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RESUMO

SARAPIO, E. Estudo da A¢ao do Hormonio Peptidico Stanniocalcina sobre o
Metabolismo de Lipidios. 2014. 98 f. Dissertagdo (Mestrado) — PPG Fisiologia,
Universidade Federal do Rio Grande do Sul, Porto Alegre, 2014.

As stanniocalcinas (STC1 e STC2) sdo hormoénios glicoproteicos identificados
primeiramente em peixes 0sseos, relacionados com o metabolismo do célcio e fosfato.
Recentes descobertas evidenciaram que as fungdes das STCs foram mantidas em
mamiferos. A descoberta da localizagdo do receptor para STC1 na membrana
mitocondrial de roedores e sua agdo como desacopladora da respiragdo celular
sinalizam fortemente um importante papel desse hormdénio no metabolismo
intermediario de mamiferos. A STC estimula a lipogénese no tecido hepatico e
muscular de ratos, porém, suas acdes sobre o metabolismo do tecido adiposo ainda
ndo foram esclarecidas. No presente trabalho, estudamos o efeito, in vitro, da STC1 e
da STC2 humanas, nas concentragdes (A: 0,01ng/mL; B: 0,1ng/mL; C: 10ng/mL) no
tecido adiposo branco (TAB) e no tecido adiposo marrom (TAM) em Rattus
norvegicus machos, 300 = 50g, alimentados ad libitum e submetidos ao jejum de 24 ¢
48 horas (n=61). Os resultados obtidos demonstram que, no TAB, a STCI nio
apresentou efeito. Contudo, a STC2, nas concentragdes A e C, diminuiu a formacao
de '*CO, em animais em jejum de 24 horas e nas concentragdes A e B, aumentou a
incorporagio de [2'*C] piruvato em '*C-glicerol, em animais alimentados (controle).
No TAM, a STCI na concentragdo B, diminuiu a formacdo de C0, em animais
alimentados (controle) Na mesma concentragdo, aumentou a incorporacao de [2'C]
piruvato em '*C-glicerol em animais em jejum de 24 horas e aumentou a incorporagio
de "“C-acido graxo em animais alimentados (controle). A STC2, na concentragio B,
diminuiu a formac¢io de '*CO, em animais alimentados (controle) e aumentou a
formagdo de '“CO, nos animais em jejum de 24 horas. A STC2 ndo alterou a via
gliceroneogénica neste tecido. A dosagem plasmatica do hormodnio leptina apresentou
acentuada diminui¢do no grupo jejum 48 horas. As STCs 1 e 2, nas concentragdes
utilizadas, ndo alteraram a atividade da enzima PEPCKc nos tecidos estudados (TAB
e TAM), em animais alimentados (controle). Em quase todos os tratamentos
observamos diferencas marcantes entre animais alimentados e jejuados. Este ¢ o
primeiro estudo que mostra as diferentes concentragdes das STCs no metabolismo de
lipidios. Palavras-chave: Stanniocalcina, tecido adiposo branco, tecido adiposo

marrom,gliceroneogénese



ABSTRACT

SARAPIO, E. Study of the Stanniocalcin Peptide Hormone Action on Lipid
Metabolism. 2014. 98 s. Dissertation (Master Degree) — PPG Physiology,
Universidade Federal do Rio Grande do Sul, Porto Alegre, 2014.

The stanniocalcins (STC1 and STC2) are glycoprotein hormones related to the
metabolism of calcium and phosphate first identified in fish bone. Recent findings
showed that the functions of STCs were maintained in mammals. The discovery of
the location of the receptor for STCI in the mitochondrial membrane, as well as its
uncoupling action of cellular respiration in rodents, strongly indicate an important
role of this hormone in the intermediary metabolism of mammals. The STC stimulates
lipogenesis in the liver and muscle tissue of rats. However, its action on the
metabolism of adipose tissue has not yet been clarified. In this work, we studied the
effect in vitro of human STC1 and STC2 concentrations (A: 0,01 ng/ml, B: 0,1 ng/ml,
C: 10ng/mL) in white adipose tissue (WAT) and in brown adipose tissue (BAT) in
male Rattus norvegicus , 300 = 50 g , fed ad libitum and fasted for 24 and 48 hours
(n= 61). The results show that in the WAT, the STCI1 had no effect. However, STC2
at concentrations A and C decreased the formation of '*CO in fasted rats for 24 hours
and the concentrations A and B increased the incorporation of [2'*C] into '*C-glycerol
pyruvate in fed animals (control). In BAT, STC1 concentration B, decreased the
formation of '*CO; in fed animals (control). At the same concentration, increased the
incorporation of [2 '*C] pyruvate into '*C-glycerol in fasted rats for 24 hours and
increased the incorporation of '*C-fatty acid in fed animals (control). The STC2
concentration B decreased the formation of '*CO, in fed animals (control) and
increased the formation of '*CO, in animals fasted for 24 hours. The STC2 did not
alter the glyceroneogenesis pathway in this tissue. The serum levels of leptin showed
marked decrease in the group fasting for 48 hours. The STCs 1 and 2, in the
concentrations used, did not alter the PEPCKc enzyme activity in the tissues studied
(WAT and BAT) in fed animals (control). In almost all treatments we observed
striking differences between fed and fasted animals. This is the first study that shows

the effect of different concentrations of STCs in the metabolism of lipids.

Keywords: stanniocalcin, white adipose tissue, brown adipose tissue,

Glyceroneogenesis
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1. INTRODUCAO

1.1. O TECIDO ADIPOSO BRANCO

Trés tipos de tecido adiposo sdo encontrados em mamiferos: o tecido adiposo
branco (TAB), o tecido adiposo bege (TABG) e o tecido adiposo marrom (TAM)
(WU et al., 2013).

Por muitos anos o TAB foi considerado como um reservatério de energia e
como um isolante térmico para os mamiferos. Atualmente, sabe-se que ele ¢ um 6rgao
endocrino dindmico, que desperta o interesse de pesquisadores do mundo inteiro
devido a sua notavel capacidade de produzir e de secretar substancias bioativas que
participam da homeostase energética, da regulacdo do comportamento alimentar, e
influenciam a sensibilidade insulinica e as respostas inflamatérias (WU et al., 2012).

Entre as décadas de 50 e de 60, Kennedy propds a Teoria Lipostatica, pois
acreditava que o TAB ndo era apenas um estocador de gordura na forma de
triacilglicerol, mas que ele estaria envolvido no controle da fome e da saciedade. A
teoria propunha que os acidos graxos livres em ac¢do conjunta com o hormoénio
insulina, eram responsaveis pela comunicagdo entre o tecido adiposo e o hipotdlamo
(nucleo arqueado e ventromedial), antigamente conhecido como centro da saciedade
(Kennedy, 1966). A Teoria Lipostatica ndo estava de todo modo erronea, pois em
1994, Friedman, trabalhando com modelos experimentais de obesidade em
camundongos, identificou a leptina, também chamada de proteina OB e a partir desta
descoberta o conceito do TAB como 6rgdo enddcrino foi consolidado (ZHANG et al.,
1994). O TAB teria o papel de lipostato que funciona como um sensor dos niveis de

lipidios armazenados, transmitindo informag¢des para o circuito neural, no nucleo



21

arqueado, e assim, ativando populacdes de neurdnios anorexigenos, produtores de
pro-opiomelanocortina (POMC) e do transcrito regulado por cocaina e anfetamina
(CART) e inibindo neurdnios orexigenos como o neuropeptidio Y e proteina Agouti-
relacionada (AgRP) (HERTZEL et al., 2008). Além da leptina, foram descritos na
literatura varios outros peptideos bioativos que sdo produzidos pelo TAB (Tabela 1), a

maioria atuando como hormonios (HAUNER et al., 2004).

Tabela 1. Biomoléculas produzidas e secretadas pelo tecido adiposo branco.

Substancia Efeitos biologicos

Leptina Sinaliza o SNC sobre os estoques corporais de energia.

Adiponectina Aumenta a sensibilidade & insulina, € anti-inflamatério e atenua a progressdo da
aterosclerose.

Resistina Aumenta a resisténcia & insulina.

TNF-a Lipolitico, aumenta o consumo energético e reduz a sensibilidade & insulina.

Interleucina 6 Pré-inflamatério, lipolitico, reduz a sensibilidade & insulina.

Adipsina Ativa a via alfernativa de complemento.

ASP Estimula a sintese de tfriacilglicerdis no TAB.

Angiotensinogénio Precursor da angiotensina Il, envolvido na regula¢do da pressdo arterial.

PAI-1 Inibe a ativacdo do plasminogénio, bloqueando a fibrindlise.

Fator Tecidual Iniciador da cascata de coagulacdo.

VEGF Estimula a proliferagdo vascular (angiogénese) no TAB.

Visfatina Insulinomimético produzido predominantemente pela gordura visceral.

Monobutirina* Vasodilatador e indutor de neoformagdo vascular

TGFB Regula uma série de processos no TAB, entre os quais prolifera¢cdo de pré-adipdcitos,
diferenciacdo, desenvolvimento e apoptose de adipdcitos.

IGF1 Estimula proliferacdo e diferencia¢do de adipdcitos.

HGF Estimula diferenciacdo e desenvolvimento de adipdcitos.

MIF Imuno-regulador com atuacdo pardcrina no TAB.

LLP# Enzima estimuladora da hidrélise de TAG de lipoproteinas (quilomicrons e VLDL).

CETP# Transfere ésteres de colesterol entre lipoproteinas.

Apo-E# Componente protéico das lipoproteinas, especialmente das VLDL.

Prostaglandinas*

Estrdgenos*

Glicocorticéides*

Apelina

Reguladores de diversos processos celulares, atuam na inflamagdo, coagulacdo
sangUinea, ovulacdo e secrecdo acida gastrica.

Produzido pela acdo da aromatase, sendo a principal fonte estrogénica em homens
e em mulheres apds a menopausa.

Gerado pela acdo da 11-hidroxiesterdide desidrogenase, tipo I, que fransforma corti-
sona em cortisol no TAB.

Acdes biolégicas ainda ndo muito claras, relacionadas ao controle dos estoques
energéticos corporais.

(%) substé@ncias ndo protéicas; (#) proteinas sem acdo hormonal.

ADAPTADO DE: FONSECA-ALANIZ et al., 2006

O TAB além de produzir uma série de biomoléculas, compreende uma

heterogénea diversidade de células, ele ¢ composto por adipécitos maduros, pré-
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adipocitos, células endoteliais vasculares, pericitos, fibroblastos, macréfagos e
células-tronco mesenquimais, sendo bem vascularizado e inervado. Células derivadas
do tecido adiposo — a fragdo celular do estroma vascular (pré-adipdcitos, células-
tronco mesenquimais, células progenitoras endoteliais, células imunes T e B,
mastocitos e macrofagos) - compartilham com a medula dssea similaridades, como a
capacidade de diferencia¢do, uma rica fonte de células pluripotentes que contribuem
para a terapia angiogénica, a reparacdo e a regeneragdo de tecidos (TAKAHASHI,
2012).

Anatomicamente, o tecido adiposo se distribui no organismo como tecido
adiposo subcutaneo e tecido adiposo visceral, podendo se expandir, envolver 6rgaos e
se infiltrar em estruturas internas, como nas proximidades das visceras e dos
musculos. Essa infiltragdo adiposa que acompanha o trajeto de vasos sanguineos
denomina-se tecido adiposo perivascular (GUSIK et al., 2007). O tecido adiposo
subcutaneo €, principalmente, representado pelos depositos abaixo da pele nas regides
abdominal, glutea e femoral. O tecido adiposo visceral ¢ aquele tecido depositado no
interior ou junto as visceras, ¢ mais sensivel a acdo lipolitica devido a presenca de
maior nimero de receptores Bl e B2 adrenérgicos na superficie celular (MAJKA et
al., 2011). Além disso, o tecido adiposo visceral ¢ menos sensivel a acdo antilipolitica
da insulina, possuindo uma atividade lipolitica mais intensa.

A partir de estudos morfologicos realizados em embrides humanos, porcinos e
murinos foi demonstrado que a adipogénese tem inicio no periodo pré-natal e a
cronologia do aparecimento do tecido adiposo depende da espécie animal e do tipo de
tecido adiposo (DESNOYERS & VODOVAR, 1977).

A origem embriologica dos adipodcitos ocorreria de duas formas: 1) uma

populacao de células epiteliais comega a armazenar triacilglicerol sob a forma de
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pequenas goticulas, que posteriormente, irdo se fundir em uma Unica gota maior; 2)
células fusiformes acumulam triacilglicerol em goticulas, mantendo essa configuracao
durante a vida 1til do tecido. A diferenciacdo do pré- adipocito em adipdcito € um
processo complexo que envolve a acdo da insulina, do fator de crescimento
semelhante a insulina-1 (IGF-1) e de diferentes fatores de transcricdo, entre eles os
receptores ativados por proliferadores de peroxissomas do tipo y (PPARYy), a proteina
lc ligadora do elemento regulado por esterdis (SREBP- 1c) e as proteinas ligantes ao
amplificador (CCAAT) (FARMER, 2006).

Estudos recentes indicam que a renovagao do tecido adiposo em seres humanos
possa ocorrer a cada oito ou nove anos. A renovagdo do tecido deve-se ao balango
entre a geracdo de novos adipdcitos e a morte por apoptose de adipodcitos antigos.
Pesquisas em ratos, avaliando o ritmo de desaparecimento do™C da timina
incorporada ao TAB, determinaram que a sobrevida média de uma célula adiposa ¢ de
140 dias (SPALDING et al., 2008). A recuperagdo do tecido adiposo também ocorre
apos lipectomia ou desnervagdo. Shi e Bartnerss (2005) atribuem essa recuperacao
pos-lipectomia ao efeito induzido pela desnervacdo cirurgica, que comprometeria o
aporte de informacao sensorial das células adiposas para o sistema nervoso central, o
que levaria a uma resposta compensatoria neural onde os pré-adipdcitos
remanescentes se multiplicam e se diferenciam, recompondo a massa adiposa.

