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RESUMO

A stanniocalcina (STC) € um horménio glicoproteico descoberto em
peixes e posteriormente detectado em mamiferos. As isoformas STC-1 e STC-
2 sao expressas em distintos 6rgdos de mamiferos como figado e rins,
sugerindo importante contribuicdo fisiolégica destes horménios. No jejum, com
niveis de glicogénio diminuidos, a gliconeogénese hepética e renal contribuem para
a manutencdo dos niveis plasmaticos de glicose. O objetivo deste trabalho foi
estudar o papel dos hormbénios STC-1 e STC-2 humanos (hSTCs) sobre o
metabolismo da glicose e do lactato no tecido hepatico e renal de ratos
alimentados e em jejum; determinar a capacidade da hSTC-1 de modular o
sinal de adenosina 3'5-monofosfato ciclico (CAMP) sobre a atividade
gliconeogénica renal. Métodos: Ratos Wistar machos adultos (n = 120)
divididos em dois grupos: 1) alimentados, que receberam agua e dieta padrao
para roedores ad libitum; 2) em jejum de 24h para o estudo no figado ou 48h
para o estudo no rim. Os animais foram eutanasiados por decapitacdo, o
sangue troncular coletado, figado e rins excisados e fatiados para os
experimentos in vitro. As fatias de figado, de cortex e de medula renal do grupo
controle foram incubados com Krebs Ringer Bicarbonato (KRB) pH 7,4 ou
Krebs Ringer Henseleit (KRH) pH 7,4, respectivamente, sem hSTCs. As fatias
de figado foram incubadas na presenca de hSTC-1 e de hSTC-2 nas
concentracbes de 3,86pM e 38,6pM. Foram avaliadas no tecido hepatico a
atividade gliconeogénica, a partir de “C-alanina e de “C-lactato, a oxidacdo da
14C-glicose, a concentragdo de glicogénio, a sintese de glicogénio a partir de

14C-glicose, as expressdes dos genes Pckl, Stcl e Stc2. No cértex e na



medula renal foram avaliados os efeitos da hSTC-1, nas concentracdes de
0,386pM; 3,86pM; 386pM e 3860pM, sobre atividade gliconeogénica e
oxidacdo do !*C-lactato, assim como a expressdo do gene Pckl. Foi
determinado o papel da hSTC-1 sobre a modulagdo do sinal estimulador do
cAMP sobre a gliconeogénese renal de ratos alimentados. Os dados foram
expressos como a média = erro padrdo da média e a andlise estatistica foi
realizada de acordo com os testes de normalidade de Kolmogorov-Smirnoff.
ANOVA de uma ou duas vias foi utilizada para determinar as diferencas
significativas. Dados soroldgicos e de expressao génica foram analisados com
teste t de Student. As diferencas foram significativas quando P<0,05. O
presente estudo foi aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de Animais da
UFRGS sob o nimero de 29392. Resultados: Figado- No estado alimentado
foi detectada a presenca de Stcl; apoés jejum de 24h, as expressdes dos genes
da Stcl e da Stc2 aumentaram (P<0,05) no figado. No estado alimentado, a
sintese de *C-glicose a partir de “C-alanina diminuiu com 38,6pM de hSTC-2
e foi acompanhada de reducdo na expressdo da Pckl com 3,86 e 38,6pM de
hSTC-2. Apés e jejum de 24h, 38,6pM de hSTC-1 estimulou a gliconeogénese
a partir de “C-lactato. Igualmente, 3,86 e 38,6pM de hSTC-2 elevaram a
atividade gliconeogénica a partir de “C-lactato no figado de ratos jejuados. O
aumento na expressao de Pckl ocorreu apenas na presenca de 3,86pM. As
hSTCs, nas concentragdes utilizadas ndo alteraram a capacidade de oxidagao
da “C-glicose, a concentracdo de glicogénio e sua sintese a partir de 14C-
glicose no figado de ratos alimentos ou jejuados (24h). Rim- No cértex renal de
ratos alimentados somente 3860pM de hSTC-1 aumentou (P<0,05) a

capacidade gliconeogénica a partir de “C-lactato e a expressao (P<0,05) do



Pckl. Além disso, 0,386pM de hSTC-1 estimulou (P<0,05) a oxidagdo de 4C-
lactato. No cértex renal de ratos em jejum (48h) a hSTC-1 nas concentracdes
utilizadas ndo modificaram a atividade gliconeogénica nem a oxidacdo de 14C-
lactato. A hSTC-1 ndo alterou a atividade gliconeogénica ou a oxidagao a partir
de 14C-lactato na medula renal de ratos alimentados. No jejum (48h), 3,86pM
de hSTC-1 aumentou (P<0,05) a atividade gliconeogénica na medula renal a
partir de “C-lactato, mas ndo aumentou (P>0,05) a expressdo da Pckl nem a
oxidacdo de '“C-lactato. A atividade gliconeogénica no cortex renal de ratos
alimentados aumentou 50% (P<0,05) com 25uM de forskolin (FK) mais 2mM de
3-isobutil-1-metilxantina (IBMX), mas 3,86pM de hSTC-1 inibiu (P<0,05) este
aumento. Tanto no coOrtex quanto na medula renal FK mais IBMX reduziram a
oxidacdo de !C-lactato, porém a hSTC-1 ndo alterou esse resultado.
Conclusédo: O presente trabalho demonstra a participacdo das hSTC-1 e
hSTC-2 na regulagdo da atividade gliconeogénica a partir de *C-lactato e de
14C-alanina no figado de ratos alimentados e em jejum de 24h. Os resultados
deste estudo mostram que a hSTC-1 regula o metabolismo do lactato no rim
(coértex e medula) de ratos alimentados e em jejum de 48h. Além disso, 0s
dados mostram que a hSTC-1 interfere na sinalizacdo intracelular da via

gliconeogénica mediada pelo cAMP no coértex renal.



Abstract

Stanniocalcin (STC) is a glycoprotein hormone found in fish, but also
present in mammals. There are two isoforms, STC-1 and STC-2, expressed in
different organs, such as liver and kidneys, suggesting an important
physiological contribution of STCs to metabolic pathways. During fasting,
hepatic glycogen levels decrease and hepatic and renal gluconeogenesis
become the main alternatives for maintaining plasma glucose levels. The aim of
this study was to evaluate the role of human STC-1 and STC-2 hormones
(hSTCs) in glucose and lactate metabolism in the liver and kidney of fed or
fasted rats. Specifically in renal lactate metabolism, the aim was to determine
the ability of hSTC-1 to modulate the 3', 5'- cyclic adenosine monophosphate
(cCAMP) signal in fed rats. Methods: Adult male Wistar rats (n = 120) were
divided into three groups: 1) fed, which received water and a standard diet for
rodents ad libitum; 2) fasted for 24 hours for hepatic gluconeogenesis study,
and 3) fasted for 48 hours for renal gluconeogenesis study, which received
water ad libitum and were individually housed. Animals were decapitated and
stem blood was collected. The liver and kidneys were excised, sliced and used
for in vitro experiments. The control groups were incubated without hSTCs
hormones. Liver, renal cortex and medulla slices were incubated in Krebs
Ringer Bicarbonate (KRB) pH 7.4 and Krebs Ringer Henseleit (KRH) pH 7.4,
respectively. Liver slices were incubated in the presence of hSTC-1 and hSTC-
2 at 3 .86pM and 38.6pM. Also, in the liver tissue, gluconeogenic activity from
14C-alanine and !“C-lactate, glucose oxidation, glycogen concentration, and
glycogen synthesis from 14C-glucose of fed and fasting rats (24h) were

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



Stcl and Stc2, respectively, were determined. In kidneys, cortex and medulla
slices were incubated in the presence of hSTC-1 at 0.386pM; 3.86pM; 386pM
and 3860pM. Also, in the renal tissue, the effect of hSTC-1 on gluconeogenic
activity from 4C-lactate, “C-lactate oxidation and Pckl gene expression were
evaluated. The role of hSTC-1 in the stimulatory cAMP signal in renal
gluconeogenesis of fed rats was evaluated. Data were expressed as the mean
+ standard error of the mean and statistical analysis was performed according
to Kolmogorov-Smirnoff normality tests. One- or two-way ANOVA were used to
determine the significance of the differences. Gene expression and serological
data of lactate metabolism were analyzed by unpaired Student's t-test.
Differences were considered significant when P<0.05. The protocols were
approved by the official Animal Ethical Committee (#29392) of Universidade
Federal do Rio Grande do Sul. Results: Liver — In the fed state, only the
presence of Stcl was detected; after 24-hour fasting, the Stcl and Stc2 genes
expression increased significantly (P<0.05). In the fed state, hepatic
gluconeogenic capacity from 14C-alanine decreased with 38.6pM of hSTC-2, but
it was accompanied by a reduction in Pckl gene expression at 3.86 and
38.6pM. After 24-hour fasting, 38.6pM of hSTC-1 stimulated gluconeogenesis
from 14C-lactate. Likewise, hSTC-2 at 3.86 and 38.6pM increased
gluconeogenic activity from 4C-lactate in the liver of fasted rats. However, the
increase in Pckl expression occurred only in the presence of 3.86pM hSTC-2 in
livers of fasted animals incubated with “C-lactate. The hSTC concentrations
used in this work did not significantly alter the oxidation capacity of 14C-glucose,
glycogen concentration, and glycogen synthesis from 4C-glucose in the liver of

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



gluconeogenic capacity from 14C-lactate, as well as the expression (P<0.05) of
Pckl gene in the renal cortex of fed rats. Moreover, oxidation of “C-lactate in
renal cortex of fed rats was stimulated (P<0.05) by hSTC-1 at 0.386pM.
Nevertheless, the hormone concentrations used in the present study did not
modify the gluconeogenic activity and 1“C-lactate oxidation in the renal cortex of
fasting rats (48h). hSTC-1 did not alter gluconeogenesis or oxidation from 14C-
lactate in renal medulla of fed rats. However, 3.86pM of hSTC-1 increased
(P<0.05) renal gluconeogenic activity from 14C-lactate, but did not increase
(P>0.05) 4C-lactate oxidation or Pckl gene expression in renal medulla of
fasting rats (48h). Gluconeogenesis from 4C-lactate increased by 50%
(P<0.05) when using 25uM of forskolin (FK) plus 2mM of 3-isobutyl-1-
methylxanthine (IBMX), but 3.86pM of hSTC-1 inhibited (P<0.05) this increase
in the renal cortex of fed rats. The concentrations of FK plus IBMX and hSTC-1
did not alter (P>0.05) gluconeogenesis activity in the renal medulla of fed rats.
FK plus IBMX reduced oxidation of !“C-lactate; however, hSTC-1 did not
change this parameter in either the cortex or the renal medulla. Conclusion:
The present study is the first to demonstrate the participation of hSTC-1 and
hSTC-2 in the regulation of gluconeogenic activity from 4C-lactate and 14C-
alanine in the liver of fed and fasted (24h) rats. The results of this study also
reveal that hSTC-1 regulates lactate metabolism in the kidney of fed and 48-
hour fasted rats. In addition, the data indicate that hSTC-1 act downstream of
the adenyl cyclase pathway, decreasing the gluconeogenesis activity induced
by cAMP intracellular increase or stimulating the phosphodiesterase activity in

the renal cortex.
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1 INTRODUCAO
1.1 Stanniocalcinas

A Stanniocalcina (STC) € um hormdnio glicoproteico produzido por um
par de glandulas enddécrinas adjacentes a superficie ventral dos rins de peixes.
Essas glandulas foram primeiramente descobertas em peixes teledsteos pelo
anatomista e fisiologista alemdo Hermann Friedrich Stannius, em 1839, e
denominadas de corpusculos de Stannius (CS). Nos peixes, 0 aumento dos
niveis plasmaticos de célcio estimula a sintese e a secre¢do de STC pelos CS,
a qual promove inibicdo do influxo de célcio nas branquias e no intestino, assim
como o aumentando na reabsorcdo de fosfato nos tlbulos proximais dos rins,
tamponando o excesso de calcio extracelular (CHANG et al., 2003; LU et al.,

1994; WAGNER AND DIMATTIA, 2006).

Células cromafins

Tireoide

. Urdfise
Ultimo corpo branquial

Mucosa
intestinal

Ilhotas pancreaticas

Figural: Localizacdo do CorpuUsculo de Stannius em peixes (WAGNER et
al., 1994).

Inicialmente, acreditava-se que nos peixes a sintese de STC estava
restrita as células do CS, todavia foi constatado que este horménio também é
expresso, em menor concentragdo, em outros tecidos, como nos ovarios e nos
rins (WAGNER AND DIMATTIA, 2006). Estudos posteriores indicaram a

presenca de padrdes de localizag&o subcelular de ligantes para STC em outras
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classes de vertebrados tais como anfibios, aves e mamiferos (WAGNER AND
DIMATTIA, 2006). Os CS ndo estdo presentes nessas Ultimas classes de
vertebrados, porém, muitos pesquisadores identificaram a expressao de genes
ortdlogos ao da Stc em diferentes tecidos de mamiferos. O gene que codifica a
proteina STC-1 de mamiferos foi identificado e clonado em 1995, o qual foi
isolado e identificado em fibroblastos humanos imortalizados-SV40, assim
como no sequenciamento de cDNA de pulmdo humano (CHANG et al., 1995;
OLSEN et al., 1996; YOSHIKO, AUBIN, 2004).

A STC-1 é uma glicoproteina, homodimérica, com aproximadamente 50
kDa, constituida por 247 aminoacidos e possui 61% de homologia em relacdo a
STC de peixes. Sua expresséo foi identificada em uma ampla variedade de
tecidos de mamiferos como intestinal, 0sseo, muscular, neural, renal,
pancreatico, pulmonar, adiposo, cardiaco, ovariano e prostatico (CHANG et al.,
1995; McCUDDEN et al., 2002; SAZONOVA et al., 2008). Em 1998, a andlise
bioinformatica de dados no programa BLAST (Basic Local Aligment Search
Tool) possibilitou a identificacdo de um segundo homdlogo da STC-1 em
mamfiferos denominado de STC-2 (CHANG and REDDEL, 1998). A STC-2 é
uma glicoproteina de 302 aminoacidos, possuindo maior presenca de residuos
de histidina na regido carboxi-terminal, com aproximadamente 34% de
homologia em relacdo a STC-1 (MOORE et al., 1999). A expressao da STC-2 é
identificada em diferentes érgdos tais como o coragdo, o pancreas, o figado, os
pulmdes, os rins, o cérebro e o tecido adiposo marrom (DIMATTIA et al., 1998;
SARAPIO etal., 2019).

Nos Ultimos anos, as pesquisas identificaram aumento na expressao de

STC-1 ou de STC-2 em linhagens de células tumorais, assim como em
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diferentes tipos de céncer, o qual est4d associado a proliferacdo celular,
angiogénese e piora no prognostico, tais como o cancer de mama, o carcinoma
hepatocelular, o carcinoma de células escamosas, cancer gastrico e o cancer
colorretal (BRANTLEY et al., 2018; CHANG et al., 2003; CHEN et al., 2019).
Outras isoformas do horménio STC, denominadas “big stanniocalcinas”, foram
identificadas em células ovarianas de bovinos, possuindo pesos moleculares
de 84, 112 e 135 kDa. Normalmente a STC-1 e a STC-2 ndo sao detectadas na
corrente sanguinea de mamiferos, porém o hormdénio STC-1 atinge limites
detectaveis na circulacdo durante a gestacdo e a lactacdo (DEOL et al.,2000;
JAMES et al., 2005; JUHANSON et al., 2016). Além disso, é descrito aumento
significativo na concentracdo plasmatica de STC-1 e de STC-2 em pacientes
com cancer gastrico (FANG et al., 2014).

Com base no padrdo de expressdo da STC-1 e da STC-2 em diferentes
tecidos de mamiferos e os niveis ndo detectaveis desses horménios no
plasma, com excecdes das situacbes previamente descritas, € consistente que
esses horménios ajam de forma autécrina e/ou paracrina em mamiferos,
diferindo da acdo enddcrina classica existente nos peixes (DE NIU et al., 2000;

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

1.2 AcBes das STC-1 e STC-2 em mamiferos

O conhecimento sobre as fungbes fisiolégicas da STC-1 originou-se
principalmente dos modelos in vitro, utilizando rins, Gtero e ovarios. O efeito da
STC sobre a regulacéo do célcio e do fosfato previamente descrito em peixes
também foi identificado em mamiferos, embora nesses ultimos o metabolismo

do calcio seja predominantemente regulado pelo paratormbnio e pela
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calcitonina. Ratos Wistar infundidos com dose de 5 nmolkg de STC
recombinante humana apresentaram reducdo significativa na eliminacdo de
fosfato na urina. Este achado foi corroborado pela analise da atividade do
cotransportador Na*/Pi da membrana luminal do tdbulo proximal, o qual
apresentou aumento significativo de 40% na sua atividade apds igual
tratamento (Wagner et al., 1997). Trabalho in vitro, utilizando fatias do duodeno
de suinos identificou que a STC-1 diminuiu a absor¢cdo de calcio e aumentou a
absorcdo de fosfato (Madsen et al., 1998). Posteriormente, avaliacbes da
corrente de célcio por patch-clamp, em cardiomidcitos de ratos, revelaram que
a STC-1 promoveu diminuicdo na corrente transmembrana por inibir canais de
calcio do tipo lentos (Sheikh-Hamad et al., 2003). Mais recentemente, foi
identificada a participacdo da STC-2 na regulacdo de canais de calcio ativados
pela deplecdo da reserva de calcio do reticulo sarcoplasmatico (SOCE) em
fibroblastos de camundongos knockouts para STC-2 (ZEIGER etal., 2011).
Para melhor compreender as fun¢cdes dos hormdénios STCs em
mamiferos, foram realizados estudos in vivo em camundongos que
superexpressavam STC-1 ou STC-2. Os animais que superexpressavam STC-
1 apresentavam um menor tamanho corporal, menor ganho de peso,
crescimento e desenvolvimento osteomuscular alterado em relacdo aos
camundongos selvagens, embora os niveis de hormdnio do crescimento e da
IGF-I ndo estivessem alterados. Nestes animais foi constatado nivel de fosfato
plasmatico normal, porém elevado nivel de calcio plasmatico atribuido a maior
atividade dos osteoclastos (VARGHESE et al.,, 2002). Em outro estudo, 0s
camundongos que superexpressavam STC-1 no muasculo esquelético

apresentaram comportamento hiperfagico, maior consumo de oxigénio e de
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glicose, além de mitocondrias com morfologia aumentada em relagdo aos
camundongos controle (FILVAROFF et al., 2002). Na linhagem que
superexpressa a STC-2, foi verificado retardo de crescimento e de
desenvolvimento (especificamente na formacdo da sutura cranial), podendo ser
letal entre 26 e 34% dos neonatos. Esses camundongos também apresentaram
hiperfagia, mas ndo associada a obesidade. Assim, parece que a STC-2 atua
mais como um inibidor do crescimento, promovendo a redugdo do
desenvolvimento intramembranoso e endocondral 0sseo e da musculatura
esquelética (GAGLIARDI et al., 2005). Os camundongos knockout para STC1
nao apresentaram alteracbes no crescimento, no fenétipo ou na atividade
muscular em relacdo aos camundongos selvagens (CHANG et al., 2005).
Porém, os camundongos knockout para STC-2 possuem aumento significativo
dos 6rgdos abdominais e ndo apresentam alteracdo no fenétipo em relagdo a
linhagem selvagem (CHANG et al., 2008).

Os trabalhos em camundongos transgénicos complementaram o0s
estudos realizados em tecidos isolados ou em cultura de células assim como,
trouxeram novos conhecimentos em relagdo aos efeitos da STC-1 e da STC-2
sobre a fungcdo mitocondrial e sobre os efeitos destes horménios no
metabolismo intermediario. No mesmo periodo em que Filvaroff et al., (2002)
identificaram  mitocondrias aumentadas no musculo esquelético de
camundongos que superexpressavam STC-1, estudo de “in situ ligand-binding”
em tecido renal e hepatico identificou que 90% da STC marcada ligava-se as
membranas mitocondriais, principalmente & membrana interna (MCCUDDEN et
al., 2002). Sitios de ligacdo para a STC também foram identificados nas

membranas mitocondriais e nas gotas lipidicas de células liteas (PACIGA et
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al., 2003). Esses resultados indicam a participacdo ou influéncia da STC na
atividade mitocondrial de diferentes células. Embora a STC atue como um
ligante de membranas, seu receptor ndo é conhecido e alguns estudos indicam
a participacdo da adenosina 3',5'-monofosfato ciclico (CAMP) e da proteina
cinase A (PKA) como elementos relacionados com a via de transducé&o do sinal
(LI et al., 2018; LU et al., 1994; PACIGA et al., 2004; TERRA et al. 2015).

