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Resumo 

 

O objetivo deste projeto foi estudar genes ativados em células do estroma da 

medula óssea, induzidos pela co-cultura com blastos leucêmicos, na tentativa de uma 

melhor compreensão sobre o crostalk entre estas células no microambiente tumoral. Nós 

identificamos Stanniocalcina-1 (STC1) como um potencial marcador molecular do 

microambiente tumoral, uma vez que sua expressão foi aumentada cerca de 7 vezes em 

células do estroma co-cultivadas com blastos leucêmicos primários. STC1 humana é uma 

glicoproteína secretada e tem sido descrita participando em diferentes processos 

fisiológicos, incluindo a angiogênese, hipóxia e principalmente, a carcinogênese. Nós 

produzimos a proteína recombinante STC1 no sistema baculovírus e também anticorpos 

monoclonais, usados em um ensaio ELISA, que agora será testado como um novo kit de 

diagnóstico de leucemia por uma empresa brasileira. Além disso, identificamos novos 

parceiros de interação para STC1 através do sistema de duplo hibrido em levedura sendo 

que algumas destas interações foram confirmadas por GST-pull down. A região N-

terminal foi identificada como sendo a região responsável pela interação de STC1 com 

seus parceiros. Estudos de localização sub-celular por microscopia, revelaram uma 

deposição ubíqua citoplasmática e puntiforme nuclear, lembrando corpúsculos nucleares 

relacionados a SUMOilação. Embora STC1 interaja com a proteína SUMO1 e tenha uma 

predição de alta probabilidade para ser SUMOilada, ensaios in vitro  e in vivo não 

conseguiram detectar STC1 SUMOilada. No entanto, observamos que STC1 regula a 

SUMOilação de forma significativa em três outras proteínas. Essas descobertas sugerem 

um novo papel para STC1 no ciclo de SUMOilação, agindo como uma SUMO E3 ligase. 

Observamos também que STC1 possui um receptor na membrana plasmática em 

linhagem de células leucêmicas K562 e que a incubação de STC1 com outras células 

leucêmicas parece favorecer a proliferação destas células ao passo que estimula uma 

maior produção da própria STC1 intracelular em células do estroma.  Juntos, todos estes 

resultados abrem novas pistas promissoras a serem exploradas no futuro, uma vez que 

todos os resultados mostram ligações interessantes com estudos funcionais anteriores em 

STC1. 
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Abstract 

 

The aims of this project is to study upregulated genes on bone marrow stromal cells, 

induced by the co-culture with leukemic blasts, trying to have a better understand about 

the crosstalk between these cells in the tumor microenvironment. We identi ed 

Stanniocalcin-1 (STC1) as a putative molecular marker for the leukemic microenvironment, 

once its expression was increased around 7 times in stromal cells co-cultivated with 

primary leukemic blasts. Human STC1 is a secreted glycoprotein that has been implicated 

in di erent physiological process, including angiogenesis, hypoxia and mainly in 

carcinogenesis. We produced the recombinant protein STC1 in baculovirus system and 

monoclonal antibodies for an ELISA assay that now will be tested as a new leukemia 

diagnostic kit by a Brazilian company. Moreover, we identi ed new interacting protein 

partners for STC1 by yeast two hybrid system and some of these interactions were 

con rmed by GST-pull down assays. The N-terminal region was mapped to be the region 

that mediates the interaction between STC1 and its partners. Microscopic subcellular 

localization, revealed an ubiquitous cytoplasmic and dot-like nuclear deposition, 

resembling SUMOylation related nuclear bodies. Although STC1 interacts with SUMO-1 

and has a high theoretical prediction score for a SUMOylation site, in vitro and in vivo 

assays could not detect STC1 SUMOylation. However, we found that STC1 signi cantly 

regulates the SUMOylation of three other proteins. These ndings suggest a new role for 

STC1 in SUMOylation cycle, acting as a SUMO E3 ligase. We either observe that STC1 

has a plasmatic membrane receptor in K562 leukemic cell lines and the incubation of 

STC1 with other leukemic cells suggest a increase of proliferation of these cells  and 

stimulates the production of more intracellular STC1 at stromal cells. Together, all of these 

findings open promising new avenues to be explored in future detailed studies, since they 

all show interesting connections with previous functional studies on STC1. 
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1. Introdução 

 

1.1 - A colaboração entre o LNBio e o Centro Infantil Boldrini. 

Para que os assuntos que serão introduzidos a seguir se contextualizem de forma 

mais clara, é importante que se introduza antes, o ambiente em que se foi desenvolvida 

esta presente tese de doutorado, que se encaixa dentro de um projeto com um propósito 

maior e mais amplo. Desta forma, o Laboratório Nacional de Biociência (LNBio) e o 

Centro Infantil Boldrini estabeleceram uma parceria científica colaborativa, visando unir o 

conhecimento, a expertise e a infra-estrutura de cada instituição, para ampliar a 

capacidade de geração de avanços científicos de qualidade e responder a questões 

científicas relevantes. Neste contexto, o foco geral desta parceria interinstitucional, é 

estudar de forma molecular o microambiente tumoral neoplásico, em especial da leucemia 

infantil. De forma particular, a contribuição desta tese de doutorado para este projeto, se 

insere na identificação e caracterização de um novo e potencial marcador molecular para 

a leucemia infantil através de suas implicações funcionais na célula humana. Os assuntos 

que serão introduzidos a seguir serão expostos de forma a não somente discorrer sobre o 

assunto em questão, mas também a contextualizar de forma cronológica cada avanço 

obtido durante o projeto, buscando justificar os objetivos de se estudar cada etapa que 

compõe esta tese. 

 

1.2  A Leucemia Infantil 

O termo Leucemia se insere dentro do amplo grupo doenças hematológicas, e se 

remete aos casos onde existe a ocorrência de neoplasias malignas. É considerada, 

portanto, o câncer do sangue em formação ou dos tecidos que produzem o sangue, no 

caso, a medula óssea. Sua principal característica são anormalidades no processo de 

proliferação e diferenciação de glóbulos brancos do sangue, que ocorre devido a falhas 

no processo da hematopoiese (Sinnett D, et al., 2006). 

A classificação das diversas formas de ocorrência de leucemia se baseia 

principalmente em dois aspectos clínico-patológicos: (a) na linhagem celular afetada e (b) 

na forma de proliferação destas células.  O sistema hematopoiético é composto de células 

tronco pluripotentes indiferenciadas na medula óssea, que proliferam, diferenciam e se 

separam em duas linhagens celulares: (a) mielóides e linfóides. As células mielóides se 

diferenciam nas células vermelhas do sangue, monócitos, granulócitos e plaquetas e as 

células linfóides se diferenciam e se desenvolvem em células B e T (Figura 1).  
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Figura 1. Processo de hematopoiese normal que gera linhagens celulares linfóides e mielóides. Falhas 

no evento hematopoiético levam ao acúmulo de células anormais na medula óssea que podem levar a 

substituição das células normais do sangue. Adaptado de www.meb.uni-bonn.de/Cancernet/. 

 
 

Na leucemia, ambos tipos celulares podem se proliferar de forma (b) aguda ou 

crônica. A leucemia aguda é uma doença que progride rapidamente e afeta a maioria das 

células imaturas e indiferenciadas. Essas células são incapazes de realizar suas funções 

normais. Na leucemia crônica o progresso da doença é mais lento permitindo a produção 

de células maduras e mais diferenciadas. Essas células conseguem manter algumas de 

suas funções normais (Sullivan AK, et al., 1998). 

Segundo dados da Organização Mundial da Saúde (OMS), a cada ano 

aproximadamente 250.000 crianças e adultos são diagnosticados com um tipo de 

leucemia, o que representa cerca de 2,5% de todas as pessoas diagnosticadas com 

câncer. De acordo com o Instituto Nacional do Câncer (INCA), são esperados para o 

Brasil, cerca de 9580 novos casos de leucemia neste ano, sendo que 4.510 (47%) apenas 

na região sudeste do país. 

No caso das leucemias que ocorrem na população infantil, existe uma prevalência 

de casos de leucemia linfóide aguda (LLA), que representam cerca de 75 a 80% dos 

casos, seguida pela leucemia mielóide aguda (LMA), que afeta entre 20 a 25% das 

crianças com leucemia. A leucemia mielóide crônica (LMC) é raramente reportada em 

crianças (menos de 5% dos casos) e a leucemia linfoide crônica não ocorre no grupo, 

sendo exclusiva da população adulta. Após a primeira metade do século XX, o progresso 
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no diagnóstico e no tratamento da leucemia infantil tem transformado essa doença, que 

antes era uniformemente fatal, em um grupo de malignidades que agora são curadas em 

muitas crianças. Esse progresso ocorreu devido ao esforço conjunto de investigações 

clínicas e científicas e ao trabalho de grupos de triagem clínica em cooperação nacional e 

internacional. Os avanços nas técnicas de citogenética, imunofenotípicas e análises de 

genética molecular permitiram a identificação de marcadores clínicos em células 

leucêmicas. Esse novo conhecimento tem contribuído para o desenvolvimento de 

protocolos de tratamento designados para sub-grupos específicos de pacientes com 

leucemia infantil (Colby-Graham, et al., 2003). 

Sabe-se que o estudo por si só apenas dos blastos leucêmicos são insuficientes 

para se compreender o desenvolvimento do processo neoplásico, o estabelecimento das 

células transformadas e as anormalidades proliferativas características da doença. O local 

onde essas células são geradas e com quem estabelecem íntima relação, chamado de 

microambiente tumoral da medula óssea, é igualmente importante de ser estudado e 

compreendido. 

1.3  O microambiente tumoral da medula óssea 

A hematopoese normal ocorre através de uma complexa interação entre as 

células-tronco progenitoras e as células de sustentação presentes na medula óssea.  A 

medula óssea contém células-tronco hematopoética (HSCs), células endoteliais, 

osteoblastos, osteoclastos e células-tronco mesenquimais (MSCs), que dão origem as 

células do estroma, incluindo adipócitos, condrócitos, fibroblastos e miócitos. Células de 

suporte de cada região da medula óssea produzem fatores solúveis, moléculas e ligantes 

que interagem com outras moléculas e ligantes na superfície das HSCs. Essas interações 

contribuem para proliferação, diferenciação, quiescência e migração das HSCs (Sison EA, 

et al., 2011). 

Estudos demonstraram que a interação entre as células do estroma da medula 

óssea e as células da leucemia, contribui para a sobrevivência da célula neoplásica. 

Sugere-se que as células leucêmicas têm a capacidade de induzir mudanças na medula 

óssea que passam a afetar a hematopoese e a arquitetura tecidual da medula óssea, de 

forma que a leucemia modula este microambiente tumoral para obter vantagens 

adaptativas e proliferativas. O microambiente tumoral da medula óssea, ou seja, as 

células do estroma medular, passam a fornecer, portanto, um ambiente propício para o 

estabelecimento definitivo dos blastos leucêmicos, um vez que fornece fatores de 
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crescimento, suprimento sanguíneo, matriz extracelular, remoção de catabólitos e de 

células mortas (Laranjeira ABA, et al., 2007; Sison EA, et al., 2011). 

Diversos grupos têm demonstrado que pacientes com leucemia aguda e pré-

leucemia, como síndromes mielodisplásicas e neoplasmas mieloproliferativos, possuem 

elevados níveis de vascularização e angiogênese na medula óssea (Ayala F, et al., 2009). 

Em um estudo comparativo entre biópsias do núcleo de medulas ósseas de crianças com 

LLA com de controles saudáveis, mostraram que as biópsias de medula óssea 

leucêmicas têm padrões de microvasculatura distintos, incluindo a densidade de 

microvasos (Perez-Atayde AR, et al., 1997). A habilidade para induzir angiogênese é 

provavelmente um mecanismo que eleva a sobrevivência de células leucêmicas na 

medula óssea. Apesar do fato de as leucemias não possuirem uma associação entre a 

densidade de microvasculatura e o prognóstico dos pacientes (Pule MA, et al., 2002), 

inibidores de angiogênese se mostraram eficazes como agentes anti-tumorais em 

modelos animais, indicando a dependência da angiogênese nas leucemias (Iversen PO, 

et al., 2002). 

A hipóxia é o maior dos estimulantes para angiogênese e o fator de transcrição a 

indução de hipóxia, HIF-1 (Hypoxia Inducible transcription Factor 1) é o mediador chave 

deste processo. Existem trabalhos indicando que certas regiões da interface da medula 

óssea de murinos são ambientes hipóxicos (Parmar K, et al., 2007). Dados em modelos 

com ratos demonstram que células leucêmicas infiltradas na medula óssea encontram 

ambiente mais hipóxico quando comparadas com células da medula óssea de ratos 

saudáveis (Mortensen BT, et al., 1998). Células de leucemia são capazes de se proliferar 

mesmo sob condições de hipóxia, o que indica a capacidade destas células a se adaptar 

ao ambiente hipóxico (Jensen PO, et al., 2000). De fato, a super-expressão de 

componentes regulados por oxigênio como HIF-1 alfa, foi observado em diversas células 

leucêmicas em espécimes de medula óssea de pacientes com LLA (Wellmann S, et al., 

2004). 

Fatores de crescimento também são responsáveis por ajudar a leucemia a 

modular o microambiente tumoral da medula óssea. Fatores de crescimento endotelial 

vascular (VEGFs - Vascular Endothelial Growth Factors) são expressos tanto por 

linhagens celulares de leucemia mielóide aguda, quando por blastos leucêmicos (Fiedler 

W,et al., 1997). Uma das funções mais correlativas entre HIF-1 e a hipóxia é justamente a 

ativação da produção de VEGF e o estímulo a angiogênese (Figura 2). A estimulação da 
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formação de novos vasos pela angiogênese representa uma resposta adaptativa a hipóxia 

e envolve a proliferação celular endotelial, um processo estimulado por fatores de 

crescimento induziveis pela hipóxia, como VEGF. A microvasculatura é um componente 

ativo do microambiente da medula óssea e é resposável por fornecer oxigênio e 

nutrientes (Konopleva M, et al., 2009). Secretado pelas células leucêmicas, VEGF ativa 

receptores tanto nas células endoteliais quanto nas próprias células da leucemia 

estimulando a sua proliferação (Dias S, et al., 2002) . 

