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RESUMO 
 

O tecido adiposo (TA) é considerado um órgão endócrino que participa do 

mecanismo homeostático térmico, da regulação do peso corporal e da regulação do 

metabolismo dos carboidratos e de lipídios. O tecido adiposo marrom (TAM) oxida 

glicose e ácidos graxos (AG) para produzir calor na termorregulação, aumentando o 

gasto energético corporal, especialmente quando é estimulado em situações 

estressantes como o frio e jejum. O tecido adiposo branco (TAB) é especializado no 

armazenamento de energia na forma de triacilgliceróis (TAG) e secreta importantes 

adipocinas, como leptina e adiponectina, que influenciam processos como 

comportamento alimentar e sensibilidade e secreção de insulina. Além da regulação 

neuronal e metabólica, inúmeros hormônios e fatores parácrinos e autócrinos regulam 

o desenvolvimento, a manutenção e a função do TA. As stanniocalcinas (STCs) são 

hormônios glicoproteicos que foram descobertos em peixes e inicialmente 

relacionados ao metabolismo do cálcio. A família das STCs consiste de duas 

proteínas, STC-1 e STC-2, que são expressas em vários tecidos de mamíferos, como 

pâncreas, baço, rins, músculo esquelético e TA. A STC-1 contribui para a 

sobrevivência de células adiposas maduras, que perderam sua capacidade de 

renovação, sugerindo seu envolvimento com a homeostase do TAB. Em ratos Wistar 

machos alimentados, a STC-1 humana (hSTC-1) foi capaz de aumentar a lipogênese 

no TAB retroperitoneal, no entanto, diminuiu a incorporação de 14C da glicose em 

lipídios totais no TAM. A STC-2 é expressa em diversos tipos de câncer e é 

considerada um hormônio sinalizador da progressão da doença, bem como, um fator 

anorexígeno. Desta forma o objetivo deste trabalho foi estudar o papel dos hormônios 

hSTC-1 e hSTC-2 sobre o metabolismo intermediário do TAM interescapular e TAB 

epididimal de ratos adultos, alimentados e em jejum de 48h. Métodos: Ratos Wistar 



machos adultos (n = 120), foram randomicamente divididos em dois grupos: 1) 

animais alimentados, que receberam água e dieta padrão comercial para roedores ad 

libitum; 2) animais jejuados por 48 horas, que receberam água ad libitum e foram 

alojados individualmente. Os animais foram decapitados, o sangue troncular foi 

coletado, assim como os TAB e TAM foram excisados e utilizados nos experimentos 

in vitro. TAB e TAM do grupo controle foram incubados sem stanniocalcina (STC) 

com Krebs-Ringer-Bicarbonato pH 7,4 (KRB). O TAB foi incubado na presença de 

hSTC-1 e de hSTC-2 nas concentrações de 0,386 pM, 3,86 pM e 38,6 pM, diluídas 

em KRB. Para o TAM foi utilizada a concentração de 3,86 pM para hSTC-1 e hSTC-

2, igualmente diluídas em KRB. Foram avaliadas a captação de 2- desoxi-glicose (2-

DG), a oxidação de 14C-glicose e a incorporação de 14C-glicose e 14C-glicerol em 

glicerol e ácido graxo em TAB e TAM. No TAM foram estimadas as expressões 

gênica das STCs 1 e 2, assim como a concentração de glicogênio e de lactato 

teciduais e a atividade da enzima hexocinase (HK). A análise estatística foi realizada 

conforme a natureza dos dados, obedecendo aos testes de normalidade e  

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

Animais da UFRGS sob o número de 27534. Resultados e Discussão: TAB - as 

STCs alteram a captação de glicose no TAB epididimal, tanto no estado alimentado 

como no jejum de 48h. Entretanto, as STCs não aumentaram a formação de 

glicerídeo-glicerol ou a síntese de novo de AG a partir de 14C-glicose no TAB de ratos 

em jejum. Além disso, em ratos alimentados, a hSTC-2 aumentou significativamente 

a captação de glicose pelo TAB, mas diminuiu a formação de glicerídeo-glicerol. A 

hSTC-2 também diminui a fosforilação direta de glicerol no TAB de ratos 

alimentados, mas não afetou a síntese de novo de AG a partir de 14C-glicerol. Assim, 

a hSTC-2 parece bloquear o efeito lipogênico no TAB. As STCs não alteraram a 



oxidação de 14C-glicose no TAB epididimal de ratos alimentados ou em jejum. 

Entretanto, no TAB retroperitoneal de ratos alimentados, a hSTC-1 aumentou em 

85% a produção de 14CO2 a partir de 14C-glicose. Desta forma, as ações das STCs são 

distintas e tecido-especificas. TAM - Nosso estudo mostrou pela primeira vez a 

expressão da Stc-1 e Stc-2 em ratos alimentados e jejuados. A expressão da Stc-2 é 

marcadamente maior nos ratos em jejum do que nos alimentados. Assim, a hSTC-1, 

estimulando a captação de glicose no TAM de ratos alimentados, exerce uma função 

de hormônio hipoglicemiante. O aumento da captação de glicose no TAM induzida 

pela hSTC-1 no estado alimentado não foi acompanhado pela ativação da oxidação de 

glicose, da síntese de glicerol-3-P, da lipogênese de novo a partir de 14C-glicose ou do 

aumento da concentração de glicogênio. A hSTC-2 não aumenta a captação da glicose 

ou altera a atividade das vias envolvidas na síntese de glicerol-3-P ou a lipogênese de 

novo a partir de 14C-glicose ou de 14C-glicerol no TAM de ratos alimentados. Além 

disso, nem a hSTC-1 ou a hSTC-2 alteraram a atividade da HK. Todavia, a hSTC-2 

diminuiu de forma significativa a concentração de glicogênio no TAM de ratos 

alimentados, mantendo sem alterações os níveis de lactato no tecido e a capacidade de 

oxidação da glicose neste órgão. A diminuição do glicogênio pela hSTC-2 pode levar 

a uma ação deletéria neste órgão, como diminuição na capacidade termogênica, na 

esterificação de AG entre outras funções deste tecido. Conclusão: as STCs 

apresentaram um papel importante na captação de glicose e nos estoques de 

glicogênio do TAB e TAM de ratos alimentados e jejuados. Estes achados evidenciam 

o papel das STCs sobre a regulação do metabolismo intermediário em mamíferos e 

podem ser hormônios promissores no desenvolvimento de novos hipoglicemiantes. 

	
  

 



ABSTRACT 

Adipose tissue (AT) is considered an endocrine organ that participates in the 

homeostatic thermal mechanism, the regulation of body weight and the regulation of 

the metabolism of carbohydrates and lipids. Brown adipose tissue (BAT) oxidizes 

glucose and fatty acids (FA) to produce heat in thermoregulation, increasing body 

energy expenditure, especially when it is stimulated in stressful situations such as cold 

and fasting. White adipose tissue (WAT) is specialized in storage of energy in the 

form of triacylglycerols (TG) and secretes important adipokines, such as leptin and 

adiponectin, which influence processes including eating behavior and insulin 

sensitivity and secretion. In addition to neuronal and metabolic regulation, 

innumerable hormones, as well as paracrine and autocrine factors, regulate the 

development, maintenance and function of AT. Stanniocalcins (STCs) are 

glycoprotein hormones that have been discovered in fish and are initially related to 

calcium metabolism. The STC family consists of two proteins, STC-1 and STC-2, 

which are expressed in various mammalian tissues such as pancreas, spleen, kidneys, 

skeletal muscle and AT. STC-1 contributes to the survival of mature adipose cells, 

which have lost their capacity for renewal, suggesting their involvement with WAT 

homeostasis. In male Wistar rats, human STC-1 (hSTC-1) was able to increase 

lipogenesis in the retroperitoneal WAT. However, it decreased the incorporation of 

14C from glucose into total lipids in the BAT. STC-2 is expressed in several types of 

cancer and is considered a hormone that signals the progression of the disease, as well 

as an anorectic factor. Thus, the objective of this work was to study the effect of 

hSTC-1 and hSTC-2 hormones on the intermediate metabolism of interscapular BAT 

and epididymal WAT of fed and 48h-fasted adult rats. Methods: Adult male Wistar 

rats (n = 120) were randomly divided into two groups: 1) fed animals, which received 



water and commercial standard diet for rodents ad libitum; 2) animals fasted for 48 

hours, given water ad libitum and housed individually. The animals were decapitated, 

trunk blood was collected, and WAT and BAT were excised and used in the in vitro 

experiments. WAT and BAT from the control group were incubated without 

stanniocalcin (STC) with Krebs-Ringer-Bicarbonate, pH 7.4 (KRB). WAT was 

incubated in the presence of hSTC-1 and hSTC-2 at the concentrations of 0.386 pM, 

3.86 pM and 38.6 pM, diluted in KRB. For BAT, the concentration of 3.86 pM was 

used for hSTC-1 and hSTC-2, equally diluted in KRB. The uptake of 2-deoxyglucose 

(2-DG), the oxidation of 14C-glucose, as well as the incorporation of 14C-glucose and 

14C-glycerol into glycerol and fatty acid were evaluated in WAT and BAT. In BAT, 

the gene expression of STCs 1 and 2, the concentration of tissue glycogen and lactate, 

as well as the activity of hexokinase (HK) were estimated. Statistical analysis was 

performed according to the tests of normality and homoscedasticity. The present 

study was approved by the Ethics Committee on the Use of Animals at UFRGS under 

the number of 27534. Results and Discussion: WAT - STCs alter the glucose uptake 

in the epididymal WAT, both in fed state and in 48h fasting. However, STCs did not 

increase glyceride-glycerol formation or de novo synthesis of FA from 14C-glucose in 

the WAT of fasted rats. In addition, in fed rats, hSTC-2 significantly increased 

glucose uptake by the WAT, but decreased glyceride-glycerol formation. hSTC-2 also 

decreased the direct phosphorylation of glycerol in the WAT of fed rats, but did not 

affect the de novo synthesis of FA from 14C-glycerol. Thus, hSTC-2 appears to block 

the lipogenic effect in WAT. STCs did not alter 14C-glucose oxidation in the 

epididymal WAT of fed or fasted rats. However, in the retroperitoneal WAT of fed 

rats, hSTC-1 increased the production of 14CO2 from 14C-glucose by 85%. Thus, the 

actions of STCs are distinct and tissue-specific. BAT - Our study showed, for the first 



time, the expression of Stc-1 and Stc-2 in fed and fasted rats. Expression of Stc-2 is 

markedly greater in fasted than in fed rats. Thus, hSTC-1, stimulating the uptake of 

glucose in the BAT of fed rats, works as a hypoglycemic hormone. The increase in 

glucose uptake in BAT, induced by hSTC-1 in the fed state, was not accompanied by 

the activation of glucose oxidation, glycerol-3-P synthesis, de novo lipogenesis from 

14C-glucose or by increased concentration of glycogen. hSTC-2 does not increase 

glucose uptake or alter the activity of the pathways involved in glycerol-3-P synthesis 

or de novo lipogenesis from 14C-glucose or 14C-glycerol in the BAT of fed rats. In 

addition, neither hSTC-1 nor hSTC-2 altered HK activity. However, hSTC-2 

significantly decreased the glycogen concentration in the TAM of fed rats, 

maintaining unchanged lactate levels in the tissue and the glucose oxidation capacity 

in this organ. The decrease of glycogen by hSTC-2 may lead to a deleterious action in 

this organ, such as a decrease in thermogenic capacity and in the esterification of FA, 

among other functions of this tissue. Conclusion: STCs played an important role in 

the uptake of glucose and glycogen stores in the WAT and BAT of fed and fasted rats. 

