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“Science may be described as the art of systematic over-simplification”

Karl Popper, filosofo
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RESUMO

A Stanniocalcina 1 (STC1) é um hormdnio anti-hipercalcémico em peixes e,
em mamiferos, ela € um hormdnio com fun¢des enddcrinas, paracrinas e autocrinas.
Em mamiferos, a STC1 tem efeitos na regulacdo da homeostasia celular de caélcio
(Ca*") e fosfato inorganico, no metabolismo, na diferenciacéo celular, na apoptose e
no cancer. A STC1 também é considerada neuroprotetora por ser observado
aumento da sua expressdo no encéfalo de ratos apoés infarto-isquémico. A isquemia
€ resultado de uma reducdo de fluxo sanguineo aos tecidos. No encéfalo, a
isquemia causa morte neuronal devido a incapacidade dos neurbnios em manter a
demanda de ATP e de conter o aciimulo de Ca?* intracelular. A privacdo de oxigénio
e glicose (POG) é um modelo de isquemia in vitro muito utilizado em culturas
organotipicas de hipocampo. O neuroblastoma é um tumor pediatrico soélido
extracranial, o qual possui propensao a diferenciagcdo espontanea ou induzida por
agentes farmacolégicos como o acido retindico (AR). A linhagem celular de
neuroblastoma humano SH-SY5Y pode ser mantida em um fenétipo indiferenciado
ou pode ser diferenciada para um fenotipo neuronal por tratamento com AR. O
objetivo geral desse estudo foi analisar a distribuicdo de STC1 no hipocampo de
ratos em idades diferentes e avaliar os efeitos da STC1 na viabilidade de culturas
organotipicas de hipocampo submetidas a POG e em células SH-SY5Y
indiferenciadas e diferenciadas com acido all-trans-retindico (atAR). Para isso, foram
utilizadas as técnicas de imunohistoquimica, analise de marcacgéao celular com iodeto
de proidio e Hoechst, Western-blotting para Caspase 3 total e clivada e q-RT-PCR
para o RNA mensageiro da stcl e da caspase3 (casp3). A STC1 possui distribuicéo
celular diferente em ratos de 21 dias de idade em compara¢cdo com animais de 6 e
60 dias de vida. A STC1 nédo protegeu as culturas organotipicas de hipocampo do
dano causado pela POG e apresentou efeito neurotoxico nessas culturas. Em
células SH-SY5Y diferenciadas, a STC1l apresentou efeito neurotoxico dose-
dependente e a morte celular foi provocada por apoptose. Em células SH-SY5Y
indiferenciadas, a STC1 também provocou clivagem de Caspase 3, porém néao foi
observado aumento de morte celular. A diferenciacdo de SH-SY5Y em neurbnios
leva ao aumento da expressdo de stcl. O tratamento com STC1l humana
recombinante ndo altera a expressdo basal de stcl e de casp3 em SH-SY5Y
indiferenciadas ou diferenciadas. Nossos resultados, portanto, demonstram um
possivel papel da Stanniocalcina no desenvolvimento hipocampal em ratos jovens e
um efeito neurotéxico do tratamento com STC1l em culturas organotipicas de
hipocampo e em células SH-SY5Y diferenciadas em neurdnios.

Palavras-chave: stanniocalcina 1, neuroblastoma, diferenciacdo, caspase 3
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ABSTRACT

Stanniocalcin 1 (STC1) is an anti-hypercalcemic hormone in fish, and it is a
endocrine, paracrine and autocrine hormone in mammals. Mammalian STC1 has
effects in the regulation of cell calcium (Ca**) and inorganic phosphate homeostasis,
as well as effects in cell metabolism, cellular differentiation, apoptosis and cancer.
STC1 is also considered to be neuroprotective, due to increased expression of
STC1 in the brain of rats after ischemic stroke. Ischemia occurs from a reduction in
blood flow to tissues. In the brain, ischemia causes neuronal death due to the
inability of neurons to maintain ATP demands and to contain the accumulation of
intracellular Ca®*. Oxygen and glucose deprivation (OGD) is an in vitro model of
ischemia widely used in organotypic hippocampal slice cultures. Neuroblastoma is an
extracranial solid tumor in children, and it has the propensity to spontaneously
differentiate or to be induced to differentiation by pharmacological agents, such as
retinoic acid (RA). The human neuroblastoma cell line SH-SY5Y can be maintained
in an undifferentiated phenotype or can be differentiated into a neuronal phenotype
by treatment with RA. The main objective of this study was to analyze the cellular
distribution of STC1 in the hippocampus of rats with different ages and evaluate the
effects of STC1 on the viability of organotypic hippocampal slice cultures subjected to
OGD and undifferentiated SH-SY5Y cells and cells differentiated with all-trans-
retinoic acid (atAR). Therefore, we used immunohistochemistry, analysis of cell
labeling with propidium iodide and Hoechst, Western blotting for total- and clived-
Caspase-3 and g-RT-PCR for STC1 and caspase3 (casp3) mRNAs. STC1 is
differentially distributed in the hippocampus of 21 days old rats in comparison with 6
and 60 days old rats. STC1 did not protected organotypic hippocampal cultures
against damage caused by OGD and it also had neurotoxic effects in these cultures.
In differentiated SH-SY5Y cells, STC1 had neurotoxic effects in a dose-dependent
manner and cell death was caused by apoptosis. In undifferentiated SH-SY5Y cells,
STC1 also caused cleavage of Caspase 3, but did not increased cell death. The
differentiation of SH-SY5Y cells upregulates stcl expression. Treatment of
undifferentiated and differentiated SH-SY5Y, however did not altered the basal
expression of stcl and of casp3. Our results demonstrate, therefore, a possible role
of STC1 in the development of the hippocampus of young rats and a neurotoxic
effect in organotypic hippocampal cultures and in SH-SY5Y cells differentiated in
neurons.

Keywords: stanniocalcin 1, neuroblastoma, differentiation, caspase 3
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1. INTRODUCAO

1.1. Stanniocalcina

1.1.1. Stanniocalcina em peixes

A Stanniocalcina (STC) é uma proteina glicosilada de aproximadamente 50
kDa, que atua como um horménio anti-hipercalcémico. Em peixes teleésteos, ela é
sintetizada e secretada pelos Corpusculos de Stannius (CS), e possui acao inibitoria
sobre os niveis de célcio (Ca*") sistémico, semelhante & calcitonina em mamiferos
(ISHIBASHI & IMAI, 2002). Os principais alvos da acao anti-hipercalcémica da STC
sdo as branquias (WAGNER et al., 1988) e o intestino (TAKAGI et al., 1985;
SUNDELL et al., 1992), nos quais ela age diminuindo a captacdo de Ca®', e os rins,
onde a STC estimula a reabsorcéo de fosfato inorganico (P;) (LU et al., 1994).

Recentemente, foram encontrados receptores para STC em diversos tecidos,
principalmente figado, masculo e branquias, além de encéfalo, cranio e até mesmo
no CS, sugerindo a possibilidade de um feedback autécrino (RICHARDS et al.,
2012). Acredita-se também que o sistema de sinalizacéo seja por meio de proteinas
G, visto que, em células dos tubulos proximais renais de um peixe pleuronectiforme
tratadas com STC, foi demonstrada a ativacédo da via de segundo mensageiro AMP

ciclico-Proteina Cinase A (LU et al., 1994).

1.1.2. Stanniocalcina em mamiferos



Em peixes, a regulacdo da absorcdo de Ca®" nas branquias e intestino é
essencial, visto que a maior concentracdo de Ca®" na &gua em relacdo as células
causa entrada de Ca** por difusdo no corpo do animal. Mamiferos ndo correm o
risco de se tornar hipercalcémicos espontaneamente como 0s peixes, jA que a
concentracdo de Ca?* plasmatico aumenta de forma transiente apds a ingestdo de
alimento contendo esse ion. Em resposta a hipercalcemia temporaria, a calcitonina é
secretada para facilitar a transferéncia do Ca?* para os ossos e normalizar sua
concentracdo no plasma, ndo havendo necessidade de uma proteina anti-
hipercalcémica adicional (HWANG & LEE, 2007). Além disso, como ndo existe em
mamiferos um 6rgdo semelhante ao CS, a STC foi considerada exclusiva de peixes.
No entanto, diversos estudos demonstraram que a STC de peixes possuia acao
hipocalcémica em sapos, aves e ratos, 0 que sugeriu a presenca de um receptor
funcional dessa proteina em outros vertebrados (SRIVASTAV & SWARUP, 1982;
MILET et al., 1984; MADSEN et al., 1998).