A visdo cléssica da fun¢do do adipdcito branco ¢ de reserva energética, que
pode ser mobilizada durante o jejum, liberando 4cidos graxos livres e glicerol que
serdo utilizados como fonte de energia em outros 6rgdos. O adipocito branco maduro
armazena triacilglicerol (TAG), composto formado por uma molécula de glicerol e
trés moléculas de acidos graxos (AGs), em uma Unica e grande gota lipidica. No

tecido unilocular a gota lipidica ocupa de 85 a 90% do citoplasma e empurra o nucleo
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e uma fina camada de citosol para a periferia da célula. A coloragdo deste tecido ¢
dada devido a presenca de carotendides que conferem coloracdo amarelo claro

(FONSECA-ALANIZ et al., 2006).

Os lipidios possuem grande capacidade energética e baixa interagdo com a dgua
em comparagdo aos carboidratos, fornecendo mais calorias por grama de tecido (9

kcal/g lipidios x 4 kcal/g carboidratos) (BJORNDAL et al., 2011).

Durante o desenvolvimento da célula jovem, multiplas goticulas de lipidios
coalescem para formar uma inclusao lipidica unitaria com o amadurecimento celular.
Os adipdcitos brancos maduros sdo células grandes, muitas vezes maiores que as
hemadcias, os fibroblastos e as células do sistema imunolégico. Assim, o tamanho do
tecido adiposo (volume e didametro) pode variar conforme os periodos da homeostase
energética. Para o TAB atender as necessidades energéticas dos tecidos periféricos
nas diversas situagdes fisiologicas, os TAG sdo continuamente hidrolisados. Essa
lipdlise ocorre em grau varidvel de acordo com a demanda, liberando os AGs que
serdo transportados na circulacdo na forma livre, ndo esterificados, mas ligados a

albumina, onde poderao ser captados e oxidados pelos tecidos (FLIER, 2004).

O conteudo de TAG armazenados no TAB ¢ dependente do balango entre sua
velocidade de sintese (lipogénese) e sua velocidade de degradacdo (lipolise). Em
periodos de homeostase energética negativo, como durante o jejum ou o exercicio
fisico, a lipolise ¢ estimulada. Em contraste, em periodos de homeostase energética
positivo, como por exemplo, apds a ingestdo alimentar, a lipogénese e o

armazenamento de TAG no TAB sdo estimulados (FONSECA-ALANIZ et al., 2006).

O tecido adiposo ¢ controlado diretamente pelos ramos simpatico e

parassimpatico do sistema nervoso autdnomo. A inervagdo simpatica esta relacionada,
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principalmente, com as agdes catabdlicas, como a lipolise mediada pelos receptores [3-
adrenérgicos. Por outro lado, o sistema nervoso parassimpatico controla os efeitos
anabolicos sobre os depdsitos adiposos, como as captagcdes de glicose e de acidos
graxos estimuladas pela insulina e a atividade da enzima lipase lipoproteica (LLP)
(PENICAUD et al., 2000).

O controle da lipolise no TAB ¢ bastante complexo e envolve a interacdo de
diversos fatores. A lipdlise consiste da hidrdlise sequencial da molécula de TAG,
formando subsequentemente diacilglicerol (DAG), monoacilglicerol (MAG), glicerol
e trés acidos graxos livres, processos estes catalisados respectivamente pelas enzimas
lipase de triacilglicerol do adipocito (ATGL), lipase hormonio sensivel (LHS) e lipase
de monoglicerideos (MGL). A ATGL ¢ uma enzima limitante, que catalisa o passo
inicial da reacdo, ou seja, a hidrélise do triacilglicerol liberando 4cidos graxos para
resterificacdo ou para a circulagdo sanguinea. As catecolaminas sdo as ativadoras
primarias da mobilizagdo de AG do TAB induzida pelo jejum. A noradrenalina
ligando-se aos receptores - adrenérgicos, os quais sdo acoplados as proteinas G na
membrana plasmatica dos adipocitos, transmite o sinal estimulatério a enzima
adenilato ciclase, a qual catalisa a conversio de ATP em AMPc (adenosina
monofosfato ciclico). O AMPc gerado liga-se a proteina cinase dependente de AMPc
(PKA), ativando-a pela dissociacdo das subunidades regulatérias e cataliticas. Uma
vez estimulada, a PKA juntamente com outras cinases dependentes de serina
fosforilam o ATGL e a lipase hormoénio sensivel (LHS), induzindo sua ativagado e,
subsequentemente, sua transloca¢@o do citosol para a gota de gordura, desencadeando
a hidrélise dos TAGs estocados. A ATGL inicia a lipolise por remover
especificamente o primeiro 4cido graxo do triacilglicerol e o diacilclicerol resultante

¢, entdo, hidrolisado pela LHS (WATT et al., 2010).
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As perilipinas, proteinas que recobrem a superficie da gota de lipidios, tém a
fungdo de protegdo contra a hidrolise. Porém quando fosforiladas pela PKA durante o
estimulo lipolitico sdo inibidas. Entre os varios tipos de perilipinas ja identificadas, a
perilipina 1 ¢ a proteina mais abundante na superficie das goticulas lipidicas. Estas
proteinas, quando fosforiladas, sofrem modificagdo conformacional permitindo assim

o acesso da ATGL e da LHS a gota de gordura (DUNCAN et al., 2007).

Durante o processo de lipogénese, os AGs podem ter diferentes origens:
sintetizados de novo a partir da glicose ou de outros compostos produtores de acetil-
CoA (como, alguns aminoacidos); esterificados pelo tecido, podendo ser provenientes
da hidrolise dos TAGs endogenos ou captados dos quilomicrons circulantes
provenientes da absor¢do intestinal; oriundos das lipoproteinas de muito baixa

densidade (VLDL), secretadas pelo figado (HOLM, 2003).

1.2. O TECIDO ADIPOSO MARROM

Acreditava-se que o tecido adiposo marrom era um tecido especial com a
funcdo de manutencdo da temperatura corporal em periodos criticos, como
imediatamente ap6s o nascimento e durante o periodo de hibernacdo de alguns
animais. Foi considerado por muitos anos sem relevancia fisioldgica para adultos
humanos, contudo, estudos recentes indicam que o TAM estd presente e ativo em
humanos adultos e recém-nascidos. Os maiores depositos de TAM estdo localizados
no pescogo € na regido supraclavicular. Depositos menores estdo presentes ao longo
da coluna espinal, nas areas periaortica e perirrenal (NEDERGAARD et al., 2007).

Adipo6citos marrons sdo termogénicos e, portanto, participam ativamente na regulagao
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da temperatura corporal, produzindo e dissipando calor (CYPESS et al., 2009). O
adipdcito marrom pode atingir 60 um de didmetro, ¢ multilocular sendo muito menor
que o adipécito branco. E uma célula caracterizada pela presenca de varias goticulas
lipidicas citoplasmaticas de diferentes tamanhos, citoplasma relativamente abundante,
nucleo esférico e ligeiramente excéntrico, derivado de uma linhagem celular muscular
myf -5 positivo (myf-5 muscle- like cellular lineage). Apresenta um grande nimero de
mitocondrias e utiliza a energia liberada pela oxidagao de metabolitos, principalmente
acidos graxos, para gerar calor. Esse processo ocorre porque a proteina
desacopladora-1 (UCP-1, termogenina), uma proteina da membrana mitocondrial
interna do adipdcito marrom (Figura 1), atua como um canal de proton que descarrega
a energia gerada pelo actimulo de prétons no espaco intermembranas das
mitocondrias durante as reagdes da cadeia de transporte de elétrons, desviando esses
prétons do complexo F1FO (ATP sintase), diminuindo a sintese de ATP e permitindo
que a energia estocada na mitocondria se dissipe na forma de calor (SAELY et al.,
2012). Na produgdo de calor (calorigénese), o sangue ao passar por este tecido, €
aquecido e retorna para as demais regides do corpo. Termoceptores para o frio
localizados na pele emitem o sinal para o centro termorregulador hipotaldmico, que
envia estimulos eferentes aos adipdcitos e estes oxidam rapidamente os 4acidos graxos.

A Ca""-ATPase localizada no reticulo sarcoplasmatico do musculo esquelético,
a SERCA, seria a principal via termogénica, ndo relacionada ao tremor muscular
neste tecido. A SERCA também ocorre no reticulo endoplasméatico e nas mitocondrias
do TAM, mas ndo ocorre no TAB. A SERCA teria um papel importante na
termogénese do TAM juntamente com a UCP-1. A fun¢do termogénica do TAM e a
sua diferenciacdo sdo induzidas, em condi¢des fisiologicas, pelo aumento da

estimulagdo simpatica, como ocorre durante a exposi¢do ao frio e a ingestdo de dieta
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hipercalérica, promovendo resisténcia ao frio e ganho de peso corporal,
respectivamente. A desnervagdo simpatica do TAM provoca atrofia do tecido,
reducdo da capacidade termogénica e modificagdo na distribuicdo de lipidios
intracelulares. O TAM apresenta grande quantidade de lipidios armazenados, porém,
ao contrario do TAB, esta reserva de lipidios ¢ utilizada pelo préprio TAM (DE
MEIS, 2003).

Os hormonios da tiredide agem sobre o0 TAM controlando a expressdao do gene
da UCP-1 e estimulando a diferenciagdo de pré-adipocitos marrons em adipdcitos
(BROETTO & BRITO, 2012). A exposi¢ao do animal ao frio aumenta a atividade da
enzima 5’-desiodase tipo II que catalisa a conversdo da tiroxina (T4) em

triiodotironina (T3) no TAM (SILVA, 20006).
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Figura 1: Localizacdo da UCP1 e cadeia respiratéria.

ADAPTADO DE: BRONDANI et al. (2012)
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1.3. O TECIDO ADIPOSO BEGE

O tecido adiposo bege ¢ um distinto tipo de células adiposas encontradas tanto
em roedores quanto em humanos. Recentes descobertas mostraram que existem dois
tipos de células adiposas termogénicas, 0 TAM e o tecido adiposo bege (TABG). Este
novo tipo de tecido adiposo pode emergir de depositos de TAB subcutaneo quando
estimulado pelo frio, via estimulacdo simpdtica, catecolaminas, tiazolidinedionas, via
aumento de AMP ciclico intracelular, passando a agir como um tecido termogénico,
expressando niveis elevados de UCP1 positivo e com aparéncia multilocular
(BOSTROM et al., 2012). Células beges emergem de TAB, porém, com uma
linhagem totalmente diferente do classico TAM, que possui origem muscular myf-5
positivo, sugerindo assim, um novo tipo de célula (Figura 2), (WU et al., 2012). Tanto
o TAM quanto o TABG possuem o papel de aumentar o gasto energético do

organismo.

O TABG possui baixos niveis basais de UCP1, porém, quando alguns depositos
subcutaneos ou viscerais de TAB s3o estimulados, como, por exemplo, via AMP
ciclico, o TABG aumenta a expressdo da UCP1 e passa a produzir calor em niveis
similares ao TAM. O hormoénio polipeptidico irisina, secretado pelo tecido muscular
durante exercicio fisico, também exerce efeito estimulatorio sobre alguns depositos de
TAB subcutaneo que passam a expressar niveis elevados de UCP1 e aumentam a
dissipacdo de energia. Esse novo tipo de adipocito parece ser relevante para o
tratamento de doencas como a obesidade e diabetes, servindo como alvo para a
modificacdo do fenotipo termogénico do TAB. Como o TABG tem a capacidade de

estocar energia e quando estimulado realiza termogénese, ativar a mudan¢a do
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fendtipo pode ser um caminho para o tratamento de doengas associadas ao sobrepeso

(WU et al., 2013).
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Figura 2: Origens das células adiposas. Precursor do tecido adiposo marrom, branco e bege.

ADAPTADO DE: WU et al. (2013)
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1.4. A VIA GLICERONEOGENICA

Independente da origem dos AGs, o fornecimento de glicerol-3- fosfato (G3P) ¢
essencial para o funcionamento adequado do TAB e a formacdo de TAG. A via
classica de obtencao de G3P pelo TAB ¢ a sua sintese a partir de carbonos da glicose,
pela conversao de diidroxiacetona fosfato, um intermediario da via glicolitica, a G3P,
uma reagao catalisada pela enzima G3P desidrogenase. Além desta via, o TAB possui
duas outras formas de obtengdo de G3P: a) pela fosforilacdo direta do glicerol pela
glicerocinase (GK); b) pela via gliceroneogénica, que consiste na formacao de G3P a
partir de compostos ndo glicidicos, como aminodcidos, lactato e piruvato, envolvendo
a carboxilagdo do piruvato a oxaloacetato, descarboxilagdo do oxaloacetato a
fosfoenolpiruvato e a formagdo de G3P por uma reversdo parcial da via glicolitica

(Figura 3).
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Glicose-6P

quinase
Dihidroxiacetona-P —> GLICEROL-3P Glicerol
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P-enolpiruvato
carboxiquinase

Oxaloacetato <——— Pjiruvato

Triacil-
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Acido Graxo
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Aminoacido

Figura 3: Fontes de glicerol-3-fosfato nos adipdcitos branco e marrom.

ADAPTADO DE: HANSON & RESHEF (2004)
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Para a produgdo de energia os tecidos utilizam, preferencialmente, a glicose e os
acidos graxos livres. A lipolise ¢ estimulada em periodos como o jejum, quando ha
balanco energético negativo para liberar os acidos graxos livres (AGL) e o glicerol,
que serdo utilizados como fontes de energia pelo musculo esquelético e cardiaco,
figado, entre outros tecidos. Apos a ingestdo alimentar, a lipogénese ¢ estimulada e o
armazenamento de energia na forma de TAG ocorre no TAB. Assim, o contetido de
TAG no TAB depende do balango entre a velocidade de mobilizagdo, lipdlise, e a
velocidade de sintese, lipogénese.