 

Figura 2. Regulação da produção de VEGF e outros fatores em situação de hipóxia e normóxia. A 

presença de oxigênio leva a degradação de HIF através de ubiquitinação pelo sistema de proteossoma. A 
ausência de oxigênio que ocorre no microambiente tumoral leucêmico, favorece a produção de VEGF via HIF, 
elevando a angiogênese do local. Adaptado de www.hemonctoday.com. 

 

Fica claro portanto, que o contato entre os blastos leucêmicos e o microambiente 

composto por células do estroma da medula óssea estimula uma modulação deste 

ambiente de modo a favorecer a proliferação, a sobrevivência e a adaptação da leucemia. 

Isso ocorre devido ao crosstalk que ocorre entre estas células, mediados for fatores 

ativados e ativadores produzidos por ambas.  

 Em vista de se entender melhor esta modulação do microambiente na progressão 

das células tumorais leucêmicas, foram realizados no Centro Infantil Boldrini, estudos de 

expressão gênica através de plataformas de microarranjos de DNA (Affymetrix), visando 

identificar genes que fossem ativados nas células endoteliais da medula óssea (BMEC  
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Bone Marrow Endothelial Cells) após sua incubação/interação com plasma de crianças 

com LLA ou com células primárias de leucemia linfoblástica aguda (dados não 

publicados).  

Como pode ser observado na Tabela 1, o gene que mais teve sua expressão 

ativada nas BMEC, devido ao contato com plasma de crianças com LLA, foi o gene STC1, 

que codifica a proteína humana Stanniocalcina-1, mostrando-se como um potencial 

marcador molecular. 

Tabela 1. Genes diferencialmente expressos pelas BMEC após 6h da adição de plasma de crianças 
com LLA. Valores de expressão foram calculados com o software dCHIP. Em negrito, genes diferencialmente 

expressos no co-cultivo de BMEC com células de LLA. 
 

 

 A partir deste dado, decidiu-se investigar o que era conhecido sobre o gene e a 

proteína Stanniocalcina-1, visando avaliar se suas caracteristicas o qualificavam como um 

bom candidato a ser estudado, no que diz respeito a interação entre a leucemia e o 

microambiente tumoral. 

 
1.4  A proteína Stanniocalcina-1 (STC1) 

Em 1839, na Universidade de Rostock (Alemanha), o Professor H. Stannius 

descobriu pares de glândulas adjacentes aos rins de peixes que se acreditava serem 

glândulas adrenais (Stannius H, 1839). Essas glândulas, batizadas de Corpúsculos de 

Stannius em 1898 (Vincent S,1898) secretam um hormônio similar a calcitonina (Fontaine 
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M, 1964) que mais tarde foi purificado e nomeado de Stanniocalcina (STC) (Lafeber FP, et 

al., 1986). 

 

Figura 3. Os corpúsculos de Stannius. A esquerda, uma foto do Professor H. Stannius, descobridor das 

glândulas que secretam Stanniocalcina, os Corpúsculos de Stannius, representados neste esquema da 
anatomia de um peixe ósseo, a direita. Adaptado de www.vet.ohio-state.edu. 

 

Stanniocalcina tem efeito similar ao da calcitonina sobre toda a homeostase de 

cálcio do corpo (Ca2+) em peixes ósseos. A remoção dos Corpúsculos de Stannius produz 

hipercalcemia (Ishibashi K, et al., 2002). Os órgãos de peixes que são os principais alvos 

do efeito anti-hipercalcêmico de STC são as guelras (Wagner GF, et al., 1998) e o 

intestino (Sundell K, et al., 1992). 

A expressão de Stanniocalcina foi por muito tempo considerada exclusiva aos 

Corpúsculos de Stannius, porém o mRNA de STC foi detectado em células do ovário, 

testículos e rins de peixes ósseos (McCudden CR, et al., 2001). Entretanto, o nível de 

STC nestes órgãos é cerca de 100 vezes menor do que nos Corpúsculos de Stannius, o 

que possivelmente explica a descoberta tardia destes locais de expressão de STC. 

Permanece desconhecido se STC, em peixes, é sistematicamente secretado (na 

circulação) como um hormônio endócrino ou se age de forma mais local nos testículos, 

rins e ovário (Serlachius M, 2007). 

A primeira forma homóloga de STC em mamíferos, STC1, foi isolada de forma 

independente em dois laboratórios: em um, durante estudos com fibroblastos humanos 

transfectados por SV40 (SimianVacuolatingvirus 40) cujo objetivo era identificar genes 

envolvidos no controle da proliferação celular (Chang AC, et al., 1995) e em outro, durante 

um screening por sequênciamento randômico de cDNAs de pulmão fetal humano (Olsen 

HS, et al., 1996). Subsequentemente, o gene humano que codifica para o parálogo de 

STC1 em mamíferos, STC2, foi identificado por um screening de sequências similares em 
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bancos de dados de sequências expressas (EST  expressed sequence tag) (Chang 

ACM, et al., 1998, DiMattia GE, et al.,1998 e Ishibashi K, et al., 1998). 

O grau de similaridade de sequência entre STC1 de humanos e STC de peixes é 

de 92%, sendo que dos primeiros 204 aminoácidos, 118 resíduos são idênticos. 

Entretanto, os últimos 43 resíduos da região C-terminal são completamente divergentes. 

O cDNA de STC2 humana codifica uma proteína com 55 aminoácidos maior que a STC1 

e  possui 34% de identidade com STC1 humana e STC de peixes. O parentesco de STC2 

com STC1 e com STC é mais evidenciado pela região N-terminal, onde entre os resíduos 

41 e 160, 40% são idênticos (Figura 4). Esta identidade é mais acentuada quando 

comparado apenas STC1 e STC de peixes, chegando a 53%. Claramente, STC1 é mais 

próxima e relacionada à STC de peixes do que com seu parálogo humano STC2 (Chang 

ACM, et al., 2003).  

 

Figura 4. Alinhamento entre sequências de STC-1 e -2 humanas e a STC de truta arco-íris 
(Oncorhynchus mykiss, família Salmonidae).  Marcações em tons de cinza indicam  conservação (de 

acordo com a matriz de substituição PAM250), em  verde: peptídeo sinal,  vermelho: pró-peptídeo e laranja: 
sitio de N-glicosilação. Adaptado da dissertação de doutorado de Daniel Maragno Trindade (UNICAMP), 
autorizada pelo autor. 
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Figura 6. Modelos de baixa resolução ab initio gerados por dados extraídos por SAXS. (A) Modelos 
filtrados dummy atoms model (DAMMIN). (B) Modelos dummy residues model (GASBOR).  Figura extraida e 

adaptada do artigo de Trindade DM,  e colaboradores (2009), autorizada pelo autor.  

 

 Stanniocalcina-1 é também uma proteína alvo de modificações pós-traducionais.  

O sítio de glicosilação N-ligado também é conservado entre as STCs (como mostrado em 

laranja na figura 4). A sequência consenso Asn-X-Thr/Ser (ao redor dos resíduos 62-72), 

são sabidamente glicosilados em enguias e em salmão (Butkus A, et al., 1987; Wagner 

GF, et al., 1992), entretanto não existem dados diretamente mostrados para STC1 de 

mamíferos. Por outro lado, o conteúdo de sacarídeos foi analizado em sistema de 

expressão por baculovírus e em células de ovário de hamster chinês (CHO  Chinese 

Hamster Ovary). Um sítio de glicosilação N-ligado foi encontrado (mas não determinado) 

e nenhum oligosacarideo O-ligado foi identificado (Zhang K, et al., 1998). Talvez essa 

glicosilação de STC1 humana explique o fato de, em géis SDS-PAGE, o padrão de 

migração desta proteína ser em forma de banda difusa e o peso molecular variar até 5 

kDa a mais que o esperado.  

Além de glicosilação, STC1 humana é também uma proteína fosforilada. Após a 

incubação de células HT1080, uma linhagem primária de fibrosarcoma, com 32P, STC1 

marcada foi encontrada no meio de cultura, de forma secretada. STC1 foi fosforilada por 

PKC (protein kinase C) in vitro e in vivo, e em ambas as situações a fosforilação ocorreu 

exclusivamente em resíduos de serina. O mapeamento de fosfopeptídeos também foi 

similar em ambos os experimentos, sugerindo que PKC deva ser uma quinase que atue 

realmente in vivo (Jellinek DA, et al., 2000). Análises pelo programa PredictProtein/PHD 

feitas pelo trabalho de Trindade e colaboradores, em 2009, revelaram as serinas 176 e 
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216 como potenciais alvos de fosforilação por PKC, uma vez que tem predição de 

estarem mais expostas ao solvente e, portanto, mais passíveis de serem fosforiladas. 

Novos sítios de fosforilação por outras enzimas, são também propostos e discutidos nos 

resultados desta tese. 

O gene de STC1 humana está localizado no braço curto do cromossomo 8 

(8p11.2-p21). Este gene contém 4 exons e os sítios de início de transcrição estão 

localizados 284, 271 e 153 nucleotídeos à 5´ do códon de iniciação (metionina). A região 

5´ não traduzida é rica em repetições trinucleotídicas CAG, onde existem quatro blocos 

relativamente curtos, cada um contendo de 3 a 6 CAG repetidos, separados por 6 a 15 

nucleotídeos (Chang ACM, et al., 2003). Os 51 primeiros nucleotídeos do exon 1 

codificam para um peptídeo sinal altamente conservado. A secreção de STC1 para o meio 

extracelular e sua forma de sinalização hormonal ainda não são muito bem 

compreendidos pela comunidade científica que propõe sua interação com receptores de 

superfície celular. 

 

1.5  Stanniocalcina-1 e as evidências de receptores de membrana 

A literatura é vasta no que diz respeito a evidências da existência de proteínas na 

superfície celular que tenham afinidade por Stanniocalcina-1 e funcionem como 

receptores. Não é bem compreendido ainda, se Stanniocalcina-1 quando secretada, liga-

se a receptores na membrana plasmática e dispara cascatas de sinalização intracelulares 

ou se Stanniocalcina-1 é endocitada e passa então a atuar dentro da célula. Também não 

se descarta a possibilidade de que ambas alternativas possam ocorrer de acordo com a 

finalidade de cada contexto fisiológico da célula. Devido aos diversos processos celulares 

relacionados à Stanniocalcina-1 e sua proposta multifuncionalidade (que será mais bem 

discutido no item 1.6 e na sessão de resultados e discussão), também se considera a 

possibilidade de haverem diferentes receptores que possuam afinidade a Stanniocalcina-

1. Apesar de todas as evidências, até hoje, nenhum trabalho demonstrou 

experimentalmente qual é o (ou um dos) receptor(es) de Stanniocalcina-1.  

Em 2002, McCudden CR e colaboradores utilizaram a proteína Stanniocalcina-1 

fusionada a fosfatase alcalina (STC1-AP) para demonstrar a existência de receptores 

para esta proteína em diferentes tecidos. Eles observaram, in situ, uma ligação de alta 

afinidade de STC1-AP na superfície celular de tecidos como rim e fígado. Além disso, 

purificaram mitocôndrias destes dois tecidos e observaram que nesta organela também 

ocorria uma ligação de alta afinidade de STC1-AP, mais especificamente na membrana 
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interna mitocondrial e viram que a essa ligação estimulava o metabolismo mitocondrial e a 

transferência de elétrons. Mais tarde, em 2007, este grupo descreve que esta ligação 

entre STC1-AP e os receptores mitocondriais pode ser desfeita de forma dose-

dependente de acordo com a adição de ATP, que interfere de forma significativa em sua 

constante de dissociação (Kd) (Ellard JP, et al., 2007). 

Também através de ensaios de ligação in situ, o mesmo grupo observou em dois 

diferentes trabalhos, a big  (uma forma variante de STC1, expressa 

principalmente em células do ovário, cuja massa molécula pode atingir 84, 122 ou 135 

kDa)  na membrana plasmática de células: inicialmente do corpo lúteo de ovário humano 

(Paciga M, et al., 2003) e mais tarde na superfície celular de células da adrenal de 

camundongos, principalmente na zona cortical, e também em células de adipócitos 

(Paciga M, et al., 2005). 

A afinidade de Stanniocalcina-1 pela superfície celular de diferentes tipos de 

células de carcinoma de mama, também foi observada, segundo os autores, em 91% das 

biópsias analisadas, mais uma vez através de estudos histológicos de ligação in situ. A 

presença destes receptores de Stanniocalcina-1 e também a produção da própria proteína 

por essas células malignas mamarias, levou os autores a proporem que neste caso, 

Stanniocalcina-1 possua um modo de ação autócrino (McCudden CR, et al., 2004).  

Por outro lado, no mesmo ano, Luo CW e colaboradores observaram, utilizando 

STC1 recombinante marcada radioativamente, que esta proteína possui receptores de 

alta afinidade na membrana plasmática de células granulosas do ovário, que por sua vez 

não produzem STC1, sugerindo neste caso um modo de ação parácrino. 

Receptores de alta afinidade, cuja ligação foi descrita como saturável, para STC1, 

também foram descritos em células vermelhas do sangue de humanos, cães e porcos 

(através de imunohistoquímica) e os autores discutem essa ligação como uma possível 

via de delivery de STC1 para órgãos ou células distantes, reforçando seu modo de 

atuação hormonal (James K, et al., 2005). Células MDCK (Madin Darby Canine Kidney) e 

IMCD3 (Inner Medullary Collecting Duct 3) também tiveram receptores de membrana 

identificados devido à ligação de alta afinidade de STC1 à superfície celular (Sazonova O, 

et al., 2008). 

