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RESUMO

As Stanniocalcinas (STCs), também chamadas de hipocalcinas, sao
horménios glicoproteicos identificados primeiramente em peixes teledsteos e
possuem a funcdo de diminuir os niveis plasmaticos de Ca*?. Em mamiferos,
esses hormoénios estdo expressos em uma variedade de tecidos. As STCs
parecem ter, nesses organismos, uma fun¢do autécrina/paracrina ao contrario
da acdo enddcrina classica observada nos peixes. Estudos mostram a
importancia da STC-1 durante a adipogénese tanto no tecido adiposo branco
(TAB) quanto no tecido adiposo marrom (TAM). Observou-se, dentre outras
fungcdes metabdlicas, efeitos importantes desses hormdnios aumentando o

consumo de oxigénio mitocondrial e o tamanho das mitocéndrias.

Esse estudo teve como objetivo determinar a agéo in vitro da STC-1, a
partir da incubagdo do TAB e TAM de ratos com diferentes doses (0,386 pM;
3,86 pM e 38,6 pM) de STC-1 humana (hSTC-1) sobre o metabolismo
intermediario desses tecidos. A hSTC- 1 aumentou a incorporagdo de '*C
glicose em lipidios no TAB, enquanto que no TAM a hSTC-1 diminuiu a sintese
de lipidios. Além disso, a hSTC-1 aumentou a oxidacdo de *C glicose no TAB,
entretanto n&o alterou esse mesmo parametro no TAM. Os niveis de ATP
foram maiores no TAM incubado com hSTC-1, porém a expressao proteica de
UCP-1 e a oxidagao de acidos graxos foram semelhantes aquelas dos grupos
controle. No TAB, a mobilizagado da reserva de triacilgliceréis nao foi alterada

pela presenca da hSTC-1.

Nesse estudo concluimos que, a hSTC-1 tem uma agao tecido especifica,
interferindo no fluxo de glicose nos tecidos adiposos branco e marrom:
aumentando as reservas energéticas no TAB e diminuindo a capacidade

termogénica no TAM.
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1. INTRODUGAO

O horménio Stanniocalcina (STC) foi primeiramente identificado em
peixes teledsteos onde é secretado pelo Corpusculo de Stannius (WAGNER et
al., 1986). As isoformas STC-1 e STC-2 foram identificadas em mamiferos mais
tardiamente e ainda hoje ndo esta estabelecida a estrutura de seus receptores
€ 0 seus mecanismos de transducéo do sinal. Ao contrario do que acontece em
peixes, onde é observada uma funcdo enddcrina classica (WAGNER et al.,
1989), em mamiferos, essa funcado parece ser principalmente autécrina e
paracrina, uma vez que somente nos periodos de gestacédo e de lactacédo os

niveis plasmaticos das STCs podem ser mensurados (DEOL et al., 2000).

Em peixes a STC tem papel fundamental no metabolismo do calcio e do
fosfato (WAGNER et al., 1992), principal horménio hipocalcemiante, porém, em
mamiferos as principais acgodes fisiolégicas da STC-1 e da STC-2 ainda estao
sendo elucidadas. Atualmente, muitos trabalhos tém investigado o papel das
STCs como marcadores de diferentes tipos de cancer e pouco ainda se sabe
sobre seus efeitos fisiolégicos (CHANG et al., 2003, 2015; NA et al., 2015).
Alguns estudos mostram uma acdo tecido-especifica das STCs sobre o
metabolismo intermediario (FILVAROFF et al., 2002; MCCUDDEN et al., 2002;
ELLARD et al., 2007; SCHEIN et al., 2015) e, para esclarecer a funcéo
metabdlica desses peptideos € importante que sejam identificadas suas agdes
em tecidos chave na homeostase energética de mamiferos, como sdo os

tecidos adiposo branco (TAB) e tecido adiposo marrom (TAM).

1.1 Tecido Adiposo Branco e Tecido Adiposo Marrom

Os tecidos adiposos branco (TAB) e marrom (TAM) possuem origem
mesodérmica, porém os adipocitos desses tecidos se originam de linhagens de
células tronco mesenquimais diferentes (GIRALT; VILLARROYA, 2013). O TAB

€ formado principalmente por adipdcitos, que sao circundados por tecido
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conjuntivo ricamente vascularizado e inervado, e por macréfagos, fibroblastos e
pré-adipocitos (AHIMA, 2006). Os adipdcitos possuem uma unica gota lipidica
que preenche o citoplasma e, por isso, sdo conhecidos como uniloculares
(SETHI; VIDAL-PUIG, 2007).

Ha algumas décadas, acreditava-se que o tecido adiposo tinha
participagdo passiva no metabolismo, produzindo e acumulando triacilglicerois
em situacdes de excesso de oferta energética (via lipogénica) e mobilizando as
reservas energéticas (via lipolitica) para a obtencdo de energia em situagdes
de estresse ou escassez de alimentos, como por exemplo, durante o jejum
(AHIMA, 2006; PROENCA et al., 2014). Em condi¢cdes fisioldgicas, a
homeostase do ciclo lipogénese/lipdlise é regulada por diversos mecanismos
enddcrinos, neurais e nutricionais (POWER; SCHULKIN, 2008; PROENCA et
al., 2014). Contudo, além da fungdo no balango energético, o TAB é
reconhecido atualmente como um 6rgdo endocrino capaz de sintetizar e
secretar uma série de peptideos (adipocinas) que influenciam diretamente a
homeostase metabdlica. As adipocinas possuem inumeras fungdes, como a
regulagcdo do metabolismo de carboidratos e de lipidios, do comportamento
alimentar e da sensibilidade a insulina. Algumas patologias, como a obesidade
e o diabetes mellitus, modificam o padrdo de secregdo de adipocinas
(PROENCA et al., 2014). Além desses peptideos secretados, que possuem
funcbes tanto enddcrina quanto paracrina e autdcrina, os adipdcitos ainda
possuem receptores para peptideos e horménios secretados em outros tecidos,
como para horménios esteroides sexuais e hormdnios tireoidianos, por
exemplo, os quais participam na regulacdo do metabolismo energético desse
tecido (POWER; SCHULKIN, 2008; OBREGON, 2014).

Em mamiferos, o TAB ndo possui uma distribuicdo homogénea. Apesar
de estar presente em uma camada subcutédnea e também envolvendo 6rgaos
Ccomo O coragao e os rins, esse tecido se distribui em diversos locais com
caracteristicas endocrinas e metabdlicas diferentes (PALOU et al., 2010;
GIRALT; VILLARROYA, 2013; VILLARROYA et al., 2013). Os dois principais
locais de depdsito do TAB s&o nas regides subcutdnea e visceral (AHIMA,
2006; MAUVAIS-JARVIS et al., 2016). O dimorfismo sexual esta presente na

11



distribuicdo dos depdsitos de TAB: o acumulo de adiposidade subcutanea é
maior em fémeas, enquanto os machos acumulam o TAB principalmente no
abdémen (adiposidade visceral) (GROVE et al., 2010).

O tecido adiposo marrom (TAM) é um tecido que apareceu cedo na
evolugdo dos mamiferos (CANNON; NEDERGAARD, 2004). Os adipdcitos
marrons possuem uma alta concentracdo de mitocéndrias que dao sua
coloragdo marrom caracteristica, além de possuirem o depdsito de triacilglicerol
em inumeras gotas citoplasmaticas (adipocitos multiloculares) (LICHTENBELT
et al., 2009). O TAM é o principal responsavel pela termogénese sem tremor
(CANNON; NEDERGAARD, 2004; GIRALT; VILLARROYA, 2013) que utiliza
como substrato os multiplos estoques de lipidios localizados no citoplasma dos
adipdcitos marrons (LICHTENBELT et al., 2009). A produgédo de calor nesse
tecido ocorre através do desacoplamento fisiolégico da cadeia respiratéria das
mitocdndrias pela UCP-1 (uncoupling protein 1 ou termogenina) onde a
produgado de ATP a partir da oxidagdo dos acidos graxos € substituida pela
produgdo de calor (CANNON; NEDERGAARD, 2004; GIRALT; VILLARROYA,
2013).

O principal depdsito do TAM, em camundongos, localiza-se na regiao
interescapular e também esta presente em neonatos humanos, ao redor do
pescogo e dos grandes vasos, sendo que sua propor¢ao diminui em individuos
adultos (VOSSELMAN, MAARTEN J et al.,, 2013). Em adultos humanos, é
importante salientar que os adipdcitos marrons se agrupam em pequenas ilhas
dentro do tecido adiposo branco, esses agrupamentos localizam-se no
pescogo, mediastino (para-adrtico) e acima dos rins (suprarrenais). Porém, o
principal grupo de adipdcitos marrons € encontrado na regido supraclavicular
cervical (CYPESS et al.,, 2009). Nao existe, em camundongos, depésito
analogo a esse encontrado em humanos. (VOSSELMAN, MAARTEN J et al.,
2013). Em pequenos mamiferos adultos, o TAM esta presente e possui
importante papel na termogénese (LICHTENBELT et al., 2009).
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A termogénese no TAM esta primordialmente sob o controle do sistema
nervoso simpatico. Além disso, os hormdnios tireoidianos atuam de forma
sinérgica com a noradrenalina e s&o imprescindiveis para uma resposta
termogénica completa (VOSSELMAN, MAARTEN J et al., 2013). A exposicao
ao frio, por exemplo, estimula a liberacdo de noradrenalina nos terminais
simpaticos, aumentando a atividade termogénica do TAM (ARGYROPOULOS;
HARPER, 2002). A noradrenalina ativa a cascata de sinalizacdo AMPc/ PKA
sinalizando o aumento da expressdao de genes termorregulatérios e a
estimulacdo da via lipolitica, através da fosforilagdo da lipase hormodnio
sensivel (GIRALT; VILLARROYA, 2013). Assim como o estimulo simpatico
classico, a dieta € um dos fatores analisados com poder de influenciar a
capacidade termogénica do TAM. O aumento dos acidos graxos livres no
citoplasma, derivados de uma dieta rica em gorduras, aumenta a expressao de
UCP-1 e a diferenciacdo dos adipdcitos marrons, sugerindo termogénese
induzida pela dieta (GIRALT; VILLARROYA, 2013).

Além da homeostase térmica, o TAM esta envolvido com a homeostase
metabdlica, pois estudos mostram que em ambientes com temperatura neutra,
ratos que nao expressam UCP-1 desenvolvem obesidade (FELDMANN et al.,
2009). A presenca de atividade no TAM esta negativamente relacionada com o
indice de massa corporal e idade dos individuos, sendo que pessoas idosas e
obesas possuem uma atividade menor desse tecido (CYPESS et al., 2009). O
TAM também esta envolvido com o clearance dos triglicerideos plasmaticos e
com a homeostase da glicose (BARTELT et al., 2011). Em camundongos
expostos ao frio, 0 TAM exerce papel fundamental em diminuir os niveis pés-
prandiais de triglicerideos plasmaticos (BARTELT et al., 2011). Guerra e
colaboradores (2001) utilizaram ratos com deficiéncia nos receptores de
insulina no TAM e observaram que além da atrofia do tecido, ocorriam
alteragcdes na homeostase da glicose, como por exemplo, a diminuigdo do
numero total de células beta pancreaticas, hiperglicemia em jejum e resisténcia
periférica a insulina (GUERRA et al., 2001). Em outro estudo, a perfusdo de
insulina em ratos, aumentou a captagcdo de glicose no TAM a niveis

semelhantes ao do musculo esquelético e niveis muito maiores do que no TAB.
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Isso acontece porque a presenca de GLUT4 é maior no TAM do que no TAB
(VOSSELMAN, MAARTEN J et al., 2013).

Em neonatos humanos o TAM ativo auxilia na manutengdo da
temperatura corporal (CANNON; NEDERGAARD, 2004). Acreditava-se que,
com o crescimento, esse tecido atrofiaria e teria pouca relevancia na fisiologia
do individuo adulto, uma vez que os adultos possuem atividade metabdlica
basal maior e massa muscular suficiente para a producédo de calor por tremor
(CYPESS et al., 2012). Entretanto, ao contrario do que se imaginava, Virtanem
e colaboradores (2016), por meio de exames de PET- CT (utilizando como
marcador a 18F-FDG), descreveram a atividade aumentada no TAM de
pacientes adultos diagnosticados com feocrocitoma (tumor secretor de
catecolaminas) (VIRTANEN, 2016). A partir desse estudo, os pesquisadores
mapearam a localizacdo e funcdo do TAM em adultos saudaveis
(LICHTENBELT et al., 2009). Estudos anatémicos comprovam a existéncia de
depodsitos de TAM em adultos humanos e a prevaléncia de atividade desse
tecido varia de 2,5 a 45% (SETHI; VIDAL-PUIG, 2007; LICHTENBELT et al.,
2009; VIRTANEN, 2016). O TAM n&o apresenta dimorfismo sexual quando
analisamos sua distribuicao, porém, as mulheres tem o TAM mais ativo do que
os homens. Apesar da exposicdo ao frio ativar o TAM em humanos, a
administracdo de efedrina (um simpatomimético) ndo foi responsavel pelo
aumento da termogénese nesse tecido (CYPESS et al.,, 2012). Desde a
descoberta, em 2009, de que uma porcentagem grande de humanos adultos
mantém o TAM ativo, estudos buscam encontrar formas de aumentar a
atividade do TAM e, assim, diminuir os niveis de obesidade, resisténcia a
insulina e hiperlipidemia (BARTELT et al., 2011; CYPESS et al., 2012;
VOSSELMAN, MAARTEN J et al., 2013).