A via gliceroneogénica ¢ a sintese de novo de glicerol, ocorre tanto em
mamiferos quanto em outros vertebrados e em invertebrados, sendo considerada uma
versdo abreviada da gliconeogénese. Ela ¢ uma resposta frente a necessidade de
reesterificar 4cido graxo para manter o ciclo triacilglicerol/acido graxo (HANSON &
RESHEF, 2004). O excesso de AGL diminui a capacidade de captacdo de glicose
pelos tecidos e o seu metabolismo no musculo esquelético, como resultado, ocorre
resisténcia a insulina e diabetes melitus tipo 2 (ANDERWALD & RODEN, 2004). A
gliceroneogénese participaria da reesterificacdo de parte desses AGL em TAG. Em
humanos cerca de 60% do total de AGL formados pela lipdlise sdo reesterificados,
sendo que a maior parte deste processo ocorre no TAB (JENSEN et al., 2001).

Os primeiros relatos da existéncia desta via foram obtidos por Ballard e
colaboradores (1967) no TAB. Posteriormente, Reshef e colaboradores (1970)
demonstraram no TAB, que em situagdes catabdlicas como jejum e diabetes, ocorre
um aumento significativo da sintese de glicerol-3-fosfato, bem como um aumento na
atividade da enzima chave da via gliceroneogénica, a fosfoenolpiruvato carboxicinase
citosolica (PEPCKc). Hanson e colaboradores (2004) sugeriram que o aumento da

gliceroneogénese no jejum e no diabetes seria uma tentativa do TAB inibir a liberagao
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excessiva de 4cidos graxos para a circulagdo, evitando assim um aumento na
producdo hepatica de corpos cetdnicos e cetoaciconcentracdo. Reshef, Hanson e
Ballard cunharam o termo gliceroneogénese para descrever a conversao de lactato, de
piruvato e de aminodacidos glicogénicos em glicerol.

Os estudos sobre a via gliceroneogénica comegaram no inicio dos anos de 1960
com a descoberta da PEPCKc. Estudos subsequentes revelaram que a concentragdo e
a atividade desta enzima no tecido adiposo sdo similares aquelas do figado, porém o
tecido adiposo ndo ¢ gliconeogénico devido a falta de duas enzimas terminais desta
via (BEALE et al., 2002).

A gliceroneogénese foi primeiramente descrita no TAB, mas foi demonstrado
que ela também ocorre no figado de ratos e de humanos e no TAM (BOTION et al.,
1995; BRITO et al., 1999; KALHAN et al., 2001).

No TAM a gliceroneogénese controla a liberagdo de AGs para a mitocondria,
regulando sua resterificacdo. Sabe-se que os AGs induzem a transcri¢do do gene da
UCP 1 (proteina desacopladora 1) no TAM (LOWELL & SPIEGELMAN, 2000). No
TAM a atividade da PEPCKc ¢ aumentada pela noradrenalina, assim, a atividade da
gliceroneogénese no TAM controlaria o ritmo de liberacio de AGs para a
mitocondria, participando, desta forma, do controle da producdo de calor por este
tecido (HAHN & KIRBY, 1974; BRITO et al., 1999).

A manuten¢do da reserva intracelular de triacilglicerol ¢ importante para a
homeostase dos TAB e TAM. No TAB, a produgdo continua de glicerol-3-fosfato
(G3P) ¢ fundamental para que o tecido mantenha ou reponha os seus estoques de
TAG. No TAM, os AGs produzidos pela hidrolise dos TAG endogenos sdao tanto

substratos como mensageiros para ativagao do processo de geracao de calor.
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Além disso, parte dos AGs mobilizados do tecido adiposo ¢ encaminhada para o
figado onde participa na formacdo de TAG. Esse TAG sera incorporado em VLDL e
secretado para a circulacdo. Dentre os tecidos que utilizardo os AGs incorporados em
TAG de VLDL, encontra-se o proprio tecido adiposo. Portanto além da reciclagem
intracelular de AGs existe ainda uma reciclagem sistémica de AGs.

Diversos fatores controlam a atividade gliceroneogénica além do jejum e da
diabetes. Em ratos alimentados com uma dieta rica em proteinas (HP), pobre em
carboidratos, a gliceroneogénese ¢ ativada no TAB e no figado. O aumento da
capacidade gliceroneogénica seria uma estratégia para garantir o suprimento de G3P
necessario para o armazenamento de TAG e resterificacdo dos AGs provenientes da
dieta (BRITO et al.,, 2001). No TAM a administragdo da dieta HP resulta em
diminui¢do da atividade termogénica, redu¢do do peso do tecido e da atividade da
citocromo oxidase. Segundo Brito e colaboradores (2001) a preservacao da gordura
corporal nos animais HP estaria relacionada a redu¢do da capacidade termogénica do
TAM.

Ao contrario, em ratos alimentados com a dieta de cafeteria a atividade da GK
aumenta marcadamente no TAB e a producdo de G3P pela fosforilagdo direta do
glicerol ¢ ativada por esta dieta. Nesses animais ocorre redugdo da atividade da
PEPCKc e da sintese de TAG a partir de piruvato (CHAVES, 2008).

Recentemente, estudos demonstraram que a reducao da mobilizacdo de AGs
produzida por tiazolidinedionas (TZD), drogas usadas no tratamento do diabetes, ¢é
devida principalmente a inducdo da transcri¢do do gene da PEPCKc no TAB, com
consequente aumento da gliceroneogénese e da esterificagdo de AGs (Figura 4). Tais
experimentos com animais geneticamente modificados ou que receberam TZD vieram

comprovar a importdncia da gliceroneogénese e renovaram o interesse pelo



esclarecimento de seu papel fisiologico (TORDIMAN et al., 2003).
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ADAPTADO DE: NELSON & COX (2011)

O jejum promove tanto a gliconeogénese quanto a gliceroneogénese, a
expressdo do gene da PEPCKc ¢ induzida pelos hormoénios glucagon e adrenalina e

inibida pela insulina (HANSON et al, 1997). Glicocorticdides também afetam a
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transcricdo do gene, porém de forma diferente, eles induzem a transcri¢do no figado e
nos rins e inibem no TAB (NECHUSHTAN et al, 1987). Os glicocorticéides induzem
a atividade gliceroneogénica no figado, mas inibem no TAB. A gliceroneogénese no
TAM ¢ controlada por fatores hormonais e metabodlicos, a insulina tem uma acdo

inibitoria e a transcricdo génica da PEPCKc ¢ estimulada pela adrenalina.

1.5. STANNIOCALCINAS (STCs)

A stanniocalcina (STC), também chamada de hipocalcina ou teleocalcina, ¢ um
hormoénio glicoproteico originalmente encontrado em peixes teledsteos e pode ser
considerado o primeiro hormonio anti-hipercalcémico dos vertebrados (WAGNER et
al., 1986). Nesses animais as STCs s3o secretadas por um par de pequenas glandulas
endocrinas, arredondadas ou ovaladas de coloragdo creme, associadas
anatomicamente ao mesonefro, chamadas Corptsculos de Stannius (CS), que
geralmente estdo localizadas na superficie ventral dos rins e envoltos por tecido
conjuntivo. Os Corpusculos de Stannius foram descobertos em 1839, por Hermann
Friedrich Stannius - anatomista, entomologista e fisiologista alemao que na época,
acreditou que se tratavam das glandulas adrenais dos peixes (Figura 5). Essa idéia foi
defendida até¢ o século XX, quando Chester-Jones e colaboradores (1965) e Ogawa
(1967) demonstraram, através de estudos de microscopia eletronica, que as células
dos Corpusculos de Stannius possuiam as caracteristicas citoplasmaticas de células
secretoras de hormoénios polipeptidicos, no entanto, ndo apresentavam qualquer
atividade esteroidogénica. Baseado nessas caracteristicas, os Corpusculos de Stannius

foram considerados como glandulas exclusivas de peixes.
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A STC possui fungdes semelhantes a calcitonina (WAGNER et al., 1994) e
protege os peixes de episodio hipercalcémico potencialmente toxico. E importante
salientar o contraste que existe na reserva de calcio entre as classes de vertebrados.
Enquanto que os vertebrados superiores dependem do reservatorio de calcio
encontrado nos 0ssos, os peixes dependem do calcio presente no ambiente para
regular os niveis plasmaticos desse ion (WAGNER et al., 1994). Desde o inicio da
vida, os riscos causados pelas flutuacdes nas concentracdes de calcio ambiental sdo
frequentes para os peixes. Animais viviparos t€ém seu desenvolvimento embrionario
dentro do corpo materno que, por sua vez, possui as concentracdes do ion célcio em
uma faixa homeostatica restrita. Entretanto, desde a fase embrionaria os peixes
controlam a captacdo de calcio do meio externo, pois nos diferentes ambientes as
concentragdes do ion calcio apresentam variagdes que podem chegar a 1000 vezes.
Este hormdnio restabelece a normocalcemia por meio de efeitos regulatorios: inibindo
a absorcdo de célcio, através do epitélio intestinal, e a captagdo de calcio ambiental
pelas branquias e estimulando a reabsor¢do renal de fosfato, que tem a fungdo de
quelar o excesso de Ca™ (LU et al., 1994; VARGHESE et al., 1998; YEUNG et al.,
2012). A causa primaria de estimulacdo da secrecdo da STC pelo CS € o aumento do
calcio extracelular acima dos niveis fisiolégicos. Além do aumento de secrecao
hormonal ainda ha o aumento dos niveis de mRNA da STC (YEUNG et al., 2012). Os
peixes possuem receptores sensiveis ao calcio que desencadeiam os sinais para a
resposta fisiologica as flutuagdes nas concentragdes desse ion (RADMAN et al,
2002). Estudos recentes propdem que as STCs também teriam um papel regulador
sobre a concentracdo de outros fons, além do Ca™, como o Na“ ¢ o CI'(YEUNG et al.,

2012).
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Figura 5: Representaciio da localizacio do Corpusculo de Stannius em peixes
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Nos mamiferos ndo se conhece nenhuma estrutura que possa ser comparada ao
CS, assim, acreditava-se que a presenca e a fun¢do da STC tivessem se perdido
durante a evolugdo. Porém, existem exemplos, entre as diversas classes de
vertebrados, que demonstram que nem sempre os hormoénios s3o secretados por
glandulas enddcrinas especificas. Um estudo imunocitoquimico, utilizando anticorpos
de STC de salmdo, encontrou, no rim humano, proteinas semelhantes a STC
(WAGNER, et al., 1995). Como nos peixes o CS ¢ originado embriologicamente dos
néfrons, o tecido renal foi o ponto de partida para a busca de genes ortdlogos a STC
em humanos (WAGNER et al., 1995; DIMATTIA et al., 1998). No mesmo ano, foi
clonado o cDNA de STC com alta homologia com o horménio dos peixes (CHANG,

et al.,, 1995) e, enquanto que nos peixes essa proteina era sintetizada em um 6rgao
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especifico, em tecidos humanos diversos estudos constataram que a STC estava
amplamente expressa, sendo o mRNA desse peptideo expresso nos ovarios, nos rins,
no pulmado, no figado, na prostata, no coragdo, na tiredide e no musculo esquelético
(CHANG et al., 1995; RADMAN et al., 2002). Entretanto, o nivel de STC nestes
orgdos ¢ cerca de 100 vezes menor do que no CS. Em peixes, ainda é desconhecida
uma agdo paracrina das STCs, porém elas sdo expressas em testiculos, rins e ovarios
(SERLACHIUS, 2007).

A comprovacdo da existéncia do cDNA de STC em diferentes tecidos de
camundongos, demonstrou que a STC teria um papel paracrino/autdcrino ao contrario
daquela funcdo enddcrina cldssica encontrada nos peixes (CHANG et al., 1996).
Baseado no padriao de expressdo da STC humana sugere-se que ela atue como um
mediador local. Algumas fungdes dos peixes sdo mantidas, tal como, o papel sobre o
metabolismo mineral com as fungdes de transporte iOnico nos rins € no intestino.
Além disso, quando o hormdnio humano ¢ administrado em peixes hd manutencao da
funcionalidade indicando que os dominios dos receptores sdo bem conservados
evolutivamente (DE NIU et al., 2000; VARGHESE et al., 1998).

Em peixes, estudos para identificar a expressdo da proteina STC em outros
tecidos foram realizados por diversos pesquisadores (VARGHESE et al., 1998;
YEUNG et al., 2012). A surpresa foi que eles encontraram essa proteina em diversos
tecidos como: branquias, gonadas, coragdo, musculo e intestino. Esse interessante
achado sugere que além da fun¢do ja bem estabelecida de controle dos niveis de
calcio, a STC tenha em peixes, também, fungdes locais nesses tecidos, como
provavelmente, ocorre com a STC humana, pois em situacdes fisioldgicas essa
proteina esta presente no plasma de mamiferos apenas durante a gravidez (DEOL et

al., 2000).
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A identificacdo das células-alvo da STC ainda ¢ dificil pela falta de informagdes
acerca do receptor. Propde-se que o sistema de sinalizacdo do receptor de STC seja
acoplado a proteina G, pois uma ativacdo da via AMPc /PKA foi constatada em
células do tubulo proximal renal tratadas com STC (LU et al., 1994; YEUNG et al.,
2012).

Na maioria dos peixes e em todos os mamiferos, a STC1 (posteriormente houve
a descoberta de um homoélogo das proteinas tanto de peixe quanto de mamiferos que
se denominou STC2) ¢ wuma proteina glicosilada homodimérica com
aproximadamente 50 kDa. Ela ¢ sintetizada como um pré-pr6-hormoénio, em que a

sequéncia madura tem em média 250 aminoacidos (WAGNER et al., 1994).

