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RESUMO

As Staniocalcinas (STC1 e STC2) sdo hormdnios glicoproteicos identificados primeiramente
em peixes teledsteos e possuem a funcdo de diminuir os niveis plasmaticos de Ca™sendo
também chamados de hipocalcinas. Em vertebrados superiores, esses hormodnios estao
expressos em uma variedade de tecidos. As STC parecem ter, nesses organismos, uma funcao
autdcrina/paracrina ao contrario da agcdo endocrina classica observada nos peixes. Observou-
se, dentre outras fung¢des metabodlicas, efeitos importantes desses hormodnios na fungao
mitocondrial e na via gliconeogénica. Esse estudo se propds a avaliar a influéncia dos
hormoénios STC1 e STC2 no metabolismo da glicose no musculo e figado de ratos com o
objetivo de conhecer os efeitos no metabolismo intermediario dessas moléculas.

No presente estudo nenhuma das STCs alterou a captagdo de glicose no musculo e no figado.
No tecido hepatico, os hormdnios STC1 e STC2 mostraram uma ag¢do inibitdria sobre a
oxidagdo de glicose.A STC1 estimulou a sintese de lipidios e aumentou a razio ADP/ATP e
ndo teve influéncia na atividade da enzima piruvato cinase e sintese de glicogénio. A STC2
aumentou a atividade da enzima piruvato cinase e a razao ADP/ATP, porém nao mostrou
influéncia na sintese de lipidios e de glicogénio.

No tecido muscular a STC1 e a STC2 aumentaram a sintese de glicogénio. A STC1 diminuiu
a atividade da piruvato cinase e aumentou a sintese de lipidios. Esse hormonio nao alterou a
oxidagdo de glicose e a razdo ADP/ATP. A STC2 diminui a oxidagdo de glicose e estimulou a
atividade da piruvato cinase e diminuiu a oxidac¢do da glicose. A STC2 nio mostrou efeito na
sintese de lipidios e na razao ADP/ATP.

Esse trabalho demonstra que as STCs possuem um importante papel na regulacdo do
metabolismo intermediario.

Palavras - chaves: STC1; STC2; metabolismo da glicose; musculo; figado
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1.INTRODUCAO

Metabolismo da Glicose

A glicose ¢ a maior fonte de energia celular dos mamiferos. Além de ser um substrato
energético fundamental, essa molécula ¢ uma fonte de carbono essencial para a sintese de
outros compostos. Desta forma, faz-se necessario que a concentragdo desse substrato seja
estritamente mantida (Smith, Marks et al., 2007). Varios fatores sdo importantes para que os
niveis de glicose circulante sejam mantidos, entre eles, a concentracdo de carboidrato
consumida na dieta e que ¢ absorvida no intestino delgado, a utilizagdo de glicose pelos
tecidos periféricos e a remocdo e liberagdo da glicose pelo figado (Nordlie, Foster ef al.,
1999). O figado ¢ o principal 6rgdo mantenedor da homeostase da glicose no organismo, pois
ele ¢ o responsavel pelo balango entre captagdo e estocagem de glicose via glicogénese e
liberagdo de glicose para a corrente sanguinea via glicogendlise e gliconeogénese (Nordlie,
Foster et al., 1999).

A captacdo de glicose pelas células € tecido especifica; no figado, a glicose entra nas
células através do transportador GLUT2 por difusdo facilitada. O Km elevado desse
transportador ¢ sua alta concentragdo na membrana dos hepatdcitos conferem a esse tecido
uma alta eficiéncia em captar a glicose circulante. O transporte de glicose pela membrana dos
hepatocitos pode, por exemplo, ser regulado pelas concentragdes extra e intracelulares de
glicose e pelas concentragdes de ATP intracelulares(Aires, 2008). Na célula muscular a
captagdo de glicose também ¢ feita por difusdo facilitada, porém o transportador nessas

células, o GLUT4, ¢ sensivel a insulina, um dos principais hormonios responsaveis pela



homeostase da glicose. Nas células musculares, bem como nas adiposas, o transporte da
glicose para dentro da célula ¢ um passo limitante para a utilizacdo desse substrato(Aires,
2008).

Apoés a glicose ser transportada para o meio intracelular ela pode seguir diversos
destinos (Figura 1.1). A principal via de direcionamento da glicose ¢ a oxidacdo dessa

molécula através da via glicolitica (Smith, Marks et al., 2007).

Ceel= ) ——> Glicose

(Dieta)

’l’ Glicogénio
Glicose-6-fosfato —> Glicose-1-fosfato —>

|

Frutose-6-fosfato

Frutose-1,6-bifosfato

|

Triose-fosfato —5  Glicerol-Fosfasto

|

Fosfoenolpiruvato

Acidos Graxos Livre-CoA

Piruvato Acetil-CoA—> Malonil-CoA

! 1

Oxaloacetato + Acetil-CoA B Citrato

Adaptado de (Berne, Levy et al., 2004)

Figura 1.1: Vias bioquimicas de transferéncia e de armazenamento de energia oriunda da glicose.

A glicolise, primeira etapa da via glicolitica, ¢ uma das principais rotas para produgao
de ATP celular. Resumidamente, essa via compreende a oxidagdo da glicose a piruvato no
citossol da célula na presenca ou ndo de oxigénio. Na segunda etapa da via glicolitica, o
piruvato ¢ oxidado a CO, no chamado ciclo do acido tricarboxilico (TCA) na mitocondria. O

resultado dessa oxidag¢do sdo seis moléculas de CO,, seis moléculas de agua e energia



armazenada na forma de ATP (Salway, 2009). A glicdlise se inicia com a transferéncia de um
grupamento fosfato do ATP para a glicose depois de sua entrada na célula pela enzima
hexocinase cuja isoforma ¢ tecido especifica. A fosforilagdo dessa molécula impede que a
glicose seja transportada para fora da célula através da membrana celular(Smith, Marks et al.,
2007).

A partir dessa primeira reacdo desenrola-se uma sequéncia de reagdes enzimaticas
(fosforilagdes) até a ultima reacdo da glicolise que ¢ a fosforilagdo do fosfoenolpiruvato (PEP)
a piruvato, catalisada pela enzima piruvato cinase. A enzima piruvato cinase muscular possui
sitios alostéricos sendo ativadas por frutose 1,6 bifosfato e inibida por ATP, acidos graxos e
acetil coA. O tecido hepatico, por sua vez, tem sua isoforma da piruvato cinase controlada por
alguns efetores alostéricos como o ATP que diminui a atividade dessa enzima (Smith, Marks
et al., 2007). O piruvato ¢ oxidado a acetil-CoA e entra no ciclo do TCA, conforme dito
anteriormente, sendo assim completamente oxidado gerando ATP. Além dessa principal rota
seguida pela glicose quando entra na célula existem dois outros caminhos que essa molécula
pode seguir; a escolha dependera do estado energético celular. A glicose depois de fosforilada
pode seguir a via da sintese de glicogénio ou o piruvato originado pela glicélise pode servir de
fornecedor de carbonos para a biossintese de outras moléculas como, por exemplo, a sintese
de acidos graxos (Figura 1.1) (Berne, Levy ef al., 2004).

Resumindo, se a célula necessitar de energia e houver glicose disponivel essa glicose
sera completamente oxidada na via glicolitica resultando na formacdo de ATP. Porém depois
das refeigdes quando ha um excesso de glicose, esse substrato ¢ direcionado para a via de
sintese de glicogénio, processo chamado de glicogénese (Salway, 2009). Nesta via a glicose ¢
fosforilada a glicose-6-fosfato que ¢ convertida em glicose-1-fosfato pela acdo da enzima
fosfoglicomutase em uma reacdo reversivel. A glicose-1- fosfato ¢ convertida em uridina

difosfato (UDP) glicose que sofre a a¢do da enzima glicogénio sintase para a biossintese de



glicogénio (Smith, Marks et al., 2007). O figado e os musculos esqueléticos sdo os principais
orgaos que servem como deposito de glicogénio. Na maioria dos tecidos em que o glicogénio
¢ armazenado, os estoques desse substrato sdo utilizados como uma fonte emergencial de
substratos energéticos. No figado, o papel do glicogénio ¢ diferente daquele que envolve o
musculo esquelético e os outros tecidos. O glicogénio hepatico ¢ a fonte imediata de glicose
para que sejam mantidos seus niveis plasmaticos (Smith, Marks et al., 2007).