These findings highlight the role of STCs in the regulation of intermediary 

metabolism in mammals, and may be promising hormones in the development of new 

hypoglycemic agents. 
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1. INTRODUÇÃO 

 

1.1. O tecido adiposo 

O armazenamento de energia na forma de lipídios é um mecanismo altamente 

conservado ao longo da evolução, ocorrendo tanto em invertebrados quanto em 

vertebrados (ZWICK et al., 2018). Em mamíferos, os lipídios são armazenados no 

tecido adiposo (TA) que participa da manutenção da homeostasia térmica, da regulação 

do peso corporal e da regulação do metabolismo da glicose e de lipídios. O tipo de 

célula predominante no TA é o adipócito, também chamado de célula adiposa ou célula 

de gordura (LUO & LIU, 2016). O TA é altamente heterogêneo em relação à 

localização e função. Três tipos de TA são encontrados em mamíferos: tecido adiposo 

branco (TAB), tecido adiposo bege (TABG) e tecido adiposo marrom (TAM) (WU et 

al., 2013; PROENÇA et al., 2014; ZHANG et al., 2018). 

 

1.2. O tecido adiposo branco 

O TAB é amplamente distribuído em mamíferos, podendo estar em volta, ou 

mesmo infiltrado em órgãos e estruturas internas. É composto por adipócitos, pré-

adipócitos (células precursoras de adipócitos), células endoteliais vasculares, 

pericitos, células do estroma vascular, fibroblastos, leucócitos e macrófagos (BASU et 

al., 2011; TCHKONIA et al., 2013). 

Em mamíferos, os depósitos de TAB são anatomicamente classificados como 

TAB subcutâneo e TAB visceral (ZWICK et al., 2018). O TAB subcutâneo é 

principalmente representado pelos depósitos abaixo da pele nas regiões abdominal, 

gluteal e femoral sendo relacionado clinicamente por conferir alguns efeitos benéficos 
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sobre o metabolismo. O TAB visceral se refere ao tecido depositado próximo ou 

mesmo no interior das vísceras da cavidade abdominal, bem exemplificado pelas 

gorduras mesentérica, retroperitoneal, pericárdica e gonadal. Os depósitos adiposos 

perigonadais, como o epididimal são os maiores encontrados em roedores (CHUSYD 

et al., 2016). São comumente associados aos distúrbios metabólicos, como diabetes e 

doenças cardiovasculares (ZWICK et al., 2018; ZHANG et al., 2018). O fluxo 

sanguíneo no TAB é relativamente baixo em comparação aos outros tecidos, sendo 

ligeiramente maior no TAB visceral do que no TAB subcutâneo (TCHKONIA et al., 

2013). Mecanismos celulares autônomos ditam diferenças específicas de depósito na 

fisiologia dos adipócitos, e todos os depósitos expressam assinaturas gênicas 

específicas (ROSEN & SPIEGELMAN, 2014). Nos adipócitos viscerais, o efeito 

lipolítico das catecolaminas é mais intenso comparado ao efeito nos adipócitos 

subcutâneos, devido à presença de maior quantidade de receptoresβ1 e β2 

adrenérgicos na superfície celular (FONSECA-ALANIZ et al., 2006). 

Além da visão clássica da função dos adipócitos brancos como reserva 

energética e como isolante térmico, o TAB despertou o interesse de pesquisadores do 

mundo inteiro devido à notável capacidade de produzir e de secretar substâncias 

bioativas como a leptina, a adiponectina, a interleucina-6 (IL-6) e as demais 

adipocinas (PROENÇA et al., 2014). Atualmente, este tecido é considerado um órgão 

endócrino dinâmico que participa da homeostase energética, regula o comportamento 

alimentar, altera a sensibilidade celular à insulina e à resposta inflamatória (WU et al., 

2013). 

O adipócito branco armazena triacilglicerol (TAG) em uma única e grande gota 

lipídica unilocular, recoberta por uma monocamada de fosfolipídios e de proteínas 
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associadas – as perilipinas (FONSECA-ALANIZ et al., 2006; KIMMEL et al., 2016). A 

quantidade de TAG armazenado no TAB é dependente do balanço entre as velocidades 

de síntese (lipogênese) e de degradação (lipólise). Em períodos de gasto energético, 

como durante o jejum ou o exercício físico, a lipólise é estimulada. Em contraste, após a 

ingestão alimentar, no período pós-prandial, a lipogênese no TAB é estimulada 

(FONSECA-ALANIZ et al., 2006).  

Sob condições como jejum e exercício físico, os TAB visceral e subcutâneo 

sofrem lipólise e liberam ácidos graxos livres e glicerol na corrente sanguínea, para 

serem usados pelos tecidos periféricos na produção de energia. O controle da lipólise 

no TAB envolve a interação de diversos fatores, sendo que a mobilização dos 

estoques de TAGs é regulada por hormônios e requer a ativação das enzimas 

lipolíticas (RODRIGUEZ et al., 2015). 

A lipólise ocorre durante o período de baixa circulação de insulina e sob 

estimulação hormonal das catecolaminas, através de β-adrenoceptores lipolíticos (β1, 

β2 e β3) e peptídeos natriuréticos (RODRIGUEZ et al., 2015). As catecolaminas são 

as ativadoras primárias da mobilização de ácidos graxos (AG) do TAB induzidas pelo 

jejum e outros tipos de estresse (PROENÇA et al., 2014). A noradrenalina, ligando-se 

aos receptores β-adrenérgicos, os quais são acoplados às proteínas G na membrana 

plasmática dos adipócitos, transmite o sinal estimulador à enzima adenilato ciclase, a 

qual catalisa a conversão do trifosfato de adenosina (ATP) em monofosfato cíclico de 

adenosina (AMPc) (ZECHNER et al., 2009). O AMPc gerado se liga à proteína cinase 

dependente de AMPc (PKA), ativando-a pela dissociação das subunidades 

regulatórias e catalíticas. Uma vez estimulada, a PKA juntamente com outras cinases 

dependentes de serina fosforilam a lipase de triacilglicerol do adipócito (ATGL) e a 

lipase hormônio sensível (LHS), induzindo sua ativação e, subsequentemente, a 



	
  
	
  

19	
  

translocação de ambas as enzimas do citosol para a gota de gordura, desencadeando a 

hidrólise dos TAGs estocados. A ATGL inicia a lipólise removendo especificamente 

o primeiro ácido graxo do TAG, então o diacilglicerol resultante é hidrolisado pela 

LHS (WATT et al., 2010; NIELSEN et al., 2014). O TAB secreta quantidades 

significativas de glicerol durante a lipólise. O glicerol livre não é utilizado pelo TAB 

em quantidades significativas, nem para a lipogênese nem como substrato energético, 

tampouco é reciclado em proporções significativas para glicerol-3-fosfato 

(ROTONDO et al., 2017). O principal transportador de glicerol do TAB, a aquaporina 

7, limita acentuadamente o processo, facilitando sua rápida excreção, evitando assim, 

a significativa reciclagem intracelular. A AQP7 é um canal de glicerol nos adipócitos 

que previne o aumento agudo da pressão osmótica intracelular quando a produção de 

glicerol aumenta rapidamente durante a lipólise (HIBUSE et al., 2006). Entretanto, a 

enzima glicerocinase (GK) que está presente com baixa atividade no TAB, tende a 

aumentar em obesos e sob dietas ricas em lipídios (ROTONDO et al., 2017). 

As perilipinas, proteínas que recobrem a superfície da gota lipídica nos 

adipócitos brancos, têm a função de proteção contra a hidrólise. Entre os vários tipos 

de perilipinas já identificadas, a perilipina 1 é a proteína mais abundante na superfície 

das gotículas lipídicas. Estas proteínas, quando fosforiladas pela PKA durante o 

estímulo lipolítico, sofrem modificação conformacional permitindo assim o acesso da 

ATGL e da LHS à gota de gordura (DUNCAN et al., 2007; TCHKONIA et al., 2013).  

O excesso de energia é eficientemente depositado na forma de triacilgliceróis 

neutros no TAB pela via lipogênica (LUO & LIU, 2016). Durante o processo de 

lipogênese, o adipócito necessita de uma fonte de glicerol-3-P e de ácidos graxos 

livres complexados com coenzima A (CoA), constituindo o composto acil-CoA para a 

formação dos triacilgliceróis. O glicerol livre circulante resulta da lipólise, derivado 
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da dieta ou reabsorvido nos túbulos renais proximais (RODRIGUEZ et al., 2015). O 

glicerol intracelular é obtido como glicerol-3-fostato pela via glicolítica, 

gliceroneogênese e pela fosforilação do glicerol pela enzima GK. A produção de 

glicerol-3-P requer a captação de glicose, o que envolve proteínas transportadoras 

específicas, glucose transporters family (GLUTs) como os GLUT-1 e GLUT-4. A 

insulina estimula a captação da glicose via GLUT-4. Além disso, o ritmo de 

metabolização da hexose é acelerado pela insulina, gerando mais glicerol-3-P 

(PROENÇA et al., 2014; FONSECA-ALANIZ et al., 2006). A obtenção de glicerol-3-

P pela via gliceroneogênica, consiste na formação de glicerol-3-P a partir de 

compostos não glicídicos, como aminoácidos, lactato e piruvato, envolvendo a 

carboxilação do piruvato a oxaloacetato, descarboxilação do oxaloacetato a 

fosfoenolpiruvato e a formação de glicerol-3-P por uma reversão parcial da via 

glicolítica (PROENÇA et al., 2014). 

Os AGs que formam os TAGs podem ter diferentes origens: 1) sintetizados de 

novo a partir da glicose ou de outros compostos produtores de acetil-CoA (como 

alguns aminoácidos); 2) esterificados pelo tecido, podendo ser provenientes da 

hidrólise dos TAGs endógenos ou captados dos quilomícrons circulantes provenientes 

da absorção intestinal; 3) oriundos das lipoproteínas de densidade muito baixa 

(VLDL), secretadas pelo fígado (HOLM, 2003).  

Parte do fluxo de metabólitos da via glicolítica segue em direção à formação de 

piruvato que, transportado para o interior da mitocôndria é convertido em acetil-CoA 

pela ação da piruvato desidrogenase (PDH). A acetil-CoA é conjugada ao 

oxaloacetato, pela ação da citrato sintase, gerando citrato. Parte do citrato é 

transportado de volta ao citoplasma, onde sofre a ação da enzima ATP-citrato liase, 
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regenerando acetil-CoA, a qual é carboxilada pela enzima acetil-CoA carboxilase, 

produzindo malonil-CoA. Este último produto entra na complexa via de síntese de 

ácidos graxos, catalisada pela enzima ácido graxo sintase, culminando na formação de 

acil-CoA, o qual pode esterificar o glicerol-3-P, completando a biossíntese de TAG. 

Nesse contexto, finalmente, TAG lipídio pode ser incorporado à gotícula 

citoplasmática de gordura (FONSECA-ALANIZ et al., 2006). 

Além da captação de glicose, os adipócitos captam ácidos graxos livres. A 

insulina ativa a lipase lipoproteica no endotélio do tecido adiposo (PETERSEN & 

SHULMAN et al., 2018). Vários transportadores de AGs são expressos na membrana, 

como a translocase de ácidos graxos (CD36/FAT), a proteína de ligação de ácidos 

graxos da membrana plasmática (FABP pm), as caveolinas 1 e 2, a proteína 

transportadora de ácidos graxos (FATP1 e 4) e a sintetase acil-CoA de cadeia longa. A 

captação de ácidos graxos pelos adipócitos ocorre tanto por processos mediados por 

difusão, quanto por meio de proteínas dependentes de ATP (DUBIKOVSKAYA et al., 

2014; THOMPSON et al., 2010; SCHWENK et al., 2010; LOBO et al, 2007). CD36 é 

um dos principais transportadores de membrana de ácidos graxos. Estas proteínas 

transportam AGs da membrana celular para o local de ação da enzima acil-CoA sintase, 

onde os AGs são esterificados com CoA para formar acil-CoA e finalmente serem 

esterificados com glicerol-3-P no retículo endoplasmático (RE) (PROENÇA et al., 

2014). 

