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RESUMO

ROSSETTI, C. L. Acéo dos horménios Stanniocalcina-1 e Stanniocalcina-2 sobre o metabolismo
de amino&cidos em ratos. 2013. 90 f. Dissertacdo (Mestrado) — Departamento de Fisiologia,
Universidade Federal do Rio Grande do Sul, Porto Alegre, 2013.

As Stanniocalcinas (STC1 e STC2) sdo horménios glicoproteicos originalmente encontrados
em peixes tele6steos. Em mamiferos, esses hormonios sdo expressos em uma variedade de tecidos e
estdo envolvidos em processos como o transporte de célcio e fosfato pelos rins e intestino, a
carcinogénese, a reproducgéo e o crescimento. Recentemente, foram encontrados efeitos da STC1 e da
STC2 no metabolismo intermediario. Sitios de ligacdo para a STC1 ja foram identificados na
membrana mitocondrial e resultados preliminares do nosso laboratério demonstraram que a STC1
possui um efeito inibitério sobre a gliconeogénese renal e tanto a STC1 quanto a STC2 diminuem a
incorporacdo de **C-glicose em **CO, no figado e no mdsculo gastrocnémio, respectivamente, de
ratos. No entanto, o papel desses horménios no metabolismo de aminoacidos permanece
desconhecido. No presente trabalho, as a¢Ges da STC1 e da STC2 foram avaliadas no figado e no
musculo gastrocnémio excisados de ratos machos (Rattus norvegicus, n=48 animais) de 300+50g,
alimentados ad libitum. Os resultados obtidos mostram que a STC1, no figado, diminuiu a captagédo do
acido 2-(metilamino)isobutirico, aumentou a atividade da bomba Na'/K*-ATPase, diminuiu a
atividade da enzima malato desidrogenase mitocondrial e estimulou a sintese de glicogénio a partir da
alanina. A STC2, no figado, diminuiu a atividade da enzima malato desidrogenase mitocondrial,
estimulou a sintese de proteinas a partir de leucina, e estimulou a sintese de glicogénio a partir de
alanina. Ja, no musculo, a STC2 estimulou a oxidagdo de leucina e a incorporacdo desse aminoécido
em proteinas. Esses resultados confirmam a existéncia de a¢des das STC1 e STC2 no metabolismo de
aminoécidos e sugerem, com exce¢do da acdo da STC2 sobre a enzima malato desidrogenase, um
papel anabolico para a STC2 em ambos os tecidos. A mesma afirmacdo ndo pode ser feita para a
STC1, que apresentou efeitos antagdnicos no tecido hepatico. Por fim, o trabalho mostrou que as acoes
da STC1 e da STC2 sobre as vias metabdlicas dos aminoacidos ocorrem com a utilizacdo de doses

muito baixas desses hormonios.

Palavras-chave: STC, figado, musculo gastrocnémio, alanina, leucina, AIB, MeAlIB



ABSTRACT

ROSSETT]I, C. L. Actions of the hormones Stanniocalcin-1 and Stanniocalcin-2 on the amino acid
metabolism in rats. 2013. 90 f. Dissertation (Master Degree) — Departament of Physiology,
Universidade Federal do Rio Grande do Sul, Porto Alegre, 2013.

Stanniocalcins (STC) are glycoprotein hormones that were first discovered in teleostean
fishes. In mammals, these hormones are expressed in a variety of tissues. Besides its role on the
calcium and phosphate transport by the kidneys and intestine, they are involved in processes such as
carcinogenesis, reproduction and growth. Recently it has been shown that STC1 and STC2 affect the
control of intermediary metabolism. Binding sites for STC1 have been already identified in the
mitochondrial membrane. Preliminary results of our laboratory showed that STC1 has an inhibitory
effect on renal gluconeogenesis in rats and both STC1 and STC2 decrease the C-glicose
incorporation into **CO, in the liver and the gastrocnemius muscle, respectively. Despite these
evidences that STC1 and STC2 have a role in the control of glucose and lipids metabolism, the
function of these hormones in amino acids metabolism remains unknown. In the present study, the
STC1 and STC2 actions were evaluated in livers and gastrocnemius muscles excised from male rats
(Rattus norvegicus, n=48 animals). The rats weighted 300+50g and were fed ad libitum. The results
show that STC1 decreased 2-(metilamine)isobutyric acid uptake, increased Na'/K*-ATPase activity,
decreased mitochondrial malate dehydrogenase activity and stimulated glycogen synthesis from
alanine. All actions of STC1 were shown in the hepatic tissue and this hormone did not affect any
parameter in muscular tissue. In the liver, STC2, decreased the mitochondrial malate dehydrogenase
activity, stimulated protein synthesis from leucine and stimulated glycogen synthesis from alanine. In
muscle, STC2 stimulated leucine incorporation into CO, and proteins. These results confirm the
regulatory role of STC1 and STC2 on amino acid metabolism in muscle and liver of rats. They
suggest, with exception to the STC2 action into the hepatic malate dehydrogenase, an anabolic role for
STC2 in both tissues. However this cannot be stated for STC1, which show antagonistic effects in the
hepatic tissue. Lastly, another important finding of this study is that STC1 and STC2 actions on amino

acid metabolism occur with low hormone concentrations.

Keywords: STC, liver, gastrocnemius muscle, alanine, leucine, AIB, MeAlB
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1. INTRODUCAO

1.1. Metabolismo dos Aminoéacidos

18

Todas as células dos organismos, desde os unicelulares até os complexos organismos

multicelulares como os mamiferos, requerem aminoacidos para construir e reconstruir suas estruturas,

sintetizar proteinas essenciais, servir como precursores para compostos contendo nitrogénio, e suprir

fontes de energia metabdlica. Os aminoacidos sdo moléculas cuja estrutura estd composta por um

grupo amino, um grupo acido carboxilico, um atomo de hidrogénio e um grupo quimico de diferentes
tamanhos, formas e propriedades quimicas, chamado cadeia lateral (GUIDOTTI & GAZZOLA, 1992).

Estes grupos estdo ligados ao mesmo atomo de carbono, o carbono o. Em decorréncia do arranjo

tetraédrico dos orbitais ligantes ao redor do atomo de carbono a, os quatro grupos diferentes podem

ocupar dois arranjos espaciais Unicos e, portanto, os aminoacidos possuem dois possiveis

estereoisdmeros, L ou D (NELSON & COX, 2011) (Fig. 1).
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Figura 1 - Estrutura e estereoisomerismo nos a-aminoacidos.
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Vinte aminodcidos diferentes sdo utilizados para construir proteinas em todas as espécies, de
bactérias aos humanos. Além desses 20 aminoacidos, existem outros menos comuns: alguns sdo
residuos modificados depois de uma proteina ter sido sintetizada; outros sdo aminoécidos presentes
nos organismos vivos, mas ndo constituintes das proteinas (NELSON & COX, 2011). Dos vinte
amino&cidos presentes nas proteinas, onze sdo sintetizados pelo organismo, sendo que destes, dez séo
produzidos a partir de glicose, e a tirosina é sintetizada a partir do amino&cido essencial fenilalanina
(SMITH et al., 2007). Os outros nove aminoacidos (histidina, isoleucina, leucina, lisina, metionina,

fenilalanina, treonina, triptofano e valina) séo considerados essenciais e devem ser obtidos da dieta.

Os vinte amino&cidos estdo agrupados em diferentes classificagdes de acordo com as
caracteristicas de polaridade e estruturais das cadeias laterais. Esses agrupamentos sdo Uteis para
descrever funcbes ou vias metabolicas dos aminoacidos. A glicina é o aminoacido mais simples e nao
se encaixa bem em nenhuma classificacdo devido ao fato de sua cadeia lateral ser apenas um atomo de
hidrogénio. A alanina, a prolina e os aminoacidos de cadeia ramificada, valina, leucina e isoleucina,
sdo aminodcidos alifaticos, apolares. Os aminoéacidos aromaticos sdo caracterizados pela fenilalanina,
tirosina e triptofano, pois todos contém estruturas em anel com propriedades similares. Os
aminoacidos com cadeias laterais que contém um grupo amida (asparagina e glutamina) ou um grupo
hidroxila (serina e treonina) podem ser classificados como aminoéacidos alifaticos, polares, sem carga.
A cisteina e a metionina contém enxofre. Por fim, os aminoacidos acidos e basicos incluem o

aspartato, o glutamato, a histidina, a lisina e a arginina (SMITH et al., 2007).

O processo digestivo quebra as proteinas em seus aminoacidos constituintes, e, entdo, esses
aminoacidos sdo absorvidos pelas células epiteliais intestinais e carreados para o figado via veia porta
hepatica. A concentracdo de aminodcidos dentro das células é, portanto, gerada tanto pelos
aminoacidos captados do meio extracelular quanto pela sintese intracelular de aminoacidos e

degradacdo das proteinas existentes dentro da célula.

Para gque os aminoacidos possam exercer suas mais diversas funcdes nos Orgdos-alvo,
inclusive no tecido hepético, eles precisam, primeiramente, ser captados para o0 ambiente intracelular.
Um dos mais significativos passos no metabolismo de aminodcidos reside na diferenca de
concentragdo entre os aminoacidos do plasma e dos tecidos. Essa diferenca é possivel devido ao
transporte dos aminoécidos através das membranas bioldgicas, um processo que é altamente
controlado e sujeito a regulagdo, enddcrina ou ndo-enddcrina, para manter uma concentragao adequada
de aminoacidos intracelulares (CHRISTENSEN & CULLEN, 1968). Vérios sistemas de transporte,
mais ou menos especificos, evoluiram para que a transferéncia dos aminoécidos possa ocorrer tanto
entre compartimentos subcelulares distintos quanto entre o meio intracelular e o extracelular. Esses
processos de transporte sdo classificados de acordo com seus aspectos estruturais e energéticos, assim

que: aminoacidos neutros sdo transportados por trés sistemas principais, o sistema A, 0 ASC e 0 L;
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dois sistemas, 0 X 'ag & X'¢, servem para o transporte de aminoacidos anidnicos, e o sistema y* medeia
o transporte de aminodcidos cationicos (GUIDOTTI & GAZZOLA, 1992).

O sistema A € um sistema de transporte regulavel que transfere aminoacidos com cadeia
laterais ndo-ramificadas de varios tamanhos, como é o caso da L-alanina, L-serina, L-metionina e
glicina, para dentro das células. O mecanismo de transporte proposto para esse sistema é de simporte
eletrogénico com sodio (transporte ativo secundario) com a estequiometria aminoacido/sédio de 1:1. A
energia necessaria para o transporte é fornecida pelo gradiente eletroquimico do sédio gerado pela
bomba Na'/K*-ATPase (GUIDOTTI & GAZZOLA, 1992). Esse sistema de transporte pode ser
estudado através da captacdo do acido 2-(metilamino)isobutirico (MeAIB). O MeAlIB é um anélogo
especifico ndo-metabolizavel para esse modelo de transporte, ou seja, ele é transportado pelo mesmo

mecanismo que os aminoacidos dependentes do sistema A, porém ndo é metabolizado pela célula.

J& o sistema ASC é um sistema constitutivo que aceita aminoacidos de cadeia lateral linear de
varios tamanhos, como a L-alanina, a L-glutamina, a L-serina e a L-cisteina. Esse sistema possui uma
estereoseletividade rigorosa. Ele é s6dio-dependente, mas nao é eletrogénico, sendo que 0 mecanismo
proposto para esse transporte é um antiporte dos aminoacidos obrigatoriamente associado com um
movimento do sodio em ambas as dire¢cbes (GUIDOTTI & GAZZOLA, 1992). O funcionamento da
totalidade dos sistemas sodio-dependentes, isto é, do sistema A e do sistema ASC juntos, pode ser
estudado utilizando o analogo artificial ndo metabolizdvel acido 2-aminoisobutirico (AIB)
(MACKENZIE et al., 1992).

Por fim, o sistema L € o sistema responsavel pelo transporte dos aminoacidos neutros que
possuem cadeia lateral linear ou ramificada, como sdo a L-leucina, a L-isoleucina e a L-valina. A
operagdo desse sistema é independente do sodio e do potencial elétrico da membrana, sendo
estimulado por substratos presentes no compartimento-trans. O mecanismo proposto para o sistema L
é um antiporte acoplado ao substrato (transporte ativo terciario), cuja energia é provida pelo gradiente
guimico transmembrana dos substratos L-reativos. O transporte de aminoacidos para o interior da
célula através do sistema L aproveita a entrada de aminoacidos como a L-metionina e a L-cisteina que
sdo concentrados intracelularmente através do sistema A e ASC, respectivamente. O acumulo
intracelular desses aminoéacidos estimula a atividade do sistema L que, por troca, promove 0
movimento de entrada dos aminoécidos ramificados. O analogo para avaliar esse sistema de transporte
é &cido 2-aminobiciclo(2,2,1)heptano-2-carboxilico (GUIDOTTI & GAZZOLA, 1992).

Apdbs os aminoacidos terem sido transportados para o meio intracelular do hepatdcito, eles
precisam ter o grupamento amino de sua estrutura retirado, pois s6 assim os &tomos de carbono estardo
disponiveis para serem utilizados como fonte energética. Esse processo é realizado principalmente

pela transaminagdo, que consiste na transferéncia do nitrogénio do aminoacido original para o o-
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cetoglutarato, formando glutamato, enquanto o aminoacido original é convertido em seu a-cetocido
correspondente. As enzimas que catalisam essas reacGes sdo conhecidas como transaminases ou
aminotransferases. Como essa reacao € reversivel, ela pode ser utilizada para remover o nitrogénio de
aminoacidos ou para transferir nitrogénio para a-cetoacidos para formar aminoacidos. Dessa forma,

elas estdo envolvidas tanto na degradacéo quanto na sintese de aminoacidos.

Os atomos de nitrogénio resultantes da molécula do aminoacido sdo liberados na forma de
amdnia ou fon amonio (NH,"). No entanto, a amdnia é toxica, particularmente ao cérebro e ao sistema
nervoso central. Por isso, nos animais terrestres, ela é rapidamente removida do sangue e convertida,
atraves do ciclo da ureia que ocorre no figado, em ureia. A ureia é entdo excretada na urina. A urina
dos mamiferos também contém pequenas quantidades de outros produtos nitrogenados de excrecdo
(&cido Urico, creatinina e NH,") derivados da degradacdo de aminoacidos e compostos sintetizados a
partir de aminoacidos. Alguma quantidade de nitrogénio também é perdida no suor, nas fezes e nas
células que descamam (SMITH et al., 2007).

Apbs a transaminagdo, os aminoacidos podem ser: a) oxidados como substratos para liberar
energia, processo que pode ocorrer diretamente a partir dos aminoacidos ou pela conversao dos
mesmos em glicose ou corpos cetdnicos; b) utilizados para sintetizar proteinas, tanto séricas como as
estruturais dos 6rgdos; ou c) precursores para sintese de compostos essenciais contendo nitrogénio,
como 0s aminodacidos ndo-essenciais, 0s hormonios, os neurotransmissores, 0 DNA e o0 RNA ou o
grupo heme da hemoglobina (SMITH et al., 2007).

Nos animais, os aminoacidos sofrem oxidacdo em trés circunstancias metabdlicas diferentes:
a) durante a sintese e a degradagdo normais de proteinas celulares, alguns aminoécidos liberados pela
hidrélise de proteinas ndo sdo necessarios para a biossintese de novas proteinas, sofrendo, entdo,
degradacdo oxidativa; b) quando uma dieta € rica em proteinas, e 0s aminoacidos ingeridos excedem
as necessidades do organismo para a sintese proteica , 0 excesso é catabolizado; ou ¢) durante o jejum
ou o diabetes mellitus ndo controlado, quando os carboidratos ndo estdo disponiveis ou ndo sdo
adequadamente utilizados, os aminoécidos resultantes da protedlise sdo utilizados como combustivel
(NELSON & COX, 2011). O figado é o principal local de oxidacdo de aminoacidos, porém 0s
aminoacidos de cadeia ramificada (leucina, isoleucina e valina) sdo oxidados principalmente no
musculo esquelético e em outros tecidos, e ndao no figado (SMITH et al., 2007). Nesses tecidos, a
respiracdo celular acontece em trés estagios principais: no primeiro, os aminoacidos sdo oxidados para
produzirem fragmentos de dois carbonos, na forma do grupo acetil da acetil-coenzima A (acetil-CoA);
no segundo, o0s grupos acetil entram no ciclo do &cido tricarboxilico (CAT), uma série de reacGes que
0s oxidam enzimaticamente a CO,; e, no terceiro, as coenzimas geradas pelo CAT sdo oxidadas,
doando elétrons que séo transferidos ao O,, processo que libera energia na forma de ATP (NELSON &
COX, 2011).
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A oxidacdo de substratos ocorre na mitocondria celular. Para alguns aminoacidos, essa via
comega com a conversdo dos mesmos a acetil-CoA. A partir dai, o grupo acetil do acetil-CoA se
condensa com o0 oxaloacetato para formar o composto citrato. O citrato é, em seguida, transformado
em isocitrato, que é desidrogenado com a perda de CO, para produzir o a-cetoglutarato. O a-
cetoglutarato perde uma segunda molécula de CO, originando o composto succinato que é entdo
convertido, por quatro etapas enziméticas, no composto oxaloacetato. O oxaloacetato formado esta
pronto para reagir com outra molécula de acetil-CoA, reiniciando o ciclo (Fig. 2). Durante uma volta
do ciclo do acido tricarboxilico, os diferentes precursores sdo oxidados por quatro desidrogenases: a
isocitrato-desidrogenase, a a-cetoglutarato desidrogenase, a succinato desidrogenase e, por ultimo, a
malato desidrogenase. Essas enzimas sdo responsaveis pela transferéncia de elétrons para o NAD" ou
0 FAD, gerando NADH ou FADH,, enquanto liberam CO, (NELSON & COX, 2011).

Acetyl-CoA
Citrate
Oxaloacetate Isocitrate
NADH
Ciclo do Acido - NADH
CiMco
Malate a-Ketoglutarate
Fumarate NADH
FADH25\ Succinyl-CoA
Succinate 4{

(ATP]

Figura 2 - Reagdes do ciclo do &cido tricarboxilico ou ciclo do &cido citrico.

FONTE: NELSON & COX (2011, p.615)
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No entanto, apenas parte ou a totalidade dos esqueletos carbbnicos de sete, dos vinte
aminoacidos, sdo, em Gltima instancia, quebrados para liberar diretamente acetil-CoA. As rotas para a
oxidacdo de muitos aminoacidos convertem seus esqueletos de carbonos em intermediarios do CAT
que podem regenerar oxaloacetato. Cinco aminoacidos sdo convertidos em o-cetoglutarato, quatro em
succinil-CoA, dois em fumarato e dois em oxaloacetato. Além disso, seis aminoacidos tém seu
esqueleto carbonado convertido em piruvato, que pode ser convertido em acetil-CoA ou em

oxaloacetato (Fig. 3).
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Figura 3 - Resumo do catabolismo dos aminoacidos. Os aminoacidos estdo agrupados de acordo com seu
principal produto final de degradacao. Alguns aminoacidos estdo listados mais de uma vez, pois diferentes partes
de seus esqueletos carbonados sdo degradados em diferentes produtos finais.

