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RESUMO
O tecido adiposo (TA) ¢ considerado um o6rgdo endocrino que participa do
mecanismo homeostatico térmico, da regulacao do peso corporal e da regulacdo do
metabolismo dos carboidratos e de lipidios. O tecido adiposo marrom (TAM) oxida
glicose e acidos graxos (AG) para produzir calor na termorregulacdo, aumentando o
gasto energético corporal, especialmente quando ¢ estimulado em situagdes
estressantes como o frio e jejum. O tecido adiposo branco (TAB) ¢ especializado no
armazenamento de energia na forma de triacilglicerois (TAG) e secreta importantes
adipocinas, como leptina e adiponectina, que influenciam processos como
comportamento alimentar e sensibilidade e secrecdo de insulina. Além da regulacao
neuronal e metabolica, inuimeros hormdnios e fatores paracrinos e autocrinos regulam
o desenvolvimento, a manutencdo e a fungdo do TA. As stanniocalcinas (STCs) sao
hormoénios glicoproteicos que foram descobertos em peixes e inicialmente
relacionados ao metabolismo do calcio. A familia das STCs consiste de duas
proteinas, STC-1 e STC-2, que sdo expressas em varios tecidos de mamiferos, como
pancreas, bago, rins, musculo esquelético e TA. A STC-1 contribui para a
sobrevivéncia de células adiposas maduras, que perderam sua capacidade de
renovacao, sugerindo seu envolvimento com a homeostase do TAB. Em ratos Wistar
machos alimentados, a STC-1 humana (hSTC-1) foi capaz de aumentar a lipogénese
no TAB retroperitoneal, no entanto, diminuiu a incorporagdo de '*C da glicose em
lipidios totais no TAM. A STC-2 ¢ expressa em diversos tipos de cancer e ¢
considerada um hormonio sinalizador da progressao da doenga, bem como, um fator
anorexigeno. Desta forma o objetivo deste trabalho foi estudar o papel dos hormonios
hSTC-1 e hSTC-2 sobre o metabolismo intermediario 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 agua e dieta padrdo comercial para roedores ad
libitum; 2) animais jejuados por 48 horas, que receberam agua 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 ¢ TAM do grupo controle foram incubados sem stanniocalcina (STC)
com Krebs-Ringer-Bicarbonato pH 7,4 (KRB). O TAB foi incubado na presenca de
hSTC-1 e de hSTC-2 nas concentragdes de 0,386 pM, 3,86 pM e 38,6 pM, diluidas
em KRB. Para o TAM foi utilizada a concentracdo de 3,86 pM para hSTC-1 e hSTC-
2, igualmente diluidas em KRB. Foram avaliadas a capta¢do de 2- desoxi-glicose (2-
DG), a oxidag¢do de '“C-glicose e a incorporagio de '*C-glicose e '*C-glicerol em
glicerol e 4cido graxo em TAB e TAM. No TAM foram estimadas as expressdes
génica das STCs 1 e 2, assim como a concentracdo de glicogénio e de lactato
teciduais e a atividade da enzima hexocinase (HK). A andlise estatistica foi realizada
conforme a natureza dos dados, obedecendo aos testes de normalidade e
homocedasticidade, O presente estudo foi aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de
Animais da UFRGS sob o numero de 27534. Resultados e Discussdo: TAB - as
STCs alteram a captacdo de glicose no TAB epididimal, tanto no estado alimentado
como no jejum de 48h. Entretanto, as STCs ndo aumentaram a formacdo de
glicerideo-glicerol ou a sintese de novo de AG a partir de '*C-glicose no TAB de ratos
em jejum. Além disso, em ratos alimentados, a hSTC-2 aumentou significativamente
a captacdo de glicose pelo TAB, mas diminuiu a formagdo de glicerideo-glicerol. A
hSTC-2 também diminui a fosforilagdo direta de glicerol no TAB de ratos
alimentados, mas nio afetou a sintese de novo de AG a partir de '*C-glicerol. Assim,

a hSTC-2 parece bloquear o efeito lipogénico no TAB. As STCs ndo alteraram a



oxidagdo de '*C-glicose no TAB epididimal de ratos alimentados ou em jejum.
Entretanto, no TAB retroperitoneal de ratos alimentados, a hSTC-1 aumentou em
85% a produgio de '*CO, a partir de "*C-glicose. Desta forma, as agdes das STCs sdo
distintas e tecido-especificas. TAM - Nosso estudo mostrou pela primeira vez a
expressao da Stc-1 e Stc-2 em ratos alimentados e jejuados. A expressao da Stc-2 ¢
marcadamente maior nos ratos em jejum do que nos alimentados. Assim, a hSTC-1,
estimulando a captacdo de glicose no TAM de ratos alimentados, exerce uma funcao
de hormoénio hipoglicemiante. O aumento da capta¢do de glicose no TAM induzida
pela hSTC-1 no estado alimentado nao foi acompanhado pela ativacdo da oxidagao de
glicose, da sintese de glicerol-3-P, da lipogénese de novo a partir de '*C-glicose ou do
aumento da concentragdo de glicogénio. A hSTC-2 ndo aumenta a captagdo da glicose
ou altera a atividade das vias envolvidas na sintese de glicerol-3-P ou a lipogénese de
novo a partir de '*C-glicose ou de "*C-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 concentracdo de glicogénio no TAM de ratos
alimentados, mantendo sem alteragdes os niveis de lactato no tecido e a capacidade de
oxidacdo da glicose neste 6rgdo. A diminui¢do do glicogénio pela hSTC-2 pode levar
a uma acdo deletéria neste 6rgdo, como diminui¢do na capacidade termogénica, na
esterificacdo de AG entre outras funcdes deste tecido. Conclusdo: as STCs
apresentaram um papel importante na captacdo de glicose e nos estoques de
glicogénio do TAB e TAM de ratos alimentados e jejuados. Estes achados evidenciam
o papel das STCs sobre a regulagdo do metabolismo intermediario em mamiferos e

podem ser hormdnios 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
1C 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 '*C-glucose, as well as the incorporation of '*C-glucose and
C-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 “C-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 '*C-glycerol. Thus, hSTC-2 appears to block
the lipogenic effect in WAT. STCs did not alter '*C-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 '*CO, from '*C-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
C-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 '*C-glucose or *C-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. INTRODUCAO

1.1. O tecido adiposo

O armazenamento de energia na forma de lipidios ¢ um mecanismo altamente
conservado ao longo da evolugdo, ocorrendo tanto em invertebrados quanto em
vertebrados (ZWICK et al., 2018). Em mamiferos, os lipidios sdo armazenados no
tecido adiposo (TA) que participa da manuten¢do da homeostasia térmica, da regulacao
do peso corporal e da regulacdo do metabolismo da glicose e de lipidios. O tipo de
célula predominante no TA ¢ o adip6cito, também chamado de célula adiposa ou célula
de gordura (LUO & LIU, 2016). O TA ¢ altamente heterogéneo em relacdo a
localizagdo e funcgdo. Trés tipos de TA sdo encontrados em mamiferos: tecido adiposo
branco (TAB), tecido adiposo bege (TABG) e tecido adiposo marrom (TAM) (WU et

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

1.2. O tecido adiposo branco

O TAB ¢ amplamente distribuido em mamiferos, podendo estar em volta, ou
mesmo infiltrado em oOrgdos e estruturas internas. E composto por adipécitos, pré-
adipocitos (células precursoras de adipocitos), células endoteliais vasculares,
pericitos, células do estroma vascular, fibroblastos, leucocitos e macrofagos (BASU et

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

Em mamiferos, os depdsitos de TAB sdo anatomicamente classificados como
TAB subcutineo e TAB visceral (ZWICK et al., 2018). O TAB subcutineo ¢
principalmente representado pelos depdsitos abaixo da pele nas regides 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 préximo ou
mesmo no interior das visceras da cavidade abdominal, bem exemplificado pelas
gorduras mesentérica, retroperitoneal, pericardica e gonadal. Os depositos adiposos
perigonadais, como o epididimal sdo os maiores encontrados em roedores (CHUSYD
et al., 2016). Sao comumente associados aos distirbios metabolicos, como diabetes e
doencas cardiovasculares (ZWICK et al., 2018; ZHANG et al., 2018). O fluxo
sanguineo no TAB ¢ relativamente baixo em comparagdo aos outros tecidos, sendo
ligeiramente maior no TAB visceral do que no TAB subcutaneo (TCHKONIA et al.,
2013). Mecanismos celulares autonomos ditam diferengas especificas de deposito na
fisiologia dos adipdcitos, e todos os depdsitos expressam assinaturas génicas
especificas (ROSEN & SPIEGELMAN, 2014). Nos adipocitos viscerais, o efeito
lipolitico das catecolaminas ¢ mais intenso comparado ao efeito nos adipocitos

subcutaneos, devido a presenca de maior quantidade de receptores 51 e 32

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

Além da visdo classica da funcdo dos adipocitos brancos como reserva
energética e como isolante térmico, o TAB despertou o interesse de pesquisadores do
mundo inteiro devido a notavel capacidade de produzir e de secretar substancias
bioativas como a leptina, a adiponectina, a interleucina-6 (IL-6) e as demais
adipocinas (PROENCA et al., 2014). Atualmente, este tecido ¢ considerado um 6rgao
enddcrino dinamico que participa da homeostase energética, regula o comportamento
alimentar, altera a sensibilidade celular a insulina e a resposta inflamatéria (WU et al.,

2013).

O adipdcito branco armazena triacilglicerol (TAG) em uma Unica e grande gota

lipidica unilocular, recoberta por uma monocamada de fosfolipidios e de proteinas
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associadas — as perilipinas (FONSECA-ALANIZ et al., 2006; KIMMEL et al., 2016). A
quantidade de TAG armazenado no TAB ¢ dependente do balango entre as velocidades
de sintese (lipogénese) e de degradagdo (lipolise). Em periodos de gasto energético,
como durante o jejum ou o exercicio fisico, a lipolise ¢ estimulada. Em contraste, apos a

ingestdo alimentar, no periodo pos-prandial, a lipogénese no TAB ¢ estimulada

(FONSECA-ALANIZ et al., 2006).

Sob condigdes como jejum e exercicio fisico, os TAB visceral e subcutaneo
sofrem lipdlise e liberam acidos graxos livres e glicerol na corrente sanguinea, para
serem usados pelos tecidos periféricos na producdo de energia. O controle da lipdlise
no TAB envolve a interagdo de diversos fatores, sendo que a mobilizagdo dos
estoques de TAGs ¢ regulada por hormdnios e requer a ativagdo das enzimas

lipoliticas (RODRIGUEZ et al., 2015).