Em 1995, dois laboratorios independentes clonaram o cDNA para o ortélogo
humano da stc de peixes (CHANG et al.,, 1995; OLSEN et al.,, 1996), que foi
denominado de STC devido ao alto nivel de homologia entre as sequéncias. Um ano
depois, o cDNA da stc de camundongos também foi clonado (CHANG et al.,1996),
apresentando grande similaridade com o homélogo humano.

Em 1998, foi clonado o cDNA de uma proteina relacionada a STC em peixes
e mamiferos (CHANG & REDDEL, 1998; DIMATTIA et al., 1998; ISHIBASHI et al.,
1998; MOORE et al., 1999; LUO et al., 2005), a qual passou a ser denominada de
Stanniocalcina 2 (STC2). Com isso, a STC foi renomeada para Stanniocalcina 1

(STC1).



A STC2 apresenta apenas 30% de identidade em sequéncia de amino&cidos
com a STC1, mas os limites exon-intron, os sitios de glicosilagdo e os residuos de
cisteina sdo conservados entre as duas proteinas. Analises estruturais filogenéticas
e gendmicas dos genes sugerem que a STC1 e STC2 podem derivar de um mesmo

gene ancestral (Fig.1) (WAGNER & DIMATTIA, 2006; SCHEIN et al., 2012).

Homo sapiens

STC1 STC 2
247 aa E1 E2( 1 E3 |y | Ed4 202 0n E1 E2 E3 /< E4
12892 bp 14790 bp
(2021) (710) (6279) (2032) (2437) (4969)

Tetraodon nigroviridis

stc2 a
szﬂfgaa E1 [— E2 -E3|-|E4— E5 296 aa E1 E2 — E3 | E4
2170 bp 3216 bp

(608)  (82) (67) (176) (1359) (517) (454)
stc1b --4 -- stc2 b
>239aa | E1 r+E2L1 E3 |~ E4 255 aa E1HE2 |- E3 H E4
>948pp L1 1__ 1376 bp
(437) (211)  (309) (85)

Figura 1: Organizagdo comparativa dos genes stc de Tetraodon nigroviridis com o0s genes stcl e stc2
humanos. Estdo representadas apenas as estruturas das proteinas maduras. Exons sao indicados
por caixas e introns por linhas. Caixas de exon vazadas representam estruturas ndo preditas.
Adaptado de SCHEIN et al., 2012.

Existem, no entanto, diferencas estruturais e funcionais notaveis entre as
duas proteinas. As maiores diferengas estruturais estdo na porgao carboxiterminal e
nos 15 residuos de histidina da STC2, o que representa cinco vezes mais o nimero
observado na STC1 de peixes e mais do que o dobro do observado na STC1 de
mamiferos. Quatro desses residuos estdo agrupados na por¢cdo C-terminal da STC2
e parecem interagir com metais de transicdo (MOORE et al., 1999).

Estudos também demonstraram que a STC2 inibe a captacdo de fosfato em

uma linhagem celular renal (ISHIBASHI et al.,, 1998) e que ela ndo é capaz de



deslocar a STC1 de seu receptor putativo (MCCUDDEN et al., 2002). Isso sugere
gue a STC1 e a STC2 possuem funcdes distintas e até mesmo antagonicas.

Além disso, as proteinas também apresentam diferencas de expressao. O
gene da STC1 é expresso em diversos tecidos de mamiferos, entre eles coracgéao,
pulmdes, figado, glandula adrenal, rins, préstata e ovario (CHANG et al.,, 1995;
VARGHESE et al., 1998). Entre os diferentes tecidos, a expressao de STC1 é alta
nos OVAarios, enquanto que o transcrito ndo € detectado na vesicula seminal e no
baco. Acreditava-se que a STC1 ndo estava normalmente presente no sangue de
mamiferos (DE NIU et al., 2000; DEOL et al., 2000). Porém, em 2005, James e
colaboradores demonstraram que o horménio possui sitios de ligagdo de alta
afinidade em hemacias, o que explica a inabilidade de detectar STC1 a niveis
séricos (JAMES et al., 2005) e também o fato de que hepatdcitos apresentam alta
guantidade do hormdnio, mas pouco RNA mensageiro (MRNA) (VARGHESE et al.,
1998; DE NIU et al., 2000). Mesmo assim, a expressao da proteina em tecidos
diversos ainda sugere que a STC1 age como um fator paracrino/autocrino, além de
possuir acdo endocrina. Em peixes, a expressao da STC1 foi considerada como
sendo exclusiva dos CS, até serem detectados mRNAs em ovarios, testiculos,
encéfalo, musculo, intestino e rins (MCCUDDEN et al., 2001; SHIN & SOHN, 2006;
SCHEIN et al., 2012). Entretanto, Schein e colaboradores (2012) demonstraram que,
em peixes, existem genes duplicados (paralogos) para a stcl e para stc2. Estes
genes duplicados foram nomeados como stcl-b e stc2-b. A STC1 de peixes, que
passou a ser denominada STC1-a, é a proteina sintetizada e secretada pelos CS,
cuja principal funcdo é a regulacéo da concentracdo de Ca** sérico. J4 a STC1-b
ndo parece ter fungdo essencial no mecanismo de regulacdo do Ca?* sérico nos

peixes teledsteos.



O mRNA da STC2 de peixes e mamiferos também €& expresso em tecidos
diversos (DIMATTIA et al.,, 1998; ISHIBASHI et al., 1998; SHIN & SOHN, 2009;
SCHEIN et al., 2012). Em mamiferos, a expressdo mais abundante de STC2 é
encontrada no pancreas, baco, rins e musculo esquelético. Ndo existem informacdes
disponiveis no momento em relacdo aos niveis séricos de STC2 em peixes e

mamiferos, mas se acredita que ela também age como um fator paracrino/autocrino.

1.1.3. Funcdes bioldgicas da STC1 em mamiferos

1.1.3.1 Regulacdo da homeostasia de Ca* e P;

Estudos com camundongos knockout (KO) para os genes da stcl e stc2 nao
demonstraram alteracdes nos niveis séricos de Ca®** e P;, o que indica que as
Stanniocalcinas ndo participam da homeostasia mineral em condic¢des fisioldgicas,
diferentemente do que ocorre em peixes (YEUNG et al.,, 2012). Porém, foi
demonstrado que a hipertonicidade e o Ca®" extracelular (SHEIKH-HAMAD et al.,
2000; SAZONOVA et al., 2008), assim como a privacdo de agua em mamiferos
(TURNER et al., 2010) regulam a expressdao de STC1 renal. A hipétese de uma
relacdo funcional entre a STC1 e a regulacdo do Ca®" intracelular foi reforcada em
um estudo que demonstra a acao inibitéria da STC1 em correntes de célcio
transmembrana de canais do tipo L em cardiomiocitos de ratos (SHEIKH-HAMAD et
al., 2003) e em células Paju, uma linhagem de células tumorais derivadas da crista
neural (ZHANG et al.,, 2000), apoiando a hipétese de que a STC1l possa estar

envolvida na regulacdo de Ca** a nivel celular e tecidual.



1.1.3.2. Diferenciacao celular

A proteina STCL1 é expressa em cardiomidcitos no cora¢cdo de camundongos
em desenvolvimento e em todos os estagios de diferenciacdo, desde os mioblastos
até a formacgéo dos miotubos no musculo esquelético em desenvolvimento (JIANG et
al., 2000). Camundongos transgénicos superexpressando STC1, sob o controle do
promotor da metalotioneina 1 ou da miosina de cadeia leve musculo-especifica
(MLC-hSTC1), apresentaram nanismo. O atraso no crescimento muscular e 6sseo
pode ser devido a aceleracdo da diferenciacdo e amadurecimento dos musculos e
ossos provocados pela STC1 (FILVAROFF et al., 2002; VARGHESE et al., 2002).
De forma semelhante, a STC1l humana recombinante (hrSTC1) acelera o
desenvolvimento osteogénico em culturas celulares de calvaria fetal de ratos,
enguanto oligonucleotidios antisenso que inibem a expressao de stcl atrasam o
desenvolvimento (YOSHIKO et al., 2003).

Células de vida curta ou com potencial proliferativo geralmente nao
expressam STC1. Chang e colaboradores (1995) ndo conseguiram detectar mRNA
de STC1 no figado, embora um alto nivel de atividade de receptores € evidente em
hepatocitos (MCCUDDEN et al.,, 2002). No entanto, células com capacidade
proliferativa limitada expressam STC1, como os odcitos (DEOL et al., 2000), os
osteoblastos (YOSHIKO et al., 2003), os condrocitos (YOSHIKO et al., 1999), os
cardiomidcitos (SHEIKH-HAMAD et al., 2003), o musculo estriado (JIANG et al.,
2000), e os neurdnios (ZHANG et al., 2000; ZHANG et al., 1998).