FONTE: NELSON & COX (2011, p.688)

Na ultima etapa da oxidacdo dos aminoacidos, os elétrons perdidos dos substratos energéticos
durante as reacGes oxidativas sdo transferidos para o O, por uma série de proteinas na cadeia de

transporte de elétrons. Nessa cadeia de transporte, catalisada pela succinato-tioquinase (succinil-CoA-
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sintetase), os NADHs e o FADH, gerados pelo ciclo CAT s8o reoxidados, produzindo
aproximadamente 2,5 ATPs para cada NADH e 1,5 ATP para o FADH,. Consequentemente, a energia
total liberada pelo ciclo CAT e pela fosforilacdo oxidativa é de cerca de 10 ligacOes fosfato ricas em
energia (ATPs) para cada grupo acetil oxidado, cuja funcdo € fornecer energia para a maioria dos
processos que ocorrem na célula, incluindo reacGes de biossintese e transporte ativo através de
membranas. A medida que esses processos utilizam energia, o ATP é convertido novamente em
difosfato de adenosina (ADP) e fosfato inorgénico (P;). A completa oxidacéo de proteinas a CO,, H,O
e NH,4" no corpo libera cerca de 4kcal/g (SMITH et al., 2007).

No entanto, quando ndo sdo prontamente oxidados, os aminoécidos podem ser estocados. Os
organismos possuem diferentes substratos energéticos, os quais sdo leves em peso, ricos em energia e
prontamente convertidos em substancias oxidaveis. Embora ndo seja a principal reserva energética do
corpo, papel ocupado pelas gorduras e pelo glicogénio em segundo lugar, a proteina corporal,
particularmente a das grandes massas musculares, também serve como reserva de substratos
energéticos. A maior parte da massa total de aminoacidos celular é encontrada combinada
quimicamente formando proteinas (MACKENZIE et al., 1992). Diferentes aminoécidos sdo utilizados
pelos organismos como precursores para a sintese de proteinas. Em proteinas, os aminoacidos sdo
sempre L-o-aminoécidos, ou seja, o grupo amino esta ligado ao carbono o na configuragdo L (SMITH
et al., 2007). A sequéncia de aminoacidos da proteina, chamada de estrutura primaria, é determinada
pelo codigo genético para cada proteina. Esses aminodcidos séo unidos atraves de ligacfes covalentes
entre o grupo acido carboxilico de um aminoacido e o grupo amino do aminoacido seguinte, chamadas
de ligacBGes peptidicas, formando, assim, cadeias lineares (Fig. 4). As proteinas sdo cadeias
polipeptidicas de 100 a muitos milhares de residuos de aminoacidos (NELSON & COX, 2011) e as

propriedades quimicas dos aminoacidos conferem a cada proteina suas caracteristicas proprias.

Ligagdo peptidica

H R O H Rl O Sintesepor g5 H R O | H o]
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W em@ o hiarslse oo M H L o

Aminoacido Aminoacido o Dipeptideo

Figura 4 - Ligac¢des peptidicas formadoras das proteinas. O grupo a-amino de um aminoécido atua como
um nucleofilo para deslocar o grupo hidroxil de outro aminoacido, formando uma ligacéo peptidica.

FONTE: MARIEB & HOEHN (2009, p.47)
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Todas as proteinas dentro da célula tém uma meia-vida, que € o tempo no qual 50% das
proteinas que foram sintetizadas, em um tempo especifico, deverdo ser degradadas. Sendo assim, as
proteinas do corpo estdo sob constante renovagdo, ou seja, elas estdo constantemente sendo
degradadas a aminodcidos e ressintetizadas. O turnover proteico permite mudancgas na concentracéo de
diferentes proteinas produzidas nos tecidos em resposta as mudancgas fisiologicas, e remove
continuamente as proteinas danificadas ou modificadas. Ele também fornece aminoacidos especificos
gue podem ser utilizados como substratos oxidaveis, precursores para as diferentes vias metabdlicas e
para a sintese de heme, de creatina-fosfato, de purinas e pirimidinas. Além disso, ajuda a manter o pH
sanguineo. A concentracdo de aminoacidos livres existente no sangue é obtida pela degradacdo de
proteinas e consequente liberagdo de aminoécidos e pelos aminoécidos oriundos da dieta. Além disso,
a concentracdo de aminoéacidos livres sofre contribuicdo da reducdo da oxidacdo e da velocidade de

sintese dos aminoacidos.

Ainda gque os aminoacidos possam ser diretamente oxidados, gerando energia para as células
do corpo, existem alguns tecidos, como o cérebro, as células sanguineas vermelhas, os testiculos, entre
outros, que dependem exclusivamente de glicose como fonte de energia metabodlica (NELSON &
COX, 2011). Portanto, para manter o perfeito funcionamento desses érgaos em situacdes de jejum ou
exercicio vigoroso, onde a oferta de glicose é escassa, 0s mamiferos possuem mecanismos que visam a
manutencdo dos niveis sanguineos de glicose. A gliconeogénese, que ocorre primariamente no figado,
é um desses mecanismos. Ela consiste na rota de sintese de glicose a partir de outros compostos que
ndo pertencem a classe dos carboidratos, como sdo o lactato, o glicerol e alguns aminoacidos
glicogénicos (DOl et al., 2007).

A gliconeogénese inicia com a transformacdo dos aminoéacidos em piruvato. Esse substrato
pode, entdo, ser convertido em oxaloacetato através de reacdo, que requer uma molécula de ATP,
catalisada pela enzima piruvato carboxilase. O oxaloacetato formado, por sua vez, pode ser
transformado em fosfoenolpiruvato (PEP) pela acdo da enzima fosfoenolpiruvato-carboxiquinase
(PEPCK). A partir dai o fosfoenolpiruvato sofre uma série de reacdes que, na sua grande maioria, sdo
inversas aquelas que ocorrem durante a glicélise, dando origem, como produto final, a glicose. As
rotas da glicolise e da gliconeogénese diferem apenas em trés pontos: a converséo de oxaloacetato em
fosfoenolpiruvato (PEP) pela enzima fosfoenolpiruvato-carboxiquinase (PEPCK), e as reacfes que
removem fosfato da frutose-1,6-bisfosfato para formar frutose-6-fosfato, catalisada pela frutose-
bisfosfatase, e da glicose-6-fosfato para formar glicose, responsabilidade da enzima glicose-6-
fosfatase (Fig. 5). Durante as reacdes gliconeogénicas, 6 moles de ligacBes de fosfato ricas em energia
sdo quebrados e consumidos. Dois moles de piruvato sdo necessarios para a sintese de 1 mol de
glicose (SMITH et al., 2007).
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Figura 5 - Vias opostas da glicélise e da gliconeogénese em figado de rato. As reacBes da glicélise estdo

do lado esquerdo, em rosa; a via oposta, a gliconeogénese, estd mostrada do lado direito, em azul.

FONTE: NELSON & COX (2011, p.553)

Os aminoécidos utilizados para a gliconeogénese sdo originados, principalmente, do masculo,

onde podem ser obtidos pela degradacdo de proteinas musculares. Embora a alanina seja o principal

aminoacido glicogénico em vertebrados, outros aminoacidos, como a serina, servem como fontes de

carbono para a sintese de glicose, pois também formam piruvato, o substrato para a etapa inicial do

processo. Além disso, alguns aminoacidos formam intermediérios do ciclo do &cido tricarboxilico
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(CAT), como o citrato, o a-cetoglutarato, o succinato e o malato, os quais podem sofrer oxidacdo a

oxaloacetato e entdo entrar na rota gliconeogénica.

Quando a glicose, tanto obtida pela dieta quanto aquela obtida através da gliconeogénese, que
é a que nos interessa neste trabalho, ndo é prontamente utilizada pelos tecidos, ela pode ser convertida
em formas poliméricas de armazenamento. O glicogénio é a forma de armazenamento da glicose
encontrada na maioria dos tipos celulares. E bem documentado que o glicogénio hepético pode ser
formado por uma via direta a partir de glicose ou por uma via indireta a partir de precursores
gliconeogénicos. A via indireta aparentemente continua a operar mesmo durante uma infuséo de
glicose ou ap6s uma ingestdo de carboidratos, quando ha uma quantidade de glicose disponivel

adequada para prover glicogénio pela via direta (MOORE et al., 1991).

Na via de sintese de glicogénio, processo chamado de glicogénese, a glicose é fosforilada, pela
enzima hexocinase, a glicose-6-fosfato que é convertida em glicose-1-fosfato pela acdo da enzima
fosfoglicomutase. A glicose-1- fosfato é convertida em uridina difosfato (UDP)-glicose que sofre a
acdo da enzima glicogénio-sintase para a biossintese de glicogénio (SMITH et al. 2007). A glicogénio-
sintase ndo pode formar as ligacGes encontradas nos pontos de ramificacdo do glicogénio, que, por sua
vez, sdo formadas pela enzima de ramificacdo, chamada de glicosil-(4—6)-transferase (NELSON &
COX, 2011). O figado e o musculo esquelético contém as maiores reservas de glicogénio; no entanto,
0s propositos do glicogénio no figado sdo muito diferentes daqueles do musculo esquelético e de
outros tecidos. O glicogénio hepatico é a primeira e imediata fonte de glicose para a manutencdo de
niveis sanguineos adequados de glicose quando esta diminui sua participacdo na dieta, ou quando o

exercicio aumenta a utilizacdo de glicose sanguinea pelos musculos.

Além de ser armazenada na forma de glicogénio, a glicose proveniente da gliconeogénese
também pode ser armazenada na forma de lipidios. Para que essa via aconteca, a glicose excedente
deve, primeiramente, ser convertida em acidos graxos, e, entao, estes dardo origem aos lipidios. Além
dessa via de formacdo de lipidios a partir de glicose, um excesso de proteinas na dieta também pode
resultar em um aumento na sintese de lipidios. Nesse caso, a fonte de carbonos sdo aqueles
aminoécidos que podem ser convertidos em acetil-CoA ou em intermediérios do ciclo CAT (SMITH
et al. 2007).

A formacdo de lipidios inicia com a conversao, no figado, da glicose em piruvato por meio da
glicélise. O piruvato, entdo, entra na mitocondria e é transformado em acetil-CoA pela agdo da
piruvato-desidrogenase e em oxaloacetato pela acdo da piruvato-carboxilase. Esses dois compostos
ndo tém a capacidade de atravessar a membrana mitocondrial, portanto eles se condensam formando o
citrato, que tem habilidade de sair da mitocéndria, e, no citosol, ele d& novamente origem a acetil-CoA

e oxaloacetato. O acetil-CoA citosolico, através da enzima acetil-CoA-carboxilase, origina malonil-
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CoA. Cada molécula de malonil-CoA doa dois carbonos que sdo adicionados, sequencialmente, a
cadeia de &cido graxo em formacéo por acéo da enzima &cido-graxo sintase. Essa sequéncia de reagoes
é repetida até que a cadeia tenha 16 carbonos de comprimento, quando a molécula sofre uma hidrdlise
e é liberada como palmitato. O palmitato pode ser alongado e dessaturado para produzir uma série de
acidos graxos (SMITH et al., 2007). Os &cidos graxos tém dois destinos celulares principais: o
primeiro é sua conversdo em triacilglicerois para o armazenamento de energia metabolica; e o segundo

é ser incorporado aos componentes fosfolipidios de membrana (NELSON & COX, 2011).

1.2. Stanniocalcina (STC)

O calcio é o ion mineral mais abundante no ser humano e o quinto elemento mais encontrado
no organismo. Este ion participa de modo importante em multiplos processos celulares e
extracelulares, incluindo a prote6lise de componentes do plasma, a sinalizagdo celular, a manutencao
do potencial de membrana celular, a contracdo muscular e a exocitose, além de, juntamente com o
fosfato, ser um elemento fundamental na composicéo dos cristais de hidroxiapatita que d&o resisténcia
ao tecido 6sseo (AIRES, 2012). Devido a sua importancia nos vertebrados, a concentragdo de calcio
circulante deve ser mantida dentro de limites fisiologicos especificos. Por isso, um intrincado sistema,
composto por sensores e hormdnios, foi desenvolvido para a manutengdo da homeostasia do calcio
nesse grupo animal. Esse sistema pode ser considerado um exemplo de complexidade evolutiva e é

associado ao surgimento dos metazoarios.

Em vertebrados terrestres, os niveis de célcio plasmatico sdo regulados, primariamente, por
dois sistemas hormonais: um deles envolve a acdo do horménio calcitonina, cuja acdo é
hipocalcemiante; e o0 outro €é comandado pelo paratohorménio (PTH), pelo 1,25-
dihidroxicolecalciferol (1,25(OH),.colecalciferol) e pela proteina relacionada ao horménio da
paratire6ide (PTHrP), que possuem acdo hipercalcemiante (GUERREIRO et al., 2007). Esses
hormonios atuam nos ossos influenciando as atividades dos osteoclastos e dos osteoblastos. Sabe-se
gue a hipercalcemia estimula a sintese e secrecdo de calcitonina que, por sua vez, inibe a ressorcao
6ssea efetuada pelos osteoclastos, o que diminui a concentracdo de Ca®* circulante (COSTANZO,
2007). JA o PTH e a PTHrP estimulam a atividade osteoclastica no 0sso, promovendo a transferéncia

de célcio para o plasma sanguineo, e estimulam a reabsorcdo de calcio nos rins e a absor¢do no
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intestino via 1,25(0OH),-colecalciferol, aumentando a concentracdo plasmética de célcio (AIRES,
2012).

A PTHrP é uma proteina multifuncional produzida em vérios tecidos que atua de forma
autocrina, paracrina e endocrina, exercendo efeito anabolico sobre o osso. Ela foi descoberta em
associacdo com certos tipos de cancer que causam elevacdes nos niveis de Ca** plasmético, cuja
sindrome é denominada humoral hypercalcemia of malignancy (HHM). A PTHrP foi isolada pela
primeira vez em 1988, e camundongos PTHrP-knockouts apresentam fenétipo letal com anomalias
Osseas (MIAO et al., 2002). No entanto, novas fungdes e possiveis mecanismos de atuacdo dessa
molécula tém sido sugeridos desde a recente descoberta de outros membros dessa familia de proteinas.
Um exemplo é a recente descoberta das stanniocalcinas, também conhecidas como hipocalcinas ou

teleocalcinas, que sdo indispensaveis a vida dos peixes (AMEMIYA et al., 2002).

1.2.1. Stanniocalcinas em Peixes

Stanniocalcinas sdo horménios glicoproteicos descobertos em peixes teledsteos (WAGNER et
al., 1986). Nesses animais, as stanniocalcinas sdo secretadas por um par de pequenas glandulas
enddcrinas, de coloragdo creme, chamadas Corpusculos de Stannius, que geralmente estdo localizadas
na superficie ventral dos rins. Os Corpusculos de Stannius foram descobertos em 1839 pelo anatomista
alemdo Hermann Friedrich Stannius que acreditou, erroneamente, que se tratavam das glandulas
adrenais dos peixes. Essa ideia foi defendida até o século XX quando Chester-Jones e colaboradores
(1965) e Ogawa (1967) demonstraram, atraves de estudos de microscopia eletronica, que as células
dos Corpusculos de Stannius possuiam as caracteristicas citoplasméticas de células secretoras de
horménios polipeptidicos, no entanto, ndo apresentavam qualquer atividade estereidogénica. Baseado

nessas caracteristicas, os Corpusculos foram confirmados como glandulas exclusivas de peixes.

Estudos subsequentes mostraram que a remogdo dos Corplsculos de Stannius causava
hipercalcemia nos peixes (FONTAINE, 1964" apud YEUNG et al., 2012); no entanto se esses peixes
eram mantidos em agua com baixas concentracdes de célcio, eles ndo apresentavam esse aumento nos
niveis de Ca*" plasmaticos. Posteriormente, Fenwick e So (1974) mostraram que a atividade de
transporte de célcio nas branquias de enguias que tiveram os Corpusculos de Stannius excisados era
dez vezes maior do que aquela apresentada por peixes que possuiam os Corpusculos. Esses autores

também mostraram que essa atividade de transporte era diminuida para os niveis normais quando as

' FONTAINE, M. Stannius’ corpuscles and ionic (Ca, K, Na) of the interior environment of the eel (Anguilla
anguilla L.). Comptes rendus hebdomadaires des séances de I’Académie des sciences, 259: 875-878, 1964.
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enguias stanniectomizadas recebiam uma injecdo com extrato de Corpulsculo de Stannius (SO &
FENWICK, 1979). Essas descobertas sugeriram que os Corpusculos de Stannius possuiam um fator
anti-hipercalcémico que controlava os niveis de calcio plasméticos por inibir o transporte de calcio nas

branquias.

Esse principio ativo secretado pelos Corpusculos de Stannius, a stanniocalcina 1 (STC1), foi
purificado e parcialmente sequenciado de glandulas de salmdo em 1986, e provou ser uma proteina
glicosilada com potente efeito inibidor do transporte de calcio pelas branquias (WAGNER et al.,
1986). A clonagem desse horménio em diversas outras espécies de peixes mostrou que a sequéncia de
aminoacidos da STC1 é unica quando comparada a outros horménios conhecidos de mamiferos e que
essa proteina possui somente um paralogo conhecido, a STC2, que é o produto de um segundo gene
relacionado (CHANG & REDDEL, 1998; DIMATTIA et al., 1998). O mondmero ativo da STC1 de
peixes possui aproximadamente 223 residuos de aminoacidos, 25kDa, e a estrutura desse hormdnio
forma um dimero de cadeias polipeptidicas iguais (WAGNER, 1994) que possui onze cisteinas, das
quais dez formam liga¢6es dissulfeto intracadeia (HULOVA & KAWAUCHI, 1999), e acredita-se que
112 cisteina é responsavel pela formagdo do homodimero de 50kDa. J& 0 monémero da STC2 de
peixes possui 34kDa, 14 cisteinas formando ligacGes dissulfeto e 37% de identidade com a sequéncia
de aminodacidos da STCL1 de peixe (LUO et al., 1995).

Em peixes, a elevacdo da concentracdo de calcio extracelular e/ou dos niveis de calcio na agua
é o principal estimulo para a degranulacdo das células do Corpusculo de Stannius e a consequente
liberacdo de STCL1. A grande sensibilidade do Corplsculo de Stannius ao céalcio é mediada por
receptores sensiveis a Ca’* (CaSR) existentes na membrana celular dessas glandulas (RADMAN et al.,
2002). Esse mecanismo garante que o aumento dos niveis de célcio extracelular estimule a liberagdo
de STC1, e ocorra diminuicdo na captagdo de célcio via branquias. Além dos efeitos nas branquias, a
STC1 também inibe a absorcdo de célcio pelo intestino (SUNDELL et al., 1992), e promove a
reabsorcéo de fosfato, o principal quelante de calcio enddgeno, pelos rins (LU et al., 1994). Portanto, a

principal funcdo da STC1 é a prevencédo de uma hipercalcemia toxica.

