fig. 33 c). Em contraste, no hipocampo a expressão destas 

mesmas enzimas foi regulada negativamente (Fig. 33h, i), não sendo observado 

diferenças significativas na expressão do gene Dnmt1 no estriado e hipocampo (Fig. 

33a, g). No cerebelo, a expressão dos genes Dnmt1 e Dnmt3a (Fig. 33d, e) foi 

regulada positivamente e a expressão do gene Dnmt3b foi regulada negativamente 

(Fig. 33f). 

Adicionalmente, na Fig. 34 foi apresentado os resultados referentes a expressão 

gênica das enzimas desmetilantes. Da mesma forma que observado para as Dnmts, 

as regiões encefálicas apresentaram resultados distintos entre si. No estriado foi 

observado diferenças significativas apenas na expressão dos genes Tet1 e Tet2, 

sendo a expressão do gene Tet1 regulada negativamente e do gene Tet2 

positivamente pela hiperglicemia (Fig. 34a, b). Para o cerebelo, observamos 

regulação positiva da expressão do gene Tet1 (Fig. 34d) e regulação negativa do 

gene Tet3 (Fig. 34f) e no hipocampo regulação negativa da expressão apenas do 

gene Tet1 (Fig. 34g). No foram observadas diferenças significativas no estriado para 

o gene Tet3 (Fig. 34c), no cerebelo para o gene Tet2 (Fig. 34e) e no hipocampo para 

os genes Tet2 e Tet3 (Fig. 34h, i). 
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Figura 33 - Efeito da hiperglicemia crônica sobre a expressão gênica das DNA metiltransferases 
no tecido encefálico. Para análise da expressão gênica, o RNA total foi extraído das estruturas 
encefálicas pelo método TRIzol®/Clorofórmio/Isopropanol, seguida pela transcrição reversa de 2000 
ng de RNA total por 1 U da enzima transcriptase reversa. Em seguida a quantificação dos transcritos 
dos genes codificadores das enzimas Dnmt1 no Estriado (a), Cerebelo (d) e Hipocampo (a); Dnmt3a 
no Estriado (b), Cerebelo (e) e Hipocampo (h) e Dnmt3b no Estriado (c), Cerebelo (f) e Hipocampo (i) 

por reações de qPCR. Os genes Gapdh, b-actina e 18S foram utilizados como normalizadores. Os 
resultados foram calculados pelo método (2īȹCt) e representam a média ± desvio padrão de 5 animais 
independentes realizados em duplicata técnica. *p < 0,05, **p < 0,001, ***p < 0,0001 e ****p < 0,00001 
em relação ao grupo Controle. 

 

Fonte: Própria. 
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Figura 34 - Efeito da hiperglicemia crônica sobre a expressão gênica da demetilases TETs no 
tecido encefálico. Para análise da expressão gênica, o RNA total foi extraído das estruturas 
encefálicas pelo método TRIzol®/Clorofórmio/Isopropanol, seguida pela transcrição reversa de 2000 
ng de RNA total por 1 U da enzima transcriptase reversa. Em seguida a quantificação dos transcritos 
dos genes codificadores das enzimas Tet1 no Estriado (a), Cerebelo (d) e Hipocampo (a); Tet2 no 
Estriado (b), Cerebelo (e) e Hipocampo (h) e Te3 no Estriado (c), Cerebelo (f) e Hipocampo (i) por 

reações de qPCR. Os genes Gapdh, b-actina e 18S foram utilizados como normalizadores. Os 
resultados foram calculados pelo método (2īȹCt) e representam a média ± desvio padrão de 5 animais 
independentes realizados em duplicata técnica. *p < 0,05, **p < 0,001, ***p < 0,0001 e ****p < 0,00001 
em relação ao grupo Controle. 

 

 

Fonte: Própria. 
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Como etapa seguinte à constatação da modulação transcricional das enzimas 

modificadoras do DNA pela hiperglicemia crônica, o estado de metilação da região 

promotora dos genes codificadores dos receptores das Osteocinas foi avaliado nas 

regiões encefálicas. Os resultados apresentados na Fig. 35 mostram que no estriado 

a hiperglicemia crônica aumento da porcentagem da marca 5-hmeC e diminuição 

significativa da razão 5-meC/5-hmeC na região promotora do gene Fgfr1 (Fig. 35a) e 