Foi demonstrado ainda que fibroblastos maduros diminuem a expressao de
STC1 apés imortalizacdo (CHANG et al., 1995). A expressdo de STC1 também é

diminuida em diversos tipos de cancer humanos (ISMAIL et al., 2000; WELCSH et



al., 2002), o que pode ser devido a capacidade proliferativa adquirida por essas

células.

1.1.3.3. Metabolismo

Apesar da baixa expressdo de STC1 no musculo esquelético, a STC1 é
acumulada nesse tecido (DE NIU et al., 2000). Os musculos dos camundongos
MLC-hSTC1 sado menores, tanto em peso quanto em tamanho proporcional de
massa corporal, do que os animais controle de mesma idade (FILVAROFF et al.,
2002). Essa diferenca pode ser devido a uma estimulacdo prematura da
diferenciagcdo muscular pela STC1, acelerando a formacdo do miotubo. Além disso,
a musculatura esquelética desses animais apresentou um grande aumento no
tamanho das mitocéndrias, e um ensaio de fungcdo muscular pela medida do perfil de
contratilidade do musculo gastrocnémico demonstrou que o musculo tinha uma
habilidade debilitada de recuperacéo apos ligacao da artéria femoral (FILVAROFF et
al., 2002).

Os animais MLC-hSTC1 também consumiam mais alimento e oxigénio e
apresentavam depuracao (clearance) de glicose mais rapida do que os controles de
mesma idade. O estudo com esses animais transgénicos indica que a STC1 pode
afetar a massa e a fungcdo muscular, em parte por regular o metabolismo muscular
por meio de alteracdes na mitocéndria. Essa hipotese é reforcada pelo estudo de
McCudden e colaboradores (2002), que identificou receptores de alta afinidade para
STC1 na membrana mitocondrial interna. Ao analisar os efeitos de hrSTC1 em
particulas mitocondriais, os autores também demonstraram que a STC1 apresenta

efeito estimulatério sobre a cadeia transportadora de elétrons, o qual era



dependente da concentracdo da proteina. No entanto, ainda ndo esta claro se a
STC1 age como um aceptor de elétrons ou tem efeitos estimulatorios diretos na
cadeia transportadora por meio de aprimoramento da atividade das enzimas da
cadeia de elétrons.

Estudos também tém demonstrado que a STC1 induz a expressao de
proteinas desacopladoras (UCPs) nas mitocdndrias. Em macréfagos, a indugcdo de
UCP2 pela STC1 provoca diminuicdo do potencial de membrana mitocondrial e da
geracao de superéxido (WANG et al., 2009). Em cardiomiécitos, a STC1 induz UCP3
(LIU et al., 2012); e, em fotorreceptores de ratos, aumenta a expresséo de UCP2
(RODDY et al., 2012).

A STC1 esta co-localizada com a insulina em células B de ilhotas
pancreaticas em camundongos adultos (ZAIDI et al.,, 2012). Visto que o
desacoplamento da cadeia respiratéria € critico para a liberacdo de insulina (HEART
et al., 2006) e que a STC1 promove o desacoplamento respiratério em diversos

tecidos, é possivel que ela tenha efeitos regulatorios na secrecao de insulina.

1.1.3.4. Cancer

O gene da stcl em mamiferos foi originalmente identificado e clonado em
estudos relacionados com genes marcadores de cancer (CHANG et al.,, 1995). A
STC1 possui alteracbes na sua expressdo em diversos tipos de canceres, quando
comparado com o tecido saudavel. O mRNA da STC1 esta presente na medula
0ssea e células sanguineas de pacientes com cancer de mama, enquanto nao foi
detectado mRNA da proteina em voluntarios saudaveis (WASCHER et al., 2003). Os

autores desse estudo sugerem 0 mMRNA da STC1 como um biomarcador para cancer



de mama. Outros estudos também sugerem a deteccdo do mRNA de stcl em
sangue periférico como biomarcador para cancer gastrico (ARIGAMI et al., 2012) e
cancer de pulméao de células ndo pequenas (DU et al., 2011).

Além disso, foram detectados niveis elevados de mRNA de stcl na
vasculatura de adenocarcinomas mamarios e outros tumores (KAHN et al., 2000).
Um aumento de até 10 vezes na expressao de stcl em tumores de célon foi devido,
primariamente, a expressdo da proteina na vasculatura do tumor (GERRITSEN et
al., 2002). Expressdo aumentada de stcl foi relatada em mais de 75% de amostras
de tumores de carcinomas hepatocelulares (OKABE et al., 2001), além de relatos de
aumento de expressao de STC1 e de stcl em cancer coloretal (TAMURA et al.,
2011), cancer de ovario (LIU et al., 2010), carcinoma mamario (WASHER et al.,
2003; MCCUDDEN et al., 2004; JOENSUU et al., 2008), e leucemia (TOHMIYA et
al., 2004). No entanto, foi observada uma diminuicdo na expressao de stcl em
cancer de mama e de ovario por Welcsh e colaboradores (2002).

O papel da STC1 na carcinogénese ainda néo esta claro. Acredita-se que a
vasculatura do tumor possa ser responsavel pelo aumento na expressao de STC1
(KAHN et al., 2000; GERRITSEN et al., 2002). O fato de que o fator de crescimento
endotelial vascular (VEGF) induz a expressdo de STC1 reforca essa suposi¢cao
(WARY et al., 2003). O fator induzivel pela hipdéxia (HIF-1) € um regulador importante
nas respostas celulares a privacdo de oxigénio e esta envolvido na progressao do
cancer (JIANG et al., 1997; MAXWELL et al., 1997; CARMELIET et al., 1998; RAVI
et al., 2000; AKAKURA et al., 2001). O HIF-1 é um fator de transcricdo que estimula
a expressao de STC1 em células de cancer humano, sugerindo um papel para a
STC1 no efeito Warburg induzido pela hipoxia (YEUNG et al., 2005). O efeito

Warburg é a reprogramacao do metabolismo tumoral de uma via oxidativa para uma



via mais glicolitica, no qual HIF-1 possui um papel central. Essa reprogramacao €
uma das caracteristicas universais de tumores solidos (CHANG et al., 2003). Visto
gue HIF-1 induz expressao tanto de STC1 (YEUNG et al., 2005) quanto de VEGF
(FORSYTHE et al., 1996), e VEGF também induz expressdo de STC1 (WARY et al.,
2003), a STC1 parece estar envolvida na vascularizacdo de tumor induzida pelo
ambiente hipoxico. Além disso, considerando o papel descrito acima da STC1 no
metabolismo, é possivel supor que ela possa ter também algum papel no efeito

Warburg.

1.1.3.5. Apoptose

Na literatura também s&o encontrados relatos sobre os efeitos pro ou anti-
apoptoéticos da STC1. Ceélulas humanas de cancer nasofaringeal induzidas a
apoptose aumentam a expressao de STC1 provocada pela proteina supressora de
tumor p53 e estimuladora da apoptose (codificada pelo gene TP53) (LAl et al.,
2007). Fibroblastos de embrido de camundongo (MEFS) apresentam um mecanismo
de feedback negativo entre a STC1 e a via de sinalizacdo ERK1/ERK2, a qual
estimula a sobrevivéncia celular (NGUYEN et al.,, 2009). A via da ERK1/ERK2
aumenta a expressao de STC1, que, por sua vez, diminui os niveis de MEK ativada
(e, consequentemente os niveis de ERK1/ERK?2), reduzindo a ativacdo dessa via de
sinalizacdo e diminuindo a sobrevivéncia dessas MEFs (efeito pro-apoptético)
guando em condi¢des de estresse oxidativo. A STC1 também apresenta efeito pro-
apoptoético em culturas de condrécitos (WU et al., 2006), em células de cancer
nasofaringeal humano tratadas com iodoacetamina (LAl et al., 2007) e em células de

cancer coloretal humano tratadas com tricostatina A (LAW et al., 2008).
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Inversamente, em fibroblastos irradiados com luz ultravioleta e em células
epiteliais de cancer pulmonar mantidas em condi¢cdes apoptéticas (baixo pH em
hipdxia), a STC1 reduziu a apoptose (efeito anti-apoptotico) (BLOCK et al., 2009),
assim como teve efeito anti-apoptético em células de cancer de ovario humano (LIU

et al., 2010).