A lipogênese de novo é uma via integrante da lipogênese no metabolismo do TAB 

de ratos. Ela utiliza substratos não lipídicos, como a glicose, para a síntese de glicerol-3-

P e piruvato que levam a síntese de TAG nos adipócitos. A glicose é transportada para 

dentro do adipócito pelo GLUT-4 dependente de insulina. O piruvato é utilizado na 

formação de acetil-CoA que é carboxilada pela enzima acetil-CoA carboxilase em 
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malonil CoA. A ácido graxo sintase, enzima chave da lipogênese de novo, converte a 

malonil-CoA em palmitato, que é o primeiro produto de ácido graxo. Finalmente, o 

palmitato sofre as reações de alongamento e dessaturação para gerar ácidos graxos 

complexos, incluindo o ácido esteárico, o ácido palmitoleico e o ácido oleico que são 

subsequentemente esterificados com glicerol-3-P para formar TAG (PROENÇA et al., 

2014; SONG et al., 2018). 

Os adipócitos estão sujeitos a vários tipos de regulação, incluindo neuronal, 

endócrina e metabólica. O sistema nervoso autônomo tem conexões neurais simpáticas e 

parassimpáticas com os depósitos de gordura, controlando o metabolismo e liberação 

hormonal do TAB (CARMEAN et al., 2014). A inervação simpática no TAB modula 

tanto a produção de hormônios (por exemplo, a expressão da leptina) quanto a lipólise 

durante o jejum. Já, a inervação parassimpática aumenta consideravelmente a 

sensibilidade à insulina (FLIERS et al., 2003). Embora a insulina seja o regulador 

endócrino clássico do metabolismo lipídico no tecido adiposo, outros importantes 

hormônios endócrinos também controlam a fisiologia do tecido adiposo (Tabela 1). 

Muitos desses hormônios produzidos pelo TAB atuam em órgãos distantes, 

especialmente no SNC, afetando o comportamento alimentar, o balanço energético e a 

sensibilidade hormonal (FLIERS et al., 2003). A leptina é produzida pelos adipócitos e 

é fundamental para a homeostase energética e controle do peso corporal. Tanto a leptina 

quanto a insulina podem atuar em neurônios hipotalâmicos, controlando a homeostase 

energética (DODD et al., 2015). A insulina participa do processo de adipogênese e 

lipogênese e é o hormônio antilipolítico mais importante (HOLM, 2003; TCHKONIA et 

al., 2013). A insulina aumenta a captação de glicose nos adipócitos através do estímulo 

de síntese e da translocação do transportador de glicose GLUT-4 (transportador de 

glicose/hexose de difusão facilitada independentes do sódio) do citosol para a 
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membrana. Além disso, ativa enzimas lipogênicas e glicolíticas (como a hexocinase II – 

HK II), mediante modificação covalente, estimulando a lipogênese. A glicose captada 

pelos adipócitos é convertida em intermediários, os quais são utilizados para produção 

de TAG (RUI, 2017). O glucagon é um hormônio contrarregulador da insulina, ele tem 

efeitos hipolipemiantes e saciantes. No TAB, etimula a atividade da LHS, resultando em 

um aumento da concentração de ácidos graxos livres e glicerol na circulação 

(HABEGGER et al., 2010).  

 

Tabela 1. Receptores hormonais no TAB (FONSECA-ALANIZ et al., 2006). 

 

Tecido Adiposo e Regulação Metabólica
Fonseca-Alaniz et al.

222 Arq Bras Endocrinol Metab vol 50 nº 2 Abril  2006

As principais ações metabólicas do TAB podem
ser divididas em atividades lipogênicas e atividades
lipolíticas. Entende-se sobre atividade lipogênica todos
os processos metabólicos que resultam em biossíntese,
incorporação e armazenamento de TAG na gotícula de
gordura intracitoplasmática, ao passo que atividade
lipolítica se refere às ações que resultam na hidrólise do
TAG armazenado e na liberação de ácidos graxos livres
(AGL) e glicerol.

Para a biossíntese de TAG, o adipócito necessita
de uma fonte de glicerol-3-fosfato (glicerol-3-P) e de
AGL complexado com coenzima A (CoA), constituin-
do o composto acilCoA. O primeiro é obtido como um
produto da via glicolítica, e o segundo provem da
biossíntese a partir de acetilCoA ou da captação de AGL
proveniente de lipoproteínas (quilomícrons e VLDL)
circulatórias que no TAB sofrem a ação da LPL, que
hidrolisa o TAG nelas contido, liberando os AGL, que
são transportados para o citoplasma dos adipócitos.

A produção de glicerol-3-P requer a captação
de glicose, o que envolve proteínas transportadoras
específicas, os GLUTs (GLUT1 e GLUT4), e este
processo é controlado pela insulina. Assim, a insulina
secretada durante o período prandial, estimula a
translocação de GLUT4 para a membrana celular,

aumentando o transporte de glicose. Além disso, o
ritmo de metabolização da hexose é acelerado pela
insulina, gerando mais glicerol-3-P.

Parte do fluxo de metabólitos da via glicolítica
segue em direção à formação de piruvato que, trans-
portado para o interior da mitocôndria, é transforma-
do em acetilCoA pela ação da piruvato desidrogenase
(PDH). Este é acoplado a oxalacetato pela ação da ci-
trato sintase (CS), gerando citrato. Parte do citrato é
transportado de volta ao citoplasma, onde sofre a ação
da enzima ATP-citrato liase (ATP-CL), gerando nova-
mente acetilCoA. Esta sofre a ação da enzima acetil-
CoA carboxilase (ACC) transformando-se em malonil-
CoA. Este último produto entra em uma complexa via
de síntese de ácidos graxos, catalisada pela enzima
ácido graxo sintase (FAS), que culmina na formação de
acilCoA, que é utilizado para a esterificação com
glicerol-3-P, completando a biossíntese de TAG, que
é finalmente incorporado à gotícula citoplasmática de
gordura. A FAS necessita, para a sua ação, da presença
do co-fator NADPH2, que é fornecido pela via do
shunt das pentoses (uma via metabólica menor da gli-
cose paralela à via glicolítica) e pela ação da enzima
málica (EM).

Tabela 2. Receptores hormonais identificados em adipócitos.

Receptor Hormonal Principais efeitos biológicos

Leptina (+) Lipólise e oxidação lipídica
Insulina (+) Lipogênese e captação de glicose e (-) lipólise
Glicocorticóides (+) Lipólise
Glucagon (+) Lipólise
Catecolaminas (+) Lipólise
T3 e T4 (+) Lipólise
Esteróides sexuais Regulam desenvolvimento do adipócito
IGF 1 (fator de crescimento insulina-simile) (+) Adipogênese
GH (hormônio de crescimento) (+) Lipólise
Prostaglnadinas (-) Lipólise
TNF-α (Fator de necrose tumoral α) (+) Lipólise e aumenta resistência à insulina
IL-6 (interleucina – 6) (-) LPL, (+) Lipólise
Adenosina (-) Lipólise e (+) captação de glicose
Adiponectina (+) sensibilidade à insulina
Gastrina Regula a expressão de leptina
CCK (Colecistocinina) Regula a expressão de leptina
GIP (Peptídeo gastro-inibidor) (+) síntese de AGL e TAG
GLP1 (Peptídeo glucagon-símile 1) (+) síntese de ácidos graxos
ASP (Proteína estimuladora de acilação) (+) síntese de TAG
ANP (Peptídeo natriurético atrial) Modula o metabolismo de glicose
Angiotensina II (+) Lipogênese, induz resistência à insulina
Bradicinina Aumenta a sensibilidade à insulina
EGF (Fator de crescimento epidermal) Regula a diferenciação de adipócitos
TGFβ (Fator transformador de crescimento β) Bloqueia a diferenciação de adipócitos
Melatonina Sinergiza a ação da insulina

Observação: A lista acima é parcial, pois várias outras substâncias com ação biológica foram testadas e apresen-
taram efeitos sobre os adipócitos ou sobre a adipogênese. Assim, esta lista procura demonstrar que o TAB é alvo
de uma ampla gama de hormônios que participam da regulação da sua atividade metabólica e endócrina e re-
vela a importância que este tecido tem para a homeostase energética do organismo.
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1.3. O tecido adiposo marrom 

O TAM está presente em mamíferos e se estima que tenha surgido há cerca de 150 

milhões de anos (ENERBACK et al., 2010). Em humanos, o TAM foi considerado por 

muitos anos um tecido ativo apenas em recém-nascidos. Contudo, está bem estabelecido 

na literatura que depósitos substanciais de gordura marrom podem ser detectados nas 

regiões supraespinhal, supraclavicular, pericárdica, perirrenal e cervical de humanos 

adultos (CYPESS et al. 2009, LEE et al., 2016). De modo similar, em ratos o TAM é 

encontrado na região interescapular, supraclavicular, periaórtica, perirenal, ventro 

espinhal e axilar (ZHANG et al., 2018). 

O TAM dissipa a energia química armazenada em TAGs na forma de calor para 

preservar a temperatura corporal durante a hipotermia (ROSEN & SPIEGELMAN, 

2014). Os adipócitos marrons contêm alta densidade de mitocôndrias com altas 

concentrações de proteína desacopladadora 1 (UCP-1). A UCP-1 é um canal de prótons 

presente na membrana mitocondrial interna que, quando ativada, permite que os prótons 

carregados de energia vazem através da membrana mitocondrial. Desse modo, 

desacopla a fosforilação oxidativa da síntese de ATP e a célula dissipa energia química 

na forma de calor (RUI, 2017). 

A termogênese no TAM está primordialmente sob o controle do sistema 

nervoso simpático. A exposição ao frio, por exemplo, estimula a liberação de 

noradrenalina nos terminais simpáticos aumentando a atividade termogênica do TAM 

(CANNON & NEDERGAARD, 2004). Todas as células adiposas marrons são 

envolvidas por uma rede delicada de terminais adrenérgicos, sendo que o receptor β3 

adrenérgico o que predominante. A hidrólise dos TAGs ocorre da mesma forma 
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sequencial que no TAB, porém o TAM é revestido pelas perilipinas 1, 2 e 5 (RUI, 

2017). A noradrenalina ativa a cascata de sinalização AMPc/PKA, aumentando a 

expressão de genes termorregulatórios e a lipólise pela fosforilação da ATGL e LHS 

(DE MEIS, 2003; GIRALT &VILLARROYA, 2013). A noradrenalina liberada pelos 

terminais simpáticos é o mais potente estimulador do TAM, embora este tecido possa 

também ser regulado por hormônios, tais como insulina, glicocorticoides e hormônios 

tireoidianos (HIMMS-HAGEN, 1989).  