Dois anos apds a clonagem do cDNA da STC humana, diferentes grupos
encontraram a partir de pesquisas “in silico”,utilizando o programa BLASTn do
NCBI (National Center for Biotechnology Information), uma proteina que chamaram
primeiramente de proteina relacionada a STC. Posteriormente, a STC de peixes e a
primeira STC humana clonada foram denominadas de STC1 e a segunda proteina
homologa as duas primeiras foi chamada de STC2. Uma andlise da expressdo da
proteina da STC2 em diversos tecidos de humanos e camundongos mostrou 0 mesmo
padrdo de expressdo variado da STC1 (CHANG & REDDEL, 1998; DIMATTIA et
al., 1998; ISHIBASHI et al., 2002). Apesar da STC2 mostrar apenas 30% de
identidade na sequéncia de aminoacidos da STC1 humana, os limites introns e éxons,
os residuos de cisteina e os sitios de glicosilacdo das moléculas permaneceram
conservados entre essas duas proteinas. Estudos sobre a estrutura gendmica e a
filogenia dessas proteinas mostram que elas podem ser derivadas de um gene
ancestral comum. Em 2005, Luo e colaboradores também clonaram a STC2 de peixes.

O RNAm da STC2 de peixes e de mamiferos, assim como a STCI1, também ¢
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expresso em diversos tecidos de peixes (WAGNER & DIMATTIA, 2006). Em
mamiferos, tecidos como o pancreas, o bago, os rins € o musculo esquelético possuem
uma marcante expressdo do RNAm da STC2. Em situagdes fisiologicas, ainda ndo
existem evidéncias de que essa proteina seja encontrada no plasma, tanto de peixes

quanto de mamiferos.

1.5.1. Funcgoes Bioldgicas da STC1 e STC2 em mamiferos

Os primeiros estudos que investigaram a funcionalidade dos hormdnios STC1 e
STC2 em mamiferos utilizaram ratos transgénicos que super expressavam ou eram
knockout (animais que perdem a funcdo de determinado gene) para o gene das STCs.
Todos os animais que super expressavam os genes das STCs tinham seu crescimento,
desenvolvimento muscular e dsseo prejudicados. Os animais knockout para STC1 nao
mostram alteracdes no fendtipo e aqueles que ndo expressavam a proteina STC2
mantinham os efeitos inibitérios do crescimento vistos na super expressdo dessa
molécula (FILVAROFF et al., 2002).

Além de efeitos sobre o crescimento e o desenvolvimento dos organismos ainda
existem evidéncias da importancia das STCI na regulacdo da homeostase do calcio e
do fosfato em mamiferos. Zhang e colaboradores (2000) constataram que a STCI1
aumenta a captacao celular de fosfato inorganico. Os autores também demonstraram
que a STCI diminuiu o dano neuronal causado pelo influxo de célcio que medeia a
toxicidade durante um processo isquémico em ratos. A idéia de uma relagdo funcional
entre a STC1 e a regulagdo intracelular de calcio ¢ fortalecida pela ac¢do inibitoria
desse hormdnio na movimentagdo transmembrana deste ion via canais de calcio do

tipo lento nos cardiomiécitos (ZHANG et al., 2000).
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Todos esses dados sugerem o papel importante da STC1 na homeostase do
calcio e no equilibrio osmotico em mamiferos. Em contraste, pouco se sabe sobre o
papel da STC2 no controle do calcio e do fosfato em mamiferos. Alguns autores
postulam que talvez os dois hormodnios tenham fungdes biologicas complementares
(ISHIBASHI & IMALI, 2002). A STC1 possui ainda fungdes sobre implantacdo e
desenvolvimento do embrido, além de participar da produ¢ao de hormdnios esterdides

nas células tecais de ovarios de camundongos (VARGHESE et al., 1998).

Muitas fungdes, principalmente do hormoénio STC1, ja foram relatadas,
atualmente os topicos de maior estudo sdo o envolvimento desses hormonios nos
processos inflamatdrios e carcinogénicos (ISHIBASHI & IMAI, 2002). Diversas
pesquisas na area da oncologia correlacionaram altos niveis de expressdo da STC1 e
da STC2 em diferentes tipos de cancer a um prognoéstico ruim. Pacientes com certos
tipos de tumores, diferentemente do que ocorre em uma situagdo fisioldgica,
apresentam concentragdes detectdveis de STC na corrente sanguinea (ISHIBASHI &
IMAL 2002) e a expressao aumentada da STC1 no sangue periférico foi relacionada

como um marcador para detectar carcinoma esofagico (SONG et al., 2012).

1.5.2. Evidéncias do papel das STCs sobre o metabolismo intermediario em

mamiferos

Poucos trabalhos na literatura consultada demonstram o papel da STCI e da
STC2 no controle do metabolismo intermediario. Camundongos transgénicos que
super expressavam STCl no musculo esquelético apresentaram mudancas

metabolicas importantes. Esses animais apresentaram hiperfagia, perda de peso e
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maior consumo de oxigénio. Além disso, houve um aumento na rapidez de depuracio
da glicose (FILVAROFF et al., 2002). A STC1 ¢ responsavel também por um
aumento no tamanho das mitocondrias sem prejudicar a integridade e a fungdo dessas
organelas (ELLARD et al., 2007). McCudden e colaboradores (2002) investigaram a
ligacdo da STC1 ao receptor em membranas de hepatdcitos e de células renais. Eles
demonstraram a ligacdo do hormonio STC1 na membrana plasmatica e na membrana
mitocondrial de hepatdcitos, sendo que 90% do hormdnio estava localizado na matriz
mitocondrial destas células. Esses achados sustentam a importancia deste polipeptidio
no controle do metabolismo mitocondrial, sendo que ¢ a primeira vez que receptores
de hormoénios peptidicos sdo verificados na membrana dessa organela celular. Na
literatura, diversos trabalhos sugerem evidéncias da existéncia de proteinas na
superficie celular que tém afinidade pela STCI e funcionam como receptores para
este hormonio. Nao ¢ bem compreendido ainda, se a STC1, quando secretada, liga-se
a receptores na membrana plasmatica e dispara cascatas de sinalizagdo intracelulares
ou se ela sofre endocitose e passa entdo a atuar dentro da célula. A possibilidade de
que ambas alternativas possam ocorrer ndo ¢ descartada. Outra hipdtese seria a
presenca de diferentes receptores que possuam afinidade a STC1 e cada receptor
estaria ligado as diferentes respostas fisioldgicas do hormdnio em acordo com sua
multifuncionalidade. Apesar de todas as evidéncias, até hoje, nenhum trabalho
demonstrou experimentalmente qual ¢ ou quais sdo os receptor (es) de STC1. Em
2002, McCudden e colaboradores observaram, in situ, ligagdo de alta afinidade de
STC1-AP (ligada a fosfatase alcalina) na superficie celular de tecidos como rim e
figado. Os autores purificaram mitocondrias desses dois tecidos e constataram que
nesta organela também ocorria uma ligacdo de alta afinidade de STCI1-AP, mais

especificamente na membrana interna da mitocondria e verificaram que a essa ligacao
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estimulava o metabolismo mitocondrial e a transferéncia de elétrons. Ellard e
colaboradores (2007) demonstraram que a ligagdo STC1 aos receptores mitocondrias
pode ser desfeita pela adi¢do de ATP. A exposi¢do de fracdes mitocondriais de
hepatocitos e de células musculares a STC1 aumentou o consumo de oxigénio e a
concentragdo de célcio mitocondrial e diminuiu a razdo ADP:0,, que indica uma
produ¢do menos eficiente de ATP. Além disso, a STC1 aumentou a respiragao celular
em hepatocitos e em células musculares (ELLARD et al., 2007). O aumento no
consumo de oxigénio, em conjunto com uma reducdo dos niveis de ATP, mostra o
papel da STC1 na fosforilagdo oxidativa (ELLARD et al., 2007; MCCUDDEN et al.,
2002). Esses trabalhos contribuem para a melhor compreensdo acerca do papel
metabolico da STCI.

Serlachius e Andersson (2004) observaram aumento na expressao da STCI1 em
adipocitos durante seu estagio final de maturacdo. Os autores relacionaram a presenga
da SCT1 com a resisténcia dessas células a apoptose e eles sugerem que a STC1
estaria envolvida com a homeostase do tecido adiposo. Além dessas evidéncias do
papel metabdlico da STC1 no metabolismo de lipidios, Paciga e colaboradores (2003)
identificaram, nas células luteas ovarianas, especializadas na esteroidogénese, um
acimulo citoplasmatico da STC1 e de seus possiveis receptores. A STCI se
localizava especialmente na superficie das gotas lipidicas. Essas gotas sdo envolvidas
por uma camada unica de fosfolipideos cuja composicdo ¢ bastante diferente da
membrana plasmatica. Essa hemimembrana ¢ composta por diversas proteinas como
as perilipinas, cuja fungdo ¢ controlar a esteroidogénese e/ou o metabolismo de
lipideos, pois sofre a acdo da LHS e ATGL. Observou-se que a STC1 se co-localiza

com as perilipinas, fator esse que pode também inferir um papel desse hormonio no
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metabolismo de lipidios (SERLACHIUS & ANDERSSON, 2004; PACIGA et al.,
2005).

Dados referentes a uma possivel agdo da STC2 sobre o metabolismo
intermediario de mamiferos ainda sdo escassos. O pancreas ¢ um sitio produtor de
STC2 em mamiferos. Moore ¢ colaboradores (1999), utilizando a técnica de imuno-
histoquimica, demonstraram que a STC2 se expressa no pancreas € sugeriram que a
localizagdo da STC2 nas células alfa pancredticas estaria relacionada ao possivel
papel desse hormonio sobre o metabolismo da glicose em mamiferos. Existem poucos
estudos sobre as agdes das STCs no metabolismo intermediario de mamiferos, ainda
ndo existem muitas evidéncias sobre esses hormdnios no metabolismo de lipidios, o
presente trabalho, se propde a investigar essa lacuna existente no conhecimento sobre

as STCs.
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2. OBJETIVOS

2.1. OBJETIVO GERAL

O objetivo desta dissertagdo foi estudar as agdes, in vitro, da STC1 humana
(STC1) e STC2 humana (STC2) sobre a gliceroneogénese no tecido adiposo de Rattus
norvegicus em animais alimentados e em jejum de 24 ou 48 horas, com o propdsito de

demonstrar os efeitos metabdlicos destes hormonios.

2.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

Determinar, no tecido adiposo branco epididimal e no tecido adiposo marrom de
Rattus norvegicus, alimentados (controle) e em 24 e 48 horas de jejum, as agdes da
STC1 e STC2 humana, nas concentra¢des de (0,0lng/mL, 0,Ing/mL e 10ng/mL)

sobre a:

a) Formagdo de '*CO, a partir de [2-'*C]-piruvato;

b) Incorporagdo do "“C do [2-'*C]-piruvato em '*C-glicerol e '*C-acido graxo;

c¢) Atividade da enzima fosfoenolpiruvato carboxicinase citosélica (PEPCK-c);

Determinar as concentragdes séricas do hormoénio Leptina e de Glicose em

Rattus norvegicus, alimentados (controle) e submetidos a 24 e 48 horas de jejum.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. Animais

Foram utilizados 61 ratos Wistar machos (Rattus norvegicus), pesando
aproximadamente 300 + 50g. Esses animais foram obtidos do CREAL (Centro de
Reproducdo e Experimentacdo de Animais em Laboratério) do Instituto de Ciéncias

Basicas da Saude (ICBS) da Universidade Federal do Rio Grande do Sul (UFRGS).

Apds a retirada dos animais do CREAL os mesmos foram mantidos em
ambiente com temperatura controlada de 21°C e ciclo de 12h claro/12h escuro. Os
ratos foram mantidos em caixas contendo dois animais por caixa - receberam agua e
alimento ad libitum. Os animais em jejum de 24 e 48 horas foram acomodados em
gaiolas individuais, com maior quantidade de maravalha e com agua ad libitum até o

momento da execu¢do de cada procedimento experimental.

Os procedimentos experimentais aos quais os animais foram submetidos
obedeceram as normas estabelecidas pelo Colégio Brasileiro de Experimentacdo
Animal (COBEA) ¢ o projeto foi aprovado pelo Comité de Etica no Uso de Animais

da UFRGS (n° 23498).
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3.2. Procedimentos Experimentais

Em todos os procedimentos experimentais, os animais foram divididos em 3
grupos: animais alimentados com dieta padrao (controle), animais em jejum de 24
horas e animais em jejum de 48 horas. Os ratos foram mortos por decapitagdo em
guilhotina, procedimento realizado sempre no inicio da manhd e cujo grau de
severidade foi sem recupera¢do. Apos a decapitacdo, o tecido adiposo branco
epididimal (TAB) e o tecido adiposo marrom interescapular (TAM) foram
rapidamente excisados de todos os animais e, entdo, esses tecidos foram fatiados
sobre placas de Petri umedecidas com ringer (tampao Krebs Ringer Bicarbonato -
KRB): NaCl 118mM, KCI 4,8mM, CaCl, 1,3mM, KH,PO4 1,2mM, MgSO41,2mM e

NaHCO;24,8mM; pH 7,4 gelado.

Antes da realizagdo de todas as técnicas experimentais utilizadas no presente
trabalho os tecidos fatiados foram colocados a tubos de polietileno contendo 1mL de
KRB com 1% de albumina sérica bovina (BSA) e pH 7,4. Os tecidos foram pesados e
aerados com gas carbogénio (0,:CO,, 95:5%, v/v) durante 30 segundos para a
substitui¢do da fase gasosa. Esses tecidos foram pré-incubados por 15 minutos a 37°C,

sob agitacdo constante, em banho metabolico tipo Dubnoff.

As concentracdes das stanniocalcinas humanas (STCs) usadas neste trabalho
foram determinadas em estudos anteriores realizados em nosso laboratério e segundo
De Niu ¢ colaboradores (2000). Foram utilizadas 3 concentragdes de STC1 humana:

0,01ng/mL (STC1-A), 0,Ing/mL (STC1-B) e 10ng/mL (STC1-C) e trés concentragdes
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de STC2 humana: 0,0Ing/mL (STC2-A), 0,1ng/mL (STC2-B) e 10ng/mL (STC2-C),
ambas diluidas em KRB (Recombinant Human STC1 and STC2, HEK 293 cell line,

RayBiotech Inc. USA).