1.1.3.6. Sistema Nervoso Central

Em 1998, Zhang e colaboradores demonstraram aumento da expressdo da
STC1 em células Paju ap6s inducdo da diferenciacdao neuronal com forbol 12-
miristato 13-acetato (PMA). As células Paju s@o provenientes de fluido pleural de um
paciente com neoplasia derivada da crista neural e o tratamento dessas células com
PMA induz crescimento dendritico e cessacédo da proliferacdo celular, mimetizando a
diferenciacdo neuronal (ZHANG et al., 1998). Nesse estudo também foi observado
aumento da expresséo protéica de STC1 nas células induzidas a diferenciacdo, com
marcacdo perinuclear de STC1. A proteina STC1 também foi observada em
diferentes partes do encéfalo humano, estando presente em neurdnios, células
endoteliais de vasos sanguineos e epitélio do plexo coroide, porém néao foi detectada
STC1 em estruturas gliais (ZHANG et al., 1998).

Foi analisada a expresséao protéica de STC1 em encéfalo de camundongos no
15° dia de gestacao, recém-nascidos e adultos. Foi observada uma fraca marcacao
de STC1 no tecido nervoso dos animais recém-nascidos e uma forte marcacao para
a proteina em animais adultos (ZHANG et al., 1998).

Células Paju que superexpressam STC1 demonstram resisténcia aumentada

a tratamento com cloreto de cobalto (CoCl,), o qual mimetiza hipdxia. Essas células
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também foram mais resistentes ao tratamento com tapsigargina, que inibe
Ca**ATPases e libera célcio de reservas intracelulares, resultando em concentracdo
elevada de célcio livre na célula (ZHANG et al., 2000). Hibridizacdo in situ e
imunohistoquimica demonstraram expressdo elevada de STC1 em neurdnios da
penumbra de encéfalos com inducédo de infarto (ZHANG et al., 2000). Nesse mesmo
estudo, também foi observado aumento da expressdo de STC1 na penumbra ao
redor da area de infarto de um paciente que faleceu apés um infarto isquémico, e os
autores desse estudo concluiram que a STC1 seria neuroprotetora (ZHANG et al.,
2000).

A STC1 apresenta um papel também no controle central da pressao arterial.
Ciriello (2012) e colaboradores demonstraram sitios de ligacdo de STC1 e
expressao da proteina em regides do nucleo do trato solitario, e microinjecdes de
STC1 nessas regides causavam mudancas na excitabilidade de neurbnios que
funcionam como componentes do reflexo barorreceptor, que regula a presséo

arterial (CIRIELLO et al., 2012).

1.2. Isquemia cerebral

A isquemia cerebral € uma das principais causas de morbidade e mortalidade
entre adultos e idosos. Ela esta intimamente relacionada a diversos fatores de risco
como hipertenséao, hipercolesterolemia e diabete (PRICE, 1999). O encéfalo é mais
vulneravel ao dano isquémico do que os outros tecidos por possuir uma alta taxa
metabdlica, baixos estoques de energia e alta dependéncia do metabolismo
aerobico de glicose. Em humanos, o tipo mais freqlente de isquemia € a focal, a

gual é definida como uma interrupcdo do fluxo sanguineo para uma parte do tecido
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cerebral. Outro tipo € a isquemia global, a qual resulta da interrupcao transitoria do
fluxo sanguineo para todo o encéfalo, como ocorre durante uma parada cardiaca
(LIPTON, 1999). Aléem dos danos causados pela falta de oxigénio e metabdlitos
durante a isquemia, a volta da circulacdo sanguinea causa aumento de espécies
reativos do oxigénio, o que pode levar a morte celular (SIEGEL et al., 1999).

Durante a isquemia, a diminuicdo de oxigénio (hipoxia) e de glicose causa
diminuicdo da producao de ATP, o que prejudica a atividade de trocadores ibnicos
como, por exemplo, a Na*-K'-ATPase. Isso resulta em uma despolarizacdo das
membranas celulares, levando a liberacdo e acUmulo de neurotransmissores
excitatorios no espaco extracelular, como o glutamato (DIRNAGL et al., 1999). O
glutamato causa despolarizacdo ainda maior das membranas neuronais, 0 que leva
a entrada de calcio para as células e seu acumulo. O calcio, por sua vez, causa
ativacdo de proteases, aumento da producdo de radicais livres pela mitocondria,
além de ativacéo da Oxido nitrico sintase, 0 que contribui ainda mais para o aumento
de estresse oxidativo na célula (DIRNAGL et al., 1999; JUURLINK & SWEENEY,
1997).

Independentemente do tipo de isquemia (focal ou global), ocorre disfuncéo ou
perda de células cerebrais (NAKKA et al., 2008). A morte celular, nesse caso, pode
ser por necrose, apoptose ou ambas. A intensidade do dano causado é dependente
do tempo de duracdo e do tipo de isquemia: um curto periodo de isquemia global
causa morte celular por apoptose horas ou até dias apds a lesédo, enquanto que a
isquemia focal causa morte por necrose (NAKKA et al., 2008; ROSENBLUM, 1997).
Além disso, populacbes distintas de neurdnios apresentam diferentes
vulnerabilidades a isquemia, e células gliais apresentam uma resisténcia maior a

esse tipo de lesdo (NIKONENKO et al., 2009).

13



1.2.1. Modelo experimental de isquemia

Existem diversos modelos utilizados para o estudo dos efeitos da isquemia,
entre os quais se encontra o modelo in vitro de culturas organotipicas submetidas a
privacdo de oxigénio e glicose (POG). O modelo de cultura organotipica foi
desenvolvido em 1984 por Gahwiler e modificado por Stoppini e colaboradores em
1991. Trata-se de um método que mantém as fatias de um determinado tecido em
cultivo, em uma interface entre o ar e o meio de cultivo, podendo o tecido ser
mantido nessas condi¢des por diversas semanas.

Uma das vantagens das culturas organotipicas é a manutencdo da
organizacao tecidual tal como ocorre in vivo (STOPPINI et al., 1991; GAHWILER et
al., 1997). Por reproduzirem muitos aspectos da isquemia in vivo, tais como a morte
neuronal tardia e a vulnerabilidade seletiva (STRASSER & FISCHER, 1995; LAAKE
et al., 1999; HORN et al., 2005), as culturas organotipicas de fatias hipocampais sao

uma excelente alternativa para o estudo dos mecanismos associados a isquemia

cerebral.

1.3. Neuroblastoma

O neuroblastoma é um tumor pediatrico soélido extracranial, que pode
aparecer desde 0 nascimento até a infancia inicial, com casos raros diagnosticados
apos os 10 anos de idade. Os neuroblastomas séo clinicamente classificados em 5
estagios, desde o estagio 1 que apresenta tumores localizados até o estagio 4 que

apresenta tumores extensamente disseminados. Criancas com 0s estagios 1 e 2 sdo
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tratadas apenas com cirurgia, enquanto criancas com estagio 4 recebem
tratamentos com radiagcdo e quimioterapia. Alguns tumores estdo inseridos na
categoria 4s, que é caracterizada por tumores primarios localizados e disseminacéo
limitada ao figado, pele e/ou medula 6ssea. Os tumores podem regredir
espontaneamente e, apesar da disseminacdo extensa do tumor, a taxa de
sobrevivéncia de pacientes do estagio 4s € aproximadamente 80%, contrastando
com a taxa de sobrevivéncia préxima de 20% em pacientes com neuroblastoma
estagio 4 (BRODEUR et al., 1993).

As células de neuroblastoma surgem a partir de células neoplésicas imaturas
da crista neural que possuem propriedades de células-tronco (ROSS et al., 1995;
HOGARTY, 2003). Elas também possuem propensao a diferenciacdo e agentes
farmacologicos podem induzir a regressao do neroblastoma. O &cido retingico (RA)
é utilizado clinicamente por sua habilidade de induzir diferenciagéo celular (HANSEN
et al., 2000). O RA, gue é a forma biologicamente ativa da vitamina A, € um
morfogeno natural que participa do desenvolvimento embrionéario inicial e da
diferenciacdo do sistema nervoso (DUESTER, 2008). O RA pode também inibir o
crescimento de células malignas por induzir parada do ciclo celular, diferenciacéo e

apoptose (NOY, 2010).