O mecanismo pelo qual a STC1 atua nesses diferentes 6rgdos-alvo ainda ndo é conhecido. Em
estudos com branquias, Flik & Verbost (1993) acharam que Ca’*-ATPases de baixa e alta afinidade
sdo reguladas por STC1, e sugeriram, como alternativa, que a STC1 poderia atuar fechando canais de
Ca®* na membrana apical das células de cloreto. As células de cloreto sdo células especificas de
branquias de peixes teledsteos que sdo ricas em mitocéndrias e responsaveis, principalmente, pela
captaco de CI". O fechamento dos canais de Ca®* dessas células reduziria, assim, a permeabilidade das
brénquias ao calcio. Outro trabalho sugere como medida para reducgdo do influxo de célcio através das
brénquias, a possibilidade de a STC1 remover, de alguma maneira desconhecida, esse cation das

células de cloreto. Isso envolveria um transportador ainda néo caracterizado que exporta Ca** para a
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4gua. Alternativamente, a STC1 também poderia promover a quelacdo de Ca** dentro do citosol,
talvez com fosfato, ou poderia estimular a captagéo ativa de Ca®* por organelas intracelulares, como as
mitocdndrias que séo bastante abundantes nas células de cloreto (WAGNER & DIMATTIA, 2006). A
identificacdo de células-alvo da STC1 é prejudicada pela falta de informacéo sobre o receptor desse
hormdnio. Acredita-se que o sistema de sinaliza¢do do receptor seja acoplado a uma proteina G, pois
uma cascata de ativagdo envolvendo AMPc e a PKA ja foi demonstrada em células do tabulo proximal
de linguados tratados com STC1 (LU et al., 1994); no entanto, a estrutura e as caracteristicas do

receptor ainda ndo foram identificadas.

O efeito hipocalcemiante apresentado pela STC1 é semelhante aquele apresentado pelo
horménio calcitonina e, ainda que em peixes ambos 0s hormdnios estejam presentes, a capacidade de a
STC1 evitar a hipercalcemia ultrapassa a da calcitonina. O desenvolvimento de dois fatores
hipocalcemiantes nos peixes é essencial para a regular a captacdo de célcio da dgua. A concentragdo
intracelular de Ca®* nesses animais gira em torno de 100nM, enquanto que os niveis de Ca*" na agua
gue os envolve variam de 0,1mM na &gua doce a 10mM na &gua do mar (WAGNER & DIMATTIA,
2006). Logo, existe um gradiente de difusdo continuo e massivo do Ca”* ambiental para dentro das
células. Além disso, os peixes sdo oviparos e, diferentemente dos mamiferos viviparos cujos embrides
se desenvolvem dentro do corpo materno, os embrides desses animais, desde o inicio da vida, estdo
circundados pelas aguas que diferem enormemente em fontes absorviveis de célcio (YEUNG et al.,
2012). Por isso, no ambiente aquatico com suas altas concentracdes de Ca**, a STC1 possui um papel

crucial na homeostase mineral.

1.2.2. Stanniocalcina em mamiferos

Em animais terrestres, nunca foram identificados CorpUsculos de Stannius ou qualquer
estrutura comparavel. Além disso, nesse grupo animal, o principal horménio responsével pelo controle
do célcio extracelular € o paratohorménio (PTH), cuja acdo € francamente hipercalcemiante, acdo
inversa a da STC1. Essa diferenca pode ser consequéncia do fato de que os animais terrestres
enfrentam com maior frequéncia situac6es de hipocalcemia, e ndo possuem a capacidade, em situacées
normais, de se tornarem espontaneamente hipercalcémicos. A concentracdo plasmatica de céalcio
nesses animais aumenta apenas transientemente apds a ingestdo de alimentos contendo calcio e, em
resposta a essa hipercalcemia pos-prandial, a calcitonina é secretada para facilitar a transferéncia de
Ca®* ao0s 0sso0s e, assim, diminuir a concentracdo de Ca?* plasmatica até niveis normais (ISHIBASHI
& IMALI, 2002). Por isso, por muito tempo foi assumido que o gene para a STC1 havia se perdido

durante a evolucéo.
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No entanto, no inicio dos anos 90, estudos utilizando a STC1 de peixe demostraram que 0
hormdnio possuia atividade bioldgica em células de mamiferos, e que as funcBes da STC1 no
metabolismo do calcio vistas em peixes foram mantidas em mamiferos (LAFEBER et al., 1989;
WAGNER et al., 1995; YOSHIKO et al., 1996). Esses dados estimularam a ideia de que poderia

existir de um ortélogo da STC1 em mamiferos.

A existéncia da STC1 em mamiferos foi confirmada quando dois grupos independentes
clonaram o cDNA da STC1 em camundongos e humanos (CHANG et al., 1995, 1996; OLSEN et al.,
1996). Dois anos apos a identificagdo da STC1 em mamiferos, estudos in silico baseados na busca de
homologos desse hormonio no programa BLASTn do NCBI (National Center for Biotechnology
Information) encontraram, em humanos, 0 cDNA para um segundo horménio relacionado, que foi
chamado de STC2 (CHANG & REDDEL, 1998; DIMATTIA et al., 1998; ISHIBASHI et al., 1998;
MOORE et al., 1999). A STC2, a partir disso, também foi encontrada em varias espécies de peixes
(LUO et al., 2005). A STC2 apresenta apenas 30% de identidade com a sequéncia de aminoacidos da
STC1 (Tabela 1); no entanto, todas as caracteristicas estruturais importantes, como os limites entre
éxons e introns, o local de glicosilacdo e a localizagdo dos residuos de cisteina, sdo conservados na
STC1 e STC2. Analises filogenéticas e gendmicas da estrutura dos genes mostram que a STC1 e a
STC2 podem ter derivado a partir de um gene ancestral comum (WAGNER & DIMATTIA, 2006).

Tabela 1 - Comparagéo dos dois homologos da stanniocalcina de mamiferos

STC1 STC2

Residuos de 247 302
aminoéacidos*
% ldentidade com a 53 34
STC de peixe*
Tamanho do mMRNA* 2 e 4kb 22e4,4kb
Ndmero de éxons* 4 4
Mapeamento

. 8p11.2-p21 5q35
cromossomico* P P g
Caracteristicas Repeticdes CAG, TATA box Nenhuma

gendmicas*
Osteoblastos, condrdcitos, células
de linhagem tumoral, mioblastos,

Localizacdo celular cardiomidcitos, células da teca
(ovario), rim, endotélio, neurdnios

Células a-pancreéticas, células de
linhagem tumoral

Alta [Ca”"] extracelular, isquemia,
Inducéo do gene hipertonicidade, lisofosfatidilcolina, Dieta rica em fosfato, 17p-estradiol
calcitriol, hipéxia, PMA, LH
Dieta pobre em fosfato, camundongos

Supressao do gene Desconhecido HYP, calcitriol

PMA, phorbol 12-myristato 13-acetato, LH, hormonio luteinizante. * Dados de humanos

FONTE: ISHIBASHI & IMAI (2002, p.F368)
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Devido a similaridade na sequéncia de amino&cidos e na conservagdo da posicao dos residuos
de cisteina entre a STC1 e a STC2, poderia ser assumido que os dois hormoénios apresentam as
mesmas funcbes. No entanto, a STC2 possui uma molécula aproximadamente 20% mais comprida que
a STC1, principalmente porque possui uma regido C-terminal, que é rica em histidinas, estendida em
relagdo & STC1. Além disso, estudos mostraram que a STC1 de mamifero inibe o transporte de Ca**
através das branquias nos peixes, enquanto a STC2 ndo apresenta nenhum efeito sobre este mecanismo
(WAGNER & DIMATTIA, 2006 - Fig. 6). Ainda mais importante é o fato de que, nos estudos feitos
até o momento, grande parte da STC1 foi localizada na mitocéndria (MCCUDDEN et al., 2002)
enguanto que a STC2 foi localizada no reticulo endoplasmatico e no complexo de Golgi em células
neurais de camundongos (ITO et al., 2004). Isso indica que existem diferencas fundamentais de funcédo
entre os dois horménios. Essa diferenca é apoiada pelo fato de que a STC2 ¢ incapaz de deslocar a
STC1 em ensaios de ligacdo ao receptor (LUO et al., 2004; MCCUDDEN et al., 2002).
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Figura 6 - Efeito comparativo da STC1 de peixe (Fish STC-1), da STC1 humana (hSTC-1) e da STC2
humana (hSTC-2) sobre o transporte de célcio através das branquias (GCAT) em peixes. Grupos de 10
trutas foram injetados com concentracfes crescentes de cada preparacdo (i.e. STC-1, hSTC-1 ou hSTC2) e o
grupo controle recebeu salina. Os peixes foram entdo colocados em aquéarios com &gua com *Ca?* para
determinar a atividade do transporte do “°Ca®* pelas branquias. Essa atividade de transporte em cada peixe
tratado com horménio foi expressa como o percentual dos controles injetados com salina.

FONTE: WAGNER & DIMATTIA (2006, p.774)
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Alguns estudos sugerem que a funcéo regulatéria da STC1 sobre o metabolismo do Ca®* e do
fosfato (P;) foi evolutivamente conservada de peixes a mamiferos. A STC1 de mamifero possui funcéo
na homeostase mineral assim como a STC1 dos peixes: ela age aumentando a reabsor¢éo de fosfato
nos rins de ratos (WAGNER et al., 1997) por meio de estimulagdo do transporte de fosfato no tabulo
proximal pelo co-transportador Na*-P; e age no aumento da excrecdo de célcio e absorcdo de fosfato
pelo intestinos de ratos e de porcos (MADSEN et al., 1998). No entanto, essas acfes da STC1 nédo

alteram os niveis de Ca’* e de P; sanguineos, sugerindo uma acao local desse horménio em mamiferos.

A hipétese de que a STC1 € um mediador local em mamiferos foi fortalecida pelo estudo que
demonstrou a presenca de MRNA da STC1 em osteoblastos e condrdcitos de ratos (YOSHIKO et al.,
2002). Além dessa acdo local, estudos ja reportaram que ocorre um aumento da expressao da STC1 em
células MDCK (Madin-Darby canine kidney) quando estas sdo submetidas a um meio hipertdnico e a
um meio com alta concentracdo de Ca?* (SAZONOVA et al., 2008; SHEIKH-HAMAD et al., 2000).
O aumento da expressdo da STC1 também ja foi encontrado por Turner e colaboradores (2010) em
rins de ratos que foram expostos a uma situacdo de privacdo de agua. A relacéo entre a STC1 e o Ca®*
intracelular foi estreitada em um estudo que demonstrou que o tratamento de culturas de
cardiomidcitos de ratos com STC1 cessou a contragdo por inibicdo das correntes de Ca®* através dos
canais do tipo L (SHEIKH-HAMAD et al., 2003). Por outro lado, existem poucas informacdes
disponiveis sobre a funcdo da STC2 na homeostase do Ca**/P; em mamiferos. Ja foram sugeridas
funcgdes bioldgicas complementares na regulacdo do transporte de fosfato pela STC1 e STC2, pois esta
dltima inibiu em 38% a atividade do co-transportador Na*-P; do tipo I, mais encontrado no tibulo
proximal (ISHIBASHI et al., 1998). No entanto, nenhum outro estudo reportou algum efeito da STC2

sobre o metabolismo do célcio em mamiferos.

Em mamiferos, os genes da STC1 e da STC2 sdo amplamente expressos, e a expressao de
cada um dos horménios se sobrepGe em alguns tecidos, 0 que sugere que elas podem formar um
heterodimero (ISHIBASHI & IMALI, 2002), como a ativina e a inibina. O gene da STC1 é expresso em
tecidos tdo diversos quanto o coragdo, os pulmdes, a tireoide, o figado, as glandulas adrenais, os rins, a
préstata e os ovarios, onde os niveis de expressdo da STC1 sao especialmente altos (CHANG et al.,
1995; VARGHESE et al., 1998). J& as mais altas expressdes da STC2 em mamiferos foram
encontradas no pancreas, no bago, nos rins e no musculo esquelético (DIMATTIA et al., 1998;
ISHIBASHI et al., 1998). Hoje em dia sabe-se que a STC1 e o seu paralogo STC2 sdo virtualmente
produzidos em todos os tecidos (YEUNG et al., 2012). De forma importante, em situaces fisiologicas
normais, tanto a STC1 quanto a STC2 ndo sdo encontradas na corrente sanguinea de mamiferos, e a
STC2 também ndo é encontrada na circulagcdo dos peixes. Esse fato, somado a comprovacdo da
existéncia do cDNA de STCs em diferentes tecidos de mamiferos, sugere que esses hormdnios agem

como fatores paracrinos ou autocrinos (DE NIU et al., 2000).
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A ideia de que as STC1 e STC2 possuem acdes paracrinas ou autdcrinas e ndo uma acéao
enddcrina como aquela vista nos peixes foi corroborada por achados que mostram o sequestro desses
hormdnios por organelas intracelulares. Em células que armazenam e liberam gordura, como 0s
adipocitos e as células esteroidogénicas, as goticulas de lipidio/colesterol (LSD - lipid storage
droplet) foram identificadas como um alvo subcelular da STC1 (LUO et al., 2004; PACIGA et al.,
2003 e 2004). Locais de ligacdo de alta afinidade para a STC1 também foram identificados nas
membranas mitocondriais de hepatdcitos e células de néfrons renais (MCCUDDEN et al., 2002). O
hormonio chega ao interior da mitocondria através de sitios de ligacdo de alta afinidade e/ou
receptores na membrana celular e nas membranas mitocondrias externa/interna que garantem o
sequestro da STC1 para a matriz interna da mitocondria. Uma terceira via, caracterizada em alvéolos
mamarios de lactantes, implica o sequestro da STC1 pelo nucleo (HASILO et al., 2005). Ja em estudos
de imunoflorescéncia, ITO e colaboradores (2004) demonstraram a co-localizagdo da STC2 com

marcadores do reticulo endoplasmatico e do complexo de Golgi.

Dado o amplo padréo de expressao das STC1 e da STC2 em mamiferos, é plausivel imaginar
que esses hormdnios também ampliaram suas funcbes nesse grupo animal. Esses hormdnios parecem
exercer, por exemplo, um papel importante no desenvolvimento embrionario. Ratos de linhagens
transgénicas que superexpressam STC1 e STC2 desde o inicio do desenvolvimento apresentam um
fenotipo ando e retardo no desenvolvimento (FILVAROFF et al., 2002; GAGLIARDI et al., 2005), o
gue sugere gque esses hormonios exercem efeitos negativos no desenvolvimento 6sseo, cartilaginoso e
muscular. Além desse efeito, durante o desenvolvimento embrionério, ja foram postulados possiveis
papéis para a STC1 na sinalizacdo mesequimal-epitelial durante o desenvolvimento urogenital
(STASKO & WAGNER, 2001b), na osteogénese (YOSHIKO et al., 2002), na formacdo e na
padronizacdo do esqueleto e articulagbes (STASKO & WAGNER, 2001a) e no desenvolvimento
6sseo e muscular (JIANG et al., 2000).

O padrdo de expressdo da STC1l é sexualmente dimoérfico durante o desenvolvimento
gestacional e pés-natal (STASKO & WAGNER, 2001b) e, esse dado, juntamente com o alto nivel de
expressao desse hormonio encontrado no ovario (VARGHESE et al., 1998), também levantou
questionamentos sobre o papel da STC1l na funcdo reprodutiva. Fémeas transgénicas que
superexpressam STC1 desde o inicio do desenvolvimento apresentam uma habilidade reprodutiva
severamente comprometida (VARGHESE et al., 2002). O estudo de FILVAROFF e colaboradores
(2002) também reportou que um fendtipo reprodutivo ndo foi observado nas fémeas transgénicas que
superexpressavam STC1, sugerindo que a exposicao a altos niveis de STC1 durante a embriogénese
pode levar & reducdo do potencial reprodutivo das fémeas. Notavelmente, os niveis de STC1, que

geralmente ndo sdo detectaveis na corrente sanguinea, o sdo durante a gestacdo (DEOL et al., 2000).
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Estudos sugerem que a STC1 também possui um papel importante no sistema nervoso. A
STC1 é expressa em neurbnios totalmente diferenciados no sistema nervoso central (SNC) (ZHANG
et al., 1998), e culturas de uma linhagem celular derivada de crista neural humana, chamada Paju,
expressam STC1 em condicGes hipercalcémicas (ZHANG et al., 2000). A expressdo da STC1 aumenta
em neurdnios de cérebros isquémicos de ratos e de humanos e em células de glioblastoma submetidas
a hipoxia (LAL et al., 2001), e a expressdo da STC1 no epitélio do plexo coroide também sugere que
esse horménio tenha um papel na regulacdo da concentragdo de célcio e de fosfato no fluido

cerebroespinal.

A quantidade crescente de informacdo sobre a expressao diferencial da STC1 e da STC2 em
diferentes tipos de tumores também demonstra um importante papel desses hormonios na
carcinogénese. Ja foi observado um aumento na expressdo da STC1, por exemplo, no cancer
colorretal, em carcinomas hepatocelulares, em cancer pulmonar de células pequenas, em tumores
ovarianos, em carcinomas de mama e em pacientes com leucemia. Uma expressdo aberrante da STC2
também ja foi estudada em vérias amostras de tumores cancerigenos humanos, como no cancer
gastrico, em neuroblastomas, no cancer de préstata resistente a castragdo, no cancer de mama, no retal,

no cancer de células escamosas do es6fago e em carcinomas de células renais (YEUNG et al., 2012).

Ainda em relagdo ao céancer, estudos clinico-patolégicos correlacionaram altos niveis de
expressdo da STC1 e da STC2 em diferentes tipos de cancer a um progndstico ruim. Pacientes com
certos tipos de tumores, diferentemente do que ocorre em uma situacéo fisioldgica padréo, apresentam
concentracdes detectaveis de STC1 na corrente sanguinea (ISHIBASHI & IMAI, 2002), e uma alta
expressdo da STC1 no sangue periférico foi relacionada a uma baixa taxa de sobrevivéncia
(TOHMIYA et al., 2004). Com base na expressdo génica diferencial e nos dados sobre prognostico, a
STC1 e a STC2 sdo consideradas marcadores moleculares em varios tipos e estagios de canceres.
Esses dados estimularam estudos que demonstram liga¢Ges regulatdrias e funcionais entre a expressdo
das STCs e fatores associados com a angiogénese; por exemplo, a expressdo da STCL seria estimulada
pelo fator de crescimento endotelial vascular (VEGF) (LIU et al., 2003), e a STC2 estimularia a
invasdo endotelial (LAW & WONG, 2010). As STC1 e STC2 também estimulariam a proliferagdo
celular e, consequentemente, o crescimento do tumor j& que tanto efeitos pro-apoptéticos quanto anti-
apoptaticos ja foram apresentados por esses hormonios (YEUNG et al., 2012). Por fim, as expressdes
da STC1 e da STC2 foram associadas com o desenvolvimento de duas condi¢cGes microambientais que
tém profundas consequéncias no crescimento tumoral, a hipdxia e o estresse do reticulo
endoplasmatico (ITO et al., 2004), e, assim, esses hormonios parecem possuir papel positivo na

migracdo e invasdo dos tumores.
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1.2.3. Ac0es das Stanniocalcinas sobre o Metabolismo Intermediario em Mamiferos

Nos ultimos anos, alguns resultados sobre a influéncia das STCs sobre o metabolismo
intermedidrio tém sido reportados. Filvaroff e colaboradores (2002) geraram camundongos
transgénicos que expressavam a STC1 humana sob o controle de um promotor musculo especifico, o
que faz com que eles apresentem altos niveis de STC1 no musculo esquelético. Esses animais
apresentaram um fendtipo desperdicador de energia, ou seja, apresentavam hiperfagia, 13,8% de
aumento no consumo de oxigénio, tolerancia a glicose aumentada e decréscimo significativo no peso
corporal. Os camundongos transgénicos também mostravam uma hipertrofia mitocondrial nos locais
de expressdao transgene, sem nenhum prejuizo a integridade dessas organelas. Como exposto
anteriormente, locais de ligagcdo de alta afinidade para a STC1 ja haviam sido identificados nas
membranas mitocondriais de hepatécitos e células dos néfrons renais, e 90% do horménio foram
localizados na matriz mitocondrial destas células (MCCUDDEN et al., 2002), demonstrando que essa

organela sequestra a STC1 para seu interior.

