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RESUMO  

 A stanniocalcina (STC) é um hormônio glicoproteico descoberto em 

peixes e posteriormente detectado em mamíferos. As isoformas STC-1 e STC-

2 são expressas em distintos órgãos de mamíferos como fígado e rins, 

sugerindo importante contribuição fisiológica destes hormônios. No jejum, com 

níveis de glicogênio diminuídos, a gliconeogênese hepática e renal contribuem para 

a manutenção dos níveis plasmáticos de glicose. O objetivo deste trabalho foi 

estudar o papel dos hormônios STC-1 e STC-2 humanos (hSTCs) sobre o 

metabolismo da glicose e do lactato no tecido hepático e renal de ratos 

alimentados e em jejum; determinar a capacidade da hSTC-1 de modular o 

sinal de adenosina 3',5'-monofosfato cíclico (cAMP) sobre a atividade 

gliconeogênica renal. Métodos: Ratos Wistar machos adultos (n = 120) 

divididos em dois grupos: 1) alimentados, que receberam água e dieta padrão 

para roedores ad libitum; 2) em jejum de 24h para o estudo no fígado ou 48h 

para o estudo no rim. Os animais foram eutanasiados por decapitação, o 

sangue troncular coletado, fígado e rins excisados e fatiados para os 

experimentos in vitro. As fatias de fígado, de córtex e de medula renal do grupo 

controle foram incubados com Krebs Ringer Bicarbonato (KRB) pH 7,4 ou 

Krebs Ringer Henseleit (KRH) pH 7,4, respectivamente, sem hSTCs. As fatias 

de fígado foram incubadas na presença de hSTC-1 e de hSTC-2 nas 

concentrações de 3,86pM e 38,6pM. Foram avaliadas no tecido hepático a 

atividade gliconeogênica, a partir de 14C-alanina e de 14C-lactato, a oxidação da 

14C-glicose, a concentração de glicogênio, a síntese de glicogênio a partir de 

14C-glicose, as expressões dos genes Pck1, Stc1 e Stc2. No córtex e na 

 



medula renal foram avaliados os efeitos da hSTC-1, nas concentrações de 

0,386pM; 3,86pM; 386pM e 3860pM, sobre atividade gliconeogênica e 

oxidação do 14C-lactato, assim como a expressão do gene Pck1. Foi 

determinado o papel da hSTC-1 sobre a modulação do sinal estimulador do 

cAMP sobre a gliconeogênese renal de ratos alimentados. Os dados foram 

expressos como a média ± erro padrão da média e a análise estatística foi 

realizada de acordo com os testes de normalidade de Kolmogorov-Smirnoff. 

ANOVA de uma ou duas vias foi utilizada para determinar as diferenças 

significativas. Dados sorológicos e de expressão gênica foram analisados com 

teste t de Student. As diferenças foram significativas quando P<0,05. O 

presente estudo foi aprovado pela Comissão de Ética no Uso de Animais da 

UFRGS sob o número de 29392. Resultados: Fígado- No estado alimentado 

foi detectada a presença de Stc1; após jejum de 24h, as expressões dos genes 

da Stc1 e da Stc2 aumentaram (P<0,05) no fígado. No estado alimentado, a 

síntese de 14C-glicose a partir de 14C-alanina diminuiu com 38,6pM de hSTC-2 

e foi acompanhada de redução na expressão da Pck1 com 3,86 e 38,6pM de 

hSTC-2. Após o jejum de 24h, 38,6pM de hSTC-1 estimulou a gliconeogênese 

a partir de 14C-lactato. Igualmente, 3,86 e 38,6pM de hSTC-2 elevaram a 

atividade gliconeogênica a partir de 14C-lactato no fígado de ratos jejuados. O 

aumento na expressão de Pck1 ocorreu apenas na presença de 3,86pM. As 

hSTCs, nas concentrações utilizadas não alteraram a capacidade de oxidação 

da 14C-glicose, a concentração de glicogênio e sua síntese a partir de 14C-

glicose no fígado de ratos alimentos ou jejuados (24h). Rim- No córtex renal de 

ratos alimentados somente 3860pM de hSTC-1 aumentou (P<0,05) a 

capacidade gliconeogênica a partir de 14C-lactato e a expressão (P<0,05) do 



Pck1. Além disso, 0,386pM de hSTC-1 estimulou (P<0,05) a oxidação de 14C-

lactato. No córtex renal de ratos em jejum (48h) a hSTC-1 nas concentrações 

utilizadas não modificaram a atividade gliconeogênica nem a oxidação de 14C-

lactato. A hSTC-1 não alterou a atividade gliconeogênica ou a oxidação a partir 

de 14C-lactato na medula renal de ratos alimentados. No jejum (48h), 3,86pM 

de hSTC-1 aumentou (P<0,05) a atividade gliconeogênica na medula renal a 

partir de 14C-lactato, mas não aumentou (P>0,05) a expressão da Pck1 nem a 

oxidação de 14C-lactato. A atividade gliconeogênica no córtex renal de ratos 

alimentados aumentou 50% (P<0,05) com 25µM de forskolin (FK) mais 2mM de 

3-isobutil-1-metilxantina (IBMX), mas 3,86pM de hSTC-1 inibiu (P<0,05) este 

aumento. Tanto no córtex quanto na medula renal FK mais IBMX reduziram a 

oxidação de 14C-lactato, porém a hSTC-1 não alterou esse resultado. 

Conclusão: O presente trabalho demonstra a participação das hSTC-1 e 

hSTC-2 na regulação da atividade gliconeogênica a partir de 14C-lactato e de 

14C-alanina no fígado de ratos alimentados e em jejum de 24h. Os resultados 

deste estudo mostram que a hSTC-1 regula o metabolismo do lactato no rim 

(córtex e medula) de ratos alimentados e em jejum de 48h. Além disso, os 

dados mostram que a hSTC-1 interfere na sinalização intracelular da via 

gliconeogênica mediada pelo cAMP no córtex renal. 

  



Abstract 

 Stanniocalcin (STC) is a glycoprotein hormone found in fish, but also 

present in mammals. There are two isoforms, STC-1 and STC-2, expressed in 

different organs, such as liver and kidneys, suggesting an important 

physiological contribution of STCs to metabolic pathways. During fasting, 

hepatic glycogen levels decrease and hepatic and renal gluconeogenesis 

become the main alternatives for maintaining plasma glucose levels. The aim of 

this study was to evaluate the role of human STC-1 and STC-2 hormones 

(hSTCs) in glucose and lactate metabolism in the liver and kidney of fed or 

fasted rats. Specifically in renal lactate metabolism, the aim was to determine 

the ability of hSTC-1 to modulate the 3', 5'- cyclic adenosine monophosphate 

(cAMP) signal in fed rats. Methods: Adult male Wistar rats (n = 120) were 

divided into three groups: 1) fed, which received water and a standard diet for 

rodents ad libitum; 2) fasted for 24 hours for hepatic gluconeogenesis study, 

and 3) fasted for 48 hours for renal gluconeogenesis study, which received 

water ad libitum and were individually housed. Animals were decapitated and 

stem blood was collected. The liver and kidneys were excised, sliced and used 

for in vitro experiments. The control groups were incubated without hSTCs 

hormones. Liver, renal cortex and medulla slices were incubated in Krebs 

Ringer Bicarbonate (KRB) pH 7.4 and Krebs Ringer Henseleit (KRH) pH 7.4, 

respectively. Liver slices were incubated in the presence of hSTC-1 and hSTC-

2 at 3 .86pM and 38.6pM. Also, in the liver tissue, gluconeogenic activity from 

14C-alanine and 14C-lactate, glucose oxidation, glycogen concentration, and 

glycogen synthesis from 14C-glucose of fed and fasting rats (24h) were 

evaluated. In addition, the hepatic expression of the Pck1 gene, and the genes 

 



Stc1 and Stc2, respectively, were determined. In kidneys, cortex and medulla 

slices were incubated in the presence of hSTC-1 at 0.386pM; 3.86pM; 386pM 

and 3860pM. Also, in the renal tissue, the effect of hSTC-1 on gluconeogenic 

activity from 14C-lactate, 14C-lactate oxidation and Pck1 gene expression were 

evaluated. The role of hSTC-1 in the stimulatory cAMP signal in renal 

gluconeogenesis of fed rats was evaluated. Data were expressed as the mean 

± standard error of the mean and statistical analysis was performed according 

to Kolmogorov-Smirnoff normality tests. One- or two-way ANOVA were used to 

determine the significance of the differences. Gene expression and serological 

data of lactate metabolism were analyzed by unpaired Student's t-test. 

Differences were considered significant when P<0.05. The protocols were 

approved by the official Animal Ethical Committee (#29392) of Universidade 

Federal do Rio Grande do Sul. Results: Liver – In the fed state, only the 

presence of Stc1 was detected; after 24-hour fasting, the Stc1 and Stc2 genes 

expression increased significantly (P<0.05). In the fed state, hepatic 

gluconeogenic capacity from 14C-alanine decreased with 38.6pM of hSTC-2, but 

it was accompanied by a reduction in Pck1 gene expression at 3.86 and 

38.6pM. After 24-hour fasting, 38.6pM of hSTC-1 stimulated gluconeogenesis 

from 14C-lactate. Likewise, hSTC-2 at 3.86 and 38.6pM increased 

gluconeogenic activity from 14C-lactate in the liver of fasted rats. However, the 

increase in Pck1 expression occurred only in the presence of 3.86pM hSTC-2 in 

livers of fasted animals incubated with 14C-lactate. The hSTC concentrations 

used in this work did not significantly alter the oxidation capacity of 14C-glucose, 

glycogen concentration, and glycogen synthesis from 14C-glucose in the liver of 

fed or fasted rats. Kidney – Only 3860pM of hSTC-1 increased (P<0.05) the 

 



gluconeogenic capacity from 14C-lactate, as well as the expression (P<0.05) of 

Pck1 gene in the renal cortex of fed rats. Moreover, oxidation of 14C-lactate in 

renal cortex of fed rats was stimulated (P<0.05) by hSTC-1 at 0.386pM. 

Nevertheless, the hormone concentrations used in the present study did not 

modify the gluconeogenic activity and 14C-lactate oxidation in the renal cortex of 

fasting rats (48h). hSTC-1 did not alter gluconeogenesis or oxidation from 14C-

lactate in renal medulla of fed rats. However, 3.86pM of hSTC-1 increased 

(P<0.05) renal gluconeogenic activity from 14C-lactate, but did not increase 

(P>0.05) 14C-lactate oxidation or Pck1 gene expression in renal medulla of 

fasting rats (48h). Gluconeogenesis from 14C-lactate increased by 50% 

(P<0.05) when using 25µM of forskolin (FK) plus 2mM of 3-isobutyl-1-

methylxanthine (IBMX), but 3.86pM of hSTC-1 inhibited (P<0.05) this increase 

in the renal cortex of fed rats. The concentrations of FK plus IBMX and hSTC-1 

did not alter (P>0.05) gluconeogenesis activity in the renal medulla of fed rats. 

FK plus IBMX reduced oxidation of 14C-lactate; however, hSTC-1 did not 

change this parameter in either the cortex or the renal medulla. Conclusion: 

The present study is the first to demonstrate the participation of hSTC-1 and 

hSTC-2 in the regulation of gluconeogenic activity from 14C-lactate and 14C-

alanine in the liver of fed and fasted (24h) rats. The results of this study also 

reveal that hSTC-1 regulates lactate metabolism in the kidney of fed and 48-

hour fasted rats. In addition, the data indicate that hSTC-1 act downstream of 

the adenyl cyclase pathway, decreasing the gluconeogenesis activity induced 

by cAMP intracellular increase or stimulating the phosphodiesterase activity in 

the renal cortex. 
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1 INTRODUÇÃO  

1.1 Stanniocalcinas  

 A Stanniocalcina (STC) é um hormônio glicoproteico produzido por um 

par de glândulas endócrinas adjacentes à superfície ventral dos rins de peixes. 

Essas glândulas foram primeiramente descobertas em peixes teleósteos pelo 

anatomista e fisiologista alemão Hermann Friedrich Stannius, em 1839, e 

denominadas de corpúsculos de Stannius (CS). Nos peixes, o aumento dos 

níveis plasmáticos de cálcio estimula a síntese e a secreção de STC pelos CS, 

a qual promove inibição do influxo de cálcio nas brânquias e no intestino, assim 

como o aumentando na reabsorção de fosfato nos túbulos proximais dos rins, 

tamponando o excesso de cálcio extracelular (CHANG et al., 2003; LU et al., 

1994; WAGNER AND DIMATTIA, 2006). 

 

Figura1: Localização do Corpúsculo de Stannius em peixes (WAGNER et 

al., 1994). 

Inicialmente, acreditava-se que nos peixes a síntese de STC estava 

restrita às células do CS, todavia foi constatado que este hormônio também é 

expresso, em menor concentração, em outros tecidos, como nos ovários e nos 

rins (WAGNER AND DIMATTIA, 2006). Estudos posteriores indicaram a 

presença de padrões de localização subcelular de ligantes para STC em outras 
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classes de vertebrados tais como anfíbios, aves e mamíferos (WAGNER AND 

DIMATTIA, 2006). Os CS não estão presentes nessas últimas classes de 

vertebrados, porém, muitos pesquisadores identificaram a expressão de genes 

ortólogos ao da Stc em diferentes tecidos de mamíferos. O gene que codifica a 

proteína STC-1 de mamíferos foi identificado e clonado em 1995, o qual foi 

isolado e identificado em fibroblastos humanos imortalizados-SV40, assim 

como no sequenciamento de cDNA de pulmão humano (CHANG et al., 1995; 

OLSEN et al., 1996; YOSHIKO, AUBIN, 2004).  