A lipdlise ocorre durante o periodo de baixa circulagdo de insulina e sob
estimulacdo hormonal das catecolaminas, através de B-adrenoceptores lipoliticos (B1,
B2 e B3) e peptideos natriuréticos (RODRIGUEZ et al., 2015). As catecolaminas sio
as ativadoras primarias da mobiliza¢do de acidos graxos (AG) do TAB induzidas pelo
jejum e outros tipos de estresse (PROENCA et al., 2014). A noradrenalina, ligando-se
aos receptores P-adrenérgicos, os quais sdo acoplados as proteinas G na membrana
plasmatica dos adipdcitos, transmite o sinal estimulador a enzima adenilato ciclase, a
qual catalisa a conversdo do trifosfato de adenosina (ATP) em monofosfato ciclico de
adenosina (AMPc) (ZECHNER et al., 2009). O AMPc gerado se liga a proteina cinase
dependente de AMPc (PKA), ativando-a pela dissociagdo das subunidades
regulatorias e cataliticas. Uma vez estimulada, a PKA juntamente com outras cinases
dependentes de serina fosforilam a lipase de triacilglicerol do adipécito (ATGL) e a

lipase hormonio sensivel (LHS), induzindo sua ativacdo e, subsequentemente, a
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translocacdo de ambas as enzimas do citosol para a gota de gordura, desencadeando a
hidrolise dos TAGs estocados. A ATGL inicia a lipolise removendo especificamente
o primeiro acido graxo do TAG, entdo o diacilglicerol resultante ¢ hidrolisado pela
LHS (WATT et al.,, 2010; NIELSEN et al.,, 2014). O TAB secreta quantidades
significativas de glicerol durante a lipolise. O glicerol livre ndo ¢ utilizado pelo TAB
em quantidades significativas, nem para a lipogénese nem como substrato energético,
tampouco ¢ reciclado em propor¢des 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 rapida excrecao, evitando assim,
a significativa reciclagem intracelular. A AQP7 ¢ um canal de glicerol nos adip6citos
que previne o aumento agudo da pressdo osmotica intracelular quando a producdo de
glicerol aumenta rapidamente durante a lipdlise (HIBUSE et al., 2006). Entretanto, a
enzima glicerocinase (GK) que estd presente com baixa atividade no TAB, tende a

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

As perilipinas, proteinas que recobrem a superficie da gota lipidica nos
adipocitos brancos, tém a funcdo de prote¢do contra a hidrdlise. Entre os varios tipos
de perilipinas ja identificadas, a perilipina 1 ¢ a proteina mais abundante na superficie
das goticulas lipidicas. Estas proteinas, quando fosforiladas pela PKA durante o
estimulo lipolitico, sofrem modificacdo conformacional permitindo assim o acesso da

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

O excesso de energia ¢ eficientemente depositado na forma de triacilglicerdis
neutros no TAB pela via lipogénica (LUO & LIU, 2016). Durante o processo de
lipogénese, o adipocito necessita de uma fonte de glicerol-3-P e de acidos graxos
livres complexados com coenzima A (CoA), constituindo o composto acil-CoA para a

formacao dos triacilglicerois. O glicerol livre circulante resulta da lipolise, derivado
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da dieta ou reabsorvido nos tubulos renais proximais (RODRIGUEZ et al., 2015). O
glicerol intracelular ¢ obtido como glicerol-3-fostato pela via glicolitica,
gliceroneogénese e pela fosforilagdo do glicerol pela enzima GK. A producdo de
glicerol-3-P requer a captacdo de glicose, o que envolve proteinas transportadoras
especificas, glucose transporters family (GLUTs) como os GLUT-1 e GLUT-4. A
insulina estimula a captacdo da glicose via GLUT-4. Além disso, o ritmo de
metabolizacdo da hexose ¢ acelerado pela insulina, gerando mais glicerol-3-P
(PROENCA et al., 2014; FONSECA-ALANIZ et al., 2006). A obtengdo de glicerol-3-
P pela via gliceroneogénica, consiste na formacdo de glicerol-3-P a partir de
compostos ndo glicidicos, como aminoacidos, lactato e piruvato, envolvendo a
carboxilagdo do piruvato a oxaloacetato, descarboxilacdo do oxaloacetato a
fosfoenolpiruvato e a formagdo de glicerol-3-P por uma reversdo parcial da via

glicolitica (PROENCA 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 aminoacidos); 2) esterificados pelo tecido, podendo ser provenientes da
hidrolise dos TAGs enddgenos ou captados dos quilomicrons circulantes provenientes
da absorcdo intestinal, 3) oriundos das lipoproteinas de densidade muito baixa

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

Parte do fluxo de metabolitos da via glicolitica segue em dire¢do a formagao de
piruvato que, transportado para o interior da mitocondria ¢ convertido em acetil-CoA
pela acdo da piruvato desidrogenase (PDH). A acetil-CoA ¢ conjugada ao
oxaloacetato, pela acdo da citrato sintase, gerando citrato. Parte do citrato ¢

transportado de volta ao citoplasma, onde sofre a a¢do 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 ultimo produto entra na complexa via de sintese de
acidos graxos, catalisada pela enzima é4cido graxo sintase, culminando na formagao de
acil-CoA, o qual pode esterificar o glicerol-3-P, completando a biossintese de TAG.
Nesse contexto, finalmente, TAG lipidio pode ser incorporado a goticula

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

Além da captagdo de glicose, os adipocitos captam &cidos graxos livres. A
insulina ativa a lipase lipoproteica no endotélio do tecido adiposo (PETERSEN &
SHULMAN et al., 2018). Varios transportadores de AGs sdo expressos na membrana,
como a translocase de acidos graxos (CD36/FAT), a proteina de ligacdo de acidos
graxos da membrana plasmatica (FABP pm), as caveolinas 1 e 2, a proteina
transportadora de acidos graxos (FATP1 e 4) e a sintetase acil-CoA de cadeia longa. A
captagdo de acidos graxos pelos adipocitos ocorre tanto por processos mediados por
difusdo, quanto por meio de proteinas dependentes de ATP (DUBIKOVSKAYA et al.,
2014; THOMPSON et al., 2010; SCHWENK et al., 2010; LOBO et al, 2007). CD36 ¢
um dos principais transportadores de membrana de acidos graxos. Estas proteinas
transportam AGs da membrana celular para o local de a¢do da enzima acil-CoA sintase,
onde os AGs sdo esterificados com CoA para formar acil-CoA e finalmente serem
esterificados com glicerol-3-P no reticulo endoplasmatico (RE) (PROENCA et al.,

2014).

A lipogénese de novo ¢ uma via integrante da lipogénese no metabolismo do TAB
de ratos. Ela utiliza substratos ndo lipidicos, como a glicose, para a sintese de glicerol-3-
P e piruvato que levam a sintese de TAG nos adipdcitos. A glicose ¢ transportada para
dentro do adipocito pelo GLUT-4 dependente de insulina. O piruvato ¢ utilizado na

formacdo de acetil-CoA que ¢ carboxilada pela enzima acetil-CoA carboxilase em
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malonil CoA. A 4cido graxo sintase, enzima chave da lipogénese de novo, converte a
malonil-CoA em palmitato, que ¢ o primeiro produto de acido graxo. Finalmente, o
palmitato sofre as reagdes de alongamento e dessaturacdo para gerar acidos graxos
complexos, incluindo o 4cido estearico, o acido palmitoleico e o acido oleico que sdao
subsequentemente esterificados com glicerol-3-P para formar TAG (PROENCA et al.,

2014; SONG et al., 2018).

Os adipocitos estdo sujeitos a varios tipos de regulagdo, incluindo neuronal,
enddcrina e metabolica. O sistema nervoso autbnomo tem conexdes neurais simpaticas e
parassimpaticas com os depositos de gordura, controlando o metabolismo e liberacao
hormonal do TAB (CARMEAN et al., 2014). A inerva¢do simpatica no TAB modula
tanto a produ¢do de hormoénios (por exemplo, a expressdo da leptina) quanto a lipolise
durante o jejum. J4, a inervagdo parassimpatica aumenta consideravelmente a
sensibilidade a insulina (FLIERS et al., 2003). Embora a insulina seja o regulador
endocrino classico do metabolismo lipidico no tecido adiposo, outros importantes
hormoénios enddcrinos também controlam a fisiologia do tecido adiposo (Tabela 1).
Muitos desses hormoénios produzidos pelo TAB atuam em Orgdos distantes,
especialmente no SNC, afetando o comportamento alimentar, o balango energético e a
sensibilidade hormonal (FLIERS et al., 2003). A leptina ¢ produzida pelos adipocitos e
¢ fundamental para a homeostase energética e controle do peso corporal. Tanto a leptina
quanto a insulina podem atuar em neur6nios hipotalamicos, controlando a homeostase
energética (DODD et al., 2015). A insulina participa do processo de adipogénese e
lipogénese e ¢ o hormdnio antilipolitico mais importante (HOLM, 2003; TCHKONIA et
al., 2013). A insulina aumenta a captagdo de glicose nos adipdcitos através do estimulo
de sintese e da translocacdo do transportador de glicose GLUT-4 (transportador de

glicose/hexose de difusdo facilitada independentes do so6dio) do citosol para a
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membrana. Além disso, ativa enzimas lipogénicas e glicoliticas (como a hexocinase II —

HK II), mediante modificagdo covalente, estimulando a lipogénese. A glicose captada

pelos adipdcitos ¢ convertida em intermedidrios, os quais sdo utilizados para producao

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

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

um aumento da concentracdo de 4cidos graxos livres e glicerol na circulagdo

(HABEGGER et al., 2010).