Não apenas em mamíferos foram descritos a existência de receptores para 

Stanniocalcina. Existem três trabalhos que discutem a possível relação entre STC e o 

CaSR (Calcium-Sensing Receptor) em peixes. De forma geral, estes trabalhos observam 

que ocorre a expressão destes receptores nos Corpúsculos de Stannius: além de se tratar 
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de um receptor envolvido com a homeostase de cálcio, observa-se que modificações no 

nível de expressão deste receptor extracelular reflete na secreção de STC (Radman DP, 

et al., 2002; Greenwood MP, et al., 2009; Loretz CA, et al., 2009).  Em 2004, Tanega e 

colaboradores também mostram ligação de alta afinidade de STC1 em frações 

membranares de células de anelídeos e relacionaram que essa ligação possa fazer parte 

da regulação de troca de íons destes organismos com o ambiente. 

Recentemente foi publicado o único trabalho da literatura que propõe vias de 

sinalização disparadas pela ligação de STC1 com receptores de membrana, com base 

experimental. Ao estudarem o potencial oncogênico de STC1 em tumores de ovário, os 

autores sugerem que a ligação de STC1 a receptores desconhecidos em células 

tumorais, promova o aumento da proliferação celular, a diminuição da apoptose e o 

consequente aumento do volume do tumor (Figura 7) (Liu G, et al., 2010). Assim como 

diversos outros trabalhos (Sheikh-Hamad D, et al., 2003; Yoshiko Y, et al., 2004; Wagner 

GF, et al., 2006 ; BlockGJ, et al., 2010; Roch GJ, et al., 2011), este autores discutem a 

elevadíssima relevância de se identificar o receptor de Stanniocalcina-1 para que se 

possa compreender melhor sua função e modo de atuação. 

 

Figura 7.  Modelo proposto para tumorigênses mediada por Stanniocalcina-1. RAS ou outros eventos 

oncogênicos (como mutações na p53) ativam a expressão de STC1 e elevam sua secreção.  Sua ligação a 
receptores de superfície celular inibem a apoptose, por um mecanismo não compreendido, que eleva a 
expressão de fatores anti-apoptóticos como Bcl-2 ou Bcl-x. Também promove a progressão do ciclo celular 
por elevar os níveis de expressão de proteínas regulatórias do ciclo celular, como ciclina B1, ciclina A, ciclina 
E e CDK2 (Cyclin-Dependent Kinase 2) (Liu G, et al., 2010). 

 



14  

  

1.6  Stanniocalcina-1, Câncer, Hipóxia, Angiogênese e outras implicações 
funcionais 
 

Diferentemente do seu modo de ação nos peixes, onde STC atua de forma quase 

que exclusiva na homeostase mineral, principalmente na regulação de íons de cálcio, 

Stanniocalcina-1 de mamíferos, mais especificamente a humana, é tida como uma 

proteína multifuncional que também participa de diversos outros processos fisiológicos e 

celulares. Tem também sua atuação na homeostase mineral descrita (Olsen HS, et al., 

1996 ; Lafeber FP, et al., 1988; Wagner GF, et al., 1997; Madsen KL, et al., 1998) e Zhang 

KZ e colaboradores (1998) mostraram que, tanto a proteína STC1 humana produzida em 

baculovírus, como em células de hamster (CHO), produzem o mesmo efeito inibitório do 

transporte de cálcio em brânquias de peixes que a proteína obtida de peixes, mostrando a 

alta conservação da sua função.  

Contudo, fica cada vez mais claro que as STCs tenham expandido seus papéis em 

mamíferos, sendo esta suposição baseada no fato de que as STCs, em humanos, além 

de possuírem um padrão de expressão abrangente em diversos tecidos normais adultos 

(Chang AC, et al., 1995; Varghese R, et al., 1998; Worthington RA, et al., 1999; Paciga M, 

et al., 2002; Serlachius M, et al., 2002; Yoshiko Y, et al., 2004; Wagner GF, et al., 2006), 

também apresentam uma expressão diferencial durante a embriogênese (Zhang K, et al., 

1998; Franzen AM, et al., 2000; Jiang WQ, et al., 2000; Yoshiko Y, et al., 2003; Serlachius 

& Andersson, 2004). 

Stanniocalcina-1 parece atuar em numerosos processos fisiológicos, patológicos e 

também relacionados ao desenvolvimento, como a adipogênese (Serlachius & Andersson, 

2004), gravidez, lactação, organogênese, diferenciação neuronal, isquemia cerebral, 

estresse hipertônico e a estruturação óssea e muscular (Ishibashi K, et al., 2002; Chang 

ACM, et al., 2003). Além disso, ativa vias anti-oxidantes em células endoteliais e em 

macrófagos e também possui ação citoprotetora e anti-inflamatória (Sheikh-Hamad D, et 

al., 2010).  

  Porém, com base no foco de estudo desta presente tese de doutorado, será mais 

detalhadamente descrito nesta seção, uma visão da literatura sobre o conhecimento 

gerado até hoje sobre Stanniocacina-1 e suas implicações no câncer e em processos 

relacionados, como a angiogênese e a hipóxia, de forma a complementar a justificativa de 

escolha desta molécula como foco deste estudo. 

Alguns trabalhos descrevem implicações de Stanniocalcina-1 com o câncer de 

mama. Wascher RA e colaboradores foram, em 2003, os pioneiros ao observarem a 
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presença do mRNA de STC1 na medula óssea e no sangue de pacientes, além de terem 

encontrado co-relações significativas com fatores histopatológicos múltiplos no 

prognóstico, como tamanho do tumor primário, número de linfonodos positivos e estágios 

T, M e N. Por não conseguirem detectar o mRNA de STC1 no soro e na medula óssea de 

voluntários saudáveis, classificaram STC1 como um marcador molecular para o câncer de 

mama. O uso de STC1 como biomarcador, possibilitou posteriormente que fosse feita 

detecção de células tumorais circulantes metastáticas nos estágios iniciais do câncer de 

mama (Nakagawa T, et al., 2007), porém ao testarem este potencial em tumores de 

mama caninos, observaram que ao contrário dos tumores humanos, STC1 teve uma 

diminuição da expressão e muitas vezes não pode ser detectada (Klopfleisch R, et al., 

2009).  Além disso, como descrito anteriormente, receptores de alta afinidade para STC1 

em tecidos de câncer de mama são observados histologicamente (McCudden CR, et al., 

2004). Aparentemente, neste tipo de tumor, a elevação da expressão de receptores de 

progesterona A (PR-A Progesterone Receptor-A) induzida por nutrição rica em soja, eleva 

também a expressão de STC1 (Dave B, et al., 2010). 

Não somente em tumores mamários Stanniocalcina-1 tem sido classificada com 

um marcador molecular. Em 2000, Fujiwara Y e colaboradores avaliaram este potencial 

em diversos tipos de tumores, primários e linhagens celulares. Eles concluem que existe 

de fato uma tendência de super-expressão do mRNA de STC1 em todos tipos de câncer 

testatados, e destacam os dados obtidos em câncer coloretal e carcinoma hepatocelular, 

onde a expressão de STC1 não foi detectada nos tecidos correspondentes saudáveis. Ao 

testarem o soro de pacientes com carcinoma hepatocelular, foi possível a detecção do 

mRNA de STC1 em 8 dos 11 pacientes testados, ao passo que não foi possível tal 

identificação em nenhum dos 31 indivíduos saudáveis usados como controle. Resultados 

semelhantes são descritos: O mRNA de STC1 também foi detectado apenas no soro de 

pacientes com metástases de carcinoma hepático, câncer de mama e doença residual 

mínima na leucemia (descrito também por Tohmiya Y, et al., 2004  Figura 8), e não em 

indivíduos saudáveis (Koyde Y, et al., 2006) e correlacionado ao mal prognóstico pós 

operatório em casos de tumor coloretal (Tamura S, et al., 2011). 

Análises em larga escala visando identificar novos biomarcadores para alguns 

tumores também descrevem STC1 diferencialmente expresso em algumas neoplasias. 

Através de microarranjos de DNA, diversos sub-tipos de tumores do plexo coróide foram 

analisados em relação a células sadias e STC1 se mostrou super-expressa em todos sub-
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tipos, o que foi confirmado através de imunocitoquímica (Hasselblatt M, et al., 2006). 

Utilizando técnicas de proteômica, o secretoma de fibroblastos isolados de pacientes com 

mieloma múltiplo foi comparado ao de fibroblastos epiteliais normais. Essa abordagem 

identificou STC1 com potencial biomarcador para a detecção precoce do melanoma 

metastático, além de ser considerado um fator importante neste microambiente tumoral 

(Paulitschke V, et al., 2009). 

 

Figura 8.  Análise da expressão do mRNA de STC1 em sangue periférico de pacientes com leucemia 
por nested RT-PCR. N= negative control. No sangue periférico dos três tipos de leucemia testados, LMA, LLA 

e LMC, foi possivel identificar expressão do mRNA de STC1, diferentemente do soro de voluntários saudáveis 
(Tohmiya Y, et al., 2004). 
 

São descritas implicações de Stanniocalcina-1 em diversos outros tipos de 

tumores, tais como: fibrosarcoma (Jellinek DA, et al., 2000), glioblastoma (Lal A, et al., 

2001), neoplasia endocrina múltipla (Watanabe T et al.,, 2002), liposarcoma (Serlachius 

M, et al., 2004),  tumor epitelial (Block GJ, et al., 2010) e câncer gástrico (He LE, et al., 

2011). 

            O papel de Stanniocalcina-1 na apoptose de células tumorais também não é muito 

bem compreendido, e parece ter relação com cada tipo de tecido. Quando estudada em 

células de tumor nasofaringico STC1 mostrou-se como uma proteína pró-apoptótica cuja 

expressão é regulada por p53 (Lai KP, et al., 2007). Em células de adenoma de cólon 

humano, STC1 também foi considerada um fator pró-apoptótico, ao observarem que estas 

células quando incubadas com TSA (tricostatina A  inibidor de histona deacetilases) tem 

o grau de apoptose aumentado, acompanhado pela elevação do nível de expressão de 

STC1 e sugerem que isso ocorra devido a uma regulação de NFkappaB no promotor de 

STC1 (Law AY, et al., 2008). Já em células de tumor de pulmão incubadas com células 

multipotentes estromais (MSC  Multipotent Stromal Cells), a elevação da secreção de 

STC1 por parte das células MSCs, diminuiu a apoptose das células neoplásicas (Block 

GJ, et al., 2008), assim como em tumor de ovário, onde o tratamento e a secreção de 

STC1 além de diminuir a apoptose, induziu a expressão de proteínas reguladoras do ciclo 
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celular (Liu G, et al., 2010  Figura 7), levando STC1 a ser classificada em ambos 

trabalhos como um fator anti-apoptótico. 

            Como pode ser percebido, a elevada expressão de Stanniocalcina-1 em quase 

todos tipos de tumores, deixa claro que esta proteínas pode ter uma papel chave no 

câncer humano, seja no processo tumorigênico, no desenvolvimento e/ou no 

estabelecimento e adaptação destas células neoplásicas. Talvez a maior de todas as 

evidências seja a relação de STC1 com a angiogênese e com a hipóxia. 

Ao estudarem transcripcionalmente genes que respondiam a hipóxia em tumores, 

detectou-se a indução da expressão do mRNA de STC1 em linhagens celulares de câncer 

de mama e de colon e o que foi confirmado por imunohistoquímica  nas regiões hipóxicas 

nestes tipos de tumores. Observou-se neste mesmo estudo, que a expressão de STC1 

era regulada por HIF-1 (Lal A, et al., 2001). A mesma abordagem, porém para neoplasia 

endocrina multipla, também verificou a superexpressão de STC1 em situação de hipóxia 

(Eisenhofer G, et al., 2004) e um ano mais tarde, foi reafirmado em linhagens celulares de 

câncer nasofaringico, colon e de ovário, o estímulo à expressão de STC1 pela hipóxia 

(Yeung HY, et al., 2005).  

      Modelos in vitro de estudo de angiogênese também identificaram STC1 através de 

análises de perfis de expressão gênica, inicialmente em células endoteliais normais (Kahn 

J, et al., 2000) e a seguir em tecidos neoplásicos (Gerritsen ME, et al., 2002). Devido a 

tais evidências, logo se observou que a expressão de STC1 também respondia ao 

estimulo de VEGF e discutiram-se possíveis relações com o crescimento e a 

vascularização tumoral (Wary KK, et al., 2003). No mesmo ano, Zlot C e colaboradores, 

demonstraram a forma de modulação autócrina que STC1 exerce sobre a angiogênese 

epitelial em resposta a fatores de crescimento. Observou-se também que Wnt2, um fator 

de crescimento e diferenciação, regula a expressão de STC1 em células endoteliais (Klein 

D, et al., 2009), e que em STC1 não afeta a apoptose dessas células endoteliais no 

ovário, mas realmente tem papel de modulador da angiogênese em células granulosas 

(Basini G, et al., 2009). 

      Recentemente, um estudo feito com tumores gástricos deixou mais clara a relação 

entre STC1, angiogênese e o câncer. Stanniocalcina-1 foi capaz de promover a 

angiogênese in vitro e in vivo  através da indução da expressão de VEGF. A inibição de 

VEGF no sobrenadante da cultura celular, através da neutralização com anticorpos, aboliu 

a angiogênese induzida por STC1, in vitro. O processo de regulação da expressão de 
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VEGF por STC1 foi descrito como sendo mediado pela ativação de vias de sinalização 

que envolvem PKC beta e ERK 1/2 (extracellular-signal-regulated kinase 1/2) e este 

aumento da angiogênese, promoveu o crescimento do tumor gástrico (He LF, et al., 

2011).  

 Todas essas implicações envolvendo Stanniocalcina-1, principalmente com o 

câncer, a tornam um excelente alvo para geração de ciência aplicada e tecnologias que 

se beneficiem de suas características funcionais e estruturais. 