O figado e o tecido adiposo sdo os orgdos com a maior capacidade de sintetizar
triacilglicerdis (Salway, 2009). O musculo esquelético utiliza a oxida¢do de lipidios para
garantir a maior parte da sua energia (Eaton et al., 1961). No musculo esquelético a maior
reserva de lipidios esta presente nos adipocitos que se encontram entre as fibras musculares. A
via para a sintese de 4cidos graxos inicia-se com a conversdo de glicose em acetil-CoA
citossolico. O primeiro passo € a conversao da glicose em piruvato através da glicolise. O
piruvato ¢ transformado dentro da mitocondria em acetil-CoA pela acdo da piruvato
desidrogenase e em oxaloacetato pela agdo da piruvato carboxilase. O oxaloacetato se
condensa com o acetil-CoA formando o citrato, que tem habilidade de sair da mitocondria e
por meio da agdo da enzima citossolica citratoliase e formar novamente oxaloacetato ¢ acetil-
CoA. O acetil-CoA citossolico ¢ convertido a malonil-CoA. Cada molécula de malonil-CoA
doa dois carbonos que sdo adicionados sequencialmente a cadeia de 4cido graxo em formacgao
pela acdo da enzima acido-graxo sintase. Essa sequéncia de reagdes € repetida até que a
cadeia tenha 16 carbonos de comprimento. Ao chegar a esse comprimento a molécula passa
por uma hidroélise e o palmitato ¢ liberado. O palmitato ¢ alongado e dessaturado para a
produgdo de uma série de acidos graxos (Smith, Marks et al., 2007). Os acidos graxos tém
dois destinos celulares principais. O primeiro € sua conversao em triacilglicer6is com fungao
de estoque energético e o segundo ¢ ser incorporado aos componentes fosfolipidios de

membrana (Nelson e Cox, 2011). Os triacilglicerdis sdo formados a partir de acil graxos CoA



e glicerol-3-fosfato. As acil-CoA sintetases formam os acil graxos CoA a partir dos 4cidos
graxos enquanto o glicerol-3-fosfato ¢ derivado principalmente da acdo da glicerol-3-fosfato

desidrogenase citossolica sobre o di-hidroxiacetona-fosfato (Nelson e Cox, 2011).

Staniocalcinas (STCs)

A homeostasia do célcio € um processo biologico essencial a vida, pois este ion tem papel
importante em diferentes mecanismos fisioldgicos de vertebrados. Ao longo da evolugdo, um
intrincado sistema, composto por sensores ¢ hormonios, foi desenvolvido para a manutengao
da homeostasia do célcio em vertebrados. Os niveis do ion cdlcio sdo mantidas dentro de
limites especificos, pois disturbios nas concentragdes intra e extracelulares afetam funcdes
como a geragdo e manutencao de potenciais de acdo e os processos de divisdo celular(Berne,
Levy et al., 2004).

Em vertebrados terrestres, os niveis de calcio plasmatico sdo regulados,
primariamente, por dois sistemas hormonais: calcitonina (CAL), representando o agente
principal de um sistema hipocalcemiante e os hormdnios hipercalcemiantes: hormonio da
paratireoide (PTH), 1,25-di-hidroxicolecalciferol (1,25-(OH),D;) e a proteina relacionada ao
horménio da paratirecoide (PTHrP), esses hormoénios atuam nos ossos influenciando as
atividades dos osteoclastos e dos osteoblastos, nos rins e no intestino regulando a reabsorcao e
a absorc¢do de calcio por esses tecidos. Estes hormonios foram amplamente estudados em
humanos: a hipercalcemia estimula a sintese e a secre¢ao de CAL, que por sua vez, promove a
mineralizagdo do osso; a PTH/PTHrP estimula a atividade osteoclastica no osso, promove a
reabsor¢do de cdlcio nos rins e a absor¢do no intestino via 1,25-(OH)-Ds;, aumentando a

concentragdo plasmatica de calcio(Guerreiro, Fuentes et al., 2001; Berne, Levy et al., 2004).



A proteina PTHrP foi descoberta em associagdo com certos tipos de cancer que
causam elevagdes nos niveis de Ca™ plasmatico (sindrome denominada humoral
hypercalcemia malignancy ou HHM). A PTHrP ¢ uma proteina multifuncional produzida em
varios tecidos e atua de forma autdcrina, paracrina e endocrina, exercendo efeito anabdlico
sobre 0 0sso. Muitas funcdes ja foram atribuidas a PTHrP (Guerreiro, Fuentes et al., 2001).
No entanto, estudos recentes levaram a descoberta de outros membros dessa familia de
proteinas, o que levanta novas questdes sobre as fungdes e os possiveis mecanismos de
atuacdo dessas moléculas. Um exemplo recente ¢ a descoberta das Stanniocalcinas, principal
fator hipocalcemiante que ¢ indispensavel a vida dos peixes (Amemiya, Marra et al., 2002).

A Staniocalcina (STC), também chamada de hipocalcina ou teleocalcina, ¢ um
hormdnio glicoproteico originalmente encontrado em peixes teledsteos e pode ser considerado
o primeiro hormonio anti-hipercalcémico dos vertebrados (Wagner, Hampong et al., 1986;
Wagner, Gellersen et al., 1989; Wagner, Dimattia et al., 1992). Nestes peixes ¢ secretada pelo
Corpusculo de Stannius (CS) (Figura 1.2), glandula enddcrina que se localiza na superficie
renal ventral dos peixes, regulando a homeostase calcio/fosfato. A STC possui fungdes
semelhantes a CAL (Wagner, Dimattia et al., 1992) e protege os peixes de um episodio
hipercalcémico potencialmente toxico. E importante salientar o contraste que existe na reserva
de calcio entre as classes de vertebrados. Enquanto que os vertebrados superiores dependem
do reservatério de calcio encontrado nos ossos, os peixes dependem do célcio presente no
ambiente para regular os niveis plasmaticos desse ion (Wagner, Dimattia et al., 1992). Desde
o inicio da vida os riscos causados pelas flutuagdes nas concentragcdes de calcio ambientais
sdo frequentes para os peixes. Animais viviparos tém seu desenvolvimento embrionario
dentro do corpo materno que, por sua vez, possui as concentragdes do ion célcio em uma faixa
homeostatica restrita. Entretanto, desde a fase embriondria os peixes tém que controlar a

captagdo de calcio do meio externo, pois nos diferentes ambientes as concentragdes do ion



calcio apresentam variagdes que podem chegar a 1000 vezes. Este hormonio restabelece a
normocalcemia por meio de trés efeitos regulatdrios principais: inibindo a absorc¢do de célcio
através do epitélio intestinal e a captacdo de calcio ambiental pelas branquias e estimulando a
reabsorcao renal de fosfato, que tem a funcdo de quelar o excesso de Caﬂ(Wagner, Hampong
et al., 1986; Lu, Wagner et al., 1994; Varghese, Wong ef al., 1998; Yeung, Law et al., 2012).
A causa primaria de estimulacdo da secre¢do da STC pelo CS é o aumento do célcio
extracelular, acima dos niveis fisiologicos. Além do aumento de secrecdo hormonal ainda ha o
aumento dos niveis de mRNA da STC (Wagner e Jaworski, 1994; Yeung, Law ef al., 2012).
Os peixes possuem receptores sensiveis ao calcio que desencadeiam os sinais para a resposta
fisiologica as flutuagdes nas concentragdes desse ion(Radman, Mccudden et al., 2002).
Estudos recentes propdem que as STCs também teriam um papel regulador sobre a

concentracao de outros ions além do Ca +2, comooNa eo CI'(Yeung, Law et al., 2012).

chromaffin tissue
corpuscles of
stannius

Adaptado de www.vet.ohio-state.edu

Figura 1.2 : A esquerda o Professor H. Stannius que descobriu a glandula Corpusculo de Stannius (CS) em 1839.

A direita uma representacio da localizagdo do CS em peixes (Serlachius, 2004).



Recentemente, em nosso laboratdrio, estudos realizados juntamente com o laboratdrio
do Dr. Adelino Canario (Universidade do Algarve) demonstraram que a STC A de peixe
aumenta a incorporagio de '*C-glutamina em glicose no rim do peixe teledsteo Dicentrarchus
labrax. Entretanto, a STC B de peixe diminuiu significativamente a formagio de '*C-glicose a
partir de '*C-lactato nos rins dessa mesma espécie (trabalho submetido).

Nos mamiferos nao se conhece nenhuma estrutura que possa ser comparada ao CS,
assim, acreditava-se que a presenca ¢ a fung¢do da STC tivessem se perdido durante a
evolugdo. Porém, existem exemplos, entre as diversas classes de vertebrados, que demonstram
que nem sempre os hormodnios sdo secretados por glandulas enddcrinas especificas. Um
estudo imunocitoquimico, utilizando anticorpos de STC de salmao, encontrou no rim humano
proteinas semelhantes & STC (Wagner, Guiraudon et al., 1995). Como nos peixes o CS ¢
originado embriologicamente dos néfrons, o tecido renal foi o ponto de partida para a busca
de genes ortdlogos a STC em humanos (Wagner, Guiraudon et al., 1995; Varghese, Wong et
al., 1998). No mesmo ano foram clonados o cDNA de STC com alta homologia com o
horménio dos peixes (Chang, Janosi et al., 1995; Olsen, Cepeda et al., 1996) e, enquanto que
nos peixes essa proteina era sintetizada em um 6rgdo especifico, em tecidos humanos diversos
estudos constataram que a STC estava amplamente expressa, sendo o mRNA desse peptideo
expresso nos ovarios, nos rins, no pulmao, no figado, na prostata, no coragdo, na tiredide e no
musculo (Chang, Janosi ef al., 1995; Chang, Dunham et al., 1996; Radman, Mccudden et al.,
2002). Entretanto, o nivel de STC nestes 6rgdos ¢ cerca de 100 vezes menor do que no CS.
Em peixes, ainda ¢ desconhecida uma ac¢do paracrina das STCs porém elas sdo expressas em
testiculos, rins e ovarios (Serlachius, 2004).