Outro importante achado foi o efeito estimulador da STC-1 sobre a
cadeia transportadora de elétrons (MCCUDDEN et al., 2002). Foi avaliado o
efeito da STC-1 sobre a atividade da cadeia transportadora de elétrons em
membranas mitocondriais, em mitocondrias intactas e em células da linhagem
IMCD-3, confirmando o efeito estimulador da STC-1 sobre a cadeia
transportadora de elétrons nas diferentes amostras (ELLARD et al., 2007). Os
resultados desse estudo também mostraram que a STC-1 promoveu
significativa reducdo na formagédo de ATP, embora o consumo de oxigénio
tenha sido maior, sugerindo um desacoplamento entre a cadeia transportadora
de elétrons e a respiracdo (ELLARD et al., 2007). A hipotese de que a STC-1
seria capaz de promover o desacoplamento mitocondrial foi confirmada por
outro estudo ao identificar a diminuicdo dos niveis de ATP intracelular, aumento
significativo na quantidade de proteina desacopladora UCP2, atividade normal
dos complexos HIV da cadeia respiratoria e aumento na viabilidade celular em
macrofagos de camundongos apos incubacdo com diferentes concentracdes
de STC-1 (WANG etal., 2009).

O efeito da STC no metabolismo intermediario foi postulado pelo
trabalho de MOORE et al., (1999) ao identificar a co-localizagcdo da STC-2 ao

glucagon nas células alfa de ilhotas pancreaticas humanas. O possivel papel
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regulador no metabolismo da glicose pela STC foi reforcado no trabalho de
ZAIDI et al., (2012) que identificou a co-localizacdo da STC-1 com a insulina
nas células beta das ilhotas pancreaticas em camundongos. Com base no
efeito desacoplador da STC sobre as mitocondrias e na diminuicdo do ATP
intracelular ZAIDI et al., (2012) inferiu possivel acédo reguladora da STC sobre a
secrecdo de insulina e por sua vez na homeostase da glicose. Em humanos,
estudo recente indicou correlacdo significativa entre STC-1, glicemia e
hemoglobina glicada em pacientes com Diabetes mellitus tipo 2 (DM2),
enquanto os pacientes com maior valor de hemoglobina glicada possuiam
menor expressao de STC-2 nas plaquetas (LOPEZ et al., 2017). Além disso, ao
utilizarem animais knockout para STC-2 identificaram mudancas significativas
nos niveis de glicose e de glucagon plasmatico, indicando possiveis alteracfes
nos mecanismos de sintese ou secrec¢ao do glucagon (LOPEZ et al., 2017).
Estudo in vitro, avaliando a acdo de diferentes concentragbes de STC-1
e de STC-2 sobre o metabolismo da glicose no tecido muscular esquelético e
hepatico, de ratos Wistar, identificou que a STC-1 diminuiu significativamente a
oxidacdo de glicose no figado e a atividade da enzima piruvatocinase (PK) no
musculo esquelético. Entretanto, a STC-1 promoveu aumento da incorporagao
do “C da glicose em glicogénio no musculo esquelético assim como, de 1*C da
glicose em lipidios totais nos tecidos muscular esquelético e hepatico. Ja& a
STC-2 promoveu diminuicdo da oxidacdo de glicose nos tecidos hepatico e
muscular, mas aumentou a atividade da enzima PK em ambos os tecidos,
gquando em baixas concentracfes, assim como a sintese de glicogénio a partir
de 1%C da glicose no musculo. Tanto a STC-1 quanto a STC-2 causaram

reducdo significativa na concentracdo de ATP no tecido hepatico
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(GONGCALVES, 2012). Esses resultados indicam que a STC-1 e a STC-2 séo
capazes de modificar algumas vias de sintese e de geracdo de energia nos
diferentes tecidos, reforcando a participacdo desses horménios no metabolismo
intermediario.

Os rins desempenham variadas fungdes na manutencdo do meio interno
do organismo e dentre essas a gliconeogénese, a qual contribui para a sintese
enddgena de glicose. SCHEIN et al., (2015) demonstraram que a acgao, in vitro,
da STC-1 diminuiu significativamente a gliconeogénese renal a partir de 4C-
glutamina, ao reduzir a atividade e a expressdo da enzima fosfoenolpiruvato-
carboxicinase (PEPCK) na medula renal (SCHEIN et al., 2015).

No trabalho realizado por COZER et al., (2016) foi demonstrado que a
STC-1 aumentou a sintese de lipidios a partir de *C-glicose no tecido adiposo
branco retroperitoneal de ratos Wistar alimentados. No entanto, a STC-1
diminuiu a incorporacédo do “C da glicose em lipidios totais no tecido adiposo
marrom de ratos Wistar alimentados, indicando um padrdo de resposta
hormonal ndo apenas dependente de concentracdo, mas também relacionado
com as caracteristicas fisiolégicas de cada tecido (COZER et al, 2017).
Embora as stanniocalcinas sejam expressas no tecido adiposo marrom de
ratos, um notavel aumento na expressdo de STC-2 foi identificado no tecido
adiposo marrom de ratos Wistar submetidos ao jejum. Esse resultado indica a
influéncia do estado metabdlico sobre a expressdo de STC nos tecidos
(SARAPIO et al., 2019).

Estudo recente utilizando camundongos susceptiveis a obesidade
identificou que a STC-2 quando injetada intracerebroventricular causou

reducdo na ingestdo alimentar. Além disso, ao ser administrada
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intraperitonealmente foi capaz de aumentar os niveis de RNA mensageiro
(mRNA) do neuropeptideo pré-opiomelanocortina, regulando, assim, o apetite e
0 peso corporal desses animais (JIAO et al., 2017). Outra fungcdo da STC-2 foi
descoberta em estudo utilizando camundongos sucetiveis a esteatose hepética
ndo alcodlica, no qual o uso intraperitoneal de STC-2 resultou na diminuicédo
significativa do acumulo de lipidios, na glicemia de jejum e na expressao de
génes lipogénicos. Esses resultados revelam um relevante papel da STC-2 na

regulacdo do metabolismo de lipidios no figado (ZHAO et al., 2018).

1.3 A homeostase da glicose no figado

O figado é o principal responsavel pela homeostase da glicose no organismo,
pois ele coordena processos de captacdo e de armazenamento de glicose
(glicogénese), assim como os de producdo enddgena de glicose por meio da
glicogendlise e da gliconeogénese (PETERSEN et al., 2017). O figado coordena o
metabolismo energético do organismo, agindo como um integrador metabdlico
de varios tecidos como o musculo esquelético, os tecidos adiposos e 0s rins
(RUI, 2014). ApoOs a digestdo, no trato gastrointestinal, a glicose, os acidos
graxos e 0s aminoacidos sao absorvidos e transportados pela corrente
sanguinea para o figado através do sistema de circulacdo das veias portais
(AIRES, 2012). A distribuicdo de glicose no periodo pés-prandial depende da
capacidade da insulina em estimular a captacao de glicose em tecidos periféricos
como o musculo e os tecidos adiposos. Porém, nos hepatdcitos a captacdo de
glicose € mediada pelo transportador de glicose (GLUT 2), ocorrendo de forma
facilitada e independente da acdo da insulina (RUI, 2014). No estado pés-prandial,

a glicose pode ser condensada em glicogénio, convertida em acidos graxos ou
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em aminoacidos. Nos hepatdcitos, os acidos graxos livres sdo esterificados
com glicerol-3-fosfato para gerar o triacilglicerol, o qual € armazenado em
goticulas lipidicas nos hepatécitos ou secretados na circulacdo como particulas
de lipoproteina de muito baixa densidade. Os aminoacidos podem ser
metabolizados para fornecer energia ou usados para a sintese de proteinas,
glicose ou outras moléculas bioativas. No estado de jejum, a glicose é liberada
do figado para a circulacdo e metabolizada pelo cérebro, musculo esquelético,
tecido adiposo e outros tecidos extra-hepéaticos (PETERSEN et al., 2017; RUI,

2014).

1.3.1 Oxidacao da glicose no figado

No figado, a glicose é oxidada até dioxido de carbono por meio de uma
série de vias metabdlicas como a glicolise no citosol, seguida pelo ciclo do
acido citrico e a cadeia respiratéria mitocondrial transportadora de elétrons.
Além disso, outros substratos como o lactato, a alanina, os &cidos graxos
podem ser oxidados pelos hepatdcitos para gerarem energia. Porém, no
periodo pds-prandial, o figado ndo é predominantemente oxidativo, ao contrario
do cérebro e do musculo esquelético ativo que consomem a maior parte da
glicose circulante (ADEVA-ANDANY et al., 2016). A glicélise produz uma
pequena quantidade de ATP, mas a maior parte do ATP € produzido através da
fosforilagdo oxidativa do ADP, uma reacao de consumo de oxigénio que ocorre
na cadeia respiratéria mitocondrial transportadora de elétrons. Na via glicolitica
€ produzido piruvato a partir de glicose no citosol e uma pequena quantidade
de ATP e NADH é gerada (2 mol de ATP e NADH por mol de glicose). O ciclo

do acido citrico fornece NADH e FADH2 que sdo subsequentemente oxidados
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em NAD* e FAD na membrana mitocondrial interna. Estes fornecem
equivalentes redutores (elétrons) que sao transportados ao longo dos
componentes da cadeia respiratéria para alcancar o oxigénio molecular que é
reduzido & agua. A transferéncia de equivalentes redutores através dos
componentes da cadeia respiratéria fornece a energia usada para sintetizar o
ATP através da fosforilacdo oxidativa do ADP, resultando na formacao de
diéxido de carbono e de agua (NELSON & COX, 2013; ADEVA-ANDANY et al.,

2016).

1.3.2 Sintese e degradacédo do glicogénio no figado

O glicogénio € um polimero de glicose extensivamente ramificado que é
utilizado pelos animais como reserva energética e altamente concentrado no figado.
Os musculos esqueléticos contém maior quantidade de glicogénio em relacéo ao
figado, mas o consumo deste glicogénio atende somente as demandas do tecido
muscular. Porém, o glicogénio hepatico é utilizado para manter a homeostase da
glicose no organismo e por esse motivo seu metabolismo é regulado principalmente
pelainsulina e pelo glucagon mas, também pode ser regulado alostericamente por
moléculas associadas a via.

No estado alimentado, a glicose captada pelo hepatdcito é fosforilada pela
enzima glicocinase e convertida em glicose-6-fosfato. Essa glicose se liga ao sitio
alostérico da glicogénio-sintaseb, modificando sua conformacéo e facilitando a
remocéao de grupos fosforil, adicionados por proteinas-cinases, pela fosfoproteina-
fosfatase 1. Assim, a glicogénio-sintase se torna ativa e capaz de utilizar a glicose
para aumentar uma ramificagcéo de glicogénio (NELSON & COX, 2013). Embora a

insulina ndo regule a captacao de glicose nos hepatocitos, ela controla a sintese de
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glicogénio inibindo a acdo de enzimas relacionadas com a glicogendlise como a
proteina glicogénio-sintase-cinase 3 (GSK3) que inativa a glicogénio-sintase
(KOWALSKI & BRUCE, 2014).

No jejum, a diminuicdo da glicose plasmatica estimula a secrecdo do
glucagon, o qual se liga aos receptores especfificos nos hepatécitos, causando
aumento dos niveis citosolicos de cAMP com consequente ativacdo da PKA
(PETERSENetal.,, 2017). Essa cinase esta relacionada com a ativacdo da enzima
glicogénio-fosforilase a, a qual conjuntamente com a enzima de desramificagao
promove a glicogendlise formando glicose-1-fosfato. A enzima fosfoglicomutase
realiza a conversao da glicose-1-fosfato em glicose-6-fosfato, a qual é transformada
em glicose pela acdo da enzima glicose-6-fosfatase (NELSON & COX, 2013). A
regulacdo alostérica da glicogendlise, ocorre quando a glicose plasmatica no
hepatocito liga-se ao sitio inibitorio da glicogénio-fosforilase a, promovendo uma
mudanca conformacional da enzima. Devido a essa mudanga, a fosfoproteina-

fosfatase 1 desfosforila e inativa a glicogénio-fosforilase (RUI, 2014).
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Figura 2: Vias da glicogénese e da glicogendlise no hepatdcito. (Adaptado de

NELSON & COX, 2014).

1.3.3 Agliconeogénese no figado

A gliconeogénese hepéatica € uma importante via na regulacdo da
homeostase da glicose, pois utiliza substratos ndo glicidicos como lactato,
aminodcidos e glicerol para a sintese enddgenade glicose. Nos mamiferos, a glicose
€ o principal substrato energético utilizado pelos tecidos e seus niveis plasmaticos
sdo mantidos em uma faixa relativamente estreita (KANEKO et al., 2018). Quando o
glicogénio esta esgotado, a gliconeogénese hepética se torna a principal alternativa
para a manutencdo dos niveis plasméaticos de glicose (ZHANG et al., 2019). No
entanto, o aumento anormal da gliconeogénese hepatica esta associada a alta
atividade da PEPCK tanto em humanos quanto em ratos, contribuindo para a
hiperglicemiatanto no diabetes 1 quanto no 2 (CRONIGER et al., 2002; RINES etal.,
2016).

A PEPCK é a principal enzima da via gliconeogénica que converte 0
oxaloacetato em fosfoenolpiruvato, regulando o fluxo através da via gliconeogénica
(CRONIGER et al., 2002). Existemduas isoformas da PEPCK em células animais:
uma isoforma citosolica, também conhecida como PEPCKc, codificada pelo gene
Pck1 e outra isoforma mitocondrial (PEPCKm) codificada pelo gene Pck2 (BEALE et
al., 2007; GRASMANN et al., 2019). A expresséo e a distribuicdo intracelular das
isoformas da PEPCK variam de acordo com as espécies, sendo encontrado 90-95%
de PEPCKc expressa nos roedores (CRONIGER et al., 2002).

A alanina € um aminod&cido apolar e alifatico, que contribui significativamente

para gliconeogénese hepdtica, principalmente durante o jejum. Ela ganha o meio
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intracelular dos hepatocitos por meio de transportadores soédio-dependentes
conhecidos como sistema A e sistema ASC. Outra importante funcédo da alanina €
transportar a aménia oriunda do metabolismo do musculo esquelético para o figado
por meio do cicloda glicose-alanina (MACDONALD etal., 1976; NELSON & COX,
2013). Nesse ciclo, o grupamento amino é removido do aminodcido e transferido
para o a-cetoglutarato por meio das enzimas transaminases. Além disso, ocorre o
direcionamento do a-cetoacido, o esqueleto de carbono oriundo do aminoécido, para
a sintese de glicose por meio da via gliconeogénica. Os a-cetoacidos formados
também podem ser utilizados na oxidacdo (NELSON & COX, 2013).

O L-lactato é um importante precursor gliconeogénico no figado, sendo
transportado através da memnbrana plasmatica pelos transportadores de
monocarboxilatos (MCTs). No tecido hepatico, as isoformas MCT-1 e MCT-2 séo
identificadas e associadas a atividade gliconeogénica (HALESTRAP & WILSON,
2012). Estudo realizado em camundongos identificou um aumento significativo na
expressao e na concentracdo de MCT-2 no tecido hepatico apds 48h de jejum
(SCHUTKOWSKI et al., 2014). O lactato pode ser sintetizado a partir da reducéo
do piruvato em varios tecidos e utilizado pelas células em condi¢cdes aerbbias,
ndo sendo apenas formado em situagdes de baixas concentracdes de oxigénio
(BROOKS, 2018). Entretanto, na atividade muscular esquelética intensa, parte do
lactato produzido pelaglicolise € levada pelo sangue até o figado, onde € convertida
em glicose pela via gliconeogénica (ADEVA-ANDANY et al., 2014). A glicose
sintetizada pelo figado € liberada no sangue podendo retornar para o musculo
esquelético, onde é captada e utilizada para a sintese de glicogénio. Essa
colaboracéo entre o tecido muscular esquelético e o figado é denominado ciclo de

Cori.
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Figura 3: Via da gliconeogénese no figado de rato. PC (piruvatocarboxicinase);
MD  (malatodesidrogenase); PEPCK (foesfoenolpiruvato-carboxicinase);
FBPase-1 (frutose-1,6-bifosfatase-1); G6Pase (glicose-6-fosfatase). (Adaptado

de NELSON & COX, 2013).

A gliconeogénese hepatica é controlada por muitos mecanismos como a
acao hormonal, a regulacdo de enzimas limitantes, os fatores de transcricéo, a
disponibilidade de substratos. Os baixos niveis de glicose plasmética durante o jejum
promovem a secrecdo de hormdénios como o glucagon, as catecolaminas e o
cortisol, que evocam distintas acdes no metabolismo energético. O glucagon e as
catecolaminas estimulam a gliconeogénese hepética por meio do aumento dos

niveis de CAMP intracelular e consequente ativacdo da PKA. Esse processo resulta
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na inibicéo da glicdlise, no aumento da expressao de genes gliconeogénicos como
G6pce Pckl via fatores de transcricdo como a proteina de ligacao do elemento de
resposta a CAMP (CREB) (PETERSEN et al.,, 2017). Por sua vez, o cortisol
também pode aumentar a transcricdo de G6pc e Pckl nos hepatdcitos estimulando
a sintese de glicose (WANG, 2005). Porém, em tecidos periféricos, como o tecido
adiposo branco, esses hormonios promovem a lipolise ao ativarem a lipase sensivel
a hormdnio que converte o triacilglicerol armazenado em &cidos graxos e glicerol.
Durante o exercicio ou no jejum, o tecido muscular pode converter o piruvato em
lactato, o qual é transportado pelo sangue até o figado. Assim, como no jejum, pode
ocorrer a protedlise muscular. Dessa forma, a disponibilizacdo de substratos como o
glicerol, o lactato e os aminoacidos podem determinar a velocidade do fluxo e a
atividade de enzimas gliconeogénicas (RUI, 2014). As ac¢les da insulina sobre o
figado podem ser descritas como diretas, ao estimularem a glicélise e a glicogénese
e indiretas ao contrarregularem as ac¢des do glucagon. Indiretamente a insulina inibe
a secrecao de glucagon pelas células a do pancreas, além de impedir a lipolise nos
adipocitos. Assim, ela reduz a oxidacdo de acidos graxos no figado e a
disponibilidade de substratos, como o glicerol para a via gliconeogénica (KOWALKI

& BRUCE, 2014).

1.4 Metabolismo renal

Anatomicamente, o rim pode ser dividivido nas zonas cortical e medular
(Figura 4). A zona medular é composta por 10 a 18 piramides de Malpighi,
cujos vertices fazem saliéncia nos calices renais e cujas bases e laterais fazem
contato com a zona cortical. Essa Ultima é continua e compreende o espaco

entre as bases das piramides e a capsula renal. O néfron constitui a unidade
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funcional dos rins, sendo formado pelo corpusculo renal, o tabulo contorcido
proximal, a alca de Henle, o tdbulo contorcido distal e o ducto coletor.
Conforme disposicdo dos néfrons nas zonas renais, eles podem ser
classificados em corticais, localizados na por¢do externa e interna do cortex, e
justamedulares, localizados na transicdo entre o cortex e a medula (AIRES,

2012).

Figura 4: Representacdo esquematica da anatomia do rim (A) e do nefro (B)
humano (AIRES, 2012). 1= glomérulo; 2 = tdbulo proximal convoluto; 3 = tubulo
proximal reto; 4 = ramo fino descendente da algca de Henle; 5 = ramo fino
ascendente da alca de Henle; 6 = ramo grosso ascendente da alca de Henle; 7
= mécula densa; 8 = tubulo distal convoluto; 9 = tdbulo de conexdo; 9* tubulo

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

13 = ducto de Belline.

Metabolicamente, o rim pode ser considerado como dois 0rgdos em
separado, pois a utilizagdo da glicose ocorre predominantemente na medula
renal e a producédo desta hexose ocorre, via gliconeogénese, no cortex renal e
medula externa. A reabsorcdo de glicose e a gliconeogénese sao atividades
quase exclusivas do tubulo renal proximal, onde a glicose ndo pode ser
metabolizada e a oxidacdo de acidos graxos serve como fonte exclusiva de
energia celular. Em contraste, a utilizacdo de glicose, ou seja, a sintese e o
armazenamento de glicogénio renal, e a oxidacdo de glicose com formacéao de
lactato (metabolismo anaerdbico), ocorre somente nas células do tdbulo distal e
na medula renal. Estas diferencas sao decorrentes da distribuicéo diversificada
de enzimas nos tubulos renais proximal, distal e na célula da medula renal
(CERSOSIMO, 2003).