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

Receptor Hormonal Principais efeitos bioldgicos

Leptina (+) Lipdlise e oxidacdo lipidica

Insulina (+) Lipogénese e captacdo de glicose e (-) lipdlise
Glicocorticoides (+) Lipdlise

Glucagon (+) Lipdlise

Catecolominas (+) Lipdlise

TyeTy (+) Lipdlise

Esterdides sexuais Regulom desenvolvimento do adipdcito
IGF 1 (fator de crescimento insulina-simile) (+) Adipogénese

GH (hormdnio de crescimento) (+) Lipdlise

Prostaginadinas (-) Lipdlise

TNF-a. (Fator de necrose tumoral ) (+) Lipdlise e aumenta resisténcia a insulina
IL-6 (inferleucina - 6) () LPL, (+) Lipdlise

Adenosina (-) Lipdlise e (+) captacdo de glicose
Adiponectina (+) sensibilidade @ insulina

Gaostrina Regula a expressdo de leptina

CCK (Colecistocinin) Regula a expressdo de leptina

GIP (Peptideo gastro-inibidor)

GLP1 (Peptideo glucagon-simile 1)

ASP (Proteina estimuladora de acilocdo)
ANP (Peptideo natriurético atrial)
Angiotensina |l

Bradicinina

EGF (Fator de crescimento epidermal)

TGFp (Fator fransformador de crescimento f)
Melatonina

(+) sinfese de AGL e TAG

(+) sinfese de dcidos graxos

(+) sintese de TAG

Modula o metabolismo de glicose

(+) Lipogénese, induz resisténcia @ insulina
Aumenta a sensibilidade @ insulina
Regula a diferenciacdo de adipdeitos
Blogueia a diferenciacdo de adipdcitos
Sinergiza a a¢do da insulina
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1.3. O tecido adiposo marrom

O TAM esta presente em mamiferos e se estima que tenha surgido ha cerca de 150
milhdes de anos (ENERBACK et al., 2010). Em humanos, o TAM foi considerado por
muitos anos um tecido ativo apenas em recém-nascidos. Contudo, esta bem estabelecido
na literatura que depdsitos substanciais de gordura marrom podem ser detectados nas
regides supraespinhal, supraclavicular, pericardica, perirrenal e cervical de humanos
adultos (CYPESS et al. 2009, LEE et al., 2016). De modo similar, em ratos o TAM ¢
encontrado na regido interescapular, supraclavicular, periadrtica, perirenal, ventro

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

O TAM dissipa a energia quimica armazenada em TAGs na forma de calor para
preservar a temperatura corporal durante a hipotermia (ROSEN & SPIEGELMAN,
2014). Os adipocitos marrons contém alta densidade de mitocondrias com altas
concentragdes de proteina desacopladadora 1 (UCP-1). A UCP-1 ¢ um canal de protons
presente na membrana mitocondrial interna que, quando ativada, permite que os protons
carregados de energia vazem através da membrana mitocondrial. Desse modo,
desacopla a fosforilagdo oxidativa da sintese de ATP e a célula dissipa energia quimica

na forma de calor (RUI, 2017).

A termogénese no TAM esta primordialmente sob o controle do sistema
nervoso simpatico. A exposicdo ao frio, por exemplo, estimula a liberacdo de
noradrenalina nos terminais simpaticos aumentando a atividade termogénica do TAM
(CANNON & NEDERGAARD, 2004). Todas as células adiposas marrons sdo
envolvidas por uma rede delicada de terminais adrenérgicos, sendo que o receptor 33

adrenérgico o que predominante. A hidrolise dos TAGs ocorre da mesma forma
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sequencial que no TAB, porém o TAM ¢ revestido pelas perilipinas 1, 2 e 5 (RUI,
2017). A noradrenalina ativa a cascata de sinalizagdo AMPc/PKA, aumentando a
expressao de genes termorregulatorios e a lipdlise pela fosforilagio da ATGL e LHS
(DE MEIS, 2003; GIRALT &VILLARROYA, 2013). A noradrenalina liberada pelos
terminais simpaticos ¢ o mais potente estimulador do TAM, embora este tecido possa
também ser regulado por hormonios, tais como insulina, glicocorticoides e hormonios

tireoidianos (HIMMS-HAGEN, 1989).

O TAM apresenta grande quantidade de lipidios armazenados, porém,
diferentemente do TAB, este tecido utiliza a reserva lipidica para a producao de calor,
ao invés de exportd-la para o sangue (DE MEIS, 2003). A insulina estimula a
lipogénese, a expressdo da UCP-1 e a termogénese (VALVERDE et al., 2003; RUI,
2017). A captagdo de glicose ¢ mediada pelos GLUT1 e GLUT4, a captacao de acidos
graxos ocorre via CD36 e a proteina transportadora de acidos graxos-1 (FATPI). A
glicose captada ¢ fosforilada a glicose-6-fosfato (G6P) pela enzima glicolitica HK que
possui duas isoformas expressas no TAM, HK 1 e 2. A glicose captada pode seguir para
formacao de glicogénio ou para a via lipogénica (CARMEAN et al., 2016). O papel da
lipogénese no TAM ¢ manter estoques adequados de TAGs para a termogénese (RUI,
2017). Os acidos graxos derivados dos TAGs s@o a principal fonte de energia para a
termogénese no TAM. A ativagdo de adipdcitos marrons leva a lipdlise das goticulas
lipidicas intracelulares preenchidas com TAG e a subsequente liberacdo de AGs. Esses
AGs servem a dois propositos: 1) sdo metabolizados por enzimas da B-oxidag¢do na
matriz mitocondrial; e 2) ativam a UCP-1, que entdo gera calor, iniciando um ciclo futil
de transporte de elétrons na cadeia respiratdira, usando os elétrons derivados da B-
oxida¢do. Posteriormente, o reabastecimento dos estoques intracelulares de TAG ocorre

de trés maneiras: 1) captacdo de acidos graxos livres (AGL) ligado a albumina, 2)
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captacdo de AG da lipoproteina de densidademuito baixa (VLDL) e quilomicrons, e 3)
captagdo de glicose seguida pela lipogénese de novo. A captagio de glicose pelo TAM ¢é
mediada por mecanismos dependentes e independentes da insulina (CANNON &
NEDERGAARD, 2004; LABBE et al., 2015). A glicose também ¢ usada pelo TAM

para geracao de ATP via da glicolise (THOONEN et al., 2016).

Procedimentos de desnervacdo simpdtica em camundongos comprovaram a
conexdo entre o hipotdlamo ¢ o TAM. A desnervacdo promove uma reducgdo
significativa do indice de utilizagdo de glicose pelo tecido, indicando que o sistema
nervoso simpatico € o principal responsavel pela regulacao da utilizagdo de glicose no

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

A composi¢do da dieta, assim como o estimulo simpatico classico, ¢ um dos
fatores que pode influenciar a capacidade termogénica do TAM. O aumento dos
acidos graxos livres no citoplasma, derivados de uma dieta rica em gorduras, aumenta
a expressdo de UCP-1 e a diferenciacdo dos adipocitos marrons (GIRALT &

VILLARROYA, 2013).

O TAM também estd envolvido com o cleareance dos triacilglicerdis
plasmaticos e com a homeostase da glicose (BARTELT et al., 2011). GUERRA et al.
(2001) utilizaram ratos com deficiéncia de receptores de insulina no TAM e
observaram que além da atrofia do TAM, ocorriam alteragdes na homeostase da

glicose, como por exemplo, hiperglicemia em jejum e resisténcia periférica a insulina.

Os fatores metabodlicos derivados do TAM estdo ganhando cada vez mais atencao
por suas atividades antiobesidade, anti-hiperglicemia e/ou resisténcia a insulina
(VILLARROYA et al., 2013; RUI, 2017). O TAM secreta uma série de adipocinas.

Devido ao seu pequeno tamanho em relagdo ao TAB, os niveis circulantes dessas
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adipocinas sdo menores (PROENCA et al., 2014). Por isso, ¢ improvavel que o TAM
seja uma fonte importante de leptina circulante e adiponectina em humanos. Além disso,
os adipocitos marrom e bege secretam varias adipocinas especifcas, incluindo
neuregulina-4, fator de crescimento semelhante a insulina tipo 1 (IGF-1), fator de
crescimento de fibroblastos 21 (FGF21) e IL-6 (VILLARROYA et al., 2013). A
neuregulina-4 suprime a lipogénese hepatica como um hormdnio enddcrino. O FGF21 e
a IL-6 promovem a termogénese em adipdcitos marrom e bege de forma
pardcrina/autocrina. Acredita-se que o IGF-1 esteja envolvido na redugdo da
hiperglicemia em camundongos com diabetes mellitus tipo 1 (DM1), devido a ativacdo

da captacao de glicose pelo TAM (RUI 2017).

1.4. O tecido adiposo bege

Existem dois tipos de células adiposas termogénicas em mamiferos: o TAM e o
tecido adiposo bege (TABG). Ao contrario do TAM, que possui a mesma origem
embrioldgica das células musculares - fator miogénico 5 (Myf5), as células adiposas
beges emergem de depositos do TAB (WU et al., 2013). O TABG pode ser formado a
partir de depositos de TAB subcutaneo quando estes sdo estimulados pelo frio, através
da via simpatica. O TABG apresenta niveis elevados de UCP-1 na membrana
mitocondrial e aparéncia multilocular (BOSTROM et al., 2012). Devido a capacidade
termogénica, tanto o TAM quanto o TABG possuem o papel de aumentar o gasto

energético do organismo (RUI, 2017).

1.5. Stanniocalcinas

As stanniocalcinas (STC) s3o hormodnios glicoproteicos compostos pelas
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proteinas STC-1 e STC-2 cujas sequéncias de aminoacidos sao altamente conservadas

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

Em 1839 o anatomista alemdo Hermann Friedrich Stannius, estudando esturjdes
(peixes Osseos), identificou um par de glandulas adjacentes aos rins (Figura 1) as
quais batizou de Corpusculos de Stannius (CS). Stannius acreditava se tratar das
glandulas adrenais dos peixes. Em 1964, M. Fontaine descreveu que os CS eram
responsaveis pelo controle dos niveis de calcio no sangue de peixes. Apds 10 anos,
PANG & PANG (1974) relataram que os CS secretavam um fator que reduzia os
niveis de calcio circulantes, agdo similar ao hormoénio calcitonina ¢ o nomeou de
hipocalcina (PANG &PANG, 1974). Posteriormente a hipocalcina passou a se chamar
stanniocalcina e se viu que a remogao cirtrgica dos CS levava ao aumento nos niveis
séricos de calcio, sugerindo um papel anti-hipercalcémico (FONTAINE, 1964; SO &
FENWICK, 1979; LAFEBER & PERRY, 1988). Em peixes, o aumento dos niveis
plasmaticos de cdlcio estimula a sintese e a secre¢do de STC pelos CS, o que reduz a
hipercalcemia ao diminuir a absor¢do de cdalcio nas branquias e no intestino,
aumentando a reabsor¢ao de fosfato nos tubulos proximais renais (WAGNER et al.,

1994).