1.2 Tecido adiposo marrom e as proteinas desacopladoras de
mitocondrias (UCP-1)

Na maioria dos tecidos, a oxidagao de substratos resulta na formacgéao de
ATP mitocondrial, através da cadeia transportadora de elétrons. A geracédo de

ATP é possivel pelo gradiente de prétons (eletroquimico) que se forma entre o
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espaco intermembranas e a matriz mitocondrial (ARGYROPOULOS; HARPER,
2002; HIRABARA et al., 2007). Esse gradiente de protons € utilizado pelo
complexo FoF{ATPase para a sintese de ATP. Desta forma, a eficiéncia na
sintese oxidativa de energia depende do grau de acoplamento entre a oxidagao
de substratos e a sintese de ATP. Ha varios compostos capazes de aumentar a
permeabilidade da membrana mitocondrial aos protons, ou seja, diminuir a
formacgao do gradiente eletroquimico e, desta forma, desacoplar a mitocéndria.
Uma vez que o gradiente de prétons diminui, a forga eletromotriz gerada pela
passagem deles pela ATPase € menor e a produgao de ATP cai (HIRABARA et
al., 2007).

Em 1976, foi descoberta a primeira proteina desacopladora mitocondrial
especifica do tecido adiposo marrom, a proteina desacopladora-1 (UCP-1). Sua
funcdo esta claramente relacionada com a termogénese em mamiferos
humanos neonatos e adultos, hibernantes e roedores. A UCP-1 dissipa a forca
eletromotriz, pois permite uma rota alternativa para a entrada dos protons para
a matriz mitocondrial, desacoplando a mitocéndria e diminuindo a eficiéncia
energética da célula. Com isso, ha maior produgdo de calor, aumento na
oxidacao de substratos, no consumo de O,, na producao de CO; e na reducgao
da producédo de ATP (PORTER, 2006). Os acidos graxos facilitam a conducgéao
dos proétons através da UCP-1, assim, eles atuam n&o s6 como substratos para
a oxidagdo na mitocbndria, mas como um facilitador do desacoplamento
mitocondrial (ARGYROPOULOS; HARPER, 2002). O estado funcional da UCP-
1 depende da conformacéao da proteina. Os acidos graxos levam a UCP-1 a um
estado conformacional “relaxado” que permite o vazamento de proétons e
dissipagdo do gradiente eletroquimico. Em contrapartida, o ATP, e outros
nucleotideos purinicos, mudam a estrutura do canal da UCP-1 impedindo o
desacoplamento mitocondrial (BOUILLAUD et al., 2016).

1.3 Staniocalcinas (STCs)

A homeostasia do calcio € um processo bioldgico essencial a vida, pois

este ion tem papel importante em diferentes mecanismos fisiolégicos de
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vertebrados. Ao longo da evolugdo, um intrincado sistema, composto por
sensores e horménios, foi desenvolvido para a manutengado da homeostasia do
calcio em vertebrados. Os niveis do ion calcio sdo mantidos dentro de limites
especificos, pois disturbios nas concentragdes intra e extracelulares afetam
fungdes como a geragao e a manutencao de potenciais de agcédo e os processos
de divisdo celular (BROWN, 2013). Em vertebrados terrestres, os niveis de
calcio plasmatico sao regulados, primariamente, por dois sistemas hormonais:
calcitonina (CAL), representando o agente principal de um sistema
hipocalcemiante e os horménios hipercalcemiantes: o hormdnio da paratireoide
(PTH), a proteina relacionada ao horménio da paratireoide (PTHrP) e a 1,25-di-
hidroxicolecalciferol (1,25-(OH);D3). Esses horménios atuam nos o0ssos
influenciando as atividades dos osteoclastos e dos osteoblastos, nos rins e no
intestino regulando a reabsor¢cdo e a absorgao de calcio por esses tecidos
(BROWN, 2013). Estes hormdnios foram amplamente estudados em humanos:
a hipercalcemia estimula a sintese e a secre¢ao de CAL que, por sua vez,
promove a mineralizagdo do osso; a PTH/PTHrP estimula a atividade
osteoclastica no 0sso, promove a reabsor¢cdo de calcio nos rins e a absorgao
no intestino via 1,25-(OH)-D3, aumentando a concentragédo plasmatica de calcio
(GUERREIRO et al., 2001).

A proteina PTHrP foi descoberta em associacdo com certos tipos de
cancer que causam elevacdes nos niveis de Ca*® plasmatico (sindrome
denominada humoral hypercalcemia of malignancy). A PTHrP é uma proteina
multifuncional produzida em varios tecidos e atua de forma autdcrina, paracrina
e enddcrina, exercendo efeito anabdlico sobre o osso. Muitas fungdes ja foram
atribuidas a PTHrP (GUERREIRO et al., 2001). No entanto, ja foram descritos
outros membros dessa familia de proteinas, o que levanta novas questdes
sobre as fungbes e 0s possiveis mecanismos de atuacdo dessas moléculas.
Um exemplo é a descoberta da Stanniocalcina (STC) (AMEMIYA et al., 2002).

A STC, também chamada de hipocalcina ou teleocalcina, € um hormdnio
glicoproteico originalmente encontrado em peixes teledsteos e pode ser
considerado o primeiro horménio hipocalcémico dos vertebrados (WAGNER et

al., 1986, 1989). Nestes peixes € secretada pelo Corpusculo de Stannius (CS)
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(Figura 1), glandula enddcrina que se localiza na superficie renal ventral dos
peixes, regulando a homeostase calcio/fosfato (WAGNER et al., 1986). A STC
possui fungdes semelhantes a CAL (WAGNER et al., 1992) e protege os peixes
de um episddio hipercalcémico potencialmente téxico. E importante salientar o
contraste que existe na reserva de calcio entre as diferentes classes de
vertebrados. Enquanto os vertebrados superiores dependem do reservatorio de
calcio encontrado nos o0ssos, os peixes dependem do calcio presente no
ambiente para regular os niveis plasmaticos desse ion (WAGNER et al., 1992).
Desde o inicio da vida os riscos causados pelas flutuagdes nas concentragdes
de calcio ambientais sao frequentes para os peixes. Animais viviparos tém seu
desenvolvimento embrionario dentro do corpo materno que, por sua vez, possui
as concentragdes do ion calcio em uma faixa homeostatica restrita. Entretanto,
desde a fase embrionaria os peixes tém que controlar a captacao de calcio do
meio externo, pois nos diferentes ambientes as concentragbes do ion calcio
apresentam variagdes que podem chegar a 1000 vezes (LU et al., 1994). Este
horménio restabelece a normocalcemia por meio de trés efeitos regulatorios
principais: 1) inibindo a absor¢ao de calcio através do epitélio intestinal; 2)
inibindo a captagdo de calcio ambiental pelas branquias e 3) estimulando a
reabsorgao renal de fosfato, que tem a fungdo de quelar o Ca*™ em excesso
(WAGNER et al., 1986; LU et al., 1994; VARGHESE et al., 2002; YEUNG et al.,
2012). A causa primaria de estimulacdo da secregao da STC pelo CS é o
aumento do calcio extracelular acima dos niveis fisiologicos. Além do aumento
de secrecido hormonal ainda ha o aumento dos niveis de RNAm da STC
(WAGNER; JAWORSKI, 1994). Os peixes possuem receptores sensiveis ao
calcio que desencadeiam os sinais para a resposta fisioldgica as flutuagdes nas
concentragdes desse ion (RADMAN et al., 2002). Estudos recentes propdem
que as STCs também teriam um papel regulador sobre a concentragcdo de

outros fons além do Ca *?, como o Na* e o CI'(YEUNG et al., 2012).
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Figura 1. Representacao da localizagdo do CS em peixes (SERLACHIUS

et al., 2004). Adaptado de www.vet.ohio-state.edu

Nos mamiferos ndao se conhece nenhuma estrutura que possa ser
comparada ao CS, desta forma, acreditava-se que a presenca e a funcao da
STC tivessem se perdido durante a evolugcdo. Um estudo imunocitoquimico,
utilizando anticorpos de STC de salmao, encontrou no rim humano proteinas
semelhantes a STC (WAGNER et al., 1995). Como nos peixes o CS ¢é
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;
VARGHESE et al., 2002). No mesmo ano foram clonados o cDNA de STC com
alta homologia com o horménio dos peixes (CHANG et al., 1995; OLSEN et al.,
1996). Enquanto nos peixes essa proteina é sintetizada em um 6érgao
especifico, em tecidos humanos, diversos estudos constataram que a STC
apresenta uma distribuicdo ubiqua entre os tecidos, sendo o RNAmM desse
peptideo expresso nos ovarios, nos rins, no pulméo, no figado, na prostata, no
coragao, na tiredide, no musculo e nos tecidos adiposos branco e marrom
(CHANG et al.,, 1995; RADMAN et al.,, 2002; SERLACHIUS; ANDERSSON,
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2004; SERLACHIUS et al., 2004). Entretanto, o nivel de STC nesses 6rgaos é
cerca de 100 vezes menor do que no CS. A comprovacédo da existéncia do
cDNA de STC em diferentes tecidos de camundongos (CHANG et al., 1996)
demonstrou que a STC teria um papel paracrino/autdcrino ao contrario daquela
funcdo enddcrina classica encontrada nos peixes. Baseado no padrao de
expressdo da STC humana sugere-se que ela atue como um mediador local.
Algumas fungbes dos peixes parecem ser mantidas em humanos, como por
exemplo, o papel sobre o metabolismo mineral com as fungdes de transporte
ibnico nos rins e no intestino. Além disso, quando o horménio humano é
administrado em peixes ha manutencdo da funcionalidade indicando que os
dominios dos receptores sdao bem conservados evolutivamente (CHANG;
REDDEL, 1998; NIU et al., 1998; VARGHESE et al., 2002).

McCudden e colaboradores (2001) realizaram um estudo para investigar
se, além do papel enddcrino classico encontrado em peixes, a STC atuava de
forma autécrina/paracrina como em mamiferos.. A surpresa foi que, também
em peixes, a STC-1 era expressa em diversos tecidos como gbnadas, coragéao,
musculo e intestino. Contudo, esses achados sugerem que, além da fungéo ja
bem estabelecida de controle dos niveis de calcio, a STC também tenha, em
peixes, fungdes locais, como, provavelmente, ocorre com a STC humana
(MCCUDDEN et al., 2001).

A identificagdo das células-alvo da STC ainda é dificil pela falta de
informacdes a respeito do receptor. Propde-se que o sistema de sinalizagdo do
receptor de STC seja acoplado a proteina G, pois uma ativacao da via AMPc
/PKA foi constatada em células do tubulo proximal renal tratadas com STC (LU
et al.,, 1994; YEUNG et al., 2012). Recentemente, em Anguilla japonica, Gu e
colaboradores (2015) demonstraram a presencga de sitios de ligagao a STC 1
em membrana plasmatica, mitocondrial e nuclear de células de branquias em
cultura. Os autores mostraram que a STC-1 exerce sua acgao inibitdria pela via

do AMPc, reduzindo os niveis intracelulares de calcio (GU J, 2015).

Na maioria dos peixes e em todos os mamiferos, a STC-1 € uma proteina

glicosilada homodimérica com aproximadamente 50 kD. Ela é sintetizada como
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um pré-pro-horménio, em que a sequéncia madura tem em média 250
aminoacidos (WAGNER et al., 1992; OLSEN et al., 1996; VARGHESE et al.,
2002; CHANG et al., 2003).

Dois anos apoés a clonagem do cDNA da STC humana, diferentes grupos
de pesquisa encontraram a partir de pesquisas “in silico” utilizando o programa
BLASTNn do NCBI (National Center for Biotechnologylnformation), uma proteina
que chamaram primeiramente de proteina relacionada a STC. Posteriormente,
a STC de peixes e a primeira STC humana clonada foram denominadas de
STC-1 e a segunda proteina homologa as duas primeiras foi chamada de STC-
2. Uma analise da expressao da proteina da STC-2 em diversos tecidos de
humanos e camundongos mostrou 0 mesmo padréo de expressao variado da
STC-1 (CHANG; REDDEL, 1998; DIMATTIA et al., 1998; LUO et al., 2016).
Apesar da STC-2 mostrar apenas 30% de identidade na sequéncia de
aminoacidos da STC-1 humana, os limites entre introns e éxons, os residuos
de cisteina e os sitios de (glicosilagdo das moléculas permaneceram
conservados entre essas duas proteinas. Estudos sobre a estrutura genémica
e a filogenia dessas proteinas mostram que elas podem ser derivadas de um
gene ancestral comum. Em 2005, Luo e colaboradores (2005) também
clonaram a STC-2 de peixes. O RNAmM da STC-2 de peixes e de mamiferos,
assim como a STC-1, também ¢é expresso em diversos tecidos de peixes
(DIMATTIA et al., 1998). Em mamiferos, tecidos como o pancreas, o bago, os
rins e o musculo esquelético possuem uma marcante expressao do RNAm da
STC-2.