 

1.7  Stanniocalcina-1 e o seu estado da arte 

De acordo com a WIPO (World Intellectual Property Organization), a agência das 

Nações Unidas que se dedica a desenvolver, organizar e divulgar internacionalmente o 

sistema de Propriedade Intelectual e Patentes, cerca de 70% de todo conhecimento 

gerado até hoje no mundo está contido de forma exclusiva em documentos de patentes e 

não em artigos científicos. Obviamente que este número é bastante variável de acordo 

com cada área específica do conhecimento, e no caso de ciências biológicas, que possui 

um dos maiores acervos de revistas científicas, esta porcentagem tende a ser 

consideravelmente menor. Entretanto, não podemos descartar os bancos de dados de 

patentes, como uma importantíssima fonte de informações, atualização e conhecimento, 

ao buscarmos entender melhor determinado assunto. 

Apenas a título ilustrativo, uma busca no portal PubMed do NCBI, o principal 

banco de dados de artigos científicos da área biomédica, Stanniocalcin , 

retorna 294 artigos científicos, ao passo que utilizando o mesmo termo no 

PATENTSCOPE 1, o portal da WIPO que busca apenas patentes depositadas via sistema 

internacional e não cobre patentes depositadas de forma individual em países específicos, 

retorna 223 arquivos de patentes.  

Durante o desenvolvimento desta tese de doutorado, foi realizado o 

monitoramento das patentes que envolvem Stanniocalcina-1, e pode-se perceber que a 

maioria das patentes tem seu respectivo artigo científico publicado, mas por via de regra, 

o depósito inicial do conhecimento é feito primeiramente na forma de documento de 

patente e mais tarde (algumas vezes, anos depois) na forma de artigo científico. Isso 

possibilitou uma apropriação precoce do conhecimento o que garantiu não só a certeza 

do ineditismo na pesquisa realizada (evitando assim uma duplicação de esforços e 

                                                 
1
 www.wipo.int 
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investimentos), mas também geração de novas idéias para aplicação prática dos 

resultados obtidos.   

 Visto o grande número de patentes que envolvem a utilização de Stanniocalcina-1 

ou descrevem vias de atuação, apenas as principais patentes que se relacionam de 

alguma forma ao foco e tema desta presente tese de doutorado serão introduzidas a 

seguir, de forma a complementar e exemplificar a aplicação prática do conhecimento 

sobre a proteína Stanniocalcina-1. 

 Nos Estados Unidos, um grupo da Universidade do Texas observou que células-

tronco obtidas de ou em agregados mesenquimais esferoidais, expressam níveis de 

proteínas terapêuticas superiores aos de células-tronco mensenquimais cultivadas em 

monocamada. Os autores classificam STC1 como uma das proteínas terapêuticas mais 

expressas, atribuindo funções anti-apoptóticas e anti-inflamátórias e propõe novas formas 

de tratamento a diversas doenças, inclusive o câncer (WO/2011/060244). 

 Na Alemanha, uma patente descreve o uso de inibidores de angiogênese para 

determinados biomarcadores, visando o tratamento de doenças relacionadas à 

angiogênese, incluindo o câncer. Um dos biomarcadores de angiogênese identificados 

pelo inventor é STC1 e este descreve que inibidores de pequenas moléculas de ATP 

direcionados a várias quinases, diminuem a expressão de STC1, ao passo que outros 

inibidores direcionados a integrinas, elevam a expressão de STC1, em células HUVEC 

(Human Umbilical Vein Endothelial Cells), reafirmando o papel de STC1 na angiogênese. 

(WO/2010/072348). 

 Em outra patente americana, são descritos métodos de predição para prognósticos 

em câncer assim como o monitoramento da respostas ao tratamento de tumores. Para 

isso, os autores utilizam alguns inibidores, dentre eles um inibidor para o receptor de 

VEGF, e a inibição deste receptor é monitorada de acordo com alterações na expressão 

de STC1 (WO/2005/059179). 

 A forma mais freqüente do uso prático de Stanniocalina-1 é como um biomarcador, 

usado no diagnóstico de vários tipos de câncer.  Uma patente holandesa prevê a 

diferenciação entre tumores coloretais adenomas de adenocarcinomas e para isso um 

painel de genes é analisado, dentre eles STC1 (WO/2008/122936). A identificação de 

células de melanoma e de células de carcinomas circulantes através de um kit que avalia 

a expressão gênica de alguns biomarcadores, também inclui análise de STC1 

(WO/2006/031843). Outras patentes que visam a identificação de câncer de mama 

(US/2005/014208), carcinoma intestinal (WO/2003/03023059) metástases de melanoma e 
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de câncer de mama (WO/2004/045521), também utilizam STC1 como biomarcador, 

sempre com foco em níveis de expressão de mRNA. 

 A única patente que prevê a identificação da proteína STC1, no soro de pacientes, 

visa o diagnóstico da leucemia através da técnica de ELISA (Enzyme Linked 

Immunosorbent Assay). Esta patente japonesa (JP/2000/002709) descreve que foi 

possível a identificação do mRNA de STC1 apenas no soro de pacientes com leucemia e 

não em voluntários normais e que isso irá possibilitar a identificação e o diagnóstico de 

leucemia baseado na identificação da proteína, porém não descreve nenhum teste 

efetivamente feito em pacientes. Essa patente é restrita ao território japonês e não 

influencia o uso comercial de seu conteúdo em outros países. É importante ressaltar que, 

não conseguimos identificar o uso real de rotina para nenhuma destas patentes 

apresentadas, mostrando que apesar de terem seu potencial aplicado protegido, a 

sociedade e o mercado ainda não se beneficiaram destas descobertas. 

Além das características estruturais apresentadas no item 1.4, principalmente o 

fato de STC1 ser uma proteína secretada para o meio extracelular, das evidências 

relatadas em diversos trabalhos sobre a existência de receptores de superfície celular 

para STC1 (item 1.5) e a relevância da sua identificação, os trabalhos aqui discutidos da 

literatura e nas patentes, sugerem diversos aspectos funcionais e vias de atuação para 

esta proteína. Apesar de sua aparente multifuncionalidade, as particulares implicações de 

STC1 nas células e tecidos neoplásicos e no microambiente tumoral, deixam evidente que 

STC1 é um ótimo candidato a ser estudado e que compreender melhor sua atuação 

molecular dentro e fora da célula é de grande contribuição ao desenvolvimento científico 

aplicado a detecção, tratamento e combate a leucemia infantil.  
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2. Objetivos 

 

2.1  Objetivo Geral 

Esta tese de doutorado teve por objetivo estudar formas de atuação da proteína 

humana Stanniocalcina-1 dentro e fora da célula humana, visando buscar um melhor 

entendimento de como seus parceiros de interação e os aspectos funcionais a eles 

relacionados, podem contribuir no entendimento da função de STC1 na célula humana e 

por consequência da leucemia infantil e em sua relação com o microambiente tumoral da 

medula óssea. 

 

2.2  Objetivos Específicos  

Para o objetivo geral ser atingido foram propostos os seguintes objetivos 

específicos: 

 

2.2.1 - Desenvolvimento de um kit diagnóstico visando a identificação da 

proteína STC1 em soro de pacientes com leucemia. 

 

Para tanto se fez necessário produzir em larga escala a proteína STC1 

recombinante full lenght e truncada, e sua utilização na geração e no teste de anticorpos 

monoclonais, para o estabelecimento de um ensaio do tipo ELISA sanduiche. 

 

2.2.2 - Identificar parceiros de interação para STC1 humana, dentro e fora 

da célula, visando compreender melhor as vias de atuação e possíveis 

funções. 

 

Visto que nenhum parceiro de interação foi descrito para STC1 humana, buscou-

se explorar dados obtidos a partir de screening feito pelo sistema de duplo-híbrido em 

leveduras, pull down semi in vivo e co-imunoprecipitação aliados a espectrometria de 

massas. Alguns parceiros tiveram a relevância de sua interação estudada mais a fundo, 

de modo a propor novas implicações e funções moleculares para esta proteína. 
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3. Resultados e Discussão 

 

Os resultados apresentados nesta seção serão expostos de acordo com a ordem 

apresentada nos objetivos específicos apresentados na secção anterior. Muitos dos 

resultados aqui apresentados foram publicados este ano na revista Molecular Biosystems 

(anexo a esta tese), e é importante frisar que a obtenção destes resultados contou com a 

valiosa contribuição científica dos demais autores, principalmente do Dr. Daniel Maragno 

Trindade. 

 

3.1 - Desenvolvimento de um kit diagnóstico visando a identificação da proteína 

STC1 em soro de pacientes com leucemia. 

 

Os dados previamente obtidos por ensaio de microarranjos de DNA (Tabela 1), 

que mostraram um aumento na expressão de STC1 em BMEC após o tratamento com 

plasma de pacientes com LLA em cerca de 8 vezes, forneceram mais uma evidência do 

que já era sugerido pela a literatura científica (Tohmyia Y, et al., 2004) e por uma patente 

(JP/2000/002709): o potencial uso de STC1 como um biomarcador para microambiente 

tumoral leucêmico. 

Nós fomos capazes de confirmar o aumento da expressão do mRNA de STC1 

durante a co-cultura de células do estroma da medula óssea com blastos leucêmicos por 

PCR em Tempo Real (primers utilizados e maiores detalhes  Tabela 2 e materiais e 

métodos), e observamos um aumento semelhante (cerca de 7x) ao encontrado por 

microrranjo, em células estromais co-cultivadas com células primárias de LLA de 3 

diferentes pacientes, após 24 horas de tratamento (Figura 9). 

 

Tabela 2.  Sequência de primers e concentrações usadas no PCR em Tempo Real Quantitativo (Santos, 

MT, et al., 2011) 
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Figura 9.  Análise de genes candidatos por PCR em Tempo Real Quantitativo. (A)  Células estromais da 

medula óssea foram cultivadas até atingirem a confluência e posteriormente submetidas a co-cultura com 
células primárias precursoras-B de leucemia linfoblástica aguda, obtidas de diferentes paciente para os 
períodos de tempo indicados. As células estromais da medula óssea foram separadas e processadas para 
extração de RNA, sintese de cDNA e PCR em Tempo Real Quantitativo. (B)   Expressão do mRNA de 

diferentes genes candidatos em células estromais da medula óssea , cultivadas em meio fresco sem Soro 
Fetal Bovino (BFS  bovine fetal serum) durante 6 horas e 24 horas (ambos com e sem BFS), ou estimulados 

pela co-cultura com blastos leucêmicos primários de três diferentes pacientes com LLA (amostras 1, 2 e 3) em 
meio fresco sem BFS. As mesmas amostras de células estromais da medula óssea antes do co-cultivo (0h) 
foram usadas para calibração (set para 1.0). As barras indicam o erro padrão com 95% de confidência. DKK1 
e STC1 apresentaram inicialmente uma diminuição nos níveis de expressão, após 6 horas de co-cultura. 
STC1 demonstrou, após 24 horas, um grande aumento em seu nível de expressão, validando assim os dados 
de microarranjo e sugerindo que STC1 sirva de fato como um marcador do microambiente tumoral da 
leucemia. (Santos MT, et al., 2011). 
 

Este dado nos encorajou a estudar STC1 como provável e potencial biomarcador 

oncológico para leucemia visto que até hoje, nenhum trabalho mostra a tentativa de se 

identificar níveis diferenciais da proteína Stanniocalcina-1 no soro de pacientes com 

leucemia. Além do fato de ser possível identificar a expressão do mRNA de STC1 em 

soro de pacientes com leucemia (Tohmyia Y, et al., 2004; JP/2000/002709) e de STC1 ser 

uma proteína sabidamente secretada para o meio extracelular (Barlet JP, et al., 1998), 

outras evidências nos levaram a acreditar que seja possível também encontrar a proteína 
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no plasma destes pacientes: Em 2002, Paciga e seus colaboradores, publicaram um 

estudo de STC-1 em ratos e observaram a presença da proteína no soro, quando as 

fêmeas estavam em período de gestação e lactação, demonstrando a capacidade da 

proteína STC-1 transpor a membrana celular e entrar na corrente circulatória. No caso de 

câncer de ovário, foram identificadas quantidades da proteína STC1 no soro de pacientes 

significantemente maiores do que no soro de voluntários saudáveis (Liu G, et al., 2010).  

 Desta forma iniciamos o desenvolvimento de um kit diagnóstico, que visa 

identificar níveis diferenciais da proteína STC1 em soro de pacientes com leucemia 

quando comparado ao soro de voluntários saudáveis, através da técnica de ELISA 

sanduiche. 

 O primeiro passo foi a produção de anticorpos monoclonais anti-STC1. Como a 

intenção é realizar o ensaio por ELISA sanduiche, fez-se necessário desenhar uma 

estratégia que identificasse anticorpos monoclonais reativos a diferentes epítopos 

(determinantes).  

 A estratégia inicial consistia em utilizar a proteína recombinante STC1 full lenght 

para imunizar os camundongos, e utilizar as construções truncadas, STC1 Cterminal e 

STC1 Nterminal para selecionar os diferentes clones de anticorpos, garantindo assim a 

identificação de clones que sejam reativos a diferentes epítopos. A truncagem da proteína 

em regiões C- e N terminais, visou respeitar a formação das pontes dissulfeto internas, de 

modo que não se separasse nenhum par de cisteínas (Figura 10 A). 

 A expressão da proteína STC1 full lenght foi feita em sistema de baculovírus em 

células de inseto, fusionada a uma cauda de 6 histidinas (STC1-HT) e após 3 passos de 

purificação, obteve-se a proteína em quantidade suficiente para imunização dos 

camundongos e em alto grau de pureza (Figura 10 B). A construção STC1 Cterminal foi 

expressa em sistema bacteriano (E. coli BL21 pRARE) fusionada à proteína GST 

(Glutathione S Transferase) e grandes quantidades da proteína foram isoladas, porém de 

forma 100% insolúvel a partir de corpos de inclusão, sendo necessário utilizar a técnica 

de refolding em solução para utilização desta proteína (Figura 10 C). Não foi possível 

estabelecer protocolo de expressão da construção STC1 Nterminal, nem mesmo em 

frações insolúveis em bactéria.  