Células cromafins

Corpusculos de

Tireoide S

) Urofise
Ultimo corpo branquial Mucosa
intestinal

llhotas pancreaticas

Figural: Localizacdo do Corpusculo de Stannius em peixes (WAGNER et al. (1994)).
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Nos mamiferos ndo se conhece nenhuma estrutura que possa ser comparada ao
CS; assim, acreditava-se que a presenca ¢ a funcdo da STC tivessem se perdido
durante a evolugdo. Contudo, o gene que codifica a proteina STC-1 de mamiferos foi
identificado e clonado em 1995 em rins humanos e em cultura de fibroblastos
bronquicos (WAGNER et al., 1995; CHANG et al., 1995; OLSEN et al., 1996). A
STC-1 possui 247 aminoacidos e ¢ expressa em uma ampla variedade de células como
neurdnios, células tubulares renais, adipocitos e em orgdos como ovarios, adrenais,
prostata e coragdo entre outros (CHANG et al., 1995). A STC em peixes atua na
homeostase mineral como um hormoénio anti-hipercalcémico (OLSEN et al., 1996;
PALMA et al., 2019). Em alguns tecidos de mamiferos essa caracteristica se manteve,
como nas células renais, cardiomidcitos e algumas areas do sistema nervoso (ZHANG

et al., 2000).

Evidéncias atuais mostraram o envolvimento da STC-1 nos processos de
crescimento tumoral e apoptose em vdrios tipos de cancer como coloretal, hepatico,
mama, ovario, cerebral, pulmao e renal (LEUNG & WONG, 2018; LI et al., 2018).
Camundongos transgénicos que superexpressavam STC-1 no musculo esquelético
apresentaram hiperfagia, perda de peso, maior consumo de oxigénio, aumento na
rapidez de depuragdo da glicose e, curiosamente, aumento de tamanho das
mitocondrias (FILVAROFF et al., 2002). Outros trabalhos também demonstraram que
a STC-1 ¢ responsavel pelo aumento no tamanho das mitocondrias 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
mitocondrias para regular o metabolismo celular. Um possivel receptor para STC-1
foi descrito nas células luteais de camundongos (PACIGA et al., 2003). Sitios de

ligagdo para a STC-1 tanto na membrana plasmatica quanto nas mitocondrias foram
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identificados em células renais e hepaticas 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 mitocondrias (MCCUDDEN et al., 2002). Esses
achados sustentam a importancia deste polipeptideo no controle do metabolismo
mitocondrial, sendo o primeiro trabalho a mostrar que ligantes/receptores de
hormoénios peptidicos sdo 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 transducdo de sinal deste hormdnio permanecem elusivas (LI et

al., 2018).

SCHEIN et al. (2015) demonstraram o papel da STC-1 na sintese de glicose via
gliconeogénese renal em ratos e peixes. Tanto a incorporagio de '*C-glutamina em
C-glicose quanto a atividade e os niveis de RNAm da enzima fosfoenolpiruvato
carboxicinase (PEPCK) diminuiram, em resposta a a¢do, in vitro, da STC-1 na
medula renal. Por outro lado, em peixes essa resposta foi diferente e a STC-1
aumentou a incorporagio de '*C glutamina em '*C glicose, enquanto reduziu a

gliconeogénese a partir de '*C-lactato (SCHEIN et al., 2015).

SERLACHIUS & ANDERSSON (2004) estudando a adipogénese in vitro, com
linhagem celular 3T3-L1, observaram aumento na expressao proteica da STC-1 em
adipdcitos em estagio final de maturagdo. A STC-1 contribuiu para a sobrevivéncia de
células adiposas maduras que perderam sua capacidade de renovagdo, sugerindo seu
envolvimento com a homeostase do TAB (SERLACHIUS & ANDERSSON, 2004).
Com utilizagao da técnica de imuno-histoquimica em TAB de humanos, foi observada

a presenga de STC-1 no citoplasma de adipdcitos maduros. Além disso, em
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hibernomas (tumores benignos histologicamente semelhantes a gordura marrom) de
humanos, a expressdo da STC-1 também foi descrita (SERLACHIUS et al., 2004).
Em ratos Wistar machos alimentados, a STC-1 foi capaz de aumentar a lipogénese no
TAB retroperitoneal (COZER et al.,, 2016). No entanto, a STC-1 diminui a
incorporagio do '*C da glicose em lipidios totais no TAM (COZER et al., 2017). Em
ratos machos submetidos ao jejum de 24h a STC-1 aumentou a capacidade

gliceroneogénica do TAM (SARAPIO, 2014).

O cDNA da STC-2 codifica uma proteina de 302 aminoacidos (55 aminoacidos
mais longa do que a STC-1 humana) e possui 34% de identidade com STC-1 humana.
A STC-2 ¢ um pardlogo da STC-1 e foi descoberta através de pesquisas de
bioinformatica em 1998 (CHANG & REDDEL, 1998). A STC-2 ¢ expressa em
diversos tecidos de camundogos, ratos e humanos (YEUNG et al, 2012).
Recentemente foi demonstrado que a STC-2 ¢ expressa no TAM de camundongos
(HJORTEBJERG et al., 2018). A STC-2 ¢ expressa em muitos tipos de tecidos
cancerigenos, sendo indicador de um progndstico ruim para o cancer (ZEIGER et al.,
2011; HOU et al., 2015; CHEN et al., 2016). Estudo recente mostrou que em
camundongos (C57BL/6), suscetiveis a obesidade, ao diabetes mellitus tipo 2 (DM2)
e a aterosclerose a STC-2, quando injetada intracerebroventricular, foi capaz de
diminuir a ingestdo alimentar. Quando administrada intraperitonealmente aumentou
os niveis de RNAm do neuropeptideo pro-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 gliceroneogénica de ratos alimentados, mas

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

O péancreas tem um papel bem estabelecido no metabolismo intermedidrio. Em

camundongos adultos, a STC-1 se co-localiza com a insulina, sendo expressa pelas
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células beta das ilhotas pancreaticas (ZAIDI et al., 2012). A STC-2 ¢ expressa junto
com o glucagon nas células alfa das ilhotas pancreaticas de humanos (MOORE et al.,
1999). Com base nessa localizagdo, pode-se supor que as stanniocalcinas t€ém um
papel regulador no metabolismo da glicose. Em humanos, estudo recente mostrou
uma correlagdo 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 expressdao 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 ovario bovino, bem como no TAB retroperitoneal de

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

Em situagdes fisiologicas normais, tanto a STC-1 quanto a STC-2 ndo sdo
encontradas na corrente sanguinea de mamiferos. O horménio STC-1 ¢ detectavel na
circulagdo em humanos apenas durante a gravidez e a lactacdo (DEOL et al., 2000;
JUHANSON et al., 2016). Esse fato, somado a comprovagao da existéncia do cDNA
de STC em diferentes tecidos de mamiferos, sugere que esses hormonios ajam como

fatores paracrinos ou autocrinos (DE NIU et al., 2000).

Fundamentada nos achados da literatura expostos acima, nossa hipotese baseia-
se que o padrio de resposta metabdlica aos hormdénios hSTC-1 e 2 nos tecidos
adiposos branco e marrom pode ser alterado pelo estado alimentar (alimentado ou

jejuado por 48h) dos ratos.



33

2. OBJETIVOS
2.1. Objetivo geral

Estudar o papel metabolico dos hormoénios hSTC-1 e hSTC-2 sobre o
metabolismo intermediario do TAM e TAB de ratos adultos machos, alimentados e

em jejum de 48h.

2.2. Objetivos especificos

2.2.1 Determinar, in vitro, os efeitos da hSTC-1 e¢ da hSTC-2 sobre o metabolismo
lipidico e glicidico no TAB epididimal de Rattus norvergicus machos, linhagem

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

a) Captagdo de [2- '*C] desoxi-glicose;

b) Incorporagdo de U'*C-glicose em'*CO,.

¢) Incorporagio de “C-glicerol e de U-"*C-glicose em'*C-glicerideo-glicerol ¢ '*C-
acido graxos;

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

2.2.2 Determinar, in vitro, os efeitos da hSTC-1 e¢ da hSTC-2 sobre o metabolismo
lipidico e glicidico no TAM interescapular de Rattus norvergicus machos, linhagem

Wistar alimentados e em jejum de 48h. Para este fim, foram avaliados:
a) Captacio de [2- '*C] desoxi-glicose;
b) Atividade da enzima hexocinase;

¢) Incorporagdo de U'*C-glicose em'*CO,.
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d) Incorporagio de '“C-glicerol e de U-"*C-glicose em '*C-glicerideo-glicerol ¢ '*C-
acido graxos;

¢) Niveis de lactato tecidual;

f) Niveis de glicogénio tecidual;

g) Expressdo génica da Stc/ e da Stc2;

h) Dosagens séricas de glicose e lactato.
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3. MATERIAIS E METODOS
3.1 Consideracoes éticas

O presente estudo foi aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de Animais
(CEUA) da Universidade Federal do Rio Grande do Sul (UFRGS) com o protocolo de
nimero 27534 (comprovante disponivel no Anexo I). O projeto foi desenvolvido no
laboratério de Metabolismo e Endocrinologia Comparada (LaMEC) em conjunto com
o laboratério de Fisiologia Celular (Fiscel) e do laboratério de Biologia Molecular
Endocrina e Tumoral (Labimet) do Departamento de Fisiologia do Instituto de
Ciéncias Basicas da Satde (ICBS) da UFRGS. Todos os procedimentos desse estudo
foram realizados de acordo com as diretrizes do Conselho Nacional de Controle de

Experimentacdo 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 Reproducdo e Experimenta¢do de Animais em
Laboratorio) 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 minima de 17,8 cm. A area interna década gaiola ¢ de 1110 cm’,
assegurando uma area de 187,05 cm® 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 trés trocas de caixas por semana,

com aproximadamente 05 cm de cama de maravalha de Pinnus sp previamente
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autoclavada. A higieniza¢do das caixas, grades, bebedouros e bicos foram realizados

com detergente neutro e imersas por 2h em solucdo de hipoclorito a 10%.