 A STC-1 é uma glicoproteína, homodimérica, com aproximadamente 50 

kDa, constituída por 247 aminoácidos e possui 61% de homologia em relação à 

STC de peixes. Sua expressão foi identificada em uma ampla variedade de 

tecidos de mamíferos como intestinal, ósseo, muscular, neural, renal, 

pancreático, pulmonar, adiposo, cardíaco, ovariano e prostático (CHANG et al., 

1995; McCUDDEN et al., 2002; SAZONOVA et al., 2008). Em 1998, a análise 

bioinformática de dados no programa BLAST (Basic Local Aligment Search 

Tool) possibilitou a identificação de um segundo homólogo da STC-1 em 

mamíferos denominado de STC-2 (CHANG and REDDEL, 1998). A STC-2 é 

uma glicoproteína de 302 aminoácidos, possuindo maior presença de resíduos 

de histidina na região carboxi-terminal, com aproximadamente 34% de 

homologia em relação a STC-1 (MOORE et al., 1999). A expressão da STC-2 é 

identificada em diferentes órgãos tais como o coração, o pâncreas, o fígado, os 

pulmões, os rins, o cérebro e o tecido adiposo marrom (DIMATTIA et al., 1998; 

SARAPIO et al., 2019). 

Nos últimos anos, as pesquisas identificaram aumento na expressão de 

STC-1 ou de STC-2 em linhagens de células tumorais, assim como em 
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diferentes tipos de câncer, o qual está associado à proliferação celular, 

angiogênese e piora no prognóstico, tais como o câncer de mama, o carcinoma 

hepatocelular, o carcinoma de células escamosas, câncer gástrico e o câncer 

colorretal (BRANTLEY et al., 2018; CHANG et al., 2003; CHEN et al., 2019). 

Outras isoformas do hormônio STC, denominadas “big stanniocalcinas”, foram 

identificadas em células ovarianas de bovinos, possuindo pesos moleculares 

de 84, 112 e 135 kDa. Normalmente a STC-1 e a STC-2 não são detectadas na 

corrente sanguínea de mamíferos, porém o hormônio STC-1 atinge limites 

detectáveis na circulação durante a gestação e a lactação (DEOL et al.,2000; 

JAMES et al., 2005; JUHANSON et al., 2016). Além disso, é descrito aumento 

significativo na concentração plasmática de STC-1 e de STC-2 em pacientes 

com câncer gástrico (FANG et al., 2014). 

Com base no padrão de expressão da STC-1 e da STC-2 em diferentes 

tecidos de mamíferos e os níveis não detectáveis desses hormônios no 

plasma, com exceções das situações previamente descritas, é consistente que 

esses hormônios ajam de forma autócrina e/ou parácrina em mamíferos, 

diferindo da ação endócrina clássica existente nos peixes (DE NIU et al., 2000; 

ISHIBASHI AND IMAI, 2002; JAMES et al., 2005). 

 

1.2 Ações das STC-1 e STC-2 em mamíferos 

O conhecimento sobre as funções fisiológicas da STC-1 originou-se 

principalmente dos modelos in vitro, utilizando rins, útero e ovários. O efeito da 

STC sobre a regulação do cálcio e do fosfato previamente descrito em peixes 

também foi identificado em mamíferos, embora nesses últimos o metabolismo 

do cálcio seja predominantemente regulado pelo paratormônio e pela 
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calcitonina. Ratos Wistar infundidos com dose de 5 nmol/kg de STC 

recombinante humana apresentaram redução significativa na eliminação de 

fosfato na urina. Este achado foi corroborado pela análise da atividade do 

cotransportador Na+/Pi da membrana luminal do túbulo proximal, o qual 

apresentou aumento significativo de 40% na sua atividade após igual 

tratamento (Wagner et al., 1997). Trabalho in vitro, utilizando fatias do duodeno 

de suínos identificou que a STC-1 diminuiu a absorção de cálcio e aumentou a 

absorção de fosfato (Madsen et al., 1998). Posteriormente, avaliações da 

corrente de cálcio por patch-clamp, em cardiomiócitos de ratos, revelaram que 

a STC-1 promoveu diminuição na corrente transmembrana por inibir canais de 

cálcio do tipo lentos (Sheikh-Hamad et al., 2003). Mais recentemente, foi 

identificada a participação da STC-2 na regulação de canais de cálcio ativados 

pela depleção da reserva de cálcio do retículo sarcoplasmático (SOCE) em 

fibroblastos de camundongos knockouts para STC-2 (ZEIGER et al., 2011). 

Para melhor compreender as funções dos hormônios STCs em 

mamíferos, foram realizados estudos in vivo em camundongos que 

superexpressavam STC-1 ou STC-2. Os animais que superexpressavam STC-

1 apresentavam um menor tamanho corporal, menor ganho de peso, 

crescimento e desenvolvimento osteomuscular alterado em relação aos 

camundongos selvagens, embora os níveis de hormônio do crescimento e da 

IGF-I não estivessem alterados. Nestes animais foi constatado nível de fosfato 

plasmático normal, porém elevado nível de cálcio plasmático atribuído a maior 

atividade dos osteoclastos (VARGHESE et al., 2002). Em outro estudo, os 

camundongos que superexpressavam STC-1 no músculo esquelético 

apresentaram comportamento hiperfágico, maior consumo de oxigênio e de 
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glicose, além de mitocôndrias com morfologia aumentada em relação aos 

camundongos controle (FILVAROFF et al., 2002). Na linhagem que 

superexpressa a STC-2, foi verificado retardo de crescimento e de 

desenvolvimento (especificamente na formação da sutura cranial), podendo ser 

letal entre 26 e 34% dos neonatos. Esses camundongos também apresentaram 

hiperfagia, mas não associada à obesidade. Assim, parece que a STC-2 atua 

mais como um inibidor do crescimento, promovendo a redução do 

desenvolvimento intramembranoso e endocondral ósseo e da musculatura 

esquelética (GAGLIARDI et al., 2005). Os camundongos knockout para STC1 

não apresentaram alterações no crescimento, no fenótipo ou na atividade 

muscular em relação aos camundongos selvagens (CHANG et al., 2005). 

Porém, os camundongos knockout para STC-2 possuem aumento significativo 

dos órgãos abdominais e não apresentam alteração no fenótipo em relação à 

linhagem selvagem (CHANG et al., 2008).  

Os trabalhos em camundongos transgênicos complementaram os 

estudos realizados em tecidos isolados ou em cultura de células assim como, 

trouxeram novos conhecimentos em relação aos efeitos da STC-1 e da STC-2 

sobre a função mitocondrial e sobre os efeitos destes hormônios no 

metabolismo intermediário. No mesmo período em que Filvaroff et al., (2002) 

identificaram mitocôndrias aumentadas no músculo esquelético de 

camundongos que superexpressavam STC-1, estudo de “in situ ligand-binding” 

em tecido renal e hepático identificou que 90% da STC marcada ligava-se às 

membranas mitocondriais, principalmente à membrana interna (MCCUDDEN et 

al., 2002). Sítios de ligação para a STC também foram identificados nas 

membranas mitocondriais e nas gotas lipídicas de células lúteas (PACIGA et 
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al., 2003). Esses resultados indicam a participação ou influência da STC na 

atividade mitocondrial de diferentes células. Embora a STC atue como um 

ligante de membranas, seu receptor não é conhecido e alguns estudos indicam 

a participação da adenosina 3',5'-monofosfato cíclico (cAMP) e da proteína 

cinase A (PKA) como elementos relacionados com a via de transdução do sinal 

(LI et al., 2018; LU et al., 1994; PACIGA et al., 2004; TERRA et al. 2015). 

Outro importante achado foi o efeito estimulador da STC-1 sobre a 

cadeia transportadora de elétrons (MCCUDDEN et al., 2002). Foi avaliado o 

efeito da STC-1 sobre a atividade da cadeia transportadora de elétrons em 

membranas mitocondriais, em mitocôndrias intactas e em células da linhagem 

IMCD-3, confirmando o efeito estimulador da STC-1 sobre a cadeia 

transportadora de elétrons nas diferentes amostras (ELLARD et al., 2007). Os 

resultados desse estudo também mostraram que a STC-1 promoveu 

significativa redução na formação de ATP, embora o consumo de oxigênio 

tenha sido maior, sugerindo um desacoplamento entre a cadeia transportadora 

de elétrons e a respiração (ELLARD et al., 2007). A hipótese de que a STC-1 

seria capaz de promover o desacoplamento mitocondrial foi confirmada por 

outro estudo ao identificar a diminuição dos níveis de ATP intracelular, aumento 

significativo na quantidade de proteína desacopladora UCP2, atividade normal 

dos complexos I–IV da cadeia respiratória e aumento na viabilidade celular em 

macrófagos de camundongos após incubação com diferentes concentrações 

de STC-1 (WANG et al., 2009). 

O efeito da STC no metabolismo intermediário foi postulado pelo 

trabalho de MOORE et al., (1999) ao identificar a co-localização da STC-2 ao 

glucagon nas células alfa de ilhotas pancreáticas humanas. O possível papel 
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regulador no metabolismo da glicose pela STC foi reforçado no trabalho de 

ZAIDI et al., (2012) que identificou a co-localização da STC-1 com a insulina 

nas células beta das ilhotas pancreáticas em camundongos. Com base no 

efeito desacoplador da STC sobre as mitocôndrias e na diminuição do ATP 

intracelular ZAIDI et al., (2012) inferiu possível ação reguladora da STC sobre a 

secreção de insulina e por sua vez na homeostase da glicose. Em humanos, 

estudo recente indicou correlação significativa entre STC-1, glicemia e 

hemoglobina glicada em pacientes com Diabetes mellitus tipo 2 (DM2), 

enquanto os pacientes com maior valor de hemoglobina glicada possuiam 

menor expressão de STC-2 nas plaquetas (LOPEZ et al., 2017). Além disso, ao 

utilizarem animais knockout para STC-2 identificaram mudanças significativas 

nos níveis de glicose e de glucagon plasmático, indicando possíveis alterações 

nos mecanismos de síntese ou secreção do glucagon (LOPEZ et al., 2017).    

Estudo in vitro, avaliando a ação de diferentes concentrações de STC-1 

e de STC-2 sobre o metabolismo da glicose no tecido muscular esquelético e 

hepático, de ratos Wistar, identificou que a STC-1 diminuiu significativamente a 

oxidação de glicose no fígado e a atividade da enzima piruvatocinase (PK) no 

músculo esquelético. Entretanto, a STC-1 promoveu aumento da incorporação 

do 14C da glicose em glicogênio no músculo esquelético assim como, de 14C da 

glicose em lipídios totais nos tecidos muscular esquelético e hepático. Já a 

STC-2 promoveu diminuição da oxidação de glicose nos tecidos hepático e 

muscular, mas aumentou a atividade da enzima PK em ambos os tecidos, 

quando em baixas concentrações, assim como a síntese de glicogênio a partir 

de 14C da glicose no músculo. Tanto a STC-1 quanto a STC-2 causaram 

redução significativa na concentração de ATP no tecido hepático 
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(GONÇALVES, 2012). Esses resultados indicam que a STC-1 e a STC-2 são 

capazes de modificar algumas vias de síntese e de geração de energia nos 

diferentes tecidos, reforçando a participação desses hormônios no metabolismo 

intermediário. 

Os rins desempenham variadas funções na manutenção do meio interno 

do organismo e dentre essas a gliconeogênese, a qual contribui para a síntese 

endógena de glicose. SCHEIN et al., (2015) demonstraram que a ação, in vitro, 

da STC-1 diminuiu significativamente a gliconeogênese renal a partir de 14C-

glutamina, ao reduzir a atividade e a expressão da enzima fosfoenolpiruvato-

carboxicinase (PEPCK) na medula renal (SCHEIN et al., 2015). 

No trabalho realizado por COZER et al., (2016) foi demonstrado que a 

STC-1 aumentou a síntese de lipídios a partir de 14C-glicose no tecido adiposo 

branco retroperitoneal de ratos Wistar alimentados. No entanto, a STC-1 

diminuiu a incorporação do 14C da glicose em lipídios totais no tecido adiposo 

marrom de ratos Wistar alimentados, indicando um padrão de resposta 

hormonal não apenas dependente de concentração, mas também relacionado 

com as características fisiológicas de cada tecido (COZER et al., 2017). 

Embora as stanniocalcinas sejam expressas no tecido adiposo marrom de 

ratos, um notável aumento na expressão de STC-2 foi identificado no tecido 

adiposo marrom de ratos Wistar submetidos ao jejum. Esse resultado indica a 

influência do estado metabólico sobre a expressão de STC nos tecidos 

(SARAPIO et al., 2019). 