1.4 Fungodes Bioldgicas das STCs em mamiferos

Os primeiros estudos que investigaram a funcionalidade dos horménios
STC-1 e STC-2 em mamiferos utilizaram ratos transgénicos que super
expressavam ou eram knockout para os genes das STCs. Todos os animais
que super expressavam os genes das STCs tinham seu crescimento e
desenvolvimento muscular e ésseo prejudicados. Os animais knockout para
STC-1 ndo mostram alteragdes no fendtipo e aqueles que ndo expressavam a

proteina STC-2 mantinham os efeitos inibitérios do crescimento vistos na super
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expressao dessa molécula (FILVAROFF et al., 2002; VARGHESE et al., 2002;
CHANG et al., 2005, 2008; GAGLIARDI et al., 2005).

Além de efeitos sobre o crescimento e o desenvolvimento dos organismos
ainda existem evidéncias da importdncia das STC-1 na regulacdo da
homeostase do calcio e do fosfato em mamiferos (OLSEN et al., 1996; ZHANG
et al., 2000). Zhang e colaboradores (2000) constataram que a STC-1 aumenta
a captagao celular de fosfato inorganico em culturas de neurbnios. Esses
autores também demonstraram que a STC-1 diminuiu o dano neuronal
causado pelo influxo de calcio que medeia a toxicidade durante um processo
isquémico em ratos. A idéia de uma relacdo funcional entre a STC-1 e a
regulacdo intracelular de calcio é fortalecida pela agao inibitéria desse
hormonio na movimentagédo transmembrana deste ion, via canais de calcio do
tipo lento nos cardiomiocitos (YEUNG et al.,, 2012). Estudos com animais
mostraram o envolvimento da STC-1 com a homeostase hidrica nos rins
(TURNER et al., 2010, 2011). Todos esses dados sugerem o papel importante
da STC-1 na homeostase do calcio e no equilibrio osmético em mamiferos. Em
contraste, pouco se sabe acerca do papel da STC-2 no controle dos niveis de
calcio e do fosfato plasmaticos em mamiferos. Alguns autores postulam que
talvez os dois horménios tenham fungdes bioldégicas complementares
(ISHIBASHI et al., 1998). A STC-1 possui ainda fungdes sobre implantagao e
desenvolvimento do embrido, além de participar da producido de horménios
esteroides nas células tecais de ovarios de camundongos (VARGHESE et al.,
1998).

Apesar de muitas fungdes, principalmente do hormdénio STC-1, ja terem
sido relatadas, atualmente os tépicos de maior estudo tém sido o envolvimento
desses horménios nos processos inflamatérios e carcinogénicos (CHANG et
al., 2003, 2015; NA et al., 2015). Chang e colaboradores (2003) mostraram que
os niveis de expressao da STC-1 e STC-2 estado elevados na maioria dos tipos
de céncer humano. Em 2015, esse mesmo grupo de pesquisadores publicou
dados que relacionam a expressao de STC-1 com o crescimento tumoral e
metastase no cancer de mama (CHANG et al., 2015). Esses dois horménios

também tém sido relacionados aos processos de angiogénese, de proliferagao
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celular e de apoptose. A STC-2 foi relacionada com o aumento de invaséo
endotelial em tumores (YEUNG et al.,, 2012). Além disso, a STC-2 ja foi
identificada como potencial marcador tumoral para o cancer de pulmao (NA et
al., 2015). Essas fungdes sobre o crescimento relacionadas as STCs humanas
podem ter ligagdo com os efeitos tanto pré quanto anti-apoptético dessas
proteinas. Estudos demonstraram que a STC-1 possui ambos os efeitos
(ZHANG et al., 2000; WU et al., 2006).

1.5 STCs e sua influéncia no tecido adiposo

Em células do corpo luteo ovariano, o horménio STC-1 foi encontrado em
niveis baixos em mitocéndrias. Contudo, a maior parte da STC estava
localizada no citoplasma associada as perilipinas nas gotas lipidicas (PACIGA
et al., 2003). Foram encontrados receptores de STC tanto nas gotas lipidicas
quanto na membrana plasmatica, utilizando a mesma técnica que McCudden e
colaboradores (2002) quando encontraram os possiveis sitios de ligagao da
STC no figado e nos rins. Nas células esteroidogénicas, a STC parece ter
influencia na produgéo de progesterona por estar associada as gotas lipidicas e
possivelmente, impedir o acesso da lipase hormdnio sensivel aos lipidios
armazenados nessas ceélulas, diminuindo a produgao de progesterona. Esses
receptores, encontrados associados a gota lipidica, tém uma afinidade dez
vezes maior do que aqueles encontrados associados a membrana plasmatica
(PACIGA et al.,, 2003). A STC foi encontrada também nas membranas
plasmaticas e gotas lipidicas, associadas as perilipinas, nas células
adrenocorticais e adipocitos brancos e marrons, sugerindo que esse peptideo
seja um possivel modulador do metabolismo de lipidios (SERLACHIUS;
ANDERSSON, 2004; PACIGA et al., 2005). Serlachius e colaboradores (2004)
encontraram alta expresséo de STC-1 nas fases finais de diferenciagao dos

adipdcitos brancos (adipogénese) e nos adipocitos maduros.
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1.6 Evidéncias do papel das STCs sobre o metabolismo intermediario em

mamiferos

Poucos trabalhos na literatura consultada demonstram o papel da STC-1
e da STC-2 no controle do metabolismo intermediario. Camundongos
transgénicos que super expressavam STC-1 no musculo esquelético
apresentaram mudancas metabdlicas importantes. Esses animais
apresentaram hiperfagia, perda de peso e maior consumo de oxigénio. Além
disso, houve um aumento na rapidez de depuracéo da glicose (FILVAROFF et
al., 2002). A STC-1 é responsavel também por um aumento no tamanho das
mitocdndrias sem prejudicar a integridade dessas organelas (AMEMIYA et al.,
2002; FILVAROFF et al., 2002; MCCUDDEN et al., 2002; ELLARD et al., 2007).

McCudden e colaboradores (2002) investigaram a ligacdo da STC-1 ao
receptor em membranas de hepatocitos e de células renais. Eles
demonstraram a ligacdo do horménio STC-1 na membrana plasmatica e na
membrana mitocondrial de hepatdcitos, sendo que 90% do horménio estava
localizado na matriz mitocondrial destas células. Esses achados sustentam a
importancia deste polipeptideo no controle do metabolismo mitocondrial, sendo
que é a primeira vez que receptores de horménios peptidicos sao verificados
na membrana dessa organela celular. Apesar de todas as evidéncias, até hoje,
nenhum trabalho identificou experimentalmente o receptor de STC-1 em

mamiferos.

Em 2002, McCudden e colaboradores observaram, in situ, ligacao de alta
afinidade de STC-1-AP (ligada a fosfatase alcalina) na superficie celular de
tecidos como rim e figado. Os autores purificaram mitocéndrias desses dois
tecidos e constataram que nesta organela também ocorria uma ligagao de alta
afinidade de STC-1-AP, mais especificamente na membrana interna da
mitocdndria e verificaram que essa ligagdo estimulava o metabolismo
mitocondrial e a transferéncia de elétrons (MCCUDDEN et al., 2002). Ellard e

colaboradores (2007) demonstraram que a ligacdo STC-1 aos receptores na
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mitocdndria pode ser desfeita pela adicdo de ATP. A exposicdo de fragdes
mitocondriais de hepatécitos e de células musculares a STC-1 aumentou o
consumo de oxigénio e a concentragdo de calcio mitocondrial e diminuiu a
razao ADP:02, o que indica uma producdo menos eficiente de ATP. Além
disso, a STC-1 aumentou a respiracao celular de hepatdcitos e de células
musculares (ELLARD et al., 2007). O aumento no consumo de oxigénio, em
conjunto com uma reducgéo dos niveis de ATP, mostra o papel da STC-1 na
fosforilagao oxidativa (MCCUDDEN et al., 2002; ELLARD et al., 2007). Esses
trabalhos contribuem para a melhor compreensao do papel metabdlico da STC-
1. Em macréfagos, a STC-1 aumentou a expressdo de UCP-2 diminuindo,
desta forma, os niveis intracelulares de ATP (WANG et al., 2009).

Recentemente, foi demonstrado o papel da STC-1 na gliconeogénese
renal (SCHEIN et al., 2015). A incorporagéo de '*C glutamina em '*C glicose foi
menor, bem como a atividade da enzima phosfoenolpiruvato carboxicinase
(PEPCK), em resposta a agao da STC-1 na medula renal de ratos. Em peixes
essa resposta é diferente e a STC-1-A foi responsavel pelo aumento da
incorporacdo de 'C glutamina em ™C glicose enquanto reduz a
gliconeogénese a partir do 'C lactato. Esses resultados de Schein e
colaboradores (2015) identificam uma funcdo importante da STC no
metabolismo intermediario de ratos e de peixes, sugerindo uma conservagao

de fung¢ado nos vertebrados.

A partir desses estudos, observamos que a STC-1 possui uma agao
tecido-especifica, pois altera diversas vias do metabolismo energético em
tecidos/ células diferentes. A presenca de sitios de ligagcdo para a STC-1 nas
gotas lipidicas de diversas células produtoras de esteroides e adipdcitos
brancos pode ter como consequéncia uma atuagao direta da STC-1 no ciclo
sintese/mobilizacdo de lipidios. Além disso, existe a possibilidade de que no
TAM, tecido rico em mitocondrias, de que a STC-1 seria capaz de regular o
metabolismo de lipidios participando da regulacdo da producédo de ATP e da

termogénese.
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2. OBJETIVO GERAL

O objetivo desse estudo foi de investigar o efeito de diferentes doses
(0,386 pM; 3,86 pM e 38,6 pM) do hormbnio STC-1 humana (hSTC-1) sobre o
metabolismo intermediario dos tecidos adiposos branco e marrom de Rattus
norvegicus com o proposito de demonstrar o efeito metabdlico desses

hormoénios.

2.1 Objetivos Especificos

2.1.1 Determinar no tecido adiposo branco de Rattus norvegicus os

efeitos de diferentes doses das hSTC-1 humana sobre a:

a) Oxidacao de '“C glicose;

b) Sintese de "C lipidios totais;

C) Razao ADP/ATP celular;

d) Concentragao de ATP intracelular;
e) Lipdlise.

2.1.2 Determinar no tecido adiposo marrom de Rattus norvegicus o0s

efeitos de diferentes doses das hSTC-1 humanas sobre a:

a) Oxidacao de '“C glicose;

b) Sintese de "C lipidios totais;

C) Razao ADP/ATP celular;

d) Concentragao de ATP intracelular;
e) Oxidagdo de 1-'*C- acido palmitico;

f)  Expresséao proteica da UCP-1.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1 Animais

Foram utilizados um total de 96 ratos machos (Rattus norvegicus),
pesando aproximadamente 300 £ 50 g provenientes do CREAL (Centro de
Reproducao e Experimentacdo de Animais em Laboratério) do Instituto de
Ciéncias Basicas da Saude (ICBS) da Universidade Federal do Rio Grande
do Sul (UFRGS). O calculo do “n” (numero minimo de animais), foi baseado
na analise da atividade lipolitica com a administragdo de metilxantinas, no
Computer Programs for Epdemiologists (WIN PEPI — versao 9.1), utilizando-
se dados de estudo prévio (STICH et al., 1997).

Os animais foram mantidos em temperatura controlada (22 £2 °C), com
ciclo claro/escuro de 12 horas e com agua e racgao ad libitum. A alimentagao
foi mantida até o momento do experimento.

Os procedimentos experimentais aos quais 0s animais foram
submetidos obedeceram as normas estabelecidas pelo Colégio Brasileiro de
Experimentagdo Animal (COBEA) e o projeto foi aprovado pelo Comité de
Etica e Pesquisa da UFRGS (n° 23583).

3.2 Procedimentos Experimentais

Os animais foram mortos por decapitagdo em guilhotina no inicio da
manha. O tecido adiposo branco retroperitoneal e o tecido adiposo marrom
interescapular foram retirados rapidamente e fatiados em uma placa de Petri
sobre gelo em tampao Krebs-Hanseleit Bicarbonato (KRB) gelado (118 mM
de NaCl, 4,8 mM KCI, 1,3 mM CaCl,, 1,2 mM KH,;POy4, 1,2 mM MgSO4 e
24,8 mM NaHCO:s), pH 7,4. Para os experimentos, os tecidos, provenientes
de um mesmo animal, eram divididos para o grupo controle (sem hormdnio)
e para as diferentes doses de STC-1 (Recombinant Human STC 1, HEK 293
cell line, RayBiotech Inc. USA) que variaram de 0,386 pM a 38,6 pM,

conforme o protocolo executado. Todas as doses estdo dentro dos niveis
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fisiologicos. (NIU, DE et al., 2000; SAZONOVA et al., 2008; SCHEIN et al.,
2015).