A comprovacdo da existéncia do cDNA de STC em diferentes tecidos de
camundongos (Chang, Dunham et al, 1996) demonstrou que a STC teria um papel

paracrino/autocrino ao contrario daquela fungdo endocrina classica encontrada nos peixes.



Baseado no padrao de expressdo da STC humana sugere-se que ela atue como um mediador
local. Algumas fun¢des dos peixes sdo mantidas, como por exemplo, o papel sobre o
metabolismo mineral com as fungdes de transporte i6nico nos rins € no intestino. Além disso,
quando o horménio humano ¢ administrado em peixes ha manutencao da funcionalidade
indicando que os dominios dos receptores sdo bem conservados evolutivamente (Chang e
Reddel, 1998; De Niu, Olsen ef al., 1998; Varghese, Wong et al., 1998).

Em peixes, estudos para identificar a expressao da proteina da STC em outros tecidos
foram realizados por diversos pesquisadores. A surpresa foi que eles encontraram essa
proteina em diversos tecidos como: branquias, gonadas, coracdo, musculo e intestino. Esse
interessante achado sugere que além da fun¢do j4 bem estabelecida de controle dos niveis de
calcio, a STC tenha em peixes, também, func¢des locais nesses tecidos, como provavelmente,
ocorre com a STC humana, pois em situacdes fisioldgicas essa proteina estd presente no
plasma de mamiferos apenas durante a gravidez (Varghese, Wong et al., 1998; Deol,
Varghese et al., 2000; Yeung, Law et al., 2012).

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

Na maioria dos peixes e em todos os mamiferos, a STC1 (posteriormente houve a
descoberta de um homodlogo das proteinas tanto de peixe quanto de mamiferos que se
denominou STC2) ¢ uma proteina glicosilada homodimérica com aproximadamente 50 kD.
Ela ¢ sintetizada como um pré-pré-hormonio, em que a sequéncia madura tem em média 250
aminoacidos (Wagner, Dimattia et al., 1992; Olsen, Cepeda et al., 1996; Varghese, Wong et

al., 1998; Chang, Jellinek et al., 2003).



Dois anos ap6s a clonagem do cDNA da STC humana, diferentes grupos encontraram a partir
de pesquisas “in silico”,utilizando o programa BLASTn do NCBI (National Center for
Biotechnology Information), uma proteina que chamaram primeiramente de proteina
relacionada a STC. Posteriormente, a STC de peixes e a primeira STC humana clonada foram
denominadas de STC1 e a segunda proteina homologa as duas primeiras foi chamada de
STC2. Uma analise da expressdo da proteina da STC2 em diversos tecidos de humanos e
camundongos mostrou o mesmo padrdo de expressdo variado da STC 1 (Chang e Reddel,
1998; Dimattia, Varghese ef al., 1998; Luo, Pisarska et al., 2005). Apesar da STC2 mostrar
apenas 30% de identidade na sequéncia de aminoacidos da STC1 humana, os limites introns e
éxons, os residuos de cisteina e os sitios de glicosilagdo das moléculas permaneceram
conservados entre essas duas proteinas. Estudos sobre a estrutura gendmica e a filogenia
dessas proteinas mostram que elas podem ser derivadas de um gene ancestral comum. Em
2005, Luo e colaboradores também clonaram a STC2 de peixes (Luo, Pisarska et al., 2005). O
RNAm da STC2 de peixes e de mamiferos, assim como a STCI, também ¢é expresso em
diversos tecidos de peixes (Dimattia, Varghese et al., 1998). Em mamiferos, tecidos como o
pancreas, o baco, os rins ¢ o musculo esquelético possuem uma marcante expressdo do
RNAm da STC2. Em situagdes fisioldgicas,ainda ndo existem evidéncias de que essa proteina

seja encontrada no plasma, tanto de peixes quanto de mamiferos.

Fungoes Bioldgicas das STC1 e STC2 em mamiferos

Os primeiros estudos que investigaram a funcionalidade dos horménios STC1 e STC2
em mamiferos utilizaram ratos transgénicos que super expressavam ou eram knockout
(animais que perdem a funcdo de determinado gene) para os genes das STCs. Todos os

animais que super expressavam os genes das STCs tinham seu crescimento e
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desenvolvimento muscular e dsseo prejudicados. Os animais knockout para STC1 ndo
mostram alteragdes no fendtipo e aqueles que niao expressavam a proteina STC2 mantinham
os efeitos inibitorios do crescimento vistos na super expressdo dessa molécula(Filvaroff,
Guillet ef al., 2002; Varghese, Gagliardi et al., 2002; Chang, Cha et al., 2005; Gagliardi, Kuo
et al., 2005; Chang, Hook ef al., 2008).

Além de efeitos sobre o crescimento e o desenvolvimento dos organismos ainda
existem evidéncias da importancia das STC1 na regulagdo da homeostase do célcio e do
fosfato em mamiferos (Olsen, Cepeda ef al., 1996; Zhang, Lindsberg et al., 2000). Zhang e
colaboradores (2000) constataram que a STC1 aumenta a captacdo celular de fosfato
inorganico. Os autores também demonstraram que a STC1 diminuiu o dano neuronal causado
pelo influxo de calcio que medeia a toxicidade durante um processo isquémico em ratos. A
idéia de uma relacdo funcional entre a STC1 e a regulagdo intracelular de célcio ¢ fortalecida
pela agdo inibitdéria desse hormonio na movimentagao transmembrana deste ion via canais de
calcio do tipo lento nos cardiomidcitos (Yeung, Law ef al, 2012). Estudos com animais
mostraram o envolvimento da STC1 com a homeostase hidrica nos rins(Turner, Sazonova et
al., 2010; Turner, Xiang et al., 2011).

Além disso, Law e colaboradores confirmaram o papel da STC1 no controle dos
fluidos extracelulares quando relacionaram a liberacdo do hormoénio arginina vasopressina
com o aumento expressdo de STC1 em ratos e camundongos (Law, Wong et al., 2012).

Todos esses dados sugerem o papel importante da STC 1 na homeostase do célcio e no
equilibrio osmotico em mamiferos. Em contraste, pouco se sabe acerca do papel da STC2 no
controle do calcio e do fosfato. Alguns autores postulam que talvez os dois hormonios tenham

fungdes bioldgicas complementares (Ishibashi, Miyamoto et al., 1998).
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A STC1 possui ainda fungdes sobre implantagdo e desenvolvimento do embrido, além
de participar da producao de hormodnios esteroides nas células tecais de ovarios de
camundongos (Varghese, Wong et al., 1998).

Apesar de muitas funcdes, principalmente do hormoénio STC1, ja terem sido relatadas,
atualmente os topicos de maior estudo tém sido o envolvimento desses hormoénios nos
processos inflamatorios e carcinogénicos (Ishibashi e Imai, 2002; Chang, Jellinek et al.,
2003).

Em um trabalho de revisdao, Chang e colaboradores (2003) mostraram que os niveis de
expressdao da STC1 e STC2 estdo elevados na maioria dos tipos de cancer humano. Esses dois
hormoénios também tém sido relacionados aos processos de angiogénese, de proliferacao
celular e de apoptose. Fatores como o VEGF estimulam a expressdo da STC1. A STC2 foi
relacionada com o aumento de invasdo endotelial em tumores (Yeung, Law ef al., 2012).
Essas funcdes sobre o crescimento relacionadas as STCs humanas podem ter ligagcdo com os
efeitos tanto pr6é quanto anti-apoptético dessas proteinas. Estudos demonstraram que a STC1
possui ambos os efeitos(Zhang, Lindsberg et al., 2000; Wu, Yoshiko et al., 2006). Essa
variacao dos resultados ndo ¢ exclusiva da STCI, outro exemplo similar importante ¢ o fator
de transcricdo NFKB que dependendo do estresse que a célula ¢ submetida varia entre efeitos

pré ou anti apoptoticos (Ito, Walker et al., 2004).