Estudo recente utilizando camundongos susceptíveis à obesidade 

identificou que  a STC-2 quando injetada intracerebroventricular causou 

redução na ingestão alimentar. Além disso, ao ser administrada 
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intraperitonealmente foi capaz de aumentar os níveis de RNA mensageiro 

(mRNA) do neuropeptídeo pró-opiomelanocortina, regulando, assim, o apetite e 

o peso corporal desses animais (JIAO et al., 2017). Outra função da STC-2 foi 

descoberta em estudo utilizando camundongos sucetiveis à esteatose hepática 

não alcoólica, no qual o uso intraperitoneal de STC-2 resultou na diminuição 

significativa do acúmulo de lipídios, na glicemia de jejum e na expressão de 

gênes lipogênicos. Esses resultados revelam um relevante papel da STC-2 na 

regulação do metabolismo de lipídios no fígado (ZHAO et al., 2018). 

 

1.3 A homeostase da glicose no fígado 

 O fígado é o principal responsável pela homeostase da glicose no organismo, 

pois ele coordena processos de captação e de armazenamento de glicose 

(glicogênese), assim como os de produção endógena de glicose por meio da 

glicogenólise e da gliconeogênese (PETERSEN et al., 2017). O fígado coordena o 

metabolismo energético do organismo, agindo como um integrador metabólico 

de vários tecidos como o músculo esquelético, os tecidos adiposos e os rins 

(RUI, 2014). Após a digestão, no trato gastrointestinal, a glicose, os ácidos 

graxos e os aminoácidos são absorvidos e transportados pela corrente 

sanguínea para o fígado através do sistema de circulação das veias portais 

(AIRES, 2012). A distribuição de glicose no período pós-prandial depende da 

capacidade da insulina em estimular a captação de glicose em tecidos periféricos 

como o músculo e os tecidos adiposos. Porém, nos hepatócitos a captação de 

glicose é mediada pelo transportador de glicose (GLUT 2), ocorrendo de forma 

facilitada e independente da ação da insulina (RUI, 2014). No estado pós-prandial, 

a glicose pode ser condensada em glicogênio, convertida em ácidos graxos ou 
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em aminoácidos. Nos hepatócitos, os ácidos graxos livres são esterificados 

com glicerol-3-fosfato para gerar o triacilglicerol, o qual é armazenado em 

gotículas lipídicas nos hepatócitos ou secretados na circulação como partículas 

de lipoproteína de muito baixa densidade. Os aminoácidos podem ser 

metabolizados para fornecer energia ou usados para a síntese de proteínas, 

glicose ou outras moléculas bioativas. No estado de jejum, a glicose é liberada 

do fígado para a circulação e metabolizada pelo cérebro, músculo esquelético, 

tecido adiposo e outros tecidos extra-hepáticos (PETERSEN et al., 2017; RUI, 

2014).  

 

1.3.1 Oxidação da glicose no fígado 

 No fígado, a glicose é oxidada até dióxido de carbono por meio de uma 

série de vias metabólicas como a glicólise no citosol, seguida pelo ciclo do 

ácido cítrico e a cadeia respiratória mitocondrial transportadora de elétrons. 

Além disso, outros substratos como o lactato, a alanina, os ácidos graxos 

podem ser oxidados pelos hepatócitos para gerarem energia. Porém, no 

período pós-prandial, o fígado não é predominantemente oxidativo, ao contrário 

do cérebro e do músculo esquelético ativo que consomem a maior parte da 

glicose circulante (ADEVA-ANDANY et al., 2016). A glicólise produz uma 

pequena quantidade de ATP, mas a maior parte do ATP é produzido através da 

fosforilação oxidativa do ADP, uma reação de consumo de oxigênio que ocorre 

na cadeia respiratória mitocondrial transportadora de elétrons. Na via glicolítica 

é produzido piruvato a partir de glicose no citosol e uma pequena quantidade 

de ATP e NADH é gerada (2 mol de ATP e NADH por mol de glicose). O ciclo 

do ácido cítrico fornece NADH e FADH2 que são subsequentemente oxidados 



25 
 

em NAD+ e FAD na membrana mitocondrial interna. Estes fornecem 

equivalentes redutores (elétrons) que são transportados ao longo dos 

componentes da cadeia respiratória para alcançar o oxigênio molecular que é 

reduzido à água. A transferência de equivalentes redutores através dos 

componentes da cadeia respiratória fornece a energia usada para sintetizar o 

ATP através da fosforilação oxidativa do ADP, resultando na formação de 

dióxido de carbono e de água (NELSON & COX, 2013; ADEVA-ANDANY et al., 

2016). 

 

1.3.2 Síntese e degradação do glicogênio no fígado 

 O glicogênio é um polímero de glicose extensivamente ramificado que é 

utilizado pelos animais como reserva energética e altamente concentrado no fígado. 

Os músculos esqueléticos contêm maior quantidade de glicogênio em relação ao 

fígado, mas o consumo deste glicogênio atende somente as demandas do tecido 

muscular. Porém, o glicogênio hepático é utilizado para manter a homeostase da 

glicose no organismo e por esse motivo seu metabolismo é regulado principalmente 

pela insulina e pelo glucagon mas, também pode ser regulado alostericamente por 

moléculas associadas a via.  

 No estado alimentado, a glicose captada pelo hepatócito é fosforilada pela 

enzima glicocinase e convertida em glicose-6-fosfato. Essa glicose se liga ao sítio 

alostérico da glicogênio-sintaseb, modificando sua conformação e facilitando a 

remoção de grupos fosforil, adicionados por proteínas-cinases, pela fosfoproteína-

fosfatase 1. Assim, a glicogênio-sintase se torna ativa e capaz de utilizar a glicose 

para aumentar uma ramificação de glicogênio (NELSON & COX, 2013). Embora a 

insulina não regule a captação de glicose nos hepatócitos, ela controla a síntese de 
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glicogênio inibindo a ação de enzimas relacionadas com a glicogenólise como a 

proteína glicogênio-sintase-cinase 3 (GSK3) que inativa a glicogênio-sintase 

(KOWALSKI & BRUCE, 2014).  

 No jejum, a diminuição da glicose plasmática estimula a secreção do 

glucagon, o qual se liga aos receptores específicos nos hepatócitos, causando 

aumento dos níveis citosólicos de cAMP com consequente ativação da PKA 

(PETERSEN et al., 2017). Essa cinase está relacionada com a ativação da enzima 

glicogênio-fosforilase α, a qual conjuntamente com a enzima de desramificação 

promove a glicogenólise formando glicose-1-fosfato. A enzima fosfoglicomutase 

realiza a conversão da glicose-1-fosfato em glicose-6-fosfato, a qual é transformada 

em glicose pela ação da enzima glicose-6-fosfatase (NELSON & COX, 2013). A 

regulação alostérica da glicogenólise, ocorre quando a glicose plasmática no 

hepatócito liga-se ao sítio inibitório da glicogênio-fosforilase α, promovendo uma 

mudança conformacional da enzima. Devido a essa mudança, a fosfoproteína-

fosfatase 1 desfosforila e inativa a glicogênio-fosforilase (RUI, 2014).    
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Figura 2: Vias da glicogênese e da glicogenólise no hepatócito. (Adaptado de 

NELSON & COX, 2014).  

 

1.3.3 A gliconeogênese no fígado 

 A gliconeogênese hepática é uma importante via na regulação da 

homeostase da glicose, pois utiliza substratos não glicídicos como lactato, 

aminoácidos e glicerol para a síntese endógena de glicose. Nos mamíferos, a glicose 

é o principal substrato energético utilizado pelos tecidos e seus níveis plasmáticos 

são mantidos em uma faixa relativamente estreita (KANEKO et al., 2018). Quando o 

glicogênio está esgotado, a gliconeogênese hepática se torna a principal alternativa 

para a manutenção dos níveis plasmáticos de glicose (ZHANG et al., 2019). No 

entanto, o aumento anormal da gliconeogênese hepática está associada à alta 

atividade da PEPCK tanto em humanos quanto em ratos, contribuindo para a 

hiperglicemia tanto no diabetes 1 quanto no 2 (CRONIGER et al., 2002; RINES et al., 

2016). 

 A PEPCK é a principal enzima da via gliconeogênica que converte o 

oxaloacetato em fosfoenolpiruvato, regulando o fluxo através da via gliconeogênica 

(CRONIGER et al., 2002). Existem duas isoformas da PEPCK em células animais: 

uma isoforma citosólica, também conhecida como PEPCKc, codificada pelo gene 

Pck1 e outra isoforma mitocondrial (PEPCKm) codificada pelo gene Pck2 (BEALE et 

al., 2007; GRASMANN et al., 2019). A expressão e a distribuição intracelular das 

isoformas da PEPCK variam de acordo com as espécies, sendo encontrado 90-95% 

de PEPCKc expressa nos roedores (CRONIGER et al., 2002). 

 A alanina é um aminoácido apolar e alifático, que contribui significativamente 

para gliconeogênese hepática, principalmente durante o jejum. Ela ganha o meio 
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intracelular dos hepatócitos por meio de transportadores sódio-dependentes 

conhecidos como sistema A e sistema ASC. Outra importante função da alanina é 

transportar a amônia oriunda do metabolismo do músculo esquelético para o fígado 

por meio do ciclo da glicose-alanina (MACDONALD et al., 1976; NELSON & COX, 

2013). Nesse ciclo, o grupamento amino é removido do aminoácido e transferido 

para o α-cetoglutarato por meio das enzimas transaminases. Além disso, ocorre o 

direcionamento do α-cetoácido, o esqueleto de carbono oriundo do aminoácido, para 

a síntese de glicose por meio da via gliconeogênica. Os α-cetoácidos formados 

também podem ser utilizados na oxidação (NELSON & COX, 2013).  

 O L-lactato é um importante precursor gliconeogênico no fígado, sendo 

transportado através da memnbrana plasmática pelos transportadores de 

monocarboxilatos (MCTs). No tecido hepático, as isoformas MCT-1 e MCT-2 são 

identificadas e associadas à atividade gliconeogênica (HALESTRAP & WILSON, 

2012). Estudo realizado em camundongos identificou um aumento significativo na 

expressão e na concentração de MCT-2 no tecido hepático após 48h de jejum 

(SCHUTKOWSKI et al., 2014). O lactato pode ser sintetizado a partir da redução 

do piruvato em vários tecidos e utilizado pelas células em condições aeróbias, 

não sendo apenas formado em situações de baixas concentrações de oxigênio 

(BROOKS, 2018). Entretanto, na atividade muscular esquelética intensa, parte do 

lactato produzido pela glicólise é levada pelo sangue até o fígado, onde é convertida 

em glicose pela via gliconeogênica (ADEVA-ANDANY et al., 2014). A glicose 

sintetizada pelo fígado é liberada no sangue podendo retornar para o músculo 

esquelético, onde é captada e utilizada para a síntese de glicogênio. Essa 

colaboração entre o tecido muscular esquelético e o fígado é denominado ciclo de 

Cori. 
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Figura 3: Via da gliconeogênese no fígado de rato. PC (piruvatocarboxicinase); 

MD (malatodesidrogenase); PEPCK (foesfoenolpiruvato-carboxicinase); 

FBPase-1 (frutose-1,6-bifosfatase-1); G6Pase (glicose-6-fosfatase). (Adaptado 

de NELSON & COX, 2013). 

 

 A gliconeogênese hepática é controlada por muitos mecanismos como a 

ação hormonal, a regulação de enzimas limitantes, os fatores de transcrição, a 

disponibilidade de substratos. Os baixos níveis de glicose plasmática durante o jejum 

promovem a secreção de hormônios como o glucagon, as catecolaminas e o 

cortisol, que evocam distintas ações no metabolismo energético. O glucagon e as 

catecolaminas estimulam a gliconeogênese hepática por meio do aumento dos 

níveis de cAMP intracelular e consequente ativação da PKA. Esse processo resulta 
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na inibição da glicólise, no aumento da expressão de genes gliconeogênicos como 

G6pce Pck1 via fatores de transcrição como a proteína de ligação do elemento de 

resposta a cAMP (CREB) (PETERSEN et al., 2017). Por sua vez, o cortisol 

também pode aumentar a transcrição de G6pc e Pck1 nos hepatócitos estimulando 

a síntese de glicose (WANG, 2005). Porém, em tecidos periféricos, como o tecido 

adiposo branco, esses hormônios promovem a lipólise ao ativarem a lipase sensível 

a hormônio que converte o triacilglicerol armazenado em ácidos graxos e glicerol. 

Durante o exercício ou no jejum, o tecido muscular pode converter o piruvato em 

lactato, o qual é transportado pelo sangue até o fígado. Assim, como no jejum, pode 

ocorrer a proteólise muscular. Dessa forma, a disponibilização de substratos como o 

glicerol, o lactato e os aminoácidos podem determinar a velocidade do fluxo e a 

atividade de enzimas gliconeogênicas (RUI, 2014). As ações da insulina sobre o 

fígado podem ser descritas como diretas, ao estimularem a glicólise e a glicogênese 

e indiretas ao contrarregularem as ações do glucagon. Indiretamente a insulina inibe 

a secreção de glucagon pelas células α do pâncreas, além de impedir a lipólise nos 

adipócitos. Assim, ela reduz a oxidação de ácidos graxos no fígado e a 

disponibilidade de substratos, como o glicerol para a via gliconeogênica (KOWALKI 

& BRUCE, 2014). 