Em todos os experimentos, foi realizada uma pré-incubacdo dos
tecidos em 1mL de KRB pH 7,4 durante 15 minutos a 37°C, sob agitagao
constante, em banho metabdlico tipo Dubnoff. Os tubos foram aerados com
gas carbogénio (0,:CO,, 95:5%, v/v) durante 30 segundos para a

substituicdo da fase gasosa.

3.3 Incorporacio de '*C glicose em CO;

Aproximadamente 300 mg de tecido adiposo branco e 100 mg de
tecido adiposo marrom foram colocados em frascos com tampa de borracha
contendo1 mL de KRB 1% BSA pH 7,4, acrescido de 0,15uCi de '*Ci de [U-
4Cl-glicose (55 mCi/mmol GE-Healthcare) e 5mM glicose na auséncia de
STC-1 (grupo controle) ou na presenga do horménio nas doses de 0,386 pM
e 3,86 pM. As tampas de borracha foram acopladas a vidros em formato de
“J” com um poco onde foi colocado papel 3MM para a captacdo do '“CO,
resultante da oxidacdo da '“C-glicose. Os tecidos foram aerados com
carbogénio (02:CO,, 95:5% v/v) por 30 segundos e as tampas,
posteriormente, fechadas e vedadas com Parafim. Os tecidos foram
incubados durante 60 minutos, a 37°C sob agitacdo constante em banho
metabdlico. A reagdo de oxidacdo foi interrompida injetando-se nos pogos
0,25 mL de NaOH 2M e 0,25 mL de TCA 50% no meio de incubacéo,
através da tampa de borracha. Os tubos foram deixados a temperatura
ambiente por 24 horas para a captagdo do '“CO, formado (TORRES et al.,
2001). Apos este periodo, foram retirados os vidros em formato de “J” e
colocados em frascos de contagem com 10 ml do liquido de cintilagao
[Tolueno - Triton X100 (2:1) — PPO (0,4%) e POPOP (0,01%)] e levados a
um contador LKB-Wallac, para determinar a formacdo do '“CO,. Os
resultados foram expressos em nmoles de ™C glicose incorporados em

4C0O, por mg de tecido por hora.
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3.4 Incorporacio de C glicose em'C lipidios totais

Aproximadamente 300 mg de tecido adiposo branco e 100 mg de
tecido adiposo marrom foram incubados em banho metabdlico pH 7,4
(Dubnoff) a 37°C por 1 hora, sob agitacdo constante em 1 mL de KRB 1%
BSA contendo 0,15 pCi de [U-"*C]-glicose (55 mCi/mmol GE-Healthcare) e
5mM de glicose em auséncia (grupo controle) ou presenca de STC-1 nas
concentragdes de 0,386 pM e 3,86 pM. Apds o tempo de incubagao as
reagdes metabdlicas foram interrompidas em gelo. Os tecidos foram lavados
em KRB gelado, secos em papel de filtro e homogeneizados em uma
solucdo de cloroférmio:metanol (2:1; v/v). Os C-lipidios foram extraidos
segundo método descrito por Folch et al. (1957). Apos a evaporagédo do
cloroférmio os *C-lipidios foram dissolvidos em 5 mL de Tolueno- PPO 0,4%
e a radioatividade contada em espectrometro de cintilagdo liquida LKB-
Wallac. Os resultados foram expressos como mmoles de 'C-glicose
incorporados em'*C-lipidos totais. g de tecido™.h™ de incubacdo (FOLCH et
al., 1957).

3.5 Determinagao ADP/ATP e Concentragcao de ATP celular

Aproximadamente 300 mg de tecido adiposo branco e 100 mg de
tecido adiposo marrom foram colocados em tubos com KRB 1% BSA na
auséncia (grupo controle) ou presenca de STC-1 (0,386 pM e 3,86 pM) e
foram incubados em banho metabdlico do tipo Dubnoff a 37°C por 1 hora.
Apods o tempo de incubagdo os tubos foram imediatamente colocados em
gelo e os tecidos foram, entdo, homogeneizados com Omni Mixer em
tampao de lise (NaF 20 mM, gelatina 0,4 g/L, TCA 6% e solucgéo fisiologica).
As amostras foram centrifugadas a 9.500 rpm durante 3 minutos a 4°C. O
sobrenadante teve seu pH neutralizado (pH = 7) com uma solugéo de
Na,CO3; 2M. Esse sobrenadante neutralizado foi utilizado para a
determinacédo da razdo ADP/ATP conforme o Kit comercial (Biovision
ApoSENSOR ™ ADP/ATP Ratio Assay Kit). A determinacdo da relacdo

ADP/ATP foi realizada logo apdés o experimento. A partir de uma curva
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padrdao de ATP foram determinados os valores da concentracdo de ATP

celular. Esses valores foram expressos em nmol de ATP/ mg de tecido

3.6 Lipodlise

Aproximadamente 300 mg de tecido adiposo branco foram colocados
em tubos com KRB 1% BSA livre de acidos graxos na auséncia (grupo
controle) ou na presenga de STC-1 (0,386 pM) e foram incubados em banho
metabdlico do tipo Dubnoff a 37°C por 1 hora. A lipdlise foi estimulada com
adicdo de 20 pL de uma solugdo de adrenalina (25x 10™*M) com acido
ascorbico (17.6 mg/mL). As fatias de TAB foram divididas em cinco grupos:
(1) controle (sem a presenca de STC e adrenalina), mas com 20 yL de acido
ascorbico. O grupo controle foi incubado por 120 min; (2) STC-1 0.386 pM,
incubado por 60 min; (3) adrenalina incubada por 60 min; (4) STC-1 0,386
pM incubado por 60 min seguido por adrenalina incubados por mais 60 min;
(5) adrenalina (incubado por 60 min) seguido de STC-1 0,386 pM, incubados
por mais 60 min. A concentracdo do glicerol liberado no meio de foi
determinado por meio de kit comercial (R-Biopharm®, Darmstadt, Germany).

Valores foram expressos como mg de glicerol por 100 mg de tecido.

3.7 Oxidagao de acidos graxos

Aproximadamente 100 mg de TAM foram colocados em tubos com tampao
PBS (pH 7,4), 0,05 M de acido palmitico frio, 11,5 mg/mL de BSA livre de
acidos graxos, 0,1 uCi 1-1*C 4cido palmitico, na presenca de STC-1 (0,386 pM
e 3,86 pM) e foram incubados em banho metabdlico do tipo Dubnoff a 37°C por
1 hora. Os controles foram incubados sob as mesmas condi¢des, porém sem a
presenca do horménio. As tampas de borracha foram acopladas a vidros em
formato de “J” com um poco onde foi colocado papel 3MM para a captacao do
“CO, resultante da oxidacdo da '“C-glicose. Os tecidos foram aerados com
carbogénio (0,:CO,, 95:5% v/v) por 30 segundos e as tampas, posteriormente,
fechadas e vedadas com Parafilm. A reacgao foi parada com a adi¢ao de 400 pL

de acido citrico (2M) gelado (pH 1,5). A captura do *CO, foi feita por uma hora

29



com os tubos constantemente sobre o gelo. Apds este periodo, foram retirados
os vidros em formato de “J” e colocados em frascos de contagem com 10 ml do
liquido de cintilagdo [Tolueno - Triton X100 (2:1) — PPO (0,4%) e POPOP
(0,01%)] e levados a um contador LKB-Wallac, para determinar a formagao do
“CO,. Ao meio de incubagdo foram entdo adicionados 6 pmol de &cido
palmitico frio dissolvidos em 100 puL de etanol e 0.6 mL de acido perclérico
(6M). Apo6s 60 min os tubos foram centrifugados a 3000 g por 20 min a 4 °C, e
o sobrenadante foi filtrado (papel Whatman 2V). Os produtos da B oxidacéo
soluveis em acidos foram entdo determinados adicionando o filtrado ao liquido

de cintilagdo. Os resultados foram expressos como mmol *C. g".h™".

3.8 Expressao da proteina UCP-1

A pré-incubacdo e a incubacdo do TAM foram realizadas conforme
descrito no item 3.2. Apds a incubagado, os tecidos foram imediatamente
congelados em gelo seco e estocados a -80°C até sua analise. O TAM foi
homogeneizado em tampéao de lise (20 mMTris—HCI, 150 mMNacCl, 2.7 mMKClI,
1 mM MgCl;, 10% glicerol, 1% Triton-X), pH 8.0, contendo 1 yM PMSF, 10mM
de NaF, 1% de coquetel de inibidores de fosfatases (Sigma — P0044) e 1% de
coquetel de inibidores de protease (Sigma — P8340). A concentracdo de
proteinas das amostras foi determinada pelo método de Bradford
(BRADFORD, 1976).

Quarenta pg de proteina das amostras foram separadas por SDS-PAGE
(eletroforese em gel de poliacrilamida com dodecil sulfato de sddio - Bio-Rad
Laboratories, Hercules, CA, USA) e transferidas para membranas de
nitrocelulose (Amersham Hybond-ECL, GE Healthcare; Sdo Paulo, Brasil)
usando um sistema de transferéncia por eletroforese (Bio-Rad; Hercules, CA).
As membranas foram incubadas overnight a 4°C com um anticorpo primario
anti-UCP-1 (1:3000; Abcam - ab10983 33KDa) desenvolvido em coelho e
processadas para imunodetecgdo usando um anticorpo secundario conjugado
a peroxidase (1:10000; Millipore). As bandas contendo a proteina de interesse
foram detectadas com sistema de quimioluminescéncia (ECL; Merck Millipore),

seguida por exposicdo a um filme de autorradiografia (Amersham). As
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autorradiografias foram digitalizadas e a intensidade das bandas foi
quantificada por densitometria usando o software Image J 1.50 (US National
Institutes of Health, Bethesda, MD, USA). A B-actina (1:15000; Santa Cruz- sc-
47778 54kDa) foi utilizada como controle de carga. Os dados foram expressos

de forma relativa, em relagéo ao grupo controle.

3.9 Analise Estatistica

Os resultados foram comparados utilizando a analise de variancia de
uma via (ANOVA), complementado por um pos teste de Student-Newman-
Keuls (SNK). Foi analisada a normalidade de todos os resultados
(Kolmogorof-Smirnov test) e homogeneidade (Levene test) dos dados. Os
resultados foram considerados significantes quando o P<0,05 (Software
GraphPad Prism 5).
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4. RESULTADOS

Os resultados da presente Tese serao apresentados em formato de
artigos, de acordo com os experimentos descritos no item 3 Material e

Métodos. O artigo 1 ja esta publicado e o artigo 2 esta submetido.

4.1 Artigo 1: Aline G. Cozer; Marcia Trapp; Claudia Vieira Marques;
Tiago L. Martins; Jorge Felipe A. Model; Vanessa Schein; Luiz Carlos
Kucharski; Roselis S. M. Da Silva. Stanniocalcin 1 Enhances Carbon Flux
from Glucose to Lipids in White Retroperitoneal Adipose Tissue in the Fed
Rat. Lipids. doi 10.1007/s11745-016-4202-5, publicado em 11/10/2016.

4.2 Artigo 2: Aline G. Cozer; Marcia Trapp; Tiago L. Martins; Luciano
S. De Fraga; Claudia Vieira Marques; Jorge Felipe A. Model; Vanessa
Schein; Luiz Carlos Kucharski; Roselis Silveira Martins Da Silva. Effects of
Stanniocalcin-1 on rat brown adipose tissue glucose flux. Biochimie
(05/12/2016)
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4.1 Artigo 1: Publicado na revista Lipids doi 10.1007/s11745-016-4202-5
em 11/10/2016

Stanniocalcin 1 enhances carbon flux from glucose to lipids in white

retroperitoneal adipose tissue in the fed rat

Aline G. Cozer *; Marcia Trapp; Claudia Vieira Marques; Tiago L. Martins; Jorge

Felipe A. Model; Vanessa Schein; Luiz Carlos Kucharski; Roselis S. M. Da Silva

Post-Graduate Program in Biological Science: Physiology, Department of
Physiology, Institute of Health Sciences, Universidade Federal do Rio Grande
do Sul, Rua Sarmento Leite, 500, 90050-170, Porto Alegre, RS, Brazil.

Abstract

The present work assesses in vitro the role of human Stanniocalcin 1
(hSTC-1) in glucose metabolism in white retroperitoneal adipose tissue (WRAT)
from fed rat. In the fed state, hSTC1 increases the incorporation of 14C from
glucose into lipids in the rat WRAT. The increase in lipogenesis capacity supports
the hypothesis that the activity of the glycerol-3-phosphate-generating pathway
(glycolysis) from glucose is regulated by hSTC-1. The effect of hSTC-1 on de
novo fatty acid synthesis and on glucose oxidation in WRAT is supported by an
85% increase in *CO, production from "C-glucose. The incubation of WRAT in
the presence of hSTC-1 maintained the ADP/ATP ratio close to the control group.
The presence of hSTC-1 in incubation medium did not inhibit the lipolytic effect of
epinephrine. In conclusion, hSTC-1 is one of the hormonal factors that control

glucose metabolism in WRAT in the fed state.
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1. Introduction

White retroperitoneal adipose tissue (WRAT) contains the largest
concentration of metabolic energy in the body, and this reserve depends on the
balance of lipogenesis and lipolysis, two opposing processes that are tightly
controlled by hormonal and nutritional factors [1, 2].