Evidéncias do papel das STCs sobre o metabolismo intermediario em mamiferos

Poucos trabalhos na literatura consultada demonstram o papel da STC1 e da STC2 no
controle do metabolismo intermediario. Camundongos transgénicos que super expressavam

STC1 no musculo esquelético apresentaram mudangas metabolicas importantes. Esses
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animais apresentaram hiperfagia, perda de peso e maior consumo de oxigénio. Além disso,
houve um aumento na rapidez de depuracdo da glicose(Filvaroff, Guillet et al., 2002). A
STCI ¢ responsavel também por um aumento no tamanho das mitocondrias sem prejudicar a
integridade dessas organelas(Amemiya, Marra et al., 2002; Filvaroff, Guillet et al., 2002;
Mccudden, James et al., 2002; Ellard, Mccudden et al., 2007). McCudden e colaboradores
(2002) investigaram a ligacdo da STC1 ao receptor em membranas de hepatodcitos e de células
renais. Eles demonstraram a ligagdo do horménio STC1 na membrana plasmatica e na
membrana mitocondrial de hepatdcitos, sendo que 90% do hormoénio foram localizados na
matriz mitocondrial destas células. Esses achados sustentam a importancia deste polipeptideo
no controle do metabolismo mitocondrial, sendo que ¢ a primeira vez que receptores de
hormdnios peptidicos sdo verificados na membrana dessa organela celular. Na literatura,
diversos trabalhos sugerem evidéncias da existéncia de proteinas na superficie celular que tém
afinidade pela STC 1 e funcionam como receptores para este hormonio. Nao ¢ bem
compreendido ainda, se a STC 1 quando secretada liga-se a receptores na membrana
plasmatica e dispara cascatas de sinalizac¢do intracelulares ou se ela sofre endocitose e passa
entdo a atuar dentro da célula. A possibilidade de que ambas alternativas possam ocorrer nao
¢ descartada. Outra hipdtese seria a presenca de diferentes receptores que possuam afinidade a
STC 1 e cada receptor estaria ligado as diferentes respostas fisiolégicas do hormdnio em
acordo com sua multifuncionalidade. Apesar de todas as evidéncias, até¢ hoje, nenhum
trabalho demonstrou experimentalmente qual ¢ ou quais sdo os receptor (es) de STC 1. Em
2002, McCudden e colaboradores observaram, in situ, ligacdo de alta afinidade de STC1-AP
(ligada a fosfatase alcalina) na superficie celular de tecidos como rim e figado. Os autores
purificaram mitocondrias desses dois tecidos e constataram que nesta organela também
ocorria uma ligacdo de alta afinidade de STCI-AP, mais especificamente na membrana

interna da mitocondria e verificaram que a essa ligacdo estimulava o metabolismo
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mitocondrial e a transferéncia de elétrons. Ellard e colaboradores (2007) demonstraram que a
ligacdo STC 1 aos receptores mitocondrias pode ser desfeita pela adi¢do de ATP.A exposicao
de fracdes mitocondriais de hepatocitos e de células musculares a STC1 aumentou o consumo
de oxigénio e a concentracdo de calcio mitocondrial e diminuiu a razdo ADP:O, que indica
uma produc¢do menos eficiente de ATP. Além disso, a STC1 aumentou a respiragdo celular de
hepatocitos e de células musculares (Ellard, Mccudden et al., 2007). O aumento no consumo
de oxigénio, em conjunto com uma redugdo dos niveis de ATP, mostra o papel da STCI1 na
fosforilagao oxidativa (Mccudden, James et al., 2002; Ellard, Mccudden et al., 2007). Esses
trabalhos contribuem para a melhor compreensao acerca do papel metabolico da STCI.

Serlachius e Andersson (2004) observaram aumento na expressdo da STC1 em
adipocitos durante seu estagio final de maturacdo. Os autores relacionaram a presenca da
SCTI com a resisténcia dessas células a apoptose e eles sugerem que a STC1 esteja envolvida
com a homeostase do tecido adiposo.

Dados referentes a uma possivel agdo da STC2 sobre o metabolismo intermediario de
mamiferos ainda sdo escassos. O pancreas ¢ o maior sitio produtor de STC2 em mamiferos.
Moore e colaboradores (1999), utilizando a técnica de imuno-histoquimica, demonstraram
que a STC2 se expressa no pancreas e sugeriram que a localizagdo da STC2 nas células alfa
pancredaticas estaria relacionada ao possivel papel desse hormoénio sobre o metabolismo da
glicose em mamiferos.(Moore, Kuestner et al., 1999)

Resultados preliminares em nosso laboratorio demonstram que a STCI1 reduziu a
capacidade de incorporagdo de '*C-glutamina em glicose no tubulo proximal renal (segmento
1, 2 e 3) de rato. Esse hormonio também diminuiu a atividade da enzima fosfoenolpiruvato
carboxicinase (PEPCK) no tubulo proximal renal de rato. Em contraste, a STC 1 aumentou
significativamente os niveis d¢ RNAm da PEPCK nesse o6rgdo. Esses resultados sugerem o

envolvimento da STC 1 na regulacdo da homeostase da glicose em ratos.
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2. OBJETIVO GERAL

O objetivo desse estudo foi de investigar o efeito de diferentes doses dos hormonios
STC1 e STC2 (humanas) sobre o metabolismo da glicose em Rattus norvegicus com o

proposito de demonstrar o efeito metabolico desses hormonios.

Objetivos Especificos

Determinar no figado e no musculo gastrocnémio de Rattus norvegicus os efeitos de

diferentes doses das STC1 e STC2 (humanas) sobre a:

a) Captagao de 2-desoxi-glicose;

b) Oxidagdo de '*C glicose;

c) Atividade da enzima piruvato cinase;
d) Sintese de *C glicogénio;

e) Sintese de '*C lipidios totais;

f) Razdo ADP/ATP celular.
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3. MATERIAL E METODOS

Animais

Foram utilizados um total de 36 ratos machos (Rattus norvegicus), pesando
aproximadamente 300 = 50 g provenientes do CREAL (Centro de Reproducdo e
Experimentacdo de Animais em Laboratério) do Instituto de Ciéncias Basicas da Saude
(ICBS) da Universidade Federal do Rio Grande do Sul (UFRGS).

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

Os procedimentos experimentais aos quais os animais foram submetidos obedeceram
as normas estabelecidas pelo Colégio Brasileiro de Experimentacdo Animal (COBEA) e o

projeto foi aprovado pelo Comité de Etica e Pesquisa da UFRGS (n° 19531).

Procedimentos Experimentais

Os animais foram mortos por decapitagdo em guilhotina no inicio da manha. O
musculo gastrocnémio e o figado foram retirados rapidamente e fatiados em uma placa de
Petri sobre gelo em tampao Krebs-Ringer Bicarbonato (KRB) gelado (118 mM de NacCl, 4,8

mM KCI, 1,3 mM CaCl,, 1,2 mM KH,;POg4, 1,2 mM MgSO, e 24,8 mM NaHCOs), pH 7.,4.
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Para os experimentos, os tecidos branco e vermelho do musculo gastrocnémico foram
misturados em quantidades semelhantes. Os tecidos, provenientes de um mesmo animal, eram
divididos para o grupo controle e para as diferentes doses de STC1 e STC2 (Recombinant
Human STC land STC 2, HEK 293 cell line, RayBiotech Inc. USA) que variaram de 0,01;
0,1; 10 e 100 ng/mL conforme o protocolo executado.

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

segundos para a substituicdo da fase gasosa.

Captacao de 1-[14C]2-deso6xi-D-Glicose (2-DG)

Os tecidos (aproximadamente 200 mg de musculo ou de figado)foram colocados em
tubos contendo 500uL de KRB 1% BSA pH 7.4, acrescidos de 0,15uCi de 1-['*C] 2-desoxi-
D-glucose (39mCi / mmol-Amersham) por tubo e diferentes concentragdes (0,01; 0,1; 10 e
100 ng/mL) das STCs 1 ou 2. A seguir foi feita a substitui¢do da fase gasosa por carbogénio
(02:C0O2, 95:5%, v/v). Os tubos foram incubados em banho metabdlico do tipo Dubnoff a
37°C por 1 hora. Ao final do tempo de incubacao, os tubos foram imediatamente imersos em
recipiente com gelo para interromper a reagdo de captagdo de 2-DG. Os tecidos foram
removidos do meio de incubagdo, lavados em KRB gelado pH 7.4, secos em papel filtro e
colocados em frascos com tampa de rosca contendo 1mL de 4gua destilada. Apos, os frascos
foram congelados e fervidos por trés vezes alternadamente, para romper as células e liberar o
contetido intracelular. O contetido liberado foi considerado o meio interno € o meio de
incubacdo, o externo (Machado, Wassermann et al., 1991). Para a contagem da radioatividade

amostras de 100uL de meio interno ou externo foram colocadas em 2,5 mL de liquido de
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cintilagdo [Tolueno -Triton X100 (2:1) — PPO (04%) e POPOP (0,01%)]. A radioatividade foi

medida em espectrometro de cintilacdo liquida LKB-Wallac.

Os resultados de captagdo de glicose foram expressos como relagdo entre a
radioatividade do meio interno (glicose captada pelos tecidos) dividida pela radioatividade do
meio externo (meio de incubagdo) (T/M = dpm/mL meio interno dividido dpm/mL meio

externo).

Oxidacao de Glicose

Aproximadamente 200 mg de tecido (musculo ou figado)foram colocados em frascos
com tampa de borracha contendol mL de KRB 1% BSA pH 7,4,acrescido de 0,15uCi de'*Ci
de [U-"*C]-glicose (55 mCi/mmol GE-Healthcare) ¢ SmM glicose na presenca das STCs 1 ou
2 nas doses de 0,01; 0,1; 10 e 100 ng/mL. As tampas de borracha foram acopladas a vidros
em formato de “J”” com um poco onde foi colocado papel 3MM para a captagdo do '*CO2
resultante da oxidacdo da '*C-glicose. Os tecidos foram aerados com carbogénio (02:CO2,
95:5% v/v) por 30 segundos e as tampas, posteriormente, fechadas e vedadas com Parafilm.
Os tecidos foram incubados durante 120 minutos, a 37°C sob agitacdo constante em banho
metabolico. A reagdo de oxidagdo foi interrompida injetando-se nos pogos 0,25 mL de NaOH
2 M e 0,25 mL de TCA 50% no meio de incubacao, através da tampa de borracha. Os tubos
foram deixados a temperatura ambiente por 24 horas para a captagio do *CO, formado
(Torres, Gamaro et al., 2001). Apos este periodo, foram retirados os vidros em formato de “J”
e colocados em frascos de contagem com 10 ml do liquido de cintilagdo[Tolueno - Triton

X100 (2:1) — PPO (0,4%) e POPOP (0,01%)] e levados a um contador LKB-Wallac, para
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determinar a formagdo do '*CO2. Os resultados foram expressos em nmoles de '*C glicose

incorporados em '*CO, por mg de tecido por hora.