Apds o periodo de pré-incubacdo os tecidos provenientes de um mesmo
animal (TAB e TAM) foram divididos em grupos. Para o TAB: um grupo ringer, no
qual os tecidos foram incubados com KRB sem a presenca de nenhum hormoénio
exogeno; trés grupos incubados com a STCl1 humana nas concentracdes de
0,01ng/mL (STC1-A), 0,1ng/mL (STC1-B) e 10ng/mL (STC1-C), respectivamente e
trés grupos que foram incubados com a STC2 humana nas concentracdes de
0,01ng/mL (STC2-A), 0,Ing/mL (STC2-B) e 10ng/mL (STC2-C), respectivamente.
Para o TAM: um grupo ringer, no qual os tecidos foram incubados com KRB sem a
presenga de nenhum hormoénio exdgeno; um grupo que foi incubado com a STCI
humana na concentracao de 0,1ng/mL (STCI1-B) e um grupo que foi incubado com a
STC2 humana na concentragio de 0,Ing/mL (STC2-B) (APENDICE - A). O tempo
de incubagdo escolhido para este trabalho foi baseado nos estudos de Brito e
colaboradores (1999) e Brito e colaboradores (2001). Para o TAB foi utilizado o
tempo de 60 minutos de incubagdo em todos os ensaios experimentais e para TAM foi

utilizado o tempo de 120 minutos.

3.3. Formagio de '*CO; a partir de [2-"*C]-piruvato

A formagdo de '*CO; a partir de 2-'*C-piruvato foi realizada segundo método

descrito por Torres e colaboradores (2001).
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Apobs pré—incubacdo, os tecidos foram incubados em vidros com tampa de
borracha que continham ImL de solu¢do KRB 1% BSA, pH 7,4 acrescido de: 0,1 pCi
de [2-"*C]-4cido piravico (Perkin Elmer 0,27 GBg/mmol, 7,3 mCi/mmol), 5 mM
piruvato, 1% fluoreto de fenilmetilsulfonil (PMSF), na auséncia (grupo ringer) ou
presenga das concentracdes de 0,01; 0,1 e 10ng/mL de STC humana 1 ou 2. Vidros
em formato de “J”, com um pogo que continha uma tira de papel 3MM Whatman para
a captagio do '*CO; resultante da oxidagdo do 2- '*C-piruvato foram fixados as
tampas de borracha e permaneceram dentro do frasco durante o periodo de incubagao
sem encostar na solugdo de incubagao.

Posteriormente, a fase gasosa foi substituida por carbogénio (0,:CO,, na
proporc¢ao 95:5% v/v) por 30 segundos e as tampas foram fechadas e vedadas com
parafilme. A incubacdo ocorreu em banho metabdlico tipo Dubnoff a 37°C com
agitacao constante por 120 minutos para o TAM e 60 minutos para o TAB. Apos esse
periodo a reagdo de oxidagdo foi interrompida com a administragdo de uma injegao,
através da tampa de borracha, de 0, 25mL de TCA 50% no meio de incubagdo e
0,25mL de NaOH 2M no pogo de vidro. Os tubos foram deixados a temperatura
ambiente por 24 horas para que todo o '*CO, formado fosse captado pelo papel 3MM

Ap0s este periodo, foram retirados os vidros em formato de “J” e o papel 3MM
foi inserido em frascos com 2,5mL de liquido de cintilagdo (Tolueno-Triton X-100
(2:1), PPO 0,4%, POPOP 0,01%). A radioatividade foi medida em um contador
(LKB-Wallac). Os resultados foram expressos em mmoles de '*C-piruvato

incorporados em '*CO,. mg™. h™!
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3.4. Incorporacio do '*C do [2-'*C]-piruvato em "*C-glicerol e em *C-acido
graxo

Os experimentos referentes & incorporagdo do '*C do [2-'*C]-piruvato em '*C-
glicerol (gliceroneogénese) e em '*C-acido graxo foram realizados segundo Botion e

colaboradores (1995).

Tecidos provenientes de ratos alimentados com dieta padrdo ou em jejum (24 e
48 horas), foram pré-incubados, aerados com carbogénio (O,:CO,, na proporcao
95:5% v/v) e incubado sem banho metabodlico tipo Dubnoff a 37°C, com agitacao
constante, por 120 minutos para o TAM e 60 minutos para o TAB com seus
respectivos hormonios, STC 1 e 2 em suas respectivas concentragdes de 0,01; 0,1 e
10ng/mL. Estes tecidos foram imediatamente colocados em gelo apo6s incubagdo. Os

tecidos foram lavados com solugdo KRB e secos em papel filtro.

Para extra¢do dos lipidios totais, foi utilizado o método descrito por Folch
(1957). Todos os tecidos foram homogeneizados em homogeneizador tipo Potter-
Elvejhem com pistilo de teflon, com cloroféormio-metanol 2:1 (v:v) e permaneceram
por 24horas em tubos pirex vedados com parafilme em temperatura de 10 °C.
Posteriormente, foram filtrados e transferidos para tubos falcon. Foi acrescentada
agua destilada e foram realizadas 3 centrifugacdes (centrifuga MTD III plus) a 2250 x
g por 15 minutos. A fase cloroférmica inferior foi separada e permaneceu em capela
para evaporagao.

Ao conteido de cada tubo, apés evaporacdo da fase cloroférmica, foi
acrescentado 1 mL de KOH alcodlico. A seguir, os tubos foram tampados e incubados
em banho metabélico tipo Dubnoff a 75 °C por 1 h. Apés resfriamento, foram

adicionados 2 mL de agua destilada e os tubos foram deixados abertos até desaparecer
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o odor de alcool. O contetido restante desses viais foi vertido em tubos falcon. Em
cada falcon, foram adicionados 5SmL de éter de petroleo, agitados em vortex e
realizadas 2 centrifugagdes (centrifuga MTD III plus) a 420 xg por 5 minutos. A fase
superior foi descartada e a fase inferior restante, foram adicionadas 2 gotas de verde
de bromocresol (0,04%) para obter colora¢do azul, e posteriormente, acido sulfurico
6N, para acertar a titulagdo, até obtermos a coloracdo amarela. Apos, as amostras
foram centrifugadas (centrifuga MTD III plus) com 5 mL de cloroféormio a 420 x g
por 5minutos. Foi utilizado e ImL da fase superior aquosa para determinagio de '*C -
glicerol ¢ ImL da fase inferior para determinagiodo'*C -acido graxo. Ambos
permaneceram em capela para evaporagdo. Apds a evaporacdo, foi acrescentado o
liquido de cintilagdo (Tolueno-TritonX-100 (2:1), PPO 0,4%, POPOP 0,01%) e a
radioatividade foi estimada através de contador (LKB-Wallac). Os resultados foram

14 . . P |
expressos em nmol de “C-piruvato incorporados em g. tecido™ h™.

3.5 Determinacio da atividade da enzima fosfoenolpiruvato carboxicinase

(PEPCK [E.C.4.1.1.32])

A determina¢do da atividade da PEPCK citosdlica foi realizada segundo a
técnica descrita por Utter & Kurahashi (1955), baseado na reagdo de troca entre

H'"COj; e 0 oxaloacetato.

As amostras de TAM e TAB (cerca de 3g) dos diferentes grupos experimentais
previamente pré-incubadas, aeradas com carbogénio e incubados com as diferentes
concentragdes de STC1 e STC2, por 120 minutos para o TAM e 60 minutos para o
TAB, foram homogeneizadas em sacarose 0,25M na proporg¢do de 1:2(v/v), mais 1%

de PMSF, com a utilizagdo de homogeneizador tipo Potter-Elvejhem com pistilo de



53

teflon. Em seguida, o homogeneizado foi centrifugado a 5000 x g por 10 minutos a
temperatura de 4°C. O sobrenadante foi retirado e centrifugado (Sorvall centrifuge-
RC-5B) a 18.000 x g por 60 minutos a 4°C. Aproximadamente 100pL de amostra
foram reservadas para dosagem de proteinas (quantificadas através de ensaio
colorimétrico, com kit comercial para proteinas totais -Labtest). A mistura da reacdo
(450uL) continha tampao Tris-HCI 0,625M, oxaloacetato (OAA) 0,3M, MnCl,
0,04M, MgCl, 0,4M, GSH 6,25M, trifosfato de inosina (ITP) 0,02M, NaHCO; 1M e
0,4uCi de NaH'"“CO; (Perkin Elmer 1,88 GBg/mmol, 50,8 mCi/mmol ). A essa
mistura foram adicionados 50ul de amostra e foi realizada a incubacdo em banho
metabolico do tipo Dubnoff a 37°C durante 4 minutos. Para cada grupo experimental
foi preparado um branco que continha todos os componentes da mistura (inclusive a
amostra), exceto ITP (ativador enzimatico).

A reacdo enzimatica foi interrompida com 500ul de acido tricloroacético (TCA)
5%. As amostras foram imediatamente aeradas com CO, durante 5 minutos para
remogdo do excesso de H'*CO;. Apés, as amostras foram centrifugadas (centrifuga
MTD III plus) a 2250 x g por 10 minutos. Foram retirados 300ul do sobrenadante e
repassados para os viais contendo 3ml de liquido de cintilagao (Tolueno-Triton X-100
(2:1), PPO 0,4% , POPOP 0,01%). A radioatividade foi medida em contador LKB-

Wallac.

As contagens obtidas dos brancos eram descontadas das contagens das amostras
e os resultados da atividade foram expressos em wmol de H'*CO;™ incorporado em

oxaloacetato. mg™' de proteina. min™' de incubago.
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3.6. Analises Bioquimicas

Apo6s a decapitacdo dos animais, o sangue foi coletado em tubos com ativador
de coagulacao e centrifugado (centrifuga MTD III plus) a 420 x g por 10 minutos para

separacdo do soro. As amostras foram congeladas a -20°C até sua utilizagao.

A glicemia foi quantificada através de ensaio colorimétrico, com kit comercial

(Life Biotechnology). Os resultados expressos em mg de glicose por dL de soro.

A dosagem do hormoénio leptina foi realizada, através de kit de ELISA,
(Millipore Rat Leptin) e os resultados foram expressos em ng de leptina por mL de

SOro.

3.7. Analise Estatistica

O célculo do nimero minimo de animais (n) foi baseado na técnica da atividade
da fosfoenolpiruvato carboxicinase citosolica (PEPCKc) , no Computer Programs for
Epedemiologists (WIN PEPI — versdo 9.1), utilizando-se dados de estudo prévio
(Brito et al., 2001). Foi estabelecido um nivel de significancia de 0,05, poder
estatistico de 95%, erro aceitavel de 10% e perda esperada de 10%. Assim, chegou-se

a um namero amostral de 61 animais.

Para testar a homogeneidade dos resultados foi usado teste de Levene e para
testar a normalidade, teste de Kolmogorov-Smirnov. Para dados paramétricos, foi
utilizada andlise de variancia (ANOVA) de duas vias, complementado com teste Post-
Hoc de Bonferroni e os resultados foram expressos como a média + erro padrao da

média. Para dados ndo paramétricos, foi utilizado teste de Kruskal Wallis, seguido do
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teste de comparagdo multipla de Dunn e os resultados foram expressos como mediana
e intervalo interquartil (10 e 90%). Ambos os testes foram realizados no software
SPSS (IBM SPSS Statistics 17). As diferencas foram consideradas significativas

quando P<0,05.

3.8. Protecao ao Pesquisador

Durante a execu¢do das técnicas constantes no presente trabalho os
pesquisadores envolvidos usaram luvas de procedimento cirdrgico e vestimentas
adequadas para sua propria protecdo. Quando necessario também foram utilizados
mascara e oculos de protecdo. Além destes cuidados, a preparacdo das solucdes
volateis ocorreu dentro da capela de exaustdo. O descarte dos residuos ndo-toxicos
ocorreu no sistema de esgoto comum e os demais residuos foram encaminhados para
o Centro de Gestdo e Tratamento de Residuos Quimicos da UFRGS para

procedimento correto de eliminagao.

O Laboratorio de Metabolismo e Endocrinologia Comparada (LaMEC), onde
foi realizado o presente estudo, possui autorizagdo para manipulagdo de radioisotopos
e os residuos foram descartados segundo as normas da Comissdo Nacional de Energia

Nuclear (CNEN).

3.9. Tratamento de Residuos
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Os residuos de amostras biologicas foram congelados a -20°C até o
recolhimento. Luvas e demais materiais que continham residuos bioldgicos, bem
como, materiais perfurocortantes, foram devidamente separados, embalados,
identificados e posteriormente recolhidos. As carcagas dos animais foram congeladas

e entregues ao biotério para eliminacdo adequada.
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4. RESULTADOS

4.1. Acoes da STC1 e da STC2 sobre o tecido adiposo branco epididimal de

Rattus norvegicus

4.1.1. Estudo in vitro da acdo de diferentes concentracoes da STCI1 sobre a

oxidacdo de 2 “C-piruvato em 14CO;

O hormonio STCI nas concentragdes estudadas (A: 0,0lng/mL, B: 0,Ing/mL e
C: 10ng/mL) ndo alterou significativamente a oxidagdo de [2-'*C] piruvato no TAB,
em relacdo a incubacdo com ringer, tanto no grupo controle (alimentado) quanto nos

animais submetidos ao jejum. (Figura 6).
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Figura 6. Oxidacdo de [2-'*C]-piruvato no tecido adiposo branco epididimal (TAB)
de Rattus norvegicus em animais controle e submetidos a 24horas de jejum na
presenca de diferentes concentragdes (A: 0,01ng/mL; B: 0,Ing/mL; C: 10ng/mL) de
STCI ou na auséncia (ringer), (n=7-8). Resultados foram expressos em mmol de
'*CO,. formado por mg'.h™'. As colunas e barras representam, respectivamente, as
médias + erro padrao da média.
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4.1.2. Estudo in vitro da acdo de diferentes concentracdes da STC2 sobre a

oxidacdo de 2 “C-piruvato emMCO;

Apo6s a incubagdo na presenga de diferentes concentragdes do hormoénio STC2
(A: 0,0lng/mL, B: 0,Ing/mL e C: 10ng/mL), a oxidagio de [2-'*C] piruvato pelo
TAB diminuiu significativamente (P< 0,05) no grupo jejum 24 horas em relagdo ao
grupo ringer/controle nas concentragdes A: 0,0lng/mL e C: 10ng/mL. Nos animais
controle (alimentados) a incubagdo com STC2 (A: 0,0lng/mL, B: 0,Ing/mL e C:
10ng/mL) ndo alterou significativamente a oxidag¢do de [2-'*C] piruvato no TAB.