Stanniocalcin (STC) is a mammalian autocrine/paracrine factor that was
first isolated in fish where it regulated calcium/phosphate homeostasis [3,4, 5].
The STC family of hormones, comprising STC-1 and STC-2, are widely
expressed in mammalian tissues, but little is known about the effects of STCs
on lipid metabolism. Serlachius et al. [6] reported high STC-1 expression in
mature white and brown human adipocytes. Negligible amounts of STC-1 were
found in untreated 3T3-L1 cells (pre-adipocyte cell line), whereas 3T3-L1 cells
treated with an adipogenic cocktail, up-regulated the expression of STC-1
concomitantly with acquisition of the adipocytic phenotype [7]. In adrenal
glands, receptors for STC isoforms were found on the plasma membrane and
lipid droplet membrane, suggesting a role in fat storage and/or release
independent of its effects on steroid hormone synthesis [8]. Data suggest that
STC-1 is produced and secreted by mature adipocytes and support the
hypothesis of a role for STC-1 in lipid metabolism in WAT [5, 6, 7, 8].
Furthermore, in adipocytes, STC-1 binding sites were found on the
mitochondrial membrane [7, 8]. Thus, modulation of the lipogenesis/lipolysis
pathways by STC-1 could be assumed.

For this purpose, the present work is an in vitro investigation into the role of
hSTC-1 in lipids synthesis and CO, production from ™C-glucose, lipolysis
stimulated by epinephrine, and ADP/ATP ratio in WRAT from fed rat.

2. Materials and methods
2.1 Animals

The study was undertaken in accordance with ethics requirements and
authorized (# 23583) by the official ethical committee of the Universidade
Federal do Rio Grande do Sul, Brazil. Adult male Wistar rats weighing 300+ 50g
were maintained at room temperature of 22 + 2°C and light/dark cycle of
12h/12h and water and food were available ad libitum until the moment of the

experiment. Animals were killed and the WRAT was excised and sliced on ice-
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cold dish containing Krebs Henseleit (KH) buffer, pH 7.4. WRAT slices from
each rat were distributed between the control and experimental groups. In
mammals, STC-1 acts as a paracrine, autocrine or intracrine factor [5], so in this
study we chose to slice the WRAT because cellular isolation would compromise
the communication between cells. Slices were pre-incubated for 15 min without
hormones in 1 mL KH pH 7.4 equilibrated with O2:CO, (95:5, v/v). Pre-
incubation and incubation were performed in the Dubnoff metabolic incubator
under constant shaking at 37°C. Control groups were incubated under the same
conditions but without hormone.

2.2 Conversion of "C-glucose to 'C-lipids

After the pre-incubation time, WRAT (300+10 mg) slices were incubated
for 60 min in flasks sealed with caps in 1 mL of KH pH 7.4 containing 1% fatty
acid-free BSA, 0.2 uCi of [U-"*C] glucose (55 mCi/mmol GE-Healthcare), plus 5
mM of unlabelled glucose, equilibrated with O,:CO, (95:5, v/v) in the presence
of 0.386 and 3.86 pM of hSTC-1 (recombinant human STC-1 was purchased
from RayBiotech Inc., USA) [9,10]. Following incubation, the tissue slices were
immediately homogenised in chloroform:methanol (2:1, v/v). Lipids were
extracted according to Folch et al. [11] dissolved in toluene-PPO. Results were
expressed as mmol of "“C-glucose incorporated into '*C-total lipids per g~' of
tissue per h™ of incubation.

2.3 Conversion of "C-glucose to '*CO,

After pre-incubation, WRAT (300+10 mg) slices were incubated under
the conditions described in 2.2. However, the flasks contained small glass wells
inside that were attached to the rubber caps and above the level of the
incubation medium, containing small strips of Whatman 3MM paper and 1 M
Hyamine® hydroxide (0.2 mL) to trap the 'CO., produced. Incubation was
stopped by adding 0.2 mL of 50% TCA through the rubber cap. Subsequently,
the glass wells were transferred to vials containing scintillation liquid [12].
Values of *CO, production are expressed as nmol of *C glucose incorporated
into CO, per g of tissue per h™" of incubation.

2.4 Lipolysis

After the pre-incubation period, slices of WRAT (300+10 mg) were
incubated in flasks sealed with caps in 1 mL of KH pH 7.4 containing 1% fatty
acid-free BSA, equilibrated with O,:CO, (95:5, v/v). Lipolysis was stimulated by
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adding 20 pL of epinephrine (2.5.10*M) solution in ascorbic acid (17.6 mg/mL)
[13]. Slices were divided into five groups: 1) Control (without hSTC-1 or
epinephrine), but with 20 yL of ascorbic acid and incubated for 120 min; 2)
hSTC-1 0.386 pM incubated for 60 min; 3) Epinephrine incubated for 60 min; 4)
hSTC-1 0.386 pM (incubated for 60 min) followed by epinephrine and incubated
for a further 60 min; 5) Epinephrine (incubated for 60 min) followed by hSTC-1
0.386 pM incubated for a further 60 min. The concentration of glycerol released
into the incubation medium was determined enzymatically using a commercial
kit (R-Biopharm®, Darmstadt, Germany). Values are expressed as mg glycerol
per 100 mg of tissue.
2.5 ADP/ATP Ratio

After the pre-incubation period, WRAT (30010 mg) slices were
incubated under the conditions described in 2.2, but in the presence of 0.386
pM of hSTC-1. ADP/ATP ratio in WRAT slices was determined immediately
after the incubation period by a commercial kit (MAK135; Sigma Aldrich, USA).
2.6 Statistical analysis

Results were compared using a one-way analysis of variance (ANOVA),
complemented with a Student-Newman-Keuls (SNK) test. Before applying the
ANOVA test, results were checked for normality (Kolmogorof-Smirnov test) and
homogeneity (Levene test) of data. Data were considered significant when
P<0.05. The tests were carried out using the statistics program in GraphPad
Prism 5.0.
3. Results and Discussion

The present study was the first to demonstrate an effect of hSTC-1 on
lipogenesis in WRAT from rat (Figs. 1 and 5). TAG synthesis in the adipose
tissue is influenced by different factors; the hormonal and nutritional controls are
the most important. Our animals were maintained on a balanced diet until the
moment of the experiment. In this nutritional state, hSTC-1 increased '*C
incorporation from glucose into lipids (Figs. 1 and 4). This result indicates that
hSTC-1, like insulin, has an anabolic effect on glucose metabolism in WRAT
[14,15],emphasizing that this adipose tissue seems to be the main adipose
depot responsible for the maintenance of energy homeostasis of the organism
as a whole [16]. TAG accumulation occurs at the end of adipocyte

differentiation, when the highest level of STC-1 expression was found [7]. Also,
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the co-localization of STC-1 binding site and perilipin on lipid droplet
membranes confirms that STC-1 acts in adipocytes [7].

The increased lipogenetic capacity in the rat WRAT in fed state found in
this study supports the hypothesis that the activity of the G3P-generating
pathway (glycolysis) from glucose is regulated by hSTC-1 to maintain an
adequate supply of G3P needed for fatty acid esterification and storage in
WRAT, since the availability of G3P controls the esterification of FA and TAG
synthesis [14]. Our results also suggest the effect of hSTC-1 on de novo fatty
acid synthesis from pyruvate generated by '“C-glucose in the glycolysis
pathway. Furthermore, hSTC-1 increased *C-glucose oxidation in the glycolytic
pathway. Effect of hSTC-1 on these pathways is supported by an 85% increase
in "CO, production from '*C-glucose and maintenance of the ADP/ATP ratio in
WRAT incubated in the presence of hSTC-1 (Figs. 2 and 5). This finding is
reinforced by the presence of high affinity binding sites for STC-1 on
mitochondrial membrane [17], suggesting a role for this hormone in cell
metabolism. Although part of the *C-glucose metabolic flux in the glycolytic
pathway is directed towards G3P synthesis, the incubation of WRAT in the
presence of hSTC-1 maintained an ADP/ATP ratio close to the control group
(Fig. 3). During the synthesis of fatty acid from glucose, a net generation of ATP
occurs within adipocytes [14, 15]. The number of ATP molecules produced per
fatty acid molecule synthesized depends upon relative contributions of the
pyruvate/malate cycle and the pentose phosphate pathway to supply NADPH
[15].

Despite the co-localization of STC-1 binding sites and perilipin on lipid
droplet membrane, the presence of hSTC-1 in the incubation medium did not
inhibit epinephrine’s lipolytic effect (Figs. 4 and 5). In rats in the fed state,
perilipin A is minimally phosphorylated and forms a barrier at the surface of
lipid droplets that restricts the access of cytosolic lipases to store
triacylglycerols; consequently, lipolysis occurs at a very low rate [18].
Presence of STC-1 binding sites co-localized with pirilipin in lipid droplets [7]
supports the hypothesis that STC-1 contributes to decreased perilipin A
phosphorylation, and perilipin A shields stored triacylglycerols from cytosolic
lipases, thus promoting triacylglycerol storage in the fed state [18]. However,

when catecholamines activate the (-adrenergic signalling cascade, hSTC-1
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does not exercise an anti-lipolytic effect. Elucidation of this hypothesis
requires further studies to determine the effect of STC-1 on perilipin A
phosphorylation in WRAT.

In conclusion, it seems that hSTC-1 is one of the hormonal factors that in
the fed state control glucose metabolism in WRAT, which is the main adipose
depot responsible for maintenance of energy homeostasis of the organism as a
whole, maintaining crosstalk with different organs in the body. In 1994, the role
of adipose tissue as an endocrine organ was established, and the STC-1
hormone expressed in adipocytes may be the one which controls glucose

metabolism locally (Fig. 5).
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Figures and Legends
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Fig. 1: Effect of hSTC-1 on the incorporation of *C from glucose into total lipids
in retroperitoneal white adipose tissue. Data are given as mean + SEM; Control
n= 10, hSTC-1 (0.386) n= 6, hSTC-1 (3.86) n=6. * P<0.05 compared to the
control without hormone and 3.86 pM of hSTC-1.
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Fig. 2: Effect of hSTC-1 on the incorporation of "C from glucose into CO, in
rat retroperitoneal white adipose tissue. Data are given as mean + SEM; Control
n= 10, hSTC-1 (0.386) n= 9, hSTC-1 (3.86) n=6. * P<0.05 compared to the
control without hormone and 3.86 pM of hSTC-1.

41



0.6-

0.4

0.2

ADP/ATP ratio

0.0

Fig. 3: Effect of 0.386 pM of hSTC-1 on the ADP/ATP ratio in rats

retroperitoneal white adipose tissue. Data are given as mean + SEM; n = 5

animals. * P<0.05 compared to the control without hormone.
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Fig. 4: Glycerol liberation from rat retroperitoneal white adipose tissue in
incubation medium in response to a different combination of hSTC-1 (0.386 pM)
and epinephrine (2.5.10'4M) hormones. Data are given as mean £+ SEM; n = 8
animals. * P<0.05 compared to the control without hSTC-1; # P<0.05 compared
to 0.386 pM of hSTC-1.

43



Glucose .

e _0 STC-1 * White Adipocyte

STC-1 Receptor ¢
GLUT4 *

tessssssno ssestattt

> \) sTC1 £ lipid droplet STC-1 -
b binding site ¥

* ®

STCA 2
receptor-trafficking +

i< Mitochondrial STC-1 )
binding site .

Fig. 5: Schematic representation of hSTC-1 mediated lipogenesis and glucose
oxidation in rat retroperitoneal white adipose tissue identified in the present

study. Thick lines represent metabolic pathways regulated by hSTC-1.