Sintese de Glicogénio

Aproximadamente 200 mg de tecido (musculo ou figado) foram incubados em frascos
contendo 500uL de KRB 1% BSA pH 7,4, acrescido de 0,15 p'*Ci de [U—14C]—glicose (55
mCi/mmol GE-Healthcare) e 5 mM de glicose na presenca das isoformas de STCs 1 ou 2
(0,01; 0,1 e 10 ng/ml). A seguir foi feita a substitui¢do da fase gasosa por carbogénio
(02:C0O2, 95:5%, v/v) e apds os tubos foram incubados em banho metabdlico (Dubnoff) por
120 minutos a 37°C sob agitacdo constante. Apos o tempo de incubagdo as reagdes
metabolicas foram interrompidas em banho de gelo e os tecidos foram lavados em KRB
gelado, secos em papel de filtro, colocados em tubos de 2mL contendo 200ul de KOH 0,5 M
e incubados a 80°C durante 1 hora. Depois dessa incubagao foi separada uma aliquota para a
determinagdo de proteinas e ao volume restante foi adicionado HCI IN + TCA 30% para
desproteinizar as amostras. Os tubos foram centrifugados por 10 minutos a 10.000 x g e o
sobrenadante utilizado para a determinagdo do '‘C-glicogénio. Amostras (40 pl) foram
pipetadas em papel Whatmam 3MM e esses papéis foram submersos por 30 minutos em
alcool etilico 66%. O etanol foi trocado e os papéis deixados por mais 15 minutos nessa
incubacdo (Thomas, Schlender ef al., 1968). Depois de secos os papéis foram colocados em
frascos de contagem contendo 8 ml de liquido de cintilagdo [Tolueno - Triton X100 (2:1) —
PPO (0,4%) e POPOP (0,01%)] para a determina¢do do 14C—glicogénio em espectrometro de
cintilagdo liquida LKB-Wallac. Os resultados foram expressos em pg de e glicose

incorporados em glicogénio por mg de tecido por tempo de incubagao.

19



Sintese de Lipidios Totais

Aproximadamente 300 mg de tecido (musculo ou figado)foram incubados em banho
metabolico pH 7,4 (Dubnoff) a 37°C por 1 hora, sob agitagdo constante em 1 mL de KRB
1% BSA contendo 0,15 pCi de [U—MC]—glicose (55 mCi/mmol GE-Healthcare) e SmM de
glicose em presenca das isoformas de STCs 1 ou 2 (0,01; 0,1 e 10 ng/ml). Apds o tempo de
incubacdo as reagdes metabdlicas foram interrompidas em banho de gelo. Os tecidos foram
lavados em KRB gelado, secos em papel de filtro e homogeneizados em uma solugdo de
cloroférmio:metanol (2:1; v/v). Os '*C-lipidios foram extraidos segundo método descrito
por Folch et al. (1957). Apds a evaporagio do cloroférmio os '*C-lipidios foram
dissolvidos em 5mL de Tolueno- PPO 0,4%e a radioatividade contada em espectrometro
de cintilagio liquida LKB-Wallac. Os resultados foram expressos como milimoles de '*C-
glicose incorporados em'*C-lipidos totais.g'1 de tecido.h™ de incubagio.(Folch, Lees ef al.,

1957)

Determinacao da Atividade da Enzima Piruvato Cinase (PK) (EC 2.7.1.40)

As fatias de musculo e figado (aproximadamente 300 mg) foram colocadas em tubos
com solucdo fisioldgica na presenga isoformas de STCs (0,01 e 0,1 ng/ml) apds uma
incuba¢do em banho metabolico do tipo Dubnoff a 37°C por 1 hora. Ap6s o tempo de
incubag¢do os tubos foram imediatamente colocados em gelo e os tecidos foram, entdo,
homogeneizados (Homogeneizador Teflon tipo Potter—Elvehjem) em 20 volumes de tampao

sacarose (0,32 M de sacarose, 10 mM Tris-HCl, 1 mM EDTA e 1 mM PMSF). O
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homogeneizado foi centrifugado a 10.000 x g durante 15 minutos a 4 °C. O sobrenadante foi
coletado e utilizado para a determinacdo da concentragao de proteinas e da atividade
especifica da PK. As amostras (10ul) foram incubadas por 30 minutos em um meio contendo
tampao Tris -HCI 0,1 M, pH 7.5, 10 mM MgCl,, 0,16 mM NADH, 75 mM KCI, 5.0 mM
ADP, 1 unidade de L-lactato desidrogenase (LDH), 0,1% (v/v) Triton X-100. A reacdo ¢
iniciada com a adi¢ao de 1 mM fosfoenolpiruvato (PEP) e a leitura do consumo do NADH ¢
feita a cada 30 segundos por 2 minutos em espectrofotometro a 340 nm. Todos os ensaios
foram feitos em duplicata a 25°C. Os resultados foram representados em micromoles de

NADH consumidos por minuto por mg de tecido (Feksa, Cornelio et al., 2003).

Determinacao ADP/ATP

As fatias de musculo e figado (aproximadamente 100 mg) foram colocadas em tubos
com KRB 1% BSA na presen¢a das isoformas de STCs 1 ou 2 (0,01 e 0,1 ng/ml) e foram
incubados em banho metabolico do tipo Dubnoff a 37°C por 1 hora. Ap6s o tempo de
incubag¢do os tubos foram imediatamente colocados em gelo e os tecidos foram, entdo,
homogeneizados no Omni Mixer em tampao de lise (NaF 20 mM, gelatina 0,4 g/, TCA 6% e
solugdo fisiologica). As amostras foram centrifugadas a 9.500 rpm durante 3 minutos a 4 °C.
O sobrenadante teve seu pH neutralizado (pH = 7) com uma solu¢do de Na,CO; 2 M. Esse
sobrenadante neutralizado foi utilizado para a determinagdo da razdio ADP/ATP conforme o
Kit comercial Biovision ApoSENSOR ™ ADP/ATP Ratio Assay Kit. A determinagio da

relacdo ADP/ATP foi realizada logo ap6s o experimento.
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Analise Bioquimica

As proteinas foram quantificadas pelo método de Bradford (Bradford, 1976) que
utiliza como padrao uma solugdo de albumina bovina na concentragdo de 1 mg/ml. A medida

doi efetuada em espectrofotdometro a 595 nm e os resultados expressos em mg/ml.

Analise Estatistica

Para o célculo do “n” (nimero minimo de animais), baseado na analise da atividade da
enzima piruvato cinase, no Computer Programs for Epidemiologists (WIN PEPI — versao
9.1), utilizando-se dados de estudo prévio (Kawashita, Brito et al., 2002). Foi estabelecido um
nivel de significancia de 0,05, poder estatistico de 90%, nenhuma perda foi assumida para
esse estudo. Assim, chegou-se a um numero amostral de 12 animais por grupo (3 grupos

(Controle, Staniocalcina humana 1, Staniocalcina humana 2) — 36 animais no total).

Com base nos resultados das analises foram calculadas as médias e os erros padrdes da
média para cada uma das medidas realizadas e para cada um dos grupos estudados. Para a
comparagdo entre os grupos foi aplicado o teste de analise de variancia (ANOVA) de uma via,
complementado com o teste Student-Newman-Keuls (SNK). As diferencas foram
consideradas significativas quando a analise estatistica apresentou P < 0,05 (software Sigma

Stat).
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Protec¢ao ao pesquisador

Durante a execucdo dos objetivos propostos, os pesquisadores envolvidos usaram
luvas de procedimentos cirlirgicos e aventais para sua propria protecdo. Quando foi
necessario, foram utilizados também mascara ¢ 6culos de protecao. Além destes cuidados, a
preparagdo das solugdes ocorreu dentro de capela de exaustdo. O descarte dos residuos nao
toxicos foi feito no sistema de esgoto comum. Os demais residuos foram encaminhados para o
Centro de Gestao e Tratamento de Residuos Quimicos da UFRGS para procedimento correto
de sua eliminacao.

O Laboratorio de Metabolismo e Endocrinologia Comparada (LaMEC), onde foi
realizado o presente estudo, possui autorizacdo para manipulacdo de radiois6topos e o0s
residuos foram descartados segundo as normas da Comissdao Nacional de Energia Nuclear

(CNEN).

Tratamento de residuos

Os residuos de amostras bioldgicas foram congelados a -20°C até o recolhimento.