Os animais passaram por um periodo de 1 semana de aclimatacdo ao biotério
(Figura 2) e apo6s a aclimatados foram randomicamente divididos em dois grupos:
animais alimentados e animais submetidos ao jejum de 48 horas. Os animais
alimentados receberam, ad libitum, 4gua e dieta padrdo comercial para roedores (20%
proteina, 55% carboidrato e 4,5% de lipidio; Rodent Chow, Nutrilab®, Sdo Paulo,
Brazil). Os animais jejuados receberam agua ad [ibitum e foram alojados
individualmente com maior quantidade de maravalha para garantir melhor conforto
térmico. Em todos os experimentos, os animais jejuados iniciaram a restri¢ao dietética
as 9 horas da manha. O monitoramento foi realizado diariamente, possibilitando a

identificacdo de alteragdes relacionadas a satide e ao conforto dos animais.
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>
Dia 0 80 87 88 90
Nascimento W Aclimata.géo Eutdnasia
CREAL Cheg?da B'Ote”OA R e coleta
Biotério Farmacolgia Jejum dos tecidos
Farmacologia 48h

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. Eutanasia, coleta de sangue e coleta de tecidos

Os animais foram mortos por decapitagdo em guilhotina especifica para pequenos
animais, sem anestesia, para obten¢do do sangue total e dos TAB epididimal e TAM. O
procedimento de eutanasia foi realizado pelos pesquisadores responsaveis, 0s quais
possuem experiéncia e treinamento para a realizacdo desta atividade. A eutandsia
baseia-se no fato de ser um método eficaz que produz um menor estresse aos animais.
Considerando a necessidade de obtengdo de sangue periférico e a realizagdo de analises
celulares e bioquimicas, nenhum anestésico ou outra substancia foi injetado nos animais por

ocasido da decapitacdo. Essa forma de eutanasia ¢ utilizada por pesquisadores da area
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de metabolismo de diversos paises e aceita pelas revistas internacionais indexadas e

de alto impacto (BROWN et al., 2005; SAHA et al., 2005).

No dia da eutandsia, os animais foram transferidos para uma sala no laboratdrio
de metabolismo e endocrinologia comparada - LaMEC, separada daquela onde
ocorreu a decapitagdo e os experimentos, em ambiente tranquilo, com temperatura
controlada e agua ad libitum. Apo6s a eutandsia de cada animal, a guilhotina foi
higienizada e vaselina em pasta foi passada na navalha para conservacao do fio, bem

como, ocorreu higieniza¢ao da bancada.

O sangue troncular foi coletado em tubos com ativador de coagulacdo e centrifugado
a 1000 x g por 10 minutos para separagdo do soro. As amostras de soro foram
congeladas até sua utilizagdo e armazenadas em freezer -80°C. O TAM e o TAB

epididimal foram excisados.

3.4. Procedimentos Experimentais in vitro

Apos a excisdo, os tecidos foram pesados inteiros e fatiados sobre placas de Petri
umedecidas com Krebs-Ringer Bicarbonato (KRB) pH 7,4: NaCl 118mM; KCI 4,8mM;
CaCl, 1,3mM; KH,PO4 1,2mM; MgSO4 1,2mM; NaHCO; 24,8mM. Apos, as amostras
de tecido foram pesadas e pré-incubadas por 15 minutos. A pré-incubagdo foi realizada
com os tecidos em tubos de polietileno contendo ImL de KRB, pH 7,4, aerados com gas
carbogénio (0,:CO,, 95:5%, v/v) por 30 segundos a 37°C, sob agitagdo constante, em

banho metabdlico tipo Dubnoff.
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3.5. Hormonios

Os hormoénios hSTC-1 e hSTC-2 foram adquiridos a partir de Recombinant
Human hSTC-1 e hSTC-2, HEK 293 (RayBiotech Inc. EUA). Utilizamos 3
concentragdes de hSTC-1 e de hSTC-2 para o TAB (Figura 3): 0,386pM, 3,86pM e
38,6pM, diluidas em KRB. Para o TAM foi utilizada apenas 1 concentragdo de hSTC-1
e de hSTC-2 de 3,86pM (Figura 3), igualmente diluidas em KRB, em fun¢do da pouca
disponibilidade do tecido. As concentracdes que foram utilizadas neste estudo sdo
consideradas fisiologicas para roedores (De NIU et al., 2000; SAZONOVA et al.,
2008). Além disso, estudos prévios do nosso laboratorio utilizaram as mesmas
concentragdes de hSTC-1 e de hSTC-2 para demonstrar a a¢ao destes hormonios sobre a
gliconeogénese 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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Jejum
48 horas "'

— TAM

Figura 3: Concentragdes dos hormonios hSTC-1 e hSTC-2

3.6. Captacao de 2-14C-Desoxiglic0se (2-DG)

A captacao de glicose foi determinada de acordo com KAISER DE SOUZA et al.,
(2013). Apds o periodo de pré-incubagdo, fatias do TAB e do TAM (100 £ 10 mg)
foram removidas do meio de pré-incubagdo, 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 O,: CO,(95:5%, v/v) sem hSTC-1 ou
hSTC-2 (controles) ou na presenga das diferentes concentragdes dos hormonios
descritos na se¢do 3.5 (Figura 3), mais 0,2 pCi de 2-DG (Amersham, 286 mCi /mmol) e

incubados por 120 minutos (TAM) ou 60 minutos (TAB). Apds incubacgdo, 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 dgua destilada
e alternadamente congeladas e fervidas por trés vezes. Amostras (100 pL) desta solucao
e do meio de incubacdo foram utilizadas para contagem da radioatividade em 2 mL de
liquido de cintilagdo: tolueno, triton X-100 (2: 1, v/v), PPO 0,4% e POPOP 0,01%. Os
resultados foram expressos como relagdo tecido/meio (T/M), relagdo da radioatividade
do meio interno (glicose captada pelos tecidos) sobre o meio externo (meio de

incubag¢do). T/M = dpm/mL meio interno dividido dpm/mL meio externo.

3.7. Incorporacio de [U-“C] -glicose em “4co,

Apos o periodo de pré-incubagdo, fatias do TAB e do TAM (100 + 10 mg) foram
incubadas sob as condic¢des descritas na se¢do 3.5, mas na presenga de 0,2 uCi de [U-
C] -glicose (289 mCi /mmol; PerkinElmer) ¢ 5 mM de glicose. Nas tampas de
borracha dos frascos de incubagdo foram fixados vidros em formato de “J” com um
pogo onde uma tira de papel Whatman™ 3MM foi introduzida e embebida em 1M
Hyamine® (0,2 mL) para reter o ''CO, produzido pela oxidagdo dos substratos. A
incubacao foi interrompida pela adi¢ao de 0,5 mL de 4cido 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
incubagdocontendo 2 mL de liquido de cintilagio. Os valores de producio de '*CO,
foram expressos em mmol de '*C de glicose incorporada em '“CO, . mg™'. h-' de

incubagdo (BUENO et al., 1994).



42

3.8. Incorporacao do 4C da [U-“C] —glicose ou [U-“C] —glicerol em“C-glicerideo-

glicerol e '*C-acidos graxos

Apo6s o periodo de pré-incubagdo, fatias TAB ou TAM (100 + 10 mg) foram
incubadas nas condi¢des descritas na se¢do 3.5 (Figura 3), mas na presenca de 0,2 uCi
de [U-"*C] -glicose (289 mCi / mmol; PerkinElmer) mais 2mM de glicose ou 0,2 uCi
de [U-'*C] -glicerol (142 mCi / mmol; PerkinElmer) mais 1 mM de glicerol. Apds o
periodo de incubagdo, os lipidios foram extraidos com cloroférmio: metanol (2:1,
v/v), como descrito por Folch et al. (1957). Uma amostra do extrato lipidico total foi
saponificada com KOH etandlico por 1 hora a 70°C. Em seguida, as amostras foram
centrifugadas duas vezes com éter de petrdleo (5 minutos, 420 xg). A reagdo de
saponificacdo com acido graxo foi completada com verde de bromocresol (0,04%). A
fase inferior foi acidificada com H,SO4 6N e centrifugada (5 minutos 420 xg) com 5
ml de cloroférmio. Em seguida, uma amostra da fase aquosa contendo '*C-glicerideo-
glicerol foi transferida para frascos contendo 5 mL de liquido de cintilagdo (BOTION
et al., 1995). Os resultados foram expressos em mmol de '*C-glicose e de '*C-glicerol

incorporados em '“C-glicerideo-glicerol ou '*C-acido graxo.mg™.h™" de incubagio.

3.9. Expressao génica das stanniocalcinas 1 e 2

O TAM foi pré-incubado e incubado com KRB pH 7,4 sem os hormonios. Apds a
incubagdo, o RNA total do TAM foi extraido com o reagente Trizol® (conforme
protocolo do fabricante Life Technologies). As amostras de RNA foram quantificadas
utilizando o espectrofotometro para quantificagdo de acidos nucléicos, NanoVue (GE
Healthcare Life Sciences). Apureza do RNA foi avaliada utilizando a razdo da
absorbancia A260/A280 entre 1,7 ¢ 2,0 nm. A integridade do RNA foi avaliada por

eletroforese em gel de agarose. A sintese de cDNA foi realizada, utilizando o kit
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SuperScript® First-Strand Synthesis System for qPCR (protocolo do fabricante
Invitrogen). Primers especificos foram desenhados para os genes em estudo: STC-1 e
STC-2, usando o programa IDT Design Software (Integrated DNA Technologies Inc.,
USA). As reagdes de PCR em temporeal (qPCR), foram realizadas em triplicata. Os
dados foram adquiridos e analisados pelo programa StepOne Software versdo 2.0.
Reacdes controle foram realizadas para verificar se nenhuma amplificacdo de material
ocorreu nos pocos que nao continham o cDNA. Os valores de Ct (Cycle Threshold) das
triplicatas foram utilizados para o calculo da expressdo dos genes estudados, com
normalizacdo pelo gene controle endogeno beta actina, usando o método 2DCt
(comparacao dos valores de Ct do gene alvo e gene de referéncia) (SCHMITTGEN &

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

3.10. Determinagao do glicogénio tecidual

O TAM foi incubado conforme secdo 3.5 e a concentracdo do glicogénio
tecidual foi determinada pelo método de VAN HANDEL et al. (1965), com algumas
modifica¢des. Apos o periodo de incubagdo, o tecido foi colocado em tubos de vidro
em presenca de 0,5 mL de hidréxido de potéssio (KOH) a IM e incubado a 70°C em
banho metabolico por 60 minutos. Apds a incubacdo, foi adicionado 0,01mL de
sulfato de sodio (Na,SO4) a 35%. Os tubos foram centrifugados a 420 x g por 15
minutos. O precipitado foi ressuspendido em 4gua destilada e etanol a 95% e
centrifugado novamente. Para hidrolise do glicogénio em glicose livre, foram
adicionados 0,1 mL de agua destilada e 0,1 mL de HCL 4M. As amostras foram
novamente mantidas em banho metabdlico por 60 minutos e, apos, neutralizadas com
0,1 mL de carbonato de sddio (Na,COs3) 2M. Apos a hidrolise acida e neutralizagdo,

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 glicogénio

por grama de tecido.