McCudden et al. (2002) demonstraram efeitos estimulatérios, que sdo concentragdo—
dependentes, da STC1 sobre a transferéncia de elétrons mitocondrial, sugerindo que a STC1 poderia
estar aumentando a sintese de ATP. Esses efeitos mitocondriais da STC1 estariam contribuindo para o
aumento de consumo de comida e de oxigénio visto nos camundongos transgénicos (FILVAROFF et
al., 2002). Trabalhos subsequentes com mitocondrias isoladas de figado e de mdsculo gastrocnémio de
ratos também obtiveram sucesso em demonstrar um aumento no consumo de oxigénio apds a
exposicdo a STC1; no entanto esse aumento foi detectado apenas no estado 3 da cadeia respiratoria e
ndo no estado 4 (ELLARD et al., 2007). Nesse mesmo trabalho, foi verificado que a incubacdo com
500nM de STC1 diminuiu significativamente a razdo ADP:O nas mitocondrias de ambos o0s tecidos,
sugerindo uma producdo menos eficiente de ATP na presenca do horménio, e também foi verificado
qgue os nucleotideos trifosfatos, ATP e GTP, reduzem significativamente a ligacdo da STC1 aos
receptores mitocondriais. Apesar dos resultados controversos, 0 aumento no consumo de oxigénio, em
conjunto com a estimulagdo da transferéncia de elétrons mitocondrial, demonstra o papel da STC1 na
fosforilacdo oxidativa (ELLARD et al., 2007; MCCUDDEN et al., 2002). Todos esses resultados
evidenciam a importancia da STC1 na regulacdo do metabolismo celular.

A STCL1 parece possuir um papel importante também no metabolismo de lipidios. Uma acéo
enddcrina/exdcrina dindmica desse horménio ja foi constatada durante a gestacdo e o periodo pos-
natal. Nesse periodo, a concentracdo plasmatica de STC1 é detectavel e as glandulas mamarias sdo um
dos o6rgéos alvo dessa STC1 circulante, sendo, inclusive, esse horménio encontrado no leite materno

(HASILO et al., 2005). Quando os niveis de STC1 no soro de camundongos fémeas que estdo lactando
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sdo diminuidos através de imunizacdo passiva, ocorre redugdo marcante no peso corporal e na
absorcdo de lipidios pelo trato gastrointestinal de seus filhotes (ZAIDI et al., 2006). Esse resultado
sugere que, durante o processo de crescimento, a STC1 pode ter importantes funcdes no intestino, ndo

sO regulando o metabolismo do célcio/fosfato, mas também a absorcéo de gorduras.

Ainda em relacdo ao metabolismo de lipidios, 0 mMRNA da STC1 e os receptores para 0
hormdnio ja foram detectados em adipdcitos (SERLACHIUS & ANDERSSON, 2004), assim como
variantes da STC, chamados de bigSTCs, também ja foram encontradas nessas células (PACIGA et
al., 2005). Serlachius e Andersson (2004) observaram um aumento na expressdo da STCL1 nos
adipdcitos que estdo no estagio final de maturacdo e esses autores relacionaram a presenca da STC1
com a resisténcia dos adipécitos a apoptose. Além disso, 0 horménio STC1 parece estimular a
lipogénese no tecido hepatico e muscular de ratos (GONCALVES, 2012). Esses resultados sugerem o

envolvimento da STC1 com a homeostase do tecido adiposo.

Resultados preliminares do nosso laboratério também demonstram um efeito das STCs no
metabolismo da glicose. A STC1 diminuiu a capacidade gliconeogénica a partir de glutamina na
porcao externa da medula renal de ratos, regido que compreende o tubulo contorcido proximal, cuja
alta concentracdo de MRNA da STCL1 ja havia sido demonstrada por Turner e colaboradores (2010).
Esse horménio também diminuiu a atividade da enzima fosfoenolpiruvato carboxicinase (PEPCK) na
porc¢do externa da medula renal dos ratos, e diminuiu a expressao da isoforma mitocondrial (pck2) da
PEPCK nesse segmento. No entanto, a STC1 aumentou significativamente os niveis de mRNA da
isoforma citosdlica (pckl) da PEPCK na medula renal de ratos. A STC1 também diminuiu a
incorporagio de “*C-glicose em *CO, no figado de ratos, e diminuiu a atividade enzimética da
piruvato cinase (PK) no muasculo gastrocnémio (GONGCALVES, 2012). Esses resultados,

coletivamente, sugerem o envolvimento da STC1 na regulagdo da homeostase da glicose em ratos.

Estudos sobre uma possivel influéncia da STC2 no metabolismo intermediério ainda sdo
escassos. No entanto, de maneira muito importante, estudos imuno-histoquimicos revelaram que a
STC2 é expressa nas células-o das ilhotas pancreaticas e que, nestas células, o horménio esta co-
localizado com as células secretoras de glucagon (MOORE et al., 1999). Esse resultado esta de acordo
com os altos niveis de expressdo do mRNA da STC2 encontrado no pancreas (ISHIBASHI et al.,
1998). Outro trabalho mostra que a STC2, na dose de 10ng/mL, diminuiu a incorporacdo de **C-
glicose em **CO, no musculo gastrocnémio de ratos, mas aumentou a atividade da enzima PK no
figado e no masculo dos mesmos (GONCALVES, 2012). Esse resultado sugere que a STC2 também

possui um papel na homeostase da glicose.

O figado e o masculo esquelético ja foram apontados como alvos das STC1 e STC2. Em 2002,

McCudden e colaboradores utilizaram a proteina STC1 fusionada a fosfatase alcalina (STC1-AP) para
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demonstrar a existéncia de receptores para este hormoénio em diferentes tecidos. Os autores
constataram, in situ, ligacdo de alta afinidade de STC1-AP na superficie celular do figado. Além disso,
embora os niveis de mMRNA de STC1 sejam relativamente baixos no musculo esquelético, foi
observado que, apds a inje¢do de STC1 humana marcada radioativamente, um acimulo da STC1 €
percebido no masculo, indicando a presenca de sitios de ligacdo ao hormdnio (DE NIU et al., 2000).
Como o musculo corresponde a mais de 50% do pool total de amino&cidos livres do corpo, e o figado
é o repositério das enzimas do ciclo da ureia, que sdo necessarias para a disponibilidade do nitrogénio
dos aminoacidos, espera-se que esses dois 6rgdos tenham um papel principal na determinacdo dos
niveis circulantes e no turnover dos aminoacidos (FELIG, 1975). Considerando que, apesar da
existéncia de evidéncias sobre a influéncia das STC1 e STC2 sobre o metabolismo de mamiferos,
ainda ndo existem estudos que abordem, especificamente, os efeitos desses horménios sobre o
metabolismo de aminoacidos e proteinas, o presente trabalho se propde a investigar essa lacuna

existente no conhecimento sobre as STCs.
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2. OBJETIVO GERAL

O objetivo dessa dissertacdo foi estudar, in vitro, o efeito de diferentes doses dos hormdnios
STC1 e STC2 humanos (hSTC1 e hSTC2) sobre o metabolismo de aminoacidos em tecidos de ratos

com o proposito de demonstrar os efeitos metabolicos destes horménios.

2.1. Objetivos especificos

Determinar, no figado e no masculo gastrocnémio de ratos, os efeitos da STC1 e STC2

humana (doses de 0,01ng/mL, 0,1ng/mL e 10ng/mL) sobre a:

a) captacdo dos analogos de aminoécidos &cido 2-(metilamino)isobutirico (**C-MeAIB) e &cido
2-aminoisobutirico (**C-AlB);

b) oxidacdo dos aminoécidos “C-alanina e “C-leucina;

c) atividade da enzima malato desidrogenase (MDH) mitocondrial,

d) formagéo de “*C-glicose a partir do aminoécido alanina;

e) sintese de “*C-glicogénio a partir do aminoécido alanina;

f) sintese de **C-lipidios totais a partir do aminoacido alanina;

g) sintese de *C-proteinas a partir dos aminoacidos alanina e leucina;

h) atividade da bomba Na*/K*-ATPase.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. Animais

Para a realizacdo do objetivo acima proposto, foram utilizados quarenta e oito ratos Wistar
machos (Rattus norvegicus) pesando aproximadamente 300 + 50g. Esses animais foram obtidos no
CREAL (Centro de Reproducdo e Experimentacdo de Animais em Laboratério) do Instituto de
Ciéncias Bésicas da Saude (ICBS) da Universidade do Rio Grande do Sul (UFRGS).

Apos a retirada dos animais do CREAL, os mesmos foram mantidos em ambiente com
temperatura controlada de 21°C e ciclo de 12h claro/12h escuro. Os ratos foram mantidos em caixas
contendo quatro animais por caixa, recebendo agua e alimento ad libitum até 0 momento da execucdo

de cada procedimento experimental.

Os procedimentos experimentais aos quais 0s animais foram submetidos obedeceram as
normas estabelecidas pelo Colégio Brasileiro de Experimentacdo Animal (COBEA), e o projeto foi
aprovado pelo Comité de Etica no Uso de Animais da UFRGS (n° 20358).

3.2. Procedimentos Experimentais

Os animais utilizados foram mortos por decapitacdo em guilhotina, procedimento realizado
sempre no inicio da manh e cujo grau de severidade é sem recuperacéo. Apos a decapitacao, o figado
e 0 musculo gastrocnémio de ambas as patas foram rapidamente excisados de todos os animais. Esses
tecidos foram fatiados, em pedacos de aproximadamente 3mm feitos com lamina de aco, sobre placas
de Petri umedecidas com tampdo Krebs-Henseleit Bicarbonato (KHB) (NaCl 118mM, KCI 4,8mM,
CaCl, 1,3mM, KH,PO,4 1,2mM, MgSO,4 1,2mM e NaHCO; 24,8mM pH 7,4) gelado. E importante
salientar que, no presente trabalho, as fracdes do gastrocnémio incubadas possuiam tanto fibras

brancas quanto vermelhas juntas.



42

Antes da realizacdo de todas as técnicas experimentais utilizadas no presente trabalho, os
tecidos fatiados foram adicionados a tubos contendo 1mL de KHB com 1% de albumina sérica bovina
(BSA), pH 7,4, e esses tubos foram aerados com gas carbogénio (O,:CO,, 95:5%, v/v) durante 30
segundos para a substituicdo da fase gasosa. Esses tecidos passavam, entdo, por uma pré-incubacao em

banho metabdlico tipo Dubnoff a 37°C durante 15 minutos sob agitacéo constante.

Apo6s o periodo de pré-incubagdo, os tecidos provenientes de um mesmo animal foram
divididos em sete grupos: um grupo controle, que foi incubado sem a presenca de nenhum horménio
exogeno; trés grupos que foram incubados com a STC1 humana nas doses de 0,01ng/mL, 0,1ng/mL e
10ng/mL; e trés grupos que foram incubados com a STC2 humana nas doses de 0,01ng/mL, 0,1ng/mL
e 10ng/mL (Recombinant Human STC1 and STC2, HEK 293 cell line, RayBiotech Inc. USA). As

doses foram determinadas segundo trabalho de De Niu et al. (2000).

3.3. Captacao de Aminoacidos

Para acessar os efeitos das diferentes doses de STC1 e de STC2 sobre a captacdo do acido 2-
(metilamino) isobutirico (**C-MeAIB) e do acido 2-aminoisobutirico (**C-AIB), que sio analogos nao-
metabolizaveis para 0 modelo de transporte de aminodcidos A e A mais ASC, respectivamente, 0s
tecidos, aproximadamente 300mg de musculo ou de figado previamente pré-incubados, foram
inseridos em tubos contendo 1mL de KHB 1% BSA, 0,2uCi de 14Cc-MeAIB (Du Pont — 2.1GBg/mmol,
56mCi/mmol) por tubo ou 0,2uCi de “C-AIB (Amersham International — 2.22GBg/mmol,
60mCi/mmol) por tubo e as diferentes concentragdes (0,01ng/mL; 0,1ng/mL e 10ng/mL) de STCl e
de STC2.

Apos a adicdo dos tecidos ao meio de incubacéo, foi realizada a substituicdo da fase gasosa
por carbogénio (O,:CO,, na proporcao 95:5%, v/v) e a incubacdo a 37°C em banho metabdlico do tipo
Dubnoff por 60 minutos. Ao final do tempo de incubacgdo, os tubos foram imediatamente imersos em
recipiente com gelo para interromper a reacéo de captagdo do *“C-MeAlIB e do *C-AIB. As amostras
foram removidas do meio de incubacdo, lavadas em solu¢cdo KHB gelada com o objetivo de retirar o
excesso de radioatividade adsorvida ao tecido, secas em papel filtro e colocadas em frascos com tampa

rosca contendo 1mL de &gua destilada.
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Estes frascos foram congelados e fervidos alternadamente por trés vezes para romper as
células e liberar contetdo captado pelo tecido hepatico e muscular. O contetdo liberado foi
considerado o meio interno e 0 meio de incubagdo, o externo. Aliquotas de 100uL do meio interno e
do meio externo foram, entdo, colocadas em 2,5mL de liquido de cintilagdo (Tolueno -Triton X100
(2:1) — PPO 4% e POPOP 0,01%) para medida de radioatividade em espectofotdmetro de cintilagdo
liquida LKB-Wallac.

Os resultados da captacdo foram expressos pela medida da radioatividade contida no meio
interno (aminoacidos captados pelo tecido) e no meio externo (meio de incubacdo) (T/M razdo entre
dpm/mL de meio interno e dpm/mL de meio externo), conforme descrito por Machado e
colaboradores (1991).

3.4. Oxidacao de Aminoacidos

Para determinar se 0os hormdnios STC1 e STC2 afetavam a oxidagdo dos aminoacidos alanina
e leucina, os tecidos hepético e muscular, previamente fatiados e pré-incubados, foram colocados em
vidros com tampa de borracha que continham 1mL de solu¢cdo KHB 1% BSA pH 7,4 acrescido de: 1)
0,15uCi de L-[U-"*C]Alanina (Amersham International - 5.85GBg/mmol, 158 mCi/mmol), 10mM de
L-Alanina (Merck) e as duas isoformas de STC nas doses de 0,01; 0,1 e 10ng/mL; ou 2) 0,15uCi de L-
[U-**C]Leucina (Amersham International — 11.7GBg/mmol, 315mCi/mmol), 10mM de L-Leucina
(Merck) e a STC1 ou STC2 nas doses de 0,01; 0,1 e 10ng/mL. Vidros em formato de “J” com um
po¢o que continha uma tira de papel 3MM Whatman foram fixados as tampas de borracha e

permaneciam dentro do frasco durante o periodo de incubacdo sem encostar na solugdo de KHB.

Os tecidos adicionados aos vidros foram aerados com carbogénio (O,:CO,, na propor¢ao
95:5%, v/v) por 30 segundos e as tampas foram fechadas e vedadas com parafilme. A incubacdo
ocorreu em banho metabolico tipo Dubnoff a 37°C com agitacdo constante por 120 minutos. Apds esse
periodo, a reacdo de oxidacao foi interrompida com a administracdo de uma injecéo, através da tampa
de borracha, de 0,25mL de TCA 50% ao meio de incubaco, e, nos pocos, foram injetados 0,25mL de
NaOH 2M (TORRES et al., 2001).

Os tubos foram, entfio, deixados & temperatura ambiente por 24 horas para que o *CO,

formado fosse captado pelo papel 3MM Whatman. Apos este periodo, os vidros em formato de “J”
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foram retirados e inseridos em frascos de contagem com 2,5mL de liquido de cintilagdo (Tolueno -
Triton X100 (2:1) — PPO 4% e POPOP 0,01%). Esses frascos foram levados a um contador LKB-
Wallac, para determinar a formagdo do **CO, Os resultados foram expressos em pmoles de **C-

alanina ou **C-leucina incorporados em **CO, por grama de tecido por hora.

3.5. Atividade Enzimética da Enzima Malato Desidrogenase (MDH) (E.C.1.1.1.37)

A acdo dos hormbnios STC1 e STC2 sobre a atividade da enzima malato desidrogenase foi
avaliada incubando-se o tecido hepético, ap6s o periodo de pré-incubacao, durante 60 minutos a 37°C
em 1mL de solugdo KHB 1% BSA acrescida do horménio STC1 ou STC2 nas doses de 0,01ng/mL;
0,1ng/mL ou 10ng/mL.

a) Separacdo da Fragdo Mitocondrial

As mitocondrias presentes nos tecidos incubados foram isoladas pelo método de centrifugacao
diferencial. Para isso, os tecidos foram homogeneizados em um meio para isolamento (0,07M de
sacarose, 5mM de Tris, 1ImM de EDTA e 0,5mg/mL de BSA; pH 7,4) utilizando um homogeneizador
de Teflon tipo Potter — Elvejhem. O homogenado foi centrifugado a 600 x g, a 4°C por 10 minutos
(Du Pont Instruments - Sorvall RC-5B) para separar as matérias insolUveis. O sobrenadante resultante
foi centrifugado a 10.000 x g por 10 minutos a 4°C, e o precipitado dessa centrifugacdo, que contém a
fracdo mitocondrial da amostra, foi suspenso em tampéo contendo 0,07M de sacarose e 5mM de Tris
e, depois, utilizado para a determinacdo das proteinas totais da amostra (BRADFORD, 1976) e da

atividade enzimética da MDH.
b) Determinacdo da Atividade Enzimatica

A atividade da enzima MDH foi determinada segundo método descrito por Ochoa (1955).
Esse método é baseado na reacdo de interconversdao do oxaloacetato a L-malato utilizando NADH

€COMoO Sua coenzima:
L-Malato + NAD" « Oxaloacetato + NADH + H*

A velocidade da reacdo é determinada pela medida do decaimento da absorbancia em 340nm

resultante da oxidacdo do NADH. Portanto, utilizou-se como meio de reacdo 2,75mL de Tampédo
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Fosfato (0,1M pH 7,4), 100uL de NADH (3,74mM, dissolvido no Tamp&o Fosfato) e 100uL de Acido
Oxaloacético (6mM, dissolvido no Tampao Fosfato) que foram pipetados em uma cubeta de quartzo.
Essa cubeta foi incubada no espectrofotémetro (PG Instruments T-60 UV-Visible Spectrophotometer)
por 3 minutos para alcancar o equilibrio da temperatura em 25°C e estabelecer o branco. Entdo, 50uL
do homogenado, que contétm a MDH, foi adicionado a cubeta, e o decaimento da absorbancia foi

monitorado a cada 15 segundos por um periodo de tempo de 2 minutos.