diminuição da porcentagem da marca 5-hmeC para o gene Slc22a17 (Fig. 35g). No 

cerebelo foi observado diminuição significativa da porcentagem das marcas 

epigenéticas apenas para o gene Fgfr1; diminuição da porcentagem da marca 5-hmeC 

(Fig. 35b) e diminuição das porcentagens das marcas 5-meC e 5-hmeC no gene 

Slc22a17 (Fig. 35h). Contudo, as alterações observadas não refletiram diferenças 

significativas nas razões 5-meC/5-hmeC. Para o gene Gpr6A não foram observadas 

diferenças significativas no estriado (Fig. 35d) e cerebelo (Fig. 35e).  O hipocampo foi 

a única região encefálica que o estado hiperglicêmico alterou o panorama epigenético 

da região promotora do gene Gpr6A. Foi observado redução significativa da 

porcentagem da marca 5-meC e redução da razão 5-meC/5-hmeC (Fig. 35f). No gene 

Slc22a17, foi observado apenas diminuição da porcentagem da marca 5-hmeC (Fig. 

35i). Não sendo observado diferenças significativas das porcentagens das marcas 5-

meC e 5-hmeC para o gene Fgfr1 (Fig. 35c).  

Adicionalmente, para avaliar se o estado de metilação da região promotora 

poderiam estar envolvidos no controle transcricional dos receptores Fgfr1, Gpr6A e 

Slc22a17, o teste de correlação de Pearson entre o estado de metilação versus a 

expressão relativa do gene correspondente foi aplicado. Nossos resultados revelaram 

que apenas os genes Fgfr1 (r = 0,9014) e Slc22a17 (r = 0,6899) no estriado (Figs. 

36a e 36g) e Gpr6A no cerebelo (r = 0,6392) (Fig. 36e). Contudo, foi observado 

hipometilação (diminuição da razão redução 5-meC/5-hmeC) com aumento na 

expressão gênica apenas para o gene Fgfr1 no estriado. Para os demais genes as 

análises de correlações entre a metilação e expressão não demonstraram diferenças 

significativas [estriado ï Gpr6A (r = 0,1608) (Fig. 36d), cerebelo ï Fgfr1 (r = 0,0038) 

e Slc22a17 (r = 0,4204) (Figs. 36b e h) e hipocampo ï Fgfr1 (r = 0,1728), Gpr6A (r = 

0,5947) e Slc22a17 (r = 0,3242) (Fig. 36c, f e i)].   
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Figura 35 - Efeito da hiperglicemia crônica no estado de metilação da região promotora dos 
receptores Fgfr1, Gpr6A e Slc22a17 no SNC. O padrão de metilação (5-meC) e hidroximetilação (5-
hmeC) da região promotora dos genes Fgfr1 no Estriado (a), Cerebelo (b) e Hipocampo (c); Gpr6A no 
Estriado (d), Cerebelo (e) e Hipocampo (f); Slc22a17 no Estriado (g), Cerebelo (h) e Hipocampo (i) foi 
realizado pela técnica de qPCR após glicosilação do DNA genômico pela enzima T4-BGT, seguido por 
digestão com as endonucleases MspI e HpaII. Representação gráfica das análises de correlação de 
Pearson entre a metilação da região promotora versus a expressão do gene Fgfr1 (b). As porcentagens 
relativas de metilação foram determinados usando o limiar do ciclo (Ct), sendo os resultados de 5-meC 
apresentados como CtHpaII- CtMsp I X100 / Ctcontrole e de 5-hmeC como CtMspI I- Ctcontrole. Os resultados 
foram representados como média ± desvio padrão de 5 animais independentes. * p 0,05, ** p<0,001 e 
*** p<0,0001 em comparação com o grupo Controle. Correlação positiva significativa entre r = 0,6 e 1. 

 

 

Fonte: Própria. 

 

Ainda, em relação a transdução do sinal mediado pela OCN, a literatura tem 

relatado que além do receptor Gpr6A, no SNC foi identificado um novo receptor 

expresso predominantemente pelos neurônios hipocampais, denominado de Gpr158 

(KHRIMIAN et al., 2017). A fim de ampliar o entendimento a respeito da relação entre 

a hiperglicemia crônica e a sinalização mediada pela OCN nos neurônios 

hipocampais, o perfil basal transcricional do receptor Gpr158 foi determinado nas 

diferentes regiões encefálica. Os resultados apresentados na Fig. 37a revelaram que 

o receptor Gpr158 é mais expresso que o receptor Gpr6A nas regiões encefálicas 

estudas.   
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Figura 36 - Representação gráfica da correlação entre a metilação da região promotora e a 
expressão dos genes codificadores dos receptores Fgfr1, Gpr6A e Slc22a17 no SNC. 
Representação gráfica das análises de correlação de Pearson entre o índice de metilação versus a 
expressão dos genes codificadores dos receptores das Osteocinas [Fgfr1- Estriado (a); Cerebelo (b) e 
Hipocampo (c); Gpr6A - Estriado (d); Cerebelo (e) e Hipocampo (f); Slc22a17 - Estriado (g); Cerebelo 
(h) e Hipocampo (i)]. As porcentagens relativas de metilação foram determinados usando o limiar do 
ciclo (Ct), sendo os resultados de 5-meC apresentados como CtHpaII- CtMsp I X100 / Ctcontrole e de 5-hmeC 
como CtMspI I- Ctcontrole. Correlação positiva significativa entre r = 0,6 e 1. 