O TAM apresenta grande quantidade de lipídios armazenados, porém, 

diferentemente do TAB, este tecido utiliza a reserva lipídica para a produção de calor, 

ao invés de exportá-la para o sangue (DE MEIS, 2003). A insulina estimula a 

lipogênese, a expressão da UCP-1 e a termogênese (VALVERDE et al., 2003; RUI, 

2017). A captação de glicose é mediada pelos GLUT1 e GLUT4, a captação de ácidos 

graxos ocorre via CD36 e a proteína transportadora de ácidos graxos-1 (FATP1). A 

glicose captada é fosforilada à glicose-6-fosfato (G6P) pela enzima glicolítica HK que 

possui duas isoformas expressas no TAM, HK 1 e 2. A glicose captada pode seguir para 

formação de glicogênio ou para a via lipogênica (CARMEAN et al., 2016). O papel da 

lipogênese no TAM é manter estoques adequados de TAGs para a termogênese (RUI, 

2017). Os ácidos graxos derivados dos TAGs são a principal fonte de energia para a 

termogênese no TAM. A ativação de adipócitos marrons leva à lipólise das gotículas 

lipídicas intracelulares preenchidas com TAG e a subsequente liberação de AGs. Esses 

AGs servem a dois propósitos: 1) são metabolizados por enzimas da β-oxidação na 

matriz mitocondrial; e 2) ativam a UCP-1, que então gera calor, iniciando um ciclo fútil 

de transporte de elétrons na cadeia respiratóira, usando os elétrons derivados da β-

oxidação. Posteriormente, o reabastecimento dos estoques intracelulares de TAG ocorre 

de três maneiras: 1) captação de ácidos graxos livres (AGL) ligado à albumina, 2) 
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captação de AG da lipoproteína de densidademuito baixa (VLDL) e quilomícrons, e 3) 

captação de glicose seguida pela lipogênese de novo. A captação de glicose pelo TAM é 

mediada por mecanismos dependentes e independentes da insulina (CANNON & 

NEDERGAARD, 2004; LABBÉ et al., 2015). A glicose também é usada pelo TAM 

para geração de ATP via da glicólise (THOONEN et al., 2016). 

Procedimentos de desnervação simpática em camundongos comprovaram a 

conexão entre o hipotálamo e o TAM. A desnervação promove uma redução 

significativa do índice de utilização de glicose pelo tecido, indicando que o sistema 

nervoso simpático é o principal responsável pela regulação da utilização de glicose no 

TAM desses animais (CHAVES et al., 2008).  

A composição da dieta, assim como o estímulo simpático clássico, é um dos 

fatores que pode influenciar a capacidade termogênica do TAM. O aumento dos 

ácidos graxos livres no citoplasma, derivados de uma dieta rica em gorduras, aumenta 

a expressão de UCP-1 e a diferenciação dos adipócitos marrons (GIRALT & 

VILLARROYA, 2013).  

O TAM também está envolvido com o cleareance dos triacilgliceróis 

plasmáticos e com a homeostase da glicose (BARTELT et al., 2011). GUERRA et al. 

(2001) utilizaram ratos com deficiência de receptores de insulina no TAM e 

observaram que além da atrofia do TAM, ocorriam alterações na homeostase da 

glicose, como por exemplo, hiperglicemia em jejum e resistência periférica à insulina.  

Os fatores metabólicos derivados do TAM estão ganhando cada vez mais atenção 

por suas atividades antiobesidade, anti-hiperglicemia e/ou resistência à insulina 

(VILLARROYA et al., 2013; RUI, 2017). O TAM secreta uma série de adipocinas. 

Devido ao seu pequeno tamanho em relação ao TAB, os níveis circulantes dessas 
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adipocinas são menores (PROENÇA et al., 2014). Por isso, é improvável que o TAM 

seja uma fonte importante de leptina circulante e adiponectina em humanos. Além disso, 

os adipócitos marrom e bege secretam várias adipocinas específcas, incluindo 

neuregulina-4, fator de crescimento semelhante à insulina tipo 1 (IGF-1), fator de 

crescimento de fibroblastos 21 (FGF21) e IL-6 (VILLARROYA et al., 2013). A 

neuregulina-4 suprime a lipogênese hepática como um hormônio endócrino. O FGF21 e 

a IL-6 promovem a termogênese em adipócitos marrom e bege de forma 

parácrina/autócrina. Acredita-se que o IGF-1 esteja envolvido na redução da 

hiperglicemia em camundongos com diabetes mellitus tipo 1 (DM1), devido à ativação 

da captação de glicose pelo TAM (RUI 2017). 

 

1.4. O tecido adiposo bege 

Existem dois tipos de células adiposas termogênicas em mamíferos: o TAM e o 

tecido adiposo bege (TABG). Ao contrário do TAM, que possui a mesma origem 

embriológica das células musculares - fator miogênico 5 (Myf5), as células adiposas 

beges emergem de depósitos do TAB (WU et al., 2013). O TABG pode ser formado a 

partir de depósitos de TAB subcutâneo quando estes são estimulados pelo frio, através 

da via simpática. O TABG apresenta níveis elevados de UCP-1 na membrana 

mitocondrial e aparência multilocular (BOSTROM et al., 2012). Devido à capacidade 

termogênica, tanto o TAM quanto o TABG possuem o papel de aumentar o gasto 

energético do organismo (RUI, 2017).  

 

1.5. Stanniocalcinas 

As stanniocalcinas (STC) são hormônios glicoproteicos compostos pelas 
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proteínas STC-1 e STC-2 cujas sequências de aminoácidos são altamente conservadas 

entre os vertebrados (CHANG et al., 1995, OLSEN et al., 1996). 

Em 1839 o anatomista alemão Hermann Friedrich Stannius, estudando esturjões 

(peixes ósseos), identificou um par de glândulas adjacentes aos rins (Figura 1) as 

quais batizou de Corpúsculos de Stannius (CS). Stannius acreditava se tratar das 

glândulas adrenais dos peixes. Em 1964, M. Fontaine descreveu que os CS eram 

responsáveis pelo controle dos níveis de cálcio no sangue de peixes. Após 10 anos, 

PANG & PANG (1974) relataram que os CS secretavam um fator que reduzia os 

níveis de cálcio circulantes, ação similar ao hormônio calcitonina e o nomeou de 

hipocalcina (PANG &PANG, 1974). Posteriormente a hipocalcina passou a se chamar 

stanniocalcina e se viu que a remoção cirúrgica dos CS levava ao aumento nos níveis 

séricos de cálcio, sugerindo um papel anti-hipercalcêmico (FONTAINE, 1964; SO & 

FENWICK, 1979; LAFEBER & PERRY, 1988). Em peixes, o aumento dos níveis 

plasmáticos de cálcio estimula a síntese e a secreção de STC pelos CS, o que reduz a 

hipercalcemia ao diminuir a absorção de cálcio nas brânquias e no intestino, 

aumentando a reabsorção de fosfato nos túbulos proximais renais (WAGNER et al., 

1994).  

 

Figura1: Localização do Corpúsculo de Stannius em peixes (WAGNER et al. (1994)). 
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Nos mamíferos não se conhece nenhuma estrutura que possa ser comparada ao 

CS; assim, acreditava-se que a presença e a função da STC tivessem se perdido 

durante a evolução. Contudo, o gene que codifica a proteína STC-1 de mamíferos foi 

identificado e clonado em 1995 em rins humanos e em cultura de fibroblastos 

brônquicos (WAGNER et al., 1995; CHANG et al., 1995; OLSEN et al., 1996). A 

STC-1 possui 247 aminoácidos e é expressa em uma ampla variedade de células como 

neurônios, células tubulares renais, adipócitos e em órgãos como ovários, adrenais, 

próstata e coração entre outros (CHANG et al., 1995). A STC em peixes atua na 

homeostase mineral como um hormônio anti-hipercalcêmico (OLSEN et al., 1996; 

PALMA et al., 2019). Em alguns tecidos de mamíferos essa característica se manteve, 

como nas células renais, cardiomiócitos e algumas áreas do sistema nervoso (ZHANG 

et al., 2000).  

Evidências atuais mostraram o envolvimento da STC-1 nos processos de 

crescimento tumoral e apoptose em vários tipos de câncer como coloretal, hepático, 

mama, ovário, cerebral, pulmão e renal (LEUNG & WONG, 2018; LI et al., 2018). 

Camundongos transgênicos que superexpressavam STC-1 no músculo esquelético 

apresentaram hiperfagia, perda de peso, maior consumo de oxigênio, aumento na 

rapidez de depuração da glicose e, curiosamente, aumento de tamanho das 

mitocôndrias (FILVAROFF et al., 2002). Outros trabalhos também demonstraram que 

a STC-1 é responsável pelo aumento no tamanho das mitocôndrias sem prejudicar a 

integridade dessas organelas (AMEMIYA et al., 2002; MCCUDDEN et al., 2002; 

ELLARD et al., 2007). Estes estudos sugerem que a STC-1 pode ter como alvo as 

mitocôndrias para regular o metabolismo celular. Um possível receptor para STC-1 

foi descrito nas células luteais de camundongos (PACIGA et al., 2003). Sítios de 

ligação para a STC-1 tanto na membrana plasmática quanto nas mitocôndrias foram 
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identificados em células renais e hepáticas de camundongos (PACIGA et al., 2003). O 

sequestro de STC-1, por estas células, parece ser um processo mediado por 

receptores, em primeiro lugar com a sua entrada inicial na célula e, em seguida, o seu 

subsequente deslocamento para as mitocôndrias (MCCUDDEN et al., 2002). Esses 

achados sustentam a importância deste polipeptídeo no controle do metabolismo 

mitocondrial, sendo o primeiro trabalho a mostrar que ligantes/receptores de 

hormônios peptídicos são verificados na membrana dessa organela celular 

(MCCUDDEN et al., 2002). Embora se saiba que a STC-1 atue como um ligante, o 

(s) receptor (es) e/ ou transdução de sinal deste hormônio permanecem elusivas (LI et 

al., 2018). 

SCHEIN et al. (2015) demonstraram o papel da STC-1 na síntese de glicose via 

gliconeogênese renal em ratos e peixes. Tanto a incorporação de 14C-glutamina em 

14C-glicose quanto a atividade e os níveis de RNAm da enzima fosfoenolpiruvato 

carboxicinase (PEPCK) diminuíram, em resposta à ação, in vitro, da STC-1 na 

medula renal. Por outro lado, em peixes essa resposta foi diferente e a STC-1 

aumentou a incorporação de 14C glutamina em 14C glicose, enquanto reduziu a 

gliconeogênese a partir de 14C-lactato (SCHEIN et al., 2015).  

SERLACHIUS & ANDERSSON (2004) estudando a adipogênese in vitro, com 

linhagem celular 3T3-L1, observaram aumento na expressão proteica da STC-1 em 

adipócitos em estágio final de maturação. A STC-1 contribuiu para a sobrevivência de 

células adiposas maduras que perderam sua capacidade de renovação, sugerindo seu 

envolvimento com a homeostase do TAB (SERLACHIUS & ANDERSSON, 2004). 

Com utilização da técnica de imuno-histoquímica em TAB de humanos, foi observada 

a presença de STC-1 no citoplasma de adipócitos maduros. Além disso, em 
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hibernomas (tumores benignos histologicamente semelhantes à gordura marrom) de 

humanos, a expressão da STC-1 também foi descrita (SERLACHIUS et al., 2004). 

Em ratos Wistar machos alimentados, a STC-1 foi capaz de aumentar a lipogênese no 

TAB retroperitoneal (COZER et al., 2016). No entanto, a STC-1 diminui a 

incorporação do 14C da glicose em lipídios totais no TAM (COZER et al., 2017). Em 

ratos machos submetidos ao jejum de 24h a STC-1 aumentou a capacidade 

gliceroneogênica do TAM (SARAPIO, 2014).  

O cDNA da STC-2 codifica uma proteína de 302 aminoácidos (55 aminoácidos 

mais longa do que a STC-1 humana) e possui 34% de identidade com STC-1 humana. 