3.11. Analises Bioquimicas

Os tecidos foram pré- incubados e incubados conforme secao 3.5, transferidos
para microtubos de poliestireno e guardados a -80°C. Para a dosagem de lactato
tecidual, os tecidos foram guardados em tubos com fluoreto de sdédio (NaF) 0,1M e
dosado com kit enzimatico comercial (Labtest™) e expressos como nmol/mL. Para a
atividade da enzima hexocinase (HK [EC2.7.1.1]) foi utilizado kit Hexokinase Assay

MAKO091 (Sigma Aldrich®). Os resultados foram expressos como nmol. min™". mI™.

A glicose e o lactato séricos foram quantificados com kits comerciais
(Labtest"™), conforme protocolo do fabricante e expressos como mg/dL. Os niveis 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 concentra¢des de

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

3.12. Cuidados com relaciio ao descarte da amostra e de materiais toxicos

Os ensaios foram realizados com o uso dos equipamentos de protegdo
individual: avental, luva cirurgica, e 6culos e mascara quando necessario. O descarte
de amostras, bem como de materiais toxicos € contaminantes foram realizadas de
acordo com as normas da UFRGS. As carcagas dos animais mortos foram colocadas
em sacos plasticos brancos, identificados e encaminhados ao biotério setorial no ICBS

- UFRGS, onde foram recolhidos por empresa terceirizada, responséavel pelo servigo
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de coleta de materiais bioldgicos de descarte. Materiais toxicos foram usados em
capela de exaustdo e os descartes encaminhados para o Centro de Gestdo e
Tratamento de Residuos Quimicos da UFRGS para sua correta eliminagdo. Os
residuos dos tragadores marcados com '*C foram descartados segundo as normas da
Comissao Nacional de Energia Nuclear, norma NN 8.01 - resolucdo 167/14 (CNEN -

2014).

3.13. Analise Estatistica

Os dados foram expressos como média + erro padrdo da média ou mediana
(intervalo interquartil), quando apropriado. Os dados foram verificados quanto a
normalidade (teste de Kolmogorov-Smirnov) e homocedasticidade (teste de Levene).
Andlise de variancia de duas vias seguida de teste de post-hoc de Tukey /Bonferroni
para comparacao de médias. O teste de Kruskal-Wallis foi utilizado para comparagdes
de varidveis com distribuicdo assimétrica com o teste post-hoc de Dunn. O teste t de
Student ndo pareado foi usado para comparar diferencas nos pesos dos tecidos e nas
dosagens séricas dos grupos de animais alimentados e em jejum. Todos os testes e
comparagdes com P<0,05 foram considerados estatisticamente significantes. As
andlises estatisticas foram realizadas utilizando os programas Prism Plot versdo 6.0
(GraphPad Prism Software) para Windows e o SPSS (Statistical Package for the

Social Sciences) versao 18.0.
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4. RESULTADOS

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

acordo com os experimentos descritos na se¢ao 3.

4.1. Artigo 1

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

adipose tissue from fed and fasted rats
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5. DISCUSSAO

Transcorridos 180 anos da identificagdo da stanniocalcina, o conhecimento da
participag¢do deste intrigante hormonio na homeostase metabolica em mamiferos ainda
apresenta muitas lacunas, uma vez que pouco se sabe a respeito de seus efeitos sobre o
metabolismo intermedidrio dessa classe de animais. Outro ponto, ainda pouco
conhecido, ¢ a ligacdo das STCs a receptores e a transdu¢do 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 ¢ em jejum (48h). Além
disso, demonstramos que o estado alimentar do animal regula a expressdo desses

hormdnios no tecido adiposo marrom.

5.1 Tecido adiposo branco epididimal

Nos ultimos 50 anos, a percepcao fisioldgica e bioquimica sobre as fun¢des do
tecido adiposo branco evoluiu muito. Além das fun¢des de armazenamento de reserva
energética e de manuten¢do de temperatura, os adipdcitos brancos funcionam como
células endocrinas sofisticadas, cuja capacidade de liberagdo de hormonios pode mudar
dependendo da concentragdo de lipidios armazenada (DE PAULA & ROSEN 2018), do
estado metabolico dos individuos (alimentados ou jejuados) e de estimulos enddcrinos
OU Nervosos.

Roedores possuem depositos de TAB visceral na regido perigonadal, que em
machos ¢ conhecida como gordura epididimal. O TAB epididimal de ratos ndo ¢ o
deposito adiposo mais analogo ao intra-abdominal encontrado em humanos, porém, ¢ o

maior depoésito de TAG e o mais acessivel (CHUSYD et al., 2016). SERLACHIUS &
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ANDERSSON (2004) utilizando técnica de imuno-histoquimica, identificaram em TAB
de humanos a presenca da STC-1. A STC-2 ¢ expressa em todos os depodsitos adiposos
de camundongos e apresenta uma alta expressdo génica no TAB epididimal
(HJORTEBIJERG et al., 2018). Esses dados sustentam a visdo de que as stanniocalcinas
emergem como um novo modulador do metabolismo intermedidrio em adipocitos de
mamiferos.

No presente estudo, os ratos alimentados apresentaram valores sorologicos
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 captacdo de glicose
no TAB. Além disso, a hSTC-1 também aumentou a captagdao de glicose no TAM de
ratos alimentados. SCHEIN et al. (2015) demonstraram que a hSTC-1 diminuiu a
atividade gliconeogénica renal em ratos alimentados, sugerindo a participagdo deste
horménio na homeostase da glicose em mamiferos. Desta forma, uma reducdo na
capacidade de sintese de glicose pelo rim e o aumento da captacdo de glicose pelos TAB
e TAM seriam fatores importantes para a manutencdo dos niveis de glicose,
especialmente em pacientes com diabetes tipo-2. Os achados de JIAO et al. (2017)
reforgcam esta hipotese, pois estes autores constataram, em camundongos ob/ob (sem
leptina), que a administragdo de hSTC-2 durante 10 dias consecutivos diminui
significativamente os niveis de glicose circulante, aumentando a sensibilidade dos
tecidos a insulina. Seriam as STCs (1 e 2) um novo hormoénio controlador da
homeostase da glicose no periodo pos-prandial, estimulando a captagdo 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 € uma situagdo estressante para os ratos. Em

TAB de ratos em jejum de 48h, as hSTC-1 e 2 estimularam a captacdo de glicose.
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Estudos in vitro e in vivo demonstraram que no jejum de 48h ocorre redugdo na
transloca¢do do GLUT-4 do compartimento intracelular para a superficie da membrana
plasmatica de adipocitos brancos (FRASSON et al., 2012; PROENCA et al., 2014).
Desta forma, podemos sugerir que o efeito da hSTC-1 e 2 sobre a captagdo de glicose no
TAB de ratos em jejum seria via regulacdo da expressdo génica e/ou turnover do
GLUT-1 (BARRON et al., 2016; YAN, 2017). Em adipocitos 3T3-L1, o turnover, os
niveis de RNAm e a expressdo da proteina GLUT-1 aumentaram em adipdcitos que
sofreram, no meio de cultura, privacao de glicose por 72 h (TORDJMAN et al., 1990).
O GLUT-1 nos adipécitos 3T3-L1 tem um turnover de aproximadamente 14 h, mas nos
adipdcitos privados de glucose este valor foi superior a 50 h (MCMAHON & FROST,
1995). Porém, este efeito foi revertido pela adi¢do de glicose ao meio de incubagao
(MCMAHON & FROST, 1995). Foi constatado que em outra situacao estressante como
no cancer, as expressoes da STC-2 e do GLUT-1 nas células cancerigenas estdo
significativamente elevadas, sugerindo um aumento na captagdo 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 producio de '*C- glicerideo-glicerol e a sintese
de novo de AG, contudo, a hSTC-1, na concentragao utilizada neste trabalho, nao afetou
estas vias metabodlicas. Em contraste, no estado alimentado, a hSTC-1 aumentou a
incorporagdo do '*C da glicose em glicerideo-glicerol no TAB. COZER et al. (2016)
também demonstraram que a hSTC-1 aumenta a incorporagdo do '*C da glicose em
lipidios totais no TAB retroperitoneal. Desta forma, no estado alimentado, a hSTC-1
mantém um suprimento adequado de glicerol-3-P necessario para a esterificagdo de AG
e armazenamento de TAG no TAB epididimal. Entretanto, a hSTC-1 diminuiu a

capacidade de sintese de novo de AG a partir de “C-glicose no TAB de ratos
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alimentados. Essa diminuicdo levaria ao aumento da captacdo de AG a partir das
lipoproteinas circulantes, regulando, assim, os niveis de AG no periodo pos-prandial. Os
AG podem ser obtidos pela captacdo de fontes externas como os quilomicrons e os
VLDLs ou pela sintese de novo a partir de substratos ndo lipidicos (PROENCA et al.,
2014). O armazenamento de AG-TAG no TAB ¢ considerado um mecanismo de
protecdo contra a lipotoxicidade (CAO et al., 2008).

Embora a atividade da glicerocinase (GK) no TAB seja relativamente baixa em
comparagdo com outros tecidos, como o TAM e o figado (KAWASHITA et al. 2002;
MARTINS-SANTOS et al. 2007), uma reducdo acentuada da atividade da GK no TAB
foi observado em ratos em jejum (48h) e em diabéticos (FRASSON et al. 2012). Nossos
dados estdo de acordo com os relatos da literatura que mostram uma redu¢do na
capacidade de fosforilagdo direta do glicerol no TAB de controles jejuados por 48h
(FRASSON et al. 2012). Contudo, a hSTC-1 nao afetou diretamente a fosforilacdo do
glicerol no TAB de ratos alimentados ou em jejum de 48h.