 

1.4 Metabolismo renal 

 Anatomicamente, o rim pode ser dividivido nas zonas cortical e medular 

(Figura 4). A zona medular é composta por 10 a 18 pirâmides de Malpighi, 

cujos vértices fazem saliência nos cálices renais e cujas bases e laterais fazem 

contato com a zona cortical. Essa última é contínua e compreende o espaço 

entre as bases das pirâmides e a cápsula renal. O néfron constitui a unidade 
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funcional dos rins, sendo formado pelo corpúsculo renal, o túbulo contorcido 

proximal, a alça de Henle, o túbulo contorcido distal e o ducto coletor. 

Conforme disposição dos néfrons nas zonas renais, eles podem ser 

classificados em corticais, localizados na porção externa e interna do córtex, e 

justamedulares, localizados na transição entre o córtex e a medula (AIRES, 

2012). 

 

Figura 4: Representação esquemática da anatomia do rim (A) e do nefro (B) 

humano (AIRES, 2012). 1= glomérulo; 2 = túbulo proximal convoluto; 3 = túbulo 

proximal reto; 4 = ramo fino descendente da alça de Henle; 5 = ramo fino 

ascendente da alça de Henle; 6 = ramo grosso ascendente da alça de Henle; 7 

= mácula densa; 8 = túbulo distal convoluto; 9 = túbulo de conexão; 9* túbulo 

de conexão de néfrons justamedular formando uma arcada; 10 = ducto coletor 
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cortical; 11 = ducto coletor medular externo; 12 = ducto coletor medular interno; 

13 = ducto de Belline.     

 

 Metabolicamente, o rim pode ser considerado como dois órgãos em 

separado, pois a utilização da glicose ocorre predominantemente na medula 

renal e a produção desta hexose ocorre, via gliconeogênese, no córtex renal e 

medula externa. A reabsorção de glicose e a gliconeogênese são atividades 

quase exclusivas do túbulo renal proximal, onde a glicose não pode ser 

metabolizada e a oxidação de ácidos graxos serve como fonte exclusiva de 

energia celular. Em contraste, a utilização de glicose, ou seja, a síntese e o 

armazenamento de glicogênio renal, e a oxidação de glicose com formação de 

lactato (metabolismo anaeróbico), ocorre somente nas células do túbulo distal e 

na medula renal. Estas diferenças são decorrentes da distribuição diversificada 

de enzimas nos túbulos renais proximal, distal e na célula da medula renal 

(CERSOSIMO, 2003). 

 O córtex renal possui maior fluxo sanguíneo e suprimento de oxigênio 

que a medula, tanto a externa quanto a interna, a qual adapta o metabolismo 

de aeróbio para anaeróbio, a fim de suprir a necessidade energética local 

(BAVEREL et al., 1995). Experimentos in vitro, realizados em túbulos 

contorcidos proximais isolados, de ratos alimentados, indificaram que a 

glutamina, o lactato e o beta-hidroxibutirato foram os melhores substratos 

utilizados para manter o conteudo de ATP intracelular (BAVEREL et al., 1995). 

Porém, em estruturas como o segmento expesso da alça de Henle, o túbulo 

contorcido distal e o ducto coletor foi identificada maior contribuição do lactato 

para a manutenção dos níveis de ATP (BAVEREL et al., 1995). 
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 Além da presença da via gliconeogênica, os rins contribuem 

significativamente para a homeostase da glicose através de processos como a 

filtração, a reabsorção, a captação (GERICH, 2009). O túbulo proximal é 

metabolicamente heterogêneo e contém 3 distintos segmentos (S1, S2 e S3), 

cujas contribuições individuais para a síntese de glicose sob várias condições 

experimentais podem ser muito diferentes (MATHER & POLLOCK, 2011; 

ALSAHLI & GERICH, 2017). Em humanos, foi demonstrado que os três 

segmentos (S1, S2 e S3) do túbulo proximal podem sintetizar glicose, em 

concentrações fisiológicas, a partir de lactato e de glutamina. Os segmentos S2 

e S3 do túbulo proximal sintetizam mais glicose com a mesma concentração de 

lactato que o S1 (CONJARD et al., 2001; MATHER & POLLOCK, 2011; 

ALSAHLI & GERICH, 2017). Em humanos, a gliconeogênese renal é 

responsável por aproximadamente 20- 25% da produção endógena de glicose 

no período pós-absortivo. Embora, o fígado colabore com 75-80% da produção 

endógena de glicose, o percentual referente à gliconeogênese hepática é 

equivalente ao renal (25-30%) (ALSAHLI & GERICH, 2017). No jejum, a 

gliconeogênese renal assume importante papel na manutenção da glicemia, 

podendo contribuir com até 50% da glicose produzida (MEYER et al., 2002; 

ALSAHLI AND GERICH, 2017). 

 O primeiro trabalho a descrever a atividade gliconeogênica em fatias de 

córtex renal de ratos utilizou diferentes substratos energéticos e identificou o 

lactato e o piruvato como os principais precursores gliconeogênicos, além de 

relatar uma capacidade de síntese influenciada pela concentração dos 

substratos (BENOY & ELLIOTT, 1937). Posteriormente, no estudo realizado 

por KREBS & YOSHIDA (1963) foi avaliada a contribuição da gliconeogênese 
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renal em diferentes espécies animais, sendo indentificado uma grande 

atividade em camundongos, ratos, gatos, galinhas e porcos. Dentre os 

principais precursores utilizados na gliconeogênese renal, nas distintas 

espéces animais avaliadas, os principais foram o L-lactato, o fumarato e a L-

glutamina (KREBS & YOSHIDA, 1963). Em outro trabalho que descreve o 

efeito das catecolaminas no metabolismo de túbulos renais isolados, de ratos 

submetidos ao jejum, foi identificado maior capacidade de síntese de glicose a 

partir de lactato em relação ao glicerol e à glutamina (GUDER & RUPPRECHT, 

1975). No período pós-absortivo, o rim apresenta elevada captação de lactato, 

aproximadamente 160 µmol. min-1, colaborando com até 30% na remoção 

sistemica de lactato (HALL, 2010). Alguns pesquisadores descrevem que a 

gliconeogênese renal requer a hidrólise de seis moléculas de ATP para 

converter duas moléculas de lactato em uma de glicose, o que caracterizaria 

um processo endergônico. Em humanos, o lacatato é capaz de contribuir com 

aproximadamente 50% no total de glicose produzida através da 

gliconeogênese renal,enfatizando a importância deste precursor (MEYER et al., 

2002; CANO, 2002). Porém, outros estudos realizados em humanos indicam 

menor contribuição do lactato (16%) para a gliconeogênese renal 

(CERSOSIMO et al., 2000; WOERLE et al., 2003).  

 Dentre os aminoácidos, a glutamina é o principal substrato utilizado na 

gliconeogênese renal, principalmente durante o jejum. Porém, outros 

aminoácidos como a alanina podem ser utilizados em menor proporção 

(CANO, 2002).Outra importante característica no uso de glutamina pela via 

gliconeogênica renal é a produção de 4 ATPs por mol de glicose, resultando 

em um processo exergônico (KANEKO et al., 2018). Estudo in vivo, realizado 
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em humanos saudáveis, indentificou que a glutamina infundida pode contribuir 

com até 20% para a síntese renal de glicose (STUMVOLL et al., 1999). 

Estudos in vitro, utilizando túbulos renais isolados ou fatias de rins de ratos, 

também identificaram contribuição significativa da glutamina para a síntese de 

glicose tanto no jejum quanto no estado pós-absortivo (GUDER & 

RUPPRECHT, 1975; SCHEIN et al., 2015). O glicerol também é um importante 

precursor gliconeogênico renal, contudo seu uso tem destaque no jejum 

prolongado ou no diabetes, situações em que ocorrem maior lipólise 

(STUMVOLL et al., 1999). 

 A concentração de glicose plasmática não é o único elemento que 

coordena a via gliconeogênica renal, pois esta também é influenciada pelos 

hormônios os quais exercem uma função reguladora, com efeitos a longo prazo 

(GERICH, 2010). A insulina controla a via gliconeogênica renal, inibindo a 

atividade e a expressão gênica de enzimas reguladoras da via, diminuindo a 

disponibilização de substratos energéticos, causando redução dos níveis de 

cAMP intracelular e estimulando a captação de glicose. O glucagon embora 

participe ativamente na regulação da homeostase da glicose em mamíferos 

não exerce efeito direto sobre a síntese de glicose no rim (ALSAHLI & 

GERICH, 2017). Entretanto, as catecolaminas estimulam diretamente a 

gliconeogênese renal através do aumento nos níveis citosólicos de cAMP que 

por sua vez estimula enzimas reguladoras da via gliconeogênica (ALSAHLI & 

GERICH, 2017). Outro importante elemento relacionado com a regulação da 

gliconeogênese é o nível de atividade e de expressão da PEPCK, uma enzima 

limitante que converte oxaloacetato em fosfoenolpiruvato, coordenando o fluxo 

do substrato ao longo da via (BEALE et al., 2007). No trabalho realizado por 
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SCHEIN et al. (2015) a incubação de fatias de medula renal com hSTC-1 

causou redução significativa na atividade e na expressão da PEPCKm 

resultando em diminuição da gliconeogênese renal.   

 

2 OBJETIVOS 

2.1 Objetivo geral 

 Testar a hipótese da participação dos hormônios stanniocalcinas na 

manutenção da homeostase da glicose em ratos alimentados e em jejum. Para 

isso, foi investigado o envolvimento da hSTC-1 na regulação da 

gliconeogênese e oxidação de lactato nos rins (córtex e medula) de ratos 

alimentados e em jejum de 48h. Também o envolvimento da hSTC-1 e da 

hSTC-2 na regulação da gliconeogênese hepática a partir de alanina e de 

lactato, na concentração e na síntese de glicogênio a partir de glicose e na 

oxidação de glicose em ratos alimentados e em jejum de 24h. 

 

2.2 Objetivos específicos 

Determinar, in vitro, no fígado de ratos alimentados e em jejum (24h) os 

efeitos da hSTC-1 e hSTC-2 sobre:  

a) a gliconeogênese a partir de L-[U-14C]-alanina e de L-[U-14C]-lactato; 

b) a expressão gênica da enzima-chave da gliconeogênese a PEPCKc;  

c) a concentração e a síntese de glicogênio a partir de [U-14C]-glicose; 

d) a oxidação de [U-14C]-glicose;  

e) a expressão gênica dos hormônios STC-1 (Stc1 gene) e STC-2 (Stc2 gene). 
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Determinar, in vitro, no córtex e na medula renal os efeitos da hSTC-1 

sobre: 

a) a modulação do sinal do cAMP intracelular sobre a atividade gliconeogênica 

e a oxidação de lactato em ratos alimentados;  

b) a atividade da via gliconeogênica a partir de L-[U-14C]-lactato em ratos 

alimentados e em jejum (48h);  

c) a expressão gênica da enzima-chave da gliconeogênese, a PEPCKc, em 

ratos alimentados e em jejum (48h);  

d) a oxidação de L-[U-14C]-lactato em ratos alimentados e em jejum (48h). 

 

3 MATERIAL E MÉTODOS 

3.1 Considerações éticas 

O presente estudo foi aprovado pela Comissão de Ética no Uso de 

Animais (CEUA) da Universidade Federal do Rio Grande do Sul (UFRGS) com 

o protocolo de número 29392 (comprovante disponível no Anexo I). O projeto 

foi desenvolvido no laboratório de Metabolismo e Endocrinologia Comparada 

(LaMEC) em conjunto com o laboratório de Fisiologia Celular (Fiscel) e do 

laboratório de Biologia Molecular Endócrina e Tumoral (Labimet) do 

Departamento de Fisiologia do Instituto de Ciências Básicas da Saúde (ICBS) 

da UFRGS. Todos os procedimentos desse estudo foram realizados de acordo 

com as diretrizes do Conselho Nacional de Controle de Experimentação 

animal- CONCEA. 

 

3.2 Animais e desenho experimental 

Foram utilizados 120 Rattusnorvegicuslinhagem Wistar, machos, adultos, 

de 300±50g obtidos do CREAL (Centro de Reprodução e Experimentação de 
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Animais em Laboratório) do campus do vale – UFRGS, os quais foram alojados 

no Biotério setorial do Departamento de Farmacologia, do ICBS da UFRGS. Os 

animais foram alojados em caixas/moradias de polipropileno (410 mm x 340 mm 

x 160 mm) com grades altas que asseguram altura mínima de 17,8 cm. A área 

interna de cada gaiola é de 1110 cm2, assegurando uma área de 187,05 cm2 por 

animal. Os animais foram mantidos em temperatura controlada de 21°C e ciclo 

de 12h claro/12h escuro e a umidade mantida entre 40-60% (2 animais por 

caixa). Foram realizadas três trocas de caixas por semana, com 

aproximadamente 05 cm de cama de maravalha de Pinnussp previamente 

autoclavada. A higienização das caixas, grades, bebedouros e bicos foram 

realizados com detergente neutro e imersas por 2h em solução de hipoclorito a 

10%.  