(Figura 7).
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Figura 7. Oxidagdo de [2-"*C]-piruvato no tecido adiposo branco epididimal (TAB)
de Rattus norvegicus em animais controle e submetidos a 24horas de jejum na
presencga de diferentes concentragdes (A: 0,01ng/mL; B: 0,Ing/mL; C: 10ng/mL) de
STC2 ou na auséncia (ringer) (n=7-8). Resultados foram expressos em mmol de
4CO, formado por mgLh'l. As colunas e barras representam, respectivamente, as
médias + erro padrdo da média. *representa diferenca significativa em relagdo ao
grupo controle/ringer (P<0,05).
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4.1.3. Estudo in vitro da acao de diferentes concentracoes da STC1 sobre a

Incorporacio do C do [2-14C]-piruvato em 14C-glicerol

A STC 1 nas concentragdes utilizadas (A: 0,0lng/mL, B: 0,Ing/mL e C:
10ng/mL) ndo alterou significativamente a formagdo de glicerol a partir de [2-'*C]
piruvato, tanto no grupo controle (alimentado) quanto nos grupos jejum (24 e 48
horas). O jejum de 24 e 48 horas diminuiu significativamente (P<0,05) a incorporacao
do "C do piruvato em glicerol, em relagio ao grupo ringer/controle (alimentado).

(Figura 8).
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Figura 8. Formacio de glicerol a partir [2-'*C]-piruvato no tecido adiposo branco
epididimal (TAB) de Rattus norvegicus em animais controle e submetidos a 24 e 48
horas de jejum na presenca de diferentes concentragdes (A: 0,01ng/mL; B: 0,Ing/mL;
C: 10ng/mL) de STC1 ou na auséncia (ringer), (n=6-9). Resultados foram expressos
em nmol de “C-glicerol formado por mglhl. As colunas e barras representam,
respectivamente, as médias + erro padrio da média. *representa diferenca
significativa entre os grupos controle e jejum nos tratamentos com ringer € com as
concentragdes de STC (P<0,05).
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4.1.4. Estudo in vitro da acdo de diferentes concentracoes da STC2 sobre a

Incorporacio do *C do [2-*C]-piruvato em “C-glicerol

No grupo controle (alimentado) o horménio STC2 nas concentragdes A
(0,01ng/mL) e B (0,Ing/mL) aumentou significativamente (P<0,05) a formacao de
glicerol a partir de [2-'*C] piruvato no TAB. O jejum de 48 horas diminuiu
marcadamente (P<0,05) a incorporagio do '*C do piruvato em glicerol em relago ao
grupo ringer/controle. Entretanto, no grupo em jejum (24 ou 48 horas) a STC2 nao
alterou significativamente a formagao de glicerol a partir de [2-'*C] piruvato no TAB

(Figura 9).

250+ *

l C3 Controle

3 Jejum 24h

200+ C3 Jejum 48h

-
a
2

100

50

[2-14C] piruvato incorporado em 14C-glicerol
(nmol 14C-gllcerol mg 'h 1)

ég & Ha éé

Ringer STC2-A STC2-B STC2-C
Tratamentos

Figura 9. Formagio de glicerol a partir de [2-'*C]-piruvato no tecido adiposo branco
epididimal (TAB) de Rattus norvegicus em animais controle (alimentados) e
submetidos a 24 e 48 horas de jejum, na presenca de diferentes concentragdes (A:
0,01ng/mL; B: 0,Ing/mL; C: 10ng/mL) de STC2 ou na auséncia (ringer), (n=7-9).
Resultados foram expressos em nmol de '*C-glicerol formado por mglhl. As
colunas delimitam o intervalo interquartil, as linhas horizontais representam a
mediana e as barras verticais indicam os percentis de 10 e 90. *representa diferenga
significativa em relacdo ao grupo controle/ringer (P<0,05).
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4.1.5. Estudo in vitro da acdo de diferentes concentracoes da STCI1 sobre a

Incorporacio do *C do [2-'*C]-piruvato em “C-4cido graxo

Na presenca de diferentes concentragdes de STC 1 (A: 0,01ng/mL, B: 0,1ng/mL
e C: 10ng/mL) a formacdo de acidos graxos a partir de [2-'*C] piruvato ndo foi
alterada significativamente em relagdo ao grupo ringer, tanto nos animais controle
(alimentados) quanto nos submetidos ao jejum. No TAB incubado com ringer, o
jejum de 24 e 48 horas diminuiu significativamente a incorporagdo do [2-'*C]-

piruvato em '*C-acido graxo, em relagdo ao grupo controle (alimentado). (Figura 10).
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Figura 10. Formagio de acido graxo a partir [2-'*C]-piruvato no tecido adiposo
branco epididimal (TAB) de Rattus norvegicus em animais controle (alimentados) e
submetidos a 24 e 48 horas de jejum na presenca de diferentes concentracdes (A:
0,01ng/mL; B: 0,Ing/mL; C: 10ng/mL) de STC1 ou na auséncia (ringer), (n=8-11).
Resultados foram expressos em nmol de '*C—acido graxo formado por mgLhl. As
colunas e barras representam, respectivamente, as médias + erro padrdo da média.
*representa diferenca significativa em relagdo aos respectivos grupos controle
(P<0,05).
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4.1.6. Estudo in vitro da acdo de diferentes concentracoes da STC2 sobre a

Incorporacio do *C do [2-*C]-piruvato em “C-4cido graxo

Na presenca de diferentes concentragdes de STC 2 (A: 0,01ng/mL, B: 0,1ng/mL
e C: 10ng/mL) a formacdo de acidos graxos a partir de [2-'*C] piruvato ndo foi
alterada significativamente em relagdo ao grupo ringer, tanto nos animais controle
(alimentados) quanto nos submetidos ao jejum. No TAB incubado com ringer, o
jejum de 24 e 48 horas diminuiu significativamente a incorporagdo do '*C do [2-'*C]-

piruvato em '*C-acido graxo, em relagdo ao grupo controle (alimentado) (Figura 11).
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Figura 11. Formagio de acido graxo a partir de [2-'*C]-piruvato no tecido adiposo
branco epididimal (TAB) de Rattus norvegicus em animais controle (alimentados) e
submetidos a 24 e 48 horas de jejum na presenca de diferentes concentracdes (A:
0,01ng/mL; B: 0,Ing/mL; C: 10ng/mL) de STC2 ou na auséncia (ringer) (n=8-10).
Resultados foram expressos em nmol de '*C—4cido graxo formado por mgt. hl. As
colunas e barras representam, respectivamente, as médias + erro padrdo da média.
*representa diferenca significativa em relagdo ao grupo controle/ringer (P<0,05).
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4.1.7. Relacdo entre formacido de glicerol e formacdo de acidos graxos nas

diferentes concentracdes da STC1 em animais alimentados € em jejum de 24 e 48h.

A razdo da incorporagdo do [2-'*C] piruvato em glicerol/incorporagio do [2-
'C] piruvato em acidos graxos é cerca de 2 vezes maior em ratos em jejum de 24
horas, incubados em presenca de STC 1 nas concentragdes A= 0,0lng/mL e

C=0,10ng/mL, em relagdo ao respectivo grupo controle (Figura 12).
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Figura 12. Relagdo entre a formagdo de '*C-glicerol e a formagio de '*C-acidos
graxos a partir de [2-'*C] piruvato [(nmol de glicerol. mg"'.h™) / (nmol de 4cido
graxo. mg'. h™")]. de Rattus norvegicus alimentados ¢ em jejum de 24 e 48horas no
tecido adiposo branco epididimal (TAB) incubados com diferentes concentragdes de
STCI(A: 0,0Ing/mL; B: 0,1ng/mL; C: 10ng/mL).
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4.1.8. Relacdo entre formacdo de glicerol e acidos graxos entre as diferentes

concentracoes da STC2

A razdo da incorporagio do [2-'*C] piruvato em glicerol/ incorporagdo do [2-
'C] piruvato em 4cidos graxos ¢ cerca de 2 e 3 vezes maior no grupo jejum de 24
horas, incubados em presenca de STC 2 na concentracio A= 0,01ng/mL, quando
comparada aquelas dos ratos alimentados (controles) e em jejum de 48h, com a

mesma concentragdo de hormonio, respectivamente (Figura 13).
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Figura 13. Relagdo entre a formagdo de '*C-glicerol e a formagio de '*C-acidos
graxos a partir de [2-'*C] piruvato [(nmol de glicerol. mg"'.h™) / (nmol de 4cido
graxo. mg'. h™")] de Rattus norvegicus alimentados e em jejum de 24 ¢ 48horas no
tecido adiposo branco epididimal (TAB) incubados com diferentes concentragdes de
STC2 (A: 0,01ng/mL; B: 0,1ng/mL; C: 10ng/mL).



65

4.1.9. Estudo in vitro da acdo da STC1 e STC2 sobre a atividade da enzima

PEPCK através da incorporacdo de H14CO§ em oxaloacetato

A incubagdo do TAB de ratos controle (alimentados) em presenca de STC 1 e
STC 2 na concentragdo (B= 0,1ng/mL) ndo alterou significativamente a atividade da

enzima PEPCKc (Figura 14).
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Figura 14. Atividade da enzima PEPCKc no tecido adiposo branco epididimal (TAB)
de Rattus norvegicus em animais controle (alimentados) na presenga da concentracao
(B: 0,Ing/mL) de STC1 e STC2 ou na auséncia (ringer) (n=6-10). Resultados foram
expressos em pmol de H'*COs incorporado. mg™ de prot. min™'. As colunas e barras
representam, respectivamente, as médias =+ erro padrdo da média.
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4.2. Acdes da STC1 e da STC2 sobre o tecido adiposo marrom

interescapular de Rattus norvegicus

4.2.1. Estudo in vitro da acdo da STCI1 sobre a oxidacio de 2 “C-piruvato em

No TAM de ratos controle (alimentados) a oxidagdo de [2-'*C] piruvato na
presenca da concentragdo B=0,Ing/mL do hormoénio STCI1 diminuiu 2,5 vezes
(P<0,05) em relacdo ao TAB incubado com ringer. Contudo, quando o TAM de ratos
submetidos ao jejum de 24 horas foi incubado em presenca do horménio STC 1 nao
foi verificada alteragdo significativa na oxidagdo de [2-'*C] piruvato em relagio a
incubacdo sem hormdnio. Nos tecidos incubados com ringer ndo houve diferenga

significativa entre os grupos controle e jejum (Figura 15).
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Figura 15. Oxidagdo de [2-""C]-piruvato no tecido adiposo marrom de Rattus
norvegicus em animais controle e submetidos a 24 horas de jejum na presenca da
concentragdo (B: 0,Ing/mL) de STCI ou na auséncia (ringer) (n=4-5). Resultados
foram expressos em mmol de '“CO, formado por mg'.h-'. As colunas e barras
representam, respectivamente, as médias + erro padrdo da média. *representa
diferenga  significativa em relagdo ao grupo controle/ringer (P<0,05).
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4.2.2. Estudo in vitro da acio da STC2 sobre a oxidacio de 2 “C-piruvato em
14CO;

Na (Figura 16) a STC 2 na concentragdo (B=0,Ing/mL) diminuiu
significativamente (P<0,05) a oxida¢do de [2-'*C] piruvato quando comparado ao
grupo sem hormoénio em ratos controles (alimentados). Contudo, nos animais em
jejum, a mesma concentracao de STC 2 ndo alterou significativamente a incorporagao
do "*C do piruvato em '*CO, em relagio ao grupo sem hormdnio. A oxidagdo de [2-
14C] piruvato no grupo controle/STC2-B foi significativamente menor em relagdo ao
grupo jejum/STC2-B. Além disso, a oxida¢io de [2-'*C] piruvato no grupo

jejum/ringer diminuiu significativamente (P<0,05) em relagdo ao grupo

controle/ringer.
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Figura 16. Oxidagdo de [2-""C]-piruvato no tecido adiposo marrom de Rattus
norvegicus em animais controle e submetidos a 24horas de jejum na presenca da
concentragdo (B: 0,Ing/mL) de STC2 ou na auséncia (ringer) (n=4-5). Resultados
foram expressos em mmol de '*CO,. formado por mg'.h-'. As colunas e barras
representam, respectivamente, as médias + erro padrdo da média. *representa
diferenga significativa em relagdo ao grupo controle/ringer. ** representa diferenga
significativa em relacdo a STC2-B controle (P<0,05).
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4.2.3. Estudo in vitro da acdo da STC1 sobre a incorporacdo do “C [2-'*C]-

piruvato em "“C-glicerol

A STCl na concentragdo B=0,Ing/mL ndo alterou significativamente a
incorporagdo do '*C do [2-"*C] piruvato em '*C-glicerol no TAM de ratos controles
(alimentados) e em ratos submetidos a jejum de 48h. Nos grupos jejum/ringer (24 e
48h) ocorreu uma diminui¢do de cerca de 50% (P<0,05) na incorporagdo do '*C
piruvato em glicerol, em relagdo ao grupo controle/ringer. Além disso, a incubagdo
em presenca de STCI na concentracdo B=0,1ng/mL aumentou significativamente a
formagdo de '*C-glicerol nos tecidos de animais em jejum de 24 h, chegando a valores

semelhantes aqueles do grupo controle/ringer (alimentado) (Figura 17).