Isso fez com que a estratégia inicial fosse alterada: A imunização dos 

camundongos foi feita com a proteína STC1-HT e a seleção dos clones previa isolar um 

clone que fosse reativo a proteína full lenght e também a construção STC1 Cterminal 

(garantindo um clone reativo a um epítopo na região Cterminal) e isolar outro que fosse 
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reativo a proteína STC1-HT e não a construção STC1 Cterminal (garantido um clone 

reativo, teoricamente, a região Nterminal). Porém todos os 3 clones de anticorpos 

monoclonais isolados foram reativos à proteína STC1-HT e também à construção STC1 

Cterminal.  

Este resultado não garante, mas sugere que os 3 clones de anticorpos 

monoclonais obtidos sejam reativos ao mesmo epítopo. Porém, este dado não nos 

surpreendeu, visto que, como discutido na introdução, a proteína STC1 é extremamente 

conservada entre as diferentes espécies, principalmente pela região Nterminal (figura 4), 

o que sugere que a região imunogênica da proteína seja possivelmente a região 

Cterminal. 

 

 
Figura 10. Esquema das porções N- e Cterminal de STC1 e expressão e purificação das mesmas. (A) 
Esquema em barra mostrando STC1 completa (STC1 full) e as construções codificando os domínios: amino-

terminal sem o peptídeo sinal (NSTC PS) e carboxi terminal (CSTC1). São mostradas a região do peptídeo 
sinal (PS,  verde), as cisteínas (barras em vermelho) e suas respectivas pontes dissulfeto (linhas conectando 
as cisteínas) e a cisteína responsável pela dimerização de STC1 ( , cisteína 202). (B) Gel SDS-PAGE 

mostrando o alto grau de pureza da proteína STC1-HT produzida em baculovírus. A-L são diferentes frações 
obtidas pela purificação em gel filtração. (C) Gel SDS-PAGE mostrando o isolamento e a pureza da proteína 
STC1 Cterminal-GST após processo de refolding em solução. L1 e L2 são amostras da lavagem da coluna de 
purificação por afinidade. A e B são frações da eluição. M  Marcador de peso molecular. 
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 Entretanto, visto que a forma normalmente encontrada de STC1 consiste em um 

homodímero que se mostra alongado em solução (Trindade DM, et al., 2009), mesmo que 

estes clones de anticorpos monoclonais sejam reativos ao mesmo epítopo, é possível que 

o anticorpo de captura se ligue em um dos monômeros, deixando disponível o outro 

monômero para que este seja identificado pelo anticorpo de detecção.  

 Os 3 clones de anticorpos monoclonais obtidos, foram biotinilados in vitro, para 

serem testados como anticorpos de detecção e para que não fosse preciso utilizar um 

terceiro anticorpo conjugado, o que poderia gerar sinais inespecíficos e artefatuais. Desta 

forma, a revelação do ensaio de ELISA pode ser feita utilizando-se estreptavidina 

fusionada a enzima HRP (horseradish peroxidase), beneficiando-se da altíssima afinidade 

desta molécula pela biotina, e garantindo que não haja reação cruzada com o anticorpo 

de captura (não biotinilado). 

 Baseado nesta hipótese, os 3 clones de anticorpos monoclonais foram utilizados 

em ensaios de ELISA sanduiche, tanto na função de captura do antígeno, quanto na 

função de detecção (clones biotinilados). Para isso, todas as combinações possíveis entre 

eles foram testadas (Tabela 3), utilizando diversas concentrações destes anticorpos, 

assim como diversas quantidades do antígeno (STC1-HT), para se identificar a 

sensibilidade do ensaio. 

 
Tabela 3.  Nove diferentes combinações testadas entre os 3 clones de anticorpos monoclonais anti-
STC1 humana, para ensaio de ELISA sanduiche. Apesar  da possibilidade de todos os clones serem 

reativos ao mesmo epítopo de STC1-HT, o fato da proteína em sua fora fisiológica ser um homodímero,  
possibilitou que o mesmo clone fosse testado tanto para captura, quanto para detecção do antígeno. 
 

 
Anticorpos de Captura 

Clone 1 Clone 2 Clone 3 

Anticorpos de 

Detecção 

(biotinilados) 

Clone 1 1x1 2x1 3x1 

Clone 2 1x2 2x2 3x2 

Clone 3 1x3 2x3 3x3 

 

 A combinação de anticorpos que melhor funcionou na identificação de STC1-HT 

em ensaio de ELISA sanduiche, foi justamente quando se utilizou o clone 1 como 

anticorpo de detecção, e o próprio clone 1 como anticorpo de detecção (biotinilado). 

Como é exemplificado no Gráfico 1, outras combinações de anticorpos não produzem 

sinais proporcionais e significativos, ao passo que essa combinação de anticorpos 

(Gráfico 2) se comportam de forma linear de acordo com as diferentes concentrações 

testadas para ambos. 
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Gráfico 1. Ensaio de ELISA para proteína STC1. Neste ensaio o anticorpo monoclonal clone 1, foi utilizado 

para captura do antígeno e o anticorpo monoclonal clone 2 para  detecção (biotinilado). 
 
 

 

Gráfico 2. Ensaio de ELISA para proteína STC1. Neste ensaio o anticorpo monoclonal clone 1, foi utilizado 

tanto para captura do antígeno, quanto para detecção (biotinilado). Isso é possível devido ao fato de STC1 ser 
um homodímero. Observa-se um aumento do sinal de absorbância de acordo com o aumento da quantidade 
de anticorpos utilizados, demonstrando que o ensaio foi positivo. 

 

 Além disso, concentrações crescentes de STC1-HT foram testadas, para avaliar a 

sensibilidade do ensaio. De 500 pg/mL a 500ug/mL, a menor quantidade de STC1-HT que 

o ensaio ELISA foi capaz de detectar de forma confiável foi 2ng/mL, como mostrado no 

gráfico 2. 
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 Este resultado, ainda que preliminar, despertou interesse em uma empresa, cujo 

foco é justamente o desenvolvimento de kits ELISA imunodiagnósticos. Residente na 

Incubadora de Empresas da Unicamp (INCAMP), a RheaBiotech atua na área de 

biotecnologia a cerca de 4 anos e desenvolve anticorpos e ensaios ELISA para o mercado 

nacional. 

 Atualmente, o contrato de transferência de tecnologia e know how está em 

elaboração e deverá ser finalizado em breve. Essa parceria envolve o LNBio, o Centro 

Infantil Boldrini e a RheaBiotech, e o contrato, no que diz respeito a parte científica, prevê: 

 

 -  Finalização conjunta do desenvolvimento do kit diagnóstico (LNBio / Rhea); 

 -  Testes iniciais em soro de camundongos com leucemia (LNBio / Boldrini / Rhea); 

 -  Testes finais em soro de pacientes leucêmicos (LNBio / Boldrini / Rhea), 

 -  Disponibilização no mercado do kit diagnóstico (RheaBiotech). 

 

 Esse desenvolvimento em conjunto com a iniciativa privada é vital para que esta 

tecnologia seja absorvida de forma prática e efetiva. A idéia atual é utilizar este teste de 

ELISA como uma ferramenta a mais no diagnóstico da leucemia, porém, no momento 

oportuno, o seu potencial também será avaliado quanto a sua utilidade no prognóstico, 

acompanhamento do tratamento e remissão. Também está previsto que este kit possa ser 

testado para as mesmas finalidades em outros tipos de câncer, uma vez que a literatura 

sugere que STC1 também possa ser usada como biomarcador de outros tipos de câncer. 

 

 3.2 - Identificar parceiros de interação para STC1 humana, dentro e fora da 

célula, visando compreender melhor as vias de atuação e possíveis funções. 

  

Diferentes estratégias foram utilizadas buscando-se identificar parceiros de 

interação para proteína humana STC1, uma vez que nenhum trabalho havia relatado 

interações moleculares para esta proteína. A identificação de proteínas que estabeleçam 

interação com STC1 é relevante para que se possa propor e identificar vias de atuação, 

rotas moleculares e processos celulares que permitam um melhor entendimento da forma 

de ação desta proteína dentro e fora da célula humana e auxilie no estabelecimento de 

funções específicas. 
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         3.2.1  O ensaio de duplo híbrido em leveduras 

A primeira abordagem feita pelo nosso grupo, visando identificar parceiros de 

interação para STC1 humana, foi através do sistema de duplo-híbrido em leveduras. Para 

realizar este screening a proteína STC1 foi clonada em vetor pBTM116 fusionado ao 

domínio de ligação ao DNA, LexA. Nesta clonagem, a extremidade amino-terminal foi 

deletada, de forma a excluir a região correspondente ao peptídeo sinal (LexA-

 evitando assim a secreção desta proteína e garantindo sua permanência 

intracelular.  

Antes de se realizar o screening, a construção LexA-

ensaio de ativação autônoma para os genes repórteres (His3 e LacZ) e não observamos 

nenhuma auto-ativação dos repórteres. Isso demonstra que STC1 por si só, não tem a 

capacidade de ativar os genes repórteres e de gerar falsos positivos. As interações 

identificadas demonstram, portanto, uma interação específica e direta com a proteína 

STC1. A ausência de auto-ativação da isca é um pré-requisito absoluto para o sucesso da 

execução de um screening através do sistema de duplo-híbrido em leveduras.   

Tendo este controle assegurado, nós realizamos este screening em bibliotecas 

humanas de cDNAs de cérebro fetal, medula óssea e leucócitos. A construção usada 

como isca, LexA- 6 clones co-transformados, 

considerando as três bibliotecas usadas e todos foram testados contra os dois genes 

repórteres. 

 Um mapa de interações foi desenhado para STC1 e tais interações exibem uma 

complexa rede (Figura 11). Um total de 22 proteínas foram identificadas e seus 

fragmentos e domínios assim como suas localizações celulares de acordo com o 

GeneOnthology (Lomax J, 2005) são apresentadas na tabela 4. 

 As proteínas foram agrupadas, de acordo com seus respectivos compartimentos 

celulares, em sete grupos, apesar de algumas proteínas estarem presentes em mais um 

grupo: nucleares (LMNA, MAPK14, FUS, QRICH1, SAP18, SP100 e SUMO1), retículo 

endoplasmático (ERN1, JSRP1, TMEM132a, e FLJ20254), mitocôndria (MTND1 e 

ALAS2), citoplasma, (ALDOA, FTL, MAPK14 e SUMO1), membrana plasmática (ANPEP, 

CMTM3, DAGLB, FNDC4 e TMEM132a), extracelular/secretada (ELA2) e células 

vermelhas do sangue (HBA1/2). Apesar de QRICH1 e FLJ20254 não terem informações 

sobre suas localizações celulares no GeneOnthology, nós utilizamos o programa  preditor 

PSORT II (Nakai K, et al., 1999) para inferir sua possível localização, sendo assim 

possível agrupá-las. 
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Figura 11. Mapa de interações da proteína humana STC1. Este diagrama mostra de forma simplificada a rede de interações de 

proteínas encontradas pelo screening com sistema de duplo-híbrido em levedura (ZBTB16 foi omitido neste diagrama, uma vez que 

pode se tratar de um falso positivo). As linhas indicam interações e cada cor é um indicativo do dado publicado sobre cada interação 

(as novas interações encontradas neste trabalho, são indicadas pelas linhas amarelas, ligado STC1 a suas presas). Cada proteína é 

representada por diferentes código de cores gerado pelo programa Osprey (Breitkreutz BJ, et al., 2003) de acordo com a 

classificação do GeneOnthology (Santos MT, et al., 2011). 



31  

  

Tabela 4.  Proteínas identificadas no ensaio de duplo híbrido em leveduras (Santos MT, et al., 2011) 

  

 Para confirmar as interações identificadas pelo sistema de duplo híbrido, nós 

realizamos um ensaio de GST-pull down cruzando as proteínas identificadas no screening 

(fusionadas a uma cauda de GST), com a proteína STC1-HT produzida em células de 

insetos. Ao analisarmos os 22 clones, 18 cDNAs tinham o frame da sequência compatível 

com a estratégia de clonagem, para transferência direta do vetor pACT2 para os vetores 

de expressão com cauda GST. Destes 18, fomos capazes de sub-clonar 11 e, destes, 

apenas sete (apresentados na figura 12  SP100, FUS, JSRP1, SUMO1, TMEM132a, 

FDNC4-FIII e LMNA) apresentaram expressão de proteínas solúveis. No caso da proteína 



32  

  

FNDC4, foram desenhados primers para amplificar apenas a região extracelular (que é 

composta principalmente por um domínio de fibronectina tipo III [FNIII]). Mesmo utilizando 

PMSF (phenylmethylsulfonyl fluoride) como inibidor de proteases, algumas das proteínas 

expressas fusionadas a GST apresentaram alguma degradação nas condições de 

expressão que fomos capazes de estabelecer para obter expressão solúvel destas 

proteínas. 

A proteína STC1-HT recombinante foi capaz de se ligar a todas as sete proteínas 

testadas (fusionadas a GST), mas não a proteína GST sozinha, demonstrando a 

especificidade das interações observadas (Figura 12). 

 

 

Figura 12.  Confirmação in vitro das interações de STC1 com proteínas identificadas no sistema de 
duplo híbrido em leveduras.  O ensaio de GST-pull down entre STC1-HT produzida em sistema de 

baculovírus e fragmentos das proteínas selecionadas. Todas as presas são proteínas fusionadas a GST. Os 
asteriscos indicam o peso molecular teorico destas proteínas recombinantes fusionadas a GST. A cabeça de 
seta indica o GST livre. INPUT indica a adição de GST no western blot superior (WB: anti-GST) e de STC1-HT 
no western blot inferior (WB: anti-6xHis) como controle positivo. (Santos MT, et al., 2011) 
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Baseado no fato de que a região N-terminal da proteína STC1 é extremamente 

conservada entre todas as espécies e também com STC2, aliado aos dados estruturais 

de SAXS do nosso grupo (Trindade DM, et al., 2009  Figura 4), que sugerem que o 

homodímero de STC1 seja feito de forma anti-paralela, expondo as regiões Nterminal 

mais globulares nas extremidades,  acredita-se que esta seja a região responsável por 

executar as atividades funcionais de STC1. A região Cterminal, teria um papel mais de 

coordenação estrutural, responsável pela homodimerização.  