44



4. References

1. Chaves VE, Frasson D, Kawashita NH (2011) Several agents and pathways
regulate lipolysis in adipocytes. Biochimie 93:1631-1640. doi:
10.1016/j.biochi.2011.05.018

2. Nielsen TS, Jessen N, Jgrgensen JOL, et al (2014) Dissecting adipose tissue
lipolysis: Molecular regulation and implications for metabolic disease. J Mol
Endocrinol. doi: 10.1530/JME-13-0277

3. Wagner GF, Hampong M, Park CM, Copp DH (1986) Purification,
characterization, and bioassay of teleocalcin, a glycoprotein from salmon
corpuscles of Stannius. Gen Comp Endocrinol 63:481-491. doi: 10.1016/0016-
6480(86)90149-8

4. Wagner GF, Milliken C, Friesen HG, Copp DH (1991) Studies on the regulation
and characterization of plasma stanniocalcin in rainbow trout. Mol Cell Endocrinol
79:129-138. doi: 10.1016/0303-7207(91)90103-Y

5. Yeung BHY, Law AYS, Wong CKC (2012) Evolution and roles of stanniocalcin.
Mol Cell Endocrinol 349:272—-280. doi: 10.1016/j.mce.2011.11.007

6. Serlachius M, Andersson LC (2004) Upregulated expression of stanniocalcin-1
during adipogenesis. Exp Cell Res 296:256—-264. doi: 10.1016/j.yexcr.2004.02.016

7. Serlachius M, Zhang KZ, Andersson LC (2004) Stanniocalcin in terminally
differentiated mammalian cells. Peptides 25:1657-1662. doi:
10.1016/j.peptides.2004.03.031

8. Paciga M, Hirvi ER, James K, Wagner GF (2005) Characterization of big
stanniocalcin variants in mammalian adipocytes and adrenocortical cells. Am J
Physiol Endocrinol Metab 289:E197-205. doi: 10.1152/ajpendo.00581.2004

9. Schein V, Kucharski LC, Guerreiro PMG, et al (2015) Stanniocalcin 1 effects on
the renal gluconeogenesis pathway in rat and fish. Mol Cell Endocrinol 414:1-8.
doi: 10.1016/j.mce.2015.07.010

10. De Niu P, Radman DP, Jaworski EM, et al (2000) Development of a human
stanniocalcin radioimmunoassay: Serum and tissue hormone levels and
pharmacokinetics in the rat. Mol Cell Endocrinol 162:131-144. doi: 10.1016/S0303-
7207(00)00199-4

11. Folch J, Lees M, Stanley GHS (1957) A simple method for the isolation and
purification of total lipids from animal tissues. J Biol Chem 226:497-509. doi:
10.1007/s10858-011-9570-9

45



12. Torres ILS, Vasconcellos AP, Silveira Cucco SN, Dalmaz C (2001) Effect of
repeated stress on novelty-induced antinociception in rats. Brazilian J Med Biol Res
34:241-244. doi: 10.1590/S0100-879X2001000200012

13. de Resende PE, Kaiser S, Pittol V, et al (2015) Influence of crude extract and
bioactive fractions of llex paraguariensis A. St. Hil. (yerba mate) on the Wistar rat
lipid metabolism. J Funct Foods 15:440-451. doi: 10.1016/}.jff.2015.03.040

14. Proenga ARG, Sertié RAL, Oliveira AC, et al (2014) New concepts in white
adipose tissue physiology. Brazilian J Med Biol Res 47:192-205. doi:
10.1590/1414-431X20132911

15. Wang CW (2015) Lipid droplets, lipophagy, and beyond. Biochim Biophys Acta
- Mol Cell Biol Lipids 1861:793-805. doi: 10.1016/j.bbalip.2015.12.010

16. Dos Santos MP, De Franca SA, Dos Santos JTF, et al (2012) A low-protein,
high-carbohydrate diet increases fatty acid uptake and reduces norepinephrine-
induced lipolysis in rat retroperitoneal white adipose tissue. Lipids 47:279-289. doi:
10.1007/s11745-011-3648-8

17. McCudden CR, Majewski A, Chakrabarti S, Wagner GF (2004) Co-localization
of stanniocalcin-1 ligand and receptor in human breast carcinomas. Mol Cell
Endocrinol 213:167-172. doi: 10.1016/j.mce.2003.10.042

18. Brasaemle DL, Subramanian V, Garcia A, et al (2009) Perilipin A and the
control of triacylglycerol metabolism. Mol Cell Biochem 326:15-21. doi:
10.1007/s11010-008-9998-8

46



4.2 Artigo2: Submetido para revista Biochimie em 05/12/2016
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Abstract

The present work assesses in vitro the role of human Stanniocalcin 1 (hSTC-1)
in '*C-glucose metabolism in brown adipose tissue (BAT) from fed rat. In the fed
state, hSTC-1 decreases the incorporation of "C from glucose to lipids in the
rat BAT. The data support the hypothesis that the capacity of the glycerol-3-
phosphate (G3P)-generating pathway (glycolysis) from glucose is regulated by
hSTC-1, decreasing the adequate supply of G3P needed for fatty acid
etherification and triacylglycerols storage in BAT. In addition, by decreasing
lipogenesis, STC1 increased ATP levels and these two factors together may
decrease BAT thermogenic function. The presence of hSTC-1 in the incubation
medium did not alter '*C glucose and ™C-1-palmitic acid oxidation. The
uncoupling protein 1 (UCP1) expression was not altered by hSTC-1 either. In
conclusion, hSTC-1 is one of the hormonal factors that control glucose

metabolism in BAT in the fed state.
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1. Introduction

Stanniocalcin 1 (STC1) secreted by the corpuscles of Stannius (CS) is an
established hypocalcemic factor in bony fishes from where it was first isolated
[1,2]. Recently it has been recognized that, as a result of the teleost-specific
genome duplication, there are two fish STC1 isoforms encoded by different
genes, of which STC1-A is strongly expressed in the CS and STC1-B is only
faintly expressed in various tissues [3]. As in fishes, the mammalian STC-1
gene is widely expressed in tissues such as kidney, muscle, adrenal, heart,
lung, ovary and white and brown adipose tissues [4,5].

However, outside of pregnancy and lactation, the mammalian hormone is
undetectable in the blood of male and female [6]. The data indicate that
mammalian STC1 is produced and secreted by one cell type and is
sequestered and acts in neighboring cells, consistent with its
paracrine/autocrine action [7]. The putative role of STC-1 on intermediary
metabolism was demonstrated by the presence of binding sites for this hormone
in liver and kidney mitochondria, where the hormone increases the electron
transport [8]. Moreover, STC1 decreases ATP level in macrophages but does
not affect the activity of respiratory chain complexes I-IV [9]. A metabolic role for
STC has already been demonstrated in transgenic mouse with overexpressed
STC; this mouse presented increased food and oxygen consumption in
combination with reduced body weight [5,10]. This energy-wasting phenotype is
likely due to the stimulatory effects of STC on mitochondrial electron transport
[8], which in excess can result in mitochondrial hypertrophy [10]. Recently,
Schein et al. (2015) demonstrated that STC-1 decreased the renal
gluconeogenic activity in rat. In addition, the colocalization patterns of STC and
perilipin in human white and brown fat cells [4,11] and the increase of carbon
flux from glucose to lipids in white retroperitoneal adipose tissue in the fed rat
[12] support the hypothesis of a central role for STC in lipid metabolism.

The brown adipose tissue (BAT) is the main tissue involved in non-
shivering thermogenesis in mammals [13]. It was believed that this tissue is
active only in small rodents or infants, but recent studies have shown BAT
activity in human adults, mainly in the supraclavicular and paravertebral spaces
and adjacent to the neck vessels [14—-16]. BAT is densely vascularized, and the

brown adipocytes have multilocular depots of triacylglycerols (TG) and a large
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number of mitochondria [13,17]. Thermogenesis in BAT is accomplished via
uncoupling protein 1 (UCP1) (or thermogenin), which is present in large
amounts in BAT mitochondria and is responsible for uncoupling the ATP
production and instead produce heat [11,13]. The proton leak via UCP1 is
enhanced by long-chain fatty acid (FA) and inhibited at rest by cytosolic purine
nucleotides, mainly ATP [17,18]. BAT also plays a role in glucose metabolism;
cold activation normalized glucose tolerance and insulin resistance in obese
mice fed high-fat diets [19]. UCP1 knockout mice present obese phenotype
[13,17,20] and human leaner individuals have a higher activity of BAT
metabolism [15,21,22].

BAT releases factors (BATokines) especially under conditions of
thermogenic activation, such as triiodothyronine, insulin-like growth factor |, and
interleukin-6 that act either on the secreting brown adipocytes (autocrine action)
or on other cells types nearby (paracrine action) [23]. Serlachius et al. (2004)
reported high STC-1 expression in brown human adipocytes. Would this
hormone have an autocrine action on the metabolism of brown adipose tissue,
controlling the thermogenic activity? For this purpose, the present work is an in
vitro investigation into the role of human STC-1 (hSTC-1) in lipids synthesis and
CO, production from 'C-glucose, [1- 'C] palmitic acid oxidation, ATP
concentration, ADP/ATP ratio and UCP1 protein expression in brown adipose

tissue from fed rat.

2. Materials and methods

2.1 Animals

The study was undertaken in accordance with ethics requirements and
authorized (#23583) by the official ethical committee of the Universidade
Federal do Rio Grande do Sul, Brazil. Adult male Wistar rats weighing 300+50g
were maintained at room temperature of 22 + 2°C and light/dark cycle of
12h/12h and water and food were available ad libitum until the moment of the
experiment. Animals were killed and the BAT was excised and sliced on ice-
cold dish containing Krebs Henseleit (KH) buffer, pH 7.4. BAT slices (100+10
mg) from each rat were distributed between the control and experimental
groups. Slices were pre-incubated for 15 min without hormones in 1 mL KH pH
7.4 equilibrated with O2:CO, (95:5, v/v). After the pre-incubation time, BAT
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slices were incubated for 60 min in flasks sealed with caps in 1 mL of KH pH 7.4
containing 1% fatty acid-free BSA in the presence of 0.386 and 3.86 pM and
38.6 pM of hSTC-1 (recombinant human STC-1 was purchased from
RayBiotech Inc., USA) [9,10]. Pre-incubation and incubation were performed in
the Dubnoff metabolic incubator under constant shaking at 37°C. Control

groups were incubated under the same conditions but without hormone.

2.2 Conversion of "C-glucose to '*C-lipids

BAT pre-incubation and incubation were performed as described in 2.1.
To the incubation medium was added 0.2 uCi of [U-"*C] glucose (55 mCi/mmol
GE-Healthcare), plus 5 mM of unlabelled glucose, equilibrated with O2:CO,
(95:5, v/v). Following incubation, the tissue slices were immediately
homogenized in chloroform:methanol (2:1, v/v). Lipids were extracted according
to Folch et al. [26] dissolved in toluene-PPO. Results were expressed as mmol

of "C-glucose incorporated into *C-total lipids.g™" of tissue.h™" of incubation.

2.3 Conversion of "C-glucose to '*CO,

BAT pre-incubation and incubation were performed as described in 2.1.
However, the flasks contained small glass wells inside that were attached to the
rubber caps and above the level of the incubation medium, containing small
strips of Whatman 3MM paper and 1 M Hyamine® hydroxide (0.2 mL) to trap the
'%CO, produced. Incubation was stopped by adding 0.2 mL of 50% TCA through
the rubber cap. Subsequently, the glass wells were transferred to vials
containing scintillation liquid [27]. Values of *CO, production are expressed as

umol of C glucose incorporated into CO,.g™" of tissue.h™ of incubation.

2.4 [1- "*C] Palmitic acid oxidation

BAT slices were pre-incubated in Phosphate Buffer Solution (PBS) (pH
7.4) for 15 min. Incubation was performed in a medium containing PBS (pH
7.4), 0.05 M palmitic acid, 11.5 mg/mL free fatty acid BSA, 0.1 uCi 1-'“C
palmitic acid in the presence of 0.386, 3.86 and 38.6 pM of hSTC-1 for 60 min
at 37°C. Control groups were incubated under the same conditions but without
hormone. The flasks contained small glass wells inside that were attached to

the rubber caps and above the level of the incubation medium, containing small
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strips of Whatman 3MM paper and 1 M Hyamine® hydroxide (0.25 mL) to trap
the ™CO, produced. The reaction was stopped by adding 400 uL of 2M cold
acid citric (pH 1.5). The trapping of "*CO, was continued on ice for additional 60
min. Subsequently, the glass wells were transferred to vials containing
scintillation liquid. The following compounds were added to the incubation
medium: 6 pymol unlabelled palmitic acid dissolved in 100 pL of ethanol and 0.6
mL of 6M perchloric acid (Fromenty). After 60 min the flasks were centrifugated
at 3000 xg for 20 min at 4 °C, and the supernatant was filtered through a 2V
Whatman paper. Acid-soluble B oxidation 'C products were then counted

adding the filtered supernatant in scintillation liquid.

2.5 ADP/ATP Ratio and ATP concentration

BAT pre-incubation and incubation were performed as described in 2.1.
ADP/ATP ratio in BAT slices was determined immediately after the incubation
period using a commercial kit (MAK135; Sigma Aldrich, USA). Based on the
ADP/ATP ratio results and the ATP standard curve, brown adipose tissue ATP

concentrations were calculated.

2.6 Western blotting

BAT pre-incubation and incubation were performed as described in 2.1,
but in presence of 0.386, 3.86 and 38.6 pM of hSTC-1. Following incubation,
tissue slices were immediately frozen on dry ice and stored at =80 "C until
analysis. BAT was homogenized in lysis buffer (20 mMTris—HCI, 150 mMNacCl,
2.7 mMKCI, 1 mM MgCl,, 10% glycerol, 1% Triton-X), pH 8.0, containing 1 uM
PMSF and 10mMNaF besides 1% phosphatase inhibitor cocktail (Sigma —
P0044) and 1% protease inhibitor cocktail (Sigma — P8340). Protein levels were
quantified by the Bradford method [28]. BAT lysates (40 ug of protein) were
separated under reducing conditions by SDS-PAGE (Bio-Rad Laboratories,
Hercules, CA, USA). After electrophoresis, proteins were transferred to
nitrocellulose membranes (AmershamHybond—-ECL, GE Healthcare; Sao
Paulo, Brazil) using an electrophoretic transfer system (Bio-Rad; Hercules,
CA). The membranes were incubated overnight at 4°C with a rabbit anti-UCP1
primary antibody (1:3000; Abcam - ab10983) and processed for

immunodetection using a goat-anti-rabbit-HRP-conjugated secondary antibody
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(1:10000). Protein bands were detected with enhanced chemiluminescence
(ECL; Merck Millipore) followed by exposure to the autoradiography film
(Amersham). Immunoblots were scanned and the intensity of the bands was
quantified by densitometry using ImageJ 1.50 software (US National Institutes
of Health, Bethesda, MD, USA). B-actin was used as a loading control. Data

were expressed in relation to the control group.