3 Ringer
[ STC1-B

*
5- T
-

*
e
==

I
.

[2-%C] piruvato incorporado em “C-glicerol
(nmol ¥C-glicerol.mg*.h")

Controle  Jejum24h  Jejum 48h
Tratamentos

Figura 17. Formagio de glicerol a partir de [2-'*C]-piruvato no tecido adiposo
marrom de Rattus norvegicus em animais controle e submetidos a 24 e 48 horas de
jejum na presencga da concentracdo (B: 0,Ing/mL) de STC1 ou na auséncia (ringer)
(n=6-10). Resultados foram expressos em nmol de '*C-glicerol formado por mg™.h-".
As colunas e barras representam, respectivamente, as médias = erro padrao da média.
*representa diferenca significativa em relagdo ao grupo controle; **representa
diferenca significativa em relagdo ao grupo jejum/ringer 24 horas (P<0,05).
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4.2.4. Estudo in vitro da acdo da STC2 sobre a Incorporacio do “C do [2-'*C]-

piruvato em *C-glicerol

A STC 2 na concentracdo (B=0,Ing/mL) ndo alterou significativamente a
incorporagdo do '*C do [2-"*C] piruvato em '*C-glicerol no TAM de ratos controles
(alimentados) e de ratos em jejum 24 e 48horas. Os grupos jejum/ringer 24 ¢ 48horas
diminuiram em cerca de 50% (P<0,05) a incorporagdo do "*C piruvato em glicerol no

TAM em relagdo ao grupo controle/ringer (Figura 18).
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Figura 18. Formagio de glicerol a partir de [2-'*C]-piruvato no tecido adiposo
marrom de Rattus norvegicus em animais controle e submetidos a 24 e 48 horas de
jejum na presenc¢a da concentracdo (B: 0,Ing/mL) de STC2 ou na auséncia (ringer)
(n=6-10). Resultados foram expressos em nmol de '*C-glicerol formado por mg™.h-".
As colunas e barras representam, respectivamente, as médias = erro padrdo da média.
*representa diferenga significativa em relacdo ao grupo controle/ringer (P<0,05).
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4.2.5. Estudo in vitro da acio da STC1 sobre a incorporacio do “C do [2-'*C]-

: 14 )
piruvato em "C-acido graxo

A STCI na concentragdo (B=0,1ng/mL) diminui em 50% (P<0,05) a formagao
de 4cidos graxos a partir de '*C do [2-"*C]-piruvato no TAM de ratos controles
(alimentados). O jejum 24 e 48horas diminui significativamente (P<0,05) a
incorporagdo de [2-14C]-piruvato em acido graxos, quando comparado ao grupo
controle/ringer. No TAM de ratos em jejum 24 e 48 horas, a STC 1 na concentracao
(B=0,1ng/mL) ndo alterou significativamente a formac¢do de acidos graxos a partir de

1C do [2-"*C]-piruvato (Figural9).
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Figura 19. Formagio de 4cido graxo a partir de [2-'*C]-piruvato no tecido adiposo
marrom de Rattus norvegicus em animais controle e submetidos a 24 e 48 horas de
jejum na presencga da concentracdo (B: 0,Ing/mL) de STC1 ou na auséncia (ringer)
(n=6-10). Resultados foram expressos em nmol de '*C-acido graxo formado por mg’
'h-'. As colunas e barras representam, respectivamente, as médias + erro padrio da
média. *representa diferenca significativa em relacdo ao grupo controle/ringer
(P<0,05).
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4.2.6. Estudo in vitro da acdo da STC2 sobre a Incorporacio do “C do [2-'*C]-

. 14 )
piruvato em C-acido graxo

A STC2 na concentracdo (B=0,Ing/mL) ndo alterou significativamente a
formagdo de 4cidos graxos a partir de '“C do [2-'*C]-piruvato no TAM de ratos
controles (alimentados). O jejum 24 e 48horas diminui significativamente (P<0,05) a
incorporagdo de [2-14C]-piruvato em acido graxos, quando comparado ao grupo
ringer/controle. Contudo, no TAM de ratos em jejum 24 e 48 horas, a STC2 na
concentragdo (B=0,Ing/mL) ndo alterou significativamente a formagdo de acidos

graxos a partir de '*C do [2-'*C] piruvato (Figura 20).
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Figura 20. Formagio de acido graxo a partir de [2-'*C]-piruvato no tecido adiposo
marrom de Rattus norvegicus em animais controle e submetidos a 24 e 48 horas de
jejum na presenca da concentracdo (B: 0,Ing/mL) de STC2 ou na auséncia (ringer)
(n=4-10). Resultados foram expressos em nmol de '*C-acido graxo formado por mg’
"h-'. As colunas e barras representam, respectivamente, as médias + erro padrdo da
média. *representa diferenca significativa entre grupo controle/ringer (P<0,05).
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4.2.7. Relacdo entre formacio de glicerol e acidos graxos na STC1

A razdo da incorporagio do [2-'*C] piruvato em glicerol/ incorporagdo do [2-
14C] piruvato em acidos graxos é cerca de 1,7 vezes maior no TAB de ratos controle
incubados em presenga de STC 1 na concentragdo (B= 0,1ng/mL), quando comparada
aquelas dos ratos controles sem hormoénio. No jejum de 24horas a relacdo de
formagdo glicerol/acido graxo no TAM ¢ de 1,8 vezes maior, quando comparada ao
grupo ringer/controle, a incubacdo deste tecido em presenga de STC 1 na
concentragdo (B=0,1ng/ml) aumenta para 3,0 a relacdo em relagdo ao grupo
ringer/controle. O jejum de 48horas ndo altera a relagcao de formagao de glicerol/acido
graxos ¢ o hormonio STC 1, na concentragdo utilizada neste estudo, ndo modificou

esta relacdo (Figura 21).
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Figura 21. Relagdo entre a formagdo de '*C-glicerol e a formagio de '*C-acidos
graxos a partir de [2-'*C]-piruvato [(nmol de glicerol. mg™'.h™") / (nmol de 4cido
graxo. mg . h™)]. no tecido adiposo marrom de Rattus norvegicus alimentados e em
jejum de 24 e 48 horas incubados com STC1 na concentracao (B: 0,1ng/mL).
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4.2.8. Relacdo entre formacdo de glicerol e acidos graxos na STC2

A razdo da incorporagdo do [2-'*C] piruvato em glicerol/ incorporag¢io do [2-
'C] piruvato em acidos graxos é cerca de 1,8 vezes maior no TAB de ratos em jejum
de 24horas, quando comparada aquelas dos ratos controles/ringer. A STC 1 na
concentragdo (B=0,Ing/ml) ndo alterou a relacdo de formacdo de glicerol/acidos
graxos no grupo jejum 24horas. O jejum de 48horas ndo alterou a relagdo de formagao
de glicerol/acido graxos e o hormdnio STCI1, na concentragdo utilizada neste estudo,

nao modificou esta relagdo (Figura 22).
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Figura 22. Relagdo entre a formagdo de '*C-glicerol e a formagio de '*C-acidos
graxos a partir de [2-'*C]-piruvato [(nmol de glicerol. mg™".h™") / (nmol de 4cido
graxo. mg . h™)]. no tecido adiposo marrom de Rattus norvegicus alimentados e em
jejum de 24 e 48 horas incubados com STC2 na concentracao (B: 0,1ng/mL).
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4.2.9. Estudo in vitro da acdo da STC1 e STC2 sobre a atividade da enzima

PEPCKCc através da incorporacdo de H14CO§ em oxaloacetato

A atividade da enzima PEPCKc no TAM de animais controles (alimentados)
ndo foi alterada significativamente na presenca de STC 1 e STC 2 na concentragdo

(B: 0,1ng/mL), quando comparada aquela do grupo ringer (Figura 23).
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Figura 23. Atividade da enzima PEPCKc no tecido adiposo marrom de Rattus
norvegicus em animais controle/alimentados na presenca da concentragdo (B:
0,Ing/mL) de STC1 e STC2 ou na auséncia (ringer) (n=5-11). Resultados foram
expressos em pmol de H'*CO; incorporado por mg" de prot. min” As colunas e
barras representam, respectivamente, as médias + erro padrao da média.
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4.3. Dosagens séricas bioquimicas e hormonais

4.3.1 Avaliacdo da glicemia

O jejum de 24 e 48 horas reduziu significativamente (P<0,05) a concentragao de

glicose sérica, quando comparada aquela do grupo controle (alimentado) (Figura 24).
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Figura 24. Dosagem sérica de glicose em Rattus norvegicus de animais controle
(alimentados) ou submetidos ao jejum de 24 ou 48 horas. (n=5-17). Resultados foram
expressos em mg de glicose /dL de plasma. As colunas e barras representam,
respectivamente, as médias + erro padrio da média. *representa diferenca
significativa em relacdo ao grupo controle (P<0,05).
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4.3.2 Avaliacdo do hormonio Leptina

O jejum de 48 horas reduziu significativamente (P<0,05) a concentragdo de

leptina sérica, quando comparada aquela do grupo controle (alimentado) (Figura 25).
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Figura 25. Dosagem sérica do hormonio leptina em Rattus norvegicus de animais
controle (alimentados) ou submetidos ao jejum de 24 e 48 horas. (n=5-7) Resultados
foram expressos em ng de leptina /mL de plasma. As colunas delimitam o intervalo
interquartil, as linhas horizontais representam a mediana e as barras verticais indicam
os percentis de 10 e 90, *representa diferenga significativa em relagdo ao grupo
controle (P<0,05).
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5. DISCUSSAO

Passados 175 anos da descoberta do hormoénio stanniocalcina, seus efeitos
fisiologicos e bioquimicos em mamiferos ainda sdo intrigantes. Até o momento, sabe-
se que as stanniocalcinas sdo uma pequena familia de hormdnios polipeptidicos —
STCI, STC2 e as big Stanniocalcinas (3 variantes com alto peso molecular [84, 112 e
135 kDa] encontradas primeiramente em ovarios de roedores e de bovinos e
posteriormente em adrenais e em adipocitos de ratos) (PACIGA et al., 2005). As
diferengas na estrutura, na expressdo e na ligacdo ao receptor concedem a STC1 ¢ a
STC2, especificidade e diferengas funcionais (MCCUDDEN et al., 2002; CHANG et
al, 2003).

Apesar da dificuldade de localizar e de caracterizar os receptores para as
STCs, a descoberta de sitios de ligacdo para este hormonio na membrana mitocondrial
de roedores (MCCUDDEN et al., 2002) e sua agdo como desacopladora da respiracao
celular (ELLARD et al., 2007) sugerem que estes hormdnios exercem um papel
importante sobre o metabolismo intermediario de mamiferos. Nesta mesma linha de
pesquisa, nosso laboratério também identificou agdes importantes da STC1 e da
STC2 sobre o metabolismo da glicose e de aminoacidos no musculo e no figado de
ratos (GONCALVES, 2012; ROSSETTI, 2013).

O presente estudo demonstra pela primeira vez que as STC1 e STC2, também
desempenham fungdes de hormonios reguladores do metabolismo de lipidios no TAB
epididimal e no TAM de ratos. Os resultados mostram que, conforme o tecido
estudado, as acdes metabolicas desses hormonios podem ser antagonicas. Devido a

auséncia na literatura consultada de estudos pontuais sobre os efeitos metabdlicos das
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STC1 e STC2 sobre o metabolismo intermediario e em especial sobre o metabolismo

de lipideos, a discussdo deste trabalho apresenta poucos estudos recentes.

5.1. A¢des da STC1 e da STC2 sobre o tecido adiposo branco epididimal

de Rattus norvegicus

O tecido adiposo branco ¢ um o6rgdo dinamico com intensa atividade
metabolica, capaz de armazenar energia e mobiliza-la quando ocorre necessidade de
substrato energético para a manutencdo da homeostase (FLIER, 2004). O tecido
adiposo branco possui intensa resposta lipolitica devido a presenca de receptores -
adrenérgicos. No presente trabalho foi utilizado o tecido adiposo branco epididimal,
que segundo Frasson (2012) seria menos responsivo as condi¢des energéticas
sistétmicas do que o tecido adiposo branco retroperitoneal. Outros estudos co-
localizaram a presenca de STC1 e perilipinas, proteina importante no processo de
mobilizagdo de lipideos, no tecido adiposo branco e marrom (PACIGA et al., 2005;
PACIGA etal., 2003; SERLACHIUS etal.,, 2004). No presente estudo, em ratos
alimentados, a STC2 estimula a sintese de TAG-glicerol a partir de [2-'*C] piruvato,
demonstrando a participagdo deste hormodnio sobre o controle da via
gliceroneogénica. A concentracdo de STC2 mais efetiva sobre a formacdo de TAG-
glicerol foi a concentragdo A (0,0lng/mL). No presente estudo ndo foi verificada
alteracdo significativa da atividade da PEPCKc em presenca da concentragdo B
(0,Ing/mL) de STC2. Nesta concentragdo de STC2 a formagao TAG-glicerol diminui
em relacdo a concentragdo A, explicando, em parte, o resultado da atividade da

PEPCKc.
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A gliceroneogénese tem uma participacdo importante (56%) na formacao de
G3P mesmo em animais alimentados com a dieta balanceada (FRASSON, 2012).
Altos niveis de AGL no sangue interferem na utilizagdo de glicose pelo musculo e
promovem resisténcia a insulina (MORENO & BRITO, 2012). A STC2 aumentou a
formacdo de TAG-glicerol no TAB, reduziria os niveis de AGL circulantes,
aumentaria a utiliza¢do de glicose pelo musculo. Uma classe de drogas chamadas de
tiazolidinedionas utilizadas no tratamento do diabetes tipo 2, induz aumento da
atividade da PEPCKc no tecido adiposo branco, aumentando a atividade da via
gliceroneogénica e, assim, a sintese de triacilglicerol no TAB e reduzindo os niveis de
AGL no sangue. Recentemente, em nosso laboratorio foi demonstrado que a STCI
diminui a producdo de glicose via gliconeogénese renal (trabalho submetido). Desta
forma, a STCl e STC2 regulariam a concentragdo de glicose circulante via
gliconeogénese renal e reesteficacdo dos acidos graxos livres via gliceroneogénese no
TAB. Entretanto, experimentos sobre o efeito de outras concentragdes de STC2 sobre
a atividade e a expressdo do gene da PEPCKc serdo necessarios para esclarecer o
efeito deste hormonio sobre a gliceroneogénese.