Para investigar esta hipótese, nós geramos duas construções de STC1 fusionadas 

ao domínio de ligação ao DNA, LexA, dividindo STC1 em aproximadamente duas 

metades (uma amino-terminal e uma carboxi-terminal, nomeadas LexA-

LexA-C STC1, respectivamente). O corte entre estas duas metades foi feito de forma 

arbitrária, porém em uma região central onde não existe a conexão de nenhuma ponte 

dissulfeto na sequência primária da proteína (Figura 13 A). Ambas as construções foram 

testadas contra as presas identificadas no sistema e duplo híbrido.  

Praticamente todas as proteínas testadas foram capazes de interagir com a região 

Nterminal de STC1 mas não com a região Cterminal. Interessantemente, FNDC4 foi 

capaz de estabelecer interação com ambas as regiões de STC1 (Figura 13 B). 

Durante o mapeamento da interação entre ZBTB16 e as construções de STC1 N- 

e Cterminal, essa presa sozinha apresentou -galactosidase inespecífica 

(auto-ativação) com o vetor pBTM116 vazio (LexA apenas). O ensaio de confirmação com 

todas as presas sozinhas é essencial para que se exclua a possibilidade de que estas 

tenham características que ative a transcrição dos genes repórteres, gerando assim falsos 

positivos. No caso do regulador transcripcional ZBTB16, a auto-ativação dos genes 

repórteres já era esperada (Kelly KF, et al., 2006; Raberger J, et al., 2008). Desta forma, 

ZBTB16 foi considerado um falso positivo e descartado da análise. 

 Este resultado confirmou que a região de STC1 responsável por interagir com 

seus parceiros, é de fato a porção Nterminal e que provavelmente é a região da proteína 

responsável por realizar suas funções. Por tratar-se de um homodimero anti-paralelo que, 

ao que parece, expõe as regiões Nterminais, provavelmente STC1 possa interagir com 

mais de um parceiro ao mesmo tempo. 
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Figura 13. Mapeamento da região de interação de STC1 com suas presas através de sistema duplo 
híbrido em levedura. (A) Representação esquemática da proteína humana STC1 inteira e diferentes 

contruções com o dominio de ligação ao DNA, LexA. A representação linear da sequência de aminoácidos de 
STC1é mostrada com a indicação de diferentes porções (peptideo sinal [SP] em branco, pró-peptideo [PP] em 
cinza escuro e a cadeia madura da proteína em preto), suas pontes dissulfeto (brackets) e região responsável 
pela dimerização (Dimer). Todas construções produziram proteínas fusionadas com LexA na região Nterminal. 
LexA-STC1 duplo híbrido, e todas as três construções 
usadas para mapear a região de interação de STC1. A barra em cinza claro indica a região do linker derivada 
da clonagem. (B) -galactosidase em leveduras da cepa L40 

co-transformadas com construções do vetor pBTM116 expressando as iscas fusionadas ao LexA (indicadas 
no lado direito) e com presas fusionadas ao domínio de ativação Gal4 (indicado acima). (Santos MT, et 

al.,2011). 
 
 

 A análise dos parceiros de interação de Stanniocalcina-1, como mostrado, sugere 

que esta proteína apesar de ser secretada para o meio extracelular, também possui 

implicações intracelulares, visto que interage com proteínas de praticamente todos os 

compartimentos celulares, o que reforça a idéia de ser uma proteína multifuncional. 

 Ainda não é muito bem compreendido como STC1 age dentro da célula humana. 

Por conter um peptideo sinal, a idéia mais aceita na literatura (que ainda não foi 

demonstrada experimentalmente), é que, assim que produzida dentro da célula, esta 

proteína seja direcionada para vias de transporte vesiculares e secretada. Uma vez fora 

da célula, não se sabe se de forma autócrina ou parácrina, STC1 interage com receptores 

de membrana que possibilitam a sua internalização. Devido a essa evidência, 

Stanniocalcina-1 humana foi classificada como uma intracrine, que são proteínas 

sinalizadoras extracelulares, que possuem papéis e ações intracelulares (Re RN, et al., 

2010). 
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 Nós também analisamos a sub-localização celular de Stanniocalcina-1, através de 

microscopia de fluorescência comum e confocal conforme pode ser visto na figura 14.   

 

          

 

 

Figura 14. Stanniocalcina 1 localiza-se no citoplasma e em estruturas pontuais dentro do núcleo. 
Microscopia de fluorescência sugere que STC1 se localiza preferencialmente no citoplasma e de forma 
pontual no núcleo celular. A análise por microscopia confocal confirmou estas estruturas pontuais nucleares, 
sugerindo, de acordo com as proteínas identificadas no sistema de duplo híbrido, que estes dots  possam ser  
corpúsculos nucleares. Em ambas linhagens celulares observa-se o mesmo padrão. (A) Células HEK293 
(Human Embrinic Kidney 293) transfectadas com a construção STC1-GFP. (B) Linhagem celular de leucemia 
K562 marcada para proteína STC1 endógena. As setas (vermelhas em A e verdes em B) apontam para dots 
nucleares que co-localizam com a região nuclear marcada com DAPI. (Santos MT, et al., 2011). 
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Essas imagens sugerem que STC1 realmente está distribuida por toda célula e os 

padrões de distribuição se repetem nas diferentes linhagens de células. Sejam células 

HEK293 trasnfectadas com o plasmideo pEGFPN2-STC1, sejam células de linhagem 

leucêmica K562 com marcação para STC1 endógena, STC1 é sempre observada em 

toda extensão do citoplasma, no núcleo e região perinuclear. As imagens de microscopia 

comum (não confocal  wide-field) sugerem também uma deposição na membrana. Isso 

de certa forma confirma o que foi observado no ensaio de duplo híbrido em leveduras, 

sugerindo que STC1 estabeleça interações por toda célula humana.  

O dado mais interessante que estas imagens nos forneceu, foi  a presença de 

STC1 dentro do núcleo de forma pontual. Tanto STC1-GFP quanto STC1 endógena se 

organizam em forma de dots nucleares (como apontado pelas setas na figura 14) e isso 

despertou a nossa atenção.  

Existem diversos corpúsculos nucleares, os nuclear bodies (NBs), que se 

organizam de forma pontual dentro do núcleo celular. Um dos principais, são os PML-NBs 

(ProMyelocytic Leukemia Nuclear Bodies), estruturas nucleares formadas por complexos 

multiprotéicos, ativas e dinâmicas que tem diversas implicações com o câncer (também 

chamados de PODs  PML Oncogenic Dots). Os componentes dos PML-NB atuam em 

rotas vitais de processos como apoptose, regulação da senescência celular e supressão 

tumoral (Krieghoff-Henning E, et al., 2008).  

Algumas das proteínas nucleares identificadas pelo ensaio de duplo híbrido, são 

proteínas que fazem parte da constituição destes corpúsculos pontuais nucleares, os 

PML-NB, sugerindo que essa localização dot-like de STC1 na região nuclear possa ser 

relacionada a estes corpúsculos. São elas: SP100 (Zimber A, et al., 2004 - a segunda 

proteína mais abundantes nos PML-NB), SAP18 (Zhang Y, et al., 1997) e SUMO1 (Shen 

TH, et al., 2006 - talvez a proteína mais importante nestes corpúsculos, uma vez que 

regula a formação e atividade destes NBs). 

Em 2009, em um trabalho efetuado pelo nosso grupo, Trindade DM e 

colaboradores publicaram predições de modificações pós-traducionais para STC1 

humana e além de predições para fosforilação, observaram um motivo de SUMOilação na 

sequência de STC1.  

A SUMOilação é uma modificação pós traducional que consiste na conjulgação de 

proteínas da familia SUMO (Small Ubiquitin-related MOdifiers) em proteínas alvo, através 

de um ciclo muito semelhante ao ciclo de ubiquitinação (Figura 15). A família de proteínas 

SUMO possui 4 membros, representadas por SUMO1, SUMO2, SUMO3 e, mais 
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recentemente, SUMO4, todas proteínas muito semelhantes e de cerca de 11 kDa. A 

ligação de SUMO à proteína alvo não é aleatória e ocorre em resíduos de lisina (K) 

contido em um motivo bem estabelecido:  K X D/E (onde  pode ser qualquer resíduo 

alifático, K é a lisina onde ocorre a ligação covalente de SUMO com a proteína alvo, X 

pode ser qualquer aminoácido e D/E representa que a última posição do motivo pode ser 

ocupada ou por aspartato ou por glutamato) . A SUMOilação regula diversos processos 

celulares, incluindo transcrição, replicação, segregação cromossômica, reparo de DNA, 

trânsito núcleo-citoplasma, dentre outros. Portanto, uma proteína que sofre SUMOilação, 

pode adquirir ou desabilitar funções, alterar sua localização celular ou iniciar/cessar 

interações proteína-proteína, por exemplo (Gareau JR, et al., 2010). 

 

Figura 15. O ciclo de SUMOilação.  A proteína SUMO é processada em sua região Cterminal (seta 

vermelha) e então ativada. Posteriormente esta proteína SUMO se liga a Enzima de Ativação, conhecida 
como enzima E1 (sempre representada pelo dímero AOS1/UBA2) através de ligação thioester (S) em uma 
reação dependente de ATP. Em seguida, esta proteína SUMO é transferida a Enzima de Conjulgação, 
conhecida como enzima E2 (também sempre representada por UBC9), também através de ligação thioester 
(S). A enzima E2 é capaz então de SUMOilar a proteína alvo, transferindo a proteína SUMO para o resíduo de 
lisina correspondente. Este passo de trasnferência de SUMO por parte da enzima E2 para proteína alvo, pode 
ser regulado (ou não), por proteínas conhecidas como E3 ligases. As chamadas SUMO E3 ligases, são 
proteínas que podem estimular ou diminuir o grau de SUMOilação das proteínas alvo, tendo papel regulatório. 
Diversas são as SUMO E3 ligase, sendo as mais bem estudadas RanBP2 e PIAS.  Um proteína SUMOilada 
pode ser deSUMOilada, através da catalise por proteínas da familia da isopeptidases SENP, que clivam 
SUMO da proteína alvo. Esta molécula de SUMO removida de uma proteína alvo, pode ser reaproveitada em 
um novo ciclo de SUMOilação. Adaptado de www.biochem.mpg.de/jentsch/ 
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 Visto que SUMO1 foi uma das proteínas que interagiram com STC1 no ensaio de 

duplo híbrido, que esta interação foi confirmada por GST pull down, que STC1 se deposita 

no núcleo em dots que aparentam ser PML-NB (classificados como corpúsculos que 

funcionam como hotspots para ocorrência de SUMOilação no núcleo - Van Damme E, et 

al., 2010) e que STC1 possui um sítio predito para ser SUMOilada com score de 79% 

(Trindade DM, et al., 2009), nós investimos no estudo mais detalhado sobre a interação 

entre estas duas proteínas. 

 O primeiro passo foi comparar o motivo de SUMOilação de STC1 com o motivo  e 

o score de outras proteínas sabidamente SUMOiladas. Nós observamos que outras 

proteínas com motivos e scores muito parecidos com o de STC1 foram descritas na 

literatura como proteínas realmente SUMOiladas (figura 17 A). Desta forma nós 

especulamos que STC1 não apenas interagiria com SUMO1, mas também seria uma 

proteína alvo de SUMOilação por SUMO1.  

 Como proteínas SUMOiladas podem adquirir novas funções, atividades ou 

parceiros de interação (Kroetz MB, et al., 2009), nós estudamos a conservação do motivo 

de SUMOilação predito para STC1 (AK83FD  lisina posição 83) em diferentes ortólogos 

de 24 diferentes espécies (Figura 16). 

 

Figura 16. Análise da conservação do motivo de SUMOilação ao redor da lisina 83 da proteína 
Stanniocalcina-1 de 24 diferentes espécies. A sequência de Homo sapiens foi usada como input no banco 

de dados PSI-BLAST. Após 5 subsequentes submissões, excluindo sequências hipotéticas, sintéticas e 
algumas preditas, estas 24 espécies foram usadas para o alinhamento usando a plataforma COBALT (NCBI). 
O programa COBALT contruiu uma árvore filogenética usando o método de mínima distância rápida, com uma 
diferença máxima de sequência de 0,85 e o parâmetro de distância de Kimura (proteína). As 24 sequências 
foram analisadas na posição 83, na busca de se identificar motivos de SUMOilação conservados. Nós 
identificamos que o motivo de SUMOilação apareceu nos tetrápodes. (Santos MT, et al., 2011) 
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Ao análisarmos esta arvore filogenética, nós observamos que o motivo de 

SUMOilação não ocorre antes do grupo dos tetrápodos, mas é 100% conservado dentro 

deste grupo. Esse resultado é muito bem correlacionado ao fato de que, no grupo dos 

peixes ósseos, onde não ocorre o motivo, o único processo celular a que STC1 foi 

relacionada até hoje é estritamente e apenas à homeostase de cálcio e fosfato (Wagner 

GF, et al., 2006). Por outro lado, nos tetrápodos, especialmente nos mamíferos, parece 

ter havido um ganho de funções extras de STC1, uma vez que STC1 tem sido relatada 

participando em  diversos novos processos celulares que incluem a lactação, a hipóxia, a 

angiogênese e o controle do crescimento ósseo e nenhum efeito significante sobre a 

homeostase mineral tem sido relatado em mamíferos (Tremblay G, et al., 2009 ; Basini G, 

et al., 2010; Johnston J, et al., 2010). Este dado também reforçou a hipótese de que STC1 

humana pudesse ser uma proteína SUMOilada. 

 Desta forma, nós tentamos identificar se STC1 humana é um alvo de SUMOilação, 

tanto através de co-imunopreciptação da proteína STC1 endógena de células HEK293, 

como por ensaios de SUMOilação in vitro.  