 

 

Fonte: Própria.  
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Em relação ao impacto do estado hiperglicêmico na expressão do receptor 

Gpr158 no SNC, nossos resultados mostram que o estriado e cerebelo responderam 

de forma diferente do hipocampo. No estriado e cerebelo a hiperglicemia crônica 

promoveu o aumento da expressão gênica do receptor Gpr158 (Fig. 37b, c). Por outro 

lado, no hipocampo a expressão gênica foi regulada negativamente (Fig. 37d).     

 

Figura 37 - Perfil transcricional basal dos receptores Gpr6A e Gpr158 no SNC e o efeito da 

hiperglicemia crônica sobre a expressão gênica do gene Gpr158. Comparação entre o perfil 

transcricional basal dos receptores Gpr6A e Gpr158 no SNC (a). Expressão básica relativa do gene 
Gpr158 no Estriado (b), Cerebelo (c) e Hipocampo (d) foi determinada por reações de qPCR. Os genes 

Gapdh, b-actina e 18S foram utilizados como normalizadores. Os resultados foram calculados pelo 
método (2īȹCt) e representam a média ± desvio padrão de 5 animais independentes realizados em 
duplicata técnica apresentado em valores absolutos. *p < 0,05, **p < 0,001, ***p < 0,0001 e ****p < 
0,00001 entre os Receptores e seu ligante (Osteocinas). 

 

 

Fonte: Própria. 
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As análises de metilação da região promotora do gene Gpr158 apresentadas 

na Fig. 38 revelaram que estriado a hiperglicemia crônica promoveu aumento 

significativo na porcentagem da marca 5-hmeC, seguida de redução da razão 5-

meC/5-hmeC (Fig. 38a). No cerebelo e hipocampo foi observado redução da 

porcentagem de ambas as marcas 5-meC e 5-hmeC (Fig. 38b, c). Entretanto apenas 

no hipocampo foi possível observar diferenças significativas na razão 5-meC/5-hmeC 

(Fig. 38c).  

 

Figura 38 - Efeito da hiperglicemia crônica na paisagem epigenética do gene codificador do 
receptor Gpr158 no SNC. O padrão de metilação (5-meC) e hidroximetilação (5-hmeC) da região 
promotora do gene Gpr158 no Estriado (a), Cerebelo (c) e Hipocampo (e) foi realizado pela técnica de 
qPCR após glicosilação do DNA genômico pela enzima T4-BGT, seguido por digestão com as 
endonucleases MspI e HpaII. Representação gráfica das análises de correlação de Pearson entre o 
índice de metilação versus a expressão do gene Gpr158 no Estriado (b), Cerebelo (d) e Hipocampo (f). 
Os resultados foram representados como média ± desvio padrão de 5 animais independentes. * p 0,05, 
** p<0,001 e *** p<0,0001 em comparação com o grupo Controle. Correlação positiva significativa entre 
r = 0,6 e 1. 

 

Fonte: Própria. 

 

Adicionalmente, as análises de Pearson revelaram correlações inversamente 

proporcionais para o estriado, onde a estriado hipometilação foi acompanhada pelo 

aumento da expressão do gene Gpr158 (Fig. 39a) e hipocampo onde a hipermetilação 

foi acompanhada pela redução da expressão do gene Gpr158 (Fig. 39c). No cerebelo 

as análises de correlação não revelaram diferenças significativas (Fig. 39b). 
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Figura 39 - Representação gráfica da correlação entre a metilação e a expressão gênica do gene 
Gpr158 no SNC. Representação gráfica das análises de correlação de Pearson entre o índice de 
metilação versus a expressão do gene Gpr158 no Estriado (a), Cerebelo (b) e Hipocampo (c). Os 
resultados foram representados como média ± desvio padrão de 5 animais independentes. * p 0,05, ** 
p<0,001 e *** p<0,0001 em comparação com o grupo Controle. Correlação positiva significativa entre r 
= 0,6 e 1. 

 

 
 

Fonte: Própria. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 