A atividade especifica da MDH foi expressa em Unidades de MDH por miligrama de proteina
(U/mg), considerando-se que uma unidade da enzima é definida como a concentragdo de MDH que

causa um decaimento na densidade 6ptica de 0,01 por minuto sob as condi¢des acima especificadas.

3.6. Formacao de Glicose a partir de Alanina

Para determinar os efeitos da STC1 e da STC2 sobre a via da gliconeogénese a partir do
aminoacido alanina, o figado fatiado, ap6s sofrer a pré-incubacdo, foi colocado em tubos plasticos
contendo 0,15uCi de L-[U-**C]Alanina (Amersham International, 5.85GBg/mmol, 158 mCi/mmol)
por tubo, 5mM de L-Alanina (Merck) mais as doses de 0,01; 0,1 e 10ng/mL de STC1 ou STC2 e 1mL
de solucdo KHB gelada. Esses tubos foram aerados com carbogénio (O,:CO,, 95:5% v/v), e passaram

por uma incubagdo de 120 minutos em banho metabdlico, a 37°C, sob agitacdo constante.

Terminado o periodo de incubacdo, os tecidos foram separados do meio de incubagdo. Os
meios de incubacdo foram primeiramente centrifugados a 4000 rpm por 2 minutos (Centrifuga
Eppendorf 5415C) e, entdo, a uma aliquota de 300pL do sobrenadante, foram adicionados 75uL de
Hidroxido de Bério [Ba(OH,)] saturado e 75uL de Sulfato de Zinco (ZnSO,4) 2%. As amostras foram
novamente centrifugadas a 3000 rpm por 10 minutos e o sobrenadante resultante foi utilizado para a

verificacdo da *C-Glicose formada pela técnica de cromatografia em camada delgada.

Essa técnica inicia com a pipetagem de 10uL das amostras em cromatofolhas de silica (Merck
— TLC Silica gel 60) juntamente com 20uL de um padréo de glicose (100mg/100mL). Essas placas
foram inseridas em uma cuba de vidro preenchida com 200mL da solucdo carreadora (N-Butanol:
Alcool Etilico 95%: Acido Acético 5,4% - 100:63,2:36,8), e esperou-se em torno de 30 minutos para
que a fase liquida migrasse até o fim da placa de silica. As placas foram retiradas da cuba e, depois de

secas, foram borrifadas com solucdo reveladora (Acido Sulfdrico Concentrado: 4-
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Methoxybenzaldeido: Alcool Etilico 95% - 1:1:18) que, depois de um periodo de 20 minutos a 50°C

em estufa, revelou as manchas de glicose existentes na placa.

As manchas foram recortadas da placa e os pedacos de placa de silica com a *C-Glicose
foram colocados em tubos para contagem com 2,5mL de liquido de cintilagcdo (Tolueno-Triton X-100
2:1 + PPO 0,4% + POPOP 0,01%) para a determinacéo da radioatividade. Esses tubos foram mantidos
24 horas sob refrigeracdo, e, entdo, procedeu-se a contagem das amostras em espectrometro de
cintilagdo liquida LKB-Wallac. Os resultados foram expressos em pmoles de **C-Glicose formada por

grama de tecido por hora de incubaco.

3.7. Incorporacédo de Alanina em Glicogénio

A determinacdo da sintese de glicogénio a partir do aminoacido alanina foi realizada
utilizando-se aproximadamente 300mg de figado que, apds a pré-incubacdo, foram adicionadas a
frascos contendo 1mL de KHB 1% BSA pH 7,4, acrescido de 0,15uCi de L-[U-'*C]Alanina
(Amersham International, 5.85GBg/mmol, 158mCi/mmol) e 5mM de L-Alanina (Merck) na presenca
das isoformas das STC1 ou STC2 (0,01; 0,1 e 10 ng/ml). A seguir, foi realizada a substituicdo da fase
gasosa por carbogénio (0,:CO,, 95:5%, Vv/V), e, entdo, os tubos foram incubados em banho metabdlico

tipo Dubnoff por 120 minutos a 37°C sob agitacdo constante.

Apos o tempo de incubacdo, as reacdes metabolicas foram interrompidas em banho de gelo e
os tecidos foram lavados em KHB gelado, secos em papel filtro, colocados em tubos contendo 200uL
de Hidroxido de Potéassio (KOH) 0,5M e incubados a 80°C durante 60 minutos. Depois dessa
incubacéo, foi adicionado as amostras Etanol 99°G.L. que, ap6s uma fervura a 65°C por 10 minutos,

seguida de um banho de gelo, levou a precipitacdo do glicogénio.

Os tubos foram entdo centrifugados por 10 minutos a 2000 rpm (Centrifuga Eppendorf
5415C), e o precipitado resultante recebeu 1mL de Etanol 70%. Esse procedimento foi repetido por
trés vezes, e o Ultimo precipitado restante foi dissolvido em 200uL de agua Milli-Q. Essas amostras
foram colocadas em frascos de contagem contendo 2,5mL de liquido de cintilagdo (Tolueno - Triton
X100 2:1 — PPO 0,4% e POPOP 0,01%) para a determinacdo do **C-glicogénio formado em
espectrometro de cintilagdo liquida LKB-Wallac. Os resultados foram expressos em pg de **C-Alanina

incorporados em glicogénio por grama de tecido por tempo de incubacéo.
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3.8. Incorporacgdo de Alanina em Lipidios

Para determinar os efeitos da STC1 e STC2 sobre a sintese de lipidios a partir do aminoacido
alanina, o figado fatiado (aproximadamente 300mg), ap6s sofrer a pré-incubacdo, foi colocado em
tubos plésticos contendo 0,15uCi de L[U-*C]Alanina (Amersham International, 5.85GBg/mmol, 158
mCi/mmol) por tubo, 5mM de L-Alanina (Merck), as doses de 0,01; 0,1 e 10ng/mL de STC1 e STC2 e
1mL de solucdo KHB gelada. Esses tubos foram aerados com carbogénio (O,:CO,, 95:5% v/v) e
passaram por uma incubacdo de 60 minutos em banho metabdlico tipo Dubnoff, a 37°C, sob agitacédo

constante.

Ao final do tempo de incubacéo, os tubos foram imediatamente imersos em recipiente com
gelo para interromper a reacdo de sintese de lipidios. Os tecidos foram lavados em solucdo KHB
gelada, pH 7,4, secos em papel filtro, e, entdo, homogeneizados em solugdo de cloroférmio-metanol
(2:1; v/v) com o intuito de extrair os lipidios (FOLCH et al., 1957). O homogeneizado resultante
recebeu 1mL de solucdo salina (NaCl 0,9%), sofreu uma centrifugacdo de 10 minutos a 377 X @

(Centrifuga MTD llI Plus) e a fase inferior foi transferida para frascos de cintilacéo.

Apo6s a evaporacdo do cloroférmio, os **C-lipidios foram dissolvidos em 5mL do coquetel de
cintilagdo (Tolueno -Triton X100 (2:1) — PPO 4% e POPOP 0,01%), e a radioatividade foi contada em
espectrometro de cintilagio liquida LKB-Wallac. Os resultados foram expressos como pmoles de *C-

Alanina incorporados em*C-lipidos totais por grama de tecido por hora de incubag&o.

3.9. Incorporacéo de Aminoacidos em Proteinas

O efeito das diferentes doses de STC1 e de STC2 sobre a sintese de proteinas foi determinado
segundo método descrito por Richardson e colaboradores (1997). Ap6s o periodo de pré-incubacéo, as
amostras dos tecidos hepatico e muscular (100mg) foram colocadas em tubos contendo 1mL de
solucdo KHB 1% BSA gelada acrescida de: 1) 0,15uCi de L-[U-"*C]Alanina (Amersham International
- 5.85GBg/mmol, 158mCi/mmol), 5mM de L-Alanina (Merck), 1mM de Fluoreto de
Fenilmetilsulfonil (PMSF) e as concentra¢bes de 0,01; 0,1 e 10ng/mL das STC1 e STC2; ou 2)
0,15uCi de L-[U-"*C]Leucina (Amersham International — 11.7GBg/mmol, 315mCi/mmol), 5mM de L-
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Leucina (Merck), 1ImM de PMSF mais a STC1 ou a STC2 nas concentragdes de 0,01; 0,1 e 10ng/mL.
Esses tubos foram aerados com carbogénio (O,:CO,, 95:5% v/v), as tampas foram fechadas e vedadas

com parafilme, e, entdo, foi realizada uma incubacg&o por 180 minutos, a 37°C com agitacdo constante.

Ao término do tempo de incubacdo, as reacfes teciduais foram interrompidas em banho de
gelo. Para a retirada do excesso de radioatividade dos tecidos, as amostras foram lavadas com solucéo
KHB pH 7,4 gelada, apos foram secas em papel filtro e colocadas em frascos contendo 0,5mL de agua
destilada. Esses tecidos foram submetidos a homogeneizacdo com um macerador de tecidos (Omni
Mixer), sendo, entdo, 0 homogeneizado utilizado para determinar a incorporacdo da alanina ou da

leucina em proteinas.

Para a quantificacio das “*C-proteinas sintetizadas, 200uL das amostras foram aplicados em
guadrados de 2 x 2cm de papel Whatman 3MM. Apos a secagem das amostras, os papeis foram
incubados em Acido Tricloroacético (TCA) 10% por 10 minutos, para que 0corresse a precipitacio
das *C-proteinas. Posteriormente, os papéis foram lavados em alcool 95% e, em seguida, em éter,
para eliminar os lipidios. Quando ja estavam secos, 0s papéis foram submersos em 10mL de liquido de
cintilagcdo (Tolueno -Triton X100 (2:1) — PPO 4% e POPOP 0,01%) e a radioatividade quantificada em
contador LKB-Wallac. Os resultados foram expressos em pmoles de L-[U-**C]Alanina ou de L-[U-

Y“C]Leucina incorporada em proteinas por grama de tecido por hora.

3.10. Atividade da Bomba Na'/K*-ATPase

Com o objetivo de avaliar os efeitos da STC1 e da STC2 sobre a atividade da bomba Na*/K*-
ATPase, as fatias de figado, ap6s a pré-incubacdo, foram primeiramente secas em papel filtro e, apos,
colocadas em tubos de plastico contendo 1mL de solugdo KHB 1% BSA acrescida do horménio STC1
ou STC2 nas doses de 0,01ng/mL; 0,1ng/mL ou 10ng/mL e de 0,1mM de PMSF. Esses tubos foram
aerados com carbogénio (0,:CO,, na proporcdo 95:5%, v/v) e incubados durante 60 minutos a 37°C

em banho metabdlico.
a) Preparacdo das Membranas Plasmaticas

Apos a incubacdo com os hormdnios, as amostras de figado foram homogeneizadas em
Tampdo de Homogeneizagdo gelado (100mM de Tris, 5mM de EDTA, 250mM de sacarose e 1mM de
PMSF), pH 7,4, utilizando um homogeneizador de Teflon tipo Potter — Elvejhem. Esses
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homogeneizados foram centrifugados, primeiramente, a 1.000 x g, a 4°C por 10 minutos em uma
centrifuga refrigerada (Du Pont Instruments - Sorvall RC-5B). O sobrenadante resultante foi
centrifugado a 40.000 x g por 25 minutos a 4°C, e o precipitado dessa segunda centrifugagéo foi
lavado duas vezes em Tampéo de Homogeneizagao. Por fim, o precipitado foi ressuspenso em 0,5mL
de Tampdo de Homogeneizacdo e armazenado a -20°C, por uma semana, até 0s ensaios de
determinagdo da atividade da Na*/K*-ATPase e da determinagdo das proteinas via método de Bradford
(1976).

b) Ensaio da Enzima Na'/K*-ATPase

A determinacdo da atividade da enzima Na'/K'-ATPase foi realizada segundo o método
descrito por Esmann (1988). A atividade maxima dessa enzima foi determinada pela diferenca de
producdo de fosfato entre uma reacédo realizada em 180uL de Meio de Incubacdo (50mM de Tris-base,
80mM de NaCl, 5mM de MgCl,, 10mM de KCI e 5mM de EGTA, pH 7,4) contendo 30mM de
ouabaina, inibidor especifico dessa enzima, e a uma reacdo em presenca do mesmo Meio de Incubacdo
porém sem ouabaina. Para isso, 0s tubos contendo esses Meios de Incubacdo acrescidos de 60uL da
amostra foram pré-incubados por 5 minutos a 30°C. Passado esse tempo, a reacdo foi iniciada
adicionando, nos tubos contendo ambas as solucdes, 20uL de ATP 30mM, e, entdo, 0s mesmos foram
mantidos em banho metabolico a 30°C durante 30 minutos. Apos esse periodo, foram adicionados aos
tecidos 200uL de TCA 10% com o objetivo de parar a reacdo enzimatica, e as amostras foram

mantidas em gelo até a determinacéo do fosfato liberado durante a reag&o.
c) Dosagem de Fosfato Inorganico

Para a determinacdo do fosfato inorganico (P;) produzido a partir da atividade da Na'/K"-
ATPase, foi utilizado o método de Chan e colaboradores (1986). As amostras resultantes do ensaio
enzimatico (40uL) foram adicionadas & 360uL de &gua MilliQ e & 1mL de Solucdo de Verde de
Malaquita (Verde de Malaquita, Agua MilliQ, Molibdato de Aménio e Alcool Polivinilico - 2:2:1:1,
viv). Ap6s 10 minutos, foram realizadas as leituras das absorbancias (630nm) das amostras em
espectrofotdmetro (PG Instruments T-60 UV-Visible Spectrophotometer), e a concentracdo de P; para
cada amostra foi calculada através da equacdo da reta dada pela curva padrdo de Fosfato de Potéssio
Dibasico (K,HPO, - 200nM). Os valores finais da atividade da bomba de Na'/K* ATPase foram

expressos em nmoles de fosfato inorganico por miligrama de proteina por minuto.



50

3.11. Anélise Bioquimica

As proteinas foram quantificadas pelo método de Bradford (BRADFORD, 1976) que utiliza
como padrdo uma solucdo de albumina bovina (BSA) na concentracdo de 1mg/mL. A medida foi
efetuada em espectrofotébmetro (PG Instruments — T60 UV-Visible Spectrophotometer) a 595nm e os

resultados expressos em miligramas de proteina por mililitro de amostra.

3.12. Analise Estatistica

O célculo do ndmero minimo de animais (n) foi baseado na técnica da Captacdo do *C-
MeAIB (nmol/g), no Computer Programs for Epedemiologists (WIN PEPI — versdo 9.1), utilizando-se
dados de estudo prévio (GUMA et al., 1992). Foi estabelecido um nivel de significancia de 0,05, poder
estatistico de 95%, erro aceitavel de 10% e perda esperada de 10%. Assim, chegou-se a um nimero
amostral de 16 animais por grupo (3 grupos: Controle, Stanniocalcina 1 humana e Stanniocalcina 2

humana), 48 animais no total.

Com base nos resultados das analises, foram calculadas as médias e os erros padrdes da média
para cada um dos grupos estudados. Para a comparacéao entre os grupos, foi aplicado o teste de analise
de variancia (ANOVA) de duas vias, complementado com a analise Post-Hoc de Bonferroni, ambos
realizados no software SPSS (IBM SPSS Statistics 19). As diferencas foram consideradas

significativas quando a analise estatistica apresentou p<0,05.

3.13. Protec¢do ao Pesquisador

Durante a execucao das técnicas constantes no presente trabalho, os pesquisadores envolvidos

usaram luvas de procedimento cirlrgico e aventais para sua propria protecdo. Quando necessario,
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também foram utilizados mascara e Oculos de protegdo. Além destes cuidados, a preparacdo das
solucbes ocorreu dentro da capela de exaustdo. O descarte dos residuos ndo-txicos ocorreu no sistema
de esgoto comum, e os demais residuos foram encaminhados para o Centro de Gestdo e Tratamento de

Residuos Quimicos da UFRGS para procedimento correto de eliminacao.

O Laboratorio de Metabolismo e Endocrinologia Comparada (LaMEC), onde foi realizado o
presente estudo, possui autorizagcdo para manipulagdo de radioisotopos, e o0s residuos foram

descartados segundo as normas da Comissdo Nacional de Energia Nuclear (CNEN).

3.14. Tratamento de Residuos

Os residuos de amostras bioldgicas foram congelados a -20°C até o recolhimento. Luvas e
demais materiais que continham residuos biol6gicos, bem como materiais perfurocortantes, foram
devidamente separados, embalados, identificados e, apés, recolhidos. As carcacas dos animais foram

congeladas e entregues ao biotério para eliminacdo adequada.
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4. RESULTADOS

4.1. Agdes da STC1 e da STC2 sobre o figado de Rattus norvegicus

4.1.1. Estudo in vitro da acdo de diferentes doses de STC1 e de STC2 sobre a captacio de **C-
MeAlB

Apbs a incubacdo na presenca de diferentes doses do horménio STC1, a captacdo de **C-
MeAIB pelo figado diminuiu significativamente em relagdo ao grupo Controle nas doses de 0,1ng/mL
e 10ng/mL (Fig. 7), F(3, 45) = 4,85, p < 0,05. J& as diferentes doses da STC2 ndo alteraram
significativamente a captacdo do “*C-MeAIB no figado (F (3, 45) = 2,03, p = 0,122) em relagéo a0
grupo Controle (Fig. 7). Além disso, no tecido hepético, ndo foi constatada diferenca significativa na
captagio do **C-MeAIB entre os grupos incubados com a STC1 e a STC2 (F (1,45) = 2,675, p =
0,109).
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Figura 7 - Efeito de diferentes doses de STC1 e de STC2 (0,01ng/mL, 0,1ng/mL e 10ng/mL) sobre a captacdo
de “C-MeAIB no figado de ratos. Resultados expressos na relagdo tecido/meio, n=4-11 animais. As colunas e
barras representam, respectivamente, as médias e erro padrdo da média. Dentro de cada histograma (horménio),
letras diferentes representam diferenca significativa entre as doses (p<0,05).
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4.1.2. Estudo in vitro da acdo de diferentes doses de STC1 e de STC2 sobre a captacio de *C-

IB

Independentemente da dose de STC1 ou de STC2 utilizada durante a incubacdo do tecido
hepatico, a captagdo de C-AlIB nio apresentou diferenca significativa em relagdo ao grupo Controle
(F (3,40)=0,77,p=0,519 para STC1 e F (3, 40) = 0,56, p = 0,643 para a STC2) (Fig. 8). A captacdo
de *C-AlIB também ndo apresentou diferenca significativa quando o tecido hepatico foi incubado com
STC1 em comparacdo com a incubagdo com STC2, F(1, 40) = 0,281, p = 0,599.
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Figura 8 - Efeito de diferentes doses de STC1 e de STC2 (0,01ng/mL, 0,1ng/mL e 10ng/mL) sobre a captacdo
de *C-AIB no figado de ratos. Resultados expressos na relagdo tecido/meio, n=4-10 animais. As colunas e
barras representam, respectivamente, as médias e erro padrdo da média.