Os animais passaram por um período de 1 semana de aclimatação ao 

biotério (Figura 5) e após aclimatados foram randomicamente divididos em dois 

grupos: animais alimentados e animais submetidos ao jejum de 24h ou 48h. Os 

animais alimentados receberam, ad libitum, água e dieta padrão comercial para 

roedores (20% proteína, 55% carboidrato e 4,5% de lipídio; RodentChow, 

Nutrilab®, São Paulo, Brazil). Os animais jejuados receberam água ad libitum e 

foram alojados individualmente com maior quantidade de maravalha para garantir 

melhor conforto térmico. Em todos os experimentos, os animais jejuados 

iniciaram a restrição dietética às 9h da manhã. O monitoramento foi realizado 

diariamente, possibilitando a identificação de alterações relacionadas à saúde e 

ao conforto dos animais. 
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Figura 5: Desenho experimental do estudo. Os animais chegaram ao biotério 

setorial do Departamento de Farmacologia com 80 dias de idade e foram 

aclimatados por uma semana. Com 88 dias de idade foi iniciado o jejum 24h 

dos animais destinados ao estudo da gliconeogênese hepática sendo a 

eutanásia destes realizada no dia seguinte. Com 88 dias de idade foi iniciado o 

jejum de 48h dos animais destinados ao estudo da gliconeogênese renal. 

Assim, esses animais foram eutanasiados com 90 dias de idade. 

 

3.3 Eutanásia, coleta do sangue e dos tecidos 

Os animais foram eutanasiados por decapitação em guilhotina especifica para 

pequenos animais, sem uso de anestesia. O procedimento de eutanásia foi 

realizado pelo pesquisador responsável, o qual possui experiência e 

treinamento para a realização desta atividade. A eutanásia baseia-se no fato de 

ser um método eficaz que produz um menor estresse aos animais. Considerando a 

necessidade de obtenção de sangue periférico e a realização de análises celulares e 

bioquímicas, nenhum anestésico ou outra substância foi injetado nos animais por 
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ocasião da decapitação. Essa forma de eutanásia é utilizada por pesquisadores 

da área de metabolismo de diversos países e aceita pelas revistas 

internacionais indexadas e de alto impacto (BROWN et al., 2005; SAHA et al., 

2005).  

No dia da eutanásia, os animais foram transferidos para uma sala no 

Laboratório de Metabolismo e Endocrinologia Comparada - LaMEC, separada 

daquela onde ocorreu a decapitação e os experimentos, em ambiente tranquilo, 

com temperatura controlada e água ad libitum. Após a eutanásia de cada 

animal, a guilhotina foi higienizada e vaselina em pasta foi passada na navalha 

para conservação do fio. A higienização da bancada foi realizada com sabão 

neutro. O sangue troncular foi coletado em tubos com ativador de coagulação e 

centrifugado a 1000 x g por 10 minutos para separação do soro. As amostras 

de soro foram congeladas a -80ºC até sua utilização. O fígado e os rins foram 

excisados, dispostos sobre placas de Petry, mantidas sobre gelo e lavados 

com Krebs Ringer Bicarbonato (KRB) pH 7,4 ou Krebs Ringer Henseleit (KRH) 

pH 7,4 gelados, respectivamente, sendo removidas dos rins a gordura 

perirrenal e a cápsula renal. 

 

3.4 Hormônios e drogas 

 Os hormônios hSTC-1 e hSTC-2 foram adquiridos a partir de Recombinant 

Human hSTC-1 e hSTC-2 (Ray Biotech Inc. EUA). As análises no tecido renal 

foram realizadas com diferentes concentrações de hSTC-1 (0,386 pM; 3,86pM; 

386pM; 3860pM) igualmente diluídas em KRH (Figura 6). No estudo realizado 

com tecido hepático foram utilizadas as concentrações 3,86pM e 38,6pM de 

hSTC-1 e de hSTC-2 diluídas em KRB (Figura 6). As concentrações utilizadas 

neste estudo são consideradas fisiológicas para roedores (De NIU et al., 2000; 
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SAZONOVA et al., 2008). Além disso, estudos prévios do nosso laboratório 

utilizaram as mesmas concentrações de hSTC-1 e de hSTC-2 para demonstrar 

as ações destes hormônios sobre a gliconeogênese renal e o fluxo de glicose no 

tecido adiposo branco retroperitoneal e epididimal, assim como no tecido adiposo 

marrom (SCHEIN et al., 2015; COZER et al., 2016 e 2017; SARAPIO, 2019). 

Forskolin (FK) e  3-isobutil-1-metilxantina (IBMX) foram comprados da Sigma-

Aldrich (EUA) e preparados em solução de etanol e água, respectivamente.

 

Figura 6: Concentrações dos hormônios stanniocalcinas utilizados nos 

experimentos com fatias de fígado ou com fatias de córtex e medula renal.  

 

3.5 Procedimentos experimentais in vitro 

Os rins de ratos alimentados ou em jejum foram fatiados (90 ± 10mg; 800-

1000µm de espessura) longitudinalmente, segundo técnica descrita por KREBS 
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et al. (1963) e separado o córtex da medula renal. O fígado também foi fatiado 

utilizando fatiador manual, sendo obtidas fatias (100 ± 10mg) 800-1000µm de 

espessura. Em seguida, as fatias de tecido renal ou hepático ou foram 

distribuídas em grupo controle (sem hormônio) e grupo experimental (com 

hormônio). Segundo YEUNG et al. (2012), nos mamíferos as stanniocalcinas 

exibem funções parácrinas, autócrinas e intrácrinas. Dessa forma, foi escolhido 

o uso de fatias de tecido para que não fosse comprometida a comunicação 

entre as células. Após, as fatias de tecido foram pesadas, dispostas em tubos 

de polietileno contendo 1mL de KRB pH 7,4 para as amostras de fígado ou 

KRH pH 7,4 para as fatias de rim, aeradas com gás carbogênio (O2:CO2, 

95:5%, v/v) por 30 segundos e pré-incubadas por 15 minutos. Ao término da 

pré-incubação os tecidos foram secados em papel filtro e imediatamente 

transferidos para novos tubos contendo 1 mL de meio de incubação, na 

presença ou na ausência dos hormônios hSTC-1 ou hSTC-2. Para o estudo do 

efeito da hSTC-1 sobre o aumento dos níveis de cAMP intracelular, o córtex e a 

medula renal foram incubados em presença de diferentes concentrações (20; 

25 e 30µM) de FK (um ativador da adenilil-ciclase) e 3-isobutil-1-metilxantina 

(IMBX) nas concentrações de 1 e 2mM (um inibidor não específico da enzima 

fosfodiesterase) que são usados para induzir os efeitos mediados via aumento 

dos níveis de cAMP intracelular (Alasbahi & Melzig, 2012). Os tubos foram 

aerados com gás carbogênio (O2:CO2, 95:5%, v/v) por 30 segundos e após 

incubados durante 60 min na presença ou não das diferentes concentrações de 

hSTC-1 ou de hSTC-2. Tanto a pré-incubação quanto a incubação foram 

realizadas a 37ºC, sob agitação constante em banho metabólico tipo Dubnoff. 
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3.6 Incorporação de L-[U-14C]-lactato em 14C-glicose no rim 

 Após o período de pré-incubação, as fatias de córtex e medula renal (90 

± 10 mg) foram incubadas nas condições descritas na seção 3.5, na presença 

de 0,1 µCi de L-[U-14C]-Lactato (289 mCi / mmol; PerkinElmer) acrescido de 10 

mM de L-lactato. Para estudar o efeito do aumento intracelular de cAMP, aos 

meios de incubação foram adicionados 20, 25 ou 30µM de FK com 2mM de 

IBMX na presença e na ausência de hSTC-1 na concentração de 3.86pM. O 

grupo controle era incubado sem FK, IBMX e hSTC-1. Para o estudo do efeito 

da hSTC-1, aos meios foram acrescentados 0,386; 3,86; 386 ou 3860pM de 

hormônio. O grupo controle foi incubado sem hSTC-1. Após a adição dos 

substratos não marcados, o pH do meio de incubação foi determinado. Estudo 

prévios demonstraram que sob condições experimentais, 5% CO2 não afeta a 

capacidade gliconeogênica (SCHEIN et al., 2015). Após o término da 

incubação, os tubos foram parcialmente imersos em gelo para interromper as 

reações teciduais. Os tecidos foram removidos e uma amostra de 300µL do 

meio de incubação foi acrescida de 75µL de Ba(OH)2 saturado e 75µL de 

ZnSO4 a 2% para desproteinização (SOMOGYI, 1945). Após, as amostras 

foram centrifugadas a 6000g por 10 min e o sobrenadante utilizado para 

identificar a glicose produzida durante a incubação. Para isso, foi utilizada a  

técnica de cromatografia de camada delgada em placas de alumínio com sílica 

gel 60G (Merck) segundo método descrito por SCHEIN et al. (2015). Como 

solução carreadora foi ulilizado da mistura de n-butanol: álcool etílico 95%: 

ácido acético 5,4% na proporção 500:316:184 (v/v/v). A atmosfera da cuba era 

previamente saturada com 200 mL de solução carreadora e o espaço 

disponível para o eluente percorrer a placa era limitado a uma extensão de 6cm 
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a partir do ponto de origem, onde foram aplicadas as amostras. Na origem 

foram aplicados 10µL de padrão de glicose não marcada (1mg/mL) juntamente 

com 10 µL amostra e o controle contendo 20 µL do padrão de glicose. Após a 

separação da amostra, as placas de cromatografia eram secadas em capela 

ventilada, borrifadas com solução reveladora (etanol 95%: ácido sulfurico 

concentrado: anisaldeido, na proporção 18:1:1, v/v/v). Em seguida, as placas 

de cromatografia eram trasferidas para a estufa a 100°C, por 10 min, para 

serem reveladas. Após, a sílica era cuidadosamente raspada das bandas de 

interesse e transferida para tubos contendo 2mL de líquido de cintilação 

[tolueno-triton X-100 (2:1); PPO (0,4%); POPOP (0,01%)]. A radioatividade foi 

medida em espectrômetro de cintilação líquida (LKB-Wallacc). Os resultados 

foram expressos em μmol de L-[U-14C]-lactato convertida em14C-glicose.g-

1.min-1. 

 

3.7 Oxidação de L-[U-14C]-lactato no rim 

 Após o período de pré-incubação, as fatias de córtex e medula renal 

foram incubadas sob as condições descritas na seção 3.5, mas na presença 

0,1 µCi de L-[U-14C]-Lactato (289 mCi/mmol; PerkinElmer) acrecido de 10 mM 

de L-lactato, respectivamente. Nas tampas de borracha dos frascos de 

incubação foram fixados vidros em formato de “J” com um poço onde uma tira 

de papel Whatman™ 3MM foi introduzida e embebida em 1M Hyamine® (0,2 

mL) para reter o 14CO2 produzido pela oxidação dos substratos. A incubação foi 

interrompida pela adição de 0,5 mL de ácido tricloroacético (TCA) a 50% 

através da tampa de borracha. Os frascos foram vedados com parafilme e 

permaneceram em capela por 24h. Posteriormente, o papel 3MM foi transferido 
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para frascos de incubação contendo 2 mL de líquido de cinti lação (BUENO et 

al., 1994). A radioatividade foi medida em espectrômetro de cintilação líquida 

(LKB-Wallacc) e os valores de produção de 14CO2 foram expressos em mmol 

de 14C de lactato incorporado em 14CO2. mg-1. h-1 de incubação. 

 

3.8 Expressão dos genes Pck1, Stc1 e Stc2 

As amostras de córtex, medula renal e fígado incubadas com STCs foram 

utilizadas para determinar o efeito deste hormônio sobre a expressão da Pck1. 

Por outro lado, para a determinação da expressão dos genes Stc1 e Stc2 as 

amostras de fígado foram incubadas somente em KRB pH7,4 como descrito na 

seção 3.5. 

O RNA total das fatias dos diferentes tecidos foram extraídos com o reagente 

Trizol® (conforme protocolo do fabricante Life Technologies). As amostras de 

RNA foram quantificadas utilizando o espectrofotômetro para quantificação de 

ácidos nucléicos, NanoVue (GE Healthcare Life Sciences). Apureza do RNA foi 

avaliada utilizando a razão da absorbância A260/A280 entre 1,6 e 2,0 nm. A 

integridade do RNA foi avaliada por eletroforese em gel de agarose. O cDNA foi 

sintetizado apartir de 1 µg de RNA conforme o kit GoScript Reverse Transcription 

System (Promega) com volume final de 20 µl. Primers específicos foram 

desenhados para os genes em estudo: Stc1, Stc2, Pck1 e Actb, usando o 

programa IDT Design Software (Integrated DNA Technologies Inc., USA). A 

concentração final de primers utilizada com Platinum SYBR Green qPCR 

SuperMix-UDG (Invitrogen) foi de de 0,2 µM e o cDNA diluído em 1:10. As 

reações de PCR em tempo real (qPCR), foram realizadas em triplicata. As 

condições térmicas do ciclo foram 10s a 95 °C, 20s a 60 °C, 15 s a 95 °C, 15s a 
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60 °C, 15s a 95 °C e 40 ciclos seguidos de análise da curva de melting em 

StepOne Real Sistema qPCR (Applied Biosystems). Os dados foram adquiridos e 

analisados pelo programa StepOne software versão 2.0. Reações controle foram 

realizadas para verificar se nenhuma amplificação de material ocorreu nos poços 

que não continham o cDNA. Os valores de Ct (Cycle Threshold) das triplicatas 

foram utilizados para o cálculo da expressão dos genes estudados, com 

normalização pelo gene controle endógeno beta actina, usando o método 2-ΔCt 

(comparação dos valores de Ct do gene alvo e gene de referência) 

(LARDIZÁBAL et al., 2012; SVINGEN et al., 2015; LAW et al., 2012; 

SCHMITTGEN & LIVAK, 2008). 