A STC-2 é um parálogo da STC-1 e foi descoberta através de pesquisas de 

bioinformática em 1998 (CHANG & REDDEL, 1998). A STC-2 é expressa em 

diversos tecidos de camundogos, ratos e humanos (YEUNG et al., 2012). 

Recentemente foi demonstrado que a STC-2 é expressa no TAM de camundongos 

(HJORTEBJERG et al., 2018). A STC-2 é expressa em muitos tipos de tecidos 

cancerígenos, sendo indicador de um prognóstico ruim para o câncer (ZEIGER et al., 

2011; HOU et al., 2015; CHEN et al., 2016). Estudo recente mostrou que em 

camundongos (C57BL/6), suscetíveis à obesidade, ao diabetes mellitus tipo 2 (DM2) 

e à aterosclerose a STC-2, quando injetada intracerebroventricular, foi capaz de 

diminuir a ingestão alimentar. Quando administrada intraperitonealmente aumentou 

os níveis de RNAm do neuropeptídeo pró-opiomelanocortina (POMC), regulando 

assim, o apetite e o peso corporal desses animais (JIAO et al., 2017). No TAB 

epididimal, a STC-2 aumentou a atividade gliceroneogênica de ratos alimentados, mas 

não de ratos jejuados por 24h. (SARAPIO, 2014). 

O pâncreas tem um papel bem estabelecido no metabolismo intermediário. Em 

camundongos adultos, a STC-1 se co-localiza com a insulina, sendo expressa pelas 



	
  
	
  

32	
  

células beta das ilhotas pancreáticas (ZAIDI et al., 2012). A STC-2 é expressa junto 

com o glucagon nas células alfa das ilhotas pancreáticas de humanos (MOORE et al., 

1999). Com base nessa localização, pode-se supor que as stanniocalcinas têm um 

papel regulador no metabolismo da glicose. Em humanos, estudo recente mostrou 

uma correlação significativa entre STC-1, glicemia e hemoglobina glicada em 

pacientes com DM2, enquanto que os pacientes que apresentaram os maiores valores 

de hemoglobina glicada tinham menor expressão de STC-2 (LOPEZ et al., 2017). 

Além das isoformas descritas (STC-1 e STC-2), foram encontradas variantes de 

alto peso molecular denominadas de big STCs (PACIGA et al. 2003; 2005). Estas 

moléculas foram localizadas em ovário bovino, bem como no TAB retroperitoneal de 

ratos (PACIGA et al., 2003; 2005). 

Em situações fisiológicas normais, tanto a STC-1 quanto a STC-2 não são 

encontradas na corrente sanguínea de mamíferos. O hormônio STC-1 é detectável na 

circulação em humanos apenas durante a gravidez e a lactação (DEOL et al., 2000; 

JUHANSON et al., 2016). Esse fato, somado à comprovação da existência do cDNA 

de STC em diferentes tecidos de mamíferos, sugere que esses hormônios ajam como 

fatores parácrinos ou autócrinos (DE NIU et al., 2000). 

Fundamentada nos achados da literatura expostos acima, nossa hipótese baseia-

se que o padrão de resposta metabólica aos hormônios hSTC-1 e 2 nos tecidos 

adiposos branco e marrom pode ser alterado pelo estado alimentar (alimentado ou 

jejuado por 48h) dos ratos. 
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2. OBJETIVOS 

2.1. Objetivo geral 

Estudar o papel metabólico dos hormônios hSTC-1 e hSTC-2 sobre o 

metabolismo intermediário do TAM e TAB de ratos adultos machos, alimentados e 

em jejum de 48h. 

 

2.2. Objetivos específicos 

2.2.1 Determinar, in vitro, os efeitos da hSTC-1 e da hSTC-2 sobre o metabolismo 

lipídico e glicídico no TAB epididimal de Rattus norvergicus machos, linhagem 

Wistar alimentados e em jejum de 48h. Para este fim, foram avaliados: 

a) Captação de [2- 14C] desoxi-glicose; 

b) Incorporação de U14C-glicose em14CO2; 

c) Incorporação de 14C-glicerol e de U-14C-glicose em14C-glicerídeo-glicerol e 14C-

ácido graxos; 

d) Dosagens séricas de glicose e dos hormônios leptina e insulina. 

 

2.2.2 Determinar, in vitro, os efeitos da hSTC-1 e da hSTC-2 sobre o metabolismo 

lipídico e glicídico no TAM interescapular de Rattus norvergicus machos, linhagem 

Wistar alimentados e em jejum de 48h. Para este fim, foram avaliados: 

a) Captação de [2- 14C] desoxi-glicose; 

b) Atividade da enzima hexocinase; 

c) Incorporação de U14C-glicose em14CO2;    
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d) Incorporação de 14C-glicerol e de U-14C-glicose em 14C-glicerídeo-glicerol e 14C-

ácido graxos; 

e) Níveis de lactato tecidual; 

f) Níveis de glicogênio tecidual; 

g) Expressão gênica da Stc1 e da Stc2; 

h) Dosagens séricas de glicose e lactato. 
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3. MATERIAIS 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 27534 (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 Rattus norvegicus linhagem Wistar, machos, adultos, de 

300±50g obtidos do CREAL (Centro de Reprodução e Experimentação de 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 década 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 Pinnus sp previamente 
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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 2) e após a aclimatados foram randomicamente divididos em dois grupos: 

animais alimentados e animais submetidos ao jejum de 48 horas. Os animais 

alimentados receberam, ad libitum, água e dieta padrão comercial para roedores (20% 

proteína, 55% carboidrato e 4,5% de lipídio; Rodent Chow, 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 9 horas 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 2: Desenho experimental do estudo. Os animais chegaram ao biotério setorial 

da Farmacologia aos 80 dias e foram aclimatados por uma semana. Aos 88 dias foi 

iniciado o jejum de 48h e os animais foram eutanasiados aos 90 dias.  

 

3.3. Eutanásia, coleta de sangue e coleta de tecidos 

Os animais foram mortos por decapitação em guilhotina especifica para pequenos 

animais, sem anestesia, para obtenção do sangue total e dos TAB epididimal e TAM. O 

procedimento de eutanásia foi realizado pelos pesquisadores responsáveis, os quais 

possuem 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 

ocasião da decapitação. Essa forma de eutanásia é utilizada por pesquisadores da área 
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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, bem 

como, ocorreu higienização da bancada. 

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 até sua utilização e armazenadas em freezer -80ºC. O TAM e o TAB 

epididimal foram excisados. 

 

 

3.4. Procedimentos Experimentais in vitro 

Após a excisão, os tecidos foram pesados inteiros e fatiados sobre placas de Petri 

umedecidas com Krebs-Ringer Bicarbonato (KRB) pH 7,4: NaCl 118mM; KCl 4,8mM; 

CaCl2 1,3mM; KH2PO4 1,2mM; MgSO4 1,2mM; NaHCO3 24,8mM. Após, as amostras 

de tecido foram pesadas e pré-incubadas por 15 minutos. A pré-incubação foi realizada 

com os tecidos em tubos de polietileno contendo 1mL de KRB, pH 7,4, aerados com gás 

carbogênio (O2:CO2, 95:5%, v/v) por 30 segundos a 37ºC, sob agitação constante, em 

banho metabólico tipo Dubnoff. 
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3.5. Hormônios 

 

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

Human hSTC-1 e hSTC-2, HEK 293 (RayBiotech Inc. EUA). Utilizamos 3 

concentrações de hSTC-1 e de hSTC-2 para o TAB (Figura 3): 0,386pM, 3,86pM e 

38,6pM, diluídas em KRB. Para o TAM foi utilizada apenas 1 concentração de hSTC-1 

e de hSTC-2 de 3,86pM (Figura 3), igualmente diluídas em KRB, em função da pouca 

disponibilidade do tecido. As concentrações que foram utilizadas neste estudo são 

consideradas fisiológicas para roedores (De NIU et al., 2000; SAZONOVA et al., 

2008). Além disso, estudos prévios do nosso laboratório utilizaram as mesmas 

concentrações de hSTC-1 e de hSTC-2 para demonstrar a ação destes hormônios sobre a 

gliconeogênese renal e o fluxo de glicose no TAB retroperitoneal e epididimal e no 

TAM (SCHEIN et al., 2015; COZER et al., 2016 e 2017; SARAPIO, 2014). 
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Figura 3: Concentrações dos hormônios hSTC-1 e hSTC-2 

 

3.6. Captação de 2-14C-Desoxiglicose (2-DG) 

A captação de glicose foi determinada de acordo com KAISER DE SOUZA et al., 

(2013). Após o período de pré-incubação, fatias do TAB e do TAM (100 ± 10 mg) 

foram removidas do meio de pré-incubação, secas e transferidas para novos tubos 

contendo 1 mL de KRB pH 7,4 com albumina de soro bovino a 1% (BSA) e fluoreto de 

fenilmetilsulfonil (PMSF) a 1%, equilibrada com O2: CO2 (95:5%, v/v) sem hSTC-1 ou 

hSTC-2 (controles) ou na presença das diferentes concentrações dos hormônios 

descritos na seção 3.5 (Figura 3), mais 0,2 µCi de 2-DG (Amersham, 286 mCi /mmol) e 

incubados por 120 minutos (TAM) ou 60 minutos (TAB). Após incubação, as fatias de 
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tecido foram removidas do meio, lavadas com KRB pH 7,4, secas em papel filtro, 

imediatamente transferidas para tubos de tampa rosca contendo 1 mL de água destilada 

e alternadamente congeladas e fervidas por três vezes. Amostras (100 µL) desta solução 

e do meio de incubação foram utilizadas para contagem da radioatividade em 2 mL de 

líquido de cintilação: tolueno, triton X-100 (2: 1, v/v), PPO 0,4% e POPOP 0,01%. Os 

resultados foram expressos como relação tecido/meio (T/M), relação da radioatividade 

do meio interno (glicose captada pelos tecidos) sobre o meio externo (meio de 

incubação). T/M = dpm/mL meio interno dividido dpm/mL meio externo.  

 

3.7. Incorporação de [U-14C] -glicose em 14CO2 

Após o período de pré-incubação, fatias do TAB e do TAM (100 ± 10 mg) foram 

incubadas sob as condições descritas na seção 3.5, mas na presença de 0,2 µCi de [U-

14C] -glicose (289 mCi /mmol; PerkinElmer) e 5 mM de glicose. 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 24 h. Posteriormente, o papel 3MM foi transferido para frascos de 

incubaçãocontendo 2 mL de líquido de cintilação. 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). 
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3.8. Incorporação do 14C da [U-14C] –glicose ou [U-14C] –glicerol em14C-glicerídeo-

glicerol e 14C-ácidos graxos 

Após o período de pré-incubação, fatias TAB ou TAM (100 ± 10 mg) foram 

incubadas nas condições descritas na seção 3.5 (Figura 3), mas na presença de 0,2 µCi 

de [U-14C] -glicose (289 mCi / mmol; PerkinElmer) mais 2mM de glicose ou 0,2 µCi 

de [U-14C] -glicerol (142 mCi / mmol; PerkinElmer) mais 1 mM de glicerol. Após o 

período de incubação, os lipídios foram extraídos com clorofórmio: metanol (2:1, 

v/v), como descrito por Folch et al. (1957). Uma amostra do extrato lipídico total foi 

saponificada com KOH etanólico por 1 hora a 70°C. Em seguida, as amostras foram 

centrifugadas duas vezes com éter de petróleo (5 minutos, 420 xg). A reação de 

saponificação com ácido graxo foi completada com verde de bromocresol (0,04%). A 

fase inferior foi acidificada com H2SO4 6N e centrifugada (5 minutos 420 xg) com 5 

ml de clorofórmio. Em seguida, uma amostra da fase aquosa contendo 14C-glicerídeo-

glicerol foi transferida para frascos contendo 5 mL de líquido de cintilação (BOTION 

et al., 1995). Os resultados foram expressos em mmol de 14C-glicose e de 14C-glicerol 

incorporados em 14C-glicerídeo-glicerol ou 14C-ácido graxo.mg-1.h-1 de incubação. 