O cortex renal possui maior fluxo sanguineo e suprimento de oxigénio
gque a medula, tanto a externa quanto a interna, a qual adapta o metabolismo
de aerdbio para anaerébio, a fim de suprir a necessidade energética local
(BAVEREL et al, 1995). Experimentos in vitro, realizados em tdbulos
contorcidos proximais isolados, de ratos alimentados, indificaram que a
glutamina, o lactato e o beta-hidroxibutirato foram os melhores substratos
utilizados para manter o conteudo de ATP intracelular (BAVEREL et al., 1995).
Porém, em estruturas como o segmento expesso da alca de Henle, o tdbulo
contorcido distal e o ducto coletor foi identificada maior contribuicdo do lactato

para a manutencdo dos niveis de ATP (BAVEREL et al., 1995).
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Além da presenca da via gliconeogénica, o0s rins contribuem
significativamente para a homeostase da glicose através de processos como a
filtracdo, a reabsorcdo, a captacdao (GERICH, 2009). O tdbulo proximal é
metabolicamente heterogéneo e contém 3 distintos segmentos (S1, S2 e S3),
cujas contribui¢cdes individuais para a sintese de glicose sob varias condicfes
experimentais podem ser muito diferentes (MATHER & POLLOCK, 2011;
ALSAHLI & GERICH, 2017). Em humanos, foi demonstrado que o0s trés
segmentos (S1, S2 e S3) do tubulo proximal podem sintetizar glicose, em
concentracdes fisioldgicas, a partir de lactato e de glutamina. Os segmentos S2
e S3 do tubulo proximal sintetizam mais glicose com a mesma concentracao de
lactato que o S1 (CONJARD et al, 2001; MATHER & POLLOCK, 2011;
ALSAHLI & GERICH, 2017). Em humanos, a gliconeogénese renal é
responsavel por aproximadamente 20- 25% da producdo enddgena de glicose
no periodo pés-absortivo. Embora, o figado colabore com 75-80% da producao
enddégena de glicose, o percentual referente a gliconeogénese hepatica €
equivalente ao renal (25-30%) (ALSAHLI & GERICH, 2017). No jejum, a
gliconeogénese renal assume importante papel na manutencdo da glicemia,
podendo contribuir com até 50% da glicose produzida (MEYER et al., 2002;
ALSAHLI AND GERICH, 2017).

O primeiro trabalho a descrever a atividade gliconeogénica em fatias de
cortex renal de ratos utilizou diferentes substratos energéticos e identificou o
lactato e o piruvato como o0s principais precursores gliconeogénicos, além de
relatar uma capacidade de sintese influenciada pela concentracdo dos
substratos (BENOY & ELLIOTT, 1937). Posteriormente, no estudo realizado

por KREBS & YOSHIDA (1963) foi avaliada a contribuicdo da gliconeogénese
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renal em diferentes espécies animais, sendo indentificado uma grande
atividade em camundongos, ratos, gatos, galinhas e porcos. Dentre os
principais precursores utilizados na gliconeogénese renal, nas distintas
espéces animais avaliadas, os principais foram o L-lactato, o fumarato e a L-
glutamina (KREBS & YOSHIDA, 1963). Em outro trabalho que descreve o
efeito das catecolaminas no metabolismo de tubulos renais isolados, de ratos
submetidos ao jejum, foi identificado maior capacidade de sintese de glicose a
partir de lactato em relacdo ao glicerol e & glutamina (GUDER & RUPPRECHT,
1975). No periodo pés-absortivo, o rim apresenta elevada captacédo de lactato,
aproximadamente 160 pmol. min-l, colaborando com até 30% na remocao
sistemica de lactato (HALL, 2010). Alguns pesquisadores descrevem que a
gliconeogénese renal requer a hidrolise de seis moléculas de ATP para
converter duas moléculas de lactato em uma de glicose, o que caracterizaria
um processo endergbnico. Em humanos, o lacatato € capaz de contribuir com
aproximadamente 50% no total de glicose produzida através da
gliconeogénese renal,enfatizando a importancia deste precursor (MEYER et al.,
2002; CANO, 2002). Porém, outros estudos realizados em humanos indicam
menor contribuicdo do lactato (16%) para a gliconeogénese renal
(CERSOSIMO etal., 2000; WOERLE et al., 2003).

Dentre os aminoacidos, a glutamina é o principal substrato utilizado na
gliconeogénese renal, principalmente durante o jejum. Porém, outros
aminoacidos como a alanina podem ser utilizados em menor proporcao
(CANO, 2002).Outra importante caracteristica no uso de glutamina pela via
gliconeogénica renal é a producdo de 4 ATPs por mol de glicose, resultando

em um processo exergbnico (KANEKO et al., 2018). Estudo in vivo, realizado
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em humanos saudaveis, indentificou que a glutamina infundida pode contribuir
com até 20% para a sintese renal de glicose (STUMVOLL et al., 1999).
Estudos in vitro, utilizando tdbulos renais isolados ou fatias de rins de ratos,
também identificaram contribuicdo significativa da glutamina para a sintese de
glicose tanto no jejum quanto no estado poés-absortivo (GUDER &
RUPPRECHT, 1975; SCHEIN et al., 2015). O glicerol também & um importante
precursor gliconeogénico renal, contudo seu uso tem destagque no jejum
prolongado ou no diabetes, situagbes em que ocorrem maior lipolise
(STUMVOLL et al., 1999).

A concentracdo de glicose plasmatica ndo é o Unico elemento que
coordena a via gliconeogénica renal, pois esta também ¢é influenciada pelos
horménios os quais exercem uma funcdo reguladora, com efeitos a longo prazo
(GERICH, 2010). A insulina controla a via gliconeogénica renal, inibindo a
atividade e a expressao génica de enzimas reguladoras da via, diminuindo a
disponibilizagcdo de substratos energéticos, causando reducdo dos niveis de
cAMP intracelular e estimulando a captacdo de glicose. O glucagon embora
participe ativamente na regulacdo da homeostase da glicose em mamiferos
ndo exerce efeito direto sobre a sintese de glicose no rim (ALSAHLI &
GERICH, 2017). Entretanto, as catecolaminas estimulam diretamente a
gliconeogénese renal atravées do aumento nos niveis citosolicos de cAMP que
por sua vez estimula enzimas reguladoras da via gliconeogénica (ALSAHLI &
GERICH, 2017). Outro importante elemento relacionado com a regulacdo da
gliconeogénese é o nivel de atividade e de expressdo da PEPCK, uma enzima
limitante que converte oxaloacetato em fosfoenolpiruvato, coordenando o fluxo

do substrato ao longo da via (BEALE et al., 2007). No trabalho realizado por
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SCHEIN et al. (2015) a incubacéo de fatias de medula renal com hSTC-1
causou reducdo significativa na atividade e na expressdo da PEPCKm

resultando em diminuicdo da gliconeogénese renal.

2 OBJETIVOS
2.1 Objetivo geral

Testar a hip6tese da participagcdo dos hormdnios stanniocalcinas na
manutencdo da homeostase da glicose em ratos alimentados e em jejum. Para
isso, foi investigado o envolvimento da hSTC-1 na regulacdo da
gliconeogénese e oxidacdo de lactato nos rins (cértex e medula) de ratos
alimentados e em jejum de 48h. Também o envolvimento da hSTC-1 e da
hSTC-2 na regulacdo da gliconeogénese hepatica a partir de alanina e de
lactato, na concentracdo e na sintese de glicogénio a partir de glicose e na

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

2.2 Objetivos especificos

Determinar, in vitro, no figado de ratos alimentados e em jejum (24h) os
efeitos dahSTC-1e hSTC-2 sobre:

a) a gliconeogénese a partir de L-[U-14C]-alanina e de L-[U-1*C]-lactato;

b) a expressao génica da enzima-chave da gliconeogénese a PEPCKCc;

c) a concentracdo e a sintese de glicogénio a partir de [U-14C]-glicose;

d) a oxidacédo de [U-1“C]-glicose;

e) a expressao génica dos horménios STC-1 (Stcl gene) e STC-2 (Stc2 gene).
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Determinar, in vitro, no coOrtex e na medula renal os efeitos da hSTC-1
sobre:

a) a modulacao do sinal do cAMP intracelular sobre a atividade gliconeogénica
e a oxidacao de lactato em ratos alimentados;

b) a atividade da via gliconeogénica a partir de L-[U-1“C]-lactato em ratos
alimentados e em jejum (48h);

C) a expressdo génica da enzima-chave da gliconeogénese, a PEPCKc, em
ratos alimentados e em jejum (48h);

d) a oxidacdo de L-[U-1“C]-lactato em ratos alimentados e em jejum (48h).

3 MATERIAL E METODOS
3.1 Consideracdes 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 29392 (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 Saude (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 Rattusnorvegicuslinnagem Wistar, machos, adultos,

de 300+50g obtidos do CREAL (Centro de Reproducdo e Experimentacdo de
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Animais em Laboratério) 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 de cada gaiola é 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 Pinnussp previamente
autoclavada. A higienizacdo das caixas, grades, bebedouros e bicos foram
realizados com detergente neutro e imersas por 2h em solugéo de hipoclorito a
10%.

Os animais passaram por um periodo de 1 semana de aclimatacdo ao
biotério (Figura 5) e ap0s aclimatados foram randomicamente divididos em dois
grupos: animais alimentados e animais submetidos ao jejum de 24h ou 48h. Os
animais alimentados receberam, ad libitum, agua e dieta padrdao comercial para
roedores (20% proteina, 55% carboidrato e 4,5% de lipidio; RodentChow,
Nutrilab®, Sdo Paulo, Brazil). Os animais jejuados receberam agua ad libitum e
foram alojados individualmente com maior quantidade de maravalha para garantir
melhor conforto térmico. Em todos o0s experimentos, 0Ss animais jejuados
iniciaram a restricdo dietética as 9h da manhd. O monitoramento foi realizado
diariamente, possibilitando a identificacdo de alteracdes relacionadas a saude e

ao conforto dos animais.
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Figura 5: Desenho experimental do estudo. Os animais chegaram ao biotério
setorial do Departamento de Farmacologia com 80 dias de idade e foram
aclimatados por uma semana. Com 88 dias de idade foi iniciado o jejum 24h
dos animais destinados ao estudo da gliconeogénese hepatica sendo a
eutanasia destes realizada no dia seguinte. Com 88 dias de idade foi iniciado o
jejum de 48h dos animais destinados ao estudo da gliconeogénese renal.

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

3.3 Eutanasia, coleta do sangue e dos tecidos

Os animais foram eutanasiados por decapitacéo em guilhotina especifica para
pequenos animais, sem uso de anestesia. O procedimento de eutandsia foi
realizado pelo pesquisador responsavel, o qual possui experiéncia e
treinamento para a realizacdo desta atividade. A eutanasia baseia-se no fato de
ser um método eficaz que produz um menor estresse aos animais. Considerando a
necessidade de obtenc&o de sangue periférico e a realizacao de analises celulares e

bioquimicas, nenhum anestésico ou outra substancia foi injetado nos animais por
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ocasido da decapitacdo. Essa forma de eutanasia € utilizada por pesquisadores
da area 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 eutanasia, os animais foram transferidos para uma sala no
Laboratério de Metabolismo e Endocrinologia Comparada - LaMEC, separada
daquela onde ocorreu a decapitacdo e os experimentos, em ambiente tranquilo,
com temperatura controlada e agua ad libitum. ApGs a eutanasia de cada
animal, a guilhotina foi higienizada e vaselina em pasta foi passada na navalha
para conservagdo do fio. A higienizagdo da bancada foi realizada com sabao
neutro. O sangue troncular foi coletado em tubos com ativador de coagulacao e
centrifugado a 1000 x g por 10 minutos para separacdo do soro. As amostras
de soro foram congeladas a -80°C até sua utilizacdo. O figado e os rins foram
excisados, dispostos sobre placas de Petry, mantidas sobre gelo e lavados
com Krebs Ringer Bicarbonato (KRB) pH 7,4 ou Krebs Ringer Henseleit (KRH)
pH 7,4 gelados, respectivamente, sendo removidas dos rins a gordura

perirrenal e a capsula renal.

3.4 Hormonios e drogas

Os horménios hSTC-1 e hSTC-2 foram adquiridos a partir de Recombinant
Human hSTC-1 e hSTC-2 (Ray Biotech Inc. EUA). As analises no tecido renal
foram realizadas com diferentes concentragcbes de hSTC-1 (0,386 pM; 3,86pM,;
386pM; 3860pM) igualmente diluidas em KRH (Figura 6). No estudo realizado
com tecido hepatico foram utilizadas as concentracbes 3,86pM e 38,6pM de
hSTC-1 e de hSTC-2 diludas em KRB (Figura 6). As concentracfes utilizadas

neste estudo sdo consideradas fisiologicas para roedores (De NIU et al., 2000;



41

SAZONOVA et al., 2008). Além disso, estudos prévios do nosso laboratério
utilizaram as mesmas concentracfes de hSTC-1 e de hSTC-2 para demonstrar
as acoes destes hormonios sobre a gliconeogénese renal e o fluxo de glicose no
tecido adiposo branco retroperitoneal e epididimal, assim como no tecido adiposo
marrom (SCHEIN et al., 2015; COZER et al., 2016 e 2017; SARAPIO, 2019).
Forskolin (FK) e 3-isobutil-1-metilxantina (IBMX) foram comprados da Sigma-

Aldrich (EUA) e preparados em solugdo de etanol e agua, respectivamente.

Figado -
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Figura 6: Concentragbes dos hormoénios stanniocalcinas utilizados nos

experimentos com fatias de figado ou com fatias de cortex e medula renal.

3.5 Procedimentos experimentais in vitro
Os rins de ratos alimentados ou em jejum foram fatiados (90 = 10mg; 800-

1000pum de espessura) longitudinalmente, segundo técnica descrita por KREBS
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et al. (1963) e separado o cortex da medula renal. O figado também foi fatiado
utilizando fatiador manual, sendo obtidas fatias (100 £ 10mg) 800-1000um de
espessura. Em seguida, as fatias de tecido renal ou hepatico ou foram
distribuidas em grupo controle (sem horménio) e grupo experimental (com
horménio). Segundo YEUNG et al. (2012), nos mamiferos as stanniocalcinas
exibem fungdes paracrinas, autdcrinas e intracrinas. Dessa forma, foi escolhido
0 uso de fatias de tecido para que nao fosse comprometida a comunicacao
entre as células. Apéds, as fatias de tecido foram pesadas, dispostas em tubos
de polietileno contendo 1mL de KRB pH 7,4 para as amostras de figado ou
KRH pH 7,4 para as fatias de rim, aeradas com gas carbogénio (O2:COz,
95:5%, viv) por 30 segundos e pré-incubadas por 15 minutos. Ao término da
pré-incubacdo os tecidos foram secados em papel filtro e imediatamente
transferidos para novos tubos contendo 1 mL de meio de incubagédo, na
presenca ou na auséncia dos hormonios hSTC-1 ou hSTC-2. Para o estudo do
efeito da hSTC-1 sobre o aumento dos niveis de cAMP intracelular, o cortex e a
medula renal foram incubados em presenca de diferentes concentracdes (20;
25 e 30uM) de FK (um ativador da adenilil-ciclase) e 3-isobutil-1-metilxantina
(IMBX) nas concentracdes de 1 e 2mM (um inibidor ndo especifico da enzima
fosfodiesterase) que sdo usados para induzir os efeitos mediados via aumento
dos niveis de cAMP intracelular (Alasbahi & Melzig, 2012). Os tubos foram
aerados com gas carbogénio (02:COz2, 95:5%, v/v) por 30 segundos e apos
incubados durante 60 min na presenca ou ndo das diferentes concentracdes de
hSTC-1 ou de hSTC-2. Tanto a pré-incubacdo quanto a incubacdo foram

realizadas a 37°C, sob agitacao constante em banho metabdlico tipo Dubnoff.
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3.6 Incorporacgédo de L-[U-1*C]-lactato em “C-glicose no rim

ApoOs o periodo de pré-incubacéao, as fatias de cértex e medula renal (90
+ 10 mg) foram incubadas nas condi¢cdes descritas na secédo 3.5, na presenca
de 0,1 uCi de L-[U-**C]-Lactato (289 mCi / mmol; PerkinElmer) acrescido de 10
mM de L-lactato. Para estudar o efeito do aumento intracelular de cAMP, aos
meios de incubacédo foram adicionados 20, 25 ou 30uM de FK com 2mM de
IBMX na presenga e na auséncia de hSTC-1 na concentracdo de 3.86pM. O
grupo controle era incubado sem FK, IBMX e hSTC-1. Para o estudo do efeito
da hSTC-1, aos meios foram acrescentados 0,386; 3,86; 386 ou 3860pM de
horménio. O grupo controle foi incubado sem hSTC-1. Apdés a adicdo dos
substratos ndo marcados, o pH do meio de incubacao foi determinado. Estudo
prévios demonstraram que sob condi¢cdes experimentais, 5% CO2 ndo afeta a
capacidade gliconeogénica (SCHEIN et al, 2015). Ap6s o término da
incubacgéo, os tubos foram parcialmente imersos em gelo para interromper as
reacoes teciduais. Os tecidos foram removidos e uma amostra de 300uL do
meio de incubacdo foi acrescida de 75uL de Ba(OH)2 saturado e 75uL de
ZnSO4 a 2% para desproteinizacdo (SOMOGYI, 1945). Apds, as amostras
foram centrifugadas a 6000g por 10 min e o sobrenadante utilizado para
identificar a glicose produzida durante a incubacdo. Para isso, foi utilizada a
técnica de cromatografia de camada delgada em placas de aluminio com silica
gel 60G (Merck) segundo método descrito por SCHEIN et al. (2015). Como
solucdo carreadora foi ulilizado da mistura de n-butanol: alcool etilico 95%:
acido acético 5,4% na proporcédo 500:316:184 (v/viv). A atmosfera da cuba era
previamente saturada com 200 mL de solucdo carreadora e 0 espaco

disponivel para o eluente percorrer a placa era limitado a uma extenséo de 6¢cm
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a partir do ponto de origem, onde foram aplicadas as amostras. Na origem
foram aplicados 10uL de padrdo de glicose ndo marcada (1mg/mL) juntamente
com 10 uL amostra e o controle contendo 20 uL do padrdo de glicose. Apos a
separacdo da amostra, as placas de cromatografia eram secadas em capela
ventilada, borrifadas com solucdo reveladora (etanol 95%: &cido sulfurico
concentrado: anisaldeido, na proporcdo 18:1:1, viviv). Em seguida, as placas
de cromatografia eram trasferidas para a estufa a 100°C, por 10 min, para
serem reveladas. Apés, a silica era cuidadosamente raspada das bandas de
interesse e transferida para tubos contendo 2mL de liquido de cintilacdo
[tolueno-triton X-100 (2:1); PPO (0,4%); POPOP (0,01%)]. A radioatividade foi
medida em espectrometro de cintilacdo liquida (LKB-Wallacc). Os resultados
foram expressos em pmol de L-[U-“C]-lactato convertida em!4C-glicose.g

I min?,

3.7 Oxidacéo de L-[U-1“C]-lactato no rim

ApOs o periodo de pré-incubacdo, as fatias de coértex e medula renal
foram incubadas sob as condi¢cdes descritas na secdo 3.5, mas na presenca
0,1 pCi de L-[U-“C]-Lactato (289 mCi/mmol; PerkinElmer) acrecido de 10 mM
de L-lactato, respectivamente. Nas tampas de borracha dos frascos de
incubacéo 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 1*COz2 produzido pela oxidacédo dos substratos. A incubacéo foi
interrompida pela adicdo de 0,5 mL de acido tricloroacético (TCA) a 50%
atravées da tampa de borracha. Os frascos foram vedados com parafiime e

permaneceram em capela por 24h. Posteriormente, o papel 3MM foi transferido
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para frascos de incubagdo contendo 2 mL de liquido de cintilagdo (BUENO et
al.,, 1994). A radioatividade foi medida em espectrébmetro de cintilacdo liquida
(LKB-Wallacc) e os valores de producdo de #CO2 foram expressos em mmol

de C de lactato incorporado em 4CO2. mg. h'l de incubacgéo.

3.8 Expresséo dos genes Pckl, Stcl e Stc2

As amostras de cortex, medula renal e figado incubadas com STCs foram
utilizadas para determinar o efeito deste horménio sobre a expressdo da Pckl.
Por outro lado, para a determinacdo da expressao dos genes Stcl e Stc2 as
amostras de figado foram incubadas somente em KRB pH7,4 como descrito na
secéo 3.5.