 

3.9 Incorporação de L-[U-14C]-alanina e de L-[U-14C]-lactato em 14C-glicose 

no fígado 

 Após o período de pré-incubação, as fatias de fígado (100 ± 10 mg) foram 

incubadas nas condições descritas na seção 3.5, porém na presença de 0,1 µCi 

de L-[U-14C]-alanina (151mCi/mmol; Perkin Elmer) acrescido de 5 mM de L-

alanina ou na presença de 0,1 µCi de L-[U-14C]-Lactato (289 mCi / mmol; 

PerkinElmer) acrecido de 5 mM de L-lactato. Ao término da incubação, os tubos 

foram parcialmente imersos em gelo para interromper as reações teciduais. As 

etapas de preparação das amostras, separação da glicose por cromatografia de 

camada delgada e detecção foram realizadas conforme a descrição na seção 

3.6. Os resultados foram expressos em μmol de L-[U-14C]-alanina ou L-[U-14C]-

lactato convertido em14C-glicose.g-1.min-1. 
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3.10 Oxidação de [U-14C]-glicose no fígado  

Após o período de pré-incubação, as fatias de fígado foram incubadas sob 

as condições descritas na seção 3.5, mas na presença de 0,1 µCi de [U-14C] -

Glicose (289 mCi/mmol; PerkinElmer) e 5 mM de glicose. O ensaio  foi realizado 

de acordo com as etapas descritas na seção 3.7 e a radioatividade medida em 

espectrômetro de cintilação líquida (LKB-Wallacc). Os valores de produção de 

14CO2 foram expressos em mmol de 14C de glicose incorporada em 14CO2. mg-1. 

h-1 de incubação (BUENO et al., 1994). 

 

3.11 Determinação da síntese de 14C-glicogênio no fígado 

Após o período de pré-incubação, as fatias de fígado foram incubadas sob 

as condições descritas na seção 3.5, mas na presença de 0,1 µCi de [U-14C] -

glicose (289 mCi/mmol; PerkinElmer) mais 5 mM de glicose. Finalizada a 

incubação, os tecidos foram lavados com KRB, secados em papel filtro, 

transferidos para tubos cônicos contendo 200µL de KOH, 0,5 M e fervidos por 60 

min. Em seguida, foi adicionado 75µL de solução (HCl 1N + TCA 30%) para 

neutralizar e desproteinizar as amostras. Após, as amostras foram centrifugadas 

a 600 g, por 10 min e o sobrenadante coletado. Uma alíquota de 40 µL do 

sobrenadante foi aplicada sobre recortes de papel Whatman 3MM de 2 x 2 cm. 

Em seguida, os papeis passaram por duas etapas consecutivas de imersão em 

etanol 66%  uma de 30min, seguida por outra de 15min, para promover a adesão 

do glicogênio ao papel. Por fim, os papeis foram secos em capela e transferidos 

para frascos de incubação contendo 2mL de líquido de cintilação (THOMAS et 

al., 1968). A radioatividade foi medida em espectrômetro de cintilação líquida 
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(LKB-Wallacc) e a síntese de glicogênio foi expressa como µmol de 14C-glicose 

incorporada em glicogênio.mg-1de tecido.min-1. 

 

3.12 Glicogênio tecidual e análises bioquímicas 

As fatias de fígado foram incubadas conforme descrito na seção 3.5 e o 

glicogênio foi extraído segundo o método de VAN HANDEL et al. (1965).  Após o 

período de incubação, o tecido foi colocado em tubos de vidro em presença de 

0,5 mL de hidróxido de potássio (KOH) a 1M e incubado a 70ºC em banho 

metabólico por 60 minutos. Após a incubação, foi adicionado 0,01mL de sulfato 

de sódio (Na2SO4) a 35%. Os tubos foram centrifugados a 420 x g por 15 

minutos. O precipitado foi ressuspendido em água destilada e etanol a 95% e 

centrifugado novamente. Para hidrólise do glicogênio em glicose livre, foram 

adicionados 0,1 mL de água destilada e 0,1 mL de HCL 4M. As amostras foram 

novamente mantidas em banho metabólico por 60 minutos e, após, neutralizadas 

com 0,1 mL de carbonato de sódio (Na2CO3) 2M. Após a hidrólise ácida e 

neutralização, os equivalentes de glicose foram medidos com kit comercial 

colorimétrico para dosagem de glicose da Labtest®. Os resultados foram 

expressos como mg de glicogênio. g de tecido-1. 

A glicose e o lactato do soro foram determinados por meio de kits 

comerciais (Labtest®) conforme protocolo do fabricante. Todas as amostras foram 

realizadas em duplicata e medidas em espectrofotômetro a 505 ou 550 nm 

respectivamente. Os resultados foram expressos em mmol.L-1. 

  



49 
 

3.13 Análise estatística 

Os dados foram expressos como média ± erro padrão da média. As 

diferenças foram consideradas significativas quando P< 0,05. A normalidade 

dos dados foi determinada por meio do teste de Kolmogorov-Smirnov. Para a 

comparação entre tratamentos distintos foi utilizada a análise de variância de 

duas vias acompanhadas pelo teste de Dunnett ou Bonferroni. A comparação 

entre grupos de tratamento semelhante foi utilizada a análise de variância de 

uma via (ANOVA) seguido do teste de Dunnett ou Tukey. Para a comparação 

entre tratamentos distintos foi utilizada a análise de variância de duas vias 

acompanhadas pelo teste de Dunnett ou Bonferroni. Para dados não pareados 

foi utilizado Teste t de Student. As análises estatísticas foram realizadas 

utilizando o programa Prism versão 6.0 (GraphPadPrism Software).  

 

3.14 Cuidados com o descarte de amostras e de materiais tóxicos 

Os ensaios foram realizados com o uso dos equipamentos de proteção 

individual: avental, luva de látex, óculos e máscara quando necessário. O 

descarte de amostras, bem como de materiais tóxicos e contaminantes foram 

realizadas de acordo com as normas da UFRGS. As carcaças dos animais 

mortos foram colocadas em sacos plásticos brancos, identificados e 

encaminhados ao biotério setorial no ICBS - UFRGS, onde foram recolhidos 

por empresa terceirizada, responsável pelo serviço de coleta de materiais 

biológicos de descarte. Materiais tóxicos foram usados em capela de exaustão 

e os descartes encaminhados para o Centro de Gestão e Tratamento de 

Resíduos Químicos da UFRGS para sua correta eliminação. Os resíduos dos 

traçadores marcados com 14C foram descartados segundo as normas da 
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Comissão Nacional de Energia Nuclear, norma NN 8.01 - resolução 167/14 

(CNEN - 2014). 

 

4 RESULTADOS 

Os resultados estão organizados na forma de artigos completos (Anexo I) 

de acordo com os experimentos descritos na seção 3. 

4.1 Artigo 1(aceito para publicação) 

Effects of stanniocalcin 1 hormone on lactate metabolism in rat kidney under fed 

and fasted conditions. Life Sciences.https://doi.org/10.1016/j.lfs.2020.117922 
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4.2 Artigo 2 – Submetido. 

Título:Effects of stanniocalcin hormones on rat hepatic glucose homeostasis 

under fed and fasted conditions. General and Comparative Endocrinology. 
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5. DISCUSSÃO 

 

5.1 Efeito da hSTC-1 sobre o metabolismo do lactato no córtex e na 

medula renal de ratos alimentados e jejuados por 48h 

 O rim contribui para a homeostase da glicose através dos processos de 

gliconeogênese, de filtração, de reabsorção e de consumo de glicose, sendo o 

túbulo proximal o único segmento do néfron que contém as enzimas 

gliconeogênicas (MATHER & POLLOCK, 2011). O túbulo proximal possui 3 
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segmentos distintos (S1, S2 e S3) cujas contribuições individuais para a 

síntese de glicose sob várias condições experimentais podem ser muito 

diferentes (CONJARD et al., 2001). Em humanos, os segmentos S2 e S3 do 

túbulo proximal sintetizam mais glicose para a mesma concentração de lactato 

que o segmento S1 (CONJARD et al., 2001; MATHER & POLLOCK, 2011). No 

período pós-absortivo, a glicose produzida via gliconeogênese renal é quase 

igual aquela do fígado. Sob condições de jejum curto, 75-80% de glicose que 

entra na circulação é do fígado e os 20 a 25% restantes são oriundas dos rins 

(ALSAHLI & GERICH, 2017). Com prolongamento do jejum, os estoques de 

glicogênio hepático são reduzidos, após 48 h, praticamente toda a glicose que 

entra na circulação se deve a gliconeogênese e a proporção de glicose 

sintetizada via gliconeogênese renal aumenta (ALSAHLI & GERICH, 2017). O 

lactato, a glutamina e o glicerol são os principais precursores da 

gliconeogênese renal em humanos. O rim e o fígado diferem no uso dos 

precursores: o lactato é o principal precursor para ambos os órgãos e a 

glutamina é usada, preferencialmente, pelo rim e a alanina pelo fígado 

(ALSAHLI & GERICH, 2017). A PEPCK é a enzima responsável por converter o 

oxaloacetato em fosfoenolpiruvato, regulando a via gliconeogênica 

(CRONIGER et al., 2002). Existem duas isoformas de PEPCK nas células dos 

túbulos renais: o gene Pck1 codifica a isoforma citosólica, também conhecida 

como PEPCKc, o gene Pck2 codifica a isoforma mitocondrial (PEPCKm) 

(BEALE et al., 2007; GRASMANN et al., 2019). 

 Em mamíferos, as catecolaminas, os glicocorticoides, o hormônio da 

paratireoide, entre outros hormônios, aumentam a atividade da gliconeogênese 

renal através do CREB, o qual estimula a síntese e a atividade das enzimas da 
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via gliconeogênica e indiretamente aumenta a disponibilidade de precursores e 

estimuladores para esta via metabólica (STUMVOLL et al., 1997; ALSAHLI & 

GERICH, 2017; SWE et al., 2019). A incubação do córtex e da medula renal 

em presença de FK, na concentração de 25µM, acrescido de IBMX, na 

concentração de 2mM, aumentou a síntese de glicose somente no córtex renal; 

confirmando a mediação do cAMP na estimulação da via gliconeogênica em 

ratos alimentados (CONJARD et al., 2001; ALSAHLI & GERICH, 2017; SWE et 

al., 2019). Entretanto, no córtex renal, a adição de hSTC-1 (3,86pM) ao meio 

de incubação, diminuiu a atividade gliconeogênica estimulada pelo aumento da 

concentração intracelular de cAMP induzido pela FK mais IBMX. Nossos 

resultados foram semelhantes aos encontrados por LUO et al. (2004) em 

cultura de células de granulosa de ratos, obtidas a partir de folículos antrais 

precoces. Os autores constataram que o aumento na produção de cAMP 

estimulado pela gonadotrofina coriônica humana (hCG) foi suprimido (30%), 

quando as células foram pré-tratadas com hormônio folículo-estimulante (FSH) 

mais STC-1 em comparação com as células apenas pré-tratadas somente com 

FSH (LUO et al., 2004). Além disso, estes autores demonstraram que a STC-1 

age à jusante da via da adenilil-ciclase, suprimindo a biossíntese da 

progesterona em cultura de células granulosas de ratos (LUO et al., 2004). 