2.7 Statistical analysis

Results were compared using one-way analysis of variance (ANOVA),
complemented with Student-Newman-Keuls (SNK) test. Before applying the
ANOVA test, results were checked for normality (Kolmogorof-Smirnov test) and
homogeneity (Levene test) of data. Data were considered significant when
P<0.05. The tests were carried out using the statistics program in GraphPad
Prism 5.0.
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3. Results

3.1 Incorporation of '*C from glucose into "C-lipids

The incorporation of '*C-glucose into total "*C-lipids in BAT decreased
about twofold (n= 7-10 animals each group; p=0.0095) after BAT incubation
with both concentrations of hSTC-1 (0.386 pM and 3.86 pM) (Fig. 1).

3.2 "*C-glucose oxidation

No significant variations in '*C-glucose oxidation in the BAT were
observed after 60 min of incubation in presence of different concentrations of
hSTC-1 (n=10 animals each group; p= 0.6792) (Fig. 2).

3.3 [1- '*C] Palmitic acid oxidation

No significant difference in '*C- palmitic acid oxidation, acid-soluble
products and total oxidation values was observed in BAT after incubation for 60
min in presence of different concentrations of hSTC-1 (Table 1). None of the
palmitic acid oxidation parameters analyzed were influenced by different doses
of hSTC. However, at 38.6 pM of hSTC-1, the '*C- palmitic acid oxidation
decreased 21% (P>0.05).

3.4 ADP/ATP Ratio and ATP concentration
The ADP/ATP ratio (Figure 3A) decreased about 23% in presence of 0.386 and
3.86 pM of hSTC-1 (p=0.1679; n= 5 animals each group). On the other hand,
the ATP concentration increased fourfold after BAT incubation in presence of
0.386 pM of hSTC-1(Figure 3B). At 3.86 pM of hSTC-1 the ATP concentration
in BAT had a threefold increase (p=0.0298; n= 5 animals each group).

3.5 UCP1 protein expression

No significant variations in UCP1 protein expression were observed (n=
4; p= 0.5522) after 60-min incubation in presence of 0.386, 3.86 and 38.6 pM of
hSTC-1 (Fig. 4).
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4. Discussion

The presence of STC binding sites on the mitochondrial membrane and
the evidence for direct effects of this hormone on the mitochondrial metabolism
suggest that STC would be one of the factors that control the intermediary
metabolism [29,30]. The present study was the first to demonstrate an effect of
hSTC-1 on the BAT metabolism in fed rats. Several works have demonstrated
that sympathetic innervation, through norepinephrine regulation of GLUT1 [31],
and insulin, through stimulation of GLUT4 expression and translocation, are the
major positive regulators of BAT glucose uptake [13]. In BAT, glucose is used
for: 1) conversion to G3P by glycerophosphate dehydrogenase in the glycolytic
pathway; 2) de novo lipogenesis; and 3) energy generation that supports FA
esterification to TG synthesis and other adipocyte functions [13,17]. TG
synthesis in BAT is influenced by different factors, the hormonal and nutritional
controls being the most important ones [13,32,33].

In this study, the rats were maintained on a balanced diet until the
moment of the experiment, and in this alimentary state hSTC-1 decreased the
incorporation of "C from glucose into total lipids. Unpublished data from our
laboratory indicated no alteration of glucose uptake in rat BAT in fed state, after
incubation in the same hSTC-1 concentrations used here. These data support
the hypothesis that the activity of the G3P-generating pathway (glycolysis) from
glucose is regulated by hSTC-1, decreasing the adequate supply of G3P
needed for fatty acid esterification and storage in BAT, since G3P availability
controls the FA esterification and TG synthesis [34].

Our results also suggest that the effect of hSTC-1 on de novo fatty acid
synthesis from pyruvate generated by “C-glucose in the glycolysis pathway is
also decreased by hSTC1. An adequate level of TG for lipolysis and FA
production are required for BAT thermogenic function [13]. Reduction in TG
synthesis from glucose in BAT compromises BAT thermogenic capacity,
because lipolysis-derived FA is the preferred substrate oxidized in BAT,
providing most of the energy converted to heat by UCP1-mediated
mitochondrial uncoupling [13].

Recently, Cozer et al. (2016) demonstrated that hSTC-1 in white
retroperitoneal adipose tissue (WRAT) increase the incorporation of C from

glucose in total lipids. The antagonism in the hSTC-1 actions on the lipids
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synthesis from glucose in BAT and WRAT can be explained by the functional
and ontogenetic differences between the two tissues. Adipocyte pluripotent
stem cells first differentiate into mesenchymal stem cells that can become
CD24+ and PPARy+ white preadipocytes and Myf5+ brown preadipocytes [35].
WRAT seems to be the main adipose depot responsible for the maintenance of
energy homeostasis of the organism as a whole [36]. BAT has the function of
producing heat with energy dissipation [17]. The high number of mitochondria
and oxidative enzymes content in BAT give it a marked oxidative ability and
glucose is one of the preferred substrates. BAT incubation in the presence of
hSTC-1 maintained “C-glucose and 'C-palmitic acid oxidation capacities
similar to the control groups (without hormone).

It is noteworthy that the rats were fed and maintained in constant
temperature, so FA and glucose oxidation for non-shivering thermogenesis and
energy generation for other adipocyte functions, respectively, are not required
[13,17]. There are reasons to suppose that a transfer of glucose carbon from
lipid synthesis to glycogen synthesis may have occurred, since significant
amounts of glucose in BAT are also stored as glycogen and converted to lactate
by anaerobic glycolysis, producing ATP that might be important in
compensating for reduced energy production due to mitochondrial uncoupling
[34]. Elucidation of this point requires further studies with simultaneous
measurements of the incorporation of ™C from glucose into glycogen and lipids.

The increase in ATP concentration and the 23% decrease in the
ADP/ATP ratio in BAT after incubation in 3.86 pM of hSTC-1 suggests a
decrease in heat production and energy dissipation. Moreover, the decrease in
lipids synthesis from 'C-glucose reduces energy expenditure, which
contributes to the increase of ATP level. Although hSTC-1 does not significantly
alter the expression of the UCP1 protein, the high ATP level would lead the
UCP-1 to a “tight” state with no transport activity [18]. Thus, the decrease in the
TG synthesis/mobilization cycle induced by hSTC-1 reduces the energy
converted to heat mediated by mitochondrial UCP1, because the interaction of
UCP 1 with FA changes the protein conformation and proton transport occurs
[18]. In contrast, in mouse and murine macrophages, hSTC-1 induces UCP-2
expression, decreasing mitochondrial membrane potential and superoxide

generation, which is important for macrophage function and viability [37].
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In conclusion, hSTC-1 is one of the hormonal factors that, in the fed
state, controls glucose metabolism in BAT, which is the main tissue involved in
non-shivering thermogenesis in mammals. The role of hSTC-1 in decrease of
TG capacity synthesis from ™C-glucose compromises the BAT thermogenic
capacity. Furthermore, the increase in ATP levels would inhibit a futile cycle via
UCP1, which dissipates oxidative energy as heat.

Is it possible that the STC-1 hormone expressed in BAT controls the glucose

metabolism locally?
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Figures and Legends
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Fig. 1: Effect of hSTC-1 on the incorporation of ™C from glucose into lipids in
brown adipose tissue. Data are given as mean + SEM; Control n= 10, hSTC-1
(0.386 pM) n= 7, hSTC-1 (3.86 pM) n=7. * P<0.05 compared to the control
without hormone and 3.86 pM of hSTC-1.
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Fig. 2: Effect of hSTC-1 on the incorporation of "C from glucose into CO, in

rat brown adipose tissue. Data are given as mean £ SEM; n= 10 animals.
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Fig. 3 A and B: Effect of 0.386 pM of hSTC-1 on the ADP/ATP ratio (A) and

ATP concentration (B) in rats brown adipose tissue. Data are given as mean *

SEM; n = 5 animals. * P<0.05 compared to the control without hormone.
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Fig. 4: Expression of uncoupling protein 1 (UCP-1) in brown adipose tissue
following incubation with hSTC-1. Representative Western blot bands are
shown on the top of histograms. B-actin was used as a loading control for
densitometry analysis as shown in the graph. Data are given as mean £+ SEM
(n=4) and were expressed in relation to the control group. No significant
differences were found (ANOVA, p>0.05).
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Table 1 Products of free fatty acid oxidation. Incorporation of *C from palmitic
acid into *CO,, acid-soluble B-oxidation *C products and total "*C products in

brown adipose tissue incubated with different doses of hNSTC-1.

co, Acid-soluble B- Total 4C products
(mmol*“CO,.g*.h") oxidation “C products (mmol 4C.g-.h")
(mmol*C .g'.h)
Control 25.05 + 351 (10) 4281+ 3259 (10) 4.30 + 0.32 (10)
hSTC-1(0.386 pM) 2364+ 212 (10) 3496 +218.4 (10) 3.52 +0.22 (10)
hSTC-1(3.86 pM) 2221 +2.60 (10) 3661 +228.3 (10) 3.68 + 0.23 (10)
hSTC-1(38.6 pM) 19.81+2.54 (9) 3574 + 232 (9) 359+ 0.23 (9)

The data are represented as the meantSE with the number of rats in

parentheses.
No significant differences were found (ANOVA, p>0.05).
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5. DISCUSSAO

Nosso estudo foi o primeiro a mostrar o efeito da hSTC-1 sobre a via
lipogénica do TAB de ratos. A sintese de triacilglicerol (TAG) chamada de
“lipogénese de novo” é caracterizada como a sintese de acidos graxos a partir
de substratos nao lipidicos como, por exemplo, os carboidratos. Essa sintese
de TAG ocorre no tecido adiposo e no figado e é influenciada por muitos
fatores, dentre os quais, podemos destacar os fatores hormonais, onde a
insulina € o principal fator hormonal regulatério dessa via metabdlica, e o
estado alimentar do individuo e a composi¢ao da dieta modificam a ativagao da
via lipogénica (PROENCA et al., 2014).

Os animais utilizados nesse estudo permaneceram alimentados com
uma dieta balanceada até o momento que antecedia os experimentos. Assim
como a insulina, no estado alimentado, a STC1 mostrou efeito anabdlico sobre
o0 metabolismo da glicose no TAB, pois aumentou a incorporagéo de “c glicose

em lipidios.

O acumulo de TAG nos adipécitos ocorre na fase final da diferenciacao
celular onde, nessa mesma fase, encontramos os maiores niveis de expressao
de hSTC-1 nessas células (SERLACHIUS et al., 2004). A co-localizagao do
sitio de ligacdo da hSTC-1 e as perilipinas na membrana da gota lipidica nos
adipdcitos confirma a acdo da nessas células (SERLACHIUS et al., 2004;
SERLACHIUS; ANDERSSON, 2004).

O aumento da atividade lipogénica no TAB durante o estado alimentado
confirma a hipotese de que a via de producdo de G3P a partir da glicose
(glicélise) parece ser regulada pela hSTC-1 para que a quantidade de G3P

necessaria para a sintese e armazenamento de TAG fosse mantida. A hSTC-1
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mostra um efeito importante no aumento da producédo de TAG de novo a partir

do C glicose-piruvato gerado na via glicolitica.

Além da hSTC-1 direcionar o fluxo de "C glicose para a formacao de
G3P na via glicolitica, nés também observamos o aumento da entrada do
piruvato formado no ciclo do acido citrico. Esse efeito da hSTC-1 é observado
pelo aumento de 85% na oxidacdo da '“C glicose e manutengdo da razao
ADP/ATP e dos niveis celulares de ATP no TAB (figura 14 - anexo da tese)
quando incubado com hSTC-1. Esse achado é reforcado pela presenca de
sitios de ligagao de alta afinidade pela hSTC-1 nas mitocéndrias, o que nos
sugere um papel desse horménio no metabolismo celular (MCCUDDEN et al.,
2002). Além disso, durante a sintese dos acidos graxos a partir da glicose,
ocorre uma rede de geragdo de ATP dentro dos adipocitos. O numero de
moléculas de ATP produzidas por molécula de acido graxo sintetizado depende
do suprimento de NADPH a partir do ciclo piruvato/malato e da via das
pentoses fosfato e também do ATP utilizado na carboxilagdo do piruvato
(KOPECKY et al., 2002; WANG, 2015).