Nossos resultados demonstram que em ratos alimentados a hSTC-2 reduziu a
geragdo de '*C- glicerideo-glicerol e a sintese de novo de AG a partir de '*C-glicose,
mas aumentou a captacdo de glicose no TAB. A hSTC-2 também diminuiu a
fosforilacdo direta de glicerol no TAB de ratos alimentados, mas ndo afetou a sintese de
novo de AG a partir de *C-glicerol (Figura 4). Assim, a hSTC-2 estaria bloqueando o
efeito lipogénico caracteristico do periodo pos-prandial, quando ha substratos em
abundancia e as reservas energéticas devem ser repostas no TAB. Pode-se considerar
que a hSTC-2 induz o TAB ao desperdicio, pois reduz a utilizagdo dos substratos
energéticos nos processos endergdnicos de sintese como a lipogénese. Estes achados sao
consistentes com dados de JIAO et al. (2017) que demonstraram que a administra¢ao

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
administracdo intraperitoneal de STC-2 por 10 dias em camundongos ob/ob diminuia
marcadamente os niveis d¢ RNAm dos genes adipogénicos PPARy, C/EBPa e C/EBPJ
(JIAO et al., 2017). O mecanismo de agdo das STCs nas células alvo ainda nao foi
esclarecido, mas ZEIGER et al. (2011) sugerem que a STC-2 interage com o sensor de
calcio do reticulo endoplasméatico - stromal interaction molecule 1 (STIMI),
controlando a concentragdo intracelular de calcio via - store-operated Ca’" entry
(SOCE). Desta maneira, a STC-2 diminuiria a concentragdo intracelular de calcio.
Recentemente, foi descoberto que a integridade das - mitochondria-associated
membranes (MAMs) ¢ um fator importante na transducdo do sinal da insulina no figado
e no musculo esquelético e alteragdes nas MAMs estdo associadas com resisténcia a
insulina nestes tecidos, impactando a homeostase da glicose (TUBBS et al., 2014). No
presente estudo, a concentragdo plasmatica de insulina nos ratos alimentados estd alta
(1,15+0,25 ng/mL). Desta forma, no periodo pds-prandial a redug¢do da concentracio de
calcio intracelular induzida pela hSTC-2 levaria a alteragdes na transdu¢do do sinal
insulinico nas células adiposas, reduzindo a capacidade de sintese de TAG. O TAB
exerce um papel importante na regulagdo do balango energético em mamiferos e a
incapacidade de sintese de TAG num periodo de abundancia de substratos energéticos,
como no estado alimentado, levaria a diminuicao das reservas energéticas do organismo,
da producdo hormonal e de outras fungdes do TAB. (PROENCA et al., 2014). Este
gasto de energia ¢ encontrado em camundongos que superexpressam STC-2, estes
animais apresentaram hiperfagia, aumento do consumo de oxigénio em combinagdo
com retardo de crescimento nos periodos pré- e pos-natal (GAGLIARDI et al., 2005).
Os resultados deste estudo mostram que as STCs controlam a captag@o de glicose

no TAB epididimal tanto no estado alimentado como no jejum de 48h. Entretanto, as
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STCs ndo aumentaram a formagio de '“C- glicerideo-glicerol ou a sintese de novo de
AG a partir de '"C-glicose no TAB de ratos em jejum. Além disso, em ratos
alimentados, a hSTC-2 aumentou significativamente a captacdo de glicose pelo TAB,
mas diminuiu a formagio de '*C- glicerideo-glicerol. Entdo, para onde a glicose captada
esta sendo direcionada? Estudos in vivo e in vitro em adipocitos de ratos e de humanos
mostram que, mesmo na presen¢a de oxigénio, a via glicolitica produz concentragdes
razoaveis de lactato, o qual pode ser liberado por essas células (JANSSON et al., 1994;
SABATER et al.,, 2014). No TAB a conversdo da glicose em lactato no estado
alimentado teria um papel na redug¢do dos niveis de glicose circulante, um processo
importante na preservagdo da sensibilidade dos tecidos a insulina (SABATER et al.,
2014; KEUPER et al., 2014). O jejum altera o padrdo do metabolismo da glicose nos
adipdcitos, aumentando a producdo e liberacdo de lactato, fornecendo substrato para
gliconeogénese ou oxidacdo em outros tecidos (DIGILORAMO et al, 1992).
Recentemente, PETERSEN et al. (2017) demonstraram que a expressdo gé€nica dos
transportadores de lactato MCT1 e MCT4, envolvidos na captagdo e no efluxo de
lactato, respectivamente, ¢ regulada durante a diferenciagdo dos adipocitos e apos
estimulo pelo frio.

As STCs ndo alteram a oxidagdo de '“C-glicose no TAB epididimal de ratos
alimentados ou em jejum. Entretanto, no TAB retroperitoneal de ratos alimentados a
hSTC-1 aumentou em 85% a produgio de '*CO, a partir de *C-glicose (COZER et al.,
2016). A resposta distinta dos TAB epididimal e do TAB retroperitoneal a hSTC-1
deve-se, ao controle hormonal e ao papel metabdlico diferentes destes dois tecidos: o
epididimal estaria envolvido no controle local do metabolismo e o retroperitoneal seria
o principal depodsito adiposo responsdvel 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 regulacdo da temperatura corporal e da
homeostase metabdlica (FELDMANN et al., 2009), pois este tecido estad envolvido
tanto com o cleareance dos triglicerideos plasmaticos quanto com a homeostase da
glicose (BARTELT et al.,, 2011). Diversos fatores, como a composi¢ao da dieta
administrada aos animais e os estimulos simpatico e hormonal, entre outros,
influenciam a capacidade termogénica do TAM (RUI, 2017). O aumento dos acidos
graxos livres no citoplasma, derivados de uma dieta rica em gorduras, estimula a
expressado de UCP1 e a diferenciagdo dos adipédcitos marrons (GIRALT &
VILLARROYA, 2013).

Nosso estudo mostrou pela primeira vez que a expressdo da Stc-2 foi maior nos
ratos alimentados e jejuados quando comparada aquela da Stc-1 e, que a expressao da
Stc-2 ¢ marcadamente maior nos ratos em jejum do que naqueles alimentados (Figura
5). Recentemente, HJORTEBJERG et al. (2018) confirmaram a presenca da Stc2 em
TAM de camundongos.

No TAM a inervagdo simpatica controla a concentragdo de GLUT-1 na
membrana celular (DALLNER et al., 2006) e a insulina controla a expressdo e a
translocagdo do GLUT-4 (TERUEL et al.,, 1996). Estes dois estimulos sdo os
principais reguladores da captacdo de glicose no TAM (CANNON &
NEDERGAARD, 2004). No presente estudo, os ratos alimentados foram mantidos
com uma dieta balanceada at¢ o momento do experimento. No estado alimentado, os
ratos apresentavam os valores de insulina e de leptina plasmaticas elevados quando
compardos aqueles dos animais em jejum de 48h. Neste padrio hormonal

caracteristico do estado alimentado, a hSTC-1 aumentou significativamente a
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captagdo de glicose no TAM de ratos. Sabidamente, o TAM tem uma participagdo
marcante na remocao da glicose circulante no estado alimentado, pois neste 6rgao a
capacidade de captacdo desta hexose por unidade de peso ¢ bastante elevada, apesar
deste oOrgdo representar uma pequena fragdo do peso corporal dos roedores
(FESTUCCIA et al., 2011). Estudo, in vitro, realizado em nosso laboratorio em TAM
de ratos neonatos (14 dias) machos demonstrou que a hSTC-1, na mesma
concentragdo (3,86 pM) utilizada nesta tese, também aumentou a captagdo de glicose
neste tecido (dados ainda ndo publicados). Desta forma, a hSTC-1, estimulando a
captacdo de glicose no TAM de ratos alimentados, exerceria uma fun¢do de hormonio
hipoglicemiante. Estaria a hSTC-1 potencializando o efeito da insulina sobre a
captagdo de glicose no TAM ou este hormonio também regula a expressdo e/ou
translocacdo do GLUT-4 por meio de via independente da insulina como a da
AMPK? Entretanto, o aumento da captacdo de glicose no TAM induzida pela hSTC-1
no estado alimentado ndo foi acompanhado pela ativa¢do da oxidagdo da glicose, da
sintese de glicerol-3-P, da lipogénese de novo a partir de '*C-glicose ou do aumento
da concentragdo de glicogénio. Devemos salientar que cerca de 50% da glicose
captada pelo TAM ¢ metabolizada e liberada como lactato (CARPENTIER et al.,
2018). COZER et al. (2017) mostraram um aumento da concentracdo de ATP no
TAM de ratos alimentados incubados em presenca de hSTC-1, na mesma
concentragdo utilizada na presente tese, que reforca a hipdtese da formacgao de lactato
a partir da glicose captada. Recentemente, PETERSEN et al. (2017) sugerem que
ocorra uma regulacao positiva dos transportadores de lactato MCT1 e MCT4 no TAM
para mediar o fluxo de lactato durante a resposta termogénica. Esclarecimentos sobre
o efeito da hSTC-1 nas expressdes dos GLUT-1 e GLUT-4 e na atividade e na

expressdo génica da lactato desidrogenase (LDH) no TAM de ratos alimentados sdo
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necessarios para compreender o papel deste hormonio sobre o metabolismo da glicose
neste Orgao.

No presente trabalho, a hSTC-2 ndo aumenta a captagdo da glicose ou altera a
atividade das vias envolvidas na sintese de glicerol-3-P ou lipogénese de novo a partir
de "“C-glicose ou "“C-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 concentragdo de glicogénio no TAM de ratos
alimentados, mantendo sem alteragdes os niveis de lactato no tecido e a capacidade de
oxidacdo da glicose neste 6rgdo. O TAM armazena uma concentra¢do expressiva de
glicogénio, que serve como importante fonte de glicose durante a termogénese, esta
glicose ¢ convertida em lactato pela glicolise anaerobia, produzindo ATP (FARKAS
et al., 1999; FESTUCCIA et al., 2011; JAKUS et al.,, 2008). Este ATP gerado
compensaria a redu¢do da producido de energia devido ao aumento da produgdo de
calor via UCP-1 durante a termogénese sem tremor (CANNON & NEDERGAARD,
2004). No figado de ratos alimentados, a hSTC-2, em concentracdo similar a usada
em nosso estudo, aumentou marcadamente a atividade da piruvato cinase (PK)
(GONCALVES, 2012). No periodo pés-prandial, quando ha abundancia de substrato
energético e as reservas energéticas sao aumentadas, a mobilizacdo de glicogénio
induzida pela hSTC-2 no TAM pode ser considerado um desperdicio de energia.