Recentemente, TERRA et al. (2015) demonstraram, in vitro, em células 

HEK293 que a STC-1 inibiu o acúmulo de cAMP induzido pela FK. No presente 

estudo, a hSTC-1 foi incubada junto com a FK e o IBMX e como sugerido por 

TERRA et al. (2015) este hormônio impede o aumento da atividade 

gliconeogênica induzida pelo aumento do cAMP, mantendo a atividade 

gliconeogênia no córtex renal semelhante àquela do grupo controle. A ligação 
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do hSTC-1 a os sítios de ligação no córtex renal controla a concentração 

intracelular de cAMP, regulando a via a jusante da adenilil-ciclase ou 

aumentando a atividade da fosfodiesterase. Para elucidar estas hipóteses são 

necessários estudos moleculares e bioquímicos mais aprofundados sobre os 

efeitos da hSTC-1 sobre o controle da via a jusante da adenilil-ciclase, a 

expressão gênica e a atividade da fosfodiesterase. Por outro lado, na medula 

renal de ratos alimentados, o aumento dos níveis de cAMP induzidos por 25µM 

de FK e 2mM de IBMX não alteraram de forma significativa a atividade 

gliconeogênica a partir de 14C-lactato, assim como a hSTC-1 (3,86pM). O 

segmento S3 do túbulo proximal está localizado na porção mais externa da 

medula renal e em nefros de ratos a síntese de glicose a partir de diferentes 

precursores diminui progressivamente dos segmentos S1 para S2 e para S3 

(YAMADA et al., 1996). O segmento S3 parece ser menos sensível ao aumento 

intracelular do cAMP ou o controle é feito por outra via, por exemplo, 

modificação intracelular dos níveis de cálcio. Porém, estes achados estão de 

acordo com os resultados de SCHEIN et al. (2015) que demonstram que hSTC-

1 (3.38pM) não afetou a capacidade gliconeogênica a partir de 14C-lactato na 

medula renal de ratos alimentados. Em contraste, quando 30µM de FK mais 

2mM de IBMX foram adicionados ao meio de incubação a atividade da 

gliconeogênese a partir de 14C-lactato na medula renal de ratos alimentados 

diminuiu cerca de 50%. Em túbulos proximais humanos isolados, altas 

(1000µM) concentrações cAMP reduziram significativamente a atividade 

gliconeogênica a partir de 14C-lactato quando comparada às concentrações de 

10 e 100µM de cAMP (CONJARD et al., 2001). 
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 A FK e o IBMX, na concentração de 25µM de FK e 2mM, diminuíram em 

30% a oxidação de 14C-lactato tanto no córtex como na medula renal, mas a 

hSTC-1 na concentração de 3,86pM não alterou este resultado. Os resultados 

demonstram que o aumento na concentração intracelular de cAMP estimulou, 

no córtex renal de ratos alimentados, a incorporação de 14C-lactato em14C-

glicose. Assim, um desvio do 14C-lactato para a via gliconeogênica diminuiria a 

capacidade de oxidação deste substrato no rim. Além disso, os túbulos 

proximais necessitam de ATP para o transporte de íons e dependem do 

metabolismo aeróbico. Esses ratos eram alimentados e sabe-se que os ácidos 

graxos são a principal fonte de energia para os túbulos proximais, pois mais 

ATP pode ser produzido a partir de uma molécula de palmitato que a partir de 

uma molécula de glicose ou de lactato (BHARGAVA & SCHNELLMANN, 2017).  

 A contribuição do lactato para a produção de glicose na gliconeogênese 

renal é bastante elevada, cerca de 60%, a glutamina contribui com 20% 

(ALSAHLI & GERICH, 2017; SWE et al., 2019). No córtex renal de ratos 

alimentados, a hSTC-1 aumentou a atividade gliconeogênica a partir de 14C-

lactato somente na concentração de 3860pM. Entretanto, as concentrações 

mais baixas de hSTC-1 (0,386; 3,86 e 386pM) não alteraram, 

significativamente, a atividade desta via no córtex renal. Este aumento na 

atividade gliconeogênica, estimulado por 3860pM de hSTC-1, foi acompanhado 

por incremento na expressão do gene da Pck1 no córtex renal. A presença de 

sítios de ligação para a STC-1 na membrana mitocondrial e a evidência de 

efeitos diretos deste hormônio sobre o metabolismo mitocondrial sugere que a 

STC-1 seria um dos fatores controladores da gliconeogênese renal a partir de 

lactato, mas somente em concentrações elevadas (MCCUDDEN et al., 2002; 
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SCHEIN et al., 2015; ELLARD et al., 2007). Do ponto de vista fisiológico, a 

estimulação da atividade gliconeogênica, a partir de 14C-lactato induzida por 

altas concentrações de hSTC-1 no córtex renal de animais alimentados, 

aumentaria a produção de glicose, especialmente, em pacientes com diabetes 

tipo 2, que apresentam maior atividade gliconeogênica hepática associada à 

alta atividade da enzima PEPCK, contribuindo, assim, para uma hiperglicemia 

no estado alimentado (MATHER & POLLOCK, 2011; ALSAHLI & GERICH, 

2017; SWE et al., 2019). Entretanto, na medula renal de ratos alimentados, a 

hSTC-1 nas concentrações utilizadas neste estudo não afetaram a atividade 

gliconeogênica a partir de 14C-lactato. Estudos prévios, mostraram que 3,86pM 

de hSTC-1 diminuíram a atividade gliconeogênica renal na medula renal 

quando o precursor era 14C-glutamina (SCHEIN et al., 2015). Em ratos 

submetidos à privação de água, a expressão gênica da STC-1 nas regiões 

cortical e medular renal respondem de maneira diferente (TURNER et al., 

2011). Estes achados sugerem que nos túbulos proximal renal de ratos 

alimentados, os efeitos da hSTC-1 sobre a via gliconeogênica dependem do 

tipo de precursor (L-glutamina ou L-lactato), da concentração do hormônio e da 

estrutura renal: córtex ou medula. 

 Na condição pós-absortiva, 75–80% da glicose liberada para a 

circulação são provenientes do fígado e os outros 20–25% são oriundos do rim. 

Em ratos, o jejum de 24 ou de 48h diminuiu marcadamente a concentração de 

glicogênio no fígado e os níveis de glicose no plasma (De SOUZA et al., 

2020a), mas aumentou 65% a concentração de lactato no plasma (SARAPIO et 

al., 2019). Entretanto, a atividade gliconeogênica a partir de 14C-lactato no 

córtex renal de ratos do grupo controle jejuado foi similar àquela dos animais 
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do grupo controle alimentado. Este achado é consistente com os resultados de 

aumento da oxidação de 14C-lactato verificada no córtex renal do grupo 

controle jejum, provavelmente, para fornecer energia e NADH para a 

gliconeogênese renal. Nos ratos em jejum, a hSTC-1 não alterou a atividade 

gliconeogênica no córtex renal a partir do 14C-lactato; contudo este hormônio 

aumentou marcadamente a gliconeogênese hepática a partir de 14C-lactato nos 

ratos em jejum (De SOUZA et al., 2020b). 

 Por outro lado, na medula renal do grupo controle jejuado, a capacidade 

gliconeogênica tendo o 14C-lactato como precursor diminuiu cerca de 32% 

quando comparada àquela dos ratos alimentados. Após 48h de restrição 

alimentar, o suprimento de glicose para a medula externa é limitado neste 

grupo controle, podendo ocorrer uma diminuição na concentração de ATP 

necessária para manter a atividade da gliconeogênese. Entretanto, na medula 

renal de ratos em jejum, a hSTC-1 na concentração de 3,86pM aumentou 32% 

a capacidade gliconeogênica a partir de 14C-lactato, porém este aumento não 

foi acompanhado de um aumento na expressão do gene Pck1. Estes 

resultados são coerentes com a presença de sítios de ligação para STC-1 e 

altos níveis de STC-1 imunorreativa no segmento S3 dos túbulos proximais 

renais de ratos (HADDAD et al., 1996; WONG et al., 1998; MCCUDDEN et al., 

2002; JAMES et al., 2005). Na medula renal de animais em jejum (48h), a 

hSTC-1 aumentando a capacidade de síntese de 14C-glicose a partir de 14C-

lactato contribui para a homeostase do lactato, impedindo a condição perigosa 

da acidose láctica e fornecendo glicose para outros tecidos.  

 Os ratos alimentados foram mantidos com ração até o momento do 

experimento. A homeostase da glicose nesses animais foi mantida 
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principalmente pela reabsorção renal e pela absorção intestinal de glicose que 

aumentaram os níveis circulantes desta hexose e do hormônio insulina 

(SARAPIO et al, 2019). O aumento da oxidação de 14C-lactato, estimulado por 

0,386 pM de hSTC-1 no cótex renal de ratos alimentados, sugere um desvio do 

lactato da via gliconeogênica para a síntese de ATP com o objetivo de 

aumentar as fontes de energia neste tecido. No córtex renal, os túbulos 

proximais dependem da eficiência da fosforilação oxidativa para produzir ATP 

que impulsiona o transporte ativo de glicose, íons e nutrientes (BHARGAVA & 

SCHNELLMANN, 2017). Devido à alta demanda de energia dos túbulos 

proximais, o metabolismo aeróbico é o principal mecanismo de produção de 

ATP. Nos ratos em jejum, a hSTC-1, nas concentrações utilizadas neste 

estudo, não afetou a oxidação do 14C-lactato no córtex renal. No entanto, 

nesses animais a hSTC-1 aumentou a produção de 14C-glicose a partir do 14C-

lactato, sugerindo um desvio do 14C-lactato da via oxidativa à via 

gliconeogênica. A comparação entre a oxidação do 14C-lactato no córtex e na 

medula nos grupos controle alimentado e controle jejum mostra que a medula 

renal possui elevada capacidade de oxidação, mas o hSTC-1 não afetou essa 

via em ambos os grupos. 

 Nossos resultados demonstram o papel da hSTC-1 no metabolismo do 

lactato no córtex renal e na medula de ratos alimentados e em jejum. No córtex 

renal, a hSTC-1 em dose elevada aumentou a atividade gliconeogênica no 

estado alimentado, induzida pelo aumento da expressão do gene Pck1. Em 

animais em jejum, a hSTC-1 aumentou a atividade gliconeogênica da medula 

renal, mas a expressão do gene Pck1 não foi alterada. O efeito estimulador da 

hSTC-1 sobre a oxidação do 14C-lactato ocorreu apenas no córtex renal de 
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ratos alimentados. Esses achados mostram a contribuição da hSTC-1 para a 

homeostase do lactato. Essa resposta pode representar uma estratégia de 

ação da STC-1 em resposta ao estresse de jejum. Por outro lado, a hSTC-1 

atua a jusante da via da adenilil-ciclase, diminuindo a atividade gliconeogênica 

induzida pelo aumento intracelular do cAMP ou estimulando a atividade da 

fosfodiesterase no córtex renal. No entanto, não foi encontrado efeito da hSTC-

1 sobre a oxidação de 14C-lactato após aumento no cAMP intracelular. Os 

resultados também revelaram que o córtex renal e a medula respondem 

diferentemente à hSTC-1, possivelmente, devido à maior expressão do gene 

STC-1 na medula renal interna do que no córtex renal. 

 

 

Figura 7: Resumo esquemático do artigo 1. Efeitos da hSTC-1 ou do FK+IBMX 

sobre o fluxo do lactato na oxidação e na gliconeogênese renal de ratos 

alimentados ou submetidos ao jejum de 48h. Linha tracejada delimita os 

principais eventos identificados no estado alimentado e no jejum. Setas na cor 

preta, efeito da hSTC-1; seta na cor cinza, efeito FK+IBMX. Pck1, gene da 

PEPCKc. 
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5.2 Efeito da hSTC-1 e da hSTC-2 sobre a gliconeogênese hepática em 

ratos alimentados e em jejum de 24h 

 O conhecimento do papel fisiológico dos hormônios stanniocalcinas na 

homeostase da glicose em mamíferos ainda precisa de esclarecimento, pois 

pouco se conhece dos efeitos destes hormônios sobre o controle do 

metabolismo intermediário nesta classe de vertebrados.  

 O fígado é um importante órgão metabólico responsável por cerca de 

80% da produção endógena de glicose em mamíferos (GERICH, 2010). As vias 

glicogenólise e gliconeogênese hepática são reguladas por nutrientes, 

exercício físico, sistema nervoso autônomo, hormônios e diferentes tipos de 

estresse (PETERSEN et al., 2017). O presente estudo é o primeiro que 

demonstra o efeito dos hormônios stanniocalcinas (hSTC-1 e hSTC-2) sobre a 

homeostase da glicose em fígado de ratos alimentados e em jejum de 24h.  

 No estado alimentado a expressão do gene Stc1 no fígado sugere o 

envolvimento deste hormônio no controle metabólico deste órgão. Contudo, em 

ratos alimentados a expressão do gene Sct2 no fígado é quase indetectável, 

mas este resultado está de acordo com os achados de outros investigadores 

que também constataram níveis de mRNA da proteína STC-2 muito baixos em 

fígado de ratos (CHANG et al., 1995; CHANG & REDDEL, 1998; ISHIBASHI et 

al., 1998; VARGHESE et al., 1998). 

 No grupo controle alimentado, a capacidade de síntese de glicose a 

partir de 14C-lactato foi significativamente maior quando comparada com a 14C-

alanina. Este achado sugere que uma porcentagem da alanina no fígado pode 

ter se convertido em lactato ao invés de piruvato, diminuindo a incorporação da 
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14C-alanine em14C-glicose (ADEVA-ANDANY, 2014). Os resultados mostram 

que em ratos alimentados a hSTC-1 não altera a capacidade gliconeogênica 

hepática a partir de 14C-lactato ou 14C-alanina. Entretanto, a hSTC-1 diminuiu 

marcadamente a capacidade gliconeogênica na medula renal de ratos 

alimentados, quando o substrato era a 14C-glutamina (SCHEIN et al., 2015). 

Além disso, este hormônio reduziu a atividade da PEPCKm e a expressão do 

gene da Pck2 na medula renal de ratos alimentados (SCHEIN et al., 2015). Por 

outro lado, a STC-1A de peixe aumenta de forma significativa a atividade 

gliconeogênica a partir de 14C-glutamina no rim do peixe badejo Dicentrarchus 

labrax (SCHEIN et al., 2015). Na mesma espécie de peixe, a STC-1 estimulou 

a gliconeogênese hepática a partir de diferentes substratos (PALMA et al., 

2019). Esses dados sugerem a existência, entre os vertebrados, de diferenças 

no efeito da STC-1 sobre a via gliconeogênica: em ratos alimentados a STC-1 

diminui a atividade da via gliconeogênica renal quando o substrato é 14C-

glutamina (SCHEIN et al., 2015) e não afeta a capacidade gliconeogênica 

hepática quando o substrato é 14C-alanina ou 14C-lactato. Em peixes, a STC-1 

aumenta a atividade gliconeogênica: no fígado a partir de diferentes substratos 

e no rim a partir de 14C-glutamina (SCHEIN et al., 2015; PALMA et al., 2019). 