Apesar da co-localizagdo dos sitios de ligacdo da hSTC-1 e das
perilipinas na membrana das gotas lipidicas, a hSTC-1 néo inibiu o efeito
lipolitico da adrenalina no TAB incubado com hSTC-1. Em ratos alimentados, a
perilipina A é minimamente fosforilada e, assim, forma uma barreira na
superficie da gota lipidica que restringe o acesso das lipases citosélica aos
estoques de TAG, consequentemente, a atividade lipolitica € bem reduzida
(BRASAEMLE et al., 2009). A co-localizagao dos sitios de ligagdo da STC-1 e
das perilipinas confirma a hipétese de que a STC-1 contribui para a diminuigéo
da fosforilagdo da perilipina A, protegendo os estoques de TAG das lipases
citosolica e, assim, facilitando o acumulo de TAG. No entanto, quando as
catecolaminas ativam a cascata de sinalizacdo  adrenérgica a hSTC-1 nao
mostra um efeito antilipolitico. Como foi dito anteriormente, os animais desse
estudo estavam no estado alimentado. Assim, neste cenario, a agao da insulina
ativaria a fosfodiesterase, diminuindo o AMPc celular e inibindo a lipdlise

(Almadian, 2009). Porém, apesar de identificarmos o efeito lipogénico
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semelhante ao da insulina, a hSTC-1 nao foi capaz de inibir a lipdlise. Gu et al.
(2015) mostraram que a STC de peixe promove o aumento do AMPc celular
nas branquias de enguias. Entretanto, em mamiferos, muito pouco se sabe
sobre a transdugao intracelular do sinal da STC-1. Porém, Schein et al. (2015)
constataram que em células HEK293 (Human Embryonic Kidney) a hSTC-1

inibiu a formagao de AMPc estimulado pela forscolina.

A alta concentracido de mitocdndrias no TAM e a presenca de sitios de
ligacdo para STC-1 nas mitocdndrias nos fez levantar a hipdtese da
participacdo da STC-1 sobre a regulagdo do metabolismo intermediario nesse
tecido. Nosso trabalho é o primeiro estudo a demonstrar um efeito da hSTC-1
sobre metabolismo intermediario em TAM de ratos em estado alimentado.
Muitos trabalhos demonstram que a inervagao simpatica do TAM, por meio da
regulacdo de GLUT1 pela noradrenalina (DALLNER et al., 2006), e a insulina,
estimulando a expressdao e a translocacdo do GLUT4, sdao os principais
reguladores da captagcdo de glicose no TAM (CANNON; NEDERGAARD,
2004). No TAM a dlicose € usada para: 1) conversdo em G3P pela
glicerofosfato desidrogenase na via glicolitica; 2) lipogénese de novo; 3)
geracao de energia que torna possivel a esterificacdo de acidos graxos em
triacilglicerol e outras fungdes que requerem energia nos adipdcitos marrom
(CANNON; NEDERGAARD, 2004; THOONEN et al., 2016).

A sintese de TAG no TAM ¢ influenciada por diferentes fatores; o controle
hormonal e nutricional € o mais importante. Nesse estudo, os ratos estavam
alimentados até o momento da realizagdo dos experimentos, e nesse estado
alimentar a hSTC-1 diminuiu a incorporagdo do *C da glicose em lipidios.
Dados do nosso grupo de estudo, utilizando o mesmo protocolo experimental,
mostraram que a hSTC-1 n&o altera a captagdo de glicose no TAM (dados néo
publicados). Esse resultado confirma a hipotese de que a hSTC-1 controla a
capacidade de geracdo de G3P (glicdlise) a partir da glicose, diminuindo a
concentracdo de G3P necessaria para a esterificacdo de acidos graxos e
formacdo de TG no TAM, uma vez que a quantidade de G3P controla a

capacidade de esterificacdo e, consequentemente, a sintese de TAG
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(FESTUCCIA et al., 2011). Nossos resultados mostram também um efeito da
hSTC-1 na diminuicao da sintese de novo de acidos graxos a partir do piruvato
proveniente da oxidagao 14C-glicose na via glicolitica. Uma concentragao
adequada de TAG para a liberagdo de acidos graxos € necessaria para a
fungdo termogénica do TAM. A reducdo da sintese de TAG a partir da *C-
glicose no TAM compromete a atividade termogénica desse tecido, pois os
acidos graxos derivados da lipolise das reservas de TG no TAM sdo os
substratos preferidos para a oxidagao de acidos graxos que promove a geragao
de calor a partir do desacoplamento mitocondrial pela UCP-1 (CANNON;
NEDERGAARD, 2004).

A presenca de hSTC-1 n&o alterou significativamente a oxidagao de '*C-
1-acido palmitico e de 14C-glicose. Apesar da diminuicdo na incorporacado do
“C da glicose em lipidios, a incubagdo do TAM em presenca de hSTC-1
manteve as capacidades de oxidacdo de "C-glicose e de C-acido palmitico
em valores similares aqueles dos grupos controle (sem horménio). Salientado
que os ratos estavam alimentados e mantidos sob temperatura constante, as
oxidacdes de acido graxo e de glicose para a termogénese e a geracao de
energia, para outras fungdes dos adipdcitos marrom, ndo eram requeridas
(CANNON; NEDERGAARD, 2004; THOONEN et al., 2016). Além disso, a
funcdo anaplerética da glicose é importante no TAM a partir da sintese dos

intermediarios do ciclo do acido citrico (OWEN et al., 2002).

A transferéncia de carbonos da 14C-glicose da sintese de lipidios para a
sintese de glicogénio ndo pode ser descartada, pois parte da glicose no TAM é
convertida em glicogénio e apds a lactato pela glicélise anaerobia, produzindo
ATP importante para compensar a reducéo de produgdo de energia devido a
acao da UCP-1 na mitocondria (CANNON; NEDERGAARD, 2004; FESTUCCIA
et al., 2011). Esclarecimentos sobre esta suposigcdo necessitam de estudos
com a simultanea medida de incorporacdo do ™C da glicose em glicogénio e
em lipidios. O aumento da concentracido de ATP e a diminuicdo em 23% da
relacdo ADP/ATP no TAM apds a incubagdo com 3,86 pM de hSTC-1 sugere
uma diminui¢gdo da producéo de calor e de dissipagao de energia. Além disso,

a diminuicdo da capacidade de sintese de lipidios a partir da ™C-glicose
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reduziu o gasto energético, o que contribuiu para o aumento dos neveis de ATP

tecidual.

A incubacdo do TAM em presenca de diferentes doses de hSTC-1 nao
alterou a expressdo da proteina UCP-1, no entanto, o ATP e outros
nucleotideos inibem o transporte de prétons catalisado por essa proteina
desacopladora (BOUILLAUD et al., 2016). Desta forma o aumento de ATP
celular levaria a UCP-1 a uma modificacdo de conformagdo que impediria a
saida dos prétons e o retorno do gradiente eletroquimico como sugere
Bouillaud e colaboradores (2016). Além disso, a diminuigdo no ciclo sintese de
TAG/mobilizagao reduz a energia convertida em calor pelo desacoplamento
mitochondrial mediado pela UCP-1, pois a presenga dos acidos graxos €
importante, pois modifica a conformacao dessa proteina facilitando a conducéao
dos prétons pela UCP-1 (BOUILLAUD et al., 2016).

Podemos sugerir que a hSTC-1 esta exerce um papel inibitério indireto a
termogénese, pois com a diminui¢do na sintese de TG este hormonio diminui o
aporte de acidos graxos celulares, que servirao oxidados para a geracgao de
calor e também diminui a ativagdo da UCP-1 (FESTUCCIA et al., 2011). Além
da diminuicdo da ativacdo da UCP-1, a hSTC-1 também aumenta os niveis
celulares de ATP que, como discutimos anteriormente, também inibe o
transporte de H* via UCP-1 (BOUILLAUD et al., 2016). Com o aumento do ATP
e diminui¢cdo dos acidos graxos, possivelmente temos uma queda na atividade

termogénica no TAM em presencga de hSTC-1.

Os efeitos metabdlicos da STC-1 sdo tecido-especificos. Como
observamos no presente trabalho, a incubacéo do TAB em presenca de hSTC-
1 aumentou a sintese de novo de lipidios, enquanto a mesma via foi inibida
pela hSTC-1 nas mesmas condi¢cdes experimentais no TAM. Apesar de serem
chamados de tecido adiposo, o TAB e o TAM possuem diferengcas anatdmicas
e fisiologicas importantes. Uma das mais importantes diferengas entre esses

dois tecidos é a fungdo: enquanto o TAB tem como fungédo primaria o
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armazenamento de energia, o TAM dissipa energia em forma de calor (UNSER
et al.,, 2015). A causa desse antagonismo de resposta ao horménio hSTC-1
estda nas diferentes linhagens que dao origem a cada um desses tecidos
(UNSER et al.,, 2015). O TAM é originado da linhagem Myf5 que origina
também os musculos. Muitas proteinas encontradas expressas no TAM sao
similares aquelas presentes no musculo e ndo no TAB, especialmente aquelas
envolvidas na captacéo de acidos graxos, no transporte intracellular de lipidios
e na oxidagcao de acidos graxos (CANNON; NEDERGAARD, 2008). Desta
forma, comparar os efeitos do horménio hSTC-1 entre os dois tecidos pode ser
um equivoco, pois sdo muitas as particularidades metabdlicas. Podemos
sugerir que a STC-1 possa ser um horménio envolvido na manutengdo da
capacidade energética uma vez que aumenta a sintese de lipidios no TAB
(tecido de reserva) e diminui a producgao de lipidios no TAM (tecido que usaria
esse substrato para dissipar energia), mas aumenta a concentracédo de ATP.
Outro dado que corrobora a hipétese da STC-1 como um horménio envolvido
na manutencdo do ATP celular é encontrado no trabalho de Zhang e
colaboradores (2000). Eles encontraram que as células Paju tratadas com
STC-1 foram capazes de manter a sintese de ATP mesmo em ambiente
hipoxico (ZHANG et al., 2000).
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6. CONCLUSOES

6.1 No tecido adiposo branco a hSTC-1:

- Aumentou da incorporacdo do '*C da glicose em lipidios;
- Aumentou da incorporagao do "C da glicose em *CO,;
- Nao alterou significativamente a razdo ADP/ATP celular;

- Nao alterou significativamente a lipdlise induzida pela adrenalina.
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Figura 12: Representagdo esquematica das vias metabdlicas influenciadas pela
acao da hSTC-1 no tecido adiposo branco retroperitoneal de ratos. A figura foi
retirada do artigo 1 da tese publicado na revista Lipids. As linhas cheias
representam as vias metabdlicas reguladas pela hSTC-1. GLUT4-

transportador de glicose 4; GPDH- glicerol-3-fosfato desidrogenase; OAA-
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oxaloacetato; KC- ciclo de Krebs; ACL- ATP citrato liase; ACC- Acetol-CoA

carboxilase ; FFA- acidos graxos livres; TAG- triacilglicerol

6.2 No tecido adiposo marrom a hSTC-1:

- Reduziu a incorporagao do '*C da glicose em lipidios;

- N3o alterou significativamente a oxidacdo de *C-1-acido palmitico e de '*C-

glicose;

- Aumentou dos niveis de ATP, mas nao alterou de forma significativa a razé&o
ADP/ATP;

- Nao alterou significativamente a expresséo da proteina UCP-1.
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Figura 13: Representagao esquematica das vias metabdlicas influenciadas pela
acao da hSTC-1 no tecido adiposo marrom de ratos. A figura foi submetida
como Graphical Abstract do artigo 2 da tese enviado para a revista Biochimie.

As linhas cheias representam as vias metabdlicas reguladas pela hSTC-1.
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GLUTA4- transportador de glicose 4; GPDH- glicerol-3-fosfato desidrogenase;
OAA- oxaloacetato; KC- ciclo de Krebs;UCP-1- proteina desacopladora 1; ACL-
ATP citrato liase; ACC- Acetol-CoA carboxilase ; FFA- acidos graxos livres;

TAG- triacilglicerol

Concluindo, mesmo de maneira antagbnica, a STC-1 parece ser um dos
fatores hormonais que participam localmente do controle do metabolismo do
tecido adiposo branco e marrom. Os experimentos in vitro desse estudo
esclarecem, em parte, papel metabdlico da STC-1, que apesar das diferencas

interteciduais, teria um carater anabdlico de preservacao de energia.
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7. PERSPECTIVAS

Assim como a insulina, a STC-1 parece ter um carater anabdlico no TAB. Mas,
apesar de estimular a sintese de lipidios, esse hormdnio ndo atua impedindo a
lipdlise. Assim para confirmarmos o efeito da STC-1 no lipogénese de novo e
na produgado de G3P, vamos determinar a atividade das enzimas citrato liase e

glicerol-3-fosfato desidrogenase, respectivamente.

A hSTC-1 estaria impedindo ou diminuindo a atividade termogénica do TAM?
No presente estudo, o efeito da hSTC-1 no TAM foi determinado no estado
basal do tecido. Para responder essa pergunta, em nossos estudos futuros,
vamos determinar a influéncia do horménio hSTC-1 na atividade termogénica
do TAM. Para isso, vamos expor os animais ao frio e, assim, verificar os
parametros como: expressao de GLUT1, expressdo da UCP-1, expressao de

enzimas envolvidas com a lipogénese de novo e a oxidagao dos acidos graxos.

Além disso, nos dois tecidos seria interessante analisar a concentragcdo de
AMPc celular e a expressao e atividade da proteina cinase A (PKA) para

investigar a cascata de sinalizagdo da STC-1 no TAM e no TAB.
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9. ANEXO

Figura 14: Efeito da hSTC-1 (0,386 pM) sobre a concentracdo de ATP no tecido
adiposo branco de ratos. Os dados sao representados como média £+ EPM; n=5

animais.

nmol ATP/mg of tissue

89