 

3.9. Expressão gênica das stanniocalcinas 1 e 2 

O TAM foi pré-incubado e incubado com KRB pH 7,4 sem os hormônios. Após a 

incubação, o RNA total do TAM foi extraído 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 1,7 e 2,0 nm. A integridade do RNA foi avaliada por 

eletroforese em gel de agarose. A síntese de cDNA foi realizada, utilizando o kit 
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SuperScript® First-Strand Synthesis System for qPCR (protocolo do fabricante 

Invitrogen). Primers específicos foram desenhados para os genes em estudo: STC-1 e 

STC-2, usando o programa IDT Design Software (Integrated DNA Technologies Inc., 

USA). As reações de PCR em temporeal (qPCR), foram realizadas em triplicata. 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 2DCt 

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

LIVAK, 2008; LAW et al., 2012; KALINOVICH et al., 2017).  

 

3.10. Determinação do glicogênio tecidual 

O TAM foi incubado conforme seção 3.5 e a concentração do glicogênio 

tecidual foi determinada pelo método de VAN HANDEL et al. (1965), com algumas 

modificações. 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 hidrolise ácida e neutralização, 

os equivalentes de glicose foram medidos com kit comercial colorimétrico para 
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dosagem de glicose da Labtest®. Resultados foram expressos como mg de glicogênio 

por grama de tecido. 

 

3.11. Análises Bioquímicas 

Os tecidos foram pré- incubados e incubados conforme seção 3.5, transferidos 

para microtubos de poliestireno e guardados a -80ºC. Para a dosagem de lactato 

tecidual, os tecidos foram guardados em tubos com fluoreto de sódio (NaF) 0,1M e 

dosado com kit enzimático comercial (Labtest®) e expressos como nmol/mL. Para a 

atividade da enzima hexocinase (HK [EC2.7.1.1]) foi utilizado kit Hexokinase Assay 

MAK091 (Sigma Aldrich®). Os resultados foram expressos como nmol. min-1. ml-1. 

A glicose e o lactato séricos foram quantificados com kits comerciais 

(Labtest®), conforme protocolo do fabricante e expressos como mg/dL. Os níveis de 

leptina e de insulina no soro foram determinados com kits comerciais (ELISA) 

Rat/Mouse Insulin Elisa Kit EZRMI-13K e Rat Leptin EZRL-83K (Millipore 

Corporation®). Todas as amostras foram realizadas em duplicata. As concentrações de 

leptina e insulina foram expressas como ng/mL de soro. 

 

3.12. Cuidados com relação ao descarte da amostra e de materiais tóxicos 

Os ensaios foram realizados com o uso dos equipamentos de proteção 

individual: avental, luva cirúrgica, e 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 
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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 

Comissão Nacional de Energia Nuclear, norma NN 8.01 - resolução 167/14 (CNEN - 

2014). 

 

3.13. Análise Estatística 

Os dados foram expressos como média ± erro padrão da média ou mediana 

(intervalo interquartil), quando apropriado. Os dados foram verificados quanto à 

normalidade (teste de Kolmogorov-Smirnov) e homocedasticidade (teste de Levene). 

Análise de variância de duas vias seguida de teste de post-hoc de Tukey /Bonferroni 

para comparação de médias. O teste de Kruskal-Wallis foi utilizado para comparações 

de variáveis com distribuição assimétrica com o teste post-hoc de Dunn. O teste t de 

Student não pareado foi usado para comparar diferenças nos pesos dos tecidos e nas 

dosagens séricas dos grupos de animais alimentados e em jejum. Todos os testes e 

comparações com P<0,05 foram considerados estatisticamente significantes. As 

análises estatísticas foram realizadas utilizando os programas Prism Plot versão 6.0 

(GraphPad Prism Software) para Windows e o SPSS (Statistical Package for the 

Social Sciences) versão 18.0. 
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4. RESULTADOS 

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

acordo com os experimentos descritos na seção 3. 

 

4.1. Artigo 1 

Título: Stanniocalcin-1 and -2 effects on glucose and lipid metabolism in white 

adipose tissue from fed and fasted rats 

Revista: Canadian Journal of Physiology and Pharmacology 

Artigo Aceito: Maio 2019 
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4.2. Artigo 2	
  

Título: Effects of Stanniocalcin hormones on rat brown adipose tissue metabolism 

under fed and fasted conditions  

 

Revista: Molecular and Cellular Endocrinology 

 

Data de Publicação: Fevereiro 2019 
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5. DISCUSSÃO 

Transcorridos 180 anos da identificação da stanniocalcina, o conhecimento da 

participação deste intrigante hormônio na homeostase metabólica em mamíferos ainda 

apresenta muitas lacunas, uma vez que pouco se sabe a respeito de seus efeitos sobre o 

metabolismo intermediário dessa classe de animais. Outro ponto, ainda pouco 

conhecido, é a ligação das STCs a receptores e a transdução do sinal nas células-alvo. 

Com o objetivo de esclarecer o papel das STCs sobre o metabolismo das células 

adiposas, o presente estudo demostrou pela primeira vez o efeito, in vitro, das 

stanniocalcinas humanas 1 e 2 sobre os fluxos da glicose e do glicerol em tecidos 

adiposos branco epididimal e marrom de ratos alimentados e em jejum (48h). Além 

disso, demonstramos que o estado alimentar do animal regula a expressão desses 

hormônios no tecido adiposo marrom. 

 

5.1 Tecido adiposo branco epididimal 

Nos últimos 50 anos, a percepção fisiológica e bioquímica sobre as funções do 

tecido adiposo branco evoluiu muito. Além das funções de armazenamento de reserva 

energética e de manutenção de temperatura, os adipócitos brancos funcionam como 

células endócrinas sofisticadas, cuja capacidade de liberação de hormônios pode mudar 

dependendo da concentração de lipídios armazenada (DE PAULA & ROSEN 2018), do 

estado metabólico dos indivíduos (alimentados ou jejuados) e de estímulos endócrinos 

ou nervosos.  

Roedores possuem depósitos de TAB visceral na região perigonadal, que em 

machos é conhecida como gordura epididimal. O TAB epididimal de ratos não é o 

depósito adiposo mais análogo ao intra-abdominal encontrado em humanos, porém, é o 

maior depósito de TAG e o mais acessível (CHUSYD et al., 2016). SERLACHIUS & 
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ANDERSSON (2004) utilizando técnica de imuno-histoquímica, identificaram em TAB 

de humanos a presença da STC-1. A STC-2 é expressa em todos os depósitos adiposos 

de camundongos e apresenta uma alta expressão gênica no TAB epididimal 

(HJORTEBJERG et al., 2018). Esses dados sustentam a visão de que as stanniocalcinas 

emergem como um novo modulador do metabolismo intermediário em adipócitos de 

mamíferos. 

No presente estudo, os ratos alimentados apresentaram valores sorológicos 

elevados de glicose, insulina e leptina, quando comparados aos animais em jejum de 

48h. No grupo de ratos alimentados, as hSTCs 1 e 2 aumentaram a captação de glicose 

no TAB. Além disso, a hSTC-1 também aumentou a captação de glicose no TAM de 

ratos alimentados. SCHEIN et al. (2015) demonstraram que a hSTC-1 diminuiu a 

atividade gliconeogênica renal em ratos alimentados, sugerindo a participação deste 

hormônio na homeostase da glicose em mamíferos. Desta forma, uma redução na 

capacidade de síntese de glicose pelo rim e o aumento da captação de glicose pelos TAB 

e TAM seriam fatores importantes para a manutenção dos níveis de glicose, 

especialmente em pacientes com diabetes tipo-2. Os achados de JIAO et al. (2017) 

reforçam esta hipótese, pois estes autores constataram, em camundongos ob/ob (sem 

leptina), que a administração de hSTC-2 durante 10 dias consecutivos diminui 

significativamente os níveis de glicose circulante, aumentando a sensibilidade dos 

tecidos à insulina. Seriam as STCs (1 e 2) um novo hormônio controlador da 

homeostase da glicose no período pós-prandial, estimulando a captação de glicose no 

tecido adiposo branco? 

ZEIGER et al. (2011) sugerem que as STCs teriam um importante papel na 

resposta celular ao estresse e, 48h de jejum é uma situação estressante para os ratos. Em 

TAB de ratos em jejum de 48h, as hSTC-1 e 2 estimularam a captação de glicose. 
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Estudos in vitro e in vivo demonstraram que no jejum de 48h ocorre redução na 

translocação do GLUT-4 do compartimento intracelular para a superfície da membrana 

plasmática de adipócitos brancos (FRASSON et al., 2012; PROENÇA et al., 2014). 

Desta forma, podemos sugerir que o efeito da hSTC-1 e 2 sobre a captação de glicose no 

TAB de ratos em jejum seria via regulação da expressão gênica e/ou turnover do 

GLUT-1 (BARRON et al., 2016; YAN, 2017). Em adipócitos 3T3-L1, o turnover, os 

níveis de RNAm e a expressão da proteína GLUT-1 aumentaram em adipócitos que 

sofreram, no meio de cultura, privação de glicose por 72 h (TORDJMAN et al., 1990). 

O GLUT-1 nos adipócitos 3T3-L1 tem um turnover de aproximadamente 14 h, mas nos 

adipócitos privados de glucose este valor foi superior a 50 h (MCMAHON & FROST, 

1995). Porém, este efeito foi revertido pela adição de glicose ao meio de incubação 

(MCMAHON & FROST, 1995). Foi constatado que em outra situação estressante como 

no câncer, as expressões da STC-2 e do GLUT-1 nas células cancerígenas estão 

significativamente elevadas, sugerindo um aumento na captação basal de glicose 

essencial para o crescimento tumoral (efeito Warburg) (BARRON et al., 2016; 

THORENS & MUECKLER, 2010; YAN, 2017; JIAO et al. 2017). 

No TAB, o jejum (48h) diminuiu a produção de 14C- glicerídeo-glicerol e a síntese 

de novo de AG, contudo, a hSTC-1, na concentração utilizada neste trabalho, não afetou 

estas vias metabólicas. Em contraste, no estado alimentado, a hSTC-1 aumentou a 

incorporação do 14C da glicose em glicerídeo-glicerol no TAB. COZER et al. (2016) 

também demonstraram que a hSTC-1 aumenta a incorporação do 14C da glicose em 

lipídios totais no TAB retroperitoneal. Desta forma, no estado alimentado, a hSTC-1 

mantém um suprimento adequado de glicerol-3-P necessário para a esterificação de AG 

e armazenamento de TAG no TAB epididimal. Entretanto, a hSTC-1 diminuiu a 

capacidade de síntese de novo de AG a partir de 14C-glicose no TAB de ratos 
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alimentados. Essa diminuição levaria ao aumento da captação de AG a partir das 

lipoproteínas circulantes, regulando, assim, os níveis de AG no período pós-prandial. Os 

AG podem ser obtidos pela captação de fontes externas como os quilomicrons e os 

VLDLs ou pela síntese de novo a partir de substratos não lipídicos (PROENÇA et al., 

2014). O armazenamento de AG-TAG no TAB é considerado um mecanismo de 

proteção contra a lipotoxicidade (CAO et al., 2008). 