No entanto, a hSTC-2 diminuiu 60% a expressão do gene Pck1 no fígado de 

ratos alimentados, induzindo uma redução significativa da atividade 

gliconeogênica a partir de 14C-alanina. Diversos estudos demonstraram que a 

enzima PEPCKc pode ser regulada aos níveis transcricional e translacional 

(STARK et al., 2009; YANG et al., 2009). Neste estudo, o hormônio hSTC-2 

regulou a PEPCKc no fígado de ratos alimentados ao nível transcricional. Além 

disso, no fígado de ratos alimentados a hSTC-2 também reduziu a atividade da 
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enzima malatodesidrogenase (MDH) (ROSSETTI, 2013), diminuindo a redução 

de oxaloacetato a malato, reduzindo a capacidade gliconeogênica. Assim, 

pode-se afirmar que a hSTC-2 controla a atividade gliconeogênica hepática em 

ratos alimentados a partir de 14C-alanina, regulando a expressão do gene da 

PEPCKc e a formação de malato na mitocôndria (ROSSETTI, 2013). Estudo 

em fibroblastos murinos embrionários demonstram que a STC-2 regula de 

forma negativa o mecanismo molecular de SOCE (store-operated calcium 

entry) (ZEIGER et al., 2011). A STC-2 interage com o STIM1 (calcium sensor 

stromal interaction molecule 1) no retículo endoplasmático, reduzindo os níveis 

intracelulares de cálcio (ZEIGER et al., 2011). Esta redução no cálcio 

intracelular pode suprimir ou reduzir a capacidade gliconeogênica da mesma 

forma como a insulina diminui a atividade desta via metabólica (WANG et al., 

2012; MATSUMOTO, 2012). A redução na atividade gliconeogênica hepática a 

partir de 14C-alanina induzida pela hSTC-2 em animais alimentados seria 

importante para diminuir a produção de glicose endógena, principalmente, em 

indivíduos com diabetes tipo 2, pois nestes pacientes ocorre um aumento da 

atividade gliconeogênica hepática e da expressão da enzima PEPCK, 

contribuindo para o agravamento da hiperglicemia (CRONIGER et al., 2002; 

RINES et al., 2016).  

 Por outro lado, quando o substrato utilizado foi 14C-lactato, a hSTC-2 não 

foi capaz de alterar a atividade gliconeogênica no fígado de ratos alimentados. 

SCHEIN et al. (2015) encontraram resultados similares em ratos alimentados; a 

hSTC-1 reduziu a gliconeogênese renal e a expressão do gene da PEPCKm 

quando o substrato usado foi 14C-glutamina, contudo quando o substrato foi o 

14C-lactato, este hormônio não teve efeito na atividade desta via. Os resultados 
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sugerem que em ratos alimentados o efeito das stanniocalcinas sobre a 

gliconeogênese hepática seria o de reduzir a produção de glicose no estado 

pós-absortivo. Entretanto, a hSTC-1 e a hSTC-2 não alteraram nem a 

concentração e nem a síntese de glicogênio a partir de 14C-glicose ou a 

incorporação do 14C da glicose em 14CO2 no fígado de ratos alimentados. 

Estudo prévio, usando 1-[14C]-2-deoxi-D-glicose, demonstrou que a hSTC-1 e a 

hSTC-2 na mesma concentração usada neste estudo não alterou a captação 

de glicose no fígado de ratos alimentados (GONÇALVES, 2012).  

 A atividade gliconeogênica a partir de 14C-lactato ou de 14C-alanina e a 

expressão do gene da PEPCKc não se alteraram no fígado de ratos em jejum 

de 24h, apesar da redução significativa dos níveis glicêmicos. Entretanto, os 

níveis de glicogênio no fígado e a capacidade de síntese de glicogênio a partir 

de 14C-glicose em animais do grupo controle diminuíram marcadamente após 

24h de jejum, mas os níveis de lactato no plasma não foram alterados pela 

restrição alimentar. No entanto, a conversão da 14C-glicose em 14CO2 no fígado 

do grupo controle em jejum aumentou marcadamente. Uma via alternativa para 

oxidação da glicose no citoplasma que utiliza enzimas diferentes daquelas da 

via da glicólise é o ciclo das pentoses, onde a glicose é oxidada completamente 

a CO2 e água. Esta via produz NADPH, o qual pode ser utilizado para manter a 

glutationa citosólica (GSH) no seu estado reduzido (efeito antioxidante). A 

restrição alimentar aumenta o estresse oxidativo no fígado de ratos pelo 

aumento da geração de radicais livres (VENDEMIALE et al., 2001; SORENSEN 

et al., 2006). A ativação do ciclo das pentoses no fígado de ratos em jejum 

pode ser uma via alternativa para reduzir o efeito negativo do estresse 

oxidativo sem utilizar o ATP durante o período de jejum. Contudo, estudos mais 
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aprofundados utilizando a glicose marcada no C-1 e no C-6 serão necessários 

para explicar a utilização da via da pentose fosfato como uma via alternativa no 

fígado de ratos em jejum de 24h. 

 Por outro lado, em fígado de animais em jejum, as stanniocalcinas 

humanas aumentaram a síntese de 14C-glicose somente quando o substrato 

utilizado foi o 14C-lactato. Estudos, in vitro, demonstraram em pedaços de 

fígado de ratos, que no jejum (24 e 48h) a atividade da gliconeogênica a partir 

de lactato era cerca de 50% maior quando comparada àquela a partir de 

alanina (ROSS et al., 1967; SUMIDA et al., 2002). Além disso, em ratos em 

jejum foi constatado um aumento significativo da expressão do transportador 

de lactato (MCT2) em tecido hepático (SCHUTKOWSKI et al., 2014). Este 

aumento da atividade gliconeogênica foi acompanhado pela elevação dos 

níveis de mRNA da Pck1, sugerindo um efeito transcricional da hSTC-1 e da 

hSTC-2. Embora no grupo jejum a hSTC-1 tenha aumentado em 25% os níveis 

de mRNA da Pck1, este valor não foi estatisticamente significativo. Os 

resultados obtidos sugerem que o tipo de substrato (alanina ou lactato) e o 

padrão hormonal e metabólico dos ratos alimentados ou em jejum modulam o 

efeito das stanniocalcinas na via gliconeogênica hepática. Além disso, ratos em 

jejum possuem uma relação lactato:glicose de 1,11. Uma das funções da 

gliconeogênese hepática é manter o equilíbrio acido-básico, uma vez que na 

formação de lactato, prótons são também formados e a conversão 

transcricional do lactato em glicose no fígado utiliza estes prótons e caso isto 

não ocorra a condição de acidose lática pode ocorrer. Foi sugerido que os 

hormônios STC-1 e STC-2 têm um papel importante na capacidade de 

resposta celular ao estresse (ZHANG et al., 2000; ZEIGER et al., 2011) e 
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elevados níveis de lactato no plasma criam uma situação estressante ao 

organismo. Assim, o aumento na capacidade gliconeogênica a partir de 14C-

lactato é uma estratégia metabólica favorável para aumentar a depuração do 

lactato. O papel da STC-1 sobre a gliconeogênese hepática foi demonstrado 

em peixe teleósteo (PALMA et al., 2019), sugerindo um grau de conservação 

da função da STC-1 sobre o metabolismo da glicose do peixe ao mamífero. No 

jejum, a expressão da Stc1 e da Stc2 no fígado de ratos aumentou 

marcadamente, confirmando a participação destes hormônios na regulação do 

metabolismo hepático em resposta ao jejum de 24h, possivelmente, 

coordenando os processos fisiológicos em resposta à restrição alimentar. 

Resultado semelhante foi encontrado no tecido adiposo marrom de ratos em 

jejum, que apresentou alta expressão de Stc1 e de Stc2 (SARAPIO et al., 

2019). Entretanto, no jejum as stanniocalcinas não apresentaram efeito sobre a 

concentração de glicogênio e sua síntese a partir de 14C-glicose, assim como 

sobre a oxidação de 14C-glicose no fígado. 
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Figura 8: Resumo esquemático do artigo 2. Efeitos da stanniocalcina humana 

2 (hSTC-2) sobre o fluxo de alanina na gliconeogênese, assim como na 

expressão de Pck1 no fígado de ratos alimentados. Setas vermelhas, efeito 

inibitório da hSTC-2; ASC and A, transportador sódio-dependente sistema ASC e 

sistema A; Pck1, gene da PEPCK citosólica; Glut2, transportador de glicose tipo 

2. 

 

 

 

Figura 9: Resumo esquemático do artigo 2. Efeitos da stanniocalcina humana 

1 (hSTC-1) ou da stanniocalcina humana 2 (hSTC-2) sobre o fluxo de lactato 

na gliconeogênese, assim como na expressão de Pck1 em fígado de ratos 

submetidos ao jejum de 24h. Setas verdes, efeito estimulatório da hSTC-1 ou 

da hSTC-2; MCT-1 ou 2, transportadores de monocarboxilato 1 ou 2; Pck1, gene 

da PEPCK citosólica; Glut2, transportador de glicose tipo 2. 
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6 CONCLUSÕES 

Este estudo, in vitro, demonstrou pela primeira vez a ação das 

stanniocalcinas humanas 1 e 2 sobre o metabolismo do fígado e do rim (córtex 

e medula) em ratos alimentados e submetidos ao jejum. No fígado de ratos 

alimentados foi constatada somente a expressão do gene da Stc1. Entretanto, 

no jejum de 24h as expressões dos genes das Stc1 e Stc2 aumentaram 

marcadamente no fígado, sugerindo a participação destes hormônios na 

regulação metabólica do fígado durante o jejum. A hSTC-1 participa da 

regulação da via gliconeogênica hepática quando o precursor é 14C-lactato. No 

entanto, a hSTC-2 diminui a atividade gliconeogênica e a expressão do gene 

Pck1 no fígado de ratos alimentados incubados com 14C-alanina. Todavia, este 

hormônio aumenta a atividade gliconeogênica durante o jejum quando o 

substrato é o 14C-lactato. No fígado de ratos, os efeitos das STCs sobre 

gliconeogênese hepática dependem do padrão hormonal e metabólico do 

animal, em jejum ou alimentado, e do precursor da via utilizado. No entanto, as 

STCs nas concentrações utilizadas neste estudo não afetam a concentração e 

a síntese de glicogênio a partir de 14C-glicose ou a oxidação da14C-glicose nos 

fígados de ratos alimentados ou em jejum. Esses achados destacam o papel 

das STCs na regulação da via gliconeogênica hepática em mamíferos. 

A hSTC-1 participa da regulação do metabolismo do lactato no córtex 

renal e na medula de ratos alimentados e em jejum (48h). Este hormônio 

aumenta a atividade da gliconeogênese no estado alimentado no córtex renal, 

e esse aumento foi induzido pelo aumento da expressão do gene Pck1. Em 

animais em jejum, o hSTC-1 aumenta a atividade gliconeogênica da medula 

renal, mas a expressão do gene Pck1 não foi alterada. O efeito estimulador do 
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hSTC-1 na oxidação do 14C-lactato ocorreu apenas no córtex renal de ratos 

alimentados. Esses achados mostram a contribuição do hSTC-1 para a 

homeostase do lactato, impedindo a perigosa condição da acidose láctica e 

fornecendo glicose para outros tecidos. Por outro lado, o hSTC-1 atua a jusante 

da via da adenilil-ciclase, diminuindo a atividade da gliconeogênese induzida 

pelo aumento intracelular do cAMP ou estimulando a atividade da 

fosfodiesterase no córtex renal. No entanto, não foi encontrado efeito hSTC-1 

na oxidação de 14C-lactato após aumento no cAMP intracelular. Os resultados 

também revelaram que o córtex e a medula renal respondem diferentemente à 

hSTC-1, possivelmente, devido ao nível mais alto de expressão do gene da 

STC-1 na medula renal interna do que no córtex renal. 

 

7 PERSPECTIVAS  

 Conforme identificado neste estudo, há uma modulação da via 

gliconeogênica pelos hormônios stanniocalcinas no tecido hepático e renal de 

ratos. O aumento da atividade gliconeogênica é comum em pacientes 

diabéticos do tipo 1 e 2, o que contribui para hiperglicemia. Os hormônios 

stanniocalcinas podem representar uma estratégia terapêutica para prevenir 

alterações funcionais, bioquímicas e moleculares relacionadas com a 

hiperglicemia no estado alimentado e em pacientes diabéticos. Com base 

nessa hipótese, uma das perspectivas do estudo será a utilização ratos 

diabéticos para avaliar a influência dos hormônios STC-1 e STC-2 sobre a via 

gliconeogênica. Para tanto, será necessário quantificar os principais hormônios 

reguladores da via gliconeogênica, como insulina, glucagon e glicocorticóide. 

Além de analisar os níveis de expressão de distintas enzimas reguladoras e 
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dos principais fatores de transcrição da via gliconeogênica tais como PEPCKc, 

frutose 1,6 bifosfatase, glicose 6 fosfatase, CREB e FOXO-1 nos tecidos 

hepático e renal. 
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