Luvas e demais materiais que contenham residuos bioldgicos, bem como materiais perfuro

cortantes, foram devidamente separados, embalados, identificados e recolhidos. As carcagas

dos animais foram congeladas e entregues ao biotério para eliminacdo adequada.
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4. RESULTADOS

4.1 Estudo “in vitro” da aciao de diferentes doses de STC1 e de STC2 sobre a

captacgio de 2DG no musculo e no figado de Rattus norvegicus

No figado (Figura 4.1A) e no musculo (Figura 4.1B) os dados demonstram que as STC
1 e 2 ndo alteram significativamente a captacdo de glicose nestes tecidos. As médias de
captagdo de 2DG nas diferentes doses dos hormdnios mostraram valores semelhantes aqueles

do grupo controle.

A
0,5 -
0,45 -
04 - = I I ] I
0,35 -
03 -
§ 0,25 -
0,2 - HSTCL
0,15 4 STC2
0,1 -
0,05 -
0 1 T T T T 1
Controle 0,01 0,1 10 100

[STC] (ng/ml}

Figura 4.1A: Captagdo de 1-['*C]-2-desoxi-D-glicose no figado de Rattus norvegicus em diferentes doses
(0,01ng/mL; 0,1ng/mL; 10ng/mL e 100 ng/mL) de STC1 ou de STC2 (n=4). Resultados expressos na relacio

T/M(tecido/meio). As colunas e barras representam, respectivamente, as médias + erro padrdo da média.
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Figura 4.1B: Captagdo de 1-['*C]-2-desoxi-D-glicose no muisculo de Rattus norvegicus em diferentes doses
(0,01ng/ml; 0,1ng/mL; 10ng/mL ¢ 100 ng/mL) de STC1 ou de STC2 (n=4). Resultados expressos na relacdo

T/M (tecido/meio). As colunas e barras representam, respectivamente, as médias = erro padrao da média.

4.2 Estudo “in vitro” da acao de diferentes doses de STC 1 e de STC 2 sobre
incorporacao do 14C da glicose em 14CO: no figado e no musculo de Rattus

norvegicus

A incubacdo do tecido hepatico em presenga de STC1 (Figura 4.2A) nas
concentragdes de 0,01 ng/ml e 10 ng/mL diminuiu em 48% (p < 0,05) a formacao de “Co,.
Com a concentragdo de 0,1 ng/mL de STC 1 a formacdo de C0, diminuiu em 25% (p >
0,05), enquanto que na maior dose utilizada (100 ng/mL) os valores foram semelhantes

aqueles do grupo controle.
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As doses de 0,01 e 0,1ng/mL de STC 2 nio alteraram significativamente a formagao
de "*CO, no figado. J4 a dose de 10ng/ mL reduziu a formagio de '*CO, no figado em 45% (p
< 0,05) quando comparada aquela do grupo controle.

No musculo (Figura 4.2B) a STC1 nas doses utilizadas nao alterou significativamente
a formagdo de '*CO,. A STC 2 na dose de 10 ng/mL reduziu 47% (p < 0,05) a formacgado de
14C02 no musculo, as outras concentragdes do hormdnio ndo alteraram significativamente a

formacao de 14C02 a partir de glicose

A
=
%
& 045 -
o
= 0,4 -
§ o035 I
(=]
T 0,3
(=]
& 025 - N I * o«
5 mSTCL
£ 0,2 - I
g 015 - STC2
;" 0,1 -
" 0,05 A
=}
;2 0 4 T T T T 1
(=]
£ Controle 0,01 0,1 10 100

[STC] (ng/ml)

Figura 4.2A: Oxidagdo de [U-'*C]- glicose no figado de Rattus norvegicus em presenga de diferentes doses
(0,01ng/mL; 0,1ng/mL; 10ng/mL e 100 ng/mL) de STC1 ou de STC2 (n=6-7). Resultados foram expressos em
nmoles de '“CO, formado por grama de tecido por hora de incubagdo. As colunas e barras representam,
respectivamente, as médias £ erro padrdo da média. * representa diferenca significativa entre as médias em

relacdo ao grupo controle (p < 0,05).
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Figura 4.2B: Oxidagdo de [U-""C] glicose no musculo de Rattus norvegicus em presenca de diferentes doses
(0,01ng/mL; 0,1ng/mL; 10ng/mL e 100 ng/mL) de STC1 ou de STC2 (n=6-7). Resultados foram expressos em
nmoles de '“CO, formado por grama de tecido por hora de incubagdo. As colunas e barras representam,
respectivamente, as médias £+ erro padrdo da média. * representa diferenga significativa entre as médias em

rela¢do ao grupo controle (p < 0,05).

4.3 Estudo “in vitro” da acdo de diferentes doses de STC 1 e de STC 2 sobre a
atividade da enzima piruvato cinase(PK) no figado e no musculo de Rattus

norvegicus

A STCI nas doses utilizadas neste estudo (0,01 ng/mL e 0,1 ng/mL) ndo alterou
significativamente a atividade da enzima PK no figado (Figura 4.3A). Nesse mesmo tecido a
STC2 aumentou cerca de 77% (p < 0,05) a atividade da PK na dose de 0,01 ng/mL. Na dose
de 0,1 ng/mL os valores de atividade da PK aproximam-se daqueles do grupo controle (Figura

43A).
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No musculo a STC 1 nas concentragdes utilizadas neste trabalho (0,01 e 0,1 ng/mL)
diminuiu significativamente (p<0,05) os valores de atividade da enzima PK (Figura 4.3B).
Entretanto, a isoforma STC2 aumentou cerca de 44% (p<0,05) a atividade da PK muscular na

dose de 0,01 ng/mL e de 49% (p<0,05) na dose de 0,1 ng/mL (Figura 4.3B).
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Figura 4.3A: Efeito de diferentes doses (0,0lng/mL e 0,Ing/mL) de STC 1 e de STC 2 sobre a atividade da
enzima piruvato cinase no figado de Rattus norvegicus (n=4-5). Resultados expressos em micromoles de NADH
consumidos por minuto por mg de proteina. As colunas e barras representam, respectivamente, as médias + erro

padrdo da média. * representa diferenca significativa entre as médias em relagdo ao grupo controle (p < 0,05).
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Figura 4.3B: Efeito de diferentes doses (0,01ng/mL e 0,Ing/mL) de STC 1 e de STC 2 sobre a atividade da
enzima piruvato cinase no musculo de Rattus norvegicus (n=4-5). Resultados expressos em micromoles de
NADH consumidos por minuto por mg de proteina. As colunas e barras representam, respectivamente, as médias

+ erro padriao da média. * representa diferenga significativa entre as médias em relagcdo ao grupo controle (p <

0,05).

4.4 Estudo “in vitro” da acao de diferentes doses de STC 1 e de STC 2 sobre
incorporacao do'4C da glicose em 14C glicogénio no figado e no musculo de Rattus

norvegicus

No tecido hepatico (Figura 4.4A), nenhuma das duas isoformas de STC modificou
significativamente a capacidade de sintese de glicogénio a partir de '*C glicose.

No musculo (Figura 4.4B) as duas isoformas de STCs nas concentragdes de
0,01ng/mL; 0,1 ng/mL e 10 ng/ml aumentaram (p<0,05) a incorporacio do '*C da glicose em

C glicogénio. No tecido muscular, o aumento maximo de 3,4 vezes (p<0,05) na
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incorporagdo de "*C glicose em '*C glicogénio foi em presenca de 0,01 ng/mL e 10 ng/mL de
STCI. J& com STC 2 o aumento maximos de 3,7 vezes (p < 0,05) foi com a dose de

0,01ng/mL.
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Figura 4.4A: Efeito de diferentes doses (0,01ng/mL; 0,Ing/mL; 10ng/mL) de STC 1 e de STC 2 sobre a
incorporagdo de [U-"*C]glicose em "C glicogénio no figado de Rattus norvegicus (n=6). Resultados expressos
em micrograma de "“C glicose incorporada em "“C glicogénio por mg de proteina por hora de incubagdo. As

colunas e barras representam, respectivamente, as médias + erro padrdo da média.
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Figura 4.4B: Efeito de diferentes doses (0,0lng/mL; 0,1ng/mL; 10ng/mL) de STC 1 e de STC 2 sobre a
incorporagdo de [U-"*C]glicose em "“C glicogénio no musculo de Rattus norvegicus (n=6). Resultados expressos
em micrograma de '*C glicose incorporada em '*C glicogénio por mg de proteina por hora de incubagdo. As
colunas ¢ barras representam, respectivamente, as médias + erro padrdo da média. * representa diferenga

significativa entre as médias em relag@o ao grupo controle (p < 0,05).