4.1.3. Estudo in vitro da acdo de diferentes doses de STC1 e de STC2 sobre a incorporacdo de
L-[U-"*C]Alanina em **CO,

No figado, a formacdo de *CO, a partir da oxidacdo do aminoécido *C-Alanina no foi

afetada significativamente nem pelas diferentes doses da STC1 (F (3, 58) = 0,86, p = 0,466) nem pelas
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diferentes doses do horménio STC2 (F (3, 58) = 0,72, p = 0,545) (Fig. 9). Tampouco, neste tecido,
houve diferenca significativa na oxidago da **C-Alanina entre a STC1 e a STC2 quando comparadas
entre si (F (1, 58) = 0,013, p = 0,910) (Fig. 9).
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Figura 9 - Efeito de diferentes doses de STC1 e de STC2 (0,01ng/mL, 0,1ng/mL e 10ng/mL) sobre a oxidagéo
de L-[U-**C] Alanina a **CO, no figado de ratos. Resultados expressos na concentragdo (umolar) de CO,
formado por grama de tecido por hora de incubacdo, n=8-9 animais. As colunas e barras representam,
respectivamente, as médias e erro padrdo da média.

4.1.4. Estudo in vitro da acdo de diferentes doses de STC1 e de STC2 sobre a atividade da

enzima Malato Desidrogenase (MDH) mitocondrial

A atividade da enzima MDH mitocondrial diminuiu significativamente, em relagdo ao grupo
Controle, quando o tecido foi incubado em presenga das diferentes doses de STC1 (F (3, 32) = 8,03, p
< 0,001) (Fig. 10); contudo, ndo foram constatadas diferencas significativas na atividade da MDH
entre as doses de 0,01, 0,1 e 10ng/mL da STC1. O mesmo comportamento péde ser observado nos
tecidos incubados com STC2: a atividade da MDH foi significativamente menor nas doses de
0,01ng/mL, 0,1ng/mL e 10ng/mL, quando comparada aquela verificada no grupo Controle (F (3, 32) =
8,77, p <0,001) (Fig. 10).
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Por fim, quando a atividade da MDH mitocondrial dos tecidos incubados com STC1 foi
comparada com aquela apresentada pelos tecidos incubados com STC2, ndo foi possivel detectar

nenhuma diferencga significativa entre os dois horménios (F (1, 32) = 0,113, p = 0,739) (Fig.10).
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Figura 10 - Efeito de diferentes doses de STC1 e de STC2 (0,01ng/mL, 0,1ng/mL e 10ng/mL) sobre a atividade
enzimatica da MDH no figado de ratos. Resultados expressos em Unidades de enzima por miligrama de proteina,
n=5 animais. As colunas e barras representam, respectivamente, as médias e erro padrdo da média. Dentro de
cada histograma (hormdnio), letras diferentes representam diferenca significativa entre as doses (p<0,05).

4.1.5. Estudo in vitro da acdo de diferentes doses de STC1 e de STC2 sobre a formacdo de

14C-Glicose a partir de L-JU-**C]Alanina

No figado, as diferentes doses da STC1 e da STC2 ndo alteraram significativamente a
incorporaco de **C-Alanina em *C-Glicose quando comparada aquela obtida no grupo Controle (F
(3,62) =0,44,p=0,727 e F (3, 62) = 0,64, p = 0,595 para a STC1 e STC2, respectivamente) (Fig.
11). No entanto, as STC1 e STC2 tiveram um efeito significativamente diferente na formacéo de
glicose a partir de **C-Alanina (F (1, 62) = 4,566, p < 0,05). Especificamente, a incubacéo do tecido

hepatico com 10ng/mL de STC2 produz uma incorporacdo de *C-Alanina em **C-Glicose
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significativamente maior do que aquela obtida no tecido incubado com a mesma dose de STC1 (Fig.
11).
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Figura 11 - Efeito de diferentes doses de STC1 e de STC2 (0,01ng/mL, 0,1ng/mL e 10ng/mL) sobre a formacéo
de C-Glicose a partir de L-[U-**C]Alanina no figado de ratos. Resultados expressos na concentracio (umolar)
de glicose formada por grama de tecido por hora de incubacdo, n=8-10 animais. As colunas e barras
representam, respectivamente, as médias e erro padrdo da média. * representa diferenca significativa entre as
médias da STC1 em relagdo a STC2 dentro da dose de 10ng/mL (p<0,05).

4.1.6. Estudo in vitro da acdo de diferentes doses de STC1 e de STC2 sobre a incorporacao da

L-[U-'*C]Alanina em **C-Glicogénio

No tecido hepético, a presenca de STC1 na dose de 10ng/mL aumentou em 2,6 vezes a
incorporacdo de **C-Alanina em C-Glicogénio, quando comparada aos valores obtidos no grupo
Controle (F (3, 25) = 5,07, p < 0,05) (Fig. 12). Ja quando este tecido foi incubado na presenca de
0,01ng/mL, 0,1ng/mL e 10ng/mL de STC2, a formacéo de **C-Glicogénio a partir de **C-Alanina foi
de 2 a 2,4 vezes maior do que aquela verificada no grupo Controle (F (3, 25) = 3,45, p < 0,05) (Fig.
12). Por fim, a comparacdo entre os efeitos da STC1 e da STC2 sobre a sintese de **C-Glicogénio a
partir de **C-Alanina ndo mostrou diferenca significativa entre os horménios (F (1, 25) = 1,250, p =
0,274) (Fig. 12).
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Figura 12 - Efeito de diferentes doses de STC1 e de STC2 (0,01ng/mL, 0,1ng/mL e 10ng/mL) sobre a formacao
de glicogénio a partir de L-[U-**C]Alanina no figado de ratos. Resultados expressos na concentragdo (umolar) de
glicogénio formado por grama de tecido por hora de incubacdo, n=4 animais. As colunas e barras representam,
respectivamente, as médias e erro padrdo da média. Dentro de cada histograma (horménio), letras diferentes
representam diferenca significativa entre as doses (p<0,05).

4.1.7. Estudo in vitro da acdo de diferentes doses de STC1 e de STC2 sobre a incorporacdo de

L-[U-'*C]Alanina em **C-Lipidios totais

A formacio de C-Lipidios totais a partir do aminoacido ““C-Alanina ndo foi alterada
significativamente, em relacdo ao grupo Controle, em presenca dos horménios STC1 (F (3, 28) = 0,08,
p =0,971) e STC2 (F (3, 28) = 0,99, p = 0,410) no tecido hepatico (Fig. 13). Quando comparados 0s
efeitos da STC1 em relacdo aos efeitos da STC2 na incorporacdo de **C-Alanina em *C-Lipidios
totais, verifica-se que ndo foi constatada diferenca significativa entre os resultados dos dois horménios
(F (1, 28) = 0,295, p = 0,591) (Fig. 13).
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Figura 13 - Efeito de diferentes doses de STC1 e de STC2 (0,01ng/mL, 0,1ng/mL e 10ng/mL) sobre a sintese de
lipidios a partir de L-[U-"*C]Alanina no figado de ratos. Resultados expressos na concentragdo (umolar) de
lipidios formados por grama de tecido por hora de incubagéo, n=4-5 animais. As colunas e barras representam,
respectivamente, as médias e erro padrdo da média.

4.1.8. Estudo in vitro da acdo de diferentes doses de STC1 e de STC2 sobre a incorporacdo de

L-JU-'*C]Alanina em **C-Proteinas

No figado, a adi¢do das diferentes doses de STC1 ou de STC2 ao meio de incubagdo nédo
alterou significativamente a sintese de proteinas a partir de L-[U-"*C]Alanina em relagdo aos grupos
Controle (F (3, 32) = 0,09, p = 0,965, paraa STCl e F (3, 32) = 0,04, p = 0,989 para a STC2) (Fig.
14). Além disso, quando comparados os resultados da incubacdo em presenca do horménio STC1 em
relacdo aqueles obtidos em presenca de STC2, ndo houve diferenga significativa entre os dois grupos

(F (1,32) = 0,262, p = 0,612) (Fig. 14).
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Figura 14 - Efeito de diferentes doses de STC1 e de STC2 (0,01ng/mL, 0,1ng/mL e 10ng/mL) sobre a sintese de
C-Proteinas a partir de L-[U-"*C]Alanina no figado de ratos. Resultados expressos na concentragdo (umolar) de
proteina formada por grama de tecido por hora de incubacdo, n=5 animais. As colunas e barras representam,
respectivamente, as médias e erro padrdo da média.

4.1.9. Estudo in vitro da acdo de diferentes doses de STC1 e de STC2 sobre a incorporacdo de

L-[U-**C]Leucina em **C-Proteinas

A STC1, quando adicionada ao meio de incubagdo nas doses de 0,01ng/mL, 0,1ng/mL e
10ng/mL, ndo alterou significativamente a sintese de proteinas a partir de L-[U-**C]Leucina no tecido
hepatico (F (3, 63) = 2,10, p = 0,109, Fig. 15). Neste mesmo tecido, as diferentes doses da STC2
causaram diferencas significativas na incorporacdo da **C-Leucina em proteinas (F (3, 63) = 4,20, p <
0,05). O tecido incubado com a STC2 na dose de 0,01ng/mL teve uma sintese de proteinas aumentada
em 44% em relacdo ao Controle; no entanto essa diferenca nao é significativamente diferente. J& na
dose de 0,1ng/mL de STC2, houve um aumento significativamente diferente de 63% em relacdo ao
grupo Controle. Além disso, quando comparados os efeitos da STC1 e da STC2 sobre a sintese de
proteinas a partir de **C-Leucina no figado (Fig. 15), nenhuma diferenca significativa entre os dois
horménios foi detectada (F (1, 63) = 1,726, p = 0,194).
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Figura 15 - Efeito de diferentes doses de STC1 e STC2 (0,01ng/mL, 0,1ng/mL e 10ng/mL) na sintese de **C-
Proteinas a partir de L-[U-**C]Leucina no figado de ratos. Resultados expressos na concentracdo (umolar) de
proteina formada por grama de tecido por hora de incubacdo, n=8-10 animais. As colunas e barras representam,
respectivamente, as médias e erro padrdo da média. Dentro de cada histograma (horménio), letras diferentes
representam diferenca significativa entre as doses (p<0,05).

4.1.10. Estudo in vitro da acdo de diferentes doses de STC1 e de STC2 sobre a atividade da
Bomba Na'/K*-ATPase

No tecido hepético, apesar de as doses de 0,0lng/mL e de 0,1ng/mL de STC1 terem
aumentado 37% e 50%, respectivamente, a atividade da bomba Na'/K*-ATPase (Fig. 16), esse
aumento ndo foi significativamente diferente do grupo Controle. Por outro lado, na dose de 10ng/mL
de STC1, a atividade da bomba Na’/K*-ATPase reduziu significativamente em comparagdo com as
doses de 0,01 e de 0,1ng/mL (F (3, 58) = 5,97, p < 0,05), retornando a valores semelhantes aqueles
obtidos no grupo Controle. A STC2 nas doses utilizadas nao alterou significativamente a atividade da
bomba Na'/K*-ATPase (Fig. 16), F (3, 58) = 1,36, p = 0,263.

Além disso, comparando-se o efeito da STC1 e da STC2 sobre a atividade da bomba Na*/K"-
ATPase, constata-se que a STC1, nas doses de 0,01ng/mL e de 0,1ng/mL, aumenta significativamente

a atividade da bomba quando comparada as mesmas doses de STC2 (F (1, 58) = 7,016, p < 0,05).
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Por fim, existe uma interacdo significativa entre a dose do horménio e o horménio utilizado na
atividade da bomba Na'/K*-ATPase, F (3, 58) = 7,306, p < 0,001. Isso indica que os hormdnios STC1
e STC2 sdo afetados diferentemente pela dose utilizada. Especificamente, a atividade da bomba
Na'/K*-ATPase é semelhante durante a incubagdo com STC1 (média (M) = 0,0038, desvio padrdo
(Dp) = 0,0014) e STC2 (M = 0,0038, Dp = 0,0014) no grupo Controle, e a atividade da bomba
também é semelhante com a STC1 (M = 0,0027, Dp = 0,0011) e com a STC2 (M = 0,0040, Dp =
0,0017) na dose de 10ng/mL. No entanto, a atividade da bomba Na'/K*-ATPase, quando o tecido é
incubado com STC1, é significativamente maior do que aquela do tecido incubado com STC2 nas
doses de 0,01ng/mL (M = 0,0053 e Dp = 0,0018 para a STC1 e M = 0,0034 e Dp = 0,0010 para a
STC2) e 0,1ng/mL (M = 0,0061 e Dp = 0,0025 para a STC1 e M = 0,0025 e Dp = 0,0013 para a
STC2).
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Figura 16 - Efeito de diferentes doses de STC1 e de STC2 (0,01ng/mL, 0,1ng/mL e 10ng/mL) sobre a atividade
da bomba Na'/K*-ATPase no figado de ratos. Resultados expressos em concentragio (nmolar) de fosfato (Pi)
formado por miligrama de proteina por minuto de incubacdo, n=6-10 animais. As colunas e barras representam,
respectivamente, as médias e erro padrdo da média. Dentro de cada histograma (horménio), letras diferentes
representam diferenca significativa entre as doses (p<0,05). * representa diferenca significativa entre as médias
da STC1 em relacdo a STC2 dentro das doses de 0,01 e 0,1ng/mL (p<0,05).
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4.2. Agdes da STC1 e da STC2 sobre o musculo gastrocnémio de Rattus norvegicus

4.2.1. Estudo in vitro da acdo de diferentes doses de STC1 e de STC2 sobre a captacio de “C-
MeAIB

A incubagéo do tecido muscular com diferentes doses tanto de STC1 quanto de STC2 néo
alterou significativamente a captacéo de **C-MeAIB em relagdo ao grupo Controle (F (3, 44) = 0,30, p
=0,826 e F (3, 44) = 0,98, p = 0,413 para a STC1 e STC2, respectivamente) (Fig. 17). Esses dois
horménios, quando comparados entre si, também ndo apresentaram diferenca significativa na captacao
de C-MeAIB, F (1, 44) = 2,574, p = 0,116 (Fig. 17).
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Figura 17 - Efeito de diferentes doses de STC1 e de STC2 (0,01ng/mL, 0,1ng/mL e 10ng/mL) sobre a captacdo
de **C-MeAIB no musculo gastrocnémio de ratos. Resultados expressos na relacéo tecido/meio, n=5-11 animais.
As colunas e barras representam, respectivamente, as médias e erro padrao da média.
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4.2.2. Estudo in vitro da acdo de diferentes doses de STC1 e de STC2 sobre a captacio de *“C-

IB

O tecido muscular também n&o mostrou diferenca significativa na captacio do **C-AlB frente
a incubacdo com diferentes doses tanto do horménio STC1 (F (3, 43) = 1,20, p = 0,322) quanto do
hormdnio STC2 (F (3, 43) = 1,46, p = 0,238) (Fig. 18). No entanto, neste tecido, a captacio de “C-
AIB na presenca da dose de 10ng/mL de STC2 é significativamente maior do que a captacdo de **C-
AIB na presenca da mesma dose de STC1 (Fig. 18), F (1, 43) = 9,44, p < 0,05.
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Figura 18 - Efeito de diferentes doses de STC1 e de STC2 (0,01ng/mL, 0,1ng/mL e 10ng/mL) sobre a captacdo
de **C-AIB no misculo gastrocnémio de ratos. Resultados expressos na relagéo tecido/meio, n=4-11 animais. As
colunas e barras representam, respectivamente, as médias e erro padrdao da média. * representa diferenca
significativa entre as médias da STC1 em relagdo a STC2 dentro da dose de 10ng/mL (p<0,05).
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4.2.3. Estudo in vitro da acdo de diferentes doses de STC1 e de STC2 sobre a incorporacdo de
L-[U-"*C]Alanina em **CO,

N&o houve, no masculo gastrocnémio, diferenca significativa na oxidacdo de **C-Alanina a
€O, entre as diferentes doses de STC1 (F (3, 40) = 0,02, p = 0,995) e de STC2 (F (3, 40) = 0,49, p =
0,693) e o grupo Controle (Fig. 19). Além disso, quando comparada a formacao de **CO, resultante da
incubacdo com STC1 com a oxidacdo resultante da incubacdo com STC2, nenhuma diferenca
significativa foi observada neste tecido (F (1, 40) = 0,20, p = 0,888) (Fig. 19).
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Figura 19 - Efeito de diferentes doses de STC1 e de STC2 (0,01ng/mL, 0,1ng/mL e 10ng/mL) sobre a oxidacdo
de L-[U-*C]Alanina a **CO, no mlsculo gastrocnémio de ratos. Resultados expressos na concentragdo (pmolar)
de *CO, formado por grama de tecido por hora de incubagdo, n=6 animais. As colunas e barras representam,
respectivamente, as médias e erro padrdo da média.
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4.2.4. Estudo in vitro da acdo de diferentes doses de STC1 e de STC2 sobre a incorporacdo de
L-[U-"*C]Leucina em *CO,

As diferentes doses da STC1 ndo alteram significativamente a oxidacdo de **C-Leucina no
musculo gastrocnémio em relagéo ao grupo Controle (F (3, 37) = 1,10, p = 0,361). J& a incubagdo com
as diferentes doses de STC2 apresenta efeito significativo (F (3, 37) = 4,27, p < 0,05) na geragéo de
¥C0, (Fig. 20). Em relagdo ao grupo Controle, a oxidagéo de **C-Leucina no masculo foi estimulada
significativamente quando o tecido foi incubado em presenca de todas as doses (0,01, 0,1 e 10ng/mL)

de STC2 (todos os ps < 0,05).

Além disso, a formacdo de *CO, a partir da oxidacdo da '*C-Leucina no musculo
gastrocnémio é significativamente maior quando o tecido é incubado com STC2 nas concentracfes de
0,01ng/mL e de 0,1ng/mL (F (1, 37) =7,45,p < 0,05 e F (1, 37) = 5,85, p < 0,05, respectivamente) em

relacdo ao tecido incubado com essas mesmas doses de STC1 (Fig. 20).
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Figura 20 - Efeito de diferentes doses de STC1 e de STC2 (0,01ng/mL, 0,1ng/mL e 10ng/mL) sobre a oxidacdo
de L-[U-"*C]Leucina a **CO, no musculo gastrocnémio de ratos. Resultados expressos na concentrac&o (umolar)
de **CO, formado por grama de tecido por hora de incubacéo, n=4-7 animais. As colunas e barras representam,
respectivamente, as médias e erro padrdo da média. Dentro de cada histograma (horménio), letras diferentes
representam diferenga significativa entre as doses (p<0,05). * representa diferenca significativa entre as médias
da STC1 em relagdo a STC2 dentro das doses de 0,01 e 0,1ng/mL (p<0,05).