O RNA total das fatias dos diferentes tecidos foram extraidos com o reagente
Trizol® (conforme protocolo do fabricante Life Technologies). As amostras de
RNA foram quantificadas utilizando o espectrofotbmetro para quantificacédo de
acidos nucléicos, NanoVue (GE Healthcare Life Sciences). Apureza do RNA foi
avaliada utilizando a razdo da absorbéncia A260/A280 entre 1,6 e 2,0 nm. A
integridade do RNA foi avaliada por eletroforese em gel de agarose. O cDNA foi
sintetizado apartir de 1 pg de RNA conforme o kit GoScript Reverse Transcription
System (Promega) com volume final de 20 pl. Primers especificos foram
desenhados para os genes em estudo: Stcl, Stc2, Pckl e Actb, usando o
programa IDT Design Software (Integrated DNA Technologies Inc., USA). A
concentracdo final de primers utilizada com Platinum SYBR Green gPCR
SuperMix-UDG (Invitrogen) foi de de 0,2 pM e o cDNA diluido em 1:10. As
reacdes de PCR em tempo real (QPCR), foram realizadas em triplicata. As

condi¢cBes térmicas do ciclo foram 10s a 95 °C, 20s a 60 °C, 15sa 95 °C, 15s a
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60 °C, 15s a 95 °C e 40 ciclos seguidos de andlise da curva de melting em
StepOne Real Sistema gPCR (Applied Biosystems). Os dados foram adquiridos e
analisados pelo programa StepOne software versao 2.0. Rea¢fes controle foram
realizadas para verificar se nenhuma amplificacdo de material ocorreu nos pogos
gue ndo 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 enddégeno beta actina, usando o método 22
(comparacdo dos valores de Ct do gene alvo e gene de referéncia)
(LARDIZABAL et al, 2012; SVINGEN et al., 2015; LAW et al., 2012;

SCHMITTGEN & LIVAK, 2008).

3.9 Incorporacédo de L-[U-**C]-alanina e de L-[U-1*C]-lactato em “C-glicose

no figado

ApoOs o periodo de pré-incubacéao, as fatias de figado (100 = 10 mg) foram
incubadas nas condi¢cBes descritas na sec¢do 3.5, porém na presenca de 0,1 uCi
de L-[U-'*C]-alanina (151mCi/mmol; Perkin Elmer) acrescido de 5 mM de L-
alanina ou na presenca de 0,1 pCi de L-[U-'*C]-Lactato (289 mCi / mmol;
PerkinElmer) acrecido de 5 mM de L-lactato. Ao término da incubagéo, os tubos
foram parcialmente imersos em gelo para interromper as reacdes teciduais. As
etapas de preparacdo das amostras, separacao da glicose por cromatografia de
camada delgada e deteccdo foram realizadas conforme a descricdo na secéo
3.6. Os resultados foram expressos em pmol de L-[U-**C]J-alanina ou L-[U-}4C]-

lactato convertido em!4C-glicose.g'l.min .
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3.10 Oxidacéo de [U-1*C]-glicose no figado

Apos o periodo de pré-incubacao, as fatias de figado foram incubadas sob
as condicOes descritas na secdo 3.5, mas na presenca de 0,1 uCi de [U-*4C] -
Glicose (289 mCi/mmol; PerkinElmer) e 5 mM de glicose. O ensaio foi realizado
de acordo com as etapas descritas na secédo 3.7 e a radioatividade medida em
espectrometro de cintilacdo liquida (LKB-Wallacc). Os valores de producdo de
14CO2 foram expressos em mmol de “C de glicose incorporada em #CQO2. mg.

h'lde incubacdo (BUENO etal., 1994).

3.11 Determinacéo da sintese de 1#C-glicogénio no figado

Apoés o periodo de pré-incubacao, as fatias de figado foram incubadas sob
as condicdes descritas na secdo 3.5, mas na presenca de 0,1 uCi de [U-14C] -
glicose (289 mCi/mmol; PerkinElmer) mais 5 mM de glicose. Finalizada a
incubagcédo, os tecidos foram lavados com KRB, secados em papel filtro,
transferidos para tubos cénicos contendo 200uL de KOH, 0,5 M e fervidos por 60
min. Em seguida, foi adicionado 75uL de solugcdo (HCI 1N + TCA 30%) para
neutralizar e desproteinizar as amostras. Apés, as amostras foram centrifugadas
a 600 g, por 10 min e o0 sobrenadante coletado. Uma aliquota de 40 pL do
sobrenadante foi aplicada sobre recortes de papel Whatman 3MM de 2 x 2 cm.
Em seguida, os papeis passaram por duas etapas consecutivas de imersao em
etanol 66% uma de 30min, seguida por outra de 15min, para promover a adesao
do glicogénio ao papel. Por fim, os papeis foram secos em capela e transferidos
para frascos de incubacdo contendo 2mL de liquido de cintilacdo (THOMAS et

al., 1968). A radioatividade foi medida em espectrémetro de cintilacdo liquida
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(LKB-Wallacc) e a sintese de glicogénio foi expressa como pmol de *C-glicose

incorporada em glicogénio.mg-tde tecido.min™.

3.12 Glicogénio tecidual e anélises bioquimicas

As fatias de figado foram incubadas conforme descrito na secédo 3.5 e o
glicogénio foi extraido segundo o método de VAN HANDEL et al. (1965). Apos o
periodo de incubacgdo, o tecido foi colocado em tubos de vidro em presenca de
0,5 mL de hidréxido de potassio (KOH) a 1M e incubado a 70°C em banho
metabdlico por 60 minutos. Apds a incubacéo, foi adicionado 0,01mL de sulfato
de sodio (Na2SOa4) a 35%. Os tubos foram centrifugados a 420 x g por 15
minutos. O precipitado foi ressuspendido em agua destilada e etanol a 95% e
centrifugado novamente. Para hidrélise 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, apds, neutralizadas
com 0,1 mL de carbonato de sddio (Na2COz) 2M. ApGs a hidrolise acida e
neutralizacdo, os equivalentes de glicose foram medidos com kit comercial
colorimétrico para dosagem de glicose da Labtest®. Os resultados foram
expressos como mg de glicogénio. g de tecido™t.

A glicose e o lactato do soro foram determinados por meio de Kits
comerciais (Labtest®) conforme protocolo do fabricante. Todas as amostras foram
realizadas em duplicata e medidas em espectrofotometro a 505 ou 550 nm

respectivamente. Os resultados foram expressos em mmol.L1.
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3.13 Analise estatistica

Os dados foram expressos como média * erro padrdo da média. As
diferencas foram consideradas significativas quando P< 0,05. A normalidade
dos dados foi determinada por meio do teste de Kolmogorov-Smirnov. Para a
comparacao entre tratamentos distintos foi utilizada a analise de variancia de
duas vias acompanhadas pelo teste de Dunnett ou Bonferroni. A comparacgao
entre grupos de tratamento semelhante foi utilizada a analise de variancia de
uma via (ANOVA) seguido do teste de Dunnett ou Tukey. Para a comparacao
entre tratamentos distintos foi utilizada a analise de variancia de duas vias
acompanhadas pelo teste de Dunnett ou Bonferroni. Para dados ndo pareados
foi utilizado Teste t de Student. As andlises estatisticas foram realizadas

utilizando o programa Prism versao 6.0 (GraphPadPrism Software).

3.14 Cuidados com o descarte de amostras e de materiais toxicos

Os ensaios foram realizados com o0 uso dos equipamentos de protecao
individual: avental, luva de latex, 6culos e mascara quando necessario. O
descarte de amostras, bem como de materiais toxicos e contaminantes foram
realizadas de acordo com as normas da UFRGS. As carcacas dos animais
mortos foram colocadas em sacos plasticos brancos, identificados e
encaminhados ao biotério setorial no ICBS - UFRGS, onde foram recolhidos
por empresa terceirizada, responsavel pelo servico de coleta de materiais
biolégicos de descarte. Materiais téxicos foram usados em capela de exaustao
e 0s descartes encaminhados para o Centro de Gestdo e Tratamento de
Residuos Quimicos da UFRGS para sua correta eliminacdo. Os residuos dos

tracadores marcados com !4C foram descartados segundo as normas da
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Comissao Nacional de Energia Nuclear, norma NN 8.01 - resolugdo 167/14

(CNEN - 2014).

4 RESULTADOS

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

de acordo com os experimentos descritos na secao 3.
4.1 Artigo 1(aceito para publicacéao)

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

and fasted conditions. Life Sciences.https://doi.org/10.1016/j.1fs.2020.117922


https://doi.org/10.1016/j.lfs.2020.117922
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ABSTRACT

To test the hypothesis of STC-1 participation in maintenance of glueose homeostasis in fed and fasting (48 h) rats, we investigated that this hormone may be
implicated in the regulation of renal gluconeogenesis pathway from lactate and lactate oxidation in renal cortex and medulla, Our results demonstrate the hSTC-1
role on lactate metabolism in the renal cortex and medulla from fed and fasting rats, hSTC-1 increased the gluconeogenesis activity in fed state in renal cortex, and
this increase was induced by raise in PckI gene expression, In fasting animals hSTC-1 increase the renal medulla gluconeogenesis activity, but Pck] gene expression
was not alter, The stimulatory effect of hSTC-1 on '*C-actate oxidation occurred only in the renal cortex from fed rats, These findings show the hSTC-1 contribution
to lactate homeostasis and supplies glucose to other tissues. This response may represent a strategy of action of STC-1 in response to fasting stress as postulated by
different authors. On the other hand, hSTC-1 acts downstream of adenylcyclase pathway, decreasing the gluconeogenesis activity induced by cAMP intracellular
increase or stimulating the phosphodiesterase activity in the renal cortex. However, no hSTC-1 effect on '*C-lactate oxidation was found after increase in the
intracellular cAMP. The findings also revealed that the renal cortex and medulla respond differently to hSTC-1, possibly due to the higher level of STC-1 gene

expression in inner renal medulla than in renal corex.

1. Introduction

Kidney contributes to glucose homeostasis through gluconeogenesis
processes, glucose filtration, reabsorption and consumption, and the
proximal tubule is the only nephron segment that contains the key
gluconeogenic enzymes [1].The proximal tubule is metabolically het-
erogeneous, and contain three distinet proximal nephron segments (51,
52 and S$3) whose individual contributions to glucose synthesis under
various experimental conditions may be very different [2]. In human,
the S2 and 53 segments synthesize more glucose from the same con-
centration of lactate than does S1 [1,2]. Lactate, glutamine and glycerol
are the main renal gluconeogenic precursors in humans. Kidney and
liver differ in their use of these precursors: lactate is the main precursor
in both organs and glutamine is used, preferentially by kidney and
alanine by liver [3]. Phosphoenolpyruvate carboxykinase (PEPCK) is an
important enzyme that converts oxaloacetate to phosphoenolpyruvate,
regulating the gluconeogenesis pathway [4)]. The hormonal control of
renal gluconeogenesis in mammals is largely accomplished by insulin
and catecholamine's [1,5]. Recently, Schein et al. [6] demonstrated in
rat renal medulla that human stanniocalein 1 (hSTC-1) decrease the
gluconeogenesis activity from 1%C-glutamine, Pck2 gene expression and

PEPCK activity.

Stanniocalein (STC) was first isolated in fish where it regulates
caleium and phosphate homeostasis [7,8]. In mammals, STCI is ex-
pressed in a wide range of tissues such as liver, kidneys, heart, lung,
stomach, pancreas, brown and white adipose tissues [9-14]. The data
indicate that in mammals the effect of STC-1 on target cells is consistent
with paracrine and/or autocrine actions [11,15]. Recently, Terra et al.
[16] demonstrated that hSTC1 inhibits the forskolin stimulated cAMP
accumilation in human embryonic kidney cell lineage (HEK293 cells),
suggesting that this hormone may modulates the signals transduction
through the cyclic AMP pathway. In the sea bass Dicentrarchus labrux,
the fish STC-1 A and B controls glucose synthesis via renal gluconeo-
genesis: the STC-1A increased the glucose synthesis from '‘C-gluta-
mine; and 5TC-1B decreased the gluconeogenesis activity when the
precursor was “C-lactate [6]. Newly, the role of STC-1 on hepatic
gluconeogenic pathway was demonstrated in liver of teleost fish, sug-
gesting a degree of conservation of STC-1 function on glucose meta-
bolism from fish to mammals [17].

Fasting (48 h) is a stressful situation for rats and metabolic strate-
gies are triggered to maintain glucose homeostasis, and participation of
STC-1 in stress cellular responses was postulated [11]. Thus, to test the
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hypothesis of STC-1 participation in maintenance of glucose home-
ostasis in fed and fasting (48 h) rats, we hypothesized that this hormone
may be implicated in the regulation of renal gluconeogenesis pathway
from lactate and lactate oxidation in renal cortex and medulla. Here we
presumed that, recombinant hSTC-1 may be involved in: (i) modulation
of cAMP stimulation signal on renal gluconeogenesis activity in fed rats;
(ii) renal gluconeogenesis from 4Clactate in fed and fasting rats; (iii)
gene expression of key gluconeogenic enzyme PEPCKc in renal cortex
and medulla from fed and fasting rats; (iv) 4Clactate oxidation in the
renal cortex and medulla from fed and fasting rats.

2. Material and methods
2.1. Animals

Experiments were carried out in adult male Wistar rats, weighing
300 + 50 g. The rats were housed in cages with 2-3 animals per cage
and kept at 22 + 2 °Cwith a regular light/dark cycle of 12h/12 h. All
animals were acclimatized in the animal care facility for at least two
weeks before the experiments and randomly divided into fed and fasted
groups. Fed rats received standard rodent diet (20% protein, 55% car-
bohydrate and 4.5% lipids, Nutrilab® Brazil) and water ad libitum.
Fasted rats were housed in individual cages with a greater amount of
wood shavings to improve thermal comfort, and fasted for 48 h with
access to water ad libitum. All experiments were performed at
08:00-10:00 a.m. to minimize the circadian rhythm effect. The proto-
cols were approved by the official animal ethical committee (#29392)
of Universidade Federal do Rio Grande do Sul, Brazil.

2.2, Hormones

Recombinant human STC1 (hSTC1) was purchased from Ray
Biotech Inc. (USA). The hSTC-1 concentrations used in this study were
0.386; 3.86; 386; 3860 pM, as previously used in studies from our la-
boratory to demonstrate the effects of these hormones on glucose flux in
rat white and brown adipose tissues [13,14,18,19].

2.3. In vitro experiments

Fed and fasting (48 h) rats were euthanized and the kidneys were
immediately excised and placed on ice Petri dishes with cold Krebs-
Henseleit Buffer (KHB) pH 7.4. The renal capsule was removed and
kidneys were immediately sliced with manual slicer, according to the
methodology developed by Krebs et al. [20]. Slices of kidney
(90 = 10 mg; 800-1000 pm thick) from fed or fasting rats were ob-
tained and renal cortex (CX) and medulla (MD) were separated. In the
renal medulla, the outer and inner medulla regions were maintained
intact, gluconeogenesis is highest in segment 3 (S3) of the proximal
straight tubule [21], which descends toward the renal medulla, in a
perpendicular to the cortical surface of the kidney. In mammals, STC-1
exhibit paracrine, autocrine, and intracrine functions [11]. Thus, we
chose to slice the kidney, because cellular isolation would compromise
the communication between cells. In all experiments, the slices were
pre-incubated for 15 min without hormones in sealed flasks with 1 mL
KHB buffer pH 7.4, equilibrated with 0,:CO, (95:5, v/v). Following the
pre-incubation period, CX and MD slices were removed from the
medium, dried and incubated for 60 min in sealed flasks containing
1 mL of KHB pH 7.4 with 1% bovine albumin (BSA) and 1% phe-
nylmethylsulphonyl fluoride (PMSF), equilibrated with 0,:CO, (95:5,
v/v) in the absence or presence of different concentrations of hSTC-1
hormone and/or 3-isobutyl-1-methylxanthine (IMBX, Sigma Chemical
Company, St. Louis, MO, U.S.A.), a non-specific phosphodiesterase in-
hibitor used to induce cAMP mediated effects, plus forskolin (FK, Sigma
Chemical Company, St. Louis, MO, U.S.A.), an adenylatecyclase acti-
vator without receptor mediation. Pre-incubation and incubation were
performed in the Dubnoff metabolic incubator under constant shaking
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at 37 °C. The radioactivity measurement was performed in an LKB-
Wallac liquid scintillation spectrometer.

2.4. Gluconeogenesis assay

Following pre-incubation, renal slices (90 = 10 mg) were in-
cubated under the conditions described in Section 2.3, but in the pre-
sence of 0.10 pCi of L-[U- C)-lactate (154 mCi/mmol; Perkin Elmer)
plus 10 mM unlabeled L-lactate. For the study of effect of the cAMP
intracellular increase, to the media were added 20, 25 or 30 uM of FK
and 1 or 2 mM of IBMX with or without hSTC-1 at 3.86pM. The control
group was incubated without FK, IBMX and hSTC-1. For the study of
effect of hSTC-1, to the media were added 0.386, 3.86, 386 or 3860pM
of hormone, the control group without hormone. After addition of the
unlabeled substrates, the pH of the incubation medium was determined.
Previous studies showed that under experimental conditions, 5% CO,
did not affect gluconeogenesis capacity [6]. At the end of incubation,
the medium was deproteinized and '*C-glucose formed from L-
[U-"*C]-lactate was separated by thin-layer chromatography using: n-
butanol 95%; ethyl alcohol 5.4%; acetic acid in water (75:47.4:27.6, v/
v/v). The spot corresponding to **C-glucose, localized by spraying with
an anisaldehyde reagent (95% ethyl alcohol/concentrated sulfuric
acid/p-methoxybenzaldehyde 18:1:1, v/v/v) was marked, scraped off
and dissolved in scintillation liquid (SLC): toluene:triton X-100 (2:1, v/
v)-PPO 0.4%, POPOP 0.01% [6]. The values of gluconeogenesis activity
are given as pmol of *C-lactate converted to '*C-glucose.g ~'of tis-
sue.min ™%,

2.5. Comnversion of L-[ U-1#C]-lactate to”COz

After pre-incubation, renal slices (90 + 10 mg) were incubated
under the conditions described in Section 2.3, but in the presence of
0.10 pCi of [U-**C]-lactate (154 mCi/mmol; Perkin Elmer) plus 10 mM
unlabeled lactate. For the study of effect of the cAMP intracellular in-
crease, to the media were added 20, 25 or 30 pM of FK and 1 or 2 mM of
IBMX with or without hSTC-1 at 3.86pM. The control group was in-
cubated without FK, IBMX and hSTC-1. However, for the study of effect
of hSTC-1, to the media were added 0.386, 3.86,386 or 3860pM of
hormones, the control group without hormone. The flasks contained
small glass wells inside that were attached to the rubber caps and above
the level of the incubation medium, containing small strips of Whatman
3MM paper and 1 M Hyamine® hydroxide (0.2 mL) to trap the *C0O,
produced. Incubation was stopped by adding 0.5 mL of 50% tri-
chloroacetic acid through the rubber cap [22]. Subsequently, the glass
wells were transferred to vials containing 2 mL SLC. Values of **CO»
production are expressed as mmol of **C lactate converted to **CO..

mg " of tissue. h ™.

2.6. RNA isolation, cDNA synthesis, and real-time quantitative PCR

Following pre-incubation, renal slices (90 * 10 mg) were in-
cubated under the conditions described in Section 2.3, mRNA analysis
of renal cortex or medulla slices were homogenized in Trizol® Reagent
(Invitrogen). RNA was extracted using the chloroform-isopropanol
method according to the manufacturer's instructions. 1 pg RNA was
reverse-transcribed using the GoScript Reverse Transcription System
(Promega) in a total volume of 20 pl. Gene-specific primers were mixed
with Platinum SYBR Green gPCR SuperMix-UDG (Invitrogen) to a final
concentration of 0.2 pM. cDNA was diluted 1:10, and aliquots were run
in triplicate allowed kit. Thermal cycling conditions were 10 s at 95 °C,
20 s at 60 °C, 15 s at 95 °C, 15 s at 60 °C, 15 s at 95 °C and 40 cycles
followed by melting curve analysis on a StepOne Real-Time qPCR
system (Applied Biosystems). The AC, method (2*“*) was used to cal-
culate relative changes in mRNA abundance, i.e., Ct values for actin
beta rRNA were subtracted from the Ct value of Pckl to adjust for
variability in cDNA synthesis. Primer sequences were:
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Primers Porward 5-3" Reverse 53
Pekl TCTGATCCAGACCTTCCAAAAG CAAACTTCCTCACTTCCTGG
Acth ATTGCTGACAGGATGCAGAA TAGAGCCACCAATCCACACAG

Briefly, 1 mg RNA was run in 1% agarose gel with bleach (SYBR
Safe) at 100 mV for 30 min and detected under UV light. Three sharp
bands representing ribosomal RNA (with no smearing) confirmed that
the RNA samples were not degraded [23-25].

2.7. Statistical analysis

Data were expressed as the mean + standard error of the mean and
after verified for normality (Kolmogorov Smimov test). Two-way ana-
lysis of variance with the Tukey or Dunnett post-hoc test was used for
pairwise comparison concentration curves, fed and fasted states.
Statistical differences in gluconeogeness and oxidation in the presence
of FK plus IBMX and 3.86 pM hSTC-1 were evaluated using One-way
analysis of variance with the Tukey post-hoc test. Unpaired Student's ¢-
test was used to compare differences in mRNA of Pck] expression and
serum data. All tests and comparisons with P < 0.05 were considered
statistically significant, Statistical analyses were performed using Prism
Plot version 6.0 (GraphPad Prism Software) for windows.