4.5 Estudo “in vitro” da acdo de diferentes doses de STC 1 e de STC 2 sobre a
incorporacao de 14C glicose em 14C lipidios totais no figado e no musculo de Rattus

norvegicus

A STC1 estimulou (p<0,05) a incorporagio de "*C glicose em 1¢C lipidios totais nos
dois tecidos estudados. No figado (Figura 4.5A) a STC 1 nas concentra¢des de 0,1 ng/mL e de
10 ng/mL aumentou cerca de duas vezes (p<0,05) a capacidade de sintese de ¢ lipidios

totais.
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No musculo as concentragdes de STC 1 de 0,01 ng/mL e de 0,1 ng/mL aumentaram
marcadamente, 140% e 210%, respectivamente, a capacidade de sintese de '*C-lipidios totais
a partir de '*C glicose (Figura 4.5B). Contudo, na dose de 10ng/ml os valores de incorporacao
da 14C—glicose em '*C-lipidios no miisculo sdo semelhantes aqueles do grupo controle (Figura
4.5B).

As diferentes doses de STC2 utilizadas neste estudo ndo alteragdo significativamente a

incorporagio da '*C glicose em C-lipidios totais no figado (Figura 4.5A) e no musculo

(Figura 4.5B) de ratos.
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Figura 4.5A:Efeito de diferentes doses (0,01ng/mL; 0,Ing/mL; 10ng/mL) de STC 1 e de STC 2 sobre a
incorporagdo de [U-"*C]glicose em '“C lipidios totais no figado de Rattus norvegicus (n=4-5). Resultados
expressos em milimoles de "*C-glicose incorporados em "*C-lipidios por grama de tecido por hora de incubagio.
As colunas e barras representam, respectivamente, as médias + erro padrdo da média. * representa diferenca

significativa entre as médias em relag@o ao grupo controle (p < 0,05).
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Figura 4.5B: Efeito de diferentes doses (0,01ng/mL; 0,1ng/mL; 10ng/mL) de STC 1 e de STC 2 sobre a
incorporacdo de [U-14C]g1icose em “C lipidios totais no musculo de Ratfus norvegicus (n=4-5). Resultados
expressos em milimoles de "*C-glicose incorporados em "*C-lipidios por grama de tecido por hora de incubagio.
As colunas e barras representam, respectivamente, as médias + erro padrao da média. * representa diferenca

significativa entre as médias em relag@o ao grupo controle (p < 0,05).

4.6 Efeito de diferentes doses de STC 1 e de STC 2 sobre a relacio ADP/ATP no

figado e no musculo de Rattus norvegicus

No figado (Figura 4.6A) a dose de 0,01 ng/mL de STC 1 ou STC 2 aumentou a relagdo
ADP/ATP. A STCI aumentou em 64% (p < 0,05) a relacgdo ADP/ATP na dose de 0,01
ng/mL, enquanto que a relagdo ADP/ATP permaneceu igual aquela do controle com a dose de
0,1 ng/mL. J4 o aumento da relacdo ADP/ATP em presenca de STC2 foi dose dependente; a
maior dose (0,1 ng/mL) aumentou cerca 2,0 vezes esta relagcdo (Figura 4.6A).

No musculo (Figura 4.6B) as doses dos hormdnios STC1 e STC2 utilizadas neste

estudo ndo alteraram significativamente a relagio ADP/ATP.
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Figura 4.6A: Efeito de diferentes doses (0,01ng/mL e 0,1ng/mL) de STC 1 e de STC 2 sobre a relagio ADP/ATP

no figado de Rattus norvegicus (n=2-4). As colunas ¢ barras representam, respectivamente, as médias + erro

padrdo da média. * representa diferenga significativa entre as médias em relagdo ao grupo controle (p < 0,05).
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Figura 4.6B: Efeito de diferentes doses (0,01ng/mL; 0,1ng/mL) de STC 1 e de STC 2 sobre a relagio ADP/ATP

no musculo de Rattus norvegicus (n=3-4). As colunas e barras representam, respectivamente, as médias + erro

padrdo da média.
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5. DISCUSSAO

Nos ultimos anos diversos estudos sobre agdes da STC 1 tém enriquecido o
conhecimento sobre o papel fisioldgico e bioquimico deste hormdénio em mamiferos (Yoshito
e Aubi, 2004). Entretanto, a funcdo da STC 2 em mamiferos permanece, ainda, pouco
conhecida.

Devido a semelhanca na sequéncia de aminoacidos entre as moléculas de STC 1 e 2, ¢
tentador acreditar que haja uma sobreposi¢do entre as fungdes das duas moléculas. Existem,
no entanto, entre as STCs diferencas na estrutura, na expressdo e na ligacdo ao receptor
putativo que, provavelmente, concedam a essas duas moléculas especificidade e diferencas
funcionais (Chang & Reddel, 1998, Vargheseet al, 1998; McCudden et al., 2002; Chang et al,
2003).

A STC2, um homoélogo da STC-1, foi descrita inicialmente em mamiferos e mais
recentemente foi identificada no peixe-zebra. Em mamiferos, a STC2 também estd envolvida
nos processos de reproducao (na implantacdo e decidualizacdo do embrido) (Xiao, Yuan et
al., 2006), de crescimento e de metabolismo (Varghese, Gagliardi et al., 2002; Xiao, Yuan ef
al., 2006). Estudos realizados em camundongos demonstraram que a STC2, em oposicao a
STCI1, aumenta a sua expressdo na fase adulta. Na linhagem transgénica de ratos que
superexpressavam a STC2, foi verificado que a expressdo constitutiva da mesma resulta em
retardo de crescimento e de desenvolvimento (notavelmente na formacao da sutura cranial),
podendo ser letal entre 26 e 34% dos neonatos. Esses camundongos também sdo hiperfagicos,
embora, a hiperfagia ndo esteja associada a obesidade. Contudo, os niveis plasmaticos de
calcio e fosfato ndo sdo afetados pela superexpressdo da STC2 em camundongos transgénicos.
Assim, parece que a STC2 atuaria mais como um inibidor do crescimento, promovendo a

reducdo do desenvolvimento intramembranoso e endocondral d6sseo ¢ da musculatura
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esquelética (Gagliardi et al., 2005).

Em 2002, McCudden e colaboradores utilizaram a proteina STC 1 fusionada a
fosfatase alcalina (STC1-AP) demonstraram a existéncia de receptores para este hormdnio em
diferentes tecidos. Os autores constataram, in situ, ligagdo de alta afinidade de STC1-AP na
superficie celular do figado. Embora os niveis d¢ RNAm de STC 1 sejam relativamente
baixos no musculo esquelético foi observado apos a injecdo de STC-1 humana marcada com
radioativo um acumulo deste hormonio neste tecido, indicando a presenga de sitios de ligacao
ao hormonio (De Niu et al, 2000).

O presente estudo demonstrou pela primeira vez que as STC 1 e 2, além das fungdes
citadas, teriam também a fun¢do de hormdnios reguladores do metabolismo da glicose no
musculo e no figado de ratos. Os resultados mostram que, conforme o tecido estudado, as
acdes metabdlicas desses hormonios podem ser antagénicas. Devido a auséncia na literatura
consultada de estudos pontuais sobre os efeitos metabolicos das STC 1 e 2 sobre o
metabolismo intermedidrio, a discussdo deste trabalho apresenta poucas referéncias
comparativas.

Apesar das células musculares e hepaticas utilizarem diferentes proteinas
transportadoras para a glicose, as STC 1 e 2, nas concentragdes utilizadas neste estudo, nao
alteraram a capacidade de transportar glicose através das membranas destas células. Contudo,
esses hormonios agiram marcadamente sobre as vias metabodlicas de utilizagdo intracelular da
glicose no musculo e no figado de ratos.

No figado, a STC 1 e 2 reduziram a capacidade de oxidagdo da *C-glicose. Entretanto,
no musculo somente a STC 2, em dose elevada (10ng/mL), possui efeito sobre a capacidade
de oxidacdo da glicose. Estes achados sugerem que estes hormonios possuem um controle
sobre o ciclo de Krebs, regulando a geragdo de energia e a distribui¢do de substratos para vias

de sintese, como por exemplo, lipidios e glicose. Recentemente, foi verificado que a STC 1
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reduz marcadamente a capacidade de incorporagdo de C-glutamina em “C-glicose e a

atividade da PEPCK no tubulo renal proximal de ratos (dados submetidos a publicacao).

Com o objetivo de investigar se a redug¢do na capacidade de oxidacdo da glicose, no
tecido hepatico e no muscular, seria devido a reducdo na atividade da via glicolitica, foi
investigado o efeito das STC le 2 sobre a atividade da enzima PK hepatica e muscular. A
STC 1 ndo interfere na atividade da enzima PK hepética. Entretanto, no figado, a STC 1
aumenta a sintese de lipidios a partir da 14C—glicose. Esta acdo estimulatoria da STC 1 sobre a
sintese de lipidios no figado sugere que a reducdo na capacidade de oxidacdo de glicose por
acdo do horménio seria explicada, em parte, pelo desvio da "*C- glicose para a sintese de

lipidios totais.

O aumento da atividade da PK hepatica sobre a acdo da STC 2 seria uma resposta ao
aumento da relacdo ADP/ATP constatada neste tecido. Estes achados sugerem que a reducao
na oxidacdo da glicose no figado teria diminuido a formagdo de ATP pela cadeia respiratoria

e, assim, levado ao aumento compensatdrio da atividade da PK.