A oxidacdo e a sintese de acidos graxos a partir de [2-'*C] piruvato ndo foram
alteradas pela STC2 no tecido epididimal de ratos alimentados.

No presente estudo os ratos foram submetidos ao jejum por 24 e 48 horas. No
tecido epididimal dos ratos em jejum foi verificada uma reducdo marcante na
formagdo de TAG-glicerol a partir de [2-'*C] piruvato, mesmo nos animais
submetidos a restricdo de alimento de 48 horas. Na literatura o jejum de 48 horas
aumenta marcadamente a sintese de TAG-glicerol no TAB (RESHEF et al., 1970;
FRASSON et al., 2012), contudo, existe uma diferenca de resposta entre o tecido

adiposo epididimal e retroperitonial quando submetidos ao mesmo estimulo. Esta
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diferenga estaria relacionada ao papel exercido por cada depdsito de gordura sobre o
metabolismo energético do organismo: o tecido adiposo epididimal tem um papel no
controle metabdlico local; o retroperitoneal estd mais envolvido na homeostase
energética do organismo como um todo. Além disso, estudo in vivo em ratos
demonstrou que a atividade da PEPCKc no tecido adiposo epididimal ¢ duas vezes
menor que aquela do tecido adiposo mesentérico (NYE et al., 2008). Em ratos wistar
em crescimento, alimentados com uma dieta rica em carboidrato (63%) ¢ baixo teor
de proteina (17%), no TAB epididimal a expressdo da PEPCK nao diferiu do grupo
controle (dieta padrao) (BUZELLE et al.; 2010). Desta forma, para que ocorra
aumento da atividade gliceroneogénica estimulada pelo jejum no tecido adiposo
epididimal, serd necessario um maior tempo de jejum. Recentemente, foi demonstrado
que o tratamento prolongado (18 horas) e curto (2 horas) com leptina reduz a
atividade gliceroneogénica e da PEPCKc no tecido epididimal de ratos (JAUBERT et
al., 2012). No presente estudo a concentragdo plasmatica de leptina somente reduz de
forma significativa as 48 horas de jejum e reforca a necessidade de um tempo maior
de jejum para aumentar a atividade gliceroneogénica no tecido adiposo epididimal.
Entretanto, ndo pode ser descartada a diferenca de tratamento no biotério entre os
ratos utilizados neste trabalho e aqueles utilizados nos trabalhos onde observa-se
aumento da capacidade gliceroneogénica as 48 horas de jejum.

No tecido adiposo epididimal de ratos em jejum de 24 e 48 horas a STC2, nas
concentragdes estudadas, perde sua capacidade de estimular a atividade
gliceroneogénica. Além disso, a oxidacdo e a formagdo de acido graxo a partir de [2-
1C] piruvato estdo reduzidas no TAB dos ratos em jejum, nos tecidos incubados em
presenca de STC2, sugerindo menor formacdo de acetil-CoA e de oxaloacetato e,

consequentemente, de G3P e CO,. Contudo, a relagao glicerol/acido graxo mostra que
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no jejum de 24 horas a STC2 na concentracdo (A: 0,0lng/mL), ainda estimula a
carboxilagdo do piruvato a G3P, porém a capacidade gliceroneogénica ¢ menor que
no grupo alimentado. Nestes animais os niveis de glicose circulante estdo 50%
reduzidos e, provavelmente, a atividade lipolitica estd aumentada, para liberar AGL
como substrato energético aos tecidos.

A STC1 nas concentragdes utilizadas no presente estudo ndo alterou
significativamente a gliceroneogénese, a sintese de acidos graxos ou a oxidagao de [2-
14C] piruvato no tecido adiposo epididimal de ratos alimentados ou em jejum de 24 e
48 horas. Estudo realizado por Gongalves (2012) demonstrou que a STCI, nas
mesmas concentragdes utilizadas neste trabalho, aumentou a incorporagio do *C da
glicose em lipidios totais no figado de ratos alimentados, sugerindo aumento da
formagdo de G3P via glicdlise.

O controle da gliceroneogénese no TAB ¢ realizado pela insulina,
glicocorticoides, sistema nervoso simpatico (quando os niveis de insulina estdo
baixos) que diminuem a atividade e expressdo do gene da PEPCKc e a capacidade
gliceroneogénica medida pela formagdo de TAG-glicerol a partir de [2-'*C] piruvato
(MORENO & BRITO, 2012; FRASSON et al., 2012). Ja a leptina inibiria a atividade
gliceroneogénica e a expressdo da PEPCKc no tecido adiposo epididimal (JAUBERT
et al.,, 2012). O glucagon estimularia a atividade desta via no TAB (MORENO &
BRITO, 2012).

Serlachius e Andersson (2004) observaram aumento na expressao da STC1 em
adipocitos durante seu estagio final de maturacdo. Os autores relacionaram a presenga
da SCT1 com a resisténcia dessas células a apoptose e eles sugerem que a STC1
estaria envolvida com a homeostase do tecido adiposo. A STC1 se localizava

especialmente na superficie das gotas lipidicas. Essas gotas sdo envolvidas por uma
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camada unica de fosfolipideos cuja composicao ¢ bastante diferente da membrana
plasmatica. Essa hemimembrana ¢ composta por diversas proteinas como a perilipina
A e B, cuja funcdo ¢ controlar a esteroidogénese e/ou o metabolismo de lipideos, pois
sofre a acdo da lipase hormonio sensivel e lipase de triacilglicerol do adipocito.
Observou-se que a STC1 se co-localiza com essa proteina, fator esse que pode
também inferir um papel desse hormonio no metabolismo de lipidios. (PACIGA et al.,
2003; MCCUDDEN et al., 2002). Contudo, efeitos da STC2 em adip6citos ndo sdo
conhecidos.

Os resultados deste trabalho sugerem que a STC2 seria um hormdnio
candidato a regulacdo da via gliceroneogénica no TAB, provavelmente, via acdo

parécrina.

5.2. Acoes da STC1 e da STC2 sobre o tecido adiposo marrom de Rattus

norvegicus

Adipoécitos marrons sdo termogénicos e, portanto, participam ativamente na
regulacdo da temperatura corporal, produzindo e dissipando calor. O funcionamento
do TAM depende do fornecimento adequado de G3P, necessario para a esterificacao
de AGs sintetizados pelo tecido, oriundos da hidrolise do TAG tecidual ou captados
da circulagdo. O TAM, assim como o TAB, possui trés vias conhecidas de geracdo de
G3P: a) a partir da glicose pela via glicolitica; b) a partir de intermediarios de 3
carbonos, como lactato, piruvato e aminoacidos glicogénicos, pela via

gliceroneogénica; c) por fosforilagao direta do glicerol pela GK.
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O TAM possui uma atividade metabdlica alta, pois na membrana interna da
mitocondria existe uma proteina desacopladora (UCP-1), que ¢ a responsavel por sua
funcdo termogénica. Esta proteina ¢ ativada por AGs e inibida por nucleotideos
purinicos di ou trifosfato, aumentando ou diminuindo o acoplamento entre a sintese
de ATP e a cadeia de transporte de elétrons mitocondrial (CANNON et al., 2004).

No presente estudo, o0 hormonio STC1 na concentragdo (B: 0,1ng/mL) quando
incubado com o TAM de ratos alimentados reduziu marcadamente a capacidade de
sintese de AGs a partir de [2-'*C] piruvato. Estd bem estabelecido na literatura, que os
AGs ativam a UCP- 1 e aumentam sua expressdo génica e, assim, estimulam a
atividade do TAM (LOWELL & SPIEGELMAN, 2000). Entretanto, a STC1 nao
alterou no TAM de ratos alimentados a capacidade de sintese de TAG-glicerol a partir
de [2-'*C] piruvato, nem a atividade da enzima chave da via gliceronecogénica a
PEPCKc. Além disso, a STCI e STC2 reduziram marcadamente a formacio de *CO,
a partir de [2-'*C] piruvato, sugerindo uma redugdo da atividade da enzima acetil-
CoA carboxilase e do complexo piruvato desidrogenase, levando a uma reducgdo de
oxaloacetato ou formacao de AGs. Os resultados sugerem que nos ratos alimentados
com uma dieta balanceada a STC1 reduziria a atividade termogénica do TAM
regulando a formacgao de AGs e, desta forma, a reesterificagdo via gliceroneogénese.

No figado de ratos alimentados com dieta balanceada a STC1 e a STC2
também reduziram marcadamente a oxidagio da '*C-glicose. A relagio ADP/ATP
neste tecido estd aumentada em presenca de STC1 e STC2 (GONCALVES, 2012).

Moura e colaboradores (2005) demonstraram que a exposicdo de ratos
alimentados com uma dieta balanceada a 4°C por 10 dias induz aumento no peso do

TAM e na sintese de AGs. A exposicao destes animais ao frio, também, estimula a
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atividade da enzima acetil-CoA carboxilase e do complexo piruvato desidrogenase em
ambos 0s grupos.

A restrigdo alimentar dos animais por 24 e 48 horas reduziu significativamente
a formagio de TAG-glicerol a partir de [2-'*C] piruvato. Estd bem documentado na
literatura, que o jejum de 48 horas aumenta significativamente a capacidade
gliceroneogénica no TAM (FESTUCCIA et al., 2003; BROETTO & BRITO, 2012).
Esta diferenca na resposta ao jejum pode ser explicada, em parte, pela diferenca de
tratamento dos ratos no biotério. Os ratos utilizados no presente estudo foram
mantidos, apds o desmame, em racks ventiladas sem contato com o meio externo. Os
resultados sugerem que as 48 horas de jejum ndo sdo suficientes para ativar a via
gliceroneogénica, sendo necessario testar outro tempo de jejum.

No TAM dos animais em jejum de 24 horas a STC1 na concentrag¢do (B:
0,1ng/mL) aumentou em cerca de 50% a formagio de TAG-glicerol a partir de [2-'*C]
piruvato. Este resultado ¢ oposto ao verificado no TAB, onde a STC2 perde no jejum
sua capacidade de estimular a gliceroneogénese. No jejum de 24 horas o estimulo da
capacidade gliceroneogénica induzida pela STC1 aumentaria a concentracdo de TAG
no TAM. Na ativacdo da termogénese no TAM, a hidrolise de TAGs armazenados no
tecido ¢ primordial para a produ¢do de AGs, desta forma o aumento destas reservas de
TAG estimuladas pela STC1 no periodo de jejum garantiria a fun¢do termogénica
deste tecido. A relag@o de incorporagdo de piruvato em glicerol e em 4cidos graxos no
TAM de ratos em jejum de 24 horas, confirma que a STCI estimulou a carboxilacdo
do piruvato a a-glicerofosfato no jejum.

O jejum de 24 e 48 horas reduz significativamente a formagao de acido graxo,
mas nio altera a oxidagio de [2-'*C] piruvato. A STCI1 na concentragio estudada nio

alterou estes dois pardmetros no TAM nos tempos de jejum estudados.
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A STC2 ndo apresentou nenhum efeito significativo sobre as sinteses de TAG-
glicerol e de AGs no TAM de ratos alimentados ou em jejum.

O presente estudo demonstra que os hormdnios STC1 e STC2 controlam a
atividade gliceroneogénica, a sintese de acidos graxos e a oxidacdo de substrato nos
tecidos adiposo branco epididimal e marrom. Desta forma, estes hormodnios peptidios
participam da homeostase de lipidios no TAB e da regulagdo da utilizacdo da glicose
circulante pelos tecidos periféricos. Além disso, a STCI participa do controle da
termogénese no TAM via gliceroneogénese, sintese de acido graxos e atividade da
enzima acetil-CoA carboxilase e do complexo piruvato desidrogenase.

Este trabalho consolida a capacidade de regulacdo do metabolismo

intermediario pelos hormoénios STC1 e STC2 humanas.

6. CONCLUSOES

Os resultados deste trabalho demonstram que as STCs 1 e 2 desempenham
fungdes como substancias reguladoras do metabolismo de lipidios no TAB epididimal
e no TAM. Os hormonios STC1 e STC2 controlam a atividade gliceroneogénica, a
sintese de acidos graxos e a oxidacdo de substrato nos tecidos adiposo branco
epididimal e marrom. Desta forma, estes hormonios peptidios participam da
homeostase de lipidios no TAB e da regulacdo da utilizacdo da glicose circulante
pelos tecidos periféricos. Além disso, a STCI participa do controle da termogénese no
TAM via gliceroneogénese, sintese de acido graxos e atividade da enzima acetil-CoA

carboxilase e do complexo piruvato desidrogenase.
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Tanto STC1 quanto STC2 utilizadas neste estudo foram demonstradas em
baixas concentragdes quando comparadas com outros trabalhos encontrados na
literatura. As Stanniocalcinas sdo hormoénios intrigantes e este trabalho elucida uma
pequena parte da sua ampla complexidade de acgdo, consolidando a capacidade de

regulagdo do metabolismo intermediario pelos hormoénios STC 1 e STC 2 humanas.
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APENDICE — A:

Distribuicao das STCs entre os grupos controle/alimentado, jejum 24 horas e jejum 48
horas
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