3. Results

FK at 20, 25 and 30 pM plus 1 mM of IBMX did not affected glu-
coneogenesis activity in renal CX from fed rats (Fig. 1 A). However, the
gluconeogenesis activity in fed rats renal CX increased by 50% at 25 pM
of FK plus 2 mM of IBMX. (Fig. 1 A). In renal MD from fed animals only
30 puM of FK plus 2 mM of IBMX decreased markedly (41%) (P < 0.05)
the gliconeogenesis activity (Fig. 1 B). The others concentration of FK
and IBMX did not alter significantly the gluconeogenesis activity in the
renal MD from fed rats (Fig. 1 B).

Gliconeogenesis activity in renal CX from fed rats was not affect by
3.86pM of hSTC-1, but increase (P < 0.,05) in presence of 25 pM of FK
plus 2 mM of IBMX; however, the addition of 3.86pM of hSTC-1 de-
creased by 25% (P < 0.05) the ghiconeogenesis activity in renal CX
when compared to FK/IBMX group (Fig. 2 A). On the other hand, the
gluconeogenesis activity in the renal MD from fed rats was not affect by
hSTC-1 at 3.86pM or 25 pM of FK plus 2 mM of IBMX (Fig. 2 B).

In renal CX and MD from fed rats the conversion of '*C-L-lactate to
'C0, was not affected by 3.86pM of hSTC-1, but 25 pM of FK plus
2 mM of IBMX decreased by 30% (P = 0.05) and 29% (P = 0.05),
respectively, the '*C-L-lactate oxidation (Fig. 3 A and B). hSTC-1 did
not alter (P > 0.05) the FK/IBMX effect on '*C-L-lactate oxidation in
the renal CX and MD from fed rats (Fig. 3 A and B).

The incubation of renal CX from fed rats in presence of graded
(0.386-3860pM) concentrations of hSTC-1 increased (P <= 0.05) the
gluconeogenesis activity from "¢ L-lactate only at 3860pM of hormone
(Fig. 4 A). Fasting for 48 h did not alter the gluiconeogenesis activity in
renal CX (Fig. 4 A). On the other hand, in the renal CX from fasting rats
the hSTC-1 at the concentration used in this study did not alter the e
glucose synthesis from '*C-L-lactate (Fig. 4 A). The PEPCKc mRNA le-
vels in renal CX from fed rats incubated in presence of 3860pM of hSTC-
1 increased (P = 0.05) when compared to control group (Fig. 4 C).

The incubation of renal MD from fed rats in presence 0.386-3860pM
of hSTC-1 did not alter (P = 0.05) the gluconeogenesis activity (Fig. 4
B). Fasting for 48 h decreased (P < 0.05) the ghiconeogenesis capacity
in renal MD. hSTC-1 at 3.86pM increased by 294% the ghiconeogenesis
capacity in renal MD from fasting rats (Fig. 4 B). In contrast, the Pckl
gene expression in renal MD from fasting rats was not modified by
3.86pM of hSTC-1 when compared to control group (Fig. 4 C).

The incubation of renal CX from fed rats in presence of graded
(0.386-3860pM) concentrations of hSTC-1 increased (P < 0.05) the
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Fig. 1. Effects of different IBMX and FK concentrations on renal gluconeogen-
esis from Clactate in the cortex (A) and medulla (B) of fed rats. The bars
represent means + SEM, control group n = 8, treated groups n = 6.*F < 0.05
va, control group, IBMX, 3-isobutyl-1-methybanthine; FK, forskolin,

¢.L-lactate oxidation only at 0.386pM of hormone (Fig. 5 A). Fasting
for 48 h decreased (P = 0.05) the “*C-L-lactate oxidation in renal CX
(Fig. 5 A). The incubation of renal MD from fed and fasting (48 h) mts
in presence 0.386-3860pM of hSTC-1 did not alter (P > 0.05) the 'C-L-
lactate oxidation (Fig. 5 B).

4. Discussion

In mammals, catecholamines, glicocorticoids, parathyroid hor-
mone, among other hormones, increase renal gluconeogenesis through
cyclic AMP-responsive element-binding protein (CREB), which stimu-
late renal gluconeogenic enzymes and indirectly increase the avail-
ability of precursors and stimulators for this metabolic pathway
[3,26,27]. FK at 25 pM plus IBMX 2 mM in the incubation medium
increased the glucose synthesis only in renal CX, confirning the med-
iation of cAMP on stimulation of these pathways in fed rats [2,3,27].
Nevertheless, in the renal CX, addition of hSTC-1 (3.86pM) to the in-
cubation medium decreased the gluconeogenesis activity produced by
the increase of cAMP induced by FK plus IBMX. Our results were similar
to found by Luo et al. [28] in cultured rat granulosa cells obtained from
early antral follicles, which human chorionic gonadotropin (hCG) sti-
mulation of cAMP production was suppressed by 30% when cells were
pretreated with FSH plus STC-1 as compared with only FSH pretreat-
ment. In addition, these authors demaonstrated that STC-1 acts down-
stream of adenyleyclases pathway in suppressing progesterone bio-
synthesis in cultured rat granulosa cells [28]. Recently, Terra et al. [16]
demonstrated, in vitro, in HEK293 cells that STC-1 inhibited cAMP
accumulation induced by forskolin. In this study, hSTC-1was incubated
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Fig. 2. Effects of2mM of IBMX and 25 pM of FKplus 3.86pM of hSTC-1 on renal
gliconeogenests from 1 Jactate in the cortex (A) and medulla (B) of fed rats,
The bars represent means + SEM, control group i = 11, treated groupsn = 11.
*P = 0.05 vs. control group; *p = 0,05 vs. control FE + IBMX. IBMX, 3-
isobutyl-1-methylxanthine; FK, forskolin; hSTC-1, human stanniocalcin-1.

together with FK and IBMX, as suggested by Terra et al. [16] this
homone prevented the increase in cAMP intracellular concentration,
maintaining gluroneogenesis activity in renal CX similar to control
group. The binding of hSTC-1 to the specific receptor on renal CX
controls intracellular cAMP concentration, thereby regulating the
downstream of adenylcyclases pathway or increased the phosphodies-
terase activity. Elucidation of these points requires further molecular
and biochemical studies on the influence of hSTC-1 on the control of
adenylyl cyclase downstream pathway and phosphodiesterase activity
and gene expression. On the other hand, in renal MD from fed rats, both
intracellular increase of the cAMP levels induced by FK plus IMBX and
hSTC-1 (3.86pM) did not affect the glhuconeogenesis activity from 4C-
lactate. The S3 segment of proximal tubule is localized in the outer
renal MD, and in rat nephron the ghicose synthesis from different
precursors decrease progressively from the S1 to the 52 and the S3
segments and it seems to be less sensitive to cAMP intracellular increase
or the control is done by another way such as calcium [29]. Newver-
theless, this finding was in accordance with the results found by Schein
et al. [6] that showed no effect of hRSTC-1 (3.38pM) on ghiconeogenesis
capacity from '*C-lactate in renal MD from fed rats. In contrast, when
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Fig. 3. Effects of2mM of BMX and 25 pM of FKplus 3.86pM of hSTC-1 on renal
1C-lactate axidation in the cortex (A) and medulla (B) of fed rats. The bars
represent means + SEM, control group n = 7, treated groups n = 5 *
P < 0.05 vs. control group; “P < 0,05 vs hSTC-1 group. IBMX, 3-isobutyl-1-
methybanthine; FE, forskolin; hSTC-1, human stanniocalein-1.

30 pM of FK plus 2 mM of IBMX were added to the incubation medium
the gluconeogenesis activity from '*C-lactate in the renal MD from fed
rats decreased by 50%. In the isolated human proximal tubules, high
concentration of cAMP (1000 pM) decreased significantly the glico-
neogenesis activity from '*C-lactate when compared to 10 and 100 pM
of cAMP [2].

On the other hand, FK plus IBMX at concentrations used in this
study decreased by 30% the '*C-lactate oxidation in both renal (X and
MD, and hSTC-1 at 3.86pM did not revert this result. Our results de-
monstrate that increase in intracellular cAMP stimulates the in-
corporation of '*C-lactate into '*C-glucose in renal CX from fed rats.
Thereby a '“C-lactate bypass to gluiconeogenesis pathway decreased its
oxidation capacity. Moreover, proximal tubules require large amounts
of ATP to drive ion transport and depend on aerobic respiration. These
rats were fed and it is kmown that the fatty acids are a main source of
energy for proximal tubules, because more ATP can be produced from
one molecule of palmitate than from one molecule of ghicose or L-
lactate [30]). Although at 0.386 pM hSTC-1 increased the '“C-lactate
oxidation in renal CX from fed rats without cAMP intracellular
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Fig. 4. Effects of hSTC-1 concentrations on gluconeogenesis from 'C-lactate in
renal cortex (A) and medulla (B) of fed and fasted rats. Bars represent
means = SEM, control group n = 12, treated groups n = §*P < 0,05, hSTC-1
va, contral group (hormone effect) in fed or fasted state; Fp o< 0,05, fed vs.
fasted state (fasted effect). Overapping graphics represent the effect of hSTC-1
(3.86 and 3860pM) on RNAm levels of Pdl (phosphoenolpyruvate carbox-
ykinase cytosolic) in renal cortex from fed rats (C) and renal medulla from
fasted rats (D).The bars represent means + SEM, contral group i = 5, treated
group i = 4. * P < 0.05 vs. control group. hSTC-1, stanniocalein-1.

concentration stimulation.

The L-lactate contribution to ghicose production in remal gluco-
neogenesis is higher about 60% and glutamine contributes only with
20% [3,27]. In the renal CX from fed rats, the gluconeogenesis activity
from '*C.lactate increased only at 3860pM of hSTC-1, the other hor-
mone concentrations were ineffective, This rse in the gluiconeogenesis
activity in remal CX was induced by increase of Pckl gene expression.
The presence of STC-1 binding sites on the mitochondrial membrane
and the evidence for direct effects of this hormone on the mitochondrial
metabolism suggest that STC-1 would the factors that control renal
gluconeogenesis from lactate, but only with higher hormones con-
centration [6,31,32]. In the physiological highlight, the stimulation of
the gluconeogenesis activity from '“C-lactate induced by hSTC-1 in the
renal CX from fed animals can increase the glucose contribution,
especially in type-2 diabetes mellitus patients, when abnommal rise in
hepatic gluconeogenesis associated with high PEPCK activity contribute
to hyperglycemia in fed state [1,3,27]. However, in the renal MD from
fed rats, the hSTC-1 in the concentrations used in this study did not
affect the gliconeogenesis activity from '*C-lactate. Previous study
showed that hSTC-1 at 3.86pM decreases renal gluconeogenesis activity
in the MD from fed rats when the precursor was '‘Cglutamine [6].
Also, in rats submitted to water deprivation the cortical and medullary
renal STC1 genes respond differently [33].These findings suggest that
in proximal renal tubules from fed rats, hSTC-1 effects on gluconeo-
genesis pathway depend on precursor type (glutamine or lactate),
homaone concentration and renal structure: cortex or medulla.
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Fig. 5. Effect of hSTC-1 concentrations on '*C-lactate oxidation in renal cortex
(A)and medulla (B) from fed and fasting rats, The bars represent means = SEM,
control group n = 10, treated groups r = 8; *P < 0,05, hSTC-1 vs. control
group (hormone effect) in fied state; P o< 0,05, fed vs. fasted state (Easted
effect) hSTC-1, hirman stannbocalein-1.

In post-absorptive fasting conditions, 75-80% of ghicose released
into circulation is from liver and the others 20-25% are from kidneys.
Fasting for 48 h decreased markedly the liver glycogen concentration
and plasma ghicose levels in mats [34,35] but increase by 65% the
lactate concentration in plasma [14]. However, gliconengenesis ac-
tivity from '“C-lactate in renal CX of fasting control rats was similar to
that of fed control animals. This finding is consistent with the data on
"C.lactate oxidation increase found in control renal CX after 48 h
fasting, probably to provide energy and NADH to renal gluconeogen-
esis. In the fasting rats, hSTC-1 did not alter the gluconeogenesis ac-
tivity from '“C-lactate in renal CX; however this hormone increased
markedly the liver ghiconeogenesis from '*C-lactate in fasting rats [34].

On the other hand, in the renal MD from control fasting rats, the
gluconeogenesis capacity from '"C-lactate decrease about 32% when
compared to fed rats. After 48 h of food restriction, the glicose supply
to outer medulla is limited and, therefore, decreasing the ATP con-
centration necessary to maintain the gluconeogenesis activity. In op-
position, in the renal MD from fasting animals, hSTC-1 at 3.86pM raised
by 32% the gluconeogenesis capacity from '*C-lactate, However, the
Pckl gene expression did not increase. These results are coherent with
the presence of STC-1 receptars and high levels of immunoreactive STC-
1 in the S3 segment of the renal proximal tubules [31,36-38]. There-
fore, hSTC-1 increasing in the fasting state (48 h) the gliconeogenesis
capacity from " Jactate in the renal MD and liver contributes to lac-
tatehomeostasis, preventing the dangerous condition of lactic acidosis,
and supplies glucose to other tissues [34]. This response may represent
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a strategy of action of STC-1 in response to fasting stress as postulated
by different authors [11,39].

The fed rats were kept with food until the moment of the experi-
ment. Glucose homeostasis in these animals was maintained mainly by
renal and intestinal glucose absorption and circulating glucose and in-
sulin levels were elevated [13]). In this metabolic profile the expression
of gluconeogenesis controlling genes was suppressed by insulin and
increased in the glicose intestinal absorption. The increase of ' 4C-lac-
tate oxidation stimulated by 0.386 pM hSTC1 in renal CX of fed rats
suggests a bypass of lactate from ghiconeogenesis pathway to ATP
synthesis to increase the energy sources. In the renal cortex, proximal
tubules depend on the efficiency of oxidative phosphorylation to pro-
duce ATP that drives the active transport of ghicose, ions and nutrients
[30]. Due to the high energy demand of proximal tubules, aerobic re-
spiration is their primary mechanism of ATP production. On the other
hand, hSTC-1 at the concentrations used in this study did not affect the
oxidation of "C-lactate in renal CX of fasting rats. However, in renal CX
from fasting rats the hSTC-1 increased '*C-glucose synthesis production
from '%C.lactate, suggesting a bypass of the *C-lactate from the oxi-
dative pathway to gluconeogenesis pathway.

In the renal MD contral group the '*C-lactate oxidation was mark-
edly higher when compared to control renal CX group, confirming the
elevated lactate oxidation capacity of the renal MD, but hSTC-1 did not
affect this pathway in both fed and fasting rats.

5. Conclusion

The findings show that hSTC-1 increases the renal ghiconeogenesis
activity, contributing to lactate homeostasis and supplies glucose to
other tissues. This response may represent a strategy of action of STC-1
in response to fasting stress as postulated by different authors, On the
other hand, hSTC-1 acts downstream of adenylcyclase pathway, de-
creasing the gluconeogenesis activity induced by cAMP intracellular
increase or stimulating the phosphodiesterase activity in the renal CX.
However, no hSTC-1 effect on Y Jactate oxidation was found after
increase in the intracellular cAMP, In addition, data revealed that the
renal cortex and medulla respond differently to hSTC1, possibly due to
the higher level of STC-1 gene expression in inner renal medulla than in
renal cortex.
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Abstract

To test the hypothesis of conservation of stanniocalcin 1 (STC-1) and STC-2
functions in vertebrates, we hypothesized that human stanniocalein (hSTC-1) and hSTC-
2 may be mmplicated in regulation of glucose homeostasis in the liver from fed and 24h-
fasting Ratfus norvegicus. The results from this study show an increase in Sicl and Sic?
gene expression in liver from fasting rats. thus confirming the participation of these
hormones in cellular response to food restriction stress in vertebrates. In rat liver, the
stanniocalcins effects on hepatic gluconeogenesis depend on fed or fasting hormonal and
metabolic patterns of the animal and the precursor of the pathwav used However,
stanniocalcins m the concentrations wsed in this study do not affect glycogen
concentration and synthesis from *C-glucose. or “*C-glucose conversion to CO; in
livers from fed or fasting rats. The present study was the first to demonstrate the effect of
hSTC-1 and hSTC-2 on glucose homeostasis in liver from fed and fasted rats. These
findings highlight the role of stanniocalcins in the hepatic gluconeogenesis pathway in
mammals and confirm our hypothesis of conservation of STC-1 and STC-2 functions in

carbohydrate metabolism in vertebrates.
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1. Introduction

Stanniocalein 1 (STC1) seereted by the Corpuscles of Stannius (CS) is an
established hypocaleemic factor in bony fish from where 1t was first isolated (Yeung et
al.. 2012). Recently. two fish STC1 isoforms encoded by paralogue genes have been
identified: STC1-A, strongly expressed in the CS, and STC1-B. only faintly expressed
in vartous tissues (Schein et al., 2012). In Anguilla japonica. STCL inhibited the
expression of gll Ca’ transport (GCAT). affecting systemic Ca’” homeostasis.
presumably via a cAMP pathway (Gu et al., 2015). STC1-A stimulates phosphate
reabsorption by renal proximal tubules, resulting in an inerease in serum phosphate that
combines with excess caleium to deposit into bone and scales (Stasko and Wagner.
2001: Stasko et al., 2001: Chang and Reddel. 1998: Huang et al., 2009). In mammals,
studies identified the expression of hormones homologous to fish STC, called SCT-1
and STC-2. These hormones are present in many tissues such as liver, kidneys, heart,
lung, stomach, pancreas and brown and white adipose tissues (Ishibashi and Imai. 2002:
Yeung et al.. 2012; Hjortebjerg et al.. 2018: Sarapio et al.. 2019a). The role of STC-1 on
intermediary metabolism has been demonstrated in transgenic mice that overexpress
this hormone (Filvaroff et al., 2002). In these animals food and oxygen consumption
increase. but a decrease in the body weight occurs (Filvaroff et al., 2002). Energy waste
in these mice i1s due to the stimulating effects of STC-1 on mitochondrial electron
transport (McCudden et al.. 2004). Metabolic effects of human STC-1 (hSTC-1) on rat
carbohydrate and lipid metabolisms were found in kidney. white and brown adipose
tissues, and liver (Gonealves, 2012; Schein et al.. 2015: Sarapio et al., 2019a: b). In fed
rats, hSTC-1 decreased renmal gluconsogenic activity when the substrate was MC-
glutamine (Schein et al., 2015). Previous studies conducted by our research group show

that, in rats. hSTC-1 increased lipid synthesis from glucose and elevated ADP/ATP
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ratios in the liver (Gonealves, 2012). Also. in the sea bass Dicentrarchus labrax, STC-1
A and B control glucose synthesis via renal gluconeogenesis (Schein et al., 2015).
Recently. Palma et al. (2019) showed that STC-1 promoted hepatic gluconeogenesis
from different substrates in the European sea bass, evidencing the role of this hormone
in strategic energy mechanisms in fish.

In sole Paralichthys olivaceus. STC-2 was found to be present with sequence
homology and phylogenetic characteristics similar to those of STC-2 observed in other
vertebrates (Shin and Scohn, 2009). In this sole. this hormone was expressed in such
different tissues as liver, gills, kidneys (Shin and Sohn, 2009). In mammals, STC-2 is
expressed in practically all tissues. regulating various physiological and biochemical
processes (Zeiger et al.. 2011: Yeung et al., 2012: Zhao et al., 2018: Sarapio et al..
2019a: b). Metabolic effects of hSTC-2. such as controlling lipid synthesis from
glucose, have been demonstrated in brown and white adipose tissues from fasted and
ted rats (Sarapio et al., 2019 a: b). Jiao et al. (2017) demonstrated that STC-2 is an
anorexic factor that reduces white adipose mass in rats. An in vifro study with fed rat
liver showed that hSTC-2 increased the pyruvate kinase (PK) activity (Gongealves,
2012).

Gluconeogenesis is a ubiquitous process, present in plants, anmmals, fungi.
bacteria. and other microorganisms. In vertebrates. gluconeogenesis takes place mainly
m the liver, kidneys and intestine (Adeva-Andany et al., 2014). In most vertebrates,
glucose is a primary fuel to tissues and its blood levels are maintained within a
relatively fine range. Glycogenolysis is the major pathway to produce glucose in liver
during short-term fasting periods (Zhang et al.. 2019). When glycogen is depleted,
hepatic gluconeogenesis becomes the main alternative for maintaining blood glucose

levels (Zhang et al., 2019). Hepatic gluconeogenesis is an important pathway in the
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regulation of glucose homeostasis i vertebrates: it is a process that transforms non-
carbohydrate substrates (such as lactate, amino acids, and glycerol) into glucose.
However, the abnormal increase in hepatic gluconeogenesis associated with the high
activity of phosphoenolpyruvate carboxykinase (PEPCK) in humans and rats
contributes to hyperglycemia in both diabetes 1 and 2 (Croniger et al., 2002: Rines et al.
2016).