66

4.2.5. Estudo in vitro da acdo de diferentes doses de STC1 e de STC2 sobre a incorporacdo de

L-[U-'*C]Alanina em **C-Proteinas

No mausculo gastrocnémio, tanto as diferentes doses de STC1 quanto as de STC2 ndo
alteraram significativamente, em relacdo ao grupo Controle, a incorporagéo de **C-Alanina em *C-
Proteinas (F (3, 32) = 1,44, p = 0,251 paraa STC1 e F(3, 32) = 0,48, p = 0,698 para a STC2) (Fig. 21).
No entanto, comparando-se a acdo da STC1 com a da STC2, verifica-se que, na dose de 10ng/mL, a
STC1 provoca uma sintese de proteinas a partir da **C-Alanina significativamente maior do que

aquela observada durante a incubacdo com a mesma dose de STC2 (Fig. 21).
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Figura 21 - Efeito de diferentes doses de STC1 e de STC2 (0,01ng/mL, 0,1ng/mL e 10ng/mL) sobre a sintese de
YC-Proteinas a partir de L-[U-"C]Alanina no masculo gastrocnénio de ratos. Resultados expressos na
concentragdo (umolar) de proteina formada por grama de tecido por hora de incubacéo, n=5 animais. As colunas
e barras representam, respectivamente, as médias e erro padrdo da média. * representa diferenca significativa
entre as médias da STC1 em relacdo a STC2 dentro da dose de 10ng/mL (p<0,05).
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4.2.6. Estudo in vitro da acdo de diferentes doses de STC1 e de STC2 sobre a incorporacdo de

L-[U-**C]Leucina em **C-Proteinas

O tecido muscular incubado em presenca das diferentes doses do hormdénio STC1 ndo
apresentou variacdo significativa na sintese de proteinas a partir de L-[U-"*C]Leucina em relagdo ao
grupo Controle (F (3, 65) = 1,55, p = 0,209) (Fig. 22). Por outro lado, quando diferentes concentractes
de STC2 foram adicionadas ao meio de incubagfo, ocorreu um aumento na incorporagdo da “*C-
Leucina em **C-Proteinas (F (3, 63) = 2,74, p < 0,05) com a dose de 0,1ng/mL, quando comparado aos

valores obtidos no grupo Controle (Fig. 22).

Por fim, no tecido muscular, nfo ocorreu uma variacao significativa na incorporacéo de **C-
Leucina em **C-Proteinas entre as amostras incubadas com STC1 e aquelas incubadas com STC2 (Fig.
22), F (1, 63) = 1,723, p = 0,194.
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Figura 22 - Efeito de diferentes doses de STC1 e de STC2 (0,01ng/mL, 0,1ng/mL e 10ng/mL) sobre a sintese de
YC-Proteinas a partir de L-[U-"C]Leucina no musculo gastrocnémio de ratos. Resultados expressos na
concentracdo (umolar) de proteina formada por grama de tecido por hora de incubacdo, n=8-10 animais. As
colunas e barras representam, respectivamente, as médias e erro padrdo da média. Dentro de cada histograma
(horménio), letras diferentes representam diferenca significativa entre as doses (p<0,05).
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5. DISCUSSAO

A presenca dos hormonios STC1 e STC2 em mamiferos é uma descoberta muito recente. Os
estudos iniciais com esses horménios limitaram-se a investigar o papel das STCs no controle dos
niveis de célcio e fosfato celulares, acGes que ja eram reconhecidas em peixes. No entanto, uma
expansdo consideravel no conhecimento das fun¢des desses hormonios j& foi feita, incluindo a¢des no
desenvolvimento, na reproducdo e como marcador molecular de certos tipos tumorais. Nos Ultimos
anos, alguns estudos apontaram para uma possivel acdo dos hormoénios STC1 e STC2 sobre o
metabolismo intermediario de mamiferos. Dentro dessa perspectiva, foram muito importantes os
achados sobre a localizacdo de receptores para esses horménios na membrana mitocondrial
(MCCUDDEN et al., 2002) e a acdo da STC1 como desacopladora da respiragdo celular (ELLARD et
al., 2007). Devido a novidade do tema e, consequentemente, a auséncia de estudos pontuais sobre o0s
efeitos metabdlicos das STC1 e STC2 sobre o metabolismo intermediério, a discussdo deste trabalho

apresenta poucas referéncias comparativas.

5.1. AgBes da STC1 e da STC2 sobre o figado de Rattus norvegicus

O presente estudo demonstrou, pela primeira vez, o papel, in vitro, da STC1 e da STC2 como
horménios reguladores do metabolismo de aminoacidos no figado de ratos.

Os transportadores de aminoacidos na membrana das células ndo podem ser vistos como
simples sistemas translocadores, mas sim como um importante local de controle da funcéo celular.
Esses transportadores, especialmente aqueles conduzidos pelo gradiente eletroquimico do sddio (Na*),
constroem gradientes de concentracao intra e extracelular para os aminoacidos. Assim, a atividade e 0s
niveis de mRNA do transportador ou a disponibilidade de energia celular determinam a concentragao
intracelular dos aminoécidos e mudancas nesse parametro podem controlar a atividade metabdlica
celular (KILBERG & HAUSSINGER, 1992).

O figado é um 6rgdo reconhecido por possuir um importante papel no controle dos niveis de
aminoacidos livres no plasma via importacdo e exportacdo de aminoacidos para dentro ou para fora do
hepatdcito (KILBERG & HAUSSINGER, 1992). No presente trabalho, a STC1, nas doses de
0,1ng/mL e 10ng/mL, diminuiu a captacdo do acido 2-(metilamino)isobutirico (MeAIB) no figado,

enquanto a STC2 ndo apresentou efeitos sobre esse parametro. O MeAIB é um analogo especifico
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ndo-metabolizavel do transporte via sistema A, ou seja, ele é transportado pelo mesmo mecanismo que
0s aminoacidos dependentes do sistema A, porém ndo é metabolizado pela célula (GUIDOTTI &
GAZZOLA, 1992).

O sistema A de transporte de amino&cidos é regulado por um amplo espectro de classes
hormonais (KILBERG & HAUSSINGER, 1992; SHOTWELL et al., 1983). Em geral, os hormonios
alteram a Vs do sistema de transporte e ndo o K., para o aminoacido (SHOTWELL et al., 1983). Um
acréscimo na Vs do sistema de transporte € geralmente resultado de um aumento no nimero de
transportadores ativos inseridos na membrana plasmatica. Se esse aumento é causado pela ativacao de
carreadores ja presentes na membrana ou se é gerado pela sintese de novos carreadores precisa ser

investigado com estudos de biologia molecular.

Variagfes na captacdo de aminoécidos pelo hepatdcito tém como consequéncia a geracao de
um gradiente osmotico nessas células, o que resulta em alterages no volume celular. Essas mudancas
no volume celular sdo reconhecidas como importantes moduladoras da funcdo celular hepética
(HAUSSINGER et al., 1990). Alguns trabalhos sugerem que a STC1 diminui a concentragio
intracelular de calcio em diferentes tipos celulares, como por exemplo, o trabalho de Sheikh-Hamad et
al. (2003) que demonstrou, em culturas de cardiomidcitos, que a STC1 cessa a contracdo por inibi¢do
das correntes de Ca** através dos canais do tipo L. Esses dados indicam que a STC1 pode ter fungdes
osmaticas em mamiferos. Portanto, se, durante o presente experimento, a STC1 agiu na diminuicdo da
concentracdo de Ca®* intracelular, a consequente diminuicdo do volume celular poderia ter causado o
decréscimo na captacdo do MeAIB observado. No entanto, a hipGtese de que a reducdo da
concentracgdo intracelular de célcio diminuiria o transporte de MeAlIB é contestada pela comprovagédo
de que o transporte via sistema A ndo sofre alteracdo em presenca ou auséncia de calcio (KEMPSON
et al., 2006).

A captacdo de aminodcidos pelo sistema A é dirigida pelo gradiente eletroquimico do sodio e
a manutencdo desse gradiente é promovida, basicamente, pela bomba Na'/K*-ATPase. Os resultados
mostraram que a STC1 aumentou a atividade da bomba Na*/K*-ATPase em 37% e 50% para a dose de
0,01ng/mL e 0,1ng/mL, respectivamente, mesmo que esse aumento nao tenha sido estatisticamente
significativo. No entanto, apesar da atividade do sistema A ser dirigida pelo gradiente de Na’, no
presente trabalho, constata-se uma reducdo na captacdo de MeAlIB no figado. Como ja mencionado,
sabe-se que os horménios que aumentam ou diminuem os sistemas de captacdo de aminoacidos
alteram a Vs do sistema de transporte (SHOTWELL et al., 1983) e que essa alteracdo na Vs €
geralmente resultado de um aumento ou uma diminuicdo na concentracdo de transportadores ativos
inseridos na membrana plasmatica. Assim, sugere-se que a diminuicdo da captacdo de MeAlIB no
figado causada pela STC1 vista no presente trabalho, se deva a uma acdo desse hormdnio sobre a

diminuicdo na concentracdo de transportadores inseridos na membrana. Consequentemente, 0S
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resultados sugerem que o sistema A de transporte de amino&cidos no figado estaria sob o controle da
STCL

Por outro lado, os resultados do presente trabalho mostraram que, no tecido hepético, a
captacao do analogo acido 2-aminoisobutirico (AIB) ndo foi afetada pela STC1, tampouco pela STC2,
nas doses utilizadas neste estudo. Segundo Shotwell (1981), o AIB é transportado para 0 meio
intracelular pelos sistemas A e ASC, que séo dependentes de sodio, e pelo sistema L, que é realizado
via difusédo facilitada. O sistema L é pouco sensivel & insulina e a uma variedade de outros horménios
(GUIDOTTI & GAZZOLA, 1992). O sistema ASC também é pouco modulado por horménios;
entretanto, o sistema A é modulado por diversos horménios (KILBERG & HAUSSINGER, 1992).
Portanto, considerando que o **C-AlIB pode ser captado pelo hepatécito por qualquer um desses trés
sistemas de transporte (A, ASC e L), mas que, no presente trabalho, a captacdo ndo foi afetada pela
incubacdo com as STCs, enquanto que a captacdo do MeAlIB, transportado com exclusividade pelo
sistema A, o foi, pode-se postular que, provavelmente, a entrada do AIB nas células hepéticas ocorreu
atraves dos sistemas ASC ou L, e que a STC1 agiria somente sobre o sistema A de transporte de
aminoacidos. Entretanto, experimentos in vitro utilizando meio de incubacdo assédico ou com

ouabaina serdo necessarios para comprovar esta hipétese.

Os hepatdcitos sdo importantes locais de metabolismo e de catabolismo de aminoécidos. Essas
células captam aminoacidos livres, especialmente alanina, o-cetodcidos e um pouco de glutamina do
meio extracelular. No entanto, uma porcentagem muito pequena do carbono do aminoacido é
convertida em acetil-CoA ou corpos cetdnicos, e é oxidada via ciclo do &cido tricarboxilico (CAT). A
maior parte da energia obtida da oxidacdo dos aminoacidos captados pelo figado é derivada da
oxidacdo da glicose formada, via gliconeogénese, a partir dos esqueletos de carbono desses
aminoacidos (SMITH et al., 2007). Prova disso é que os aminoécidos de cadeia ramificada, grupo
composto pela valina, pela isoleucina e pela leucina, que ndo sdo utilizados como substratos para a
gliconeogénese, sdo oxidados principalmente no musculo esquelético e em alguns outros tecidos, mas

nunca no figado.

A oxidacdo de aminoacidos, assim como a da glicose e de lipidios, ocorre na mitocéndria
celular. Estudos demonstraram a ligagdo do hormonio STC1 na membrana plasmatica e na membrana
mitocondrial de hepatdcitos, sendo que 90% do horménio foram localizados na matriz mitocondrial
destas células (MCCUDDEN et al., 2002). Esses achados sustentam a importancia deste horménio no
controle do metabolismo mitocondrial, sendo que é a primeira vez que receptores de hormonios
peptidicos sdo verificados na membrana dessa organela celular (MCCUDDEN et al., 2002). Por fim,
esses autores também demonstraram que a STC2 ndo foi capaz de diminuir a capacidade de ligacdo da
STC1 as membranas mitocondriais isoladas, sugerindo que as agdes desse hormdnio se deem a partir
da atuacdo sobre um tipo diferente de receptor.
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No entanto, no presente trabalho, as doses da STC1 ou de STC2 utilizadas ndo foram capazes
de modificar a oxidacdo de alanina no figado. Esse resultado pode ser explicado, em parte, pela
reducdo de 31% da captacdo de aminodacidos via sistema A, o qual é utilizado pela alanina, em
presenca de STC1. Contudo, este achado é reforcado pela reducdo na atividade da enzima malato
desidrogenase (MDH) mitocondrial no tecido hepético em presenca de STC1 e STC2. A malato
desidrogenase é uma enzima envolvida em varios processos celulares. As células eucaridticas contém
duas MDHs dependentes de NAD: uma mitocondrial e uma citoplasmatica. A MDH citoplasmatica é
responsavel pela lancadeira malato-oxaloacetato através da membrana mitocondrial. J& a MDH
mitocondrial esta envolvida no CAT, catalisando a inter-conversdo de L-malato a oxaloacetato ligada
a oxidacao/reducdo das coenzimas NAD" e NADH (LUO et al., 2006). Durante o CAT, o oxaloacetato
formado a partir da reacdo da malato desidrogenase é continuamente removido pela sua condensagéo
com o acetil-CoA, gerando citrato (1* etapa do ciclo). Isto mantém a concentracdo celular de
oxaloacetato extremamente baixa, deslocando a reacdo da malato desidrogenase no sentido da
formacdo de oxaloacetato (NELSON & COX, 2011).

Gongalves (2012), estudando in vitro a acdo dos hormoénios STC1 e STC2 sobre o
metabolismo de carboidratos, verificou diminuicdo da capacidade de oxidacdo da *C-Glicose no
figado de ratos sem alteracdo da atividade da enzima piruvato cinase, sugerindo que, além de atuar
sobre a fosforilacdo oxidativa, as STCs poderiam ter um papel na regulacdo do CAT, mas néo da
glicolise. Esses resultados, somados a diminui¢do da atividade da MDH pela agdo das STC1 e 2
encontrada no figado, reforcam o papel das STCs sobre o metabolismo mitocondrial e em especial
sobre a atividade do ciclo do acido tricarboxilico e corroboram os resultados encontrados por Ellard e
colaboradores (2007), que sugerem uma producdo menos eficiente de ATP na presenca da STC1. Em
figados de ratos incubados em presenca de STC1, Gongalves (2012) verificou aumento da relacéo
ADP/ATP, sugerindo que a STC1 reduziria a sintese de ATP ou aumentaria sua hidrolise. Diversos
autores, trabalhando com diferentes tipos celulares, verificaram que a STC1 causa desacoplamento da
cadeia respiratoria, levando, assim, a uma reducdo na sintese de ATP pela fosforilagdo oxidativa, mas
com o beneficio de reducdo na geracdo de superoxido (SHEIKH-HAMAD, 2010). No presente
trabalho, os resultados sugerem que a reducdo da atividade da MDH mitocondrial por acdo das STCs

também contribuiria para a diminuigdo da sintese de ATP pela fosforilagdo oxidativa.

O fato de a alanina ser altamente disponivel e facilmente captada pelo figado sugere a
importancia desse aminoacido como um precursor-chave da formacdo de glicose a partir de
aminodcidos. No entanto, no estudo aqui apresentado, a formagéo de glicose hepética a partir de *C-
Alanina ndo sofreu alteragdes em presenca da STC1 e da STC2 no meio de incubacdo. Recentemente,
em nosso laboratdrio, foi verificado que a STC1 reduz marcadamente a capacidade de incorporacao de
YC-Glutamina em *C-Glicose na faixa externa da medula renal de ratos, pois participa da regulacéo

do metabolismo da glutamina no rim e, consequentemente, da regulacdo do equilibrio &cido basico
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(dados submetidos & publicagdo). No entanto, no mesmo tecido renal, a sintese de glicose a partir de

YC-Lactato ndo foi alterada quando o tecido era incubado em presenca de STC1.

Sabidamente o figado ndo possui carreador mitocondrial para o oxalacetato formado a partir
da alanina pelo CAT, assim, esse deverd ser transportado atraveés da membrana mitocondrial como
malato ou aspartato. Contudo, as STCs reduziram a atividade da enzima MDH mitocondrial,
diminuindo, desta forma, a formagéo de malato a partir de oxalacetato. Portanto, a via alternativa seria
a transformacdo do oxalacetato formado em aspartato. O aspartato transportado para o citosol, por
acdo da aspartato aminotransferase, daria origem novamente a oxalacetato que, por sua vez, entraria na

via gliconeogénica hepética, mantendo a atividade basal desta via de sintese de glicose.

No presente trabalho, a sintese de glicogénio no figado, a partir do aminodacido alanina, foi
estimulada pela STC1 na dose de 10ng/mL, a mais alta utilizada. A sintese de glicogénio também foi
estimulada pela STC2; no entanto o efeito desse horménio sobre a glicogénese hepatica se deu desde a
dose mais baixa (0,01ng/mL), e se manteve nas doses mais elevadas (0,1 e 10ng/mL). Os ratos deste
estudo foram alimentados até o momento do experimento. Assim, a **C-Glicose produzida a partir de
YC-Alanina pela atividade basal da via gliconeogénica foi incorporada em glicogénio hepatico via
neoglicogeniogénese. Evidéncias sugerem que a neoglicogeniogénese é guantitativamente importante
no armazenamento de glicogénio no figado apés a refeicdo. A capacidade de sintese de glicogénio a
partir de alanina em preparagfes de figado, in vitro, € mais alta do que aquela obtida com glicose
(BOYD et al., 1981). Estes achados indicam que a STC1 e, sobretudo, a STC2 estimularia a sintese de
glicogénio hepético via neoglicogeniogénese quando o percursor é a alanina. Gongalves (2012) néo
constatou aumento significativo na sintese de glicogénio a partir de **C-Glicose em fatias de figado de
ratos incubadas em presenca de STC1 ou STC2, corroborando a hip6tese que estes horménios
estimulariam a via neoglicogeniogénica. Todavia, hd a possibilidade de esse aumento na sintese de
glicogénio a partir de **C-Alanina ser devido a capacidade sintética intrinseca do tecido hepatico de
um animal alimentado com dieta balanceada. Estudos mais aprofundados sobre a agdo das STCs sobre
a sintese de glicogénio a partir de aminoacidos, como por exemplo, a determinacdo da glicose-6-
fosfato e a relacdo das enzimas glicogénio sintase/fosforilase, serdo necessarios para melhor avaliar o

papel destes hormdnios sobre a sintese de glicogénio a partir de **C-Alanina.