Em fibroblastos de camundongos, a STC-2 reduz a concentragdo intracelular de
calcio regulando negativamente o SOCE (ZEIGER et. al., 2011). Os autores sugerem
que a STC-2 interage com o sensor de calcio do reticulo endoplasmatico STMI,
diminuindo a concentracdo intracelular de calcio (ZEIGER et. al., 2011). No presente
estudo, os valores de insulina no soro dos ratos alimentados ¢ 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 transferéncia de calcio entre o reticulo endoplasmatico e a mitocdndria,
interferindo na sinalizagdo intracelular da insulina neste tecido e levando a redugdo
dos niveis de glicogénio no periodo pos-prandial. A redug¢do na concentragdo de
glicogénio no TAM, por acdo da hSTC-2, teria uma acdo deletéria com diminui¢ao na
capacidade termogénica, esterificagdo de AG, entre outras fungdes deste tecido
(FETUCCIA et al., 2011). Este gasto de energia ¢ encontrado em camundongos que
superexpressam STC-2, estes animais apresentaram hiperfagia, aumento do consumo
de oxigénio em combinagdo com retardo de crescimento nos periodos pré- e pos-natal
(GAGLIARDI et al., 2005). O excesso de hSTC-2 nestes animais leva a morte de
cerca de 26-34% de ratos no periodo poés-natal (GAGLIARDI et al., 2005). O TAM ¢
o principal tecido termogénico em mamiferos placentarios recém-nascidos (como os
ratos) e o mecanismo de produ¢do de calor sem tremor € o principal mecanismo de
termogénese nestes animais (ENERBACK, 2010). Os resultados deste trabalho
demonstram que a hSTC-2 altera o metabolismo do glicogénio no TAM, sugerindo
que a mortalidade no periodo pos-natal em ratos que superexpressam este hormonio
possa ser devido a incapacidade do TAM em gerar calor por meio da mobilizagao de
glicogénio. Estudos futuros em ratos recém-nascidos que super-expressao hSTC-2
serdo importantes para esclarecer esta hipotese.

O jejum ¢ uma situacdo estressante para ratos e humanos e a ativagao do sistema
simpatico aumenta a captacao de glicose no TAM, via GLUT-1, e diminui a atividade
metabolica basal (CANNON & NEDERGAARD, 2004). Os dados deste trabalho
mostraram que nos ratos submetidos ao jejum de 48h a captacdo de glicose foi maior
comparada aquela dos ratos alimentados. Em ratos jejuados e submetidos ao frio, que
também ¢ uma situacdo estressante, ocorreu aumento da captacdo de glicose pelo

TAM (SHIBATA et al., 1989). Assim, o aumento da captacdo de glicose apos 48 h de
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jejum demonstra um incremento na eficiéncia metabdlica do TAM durante os
periodos de escassez de suprimento de glicose plasmatica. O jejum de 48h ndo alterou
significativamente a concentragdo de glicogénio no TAM. O jejum induz a redugdo no
peso do TAM e da atividade das vias de sintese de '*C-glicerideo-glicerol e
lipogénese de novo a partir de '*C-glicose, diminuindo o fluxo de glicose neste tecido.
Desta forma, o aumento na capta¢do de glicose forneceria energia durante o jejum
sem necessitar mobilizar as resevas de glicogénio. Além disso, nos ratos em jejum a
sintese de novo de AG a partir de “C-glicerol foi semelhante aquela do grupo
alimentado. O jejum de 48h estimula a gliceroneogénese no TAM de ratos
(FETUCCIA et al., 2003). Os AG podem ser obtidos por meio da captacao de fontes
externas (quilomicrons e VLDL). Contudo, durante o jejum estas fontes sdo escassas
no plasma (VILLARROYA et al., 2013). Assim, a lipogénese de novo a partir de
glicerol reciclado da hidrélise dos estoques de TAG ou da gliceroneogenése durante o
jejum mantém o ciclo TAG/AG no TAM (HANSON & RESHEF, 2003). Portanto,
apos 48h de jejum, a manutengio da lipogénese a partir de '*C-glicerol aumentaria a
energia convertida em calor mediada pela UCP-1, pois a interagdo da UCP-1 com AG
muda a conformacdo da proteina e o transporte de protons ocorre (CARPENTIER et
al., 2018).

As STCs tém papel importante na resposta celular ao estresse (ZHANG et al.,
2000; ZEIGER et al., 2011). Apdés 48h de jejum, a expressdo da Stc/ permanece
similar aquela do grupo alimentado. Entretanto, a expressdo da Stc2 aumenta duas
vezes no grupo em restri¢do alimentar de 48h. Este aumento marcante na expressao da
Stc2 sugere uma participagdo deste hormonio no controle do metabolismo do TAM
durante o jejum prolongado. O jejum aumenta a captacdo de glicose no TAM, mas

nem a hSTC-1 ou a hSTC-2 alteram o transporte de glicose. Contudo, a hSTC-1
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aumenta a oxidacdo de glicose no TAM de ratos em jejum sem mobilizar as reservas
de glicogénio, incrementando a eficiéncia metabolica durante o jejum de 48h. Este
padrdo metabolico aumenta a producdo de energia necessaria para manter a atividade
da via gliceroneogénica durante o jejum (FETUCCIA et al., 2003). Em compensagao,
a hSTC-2 aumenta marcadamente a concentracao de glicogénio no TAM de ratos em
jejum. A mobiliza¢do de glicogénio pela enzima glicogénio fosforilase (GP) esta sob
o controle de dois mecanismos: o alostérico e a fosforilagio (ROACH, 2002;
DINUZZO et al., 2013). A regulacdo pela fosforilacdo envolve a ativagdo da enzima
fosforilase cinase (PhK), a qual fosforila a GP causando a transicdo da forma inativa
fosforilase b (GPb) para forma ativa fosforilase a (GPa). O célcio se liga a GPb
promovendo a conversdo para sua forma ativa a GPa (BRUSHIA & WALSH, 1999).
A STC-2 regula negativamente a SOCE, diminuindo a concentracdo intracelular de
calcio. Assim, a conversdao da GPb para a GPa ndo ocorre, diminuindo a mobilizagdo
de glicogénio durante o jejum de 48h. Outra hipdtese seria que a hSTC-2 estaria
transferindo os carbonos da glicose para a sintese de glicogénio ao invés da sintese de
lipidios, pois os resultados mostraram que no TAM dos animais em jejum ocorre uma
dréstica redug¢do das vias metabdlicas envolvidas com a sintese de glicerol-3-P e
lipogénese de novo a partir de '*C-glicose. A elucidagio dos efeitos da hSTC-2 sobre
a sintese de glicogénio no TAM de ratos alimentados € em jejum serdo necessarios

para esclarecer estes pontos.

6. CONCLUSAO

O presente estudo mostrou pela primeira vez um efeito oposto entre a hSTC-1 e a

hSTC-2 sobre a producio de glicerol-TAG a partir de *C-glicose no TAB de ratos
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alimentados: a hSTC-1 aumenta e a hSTC-2 reduz a formagao de glicerol-TAG a partir
da "C-glicose. Além disso, a hSTC-2 reduz a fosforilagdo direta do glicerol ¢ a sintese
de novo de AG a partir de '*C-glicose no TAB de ratos alimentados. Contudo, as STCs
aumentam a captacdo de glicose no TAB de ratos alimentados ou em jejum. Estes
achados evidenciam o papel das STCs sobre a regulagdo do metabolismo da glicose e de
lipidios no TAB de ratos alimentados ou em jejum de 48h (Figura 4).

O estado alimentar controla a expressdo da Stc2 no TAM, aumentando-a
significativamente ap6s 48h de jejum. As STCs ndo alteraram no TAM de ratos
alimentados ou em jejum de 48h, a sintese de '“C-glicerol-TAG e '*C-AG a partir de
1C- glicose ou "*C-glicerol. Os alvos da agdo das hSTC-1 e da hSTC-2 no TAM sdo a
captagdo de glicose e sua oxidacdo e a concentragdo de glicogénio, controlando por
meio destas vias o metabolismo da glicose neste 6rgdo (Figura 5). A reducdo da
concentragdo de glicogénio no TAM induzida pela hSTC-2 pode ocasionar efeitos
deletérios importantes neste tecido, como a reducdo na capacidade termogénica, a
esterificacdo de AG e outras fun¢des dos adipédcitos. O aumento da captagcdo de
glicose por agdo da hSTC-1 no TAM de ratos alimentados ¢ importante para a

redu¢do dos niveis plasmaticos de glicose no periodo pos-prandial.
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Figura 4: Resumo esquematico 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,
gliceraldeido-3-fosfato; TAG, triacilglicerol; Glut4, transportador de glicose tipo 4;
Glutl, transportador de glicose tipo 1; DHAP, fosfato de diidroxiacetona; ATP,
trifosfato adenosina;. ADP, difosfato de adenosina; Pi, fosfato inorganico; NAD"
nicotinamida adenina dinucleotideo-oxidado; NADH, nicotinamida adenina

dinucleotideo-reduzido; CO,, didéxido de carbono
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Figura 5: Resumo esquematico 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. Stcl, gene STC-1; Stc2, gene STC-2; UCP-1, proteina
desacopladora 1; CO,, didéxido de carbono; TG, triacilglicerol; FA, acido graxo;
Glut4, transportador de glicose tipo 4; Glutl, Transportador de glicose tipo 1; FATPI,
proteina transportadora de acidos graxos 1; CD36, cluster de diferenciacao 36; CAC,

ciclo do acido citrico.
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7. PERSPECTIVAS

Este trabalho abriu novas perspectivas de investigacdo sobre o papel das STCs
no metabolismo das células adiposas brancas e marrons. Um dos pontos que deve ser
esclarecido ¢ a a¢do das STCs sobre os GLUT-1 ¢ 4 em TAB ¢ TAM de ratos em
jejum ou alimentados. Determinar se as STCs potencializam a a¢do da insulina ou
agem de forma direta sobre a sintese e a transloca¢do destes transportadores de
glicose no TAB e no TAM. Outro aspecto importante da acdo das STCs nos tecidos
adiposos ¢ formacao de lactato. Determinar no TAB e no TAM de ratos em jejum e
alimentados a agdo das STCs sobre a oxidagio de '*C-lactato e a atividade e a
expressdo da enzima LDH. Além disso, determinar, ap6s a incubac¢do em presenca de
hSTC-1 ou hSTC-2, nos tecidos adiposos de ratos em jejum e alimentados a expressao
dos tansportadores de lactato MCT 1 e 4. Por tltimo, investigar o papel da hSTC-2
sobre a sintese de glicogénio no TAM de ratos em jejum e alimentados, determinando
a incorporagio de '“C-glicose em '‘C-glicogénio e a relagio das atividades da
glicogénio fosforilase/glicogénio sintase. Contudo, as investigagcdes sobre os efeitos
metabodlicas das STCs estdo apenas comecando e muitos estudos serdo necessarios
para esclarecer o papel destes hormonios na regulagdo do metabolismo intermediario

em mamiferos.
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