PEPCK 1s an important enzyme that converts oxaloacetate to
phosphoenolpyruvate, regulating the gluconcogenesis pathway (Croniger et al., 2002).
There are two isoforms of PEPCK in animal cells: the Pekl gene encodes a cytosolic
1soform. also known as PEPCKe. and the Pck2 gene encodes a mitochondrial 1soform
(PEPCKm) (Beale et al 2007: Grasmann et al 2019).

Gluconeogenesis in vertebrates i1s modulated by different factors, such as
nutrient and energy conditions, exercise, stress. autonomic nervous system and
hormones. Among the main precursors of the hepatic gluconeogenesis pathway are
alanine and lactate. Hormone signals are stimulators or inhibitors. such as glucagon.
glucocorticoids and insulin, which modulate the gluconeogenesis pathway and regulate
genes expression. enzymatic activities and glucose production (Zhang et al.. 2019).

It was proposed that STC-1 participates in the regulation of plasma glucose in
both rats and fish. affecting gluconeogenesis activity in the kidney (Schein et al., 2015).
Moreover. STC-1 promoted hepatic gluconeogenesis from different substrates in the
European sea bass (Palma et al.. 2019). Thus, to test the hypothesis of conservation of
STC-1 and STC-2 functions in vertebrates. we hypothesized that hSTC-1 and hSTC-2
may be implicated in regulation of gluconeogenesis pathways in the rat liver. It has been
suggested that stanniocaleins would be involved in the cellular stress response. Fasting

(24h) is a stressful situation for rats and metabolic strategies are triggered to maintain
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glucose homeostasis. Here we assume that in the fed and fasting Rattus norvegicus
livers (24h). the recombinant human STC-1 (hSTC-1) and STC-2 (hSTC-2) would be
involved in the regulation of: (1) gluconeogenic capacity: (i) expression of the PEPCKce
(Pckl) gene: (111) glycogen synthesis and concentration: and (iv) glucose oxidation. In
addition. to determine the participation of STCs in response to fasting stress, gene

expression of STC-1 (Stel gene) and STC-2 (Ste2 gene) hormones were estimated.

2. Materials and Methods
2.1. Animals

Experiments were carried out in adult male Wistar (Ratfus norvegicus) rats,
weighing 300+£50g. The rats were housed in cages with 2—3 animals per cage and kept at
22£2°C with a regular light/dark cyele of 12h/12h. All animals were acclimatized in the
animal care facility for at least two weeks before the experiments and randomly divided
into fed and fasted groups. Fed rats received standard rodent diet (20% protein. 55%
carbohydrate and 4.5% lipids: Nutrilab® Brazil) and water ad libitum. Fasted rats were
housed in individual cages with a greater amount of wood shavings to improve thermal
comfort. and fasted for 24h with access to water ad libitum. All experiments were
performed at 08:00-10:00 a.m. to minimize the circadian rhythm effect. The protocols
were approved by the official animal ethical committee (#29392) of Universidade

Federal do Rio Grande do Sul. Brazil.

2.2. Hormones

Recombinant human STC1 (hSTC1) and STC2 (hSTC2) were purchased from
Ray Biotech Inc. (USA). The hSTC-1 and hSTC-2 concentrations used in this study

were 3.86 and 38.6 pM. as previously used in studies from our laboratory to
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demonstrate the effects of these hormones on renal gluconeogenesis (Schein et al.,
2015: Souza et al.. 2020) and glucose flux in rat white and brown adipose tissues (Cozer

et al., 2017; Sarapio et al., 2019a: b).

2.3. In vitro experiments

Rats were euthanized and blood samples were immediately collected into tubes
containing a clot activator agent. Following centrifugation at 1000 xg for 10 min. serum
was separated and stored at -80°C prior to analysis. The livers were immediately
excised and placed on ice m Petri dishes with cold Krebs Ringer Bicarbonate (KRB)
buffer pH 7.4 and immediately sliced with a manual slicer. Shices (100=10mg: 800—
1000pm thick) from fed and fasting rats were distributed between the control (without
hormones) and experimmental groups (with hormones). In mammals, STC-1 and STC-2
exhibit paracrine, autocrine and intracrine functions (Yeung et al.. 2012). Thus, we
chose to slice the liver because cellular isolation would compromise communication
between cells. In all experiments. the slices were pre-incubated for 15 min without
hormones in sealed flasks with 1ml. KRB buffer pH 7.4, equilibrated with 0,:CO;
(95:5. v/v). Following the pre-incubation period. liver slices were removed from the
medium. dried and incubated for 60 min in sealed flasks containing 1 ml of KRB pH 7.4
with 1% bovine albumin (BSA) and 1% phenylmethylsulphonyl fluoride (PMSF).
equilibrated with 02:COz (95:5, v/v) in the absence or presence of 3.86 pM and 38.6 pM
of hSTC-1 or hSTC-2 hormone. Pre-incubation and incubation were performed in the
Dubnoff metabolic incubator under constant shaking at 37°C. The radioactivity

measurement was performed in an LKB-Wallac liquid scintillation spectrometer.

2.4. Gluconeogenesis assay
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Following pre-incubation, liver (100+10mg) slices were incubated under the
conditions described in Section 2.3, but in the presence of 0.10 pCi of L-[U-1*C]-
alanine ("*C-alanine) (151mCi/mmol; Perkin Elmer) plus 5 mM unlabeled L-alanine or
0.10 uCi of L-[U-"*C]-lactate (*C-lactate) (154mCi/'mmol: Perkin Elmer) plus 5 mM
unlabeled L-lactate. After addition of the unlabeled substrates, the pH of the incubation
medium was determined. Previous studies showed that under experimental conditions.
5% CO2 did not affect gluconeogenic capacity (Schein et al.. 2015). At the end of
incubation. the medium was deproteinized and *C-glucose. formed from L-[U-'4C]-
alanine or L-[U-"*C]-lactate, was separated by thin-layer chromatography using: n-
butanol 95%: ethyl aleohol 5.4%: acetic acid in water (75:47.4:27.6, v/v/v). The spot
corresponding to ¥C-glucose. localized by spraying with an anisaldehyde reagent (95%
ethyl alcohol/concentrated sulfuric acid/p-methoxybenzaldehyde 18:1:1. v/v/v) was
marked. scraped off and dissolved in scintillation liquid (SLC): toluene:triton X-100
(2:1. v/v)-PPO 0.4%. POPOP 0.01%. The values of gluconcogenic activity are given as
umol of L-[U-'*CJ-lactate or L-[U-'*CJ-alanine converted to *C-glucose.gof

tissue.min.

2.5. Glycogen synthesis

Following pre-incubation. liver (100+10mg) slices were incubated under the
conditions described in Section 2.3, but in the presence of 0.10 uCi of [U-*C]-glucose
(289mCi/mmol: Perkin Elmer) plus 5 mM unlabeled D-glucose. For “C-glycogen
determination. the slices were removed, rinsed in cold KRB butter pH 7.4, blotted with
filter paper. immediately transferred to 0.5M KOH and boiled for 60 min. Proteins were
precipitated in 30% trichloroacetic acid (TCA) and 1IN HCl (2:1. v/v): after

centrifugation at 600xg for 10 min, the supernatant (30 pL) was applied on Whatman
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3MM strips. Glycogen was precipitated with 66% ethanol at final concentration
(Thomas et al., 1968). As a blank, the strip without the tissue sample was subjected to
the same procedure. The wet strips were transferred to wials containing 2 mL of SLC
and the glycogen synthesis activity is given as umol of “C-glucose incorporated into

glycogen.mg™! of tissue.min™.

2.6. Conversion of [U-1*C]-glucose to CO;

After pre-incubation. liver (100=10mg) slices were incubated under the
conditions described in Section 2.3. but in the presence of 0.10uCi of [U-*C]-glucose
(289mCi/mmol: Perkin Elmer) and 5mM of unlabeled glucose. The flasks contained
small glass wells inside that were attached to the rubber caps and above the level of the
meubation medium. The wells contained small strips of Whatman 3MM paper and 1M
Hyamine® hydroxide (0.2mL) to trap the *CO2 produced. Incubation was stopped by
adding 0.5mL of 50% TCA through the rubber cap (Bueno et al.. 1994). Subsequently.
the glass wells were transferred to vials containing 2mL SLC. Values of MCO»

production are expressed as mmol of *C glucose converted to *COy.mg”! of tissue.ht.

2.7. RNA isolation, cDNA synthesis, and real-time quantitative PCR

Following pre-incubation. liver (100=10mg) slices were incubated under the
conditions desecribed in Section 2.3. To perform mRNA analysis, liver slices were
homogenized in Trizol® Reagent (Invitrogen). RNA was extracted using the
chloroform-isopropanol method according to the manufacturer's instructions. One ug
RNA was reverse-transcribed using the GoScript Reverse Transecription System
(Promega) in a total volume of 20 pl. Gene-specific primers were mixed with Platinum

SYBR Green qPCRSuperMix-UDG (Invitrogen) to a final concentration of 0.2 uM.
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¢DNA was diluted 1:10. and aliquots were run in triplicate. Thermal cycling conditions
were 10 s at 95°C, 20 s at 60°C. 15 s at 95°C, 15 s at 60°C, 15 s at 95°C and 40 cycles
followed by melting curve analysis on a StepOne Real-Time qPCR system (Applied

Biosystems). The AC; method (24

) was used to calculate relative changes m mRNA
abundance. 1.e.. Ct values for beta-actin rfRNA were subtracted from the Ct value of

Pckl. Stel and Ste?2 to adjust for variability in cDNA synthesis. Primer sequences were:

N

Primers Forward 5°-3° Reverse 5°-3

Stel GTGACACAGATGGGATGTACG AAAGTAGAACACCTCCGAATGG

Ste2 ACTCTTGTGAAATCCAGGGC TTGAGATAGCATTCCCTCTGC

Pekl TCTGATCCAGACCTTCCAAAAG CAAACTTCCTCACTTCCTGG

Actb ATTGCTGACAGGATGCAGAA TAGAGCCACCAATCCACACAG

Briefly. 1 mg RNA was run in 1% agarose gel with bleach (SYBR Safe) at 100
mV for 30 min and detected under UV light. Three sharp bands representing ribosomal
RNA (with no smearing) confirmed that the RNA samples were not degraded
(Lardizabal et al.. 2012; Law et al., 2012: Svingen et al., 2015: Schmittgen and Livak.

2008).

2.8. Tissue glycogen

Following pre-incubation, liver slices (100=10 mg) were mcubated under the
conditions described in section 2.3. Glycogen was extracted in accordance with Van
Handel (1965). and determined as glucose equivalents through the glucose-oxidase
method (Labtest® kit, Brazil) after acid hydrolysis and neutralization with Na:CO4.

Results are expressed as mg glycogen.g™! of tissue.



2.9. Statistical analysis

Data were expressed as mean * standard error of the mean and verified for
normality (Kolmogorov—Smirnov test). Two-way ANOVA with Dunnett post-hoc test
was used for pairwise comparison of gluconeogenesis. synthesis and glycogen
concentration. oxidation and expression of Stel and Ste?. One-way analysis of variance
with Dunnett post-hoc test was used for comparison of mRNA Pckl. Unpaired Student's
t-test was used to compare differences in serum between fed and fasted groups. All tests
and comparisons with P<0.05 were considered statistically significant. Statistical

analyses were performed using Prism Plot version 6.0 (GraphPad Prism Software).

3. Results

3.1 Fasting increase hepatic Srel and Ste2 gene expression

In fed rats. Stel gene expression in liver was markedly higher (Fig. 1). In
contrast. Ste2 gene expression was undetectable in liver from fed rats (Fig. 1). However,
after 24h fasting the hormones' gene expressions were markedly increased (P<0.0001)
when compared with the fed state (Fig.1). In fasting, no difference (P=0.05) between

Stel and Ste2 expressions was found (Fig.1).

3.2 Stanniocalcins are involved in hepatic gluconeogenesis induction and
modulation in fed and fasting

Although 24h fasting markedly decreased (P<0.05) serum glucose levels
compared to fed rats, it did not affect (P=0.05) lactate concentration (Table 1). In
addition. 24h fasting markedly (P<0.0001) decreased liver glycogen concentration
(Table 2). However, glycogen concentration in the liver slices from fasted and fed rats
was not altered by either hSTC-1 (P=0.05) or hSTC-2 (P>0.05) as compared to control

groups at any concentration tested (Table 2).
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In fed or fasted control groups. gluconeogenesis activity from *C-lactate was
about twofold (P<0.05) as high as from *C-alanine. However, hSTC-1 (3.86 or 38.6
pM) did not modify (P>0.05) gluconecogenesis activity from *C-alanine in liver slices
from fasted or fed rats (Fig. 2A). On the other hand, hSTC-2 at 38.6 pM decreased by
20% (P<0.05) “C-glucose synthesis from *C-alanine in liver slices from fed rats as
compared to the control group (Fig. 2B). Gluconeogenesis activity from *C-alanine in
liver slices from fasted rats was not affected by hSTC-2 at any concentration tested (Fig.
2B). hSTC-1 at 3.86 or 38.6 pM did not alter (P=0.05) the gluconeogenesis capacity
from “C-lactate in liver slices from fed rats (Fig. 2C). However. in liver slices from
fasted rats. hSTC-1 at 38.6 pM increased *C-glucose synthesis from *C-lactate by 43%
{(P<0.05) as compared to the control group (Fig. 2C). In the fed state. hSTC-2 at any
concentration tested did not alter (P>0.05) “C-glucose synthesis from *C-lactate in
liver slices when compared to the control group (Fig. 2D). In contrast, at 3.86 or 38.6
pM of hSTC-2. gluconeogenesis activity from *C-lactate in liver slices from fasted rats
mereased by 50% (P<0.05) and 49% (P<0.05), respectively, when compared to the

control group (Fig. 2D).

3.3 Stanniocalcins are involved in the hepatic PEPCKe gene expression in fed and
fasting

No significant effect of hSTC-1 on gluconeogenic pathway activity was found in
fed animals. Thus, we do not find it necessary to determine the effect of hSTC-1 on
Peckl gene expression in the fed group. hSTC-2 at 3.86 pM and 38.6 pM decreased by
60% (P<0.05) and 62% (P<0.05). respectively, Pekl gene expression in liver slices
from fed rats incubated in the presence of SmM of L-alanine (Fig. 3A). hSTC-1 in liver

slices from fasted rats incubated in the presence of 5SmM of L-lactate at 3.86 pM did not

affect (P>0.05) Pckl gene expression, but at 38.6 pM the enzyme expression increased
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by 25%. but there was no statistical difference (P>0.05) (Fig. 3B). In liver slices from
tasted rats incubated in the presence of SmM of L-lactate and 3.86 pM of hSTC-2. the

Pekl gene expression increased (P<0.05) by 40% (Fig. 3C).

3.4 Stanniocalcins do not affect hepatic glyvcogen concentration and svnthesis, or
glucose oxidation in fed and fasting

In liver slices from fasted (24h) control rats, *CO2 formation from “C-glucose
mncreased (P<0.001) as compared to the fed group (Fig. 4A. B). However. the values of
YC-glucose incorporated into CO31 in liver slices from fasted and fed rats were not
changed either by hSTC-1 (P=0.05) or by hSTC-2 (P>0.05) when compared to control
groups at any concentration tested (Fig. 4A. B).

MC-glycogen synthesis from *C-glucose in liver slices from fasted rats decreased
(P<0.001) markedly when compared to fed rats (Fig. 5 A. B). In both fed and fasted

states, STC at the concentrations used in this study did not alter the incorporation of *C

from glucose into **C-glycogen (Fig. 5 A. B).

4. Discussion

Liver is an important metabolic organ responsible for approximately 80% of
endogenous glucose production (Gerich. 2010). Pathways like gluconeogenesis and
glycogenolysis regulated by nutrient and energy conditions. exercise, stress. and neural
and hormonal signals. were mvolved in net glucose hepatic production (Petersen et al..
2017). The present study was the first to demonstrate the effect of hSTC-1 and hSTC-2
on glucose homeostasis in liver from fed and fasted rats.

In the fed state. the presence of Stel gene expression in liver suggested the
involvement of the STC-1 hormone in the metabolic control in this organ. Nevertheless.

Set 2 gene expression in liver from fed rats was almost undetectable. Similarly. other
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authors identified low expression of STC-2 proteins in rat livers (Chang et al.. 1995;
Chang and Reddel. 1998; Ishibashi et al., 1998: Varghese et al.. 1998). In contrast. in
brown adipose tissue from fed rats, Ste2 gene expression was fourfold as high as Ste-1
gene expression (Sarapio et al., 2019a).

It 1s noteworthy that in the fed control groups. the synthesis capacity of glucose
from “C-lactate was markedly higher than from *C-alanine. It may be suggested that a
percentage of alanine in the liver slices was converted to L-lactate instead of pyruvate.
decreasing the incorporation of *C-alanine into *C-glucose (Adeva-Andany, 2014).

In this study. hSTC-1 did not alter gluconcogenesis activity from *C-alanine or
YC lactate in liver from fed groups. In contrast. hSTC-1 decreased markedly the
gluconeogenesis activity from *C-glutamine in the renal medulla from fed rats (Schein
et al.. 2015). Moreover. this hormone also decreased the PEPCK activity and Pek2 gene
expression in rat renal medulla (Schein et al.. 2015). On the other hand, fish STC-1
increased markedly kidney gluconeogenesis activity from *C-glutamine in the sea bass
Dicentrarchus labrax (Schein et al. 2015). In addition, STC-1 promoted hepatic
gluconeogenesis from different substrates in the European sea bass (Palma et al.. 2019).
This data suggest a difference between vertebrates in the hSTC-1 effect on
gluconeogenic pathway: in fed rats. this hormone decreased renal gluconeogenesis
activity (Schein et al.. 2015), and did not affect hepatic gluconeogenesis. In fish. STC-1
increased liver and kidney gluconeogenesis activities: in liver from different substrates,
and in kidney from glutamine (Schein et al., 2015: Palma et al., 2019).

In contrast, in fed rats hSTC-2 decreased by 60% Pek-1 mRNA levels, inducing
a significant reduction in gluconeogenic activity from #C-alanine. Several studies have
established that the PEPCKc enzyme would be regulated at transcriptional and

translational levels (Stark et al., 2009: Yang et al.. 2009). This study showed specific
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transcriptional regulation of hepatic PEPCKe by the hSTC-2 hormone. Moreover. in the
fed state, hSTC-2 also reduced the malate dehydrogenase (MDH) activity (Rossetti.
2013), decreasing the reduction of oxaloacetate to malate. thereby dropping the hepatie
gluconeogenic capacity. Thus, hSTC-2 controls the gluconeogenesis activity from *C-
alanine in liver from fed rats, regulating PEPCKe gene expression and malate formation
in the mitochondria (Rossetti. 2013). A study in murine embryonic fibroblasts
demonstrated that STC-2 regulates negatively the molecular mechanism of store-
operated calcium entry (SOCE) (Zeiger et al.. 2011). STC-2 interacts with the
endoplasmic reticulum calcium sensor stromal interaction molecule 1 (STIMI).
reducing intracellular caleium levels (Zeiger et al.. 2011). This reduction in the
intracellular calcium concentration could suppress or decrease gluconeogenesis capacity
in the same way as insulin decreases the activity of this pathway (Wang et al.. 2012:
Matsumoto. 2012). The reduction in the hepatic gluconeogenesis activity from 4C-
alanine in the fed state by hSTC-2 may be important to reduce glucose contribution.
especially in type-2 diabetes mellitus patients, when abnormal increase in hepatic
gluconeogenesis associated with high PEPCK activity contributes to hyperglycemia
(Croniger et al., 2002: Rines et al., 2016).

On the other hand. when the substrate was *C-lactate. hSTC-2 was not able to
alter gluconeogenic activity in liver from fed rats. Schein et al. (2015) found sumilar
results in rat and fish. i.e., hSTC-1 reduced renal gluconeogenesis activity and PEPCKm
gene expression in fed rats only when the substrate was *C-glutamine: when the
precursor was “*C-lactate, this hormone did not have any effect on this pathway. In fish.
STC1-A increased renal gluconcogenesis activity when the precursor was #C-
glutamine. and STC1-B decreased when the substrate was #C-lactate (Schein et al..

2015). These results suggest that in fed state, the effects of STCs on hepatic and renal
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gluconeogenesis pathways were to decrease post-absorptive glucose production. In
addition. hSTC-1 and hSTC-2 did not alter glycogen synthesis, concentration. and
glucose conversion to CO31 in liver from fed rats. A previous study using 1-[**C]-2-
deoxy-D-glucose demonstrated that hSTC-1 and hSTC-2 in the same concentration used
in this study did not modify glucose uptake in liver slices from fed rats (Gongalves.
2012).