Além de participarem das reservas energéticas celulares como glicogénio, os esqueletos
carbdnicos resultantes da transaminacgdo dos aminoacidos no figado também podem ser usados para a
sintese de novo de &cidos graxos e triacilglicerdis. Esta conversdo é particularmente importante em
individuos ou animais alimentados com dietas com baixo teor de gordura ou com alta concentracdo de
proteinas. Os animais utilizados neste estudo foram alimentados com uma dieta balanceada até o
momento dos experimentos, que tiveram inicio no comeco da manha. Assim, podemos considera-los
ratos alimentados. No presente trabalho, tanto a STC1 quanto a STC2 ndo alteraram de forma

significativa a sintese de lipidios totais a partir de *C-Alanina no figado dos ratos. Ao contrario,
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quando o precursor utilizado foi a *C-Glicose, Gongalves (2012) constatou em presenca da STC1 um
aumento de 50% na sintese de lipidios totais no figado de ratos alimentados. A participa¢do da STC1
no controle de metabolismo de lipidios foi sugerida por Paciga e colaboradores (2003) que
identificaram nas células luteas ovarianas, especializadas na esteredoigénese, a presenga de STC1
especialmente na superficie das gotas lipidicas. Essas gotas sdo envolvidas por uma camada Unica de
fosfolipideos, cuja composi¢do é bastante diferente da membrana plasmatica, e possuem diversas
proteinas como a perilipina, cuja fungdo é controlar a esteredoigénese e/ou 0 metabolismo de lipideos,
pois sofre a agdo da lipase horménio sensivel. Portanto, os experimentos in vitro sugerem que as STCs
agem sobre a lipogénese hepéatica somente quando o substrato é a **C-Glicose. J4 quando o substrato
fornecido ao tecido hepético é a *C-Alanina, a **C-Glicose gerada pela via gliconeogénica seria, por

acdo das STCs, incorporada em glicogénio no figado.

O suprimento de aminoécidos a que o figado esta sujeito influencia de forma importante a
sintese de proteinas nesse 6rgdo (MCNURLAN et al., 1979). Muitos trabalhos foram feitos com o
intuito de demonstrar a acdo de hormonios sobre a sintese de proteinas no figado, e o enfoque
principal sempre foi dado para as a¢des da insulina, que é a principal estimuladora desse processo. Os
estudos sobre os efeitos da insulina na sintese de proteinas no figado geraram, por muitos anos, dados
controversos. Varios estudos usando a incorporacdo de radioisétopos de aminoécidos de cadeia lateral
ramificada, que sdo pobremente metabolizados pelo figado, mostraram que a insulina ndo possui efeito
significativo na incorporagdo desses aminoacidos em proteinas hepaticas (MORTIMORE &
MONDON, 1970; PAIN & GARLICK, 1974). Por isso, por muitos anos se acreditou que o efeito
principal da insulina na sintese de proteinas se dava no masculo, e, no figado, esse horménio somente
reduzia um pouco a protedlise. No entanto, estudos subsequentes que usaram varios aminoacidos
metabolizaveis e outros intermedidrios mostraram que a insulina pode estimular a incorporacéo destes
substratos em proteinas em até 30% (MOHAN & BESSMAN, 1986).

Esse fato levou ao conhecimento de que os aminoacidos podem ser incorporados em proteinas
tanto diretamente como a molécula original quanto podem atravessar o ciclo do acido tricarboxilico
(CAT), e, entdo, os carbonos dos aminoacidos podem ser incorporados em proteinas via reacdes de
transaminacdo mitocondriais (MOHAN et al., 1991). A partir dai foi mostrado que a insulina estimula
a incorporacdo em proteinas principalmente daqueles carbonos que sd@o prontamente metabolizaveis
através do ciclo CAT. A alanina, por exemplo, pode ser incorporada em proteinas ou como a molécula
original de alanina ou, através de sua transaminagdo a piruvato, esse aminoacido pode perder seu
carbono 1 na reacdo da piruvato desidrogenase, e 0os carbonos 2 e 3 atravessam o CAT e sdo
incorporados em proteinas ap6s a transaminacdo a glutamato ou aspartato. O trabalho de Mohan e
colaboradores (1991) mostra que a insulina aumenta significativamente a incorporacdo de alanina em

proteinas no hepatécito.
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Os resultados do presente trabalho mostram que, no figado, os horménios STC1 e STC2 ndo
alteraram significativamente a sintese de proteinas a partir de “*C-Alanina. Este resultado pode ser
explicado, em parte, pelo fato de que a agcdo hormonal sobre a sintese de proteinas hepaticas, como por
exemplo a acéo da insulina, requer que o amino&cido primeiro passe pelo ciclo do acido tricarboxilico
(MOHAN et al.,, 1991). Portanto, como neste trabalho as STCs ndo alteraram a oxidacdo do
aminoacido *C-Alanina no figado, e diminuiram a atividade da MDH mitocondrial, uma alteragdo no
conteido de **C-Proteinas ndo foi encontrada. Outra hiptese para explicar esse resultado seria a
ocorréncia de um desvio da *C-Alanina da sintese de proteinas para a sintese de glicogénio no figado,
ja que a neoglicogeniogénese aumentou marcadamente em presenca das STC1 e STC2. No entanto, a
sintese de proteinas no tecido hepatico a partir do aminoacido leucina foi estimulada quando o tecido
foi incubado com a dose de 0,1ng/mL de STC2. A leucina € um aminoacido com cadeia lateral
ramificada e, portanto, ndo é oxidado no figado. Esse resultado demonstra que a STC2 aumenta a
sintese de proteinas quando ndo ha necessidade de oxidacdo do aminoacido, como é o caso da leucina.
Né&o ha, na literatura, dados que relacionem a acdo das STCs a sintese de proteinas, mas os resultados
deste estudo permitem especular que tanto a STC1 quanto a STC2 possam apresentar um papel no

anabolismo, estimulando a sintese de substratos energéticos.

Por fim, apesar de ndo explicar as alteragdes do transporte de aminoacidos constatada neste
trabalho, a acdo das STCs sobre a atividade da bomba Na'/K*-ATPase no tecido hepatico é
indiscutivel. Os resultados mostram que o horménio STC1 nas doses de 0,01 e 0,1ng/mL aumentou
em 37% e 50% a atividade da bomba; no entanto, estes valores ndo foram significativamente
diferentes daqueles do grupo Controle. A funcdo basica da Na'/K'-ATPase ¢ a manutengdo de
elevados gradientes opostos de concentracdo de Na* e de K* através da membrana plasmatica das
células. Em particular, a bomba Na'/K*-ATPase é a maior contribuinte ao estabelecimento das baixas
concentragdes de soédio e elevadas concentragdes de potéssio citoplasmaticas. Além disso, apresenta
grande importancia na regulacio do volume celular, do pH citoplasmético e da concentragio de Ca®*
através de trocadores como o Na'/H'(NH,") e 3Na'/Ca?*, respectivamente, e, ainda, contribui
secundariamente para o transporte de varias moléculas nutritivas como os aminoacidos livres e a
glicose (THERIEN & BLOSTEIN, 2000).

No presente trabalho as a¢des da STC1 e da STC2 sobre a sintese de glicogénio e de proteinas
no figado foram demonstradas. Sabe-se que 0s processos de sintese aumentam o volume celular
(HAUSSINGER et al., 2004; LANG et al., 1998). Assim, 0 aumento da atividade da bomba Na*/K"-
ATPase constatado no figado teria como funcdo a regulacdo do volume celular em resposta aos
processos de sintese estimulados pela STCs. Existem evidéncias de que horménios como a insulina e o
glucagon exercem seus efeitos metabolicos, em parte, pela modulacdo do volume das células hepéticas

(HAUSSINGER et al., 1990). Recentemente, foi demonstrado um aumento da expressdo do gene da
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STC1 no rim de ratos submetidos & privacdo de agua por 12 a 72h, sugerindo um papel deste

hormdnio no balanco de &gua e de sais nas células renais (TURNER et al., 2010).

5.2. Agbes da STCL1 e da STC2 sobre o muasculo gastrocnémio de Rattus norvegicus

O tecido muscular possui diversas atividades metabdlicas, como a oxidacdo de aminoacidos e
0 suprimento de substratos para a gliconeogénese. Essas a¢cBes somente podem ser conduzidas porque
0 musculo possui a capacidade de captar os aminoécidos provenientes de todos os tecidos do corpo
(MACKENZIE et al., 1992). Ao contrario do que ocorreu no figado, as STCs ndo afetaram a captacao
dos analogos MeAIB e AIB no masculo gastrocnémio. Em mamiferos, o musculo esquelético é a
maior parte de massa magra do corpo, e contém a maior reserva de proteinas do corpo. Ele é
responsavel por 40 a 60% do turnover total de proteinas, e possui importantes fungdes no fluxo de
substratos e de nitrogénio no organismo e no suprimento de aminoacidos durante o jejum e durante a
ocorréncia de ferimentos e doencas (RENNIE, 1985). Por isso, tanto o ritmo de protedlise quanto o de
sintese, nesse tecido, precisam ser precisamente controlados. J& é bem estabelecido que a sintese de
proteinas musculares é um processo muito mais lento do que o transporte de aminoacidos através da
membrana das células musculares. Assim, o transporte dos aminoacidos ndo é considerado um
limitador do processo de sintese (MACKENZIE et al., 1992).

Uma das principais atividades metabolicas do muasculo esquelético é o suprimento energético,
especialmente de substratos gliconeogénicos (FELIG et al., 1970; MARLISS et al., 1971). Nesse
trabalho, as STC1 e STC2 ndo afetaram a oxida¢do do aminoécido alanina no tecido muscular,
independentemente da dose utilizada dos horménios. No entanto, nesse mesmo tecido, a STC2, em
todas as doses utilizadas, aumentou a formagdo de CO, a partir da “*C-Leucina. Esta diferenca de
resposta pode ser explicada pelo papel da alanina e da leucina no metabolismo muscular e como

substrato energético no figado.

A alanina é o principal aminoacido exportado pelo musculo esquelético para a circulacdo
sanguinea. Essa preferéncia pela exportacdo de alanina ndo pode ser explicada pela disponibilidade
desse aminoacido nas proteinas musculares, ja que a alanina corresponde a ndo mais do que 10% do
conteudo das proteinas no musculo, mas também corresponde a 30% ou mais do fluxo de aminoécidos
para o leito esplancnico (FELIG, 1975). Baseado nessa alta exportacdo da alanina pelo musculo, e nas
evidéncias que mostram que esse aminoacido é um precursor importante da glicose no figado, foi
proposto o ciclo da glicose-alanina (FELIG et al.,1970; MALLETTE et al., 1969). Nesse ciclo, tanto a
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alanina existente no tecido muscular como aquela sintetizada nesse tecido a partir dos aminoécidos
com cadeia lateral ramificada, é transportada para o figado onde o seu esqueleto carbonico €
reconvertido em glicose através da via gliconeogénica (FELIG, 1975). O transporte de nitrogénio do
musculo para o figado como alanina ocorre quase que continuamente por todo o ciclo jejum-
alimentacdo diario (SMITH et al., 2007). Portanto, o destino principal da alanina muscular néo é a
oxidacdo desse substrato para a geragdo de energia no proprio tecido muscular e sim a exportacéo
desse aminodcido para o figado. Logo, a regulacdo hormonal da oxidag¢do da alanina no masculo
esquelético ndo é um processo esperado, e talvez, por isso, as STCs ndo tenham exercido nenhuma

acao sobre esse parametro.

Por outro lado, os aminoacidos com cadeia lateral ramificada formam uma porcdo
significativa da composicao de proteinas em geral. Esses aminoacidos exercem um papel especial no
musculo, pois sdo os principais aminoacidos oxidados neste tecido, sendo utilizados como substratos
energéticos pelo tecido muscular. O primeiro passo da rota ¢ a transaminagdo dos aminoacidos
ramificados pela aminotransferase de cadeia ramificada (BCAT — branched-chain aminotransferase).
Como resultado, trés diferentes a-cetoacidos sdo produzidos e estes sdo oxidados usando uma mesma
desidrogenase de a-cetoacidos ramificados, produzindo trés derivados CoA diferentes. As rotas
oxidativas da valina e da isoleucina convertem o esqueleto de carbono tanto em succinil-CoA quanto
em acetil-CoA. Especificamente a leucina é cetogénica, no sentido de que ela é convertida em acetil-

CoA e acetoacetil-CoA, que sdo oxidados diretamente pelo CAT para gerar CO,,

A oxidagdo de acetil-CoA e a conservacdo dessa energia como NADH e FADH, séo
essenciais para a producdo de ATP (SMITH et al., 2007). J& foi sugerido um papel estimulatério da
STC1 na sintese de ATP, devido as observacbes de que esse hormdnio é capaz de acelerar o
metabolismo mitocondrial (MCCUDDEN et al., 2002). Portanto, o resultado encontrado no presente
trabalho sugere que a STC2 também possui a capacidade de estimular a sintese de ATP no musculo
esquelético via oxidagdo da leucina. Contrariamente, em macréfagos, Sheikh-Hamad (2010) propds
que a STC1 reduziria a sintese de ATP por inducdo da UCP2. Especificamente, este trabalho mostra o

efeito da STC2 sobre 0 aumento da oxidacéo da leucina em CO, e ndo sobre a fosforilagdo oxidativa.

O ritmo de sintese proteica/mobilizacdo € regulado pelos hormdnios que sdo criticos na
homeostase energética como, por exemplo, a insulina. A insulina aumenta a incorporacdo de varios
aminoacidos em proteinas musculares. Os mecanismos pelo qual esse horménio estimula a sintese
proteica ndo sdo completamente conhecidos, mas sabe-se que o efeito do horménio nédo é devido a
qualquer estimulo no transporte de aminoacidos (MOHAN et al., 1991). Provavelmente a insulina
tenha um efeito generalizado na iniciacdo da traducédo e na inibicdo da prote6lise lisossomal (SMITH
et al., 2007) e também na inibicdo do sistema proteolitico ubiquitina-proteassoma. Outro horménio

gue possui um papel importante sobre o metabolismo proteico muscular é a adrenalina, que inibe a
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atividade proteolitica dependente de calcio, como demonstrado em mamiferos e aves (KADOWAKI et
al., 1996; NAVEGANTES et al., 2001; SHAMOON et al., 1980).

Neste trabalho, as STC1 e STC2 ndo foram capazes de alterar a incorporacdo de alanina em
proteinas no tecido muscular. Especula-se que esse tecido ndo possua mecanismos hormonais capazes
de afetar esse pardmetro visto que a sintese de proteinas ndo é o principal destino da alanina captada
pelo musculo e sim é a transferéncia para o figado através do ciclo glicose-alanina. Por outro lado, o
tecido muscular metaboliza os aminoécidos com cadeia lateral ramificada muito bem (MOHAN et al.,
1991). Quando a sintese de proteinas é estimulada em situaces anabdlicas, como apds uma refeicdo, a
concentragdo intramuscular dos aminoécidos de cadeia lateral ramificada cai, pois estes estdo sendo
incorporados em proteinas. Em oposicdo, durante o jejum ou em uma dieta com baixa concentragdo de
aminodcidos, a concentracdo de aminoécidos livres aumenta. No tecido muscular, as variacdes na
concentragdo dos aminoacidos de cadeia ramificada sdo maiores que aquelas observadas para qualquer
outro aminoacido. Essa observacdo deve-se ao fato de que a razdo entre os aminoacidos que estdo
incorporados em proteinas e 0s que estdo livres € maior para 0s aminoacidos ramificados do que para
qualquer outro grupo de aminoacidos. Assim, 0os aminoacidos de cadeia ramificada formam uma parte
substancial da proteina muscular, correspondendo a um quinto dessa reserva (MACKENZIE et al.,
1992).

J& foi demonstrado que a incubacdo do musculo diafragma com insulina estimula a
incorporacio de '“C-Leucina em proteinas neste tecido (GOLDSTEIN & REDDY, 1968). Nos
resultados aqui apresentados, observa-se que o horménio STC2, na dose de 0,1ng/mL, estimulou a
sintese de proteinas a partir do aminoacido leucina no musculo gastrocnémio. J& um efeito da STC1
sobre a sintese de proteinas ndo foi observado neste tecido. Esse resultado estda em consonéncia com a
estimulacdo, pela STC2, da sintese de proteinas a partir de leucina observada também no tecido
hepético. Isso reforca a hipdtese de que a STC2 possa apresentar um papel no anabolismo,
estimulando a sintese de substratos energéticos e, por isso, esse horménio tem uma preferéncia de

atuacdo sobre aminoéacidos de cadeia ramificada, como a leucina.
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6. CONCLUSAO

Os resultados obtidos no presente trabalho confirmam que os horménios STC1 e STC2
participam do controle do metabolismo intermedidrio em mamiferos. Especificamente, o trabalho
demonstra que estes hormoénios atuam sobre vias de sintese e de geragdo de energia regulando o
metabolismo de aminoécidos. A STC1 diminuiu a captacdo do analogo de aminoacido &cido 2-
(metilamino) isobutirico, diminuiu a atividade da enzima malato desidrogenase mitocondrial (MDH) e
estimulou a sintese de glicogénio a partir da alanina. Todas as a¢des da STC1 ocorreram no tecido
hepatico, e esse hormdnio ndo afetou nenhum paradmetro do tecido muscular. No figado, a STC2
diminuiu a atividade da enzima malato desidrogenase (MDH) mitocondrial, estimulou a sintese de
proteinas a partir de leucina, e estimulou a sintese de glicogénio a partir de alanina. Ja no masculo, a

STC2 estimulou a oxidacéo de leucina e a incorporacao desse aminoacido em proteinas.

Portanto, com excecdo da acdo da STC2 sobre a enzima MDH mitocondrial hepatica, as acdes
da STC2 sugerem um papel anabdlico, talvez insulina-like, desse horménio em ambos os tecidos. A
mesma afirmacdo ndo pode ser feita para a STC1, que apresentou efeitos antagdnicos no tecido
hepatico. Logo, o presente trabalho sugere que a STC1 e a STC2 ou atuam sobre receptores distintos
ou possuem uma cascata de ativacdo intracelular distinta, pois esses hormoénios apresentaram agoes
distintas. Além disso, esses horménios também podem possuir receptores tecido-especificos, pois
tanto a STC1 quanto a STC2 apresentaram agOes diferentes quando foram adicionadas ao figado e ao

musculo.

Outro achado importante do trabalho foi o fato de que as agdes da STC1 e da STC2 sobre as
vias metabdlicas dos aminoacidos foram demonstradas com a utilizacdo de doses muito mais baixas
desses horménios do que aquelas utilizadas em outros trabalhos encontrados na literatura. Na maioria
dos experimentos, a dose de 0,1ng/mL de STC1 ou de STC2 foi suficiente para gerar algum efeito
sobre a via analisada; no entanto, a diminuicdo da atividade da MDH pela STC1 e STC2 e o estimulo
da oxidagdo da leucina pela STC ja foram significativas quando a dose de 0,01ng/mL foi utilizada.
Esse achado estd de acordo com a hip6tese atual de que as STCs, em mamiferos, agem de forma
parécrina, autdcrina ou intracrina.

Por fim, conforme Wagner & DiMattia (2006): “O que aprendemos até agora sobre as STCs é
apenas a ponta de um “iceberg” muito grande. H4& muito mais que n6s ndao sabemos ou mesmo
imaginamos sobre esses ligantes”. Os resultados obtidos no presente trabalho elucidam um pouco do
papel da STC1 e da STC2 sobre o metabolismo de aminodcidos em mamiferos, mas a consolidagdo do

conhecimento sobre as a¢cdes metabdlicas desses hormdnios ainda necessita de estudos aprofundados
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sobre os mecanismos de transdugdo de sinal e de controle sobre as diferentes vias metabdlicas e 0s

substratos energéticos utilizados.
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