No presente trabalho o aumento da relagdo ADP/ATP no tecido hepatico, pode ser
explicado pela lipogénese, pela redu¢ao da oxidagdo da glicose e como sugerido por Ellard e
colaboradores, pelo efeito desacoplador da STC 1 na cadeia respiratoria. O efeito
desacoplador da STC 1 na cadeia respiratéria foi proposto por Ellard e colaboradores (2007),
em estudo com preparacdes de mitocondrias do tecido hepatico e muscular de ratos. Os
autores demonstraram a existéncia de receptores mitocondriais para o horménio STC 1 na
membrana interna desta organela. Estes autores mostraram que a STC 1 aumenta a atividade
da cadeia respiratoria. Entretanto, a relagdo ADP:O foi reduzida em presenga de STC 1 em
mitocondrias de figado e de musculo (Ellard et al., 2007). Assim, a STC 1 teria um efeito

desacoplador na cadeia respiratéria, reduzindo a produgdo de ATP; este efeito da STC 1
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também foi constatado em células intactas (Ellard et al., 2007). Embora, o mecanismo pelo
qual a STC 1 exerceria sua funcdo desacopladora ainda nio seja conhecido, foi constatado que
este hormonio também aumenta a captacao de calcio que teria um efeito aditivo na fungao
desacopladora deste hormonio (Ellard et al., 2007); o aumento do efluxo de calcio seria via
trocador Ca*"/H" na membrana interna da mitocondria (Gunter e Gunter, 1994). Estudo prévio
sugere que o ciclo de célcio pela mitocondria aumenta o vazamento de protons (Brookes,
2005). Entretanto, estudos futuros determinado o efeito da STC 1 sobre os controles da
atividade de enzimas do ciclo de Krebs e da fisiologia cadeia respiratoria, assim como, sobre a
sintese de lipidios no figado serdo esclarecedores para o entendimento da acao deste hormonio

sobre o metabolismo intermediario no hepatdcito.

Neste estudo pedacgos de tecido do musculo gastrocnémio branco e vermelho foram
utilizados nas incubagdes com o hormonio, assim, nestas preparagdes havia a presenca de
adipodcitos intramusculares. Estudos com adipocitos isolados demonstram a presenca de
RNAm de STC 1 e de receptores para a STC 1 na membrana do adipdcito e na membrana da
gota de gordura (formada pelas perilipinas) (Paciga, Hirvi et al., 2005). Os autores sugerem
que as STCs teriam um papel regulador sobre o metabolismo de lipidios (Paciga et al., 2005).
No presente estudo o marcante aumento na sintese de lipidios constatado no musculo
gastrocnémio a partir de '*C-glicose em presenca da STC 1, provavelmente, esteja ocorrendo
nos adipdcitos intramusculares. Entretanto, ndo podemos descartar a possibilidade da STC 1
também aumentar a reserva de triacilglicerol nas fibras musculares. Esta reserva de
triacilglicerol ¢ localizada em regides adjacentes a mitocondria muscular, sugerindo uma
funcdo como substratos prontamente disponiveis durante o exercicio fisico (Van Loon e

Goodpaster, 2006).

O aumento da sintese de '*C-glicogénio a partir de '*C-glicose em presenca de
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diferentes concentragdes de STC 1, contribuiu para a redugdo da atividade da PK muscular.
Porém, a alteracdo nao contribuiu para a redu¢do na formagdo de 1C0o, a partir de Hc-
glicose. O desvio da glicose-6-fosfato para a sintese de glicogénio reduz no fluxo da glicose
pela via glicolitica, Contudo, estudos mais aprofundados sobre o efeito da STC 1 no fluxo de
carbono no musculo esquelético serdo necessarios para comprovar essas hipoteses. No figado,
o hormoénio nas concentragdes utilizadas neste trabalho ndo alterou a sintese de glicogénio,

mostrando a diferenca de resposta tecidual a acao da STC 1.

A STC 2 parece possuir uma acdo importante sobre a via glicolitica muscular, pois
aumenta marcadamente a atividade da PK. As doses que foram efetivas no aumento da
atividade da PK, ndo alteraram a oxidagdo da glicose neste tecido. A STC 2 aumenta também
a sintese de glicogénio no tecido muscular esquelético, desta forma, o aumento da atividade
da PK neste tecido seria compensatorio pelo aumento da sintese de glicogénio a partir de Hc-
glicose. Estes resultados sugerem um papel regulador da STC 2 sobre a entrada do substrato
no ciclo de Krebs e, assim, mantém a reclacio ADP/ATP estavel no tecido muscular.
Entretanto, estudos complementares sobre a atividade da via glicolitica e o ciclo de Krebs
serdo necessarios para esclarecer o papel da STC 2 sobre a geracdo de energia no tecido

muscular.
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6.CONCLUSAO

Os resultados obtidos no presente estudo demonstram que os horménios STC 1 e 2
participam do controle do metabolismo intermedidrio em mamiferos. Estes hormonios
regulam o metabolismo da glicose agindo sobre vias de sintese e de geracdo de energia,
aumentando a relagdo ADP/ATP no tecido hepatico, mas mantendo esta relagdo em valores
semelhantes aqueles do grupo controle no musculo. O presente trabalho sugere que as STC 1
e 2 atuam sobre receptores distintos no musculo e no figado, pois apresentam agdes
antagonicas sobre determinadas vias, exemplo, controle da atividade da enzima PK no
musculo. Outro achado importante deste estudo foi que as agdes da STC 1 e 2 sobre
metabolismo da glicose ocorrem com baixas concentracdes no meio de incubagdo, quando
comparadas aquelas utilizadas em outros trabalhos encontrados na literatura.

Neste estudo, quando doses mais elevadas foram utilizadas os valores dos parametros
analisados eram semelhantes aqueles constatados nos grupos controles. Em mamiferos as
STC 1 e 2 apresentam uma agao paracrina, o que explicaria a efetividade de doses baixas para
as agoes metabolicas destes hormonios.

Esta constatagdo sugere que, concentragdes muito elevadas de STC 1 ou 2 podem
regular para baixo a capacidade de liga¢ao ou a afinidade do horménio ao receptor.

Nas figuras abaixo estdo representados esquematicamente os resultados obtidos neste

trabalho.
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Acao dos hormonios peptidicos STC1 e STC2 no metabolismo da glicose do tecido

hepatico de Rattus norvegicus

Célula Hepatica
Glicose-1-fosfato
Glicose Glicose l
Glicose-6-fosfato Glicose uridina difosfato
l | 2
Frutose-6-fosfato
l Glicogénio
6 STC1l+
STC2+ Frutose-1,6-bifosfato Gi
itosol
ADP _—
ATP Gliceraldeido-3-fosfato
. . Acido-
1,3-bifosfato glicerato Acetil-coA =3 Malonil-CoA e Palmitato
’I’ Oxaloacetato ,L
Fosfoenolpiruvato
v 3 STC1 Glicerol-3-fosfato _y, Triacilglicerol
Piruvato STC2 + Citrato STC1+ 5
l ST
e 3 !
Piruvato—> Oxaloacetato Mitocéhdria
‘L ) Citrato R
Acetil-coA
ATP
STC1-
\_ A €02 4 sTC2- Y,

Adaptado de (Smith, Marks et al., 2007; Salway, 2009)

Figura 6.1: Acdo dos hormoénios peptidicos STC1 e STC2 no metabolismo da glicose do tecido hepatico de
Rattus norvegicus. 1- captagdo de 2DG; 2- Sintese de 14C glicogénio; 3- Atividade da enzima piruvato cinase; 4-
Formagdo de 14CO2 a partir de "*C glicose; 5- Sintese de "*C lipidios; 6- Relagio ADP:ATP celular.

") sem influéncia das STCs; Vermelho: papel estimulatorio das STCs; Azul: papel inibitério das STCs.
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Ac¢ao dos hormonios peptidicos STC1 e STC2 no metabolismo da glicose do tecido

muscular de Rattus norvegicus

Célula Muscular
Glicose-1-fosfato
Glicose Glicose l
Glicose-6-fosfato Glicose uridina difosfato
l l 5 STC1+
Frutose-6-fosfato STC2+
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6
Frutose-1,6-bifosfato .
’ Citosol
ADP @ l
ATP Gliceraldeido-3-fosfato
. . Acido-
1,3-bifosfato glicerato Acetil-coA —>Malonil-CoA . Palmitato
Oxaloacetato ,l,
Fosfoenolpiruvato
v 3 — ~ Glicerol-3-fosfato _>Tnac:!ghcerol
Piruvato <12 + STC1+ 5
l CTCD
r h !
Piruvato—> Oxaloacetato Mitocoéndria
l ) citrato
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STC1-
\_ A €Oz 4 STC2-

Adaptado de (Smith, Marks et al., 2007; Salway, 2009)

Figura 6.2: A¢do dos hormonios peptidicos STC1 e STC2 no metabolismo da glicose do tecido muscular de
Rattus norvegicus. 1- captagdo de 2DG; 2- Sintese de 14C glicogénio; 3- Atividade da enzima piruvato cinase; 4-
Formagdo de '*CO, a partir de '*C glicose; 5- Sintese de '*C lipidios; 6- Razio do ADP:ATP celular.

") sem influéneia das STCs; Vermelho: papel estimulatorio das STCs; Azul: papel inibitério das STCs.
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