Gluconeogenic activity and PEPCKe gene expression did not increase in liver
from the fasting control group when the substrate was “C-lactate or **C-alanine. despite
the reduction in serum glucose levels in rats after 24h without food. On the other hand,
glycogen levels and synthesis from!*C-glucose in the fasting control group decreased
markedly after 24h fast. but lactate levels in rat serum did not change. In contrast, **C-
glucose conversion to #CO2 in the liver increased markedly induced by fasting. An
alternative pathway for glucose oxidation in the cytoplasm that employs enzymes
different from those of glycolysis i1s the pentose phosphate pathway, which can operate
to oxidize glucose completely to CO; and water. The oxidative pentose phosphate
pathway produces NADPH, which can be used to maintain cytosolic glutathione (GSH)
mn its reduced state (anti-oxidant: beneficial effects). Food deprivation increases
oxidative stress in rat liver by increasing mitochondrial free radical generation
(Vendemiale et al., 2001: Sorensen et al.. 2006). The pentose phosphate pathway in
fasting rats may be an alternative pathway to reduce the negative effect of oxidative
stress without using ATP during a fasting period. Elucidation of this point requires
turther studies using specific glucose labeled in C-1 and C-6 to explain the utilization of
the pentose phosphate pathway as an alternative pathway during 24h fasting in liver

from fasting rats.
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On the other hand. in fasted animals. both human stanniocaleins increased MC-
glucose synthesis only from *C-lactate. In vitro studies showed that in liver slices from
fasting rats (24h or 48h), gluconeogenesis activity from L-lactate was about 50% higher
than from alanine (Ross et al., 1967: Sumida et al., 2002). Furthermore, in mice. a
significant increase in the monocarboxylate transporter 2 (MCT2) expression in hepatic
tissue was found after fasting (Schutkowski et al.. 2014). This increase in the
gliconeogenic activity was accompanied by an increase in mRNA levels of Pekl,
suggesting a transcriptional effect of hSTC-1 and hSTC-2. Although in the fasting
group, hSTC-1 increased Pckl mRNA levels by 25%. this value did not attain statistical
significance. There are reasons to suppose that the substrate’s type (L-alanine or L-
lactate) and the hormonal and metabolic patterns in fed or fasting rats also modulate
human stanniocaleins effects on hepatic gluconeogenesis. In addition, fasting rats
showed a lactate:glucose ratio of 1.11. One role of gluconeogenesis from lactate is to
maintain acid-base balance, since in the formation of lactate protons are also formed,
and transcriptional conversion of lactate to glucose in liver utilizes these protons. If
gluconeogenesis is unable to remove the lactic acid produced by peripheral tissues, the
dangerous condition of lactic acidosis may result. It has been postulated that STC-1 and
STC-2 play an important role in the cellular response capacity to stress (Zhang et al.
2000: Zeiger et al. 2011). and high levels of plasmatic lactate create a stressful situation.
Thus an increase in the gluconeogenic pathway from “C-lactate is a metabolic strategy
favorable to raise hepatic lactate clearance. The role of STC-1 on the hepatic
gluconeogenic pathway was demonstrated n liver of teleost fish (Palma et al., 2019).
suggesting a degree of conservation of STC-1 function in glucose metabolism from fish
to mammals. Moreover. in the fasting state, the expression of Stel and Ste? in rat liver

mereased markedly, confirming the participation of these hormones in the hepatic
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metabolic regulation in response to the 24-hour fast. possibly coordinating the
physiological processes in response to alimentary restriction. Similar results were found
in rat brown adipose tissue, which presented higher expression of Stel and Ste2 genes in
fasted states (Sarapio et al.. 2019a).

On the other hand, in the fasting state both human stanniocaleins were not able
to alter glycogen concentration and synthesis from “C-glucose. as well as *C-oxidation
in liver. In contrast, in brown adipose tissue. hSTC-1 in the same concentration used in
this study increased *C-glucose oxidation and ATP concentration (Cozer et. al.. 2017;

Sarapio et al.. 2019a).

5. Conclusion

The results from this study show an increase in Stel and Ste2 gene expression in
liver from fasting rats. thus confirming the participation of these hormones in cellular
response to food restriction stress in vertebrates. As in fish, STC-1 also participates in
regulation of the hepatic gluconeogenic pathway in rats when the precursor was “C-
lactate, suggesting the participation of this hormone in lactate homeostasis. Moreover,
STC-2 demonstrates opposite signaling on rat hepatic gluconeogenesis activity. with
Pckl gene expression decreasing in the fed state when the substrate was *C-alanine and
increasing during fasting when the substrate was #C-lactate. In rat liver. the
stanniocalcins effects on hepatic gluconeogenesis depend on fed or fasting hormonal
and metabolic patterns of the animal and the precursor of the pathway used. However,
stanniocaleins in the concentrations used in this study do not affect glycogen
concentration and synthesis from ¥C-glucose. or *C-glucose conversion to CO; in

livers from fed or fasting rats. These findings highlight the role of stanniocaleins in the
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hepatic gluconeogenesis pathway in mammals and confirm our hypothesis of

conservation of STC-1 and STC-2 functions in carbohydrate metabolism in vertebrates.
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Table 1. Serum glucose and lactate concentrations in fed and fasted rats.

Serum concentrations

Glucose (mmol. L") Lactate (mmol.LT) N
Fed 577022 3.16=0.18 8
Fasted 2.92=0.22% 3.23=0.28 8

The results are presented as mean = SEM. * P< (.05 fed vs fasted group (fasted effect).
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Table 2. Effect of hSTC-1 and hSTC-2 on glycogen concentration in liver of fed and
fasted rats incubated in presence of SmM of alanine or SmM of L-lactate.

80

Glycogen (mg.g™! of tissue)

hSTC-1 hSTC-2
Incubation .
medium Control 3.80 pM 38.6 pM 3.80 pM 38.6 pM
Fed Alanine 5mM 1.70 + 0.14" 1.21+0.24" 1.65+0.16" 1.59+0.167 1.72+0.19"
Fasted Alanine 5mM 00190001 0.016=0.002 0.016 = 0.003 00120002 0.014=0.007
Fed Lactate 5mM 146+ 0.17*% 1.13+0.23% 1.56 £ 0.09% 1.58+0.11% 131017
Fasted Lactate 5mM 00140002 0.014=0.002 0.012+0.002 00190005 0.016=0.003

The results are presented as mean = SEM, n = 6-7 in each group.

*P< 0.0001 fed vs

fasted group incubated with L-alanine (fasted effect). *P< 0.0001 fed vs fasted group

incubated with L-lactate (fasted effect). hSTC-1. human stanniocalcin-1: hSTC-2,

human stanniocalein-2.
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Captions

Fig.1 - RNAm levels of Stel and Stc2 in liver tissue of fed and fasted (24h) rats. The
bars represent means = SEM., n=5 per group. *P<0.001 Stel vs Stc? fed groups: *
P<0.0001 Stel and Ste2 fed vs fasted group, Stel, stanniocalcin-1 gene: Ste2.

stanniocalein-2 gene.

Fig.2 - Effects of hSTC-1 (A) and hSTC-2 (B) on gluconeogenesis from L-[U-C]-
alanine in liver of fed and fasted (24h) rats. Bars represent means = SEM. n = 6-12: *
P<0.05, hSTC-1 or hSTC-2 wvs. respective control group (hormone effect): hSTC-1,
human stanniocalcin-1: hSTC-2, human stanniocalcin-2. Inset plot represent the effect
of hSTC-2 (3.86 and 38.6pM) on RNAm levels of Pekl (phosphoenolpyruvate
carboxykinase cytosolic) in liver of fed rats (C). Bars represent means = SEM. n=3 - 5.

* P <0.05 vs. control group.

Fig.3 - Effects of hSTC-1 (A) and hSTC-2 (B) on gluconeogenesis from L-[U-*C]-
lactate in liver of fed and fasted (24h) rats. Bars represent means = SEM, n = 6-12; *
P<0.05, hSTC-1 or hSTC-2 wvs. respective control group (hormone effect): hSTC-1,
human stanniocalein-1: hSTC-2, human stanniocalein-2. Overlapping graphics represent
the effect of hSTC-1 (C) and hSTC-2 (D) (3.86 and 38.6pM) on RNAm levels of Pckl
(phosphoenolpyruvate carboxykinase cytosolic) in liver of fasted rats. Bars represent

means = SEM, n=3 - 5. *P<0.05, hSTC-1 or hSTC-2 vs control group (hormone effect).

Fig.4 - Effects of hSTC-1 (A) and hSTC-2 (B) on the [U-C]-glucose incorporation
into *CO» in liver of fed and fasted rats. The bars represent means = SEM. n = 6-7 #
P<0.001 fed vs fasting rats (fasting effect): hSTC-1, human stanniocalcin-1; hSTC-2,

human stanniocalein-2.

Fig.5 - Effects of hSTC-1 (A) and hSTC-2 (B) on the [U-14C]-glucose into glycogen in
liver of fed and fasted rats. The bars represent means = SEM. n =6 - 7 in each group: *
P<0.0001 difference between fed and fasted (fasted effect). hSTC-1. human

stanniocalein-1; hSTC-2, human stanniocalcin-2.
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5. DISCUSSAO

5.1 Efeito da hSTC-1 sobre o metabolismo do lactato no cortex e na
medularenal de ratos alimentados e jejuados por 48h

O rim contribui para a homeostase da glicose através dos processos de
gliconeogénese, de filtragdo, de reabsor¢cdo e de consumo de glicose, sendo o
tibulo proximal o Unico segmento do néfron que contém as enzimas

gliconeogénicas (MATHER & POLLOCK, 2011). O tdbulo proximal possui 3
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segmentos distintos (S1, S2 e S3) cujas contribuicbes individuais para a
sintese de glicose sob varias condicbes experimentais podem ser muito
diferentes (CONJARD et al., 2001). Em humanos, os segmentos S2 e S3 do
tibulo proximal sintetizam mais glicose para a mesma concentracao de lactato
gue o segmento S1 (CONJARD et al., 2001; MATHER & POLLOCK, 2011). No
periodo pods-absortivo, a glicose produzida via gliconeogénese renal é quase
igual aquela do figado. Sob condi¢bes de jejum curto, 75-80% de glicose que
entra na circulacdo € do figado e os 20 a 25% restantes sdo oriundas dos rins
(ALSAHLI & GERICH, 2017). Com prolongamento do jejum, os estoques de
glicogénio hepéatico sédo reduzidos, apos 48 h, praticamente toda a glicose que
entra na circulacdo se deve a gliconeogénese e a propor¢cdo de glicose
sintetizada via gliconeogénese renal aumenta (ALSAHLI & GERICH, 2017). O
lactato, a glutamina e o glicerol sdo o0s principais precursores da
gliconeogénese renal em humanos. O rim e o figado diferem no uso dos
precursores: o lactato € o principal precursor para ambos o0s 06rgdos e a
glutamina é usada, preferencialmente, pelo rim e a alanina pelo figado
(ALSAHLI & GERICH, 2017). A PEPCK é a enzima responsével por converter o
oxaloacetato em fosfoenolpiruvato, regulando a via gliconeogénica
(CRONIGER et al., 2002). Existem duas isoformas de PEPCK nas células dos
tubulos renais: 0 gene Pckl codifica a isoforma citosolica, também conhecida
como PEPCKc, o gene Pck2 codifica a isoforma mitocondrial (PEPCKm)
(BEALE etal., 2007; GRASMANN et al., 2019).

Em mamiferos, as catecolaminas, os glicocorticoides, o horménio da
paratireoide, entre outros horménios, aumentam a atividade da gliconeogénese

renal através do CREB, o qual estimula a sintese e a atividade das enzimas da
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via gliconeogénica e indiretamente aumenta a disponibilidade de precursores e
estimuladores para esta via metabdlica (STUMVOLL et al., 1997; ALSAHLI &
GERICH, 2017; SWE et al., 2019). A incubacao do cortex e da medula renal
em presenca de FK, na concentracdo de 25uM, acrescido de IBMX, na
concentracdo de 2mM, aumentou a sintese de glicose somente no cortex renal;
confirmando a mediacdo do cAMP na estimulacdo da via gliconeogénica em
ratos alimentados (CONJARD et al., 2001; ALSAHLI & GERICH, 2017; SWE et
al., 2019). Entretanto, no cortex renal, a adicdo de hSTC-1 (3,86pM) ao meio
de incubacao, diminuiu a atividade gliconeogénica estimulada pelo aumento da
concentragao intracelular de cAMP induzido pela FK mais IBMX. NosSsos
resultados foram semelhantes aos encontrados por LUO et al. (2004) em
cultura de células de granulosa de ratos, obtidas a partir de foliculos antrais
precoces. Os autores constataram que 0 aumento na producdo de cAMP
estimulado pela gonadotrofina coridnica humana (hCG) foi suprimido (30%),
guando as células foram pré-tratadas com horménio foliculo-estimulante (FSH)
mais STC-1 em comparacdo com as células apenas pré-tratadas somente com
FSH (LUO et al., 2004). Além disso, estes autores demonstraram que a STC-1
age a jusante da via da adenilil-ciclase, suprimindo a biossintese da
progesterona em cultura de células granulosas de ratos (LUO et al., 2004).
Recentemente, TERRA et al. (2015) demonstraram, in vitro, em células
HEK293 que a STC-1 inibiu 0 acumulo de cAMP induzido pela FK. No presente
estudo, a hSTC-1 foi incubada junto com a FK e o IBMX e como sugerido por
TERRA et al. (2015) este hormbnio impede o0 aumento da atividade
gliconeogénica induzida pelo aumento do cAMP, mantendo a atividade

gliconeogénia no cértex renal semelhante aquela do grupo controle. A ligacao
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do hSTC-1 a os sitios de ligagcdo no coértex renal controla a concentracdo
intracelular de cAMP, regulando a via a jusante da adenilil-ciclase ou
aumentando a atividade da fosfodiesterase. Para elucidar estas hipéteses séo
necessarios estudos moleculares e bioquimicos mais aprofundados sobre os
efeitos da hSTC-1 sobre o controle da via a jusante da adenilil-ciclase, a
expressdo génica e a atividade da fosfodiesterase. Por outro lado, na medula
renal de ratos alimentados, o aumento dos niveis de cAMP induzidos por 25uM
de FK e 2mM de IBMX nao alteraram de forma significativa a atividade
gliconeogénica a partir de “C-lactato, assim como a hSTC-1 (3,86pM). O
segmento S3 do tdbulo proximal estd localizado na porcdo mais externa da
medula renal e em nefros de ratos a sintese de glicose a partir de diferentes
precursores diminui progressivamente dos segmentos S1 para S2 e para S3
(YAMADA et al., 1996). O segmento S3 parece ser menos sensivel ao aumento
intracelular do cAMP ou o controle € feito por outra via, por exemplo,
modificacdo intracelular dos niveis de calcio. Porém, estes achados estdo de
acordo com os resultados de SCHEIN et al. (2015) que demonstram que hSTC-
1 (3.38pM) ndo afetou a capacidade gliconeogénica a partir de “C-lactato na
medula renal de ratos alimentados. Em contraste, quando 30uM de FK mais
2mM de IBMX foram adicionados ao meio de incubacdo a atividade da
gliconeogénese a partir de #C-lactato na medula renal de ratos alimentados
diminuiu cerca de 50%. Em tlbulos proximais humanos isolados, altas
(1000uM) concentracbes cAMP reduziram significativamente a atividade
gliconeogénica a partir de “C-lactato quando comparada as concentragcées de

10 e 100uM de cAMP (CONJARD et al., 2001).
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A FK e o IBMX, na concentracdo de 25uM de FK e 2mM, diminuiram em
30% a oxidacdo de “C-lactato tanto no cértex como na medula renal, mas a
hSTC-1 na concentracdo de 3,86pM nao alterou este resultado. Os resultados
demonstram que 0 aumento na concentragao intracelular de cAMP estimulou,
no coértex renal de ratos alimentados, a incorporacdo de “C-lactato em!4C-
glicose. Assim, um desvio do “C-lactato para a via gliconeogénica diminuiria a
capacidade de oxidacdo deste substrato no rim. Além disso, os tubulos
proximais necessitam de ATP para o transporte de ions e dependem do
metabolismo aerdbico. Esses ratos eram alimentados e sabe-se que os acidos
graxos sao a principal fonte de energia para os tlbulos proximais, pois mais
ATP pode ser produzido a partir de uma molécula de palmitato que a partir de
uma molécula de glicose ou de lactato (BHARGAVA & SCHNELLMANN, 2017).

A contribuicdo do lactato para a producédo de glicose na gliconeogénese
renal é bastante elevada, cerca de 60%, a glutamina contribui com 20%
(ALSAHLI & GERICH, 2017; SWE et al, 2019). No cortex renal de ratos
alimentados, a hSTC-1 aumentou a atividade gliconeogénica a partir de 4C-
lactato somente na concentracdo de 3860pM. Entretanto, as concentragbes
mais baixas de hSTC-1 (0,386; 3,86 e 386pM) ndo alteraram,
significativamente, a atividade desta via no cortex renal. Este aumento na
atividade gliconeogénica, estimulado por 3860pM de hSTC-1, foi acompanhado
por incremento na expressdo do gene da Pckl no coértex renal. A presenca de
sitios de ligacdo para a STC-1 na membrana mitocondrial e a evidéncia de
efeitos diretos deste hormonio sobre o metabolismo mitocondrial sugere que a
STC-1 seria um dos fatores controladores da gliconeogénese renal a partir de

lactato, mas somente em concentragdes elevadas (MCCUDDEN et al., 2002;
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SCHEIN et al., 2015; ELLARD et al., 2007). Do ponto de vista fisiolégico, a
estimulacdo da atividade gliconeogénica, a partir de “C-lactato induzida por
altas concentragbes de hSTC-1 no cortex renal de animais alimentados,
aumentaria a producao de glicose, especialmente, em pacientes com diabetes
tipo 2, que apresentam maior atividade gliconeogénica hepatica associada a
alta atividade da enzima PEPCK, contribuindo, assim, para uma hiperglicemia
no estado alimentado (MATHER & POLLOCK, 2011; ALSAHLI & GERICH,
2017; SWE et al.,, 2019). Entretanto, na medula renal de ratos alimentados, a
hSTC-1 nas concentracBes utilizadas neste estudo ndo afetaram a atividade
gliconeogénica a partir de *C-lactato. Estudos prévios, mostraram que 3,86pM
de hSTC-1 diminuiram a atividade gliconeogénica renal na medula renal
quando o precursor era 1#C-glutamina (SCHEIN et al., 2015). Em ratos
submetidos a privacdo de agua, a expressdo génica da STC-1 nas regides
cortical e medular renal respondem de maneira diferente (TURNER et al.,
2011). Estes achados sugerem que nos tubulos proximal renal de ratos
alimentados, os efeitos da hSTC-1 sobre a via gliconeogénica dependem do
tipo de precursor (L-glutamina ou L-lactato), da concentracdo do horménio e da
estrutura renal: cOrtex ou medula.

Na condicdo pos-absortiva, 75-80% da glicose liberada para a
circulacdo sao provenientes do figado e os outros 20—-25% sé&o oriundos do rim.
Em ratos, o jejum de 24 ou de 48h diminuiu marcadamente a concentragao de
glicogénio no figado e os niveis de glicose no plasma (De SOUZA et al,
2020a), mas aumentou 65% a concentracdo de lactato no plasma (SARAPIO et
al., 2019). Entretanto, a atividade gliconeogénica a partir de 4C-lactato no

cortex renal de ratos do grupo controle jejuado foi similar aquela dos animais
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do grupo controle alimentado. Este achado é consistente com o0s resultados de
aumento da oxidacdo de !“C-lactato verificada no coértex renal do grupo
controle jejum, provavelmente, para fornecer energia e NADH para a
gliconeogénese renal. Nos ratos em jejum, a hSTC-1 n&o alterou a atividade
gliconeogénica no coértex renal a partir do *C-lactato; contudo este hormonio
aumentou marcadamente a gliconeogénese hepatica a partir de 1“C-lactato nos
ratos em jejum (De SOUZA et al., 2020b).

Por outro lado, na medula renal do grupo controle jejuado, a capacidade
gliconeogénica tendo o !“C-lactato como precursor diminuiu cerca de 32%
quando comparada aquela dos ratos alimentados. Apdés 48h de restricao
alimentar, o suprimento de glicose para a medula externa é limitado neste
grupo controle, podendo ocorrer uma diminuicdo na concentracdo de ATP
necessaria para manter a atividade da gliconeogénese. Entretanto, na medula
renal de ratos em jejum, a hSTC-1 na concentracdo de 3,86pM aumentou 32%
a capacidade gliconeogénica a partir de “C-lactato, porém este aumento nao
foi acompanhado de um aumento na expressdao do gene Pckl. Estes
resultados s@o coerentes com a presenca de sitios de ligacdo para STC-1 e
altos niveis de STC-1 imunorreativa no segmento S3 dos tlubulos proximais
renais de ratos (HADDAD et al., 1996; WONG et al., 1998; MCCUDDEN et al.,
2002; JAMES et al,, 2005). Na medula renal de animais em jejum (48h), a
hSTC-1 aumentando a capacidade de sintese de *C-glicose a partir de 14C-
lactato contribui para a homeostase do lactato, impedindo a condicdo perigosa
da acidose lactica e fornecendo glicose para outros tecidos.