 Como pode ser observado na figura 17B e C, nós não fomos capazes de detectar 

nenhuma ligação de SUMO1 a proteína STC1-HT (em um western blot, é esperado um 

shift da proteína alvo, já que esta agora possui SUMO1 ligada covalentemente a sua 

estrutura), mostrando que STC1 não é uma proteína SUMOilada. Entretanto, como STC1 

e SUMO1 interagem, nós testamos se esta interação não teria relevância, portanto, no 

ciclo de SUMOilação de outras proteínas. Para tanto, realizamos ensaios de SUMOilação 

in vitro, utilizando duas outras proteínas sabidamente SUMOiladas, e que até onde 

sabemos, não interagem com STC1.  

 Interessantemente nós observamos que a presença de STC1 na reação de 

SUMOilação, elevou de forma significativa a SUMOilação das duas proteínas testadas 

(Ki-1/57-GST e RanGAP1-GST) e não da proteína controle (GST). Este ensaio mostra 

que STC1 agiu como uma SUMO E3 ligase.  
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Figura 17. Stanniocalcina-1 humana não é uma proteína SUMOilada, mas age como uma SUMO E3 
Ligase. (A) Análise bioinformática da proteína humana STC1 com o programa SUMOplot

TM 
da Abgent 

(www.abgent.com/doc/SUMOplot) . O motivo consenso sado pelo programa para analisar as 
sequências. O programa retornou os scores mostrados para as diferentes sequências submetidas. As 
sequências com (*) foram experimentalmente identificadas como SUMOiladas: PML e Sin3A (Yang SH, et al., 
2006), Cdc3 e Fak (Xue Y, et al.,2006). O score de STC1 é classificado como de motivo com alta 
probabilidade (0,79). (B) Ensaio de SUMOilação in vitro. A proteína recombinante STC1-HT de baculovírus foi 
submetida a reação de SUMOilação através de um kit  da BIOMOL. Como controle positivo, utilizou-se a 
proteína RanGAP1. Os controles negativos, são a mesma reação, sem a adição de ATP. O ensaio de 
SUMOilação in vitro não detectou SUMOIlação para STC1-HT. (C) Células HEK293 foram usadas para ensaio 

de co-imunuprecipitação. O ensaio não conseguiu identificar SUMOilação da proteína STC1 endógena, mas 
por outro lado confirmou a interação entre ambas proteínas. O lisado total foi utilizado na corrida dos géis e 
analisado por western blot,  mas não pode-se identificar nem STC1 nem SUMO1. Isso ocorreu provavelmente 

devido ao fato de que não há proteína suficiente na canaleta do lisado, comparado a canelata da co-IP, onde 
toda proteína ligada ao anticorpo foi concentrada em apenas um local. (D) Atividade SUMO E3 ligase de 
STC1. Os ensaios de SUMOilação in vitro foram realizados com duas diferentes proteínas, com a presença ou 
ausência de STC1-HT. As reações que continham STC1-HT tiveram aumento significativo da SUMOilação da 
proteína alvo (WB anti-SUMO1), mostrando que STC1 apresentou atividade E3 Ligase. A proteína GST foi 
usada como controle negativo e os western blots anti-GST e anti Ki-1/57 mostram que as mesmas 
quantidades de proteínas foram colocadas nos géis. (Santos MT, et al., 2011). 
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de STC1 ocorre em proteínas que, até onde se sabe, não tenham interação direta (Ki-1/57 

e RanGAP1) de forma a aumentar o nível de SUMOilação; e em proteínas que interajam 

com STC1, de forma a diminuir o grau de SUMOilação. Porém, de ambas as formas, 

aumentando ou diminuído a SUMOilação, este resultado reforça a sugestão de que STC1 

regula e participa do ciclo de SUMOilação e exibe atividade E3 ligase. 

As demais interações encontradas no ensaio de duplo-híbrido em levedura, não 

foram estudadas de forma tão aprofundada quanto a interação entre STC1 e SUMO1, 

entretando nos próximos parágrafos, serão discutidas possíveis implicações que possam 

haver entre STC1 e os demais parceiros de interação, com base na literatura disponível. 

Para que essas idéias e hipóteses fiquem mais bem organizadas, a divisão que agrupa as 

proteínas identificadas em diferentes compartimentos celulares será utilizada na forma de 

sub-itens: 

 

- Proteínas Nucleares 

O núcleo interfásico é uma organela altamente compartimentalizada, na qual os 

cromossomos ocupam territórios discretos e várias proteínas reguladoras estão presentes 

em corpúsculos nucleares específicos (NBs) e/ou estão difusamente distribuídos em todo 

o nucleoplasma (Kumaran RI, et al., 2008). As lamininas, que pertencem à família das 

proteínas de filamentos intermediários, são os principais componentes de uma rede 

filamentosa subjacente à membrana nuclear interna, denominada lâmina nuclear. Entre os 

papéis atribuídos as lamininas estão a manutenção da integridade do envelope nuclear, 

oferta de sítios de ancoragem da cromatina e a determinação da arquitetura nuclear 

interfásica.  Parceira de interação de STC1, Lamina A/C (codificada pelo gene LMNA) 

parece ter um papel na organização espacial dos speackles, um dos tipos de NBs, onde 

parece organizar fatores de splicing de RNA  e transcrição via RNA polimerase II 

(Kuraman RI, et al., 2002; Sylvius N, et al., 2005; Sylvius N, et al., 2008).    

Outro parceiro de interação de STC1, FUS, também conhecido como TLS, é um 

membro da família FET de proteínas de ligação ao RNA, que também inclui as proteínas 

EWS e TAF15, que são encontradas tanto no núcleo, como no citoplasma e que transitam 

entre esses locais. Proteínas FET são direcionadas para grânulos de estresse induzido 

por choque térmico e estresse oxidativo. FUS requer seu domínio de ligação ao RNA para 

ocorrer esta translocação aos grânulos de estresse (Andersson MK, et al., 2008). Além 

disso, a ribonucleoproteína nuclear pequena (snRNP  small nuclear ribonucleoproteins) 

associada de 69 kDa (69 KD), uma proteína que exibe semelhança estrutural com os 
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membros da familia FET (TLS e EWS, de 95% e 65% de identidade, respectivamente), 

mostrou-se presente em speackles nucleares (Hackl W, et al., 1996). Curiosamente, FUS 

foi uma das proteínas mais vezes identificadas em nosso screaning para STC1 por ensaio 

de duplo híbrido em levedura. O mais interessante é que as STCs foram anteriormente 

relacionadas à hipóxia (Yeung HY, et al., 2005) e estresse oxidativo (Ito D, et al., 2004), 

assim é provável que poderiam ser  encontrada juntas, em grânulos de estresse, com 

FUS e LMNA. A proteína FUS/TLS tem sido descrita não apenas no trânsito entre núcleo-

citoplasma, mas também como uma SUMO E3 ligase para Ebp1, uma proteína 

supressora tumoral (Oh SM, et al., 2010). Uma vez que estabelece interação com STC1, 

FUS pode estar envolvida no shuttling de STC1 e ambas podem estar atuando juntas na 

regulação da SUMOilação de outras proteínas, agindo como E3 ligases.  

O fato de que STC1 pode aumentar a SUMOilação de Ki-1/57 talvez esteja ligada 

ao complexo em que se encontra a proteína OTUB1, um complexo de proteínas composto 

por FUS/TLS, CHOP e RACK1 (Edelmann MJ, et al., 2009). RACK1 e Ki-1/57 foram 

descritas previamente como parceiras de interação (Nery FC, et al., 2004). Apesar de não 

haverem SUMO E3 ligases descritas co-localizando com as laminas nucleares, existem 

duas Ubiquitina E3 ligases, a Ret Finger Protein (Gillot I, et al., 2009) e a RNF13 (Bocock 

JP, et al., 2010) que foram assim descritas. Visto que a  SUMOilação e a Ubiquitinação 

são processos com ciclos muito semelhantes, sugerimos que provavelmente a atividade 

SUMO E3 ligase de STC1 possa ocorrer também na região das lamininas.  De fato, todas 

as imagens de microscopia confocal (STC1 endógena ou transfectada) mostram uma 

característica de deposição de STC1 perinuclear.  

Outro sub-domínios nucleares são os PML-NBs, que recrutam e acumulam 

localmente um grande numero de proteínas, muitas delas reguladores chave de vários 

processos, incluindo splicing e transcrição. A proteína PML está presente tanto no 

nucleoplasma quanto nos NBs, que também estão associados à matriz nuclear 

(Takahashi Y, et al., 2004), e desempenha um papel na organização desses PML-NBs, 

direcionando proteínas, tais como SP100 (parceiro de interação de STC1), CBP, ou Daxx 

para esses domínios (Lallemand-Breitenbach V, et al., 2001).  O processo de SUMOilação 

foi proposto pela primeira vez como condição para levar PML aos NBs, comportando-se 

como um sinal de direcionamento aos NB, mas, recentemente, a SUMOilação não é mais 

vista desta forma e sim como uma consequência da localização das proteínas nos NBs, 

embora o significado funcional da presença de tantas proteínas SUMOiladas nos NBs 

continua a ser obscuro. (Lallemand-Breitenbach V et al.,, 2001; Takahashi Y, et al., 2004). 
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Curiosamente, o parceiro de STC1, ZBTB16, embora descartado durante nossos 

experimentos de mapeamento como um possível falso positivo, também tem sido descrito 

como um componente de PML-NBs (Dhordain P, et al., 2000). 

 A maioria das proteínas de PML-NBs são residentes transientes e são recrutadas 

ou liberadas após diferentes sinais de estresse celular. Um exemplo é a proteína p53, que 

durante diferentes tipos de estresses é estabilizada e ativada nos PML-NBs e, em 

seguida, pode induzir a transcrição de genes alvo levando a célula a senescência, parada 

de ciclo ou apoptose (de Stanchina E, et al., 2004; Krieghoff-Henning E, et al., 2008). 

Outro elo de ligação entre STC1 e os PML-NBs é a observação de que durante a morte 

celular gerada por estresse oxidativo induzido por iodoacetamida, p53 é estabilizada e 

acetilada,  resultando no aumento da expressão do gene STC1 (Lai KP, et al., 2007).  

Da mesma forma, a exposição de células a altas concentrações de metais 

pesados afeta as proteínas SP100 e PML alterando seu número e distribuição dentro da 

célula (Zimber A, et al., 2004). A reposição dinâmica de PML e SP100 nos NBs é 

modulada pela SUMOilação (Weidtkamp-Peters S, et al., 2008) e estudos hipotetizam que 

os PML-NBs seja hotspots de SUMOilação (Van Damme E, et al., 2010).  

Outra proteína que interagiu com STC1, SAP18 (Sin3 associated protein 18 kDa), 

vem sendo mostrada por atuar em um papel chave do  recrutamento gene-específico de 

complexos HDAC por uma série de fatores de transcrição. Atua como um módulo de 

adaptação de ligação proteína-proteína, ligando o complexo Sin3-HDAC a fatores de 

transcrição (McCallum SA, et al., 2006). A transcrição de STC1 já foi descrita por ocorrer 

sob a regulação de HDAC3 em células de câncer de mama. Quando os receptores de 

progesterona (PR), que se ligam na região promotora de STC1, são SUMOilados, HDAC3 

é capaz de se ligar ao PR e inibir a transcrição. Alternativamente, quando os PR são 

fosforilados, SUMO1 não pode se ligar aos PR, permitindo HDAC3 promover a transcrição 

de STC1 (Daniel AR, et al., 2009).  Recentemente HDAC7 foi mostrada por agir como 

uma SUMO E3 ligase, promovendo a SUMOilação de PML, desempenhando um papel 

importante na regulação da formação dos  PML-NB (Gao C, et al., 2008 ; Gao C, et al., 

2008b).  

O fato de STC1 interagir com seus parceiros predominantemente pela sua região 

amino-terminal (Figura 13B) possivelmente tem implicações estruturais interessantes. Em 

estudos prévios de SAXS (Trindade DM, et al., 2009), nosso grupo havia postulado que 

STC1 possivelmente forma um homodímero anti-paralelo mediado pela região carboxi-

terminal, deixando de forma exposta as regiões Nterminal, que dessa forma ficam 
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disponíveis para estabelecer interações com seus parceiros. Talvez, essa disposição 

estrutural seja crucial para que STC1 atue como uma SUMO E3 ligase, uma vez que  

permite que STC1 se ligue de um lado do dímero a SUMO1 e do outro, simultaneamente, 

com a proteína alvo de SUMOilação. Nos casos em que STC1 regula a SUMOilação, mas 

não interage com a proteína alvo, ambas extremidades do dímero podem trazer a 

proteína SUMO1, o que poderia explicar a aumento da SUMOilação nestes casos (Ki-1/57 

e RanGAP1).  

É amplamente aceito que a SUMOilação é um processo  necessário para a 

formação dos PML-NBs. Portanto, a atividade SUMO E3 ligase de STC1 nesses 

corpúsculos é relevante, visto suas interações com várias proteínas importantes 

associados aos PML-NB que podem ser alvos de SUMOilação. 

 

- Proteínas de retículo endoplasmático 

 

Entre as quatro proteínas de retículo endoplasmáticos (RE) identificadas 

interagindo com STC1, duas estão relacionados com resposta a proteínas desenoveladas 

(UPR  Unfolded Protein Response) tal qual ocorre com o parálogo STC2 (Sharma NK, et 

al., 2008). A primeira é o transdutor de UPR, ERN1 e a segunda é TMEM132a, que 

também foi renomeada para HSPA5-binding protein (HSPA5BP) por sua alta homologia 

ao seu ortólogo em ratos (Oh-Hashi K, et al., 2003). A UPR é ativada por uma variedade 

de eventos que perturbam o enovelamento de proteínas no lúmen do RE, evitando 

acúmulo de proteínas desenoveladas no lúmen desta organela. Entre estes eventos estão 

as alterações do cálcio intralumenal e da glicosilação, privação de nutrientes, a infecção 

de patógenos, expressão de proteínas com dobramento defeituosas e alterações no 

estado redox (Malhotra JD, et al., 2007). A UPR em mamíferos mostrou ser ativada por 

três proteínas sinalizadoras interconectadas: o fator ativador de transcrição 6 (ATF6), 

IRE1 (também conhecida como ERN1), e a quinase PERK (PRK Endoplasmatic 

Reticulum Kinase).  Cada uma dessas proteínas estão localizadas na membrana do RE, 

ligadas a proteínas reguladas por glicose de 78kDa (Grp78, também conhecidos como 

BIP ou HSPA5), uma chaperona solúvel RE-residente que após condições de estresse no 

RE, é liberada do trio de transdutores  da UPR (Gass JN, et al., 2008).  