Embora a atividade da glicerocinase (GK) no TAB seja relativamente baixa em 

comparação com outros tecidos, como o TAM e o fígado (KAWASHITA et al. 2002; 

MARTINS-SANTOS et al. 2007), uma redução acentuada da atividade da GK no TAB 

foi observado em ratos em jejum (48h) e em diabéticos (FRASSON et al. 2012). Nossos 

dados estão de acordo com os relatos da literatura que mostram uma redução na 

capacidade de fosforilação direta do glicerol no TAB de controles jejuados por 48h 

(FRASSON et al. 2012). Contudo, a hSTC-1 não afetou diretamente a fosforilação do 

glicerol no TAB de ratos alimentados ou em jejum de 48h. 

Nossos resultados demonstram que em ratos alimentados a hSTC-2 reduziu a 

geração de 14C- glicerídeo-glicerol e a síntese de novo de AG a partir de 14C-glicose, 

mas aumentou a captação de glicose no TAB. A hSTC-2 também diminuiu a 

fosforilação direta de glicerol no TAB de ratos alimentados, mas não afetou a síntese de 

novo de AG a partir de 14C-glicerol (Figura 4). Assim, a hSTC-2 estaria bloqueando o 

efeito lipogênico característico do período pós-prandial, quando há substratos em 

abundância e as reservas energéticas devem ser repostas no TAB. Pode-se considerar 

que a hSTC-2 induz o TAB ao desperdício, pois reduz a utilização dos substratos 

energéticos nos processos endergônicos de síntese como a lipogênese. Estes achados são 

consistentes com dados de JIAO et al. (2017) que demonstraram que a administração 

intraperitoneal de STC-2 por 5 dias em camundongos C57BL/6 reduzia o peso e a 
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porcentagem do TAB epididimal e inguinal. Estes autores também demonstraram que a 

administração intraperitoneal de STC-2 por 10 dias em camundongos ob/ob diminuía 

marcadamente os níveis de RNAm dos genes adipogênicos PPARγ, C/EBPα e C/EBPβ 

(JIAO et al., 2017). O mecanismo de ação das STCs nas células alvo ainda não foi 

esclarecido, mas ZEIGER et al. (2011) sugerem que a STC-2 interage com o sensor de 

cálcio do retículo endoplasmático - stromal interaction molecule 1 (STIM1), 

controlando a concentração intracelular de cálcio via - store-operated Ca2+ entry 

(SOCE). Desta maneira, a STC-2 diminuiria a concentração intracelular de cálcio. 

Recentemente, foi descoberto que a integridade das - mitochondria-associated 

membranes (MAMs) é um fator importante na transdução do sinal da insulina no fígado 

e no músculo esquelético e alterações nas MAMs estão associadas com resistência à 

insulina nestes tecidos, impactando a homeostase da glicose (TUBBS et al., 2014). No 

presente estudo, a concentração plasmática de insulina nos ratos alimentados está alta 

(1,15±0,25 ng/mL). Desta forma, no período pós-prandial a redução da concentração de 

cálcio intracelular induzida pela hSTC-2 levaria a alterações na transdução do sinal 

insulínico nas células adiposas, reduzindo a capacidade de síntese de TAG. O TAB 

exerce um papel importante na regulação do balanço energético em mamíferos e a 

incapacidade de síntese de TAG num período de abundância de substratos energéticos, 

como no estado alimentado, levaria à diminuição das reservas energéticas do organismo, 

da produção hormonal e de outras funções do TAB. (PROENÇA et al., 2014). Este 

gasto de energia é encontrado em camundongos que superexpressam STC-2, estes 

animais apresentaram hiperfagia, aumento do consumo de oxigênio em combinação 

com retardo de crescimento nos períodos pré- e pós-natal (GAGLIARDI et al., 2005).  

Os resultados deste estudo mostram que as STCs controlam a captação de glicose 

no TAB epididimal tanto no estado alimentado como no jejum de 48h. Entretanto, as 
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STCs não aumentaram a formação de 14C- glicerídeo-glicerol ou a síntese de novo de 

AG a partir de 14C-glicose no TAB de ratos em jejum. Além disso, em ratos 

alimentados, a hSTC-2 aumentou significativamente a captação de glicose pelo TAB, 

mas diminuiu a formação de 14C- glicerídeo-glicerol. Então, para onde a glicose captada 

esta sendo direcionada? Estudos in vivo e in vitro em adipócitos de ratos e de humanos 

mostram que, mesmo na presença de oxigênio, a via glicolítica produz concentrações 

razoáveis de lactato, o qual pode ser liberado por essas células (JANSSON et al., 1994; 

SABATER et al., 2014). No TAB a conversão da glicose em lactato no estado 

alimentado teria um papel na redução dos níveis de glicose circulante, um processo 

importante na preservação da sensibilidade dos tecidos à insulina (SABATER et al., 

2014; KEUPER et al., 2014). O jejum altera o padrão do metabolismo da glicose nos 

adipócitos, aumentando a produção e liberação de lactato, fornecendo substrato para 

gliconeogênese ou oxidação em outros tecidos (DIGILORAMO et al., 1992). 

Recentemente, PETERSEN et al. (2017) demonstraram que a expressão gênica dos 

transportadores de lactato MCT1 e MCT4, envolvidos na captação e no efluxo de 

lactato, respectivamente, é regulada durante a diferenciação dos adipócitos e após 

estímulo pelo frio.  

As STCs não alteram a oxidação de 14C-glicose no TAB epididimal de ratos 

alimentados ou em jejum. Entretanto, no TAB retroperitoneal de ratos alimentados a 

hSTC-1 aumentou em 85% a produção de 14CO2 a partir de 14C-glicose (COZER et al., 

2016). A resposta distinta dos TAB epididimal e do TAB retroperitoneal à hSTC-1 

deve-se, ao controle hormonal e ao papel metabólico diferentes destes dois tecidos: o 

epididimal estaria envolvido no controle local do metabolismo e o retroperitoneal seria 

o principal depósito adiposo responsável pela homeostase energética do organismo 

(DOS SANTOS et al., 2012; FERREIRA et al., 2017).  
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5.2 Tecido adiposo marrom 

Em ratos e humanos o TAM participa da regulação da temperatura corporal e da 

homeostase metabólica (FELDMANN et al., 2009), pois este tecido está envolvido 

tanto com o cleareance dos triglicerídeos plasmáticos quanto com a homeostase da 

glicose (BARTELT et al., 2011). Diversos fatores, como a composição da dieta 

administrada aos animais e os estímulos simpático e hormonal, entre outros, 

influenciam a capacidade termogênica do TAM (RUI, 2017). O aumento dos ácidos 

graxos livres no citoplasma, derivados de uma dieta rica em gorduras, estimula a 

expressão de UCP1 e a diferenciação dos adipócitos marrons (GIRALT & 

VILLARROYA, 2013).  

Nosso estudo mostrou pela primeira vez que a expressão da Stc-2 foi maior nos 

ratos alimentados e jejuados quando comparada aquela da Stc-1 e, que a expressão da 

Stc-2 é marcadamente maior nos ratos em jejum do que naqueles alimentados (Figura 

5). Recentemente, HJORTEBJERG et al. (2018) confirmaram a presença da Stc2 em 

TAM de camundongos.  

No TAM a inervação simpática controla a concentração de GLUT-1 na 

membrana celular (DALLNER et al., 2006) e a insulina controla a expressão e a 

translocação do GLUT-4 (TERUEL et al., 1996). Estes dois estímulos são os 

principais reguladores da captação de glicose no TAM (CANNON & 

NEDERGAARD, 2004). No presente estudo, os ratos alimentados foram mantidos 

com uma dieta balanceada até o momento do experimento. No estado alimentado, os 

ratos apresentavam os valores de insulina e de leptina plasmáticas elevados quando 

compardos aqueles dos animais em jejum de 48h. Neste padrão hormonal 

característico do estado alimentado, a hSTC-1 aumentou significativamente a 
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captação de glicose no TAM de ratos. Sabidamente, o TAM tem uma participação 

marcante na remoção da glicose circulante no estado alimentado, pois neste órgão a 

capacidade de captação desta hexose por unidade de peso é bastante elevada, apesar 

deste órgão representar uma pequena fração do peso corporal dos roedores 

(FESTUCCIA et al., 2011). Estudo, in vitro, realizado em nosso laboratório em TAM 

de ratos neonatos (14 dias) machos demonstrou que a hSTC-1, na mesma 

concentração (3,86 pM) utilizada nesta tese, também aumentou a captação de glicose 

neste tecido (dados ainda não publicados). Desta forma, a hSTC-1, estimulando a 

captação de glicose no TAM de ratos alimentados, exerceria uma função de hormônio 

hipoglicemiante. Estaria a hSTC-1 potencializando o efeito da insulina sobre a 

captação de glicose no TAM ou este hormônio também regula a expressão e/ou 

translocação do GLUT-4 por meio de via independente da insulina como a da 

AMPK? Entretanto, o aumento da captação de glicose no TAM induzida pela hSTC-1 

no estado alimentado não foi acompanhado pela ativação da oxidação da glicose, da 

síntese de glicerol-3-P, da lipogênese de novo a partir de 14C-glicose ou do aumento 

da concentração de glicogênio. Devemos salientar que cerca de 50% da glicose 

captada pelo TAM é metabolizada e liberada como lactato (CARPENTIER et al., 

2018). COZER et al. (2017) mostraram um aumento da concentração de ATP no 

TAM de ratos alimentados incubados em presença de hSTC-1, na mesma 

concentração utilizada na presente tese, que reforça a hipótese da formação de lactato 

a partir da glicose captada. Recentemente, PETERSEN et al. (2017) sugerem que 

ocorra uma regulação positiva dos transportadores de lactato MCT1 e MCT4 no TAM 

para mediar o fluxo de lactato durante a resposta termogênica. Esclarecimentos sobre 

o efeito da hSTC-1 nas expressões dos GLUT-1 e GLUT-4 e na atividade e na 

expressão gênica da lactato desidrogenase (LDH) no TAM de ratos alimentados são 



	
  
	
  

56	
  

necessários para compreender o papel deste hormônio sobre o metabolismo da glicose 

neste órgão. 

No presente trabalho, a hSTC-2 não aumenta a captação da glicose ou altera a 

atividade das vias envolvidas na síntese de glicerol-3-P ou lipogênese de novo a partir 

de 14C-glicose ou 14C-glicerol no TAM de ratos alimentados. Além disso, nem a 

hSTC-1 ou a hSTC-2 alteraram a atividade da HK no TAM. Todavia, a hSTC-2 

diminui de forma significativa a concentração de glicogênio no TAM de ratos 

alimentados, mantendo sem alterações os níveis de lactato no tecido e a capacidade de 

oxidação da glicose neste órgão. O TAM armazena uma concentração expressiva de 

glicogênio, que serve como importante fonte de glicose durante a termogênese, esta 

glicose é convertida em lactato pela glicólise anaeróbia, produzindo ATP (FARKAS 

et al., 1999; FESTUCCIA et al., 2011; JAKUS et al., 2008). Este ATP gerado 

compensaria a redução da produção de energia devido ao aumento da produção de 

calor via UCP-1 durante a termogênese sem tremor (CANNON & NEDERGAARD, 

2004). No fígado de ratos alimentados, a hSTC-2, em concentração similar à usada 

em nosso estudo, aumentou marcadamente a atividade da piruvato cinase (PK) 

(GONÇALVES, 2012). No período pós-prandial, quando há abundância de substrato 

energético e as reservas energéticas são aumentadas, a mobilização de glicogênio 

induzida pela hSTC-2 no TAM pode ser considerado um desperdício de energia.  