Os ratos alimentados foram mantidos com ragdo até o momento do

experimento. A homeostase da (glicose nesses animais foi mantida
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principalmente pela reabsorcao renal e pela absorcao intestinal de glicose que
aumentaram o0s niveis circulantes desta hexose e do hormdnio insulina
(SARAPIO et al, 2019). O aumento da oxidacdo de !*C-lactato, estimulado por
0,386 pM de hSTC-1 no cotex renal de ratos alimentados, sugere um desvio do
lactato da via gliconeogénica para a sintese de ATP com o objetivo de
aumentar as fontes de energia neste tecido. No cortex renal, os tubulos
proximais dependem da eficiéncia da fosforilacdo oxidativa para produzir ATP
gue impulsiona o transporte ativo de glicose, ions e nutrientes (BHARGAVA &
SCHNELLMANN, 2017). Devido a alta demanda de energia dos tubulos
proximais, o metabolismo aerébico € o principal mecanismo de producdo de
ATP. Nos ratos em jejum, a hSTC-1, nas concentragbes utilizadas neste
estudo, ndo afetou a oxidacdo do “C-lactato no coértex renal. No entanto,
nesses animais a hSTC-1 aumentou a producdo de “C-glicose a partir do 14C-
lactato, sugerindo um desvio do !“C-lactato da via oxidativa a via
gliconeogénica. A comparagdo entre a oxidacdo do !#C-lactato no cortex e na
medula nos grupos controle alimentado e controle jejum mostra que a medula
renal possui elevada capacidade de oxidacdo, mas o hSTC-1 ndo afetou essa
via em ambos 0s grupos.

Nossos resultados demonstram o papel da hSTC-1 no metabolismo do
lactato no cortex renal e na medula de ratos alimentados e em jejum. No cortex
renal, a hSTC-1 em dose elevada aumentou a atividade gliconeogénica no
estado alimentado, induzida pelo aumento da expressdo do gene Pckl. Em
animais em jejum, a hSTC-1 aumentou a atividade gliconeogénica da medula
renal, mas a expressao do gene Pckl n&o foi alterada. O efeito estimulador da

hSTC-1 sobre a oxidacdo do '“C-lactato ocorreu apenas no cortex renal de
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ratos alimentados. Esses achados mostram a contribuicdo da hSTC-1 para a
homeostase do lactato. Essa resposta pode representar uma estratégia de
acdo da STC-1 em resposta ao estresse de jejum. Por outro lado, a hSTC-1
atua a jusante da via da adenilil-ciclase, diminuindo a atividade gliconeogénica
induzida pelo aumento intracelular do cAMP ou estimulando a atividade da
fosfodiesterase no cortex renal. No entanto, ndo foi encontrado efeito da hSTC-
1 sobre a oxidacdo de “C-lactato apés aumento no cAMP intracelular. Os
resultados também revelaram que o cértex renal e a medula respondem
diferentemente a hSTC-1, possivelmente, devido a maior expressdo do gene

STC-1 na medula renal interna do que no cértex renal.

FASTED FED

1 Gluconeogenesis T Gluconeogenesis

Gl i
T Gluconeogenesis | Oxidation 1 Pckl expression

1 Oxidation

- Stimulated by human stanniocalcin-1 (hSTC-1) |:| Stimulated by FK+IBMX

Figura 7: Resumo esquematico do artigo 1. Efeitos da hSTC-1 ou do FK+IBMX
sobre o fluxo do lactato na oxidacdo e na gliconeogénese renal de ratos
alimentados ou submetidos ao jejum de 48h. Linha tracejada delimita os
principais eventos identificados no estado alimentado e no jejum. Setas na cor
preta, efeito da hSTC-1; seta na cor cinza, efeito FK+IBMX. Pckl, gene da
PEPCKc.
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5.2 Efeito da hSTC-1 e da hSTC-2 sobre a gliconeogénese hepéatica em
ratos alimentados e em jejum de 24h

O conhecimento do papel fisiolégico dos hormbnios stanniocalcinas na
homeostase da glicose em mamiferos ainda precisa de esclarecimento, pois
pouco se conhece dos efeitos destes hormdnios sobre o controle do
metabolismo intermediario nesta classe de vertebrados.

O figado é um importante érgdo metabdlico responsavel por cerca de
80% da producao endbégena de glicose em mamiferos (GERICH, 2010). As vias
glicogendlise e gliconeogénese hepatica sao reguladas por nutrientes,
exercicio fisico, sistema nervoso autbnomo, horménios e diferentes tipos de
estresse (PETERSEN et al, 2017). O presente estudo é o primeiro que
demonstra o efeito dos hormonios stanniocalcinas (hSTC-1 e hSTC-2) sobre a
homeostase da glicose em figado de ratos alimentados e em jejum de 24h.

No estado alimentado a expressdo do gene Stcl no figado sugere o
envolvimento deste horménio no controle metabdlico deste 6rgdo. Contudo, em
ratos alimentados a expressdo do gene Sct2 no figado € quase indetectavel,
mas este resultado estd de acordo com o0s achados de outros investigadores
gue também constataram niveis de mMRNA da proteina STC-2 muito baixos em
figado de ratos (CHANG et al., 1995; CHANG & REDDEL, 1998; ISHIBASHI et
al., 1998; VARGHESE et al., 1998).

No grupo controle alimentado, a capacidade de sintese de glicose a
partir de “C-lactato foi significativamente maior quando comparada com a 14C-
alanina. Este achado sugere que uma porcentagem da alanina no figado pode

ter se convertido em lactato ao invés de piruvato, diminuindo a incorporacdo da
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14C-alanine em'“C-glicose (ADEVA-ANDANY, 2014). Os resultados mostram
que em ratos alimentados a hSTC-1 ndo altera a capacidade gliconeogénica
hepatica a partir de “C-lactato ou #C-alanina. Entretanto, a hSTC-1 diminuiu
marcadamente a capacidade gliconeogénica na medula renal de ratos
alimentados, quando o substrato era a “C-glutamina (SCHEIN et al., 2015).
Além disso, este hormonio reduziu a atividade da PEPCKm e a expressao do
gene da Pck2 na medula renal de ratos alimentados (SCHEIN et al., 2015). Por
outro lado, a STC-1A de peixe aumenta de forma significativa a atividade
gliconeogénica a partir de *C-glutamina no rim do peixe badejo Dicentrarchus
labrax (SCHEIN et al., 2015). Na mesma espécie de peixe, a STC-1 estimulou
a gliconeogénese hepatica a partir de diferentes substratos (PALMA et al,
2019). Esses dados sugerem a existéncia, entre os vertebrados, de diferencas
no efeito da STC-1 sobre a via gliconeogénica: em ratos alimentados a STC-1
diminui a atividade da via gliconeogénica renal quando o substrato é 14C-
glutamina (SCHEIN et al., 2015) e ndo afeta a capacidade gliconeogénica
hepatica quando o substrato é “C-alanina ou “C-lactato. Em peixes, a STC-1
aumenta a atividade gliconeogénica: no figado a partir de diferentes substratos
e no rim a partir de “C-glutamina (SCHEIN et al., 2015; PALMA et al., 2019).
No entanto, a hSTC-2 diminuiu 60% a expressao do gene Pckl no figado de
ratos alimentados, induzindo uma reducdo significativa da atividade
gliconeogénica a partir de “C-alanina. Diversos estudos demonstraram que a
enzima PEPCKc pode ser regulada aos niveis transcricional e translacional
(STARK et al., 2009; YANG et al., 2009). Neste estudo, o hormdénio hSTC-2
regulou a PEPCKc no figado de ratos alimentados ao nivel transcricional. Além

disso, no figado de ratos alimentados a hSTC-2 também reduziu a atividade da
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enzima malatodesidrogenase (MDH) (ROSSETTI, 2013), diminuindo a reducéao
de oxaloacetato a malato, reduzindo a capacidade gliconeogénica. Assim,
pode-se afirmar que a hSTC-2 controla a atividade gliconeogénica hepatica em
ratos alimentados a partir de 14C-alanina, regulando a expressdo do gene da
PEPCKc e a formacdo de malato na mitocéndria (ROSSETTI, 2013). Estudo
em fibroblastos murinos embrionarios demonstram que a STC-2 regula de
forma negativa 0 mecanismo molecular de SOCE (store-operated calcium
entry) (ZEIGER et al., 2011). A STC-2 interage com o STIM1 (calcium sensor
stromal interaction molecule 1) no reticulo endoplasmatico, reduzindo os niveis
intracelulares de calcio (ZEIGER et al., 2011). Esta redugdo no calcio
intracelular pode suprimir ou reduzir a capacidade gliconeogénica da mesma
forma como a insulina diminui a atividade desta via metabodlica (WANG et al.,
2012; MATSUMOTO, 2012). A reducao na atividade gliconeogénica hepatica a
partir de !%C-alanina induzida pela hSTC-2 em animais alimentados seria
importante para diminuir a producdo de glicose enddégena, principalmente, em
individuos com diabetes tipo 2, pois nestes pacientes ocorre um aumento da
atividade gliconeogénica hepéatica e da expressdo da enzima PEPCK,
contribuindo para o agravamento da hiperglicemia (CRONIGER et al., 2002;
RINES et al., 2016).

Por outro lado, quando o substrato utilizado foi 14C-lactato, a hSTC-2 nédo
foi capaz de alterar a atividade gliconeogénica no figado de ratos alimentados.
SCHEIN et al. (2015) encontraram resultados similares em ratos alimentados; a
hSTC-1 reduziu a gliconeogénese renal e a expressdao do gene da PEPCKm
quando o substrato usado foi #C-glutamina, contudo quando o substrato foi o

14C-lactato, este hormonio ndo teve efeito na atividade desta via. Os resultados
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sugerem que em ratos alimentados o efeito das stanniocalcinas sobre a
gliconeogénese hepéatica seria o de reduzir a producédo de glicose no estado
pés-absortivo. Entretanto, a hSTC-1 e a hSTC-2 ndo alteraram nem a
concentracdo e nem a sintese de glicogénio a partir de “C-glicose ou a
incorporacdo do C da glicose em CO2 no figado de ratos alimentados.
Estudo prévio, usando 1-[**C]-2-deoxi-D-glicose, demonstrou que a hSTC-1 e a
hSTC-2 na mesma concentracdo usada neste estudo ndo alterou a captacao
de glicose no figado de ratos alimentados (GONCALVES, 2012).

A atividade gliconeogénica a partir de “C-lactato ou de “C-alanina e a
expressao do gene da PEPCKc ndo se alteraram no figado de ratos em jejum
de 24h, apesar da reducdo significativa dos niveis glicémicos. Entretanto, os
niveis de glicogénio no figado e a capacidade de sintese de glicogénio a partir
de 14C-glicose em animais do grupo controle diminuiram marcadamente apés
24h de jejum, mas os niveis de lactato no plasma ndo foram alterados pela
restricdo alimentar. No entanto, a conversdo da “C-glicose em *#COz no figado
do grupo controle em jejum aumentou marcadamente. Uma via alternativa para
oxidacdo da glicose no citoplasma que utiliza enzimas diferentes daquelas da
via da glicdélise é o ciclo das pentoses, onde a glicose € oxidada completamente
a CO2 e agua. Esta via produz NADPH, o qual pode ser utilizado para manter a
glutationa citosélica (GSH) no seu estado reduzido (efeito antioxidante). A
restricdo alimentar aumenta o estresse oxidativo no figado de ratos pelo
aumento da geracao de radicais livres (VENDEMIALE et al., 2001; SORENSEN
et al., 2006). A ativacdo do ciclo das pentoses no figado de ratos em jejum
pode ser uma via alternativa para reduzir o efeito negativo do estresse

oxidativo sem utilizar o ATP durante o periodo de jejum. Contudo, estudos mais
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aprofundados utilizando a glicose marcada no C-1 e no C-6 serdo necessarios
para explicar a utilizacdo da via da pentose fosfato como uma via alternativa no
figado de ratos em jejum de 24h.

Por outro lado, em figado de animais em jejum, as stanniocalcinas
humanas aumentaram a sintese de 14C-glicose somente quando o substrato
utilizado foi o !%C-lactato. Estudos, in vitro, demonstraram em pedacos de
figado de ratos, que no jejum (24 e 48h) a atividade da gliconeogénica a partir
de lactato era cerca de 50% maior quando comparada aquela a partir de
alanina (ROSS et al.,, 1967; SUMIDA et al., 2002). Além disso, em ratos em
jejum foi constatado um aumento significativo da expressdo do transportador
de lactato (MCT2) em tecido hepatico (SCHUTKOWSKI et al.,, 2014). Este
aumento da atividade gliconeogénica foi acompanhado pela elevacdo dos
niveis de mRNA da Pckl, sugerindo um efeito transcricional da hSTC-1 e da
hSTC-2. Embora no grupo jejum a hSTC-1 tenha aumentado em 25% 0s niveis
de mRNA da Pckl, este valor ndo foi estatisticamente significativo. Os
resultados obtidos sugerem que o tipo de substrato (alanina ou lactato) e o
padrdo hormonal e metabdlico dos ratos alimentados ou em jejum modulam o
efeito das stanniocalcinas na via gliconeogénica hepéatica. Além disso, ratos em
jejum possuem uma relacdo lactato:glicose de 1,11. Uma das funcbes da
gliconeogénese hepatica € manter o equilibrio acido-basico, uma vez que na
formacdo de lactato, prétons sdo também formados e a conversao
transcricional do lactato em glicose no figado utiliza estes prétons e caso isto
ndo ocorra a condicdo de acidose latica pode ocorrer. Foi sugerido que os
hormbénios STC-1 e STC-2 tém um papel importante na capacidade de

resposta celular ao estresse (ZHANG et al.,, 2000; ZEIGER et al., 2011) e
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elevados niveis de lactato no plasma criam uma situagdo estressante ao
organismo. Assim, o aumento na capacidade gliconeogénica a partir de 4C-
lactato € uma estratégia metabdlica favoravel para aumentar a depuracédo do
lactato. O papel da STC-1 sobre a gliconeogénese hepatica foi demonstrado
em peixe teleésteo (PALMA et al., 2019), sugerindo um grau de conservacao
da funcdo da STC-1 sobre o metabolismo da glicose do peixe ao mamifero. No
jejum, a expressdo da Stcl e da Stc2 no figado de ratos aumentou
marcadamente, confirmando a participagdo destes hormdénios na regulacdo do
metabolismo hepéatico em resposta ao jejum de 24h, possivelmente,
coordenando os processos fisioldgicos em resposta a restricdo alimentar.
Resultado semelhante foi encontrado no tecido adiposo marrom de ratos em
jejum, que apresentou alta expressao de Stcl e de Stc2 (SARAPIO et al,
2019). Entretanto, no jejum as stanniocalcinas ndo apresentaram efeito sobre a

concentracdo de glicogénio e sua sintese a partir de #C-glicose, assim como

sobre a oxidacdo de “C-glicose no figado.
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Figura 8: Resumo esquematico do artigo 2. Efeitos da stanniocalcina humana
2 (hSTC-2) sobre o fluxo de alanina na gliconeogénese, assim como ha
expressdao de Pckl no figado de ratos alimentados. Setas vermelhas, efeito
inibitério da hSTC-2; ASC and A, transportador sodio-dependente sistema ASC e
sistema A; Pckl, gene da PEPCK citosdlica; Glut2, transportador de glicose tipo

2.
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Figura 9: Resumo esquemético do artigo 2. Efeitos da stanniocalcina humana
1 (hSTC-1) ou da stanniocalcina humana 2 (hSTC-2) sobre o fluxo de lactato
na gliconeogénese, assim como na expressao de Pckl em figado de ratos
submetidos ao jejum de 24h. Setas verdes, efeito estimulatério da hSTC-1 ou
da hSTC-2; MCT-1 ou 2, transportadores de monocarboxilato 1 ou 2; Pck1, gene

da PEPCK citosdlica; Glut2, transportador de glicose tipo 2.
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6 CONCLUSOES

Este estudo, in vitro, demonstrou pela primeira vez a acdo das
stanniocalcinas humanas 1 e 2 sobre o metabolismo do figado e do rim (cortex
e medula) em ratos alimentados e submetidos ao jejum. No figado de ratos
alimentados foi constatada somente a expressédo do gene da Stcl. Entretanto,
no jejum de 24h as expressdes dos genes das Stcl e Stc2 aumentaram
marcadamente no figado, sugerindo a participacdo destes horménios na
regulacdo metabdlica do figado durante o jejum. A hSTC-1 participa da
regulacdo da via gliconeogénica hepatica quando o precursor é “C-lactato. No
entanto, a hSTC-2 diminui a atividade gliconeogénica e a expressao do gene
Pckl no figado de ratos alimentados incubados com 4C-alanina. Todavia, este
hormbénio aumenta a atividade gliconeogénica durante o jejum quando o
substrato é o 14C-lactato. No figado de ratos, os efeitos das STCs sobre
gliconeogénese hepatica dependem do padrdo hormonal e metabdlico do
animal, em jejum ou alimentado, e do precursor da via utilizado. No entanto, as
STCs nas concentracfes utilizadas neste estudo ndo afetam a concentracdo e
a sintese de glicogénio a partir de 1“C-glicose ou a oxidacédo da'*C-glicose nos
figados de ratos alimentados ou em jejum. Esses achados destacam o papel

das STCs na regulacdo da via gliconeogénica hepatica em mamiferos.

A hSTC-1 participa da regulacdo do metabolismo do lactato no cértex
renal e na medula de ratos alimentados e em jejum (48h). Este horménio
aumenta a atividade da gliconeogénese no estado alimentado no cortex renal,
e esse aumento foi induzido pelo aumento da expressdo do gene Pckl. Em
animais em jejum, o hSTC-1 aumenta a atividade gliconeogénica da medula

renal, mas a expressao do gene Pckl ndo foi alterada. O efeito estimulador do
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hSTC-1 na oxidagdo do '“C-lactato ocorreu apenas no coértex renal de ratos
alimentados. Esses achados mostram a contribuicio do hSTC-1 para a
homeostase do lactato, impedindo a perigosa condicdo da acidose lactica e
fornecendo glicose para outros tecidos. Por outro lado, o hSTC-1 atua a jusante
da via da adenilil-ciclase, diminuindo a atividade da gliconeogénese induzida
pelo aumento intracelular do cAMP ou estimulando a atividade da
fosfodiesterase no cortex renal. No entanto, ndo foi encontrado efeito hSTC-1
na oxidacdo de “#C-lactato ap6és aumento no cAMP intracelular. Os resultados
também revelaram que o coOrtex e a medula renal respondem diferentemente a
hSTC-1, possivelmente, devido ao nivel mais alto de expressdo do gene da

STC-1 na medula renal interna do que no cértex renal.

7 PERSPECTIVAS

Conforme identificado neste estudo, ha uma modulacdo da via
gliconeogénica pelos horménios stanniocalcinas no tecido hepatico e renal de
ratos. O aumento da atividade gliconeogénica é comum em pacientes
diabéticos do tipo 1 e 2, o que contribui para hiperglicemia. Os hormonios
stanniocalcinas podem representar uma estratégia terapéutica para prevenir
alteracbes funcionais, bioquimicas e moleculares relacionadas com a
hiperglicemia no estado alimentado e em pacientes diabéticos. Com base
nessa hipotese, uma das perspectivas do estudo sera a utilizacdo ratos
diabéticos para avaliar a influéncia dos horménios STC-1 e STC-2 sobre a via
gliconeogénica. Para tanto, sera necessario quantificar os principais hormoénios
reguladores da via gliconeogénica, como insulina, glucagon e glicocorticoide.

Além de analisar os niveis de expressao de distintas enzimas reguladoras e
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dos principais fatores de transcricdo da via gliconeogénica tais como PEPCKc,
frutose 1,6 bifosfatase, glicose 6 fosfatase, CREB e FOXO-1 nos tecidos

hepatico e renal.
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Comissao De Etica No Uso De Animais aprovou o mesmo , em reuniéo realizada em
26/06/2015 - Sala 330 - Prédio do Anexo | da Reitoria - Campus Centro - Porto Alegre - RS,
em seus aspectos eticos e metodologicos, para a utilizagao de 125 Ratos Wistar, Idade de 90
dias, machos, provenientes do CREAL/UFRGS, de acordo com os preceitos das Diretrizes e
Normas Nacionais e Internacionais, especialmente a Lei 11.794 de 08 de novembro de 2008,
o Decreto 6899 de 15 de julho de 2009, e as normas editadas pelo Conselho Nacional de
Controle da Experimentagao Animal (CONCEA), que disciplinam a produgao. manutencao
e’ou utilizacao de animais do filo Chordata, subfilo Vertebrata (exceto o homem) em
atividade de ensino ou pesquisa.

Porto Alegre. Quarna-Feira. € de Julte de 2015

Gashoey Mol

CRISTIANE MATTE
Coordenador da comissao de etica