1.3.1. Linhagem SH-SY5Y

A linhagem celular SH-SY5Y € uma sublinhagem clonada a partir de células
SK-N-SH, originalmente estabelecidas de uma biépsia de medula éssea de um
paciente com neuroblastoma de origem ganglial simpato-adrenérgica na década de

70 (BIEDLER et al., 1973). A linhagem celular SH-SY5Y apresenta atividade de
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enzimas marcadoras neuronais (tirosina hidroxilase e dopamina-B-hidroxilase),
captacdo de noraepinefrina, expressa uma ou mais proteinas de neurofilamentos e
receptores opiodides, muscarinicos e fator de crescimento do nervo (CICCARONE et
al., 1989). As SH-SY5Y possuem a capacidade de proliferar em cultura por longos
periodos e podem ser induzidas a diferenciacao por diversos agentes, incluindo RA
(SINGH et al., 2007), forbol ester 12-O-tetradecanoilforbol-13-acetato (PAHLMAN et
al., 1981), fator neurotréfico derivado do cérebro (CERNAIANU et al., 2008), dibutiril
AMP ciclico (dbcAMP) (KUME et al., 2008), purina (GUARNIERI et al., 2009) ou
estaurosporina (MOLLEREAU et al., 2007).

A diferenciacdo das células SH-SY5Y com RA modifica sua morfologia e
promove o desenvolvimento de neuritos e expressdo de diversos marcadores
neuronais (CICCARONE et al., 1989; KAUR & SINGH, 2007; HU et al., 2010). A
diferenciagdo neuronal induzida por RA também aumenta a taxa de consumo de
oxigénio, potencializa a capacidade respiratéria de reserva mitocondrial e aumenta o
potencial de membrana mitocondrial, sem aumentar a quantidade de mitocondrias,
demonstrando uma preferéncia dessas células diferenciadas pela fosforilacdo
oxidativa para a obtencédo de ATP, ao passo que as células indiferenciadas adaptam
seu metabolismo de acordo com as condi¢cdes do meio (SCHNEIDER et al., 2011;
XUN et al.,, 2012). Como consequéncia, a linhagem celular SH-SY5Y tem sido
utilizada em diversos estudos experimentais, incluindo analise de diferenciacéo
neuronal, metabolismo, processos neurodegenerativos, neurotoxicidade e

neuroprotecao (XIE et al., 2010).
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo geral

O objetivo deste estudo foi analisar a distribuicdo celular da Stanniocalcina 1
em hipocampos de ratos em diferentes idades e avaliar os efeitos da Stanniocalcina
1 humana recombinante na viabilidade de culturas organotipicas de hipocampo e em

células SH-SY5Y diferenciadas em neuronios.

2.2. Objetivos Especificos

- Identificar e analisar a distribuicdo celular de STC1 no hipocampo de ratos
jovens e adultos;

- Avaliar se a STCL1 possui efeitos citoprotetores em culturas organotipicas de
hipocampo de rato submetidas a privacao de oxigénio e glicose;

- Analisar a viabilidade de células SH-SY5Y indiferenciadas e diferenciadas

em neurdnios apos a administracdo de STC1.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1. Animais

Ratos Wistar machos foram obtidos do biotério do Departamento de
Bioquimica. Os animais eram mantidos em condi¢cdo padrdo de biotério, em ciclo
claro/escuro (12h/12h). Para a obtencdo dos encéfalos para a imunohistoquimica e
para a dissecacdo dos hipocampos para a cultura organotipica os animais foram
decaptados. Todos os procedimentos utilizados seguiram os principios de “Cuidados
com Animais de Laboratério” do Instituto Nacional de Saude (National Institute of
Health — NIH) e foram aprovados pela Comissdo de Etica no Uso de Animais da

Universidade Federal do Rio Grande do Sul.

3.2.  Imunohistoquimica

Para a técnica de imunohistoquimica foram utilizados 9 ratos de trés idades
diferentes: 8 dias, 20 dias e 60 dias. Os encéfalos foram dissecados e fixados em
paraformaldeido 4% por 24 horas e, apoés, crioprotegidos em solucdo de sacarose
15% e 30% em tampao fosfato salino (PBS) a 4°C. O tecido foi colocado em meio de
inclusdo para criostato (Killik, EasyPath, Brasil) e foram feitas fatias coronais
seriadas de 50 um em criostato (Leitz Biosystems, Wetzlar, Alemanha). As fatias
foram coletadas em laminas gelatinizadas e foram permeabilizadas com 0,25% de
Triton X-100 em PBS por 10 minutos. Os anticorpos primarios anti-STC1 (1:500;
Santa Cruz Biotechnology, USA) e anti-NeuN (1:750; Cell Signaling Technology,

USA) foram diluidos em solucao blogueadora (0,25% triton X-100, 5% soro de cabra
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e 0,05% de azida sddica) a qual foi aplicada nas fatias overnight, a 4°C. A incubacéo
com anticorpos secundéarios Alexa Fluor 488 (1:1000) ou 568 (1:400) (Life
Technologies, Invitrogen, USA) diluidos na solucdo bloqueadora foi realizada a
temperatura ambiente por 1 hora. Como controle negativo, o0 anticorpo primario nao
foi utilizado em algumas fatias. Nao foi observada reatividade no controle negativo.
Para os tecidos de animais de 8 e de 60 dias foi utilizado o corante Hoechst 33342
para marcacdo de nucleos celulares por 15 minutos a temperatura ambiente. As
fatias foram colocadas em solucdo de montagem (Life Technologies, Invitrogen,
USA) e cobertas com laminulas de vidro. As laminas foram analisadas em
microscépio confocal (Olympus, USA). As imagens capturadas foram processadas
com o software ImageJ (com pacote de plug-ins da MacBiophotonics, McMaster

University, Ontario, Canada).

3.3. Cultura organotipica de hipocampo

3.3.1. Procedimento de cultivo

A cultura organotipica de hipocampo foi realizada de acordo com o método
descrito por Stoppini e colaboradores (1991). Os hipocampos de 9 ratos Wistar
machos de 6-8 dias foram fatiados em 400 ym por meio de um fatiador de tecido
Mcllwain chopper (The Mickle Laboratory Engineering Co., Surrey, Reino unido), que
foram separadas em Hank’s balanced salt solution (HBSS) composto por: glicose 36
mM, CacCl, 1,26 mM, KCI 5,36 mM, NaCl 136,89 mM, KH,HPO, 0,44 mM, Na;HPO,
0,34 mM, MgCl, 0,49 mM, MgSO, 0,44 mM, HEPES 25 mM, fungizona 1% e

gentamicina 0,100 mg/mL, pH 7,2. As fatias foram colocadas em insertes para
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cultura Millicell (Millipore, Billerica, MA, EUA) e transferidas para uma placa de
cultura de 6 pocos. As culturas foram cultivadas por 14 dias em incubadora a 37°C
com 5% de CO,; e mantidas em 50% MEM, 25% HBSS e 25% soro equino,
suplementado com HEPES 25 mM, NaHCO3; 4 mM, glicose 36 mM, 1% fungizona e
gentamicina 0,100 mg/mL, pH 7,3. As trocas de meio foram realizadas 2 vezes por

semana.

3.3.2. Privacao de Oxigénio e Glicose

A exposicdo das culturas a privacdo de oxigénio e glicose (POG) foi feita de
acordo com o método de Strasser e Fischer (1995), com modifica¢cdes (Zamin et al.,
2006). Ao final de 14 dias de cultivo, os insertes das culturas foram transferidos para
uma placa contendo meio sem glicose (meio de POG). Apos, 0 meio foi trocado por
outro com a mesma composicao e previamente borbulhado com N, por 30 minutos.
A placa foi colocada em uma camara anaerobica a 37°C, por 60 minutos. As fatias
controle foram mantidas em meio de cultivo completo na incubadora com atmosfera
5% CO, a 37°C. ApOs esse periodo, as culturas foram tratadas com STC1 em meio

de cultivo por 24 horas.

3.3.3. Tratamento com stanniocalcina 1

A Stanniocalcina 1 humana recombinante (hrSTC1) foi obtida da BioVendor
Research and Diagnostic Products (Life-Sciences, Brasil) e dissolvida em agua
deionizada na concentracdo 0,1 mg/mL. Para as culturas organotipicas de

hipocampo, a STCL1 foi adicionada ao meio de cultivo apds a POG e o tratamento foi
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mantido por 24 horas, nas concentragdes de 0,1 ng/mL e 1 ng/mL. Foram utilizados
grupos POG tratados com STC1 e grupos que ndo foram submetidos a POG, mas

foram tratados com STC1 (controle STC1).