Em fibroblastos de camundongos, a STC-2 reduz a concentração intracelular de 

cálcio regulando negativamente o SOCE (ZEIGER et. al., 2011). Os autores sugerem 

que a STC-2 interage com o sensor de cálcio do retículo endoplasmático STM1, 

diminuindo a concentração intracelular de cálcio (ZEIGER et. al., 2011). No presente 

estudo, os valores de insulina no soro dos ratos alimentados é de 1,15±0,25ng/ml. 

Portanto, podemos sugerir que a hSTC-2, regulando negativamente o SOCE no TAM, 
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alteraria a transferência de cálcio entre o retículo endoplasmático e a mitocôndria, 

interferindo na sinalização intracelular da insulina neste tecido e levando à redução 

dos níveis de glicogênio no período pós-prandial. A redução na concentração de 

glicogênio no TAM, por ação da hSTC-2, teria uma ação deletéria com diminuição na 

capacidade termogênica, esterificação de AG, entre outras funções deste tecido 

(FETUCCIA et al., 2011). Este gasto de energia é encontrado em camundongos que 

superexpressam STC-2, estes animais apresentaram hiperfagia, aumento do consumo 

de oxigênio em combinação com retardo de crescimento nos períodos pré- e pós-natal 

(GAGLIARDI et al., 2005). O excesso de hSTC-2 nestes animais leva à morte de 

cerca de 26-34% de ratos no período pós-natal (GAGLIARDI et al., 2005). O TAM é 

o principal tecido termogênico em mamíferos placentários recém-nascidos (como os 

ratos) e o mecanismo de produção de calor sem tremor é o principal mecanismo de 

termogênese nestes animais (ENERBÄCK, 2010). Os resultados deste trabalho 

demonstram que a hSTC-2 altera o metabolismo do glicogênio no TAM, sugerindo 

que a mortalidade no período pós-natal em ratos que superexpressam este hormônio 

possa ser devido à incapacidade do TAM em gerar calor por meio da mobilização de 

glicogênio. Estudos futuros em ratos recém-nascidos que super-expressão hSTC-2 

serão importantes para esclarecer esta hipótese. 

O jejum é uma situação estressante para ratos e humanos e a ativação do sistema 

simpático aumenta a captação de glicose no TAM, via GLUT-1, e diminui a atividade 

metabólica basal (CANNON & NEDERGAARD, 2004). Os dados deste trabalho 

mostraram que nos ratos submetidos ao jejum de 48h a captação de glicose foi maior 

comparada aquela dos ratos alimentados. Em ratos jejuados e submetidos ao frio, que 

também é uma situação estressante, ocorreu aumento da captação de glicose pelo 

TAM (SHIBATA et al., 1989). Assim, o aumento da captação de glicose após 48 h de 
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jejum demonstra um incremento na eficiência metabólica do TAM durante os 

períodos de escassez de suprimento de glicose plasmática. O jejum de 48h não alterou 

significativamente a concentração de glicogênio no TAM. O jejum induz à redução no 

peso do TAM e da atividade das vias de síntese de 14C-glicerídeo-glicerol e 

lipogênese de novo a partir de 14C-glicose, diminuindo o fluxo de glicose neste tecido. 

Desta forma, o aumento na captação de glicose forneceria energia durante o jejum 

sem necessitar mobilizar as resevas de glicogênio. Além disso, nos ratos em jejum a 

síntese de novo de AG a partir de 14C-glicerol foi semelhante àquela do grupo 

alimentado. O jejum de 48h estimula a gliceroneogênese no TAM de ratos 

(FETUCCIA et al., 2003). Os AG podem ser obtidos por meio da captação de fontes 

externas (quilomicrons e VLDL). Contudo, durante o jejum estas fontes são escassas 

no plasma (VILLARROYA et al., 2013). Assim, a lipogênese de novo a partir de 

glicerol reciclado da hidrólise dos estoques de TAG ou da gliceroneogenêse durante o 

jejum mantém o ciclo TAG/AG no TAM (HANSON & RESHEF, 2003). Portanto, 

após 48h de jejum, a manutenção da lipogênese a partir de 14C-glicerol aumentaria a 

energia convertida em calor mediada pela UCP-1, pois a interação da UCP-1 com AG 

muda a conformação da proteína e o transporte de protons ocorre (CARPENTIER et 

al., 2018). 

As STCs têm papel importante na resposta celular ao estresse (ZHANG et al., 

2000; ZEIGER et al., 2011). Após 48h de jejum, a expressão da Stc1 permanece 

similar àquela do grupo alimentado. Entretanto, a expressão da Stc2 aumenta duas 

vezes no grupo em restrição alimentar de 48h. Este aumento marcante na expressão da 

Stc2 sugere uma participação deste hormônio no controle do metabolismo do TAM 

durante o jejum prolongado. O jejum aumenta a captação de glicose no TAM, mas 

nem a hSTC-1 ou a hSTC-2 alteram o transporte de glicose. Contudo, a hSTC-1 



	
  
	
  

59	
  

aumenta a oxidação de glicose no TAM de ratos em jejum sem mobilizar as reservas 

de glicogênio, incrementando a eficiência metabólica durante o jejum de 48h. Este 

padrão metabólico aumenta a produção de energia necessária para manter a atividade 

da via gliceroneogênica durante o jejum (FETUCCIA et al., 2003). Em compensação, 

a hSTC-2 aumenta marcadamente a concentração de glicogênio no TAM de ratos em 

jejum. A mobilização de glicogênio pela enzima glicogênio fosforilase (GP) está sob 

o controle de dois mecanismos: o alostérico e a fosforilação (ROACH, 2002; 

DiNUZZO et al., 2013). A regulação pela fosforilação envolve a ativação da enzima 

fosforilase cinase (PhK), a qual fosforila a GP causando a transição da forma inativa 

fosforilase b (GPb) para forma ativa fosforilase a (GPa). O cálcio se liga à GPb  

promovendo a conversão para sua forma ativa a GPa  (BRUSHIA & WALSH, 1999). 

A STC-2 regula negativamente a SOCE, diminuindo a concentração intracelular de 

cálcio. Assim, a conversão da GPb  para a GPa  não ocorre, diminuindo a mobilização 

de glicogênio durante o jejum de 48h. Outra hipótese seria que a hSTC-2 estaria 

transferindo os carbonos da glicose para a síntese de glicogênio ao invés da síntese de 

lipídios, pois os resultados mostraram que no TAM dos animais em jejum ocorre uma 

drástica redução das vias metabólicas envolvidas com a síntese de glicerol-3-P e 

lipogênese de novo a partir de 14C-glicose. A elucidação dos efeitos da hSTC-2 sobre 

a síntese de glicogênio no TAM de ratos alimentados e em jejum serão necessários 

para esclarecer estes pontos. 

 

6. CONCLUSÃO 

 

O presente estudo mostrou pela primeira vez um efeito oposto entre a hSTC-1 e a 

hSTC-2 sobre a produção de glicerol-TAG a partir de 14C-glicose no TAB de ratos 
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alimentados: a hSTC-1 aumenta e a hSTC-2 reduz a formação de glicerol-TAG a partir 

da 14C-glicose. Além disso, a hSTC-2 reduz a fosforilação direta do glicerol e a síntese 

de novo de AG a partir de 14C-glicose no TAB de ratos alimentados. Contudo, as STCs 

aumentam a captação de glicose no TAB de ratos alimentados ou em jejum. Estes 

achados evidenciam o papel das STCs sobre a regulação do metabolismo da glicose e de 

lipídios no TAB de ratos alimentados ou em jejum de 48h (Figura 4). 

O estado alimentar controla a expressão da Stc2 no TAM, aumentando-a 

significativamente após 48h de jejum. As STCs não alteraram no TAM de ratos 

alimentados ou em jejum de 48h, a síntese de 14C-glicerol-TAG e 14C-AG a partir de 

14C- glicose ou 14C-glicerol. Os alvos da ação das hSTC-1 e da hSTC-2 no TAM são a 

captação de glicose e sua oxidação e a concentração de glicogênio, controlando por 

meio destas vias o metabolismo da glicose neste órgão (Figura 5). A redução da 

concentração de glicogênio no TAM induzida pela hSTC-2 pode ocasionar efeitos 

deletérios importantes neste tecido, como a redução na capacidade termogênica, a 

esterificação de AG e outras funções dos adipócitos. O aumento da captação de 

glicose por ação da hSTC-1 no TAM de ratos alimentados é importante para a 

redução dos níveis plasmáticos de glicose no período pós-prandial. 
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Figura 4: Resumo esquemático do artigo 1. 

 

Efeitos da stanniocalcina humana 1 (hSTC-1) e da stanniocalcina humana 2 (hSTC-2) 

nos fluxos da glicose e do glicerol no tecido adiposo branco epididimal de ratos 

alimentados e em jejum de 48h. Linha preenchida, estado alimentadado; Linha 

tracejada jejum 48h. AQP7, aquaporina 7; PI3K, fosfatidilinositol-3-cinase; G3P, 

gliceraldeído-3-fosfato; TAG, triacilglicerol; Glut4, transportador de glicose tipo 4; 

Glut1, transportador de glicose tipo 1; DHAP, fosfato de diidroxiacetona; ATP, 

trifosfato adenosina;. ADP, difosfato de adenosina; Pi, fosfato inorgânico; NAD+ 

nicotinamida adenina dinucleotídeo-oxidado; NADH, nicotinamida adenina 

dinucleotídeo-reduzido; CO2, dióxido de carbono 
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Figura 5: Resumo esquemático do artigo 2. 
 
Efeitos da stanniocalcina humana 1 (hSTC-1) e da stanniocalcina humana 2 (hSTC-2) 

nos fluxos da glicose e do glicerol no tecido adiposo marrom de ratos alimentados e 

em jejum de 48h. Linha tracejada, efeito da hSTC-1; Linha tracejada em negrito, 

efeito da hSTC-2. Stc1, gene STC-1; Stc2, gene STC-2; UCP-1, proteína 

desacopladora 1; CO2, dióxido de carbono; TG, triacilglicerol; FA, ácido graxo; 

Glut4, transportador de glicose tipo 4; Glut1, Transportador de glicose tipo 1; FATP1, 

proteína transportadora de ácidos graxos 1; CD36, cluster de diferenciação 36; CAC, 

ciclo do ácido cítrico. 

 
 
  



	
  
	
  

63	
  

7. PERSPECTIVAS  

 

Este trabalho abriu novas perspectivas de investigação sobre o papel das STCs 

no metabolismo das células adiposas brancas e marrons. Um dos pontos que deve ser 

esclarecido é a ação das STCs sobre os GLUT-1 e 4 em TAB e TAM de ratos em 

jejum ou alimentados. Determinar se as STCs potencializam a ação da insulina ou 

agem de forma direta sobre a síntese e a translocação destes transportadores de 

glicose no TAB e no TAM. Outro aspecto importante da ação das STCs nos tecidos 

adiposos é formação de lactato. Determinar no TAB e no TAM de ratos em jejum e 

alimentados a ação das STCs sobre a oxidação de 14C-lactato e a atividade e a 

expressão da enzima LDH. Além disso, determinar, após a incubação em presença de 

hSTC-1 ou hSTC-2, nos tecidos adiposos de ratos em jejum e alimentados a expressão 

dos tansportadores de lactato MCT 1 e 4. Por último, investigar o papel da hSTC-2 

sobre a síntese de glicogênio no TAM de ratos em jejum e alimentados, determinando 

a incorporação de 14C-glicose em 14C-glicogênio e a relação das atividades da 

glicogênio fosforilase/glicogênio sintase. Contudo, as investigações sobre os efeitos 

metabólicas das STCs estão apenas começando e muitos estudos serão necessários 

para esclarecer o papel destes hormônios na regulação do metabolismo intermediário 

em mamíferos. 
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