3.3.4. Quantificacdo da morte celular

A intensidade de morte celular foi analisada pela avaliacdo da incorporacao
do corante iodeto de propidio (IP). Apds o periodo de recuperacdo por 24 horas, 5
UM de IP foram adicionados as culturas e incubados por 60 minutos. As culturas
foram observadas em microscopio de fluorescéncia invertido (Nikon Eclipse TE 300)
e as imagens foram capturadas utilizando uma camera CCD (DXM1200C Nikon
Instruments Inc., USA) e analisadas por meio do software ImageJ (com pacote de
plug-ins da MacBiophotonics, McMaster University, Ontario, Canada). A
porcentagem de morte celular foi calculada pela razdo entre a area da figura

marcada com IP pela area total do hipocampo.

3.4. Células de neuroblastoma

3.4.1. Cultivo de células SH-SY5Y

A linhagem celular SH-SY5Y foi gentiimente doada pela Profa. Dra. Vera
Maria Treis Trindade, que adquiriu as células do Banco de Células do Rio de
Janeiro, Associacao Técnico Cientifica Paul Ehrlich. As células foram utilizadas até a
20% passagem e foram mantidas em Dulbecco’'s Modified Eagle Medium

suplementado com meio F12 (DMEM/F12, Gibco®, Life Technologies™, USA), com
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10% de soro fetal bovino (SFB, Cripion Biotecnologia Ltda., Andradina, SP, Brasil),
em incubadora a 37°C e 5% de CO,. As células foram semeadas em diferentes
densidades, de acordo com o experimento a ser realizado (Tabela 1). Vinte e quatro
horas apds as células serem semeadas, a diferenciagcdo neuronal foi induzida pela
reducdo do SFB a 1% no meio de cultivo e adicdo de 10 uM de acido all-trans-
retindico (atAR; Enzo Life Sciences, USA). As células diferenciadas foram utilizadas
nos experimentos entre o 7° e o 10° dia de diferenciagéo, com trocas de meio a cada

dois dias.

Tabela 1 — Quantidade de células semeadas por experimento.

Area de cultivo Quantidade células Experimento
(cm?)
0,34 5x 10* Marcacéo IP e Hoechst
3,9 3,8 x 10° g-RT-PCR
25 3x10° Western-blotting

3.4.2. Tratamento com Stanniocalcina 1

A hrSTC1 foi adicionada ao meio de cultivo nas células indiferenciadas 24
horas apos elas serem semeadas e, nas células diferenciadas, entre o0 7° e 0 10° dia
de diferenciacdo. Foram utilizadas as concentracdes de 0,1, 1, 10, 25 e 50 ng/mL de
STC1, durante 3 horas, para a técnica de marcacao com IP e com o corante nuclear
Hoechst. Para o Western-blotting e o g-RT-PCR, foi utilizada a concentracdo de 25

ng/mL, também durante 3 horas.

3.4.3. Quantificacdo da morte celular
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A quantificagdo da morte celular foi realizada por meio da marcagao das
células com o corante IP e o corante Hoechst 33342 (Molecular Probes™,
Invitrogen™). Apos o tratamento com STC1, 5 yM de IP e 5 yg/mL de Hoechst
33342 foram adicionados as culturas e incubados por 15 minutos. As culturas foram
observadas em microscopio de fluorescéncia invertido (Nikon Eclipse TE 300) e as
imagens foram capturadas utilizando uma camera CCD (DXM1200C Nikon
Instruments Inc., USA) e analisadas por meio do software ImageJ (com pacote de
plug-ins da MacBiophotonics, McMaster University, Ontario, Canada). As imagens
obtidas das células marcadas com IP e Hoechst foram sobrepostas. Foi determinado
um threshold que englobava a area com todos o0s nucleos marcados (area total) e
uma area com 0s nucleos que apresentavam maior intensidade de marcacao (area
de morte). O corante Hoechst 33342 apresenta maior intensidade de marcacao
guando a cromatina esta condensada, como no caso de apoptose. Assim,
juntamente com a marcacao com IP, foi possivel obter a area de morte por meio da

selecdo do threshold que englobava as células com maior intensidade de marcacéo.

3.4.4. Deteccdao da proteina Caspase 3 por Western-blotting

As células foram homogeneizadas em tampao de Laemmli e o -
mercaptoetanol foi adicionado a uma concentracao final de 5%. As proteinas foram
separadas por SDS-PAGE, em gel com 15% de acrilamida. Apos a eletroforese, as
proteinas foram transferidas para membranas de nitrocelulose. As membranas foram
incubadas por 120 min a 4°C em tampao de blogueio com 5% de leite em po
desnatado e incubadas overnight a 4°C com o anticorpo primario dissolvido em

tampdo de bloqueio. Foram utilizados anticorpos primarios anti-Caspase3 (1:400;
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Cell Signaling Technology), e anti-B-actina (1:1000; Cell Signaling Technology) como
proteina constitutiva. As membranas foram entdo incubadas com IgG anti-rabbit
conjugado com peroxidase (1:1000; BioRad) por 2 h a temperatura ambiente. A
guimiluminescéncia foi obtida por reagdo com Iluminol (ECL, PerkinElmer) e

detectada em filmes raios-x (Kodak T-Mat).

3.4.5. Expressao génica de stcl e de caspase3 por q-RT-PCR

O RNA total das células SH-SY5Y foi extraido utilizando o reagente TRIzol
(Invitrogen, USA) segundo o protocolo do fabricante. Apés a extracdo, o RNA total
foi quantificado por absorbancia UV no aparelho BioPhotometer Plus (Eppendorf,
USA) e sua integridade foi analisada em gel de agarose 1%. A transcricdo reversa
foi realizada com o kit SuperScript First-Strand Synthesis System (Invitrogen, USA),
a partir de 3 ug de RNA para todas as amostras, utilizando-se oligonucleotideos
OligoDT, conforme orientacdes do fabricante. O cDNA sintetizado foi utilizado para a
reacdo em cadeia da polimerase em tempo real (g-RT-PCR). O ¢-RT-PCR foi
realizado com o kit GoTag® qPCR Master Mix (Promega, Brasil) em termociclador
StepOnePlus™ (Applied Biosystems, Brasil), em um volume final de 25 uL, contendo
0,2 UM de cada primer especifico e 1 uL de cDNA na diluicdo 1:10. As sequéncias
de primers utilizadas foram desenhadas com o software IDT Design Software
(Integrated DNA Technologies Inc., USA) utilizando-se sequéncias génicas
disponiveis no site do GenBank (www.ncbi.nim.nih.gov) e no site de genomas
Ensembl (www.ensembl.org).

As sequéncias dos primers da stcl humana (niamero de acesso NCBI:

NM_003155) foram desenhadas entre o exonl e o exon2: stc1 forward (5-
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GAGAATGCTCCAAAACTCAGC-3), stc1 reverse (5-AGGCAACGAACCACTTCAG-
3’). Os primers para caspase3 de rato (niumero de acesso NCBI: NM_012922) foram
desenhados entre 0S exons 5 e 7 casp3 forward (5-
AGATCACAGCAAAAGGAGCAG-3)), casp3 reverse (5-
CAATACCGCAGTCCAGCTC-3). O gene constitutivo utilizado para a normalizagao
das reacbes foi o TBP humano (numero de acesso no NCBI: NM_003194) TBP
forward (5°-GGGTTTTCCAGCTAAGTTCTTG-3)) e TBP reverse (5-
CAGGAAATAACTCTGGCTCATAAC-3). As condigbes de ciclos foram: 95°C por
120 s, seguido de 40 ciclos em 95°C por 15 s e 60°C por 30 s.

Ao final da reacédo de PCR, foi realizada a curva de melting para confirmacéo
da presenca do amplicon especifico esperado para cada par de primer utilizado e
para a verificacdo da possivel formacao de dimeros entre primers. As reacdes foram
realizadas em triplicata para cada amostra de cDNA sintetizado. Como controle
negativo foi utilizada uma aliquota de agua no lugar do cDNA. As rea¢des contendo
cDNA amplificaram somente os amplicons esperados e as amostras de controle
negativo nao amplificaram nenhum amplicon, demonstrando a qualidade das
reacdes. Os valores das médias de Ct (cycle threshold) das amostras em triplicatas
foram usadas para calcular a expressdo do gene alvo, normalizando-se o0s
resultados pelo gene constitutivo e utilizando a férmula do 2ACt (SCHMITTGEN &

LIVAK, 2008).

3.4.6. Quantificacao protéica
Foi utilizado o kit Pierce BCA Protein Assay da Thermo Scientific, o qual é
uma formulacdo compativel com detergente, baseado na técnica do &acido

bicinconinico (BCA), para a deteccédo colorimétrica e quantificacdo de proteina total.
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3.5. Anédlise Estatistica

Os dados sédo expressos como média+EP. Os dados foram avaliados por
regressao linear, ANOVA de duas vias (utilizando diferenciacdo e stanniocalcina 1
como variaveis independentes) seguido do teste de Duncan e teste t ndo pareado.
As diferencas foram consideradas significativas quando p<0,05. As analises foram

feitas com o programa GraphPad Prism 5 (versao 5.02).
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5. DISCUSSAO

Até o momento, nenhum estudo demonstrou a distribuicdo da proteina STC1
no hipocampo de ratos. Zhang e colaboradores (1998) mostraram a distribuicdo de
STC1 no encéfalo de humanos e de camundongos no 15° dia de gestacdo, recém-
nascidos e adultos. Os autores observaram intensa ir-STC1 em neur6nios corticais e
no cerebelo, nas células de Purkinje e em neurbnios maiores do nucleo denteado,
no encéfalo humano. A STC1 nessas regifes aparecia com marcacao perinuclear e
nado foi observada marcacdo em células gliais, nem em axoénios ou dendritos. Em
camundongos, ndo foi observada marcacdo para STC1l nos embrides, mas foi
detectada imunorreatividade fraca em animais recém-nascidos. Em animais adultos,
entretanto, foi detectada forte ir-STC1 em neurdnios corticais e cerebelares.

No presente estudo, observamos forte ir-STC1 nos hipocampos de ratos com
6, 21 e 60 dias de idade. No hipocampo desses animais é observada marcacao
neuronal perinuclear, mas também observamos ir-STC1 em todas as regides
hipocampais. Pela marcacdo com Hoechst € possivel observar ir-STC1 perinuclear
em regides que contém células gliais. Outra observacdo interessante € que a
distribuicdo da ir-STC1 € homogéna, podendo-se afirmar que a proteina esta
presente em neurdnios e interneurdnios, devido a imunorreatividade perinuclear no
hilo, principalmente de células marcadas com NeuN nos ratos de 21 dias, regido que
apresenta proporcdo 1:1 entre neurdnios e interneurdnios (VIDA, 2010). Isso
significa que, no hipocampo, a STC1l esta distribuida tanto em neurdnios
glutamatérgicos quanto GABAérgicos.

Surpreendentemente, os animais com 21 dias de idade apresentavam

distribuicdo de STC1 diferente do observado em animais de 6 e 60 dias. As
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alteracdes provocadas no sistema nervoso central por alteracdes em hormdonios
esterdides sdo bastante conhecidas (MCEWEN, 1994; OZAWA, 2005), embora
alteragcbes hipocampais sexo- e tempo-dependentes sejam desconhecidas
(MITSUSHIMA, 2011). O fato de haver alteragbes de distribuicdo da STC1 no
hipocampo de ratos machos com 21 dias de idade, que é um periodo em que
ocorrem alteragdes hormonais no animal, pode ser um indicativo de que a expressao
da STC1 pode ser regulada por horménios, ou de que as alteracbes neuronais que
ocorrem nessa idade afetam a distribuicdo e possivelmente a funcdo da STC1 no
hipocampo.

As células Paju sdo uma linhagem de neuroblastoma estabelecida de
metastases pleurais de um paciente (ZHANG et al., 1998) e essas células podem
ser diferenciadas para fenotipo neuronal por diversos estimulos, como PMA (ZHANG
et al., 1998), atAR (HEGYESI et al., 2004), interferon-gamma (SONG et al., 2005).
Zhang e colaboradores (2000) superexpressaram STC1l nas células Paju e
observaram que as células tinham uma resisténcia maior ao tratamento com CoCl,,
o qual mimetiza hipoxia e provoca entrada de calcio nas células (YAMAGAMI et al.,
1994). Essas células também demonstraram resisténcia aumentada a mobilizacao
de calcio intracelular provocado por tratamento com tapsigargina (ZHANG et al.,
2000). A partir das observacdes dos efeitos da superexpressédo de STC1 nas células
Paju e do aumento da expressdo de STC1 no encéfalo de ratos submetidos a
isquemia, Zhang e colaboradores sugeriram que a STC1 € neuroprotetora. No
entanto, as analises feitas no estudo foram em células Paju no estado
indiferenciado, e em nenhum momento os autores testaram os efeitos da STC1 nas

células diferenciadas.
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No presente estudo, ao analisarmos os efeitos da STC1 em células de
neuroblastoma SH-SY5Y indiferenciadas e diferenciadas com atAR, nos
observamos diferencas nos efeitos da STC1 entre os dois fenétipos celulares, sendo
gue a STC1 provocou a morte por apoptose das células diferenciadas, enquanto que
nao foi observada morte nas células indiferenciadas. Demonstramos também que a
STC1 nao confere neuroprotecdo apds POG. Pelo contrério: ela induz morte celular
em culturas organotipicas de hipocampo. O fato de que foi observado aumento da
expressdo de Stcl em encéfalos de ratos submetidos a isquemia cerebral focal
(ZHANG et al., 2000) ndo é um indicio de que a STC1 é neuroprotetora. Westberg e
colaboradores (2007) observaram aumento da expressdo de STC1 no encéfalo apos
pré-condicionamento a hipoxia. Entretanto, um estudo mais recente do mesmo
grupo, utilizando camundongos KO para STC1, demonstrou que ela nao é
importante para a tolerancia isquémica (DURUKAN TOLVANEN et al., 2013).

A STC1 é considerada uma proteina pleiotropica que exerce efeitos diversos
em diferentes tipos celulares de mamiferos (Yoshiko et al.. 2004). Ela apresenta
diversos efeitos envolvendo regulacdo celular de célcio tanto em tecidos de
mamiferos (STASKO e WAGNER, 2001; WAGNER e DIMATTIA, 2006; Block et
al.,2010) como em tecidos de peixes (WAGNER et al., 1986; WAGNER e
JAWORSKI, 1994; TSENG et al., 2009; SCHEIN et al., 2012).

Alguns estudos na literatura mostram os efeitos da STC1 na inducédo de UCPs
(WANG et al., 2009; LIU et al., 2012; RODDY et al., 2012) nas mitocondrias, além da
presenca de sitios de ligacdo de alta afinidade na membrana mitocondrial interna
(MCCUDDEN et al., 2002) e de seus efeitos como pro- ou anti-apoptoética (LAI et al.
2007; BLOCK et al. 2009; NGUYEN et al. 2009; LIU et al., 2010). Esses resultados

corroboram fortemente o fato de que um dos principais alvos da STCl1l € a
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mitocondria. E de fato, esta proteina ja foi descrita como um horménio de acédo
intracrina, cujos alvos intracelulares principais seriam as mitocondrias, o reticulo
endoplasmatico, e as gotas lipidicas (RE & COOK, 2010). Outros indicios de
possiveis mecanismos de acdo da STC1 no metabolismo por meio de alteracdes
mitocondriais sdo que animais MLC-hSTC1, que superexpressam STCI1,
apresentam depuracdo de glicose mais rapida e consomem mais alimento e
oxigénio (FILVAROFF et al., 2002). Além disso, sabe-se que existe uma co-
localizagéo entre a STC1 e a insulina em células 3 em ilhotas pancreaticas (ZAIDI et
al., 2012). A depuracao acelerada de glicose e o aumento do consumo de oxigénio
nos animais MLC-hSTC1 pode ser devido a um desacoplamento da cadeia
respiratoria, o que pode levar a uma necessidade maior de oxigénio, com menor
producdo de ATP e, consequentemente, a célula necessita de mais glicose para
manter a demanda de ATP.

Em células SH-SY5Y, a diferenciacdo neuronal induzida por atAR promove
alteracdes metabolicas nas células, sendo que as células indiferenciadas
apresentam metabolismo adaptavel em relacéo as condi¢cdes do meio, ao passo que
as ceélulas diferenciadas preferem a fosforilacdo oxidativa para a obtencdo de ATP
(SCHNEIDER et al., 2011; XUN et al., 2012). Essas diferencas metabdlicas podem
explicar a diferenca na inducdo de morte por STC1 que observamos nesses dois
fendtipos das células SH-SY5Y. Se a STCL1 estiver causando desacoplamento da
cadeia respiratéria em neurbnios, como ocorre em outros tipos celulares (WANG et
al., 2009; SHEIKH-HAMAD, 2010; LIU et al.,, 2012), e se este desacoplamento
provocar diminuicdo na sintese de ATP pela fosforilagdo oxidativa, € possivel
explicar as diferencas que observamos no presente estudo. As células

diferenciadas, como sédo dependentes da fosforilacdo oxidativa para producdo de
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ATP, ndo consiguiriam suprir a demanda de ATP apenas com a via glicolitica e
acabariam ativando a apoptose. As células indiferenciadas, como possuem um
metabolismo adaptavel, utilizariam preferencialmente a via glicolitica para suprir a
demanda de ATP nessas condi¢des e sobreviveriam ao tratamento com STC1. Além
disso, nas células SH-SY5Y indiferenciadas, a expressao basal da stcl é
aproximadamente 50% menor do que nas células diferenciadas, e o préprio
tratamento com STC1 por 3h néo altera significativamente este perfil de expresséo
génica. Os dados obtidos para a expressao basal de stcl nas células indiferencidas
corroboram com o fato de que havendo menos STC1 enddgena nas células, cujo
alvo principal sdo as mitocondrias, menos desacoplamento estaria ocorrendo,
tornando estas células em seu estado basal mais resistentes aos efeitos da STC1
exdgena, 0 que nado aconteceria nas células diferenciadas, que expressam mais
stcl, e que talvez estejam ja mais sensiveis aos seus efeitos.

Os dados de expressdo génica obtidos estdo de acordo com dados de
CHANG e colaboradores (1995) e de ZHANG e colaboradores (1998), que
mostraram que a stcl normalmente apresenta pouca ou nenhuma expressao em
células proliferativas. Os resultados obtidos também estdo de acordo com o0s
resultados de WONG e colaboradores (2002), que mostraram que a linhagem celular
de neuroblastoma Neuro-2A apresenta nenhuma, ou uma indetectavel, expressao
de stcl em células indiferenciadas. J& a expressdo do mRNA aumenta com a
diferenciacdo com dibutiril cAMP (WONG et al., 2002).

A estaurosporina, em baixas concentracdes (na faixa de nM), induz
diferenciacdo neuronal nas células SH-SY5Y (MOLLEREAU et al., 2007). Entretanto,
na literatura esta descrito o uso de diferentes concentracdes e tempos de tratamento

com estaurosporina para inducdo de apoptose nessas células (EMANUELSSON &
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NORLIN, 2012; MORALEZ-HERNANDEZ et al., 2012; SHAH et al., 2013). No
presente estudo foi utilizada a dose de 1 pM (a qual foi escolhida com base nas
indicacbes do fabricante) e 1 hora de incubacdo, o que nédo foi suficiente para
ativacao de caspase 3. Também ndo foi constatada a clivagem de caspase 3 em
células SH-SY5Y indiferenciadas ou diferenciadas que nao foram tratadas com
STC1. Em relacdo a expressao de casp3 ndo observamos diferencas nos niveis do
MRNA com o tratamento de 25ng/ml de STC1 por 3 horas, sugerindo que o
tratamento das células com STC1 ndo tem efeito sobre a inducdo deste gene.

Estudos tem demonstrado um papel ndo-apoptético das caspases em relacao
a proliferacdo, migracédo, diferenciacdo e imunidade (revisado em MIURA, 2002).
Dessa forma, é possivel que a clivagem de caspase 3 que observamos nas células
indiferenciadas néo esteja relacionada com morte celular, mas com alguma
alteracéo na sinalizacdo das células provocada por STC1. Para confirmar se essa
ativacao de caspase 3 esta relacionada ou ndo com a apoptose, seria necessario
submeter as células indiferenciadas a um maior tempo de tratamento e avaliar se ha
morte celular.

Como descrito acima, existe inconsisténcia na descricao dos efeitos da STC1
sobre a apoptose. Mas essa inconsisténcia pode ndo ser contraditéria. O fator de
transcricdo NF-kB também apresenta agao pro- ou anti-inflamatéria. O efeito de NF-
KB sobre a apoptose é dependente das vias de sinalizagdo que ativam esse fator.
Como muitas vias convergem no estado de ativacdo de NF-kB, o que vai determinar
0 destino da célula sdo os genes que serdo induzidos por esse fator e a maneira
como eles sdo induzidos, ou seja, com atividade persistente ou intermitente (FOO &
NOLAN, 1999; FAN et al., 2008). Dessa forma, € possivel supor que a diferenca

observada no tratamento com STC1l de células SH-SY5Y indiferenciadas e
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diferenciadas possa ser devido a diferentes perfis de sinalizagcdo em cada célula.
Além disso, foi descrito que a STC1 esta envolvida em um mecanismo de feedback
negativo com a via de sinalizagdo da MEK/ERK 1/2 (NGUYEN et al., 2009). A
principio, a diminuicdo da ativagdo de MEK induzida por STC1 poderia ter efeitos
pro-apoptéticos. No entanto, estudos tém demonstrado que a via da ERK 1/2 pode
ter efeitos pré-apoptoticos em neurdnios, dependendo da magnitude e da duracao
da ativacdo da via (SUBRAMANIAM & UNSICKER, 2010). S&o necessarios mais
estudos para esclarecer os efeitos da STC1 e da via ERK 1/2 na indugédo de
apoptose neuronal.

Sumarizando, os resultados obtidos mostraram a distribuicéo celular de STC1
no hipocampo de ratos jovens e adultos, sendo que ratos com 21 dias de idade
apresentam distribuicdo de STC1 diferente da dos animais com 6 e 60 dias de idade.
Além disso, demonstramos nesse estudo os efeitos citotoxicos da STC1 sobre
células neuronais submetidas ou ndo a eventos isquémicos, bem como seus efeitos
letais sobre células SH-SY5Y diferenciadas em neurdnios pela ativagdo da via
apoptotica. E, em células SH-SY5Y indiferenciadas, demonstramos que ha clivagem
de caspase 3 apos tratamento com STC1, porém nao foi observada morte dessas
células apds o tratamento. Os resultados do presente estudo indicam um possivel
papel da STC1 no desenvolvimento hipocampal em ratos jovens e demonstram que
a STC1 apresenta efeitos neurotoxicos, e ndo neuroprotetores como descrito na

literatura.
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6. CONCLUSOES

- A STC1 é expressa no hipocampo de ratos com idades de 6, 21, e 60 dias. A
distribuicdo celular da STC1 nos animais de 6 e 60 dias de vida é
predominantemente perinuclear, ao contrario do que € observado em ratos de 21
dias, que apresentam distribuicdo predominante em processos celulares, com menor

marcacao perinuclear;

- A STC1 nédo confere neuroprotecdo isquémica em culturas organotipicas de

hipocampo submetidas a POG;

- A STC1 em baixas concentracdes € neurotoxica em culturas organotipicas de

hipocampo;

- Em células SH-SY5Y diferenciadas, a STC1 também possui efeito neurotoxico e

esse efeito é dependente da concentracao;

- Em células SH-SY5Y indiferenciadas e diferenciadas a STC1 provoca clivagem de

Caspase 3. Em células diferenciadas a STC1 causa, portanto, apoptose;

- Nas células indiferenciadas néo foi possivel afirmar se a ativacdo de Caspase 3

esta relacionada com apoptose;

- A diferenciacdo com atRA aumenta a expresséao de stcl.
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- O tratamento com STC1 em células SH-SY5Y indiferenciadas e diferenciadas ndo

aumenta a expressao de stcl ou de casp3.

Em resumo, este trabalho contribui para o entendimento das acbes da

Stanniocalcina 1 no sistema nervoso central e sugere novas hip6teses de estudo

sobre 0s mecanismos de acgao celular da Stanniocalcina 1.
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7. PERSPECTIVAS

- Aumentar o tempo de exposicdo das células indiferenciadas a STC1 para confirmar
se os niveis aumentados de caspase 3 clivada estdo relacionados com inducgdo de

apoptose.

- Verificar os efeitos da STC1 sobre vias de sinalizacdo de apoptose e sobrevivéncia

celular nas células diferenciadas e indiferenciadas;

- Analisar os efeitos da STC1 sobre o metabolismo energético de células SH-SY5Y
indiferenciadas e diferenciadas, sob 0 aspecto de metabdlitos secretados e captados
pelas células, atividade de transportadores relacionados ao metabolismo e atividade

de enzimas-chave do metabolismo celular;

- Analisar os efeitos da STC1 sobre parametros mitocondriais em células SH-SY5Y
indiferenciadas e diferenciadas, como a atividade respiratéria mitocondrial,
expressdo de UCPs, expressdo de componentes da cadeia transportadora de

elétrons, entre outros;
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