O mais interessante é que o outro membro da outra família de proteínas STC, 

STC2, tem demonstrado ser induzido por agentes de estresse oxidativo no RE, e seu 

knockdown mostrou elevar a morte celular em células N2A, tratadas com tapsigardina. 
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Tapsigargina é um inibidor de SERCA (Sarco/Endoplasmatic Reticulum Ca2+ ATPase) via 

UPR (Hackl W, et al., 1996). ERN1 tem sido estudada por participar na relação entre 

estresse de RE e angiogênese na placenta durante a gravidez em mamíferos (Iwawaki T, 

et al., 2009). A localização nuclear de stanniocalcina-1 durante a gravidez e lactação, 

juntamente com o seu papel na angiogênese foi relatada anteriormente, enfatizando as 

conexões funcionais entre STC1 e ERN1 (Hasilo CP, et al., 2005).  

As outras duas proteínas de RE recuperadas após o screening utilizando STC1 

como isca, são a proteína do retículo sarcoplasmático juncional-1 (JSRP1) e a proteína 

FLJ20254 (recentemente nomeada TMEM214), de função desconhecida. JSRP1 

desempenha um papel modulador no turnover de cálcio no músculo, como mostrado por 

sua interação com ambos os sensores de voltagem de receptores di-hidropiridínicos 

(DHPR) dentro do lúmen do retículo sarcoplasmático, onde se liga a calciosequestrina 

que por sua vez está ligada a receptores da família Rianodina (canais de cálcio de 

liberação do retículo - Gouadon E, et al., 2006; Rios W, 2006). A STC de peixes ósseos 

tem sido bem caracterizada por desempenhar funções na homeostase do cálcio e fosfato 

(Olsen SH, et al., 1996; Wagner GF, et al., 1997; Madsen KL, et al., 1998). Evidências 

crescentes têm mostrado que a STC1 humana também pode ter um papel de estresse 

relacionado à sobrecarga de cálcio (Sheikh-Hamad D, et al., 2000; Sheikh-Hamad D, et 

al., 2003; Koizumi K, et al., 2007). Portanto, é uma possibilidade plausível que STC1 pode 

interagir e participar de vias que JSRP1 participe. 

 

- Proteínas mitocondriais 

 

Stanniocalcina-1 foi previamente encontrada  dentro da matriz mitocondrial, 

exercendo um efeito estimulatório de forma dose-dependente na oxidação por  NADH 

(McCudden CR, et al., 2002). Este efeito  mostrou ser atenuado após ocupação do 

cassete de ligação a ATP de STC1 por nucleotídeos purínicos, tais como ATP e GTP 

(Ellard JP, et al., 2007).  O efeito de STC1 sobre a cadeia de transporte de elétrons pode 

ser mediada através de sua ligação com sua proteína  MTND1 (Tabela 4), possivelmente 

aumentando a sua atividade. De fato, receptores de alta afinidade para  STC1 já 

foram observados na membrana interna de mitocôndrias (McCudden CR, et al., 2002). 
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- Proteínas citoplasmáticas 

 

O parceiro de interação MAPK14 (Mitogen-Activated Protein Kinase 14) é uma 

quinase chave que passa a ser ativa sob estresse ambiental e por citocinas pró-

inflamatórias, fosforilando diversos fatores de transcrição e várias quinases downstream. 

Outras proteínas quinases ativadas por mitógenos são as ERKs 1 e 2 (Extracellular signal 

Regulated Kinase) que são parte de uma cascata clássica de quinases de mitógenos, 

regulando a proliferação, diferenciação e progressão do ciclo celular (Roux PP, et al., 

2004). Existe um trabalho que propõe que a expressão de STC1 induzida por VEFG-A 

seja mediada primeiramente por vias envolvendo PKC, ERK e sinalização de cálcio. 

(Holmes DI, et al., 2008). Uma vez que MAPK14 interage com STC1 nós especulamos 

que STC1 pode agir de forma modulatória, inibindo essa via de sinalização regulada por 

estresse de MAPK14, ao se ligar a ela.  

 

- Proteínas secretadas e de células vermelhas do sangue. 

 

A segunda proteína mais vezes identificada no sistema de duplo híbrido de STC1 

foi HBA1/2, que codifica para as duas cadeias beta da proteína hemoglobina. A 

dificuldade de se identificar a proteína STC1 no soro, foi discutida no trabalho de James e 

colaboradores (2005), que demonstraram a ligação de STC1 em células vermelhas do 

sangue. Isto sugere que a inabilidade de detecção no soro seja devido ao seqüestro pelas 

células vermelhas do sangue, que pode ocorrer devido a um provável mecanismo de 

delivery, estocagem ou remoção de STC1 da circulação saguinea, e HBA1/2 poderia 

servir justamente como o sitio de ligação para STC1. Muito recentemente, foi publicado 

um artigo que sugere a ligação de STC1 a grupos heme e hemina através da cisteina 114, 

coordenado por íons Fe2+ (Westberg JA, et al., 2011), o que corrobora nossos dados.  

Relaciona-se também, a proteína ALAS2 (5-Aminolevulinate synthase 2), que 

também foi identificada com parceiro de interação de STC1 em nosso screening. Esta 

proteína é uma das duas isozimas que cataliza o primeiro passe da via de biosíntese de 

heme e no caso de ALAS2, que é expressa exclusivamente em células eritróides, é 

responsável pela síntese de heme especificamente direcionada para hemoglobina (Abu-

Farha M, et al., 2005). Interessantemente, a transcrição de ALAS2 é induzida por hipóxia 

de forma dependente de HIF-1, visando elevar os níveis de heme (Hofer T, et al., 2003). 
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- Proteínas de membrana 

 

A Aminopeptidase N (ANPEP, CD13) é uma proteína de ampla especificidade que 

possui implicações na digestão final de peptídeos gerados a partir da hidrólise de 

proteínas por proteases gástricas e pancreáticas. Serve como um receptor do conavírus 

humano e de infecções por citomegalovírus, assim como para peptídeos de tumores 

(mais especificamente para peptídeos NGR  Nerve Growth Factors). Adicionalmente, 

ANPEP parece ser um importante regulador da morfogênese endotelial, durante a 

angiogênesis. (Pasqualini R, et al.,2000; Bragwat SV, et al., 2001). 

CMTM3 (Chemokine-like MARVEL Transembrane containing Motif 3) pertence a 

uma nova família de proteínas que atuam em importantes processos no sistema imune e 

tem participação na tumorigênese. Identificada por nós como parceiro de interação de 

STC1, CMTM3 é altamente expresso em testículos, leucócitos e placenta. (Zhong J, et al., 

2006; Wang Y, et al., 2008). 

FNDC4 (fibronectin domain containin protein 4) é uma proteína que é fortemente 

expressa em cérebro e fígado e contém domínios fibronectina tipo III (FN3) e Arg-Gly-Asp 

(RGD). É uma proteína de membrana que sugere-se que sirva como molécula de adesão 

celular ou como receptor de um ligante ainda não identificado (Teufel A, et al., 2002). 

Levando em consideração que até hoje nenhum receptor de membrana foi 

bioquimicamente caraterizado e identificado para STC1 na superfície celular, estas 

proteínas são candidatos interessantes que poderiam ser testados, porém há de se 

considerar que o ensaio de duplo-híbrido em leveduras, identifica presas intracelulares e a 

interação de STC1 com a região extracelular destas proteínas, ainda precisa ser testada, 

apesar da interação com a porção intracelular ter sido aqui identificada. 
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3.2.2  Isolamento e identificação do receptor de Stanniocalcina-1 humana 

De acordo com o que foi apresentado na seção introdutória (item 1.5), diversas 

são as evidências da existência de receptores de alta afinidade para proteína 

Stanniocalcina-1. Entretanto, nenhum trabalho até hoje identificou bioquímicamente qual é 

a molécula responsável por interagir com STC1 na superfície da célula, e a ausência 

desta informação, dificulta avanços significativos nos estudos sobre as diversas 

implicações e vias de atuação propostas para STC1.  

Foi com o propósito de solucionar este entrave, que nosso grupo estabeleceu uma 

nova colaboração científica com o grupo do Dr. Hinrich P Hansen, da Univerisidade 

Clinica de Colônia (Alemanha). O Dr. Hansen lidera um grupo de pesquisa que estuda 

diversos receptores de membrana e possui grande experiência com biologia molecular de 

proteínas de superfície. Foi durante um estágio de doutorado-sanduiche com 3 meses de 

duração em seu laboratório, que realizamos experimentos visando o isolamento do 

receptor de STC1. 

O passo inicial foi identificar uma boa linhagem celular que apresente marcação na 

supercíe celular para STC1, pra que esta linhagem seja usada como alvo para o 

isolamento do receptor. Foram testadas algumas linhagens celulares disponíveis em 

cultura no laboratório: K562 (linhagem celular de leucemia mielóide aguda humana), L540 

(linhagem celular derivada de linfoma de Hodgkin humano) e Karpas (linhagem celular de 

células B de linfoma não-Hodking humano). Estas células foram cultivadas e incubadas 

com a proteína STC1-HT produzida em baculovírus. Como controle, utilizamos células 

que foram incubadas apenas com o veículo (PBS). Após alguns passos de lavagem, as 

células foram marcadas com anticorpo anti-His (ou com o isotipo da cadeia de IgG como 

controle). Após a incubação com o anticorpo secundário conjugado com PE (Phicoeritrin) 

a aquisição da intensidade de fluorescência foi analisada por citometria de fluxo, através 

de um aparelho de FACS (Fluorescence-activated cell sorting). Os dados são 

apresentados na tabela 5. 

Tabela 5. Escolha da linhagem celular que apresenta melhor ligação de STC1 à superfície da célula. Os 

números são expressos em % de células positivas para PE (PE+) ou negativas (PE -). Como pode ser 
observado em vermelho, a linhagem K562 foi a que melhor respondeu a incubação com STC1-HT.   
 

 

 

 

 

  
Vehicle  only  

IgG  Isotype  mouse  

+  goat  @mouse-­PE  

mouse  Anti-­HIS  

+  goat  @mouse-­PE  

PE  +  (%)   PE     (%)   PE  +  (%)   PE     (%)   PE  +  (%)   PE     (%)  

L540   0,88   99,12   3,25   96,75   12,86   87,14  

Karpas   0,89   99,11   0,40   99,60   1,27   98,73  

K562   0,78   99,22   43,48   56,52   75,98   24,02  
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Como pode ser observado na tabela 5, a linhagem celular leucêmica K562 foi a 

que apresentou melhor sinal de células positivas, onde cerca de 76% das células 

apresentaram marcação, indicando a presença de STC1 ligada a membrana plasmática. 

Apesar do controle utilizando o isotipo IgG do anticorpo ter apresentado também uma 

elevada marcação positiva consideramos que que existe uma diferença significativa (de 

43% para 76%)  e decidimos utilizar a linhagem K562, como alvo para o isolamento do 

receptor de STC1. 

A estratégia de isolamento e identificação do receptor de STC1 foi desenhada da 

seguinte forma: As células K562 são incubadas com a proteína recombinante STC1-HT 

produzida em células de inseto para permitir a ligação de STC1 ao receptor. Após o 

período de incubação, vários passos de lavagem são feitos visando eliminar interações 

inespecíficas. Para garantir e fixar a interação de STC1 ao seu receptor utiliza-se um 

crossllinker bivalente, que torna a interação STC1-receptor fixa, através de ligação 

covalente. Este complexo então é preciptado e identificado por espectrometria de massas. 

Após termos estudado e testados diferentes crosslinkers para fixar a interação, 

nós optamos por utilizar o crosslinker chamado Sulfo-SBED trifuncional (figura 19). O 

modo de ação deste crosslinker é bem elegante, uma vez que ele permite que a proteína 

isca (no caso STC1-HT) transfira  uma molécula de biotina para a proteína presa 

desconhecida (receptor), possibilitando o isolamento da proteína presa através da 

interação de altíssima afinidade e especificidade entre a biotina e a estreptavidina, 

conjulgada em beads magnéticas (figura 20). 

 

Figura 19. Estrutura do crosslinker Sulfo-SBED trifuncinal. O grupo amine reactive oteína 
isca (STC1) que então é incubada com as células. O radical photoactivable

(receptor) após exposição à luz UV. Entre ambos, existe uma ponte dissulfeto clivável e uma molécula de 
biotina. O spacer arm do crosslinker é de 24,7 angstrons.  Adaptado de www.pierce.com 
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Figura 20.  Modo de ação do crosslinker Sulfo-SBED trifuncional. O primeiro passo é conjulgar a proteína 

isca (No caso representada por Protein 1) ao crosslinker. Essa conjulgação ocorre entre o radical sNHS do 
crosslinker e radicais amina NH3 da proteína isca, em uma reação no escuro em pH 7.2. Em seguida a 
proteína isca (protein 1) é incubada com as células, permitindo que STC1 interaja com o receptor 
desconhecido (protein 2). Essa interação passa a ser fixa e covalente, quando exposta a luz UV, pois faz com 
que o radical N3 foto-ativável do crosslinker fique ativo e reaja com a proteína 2, principalmente em resíduos 
de lisina. Observe que na região central do crosslinker existe uma molécula de biotina (B), e que entre essa 
molécula de biotina e a proteína isca, existe uma ponte dissulfeto (S-S). Após as células terem sido 
solubilizadas, o lisado total é então incubado com beads contendo estreptavidina, que irá se ligar ao complexo  

formado por Proteína 1- S-S  biotina-Proteína 2 (STC1-S-S-biotina-Receptor) através da molécula de biotina. 
Este complexo então é tratado com agentes redutores, que desfazem a ponte dissulfeto (S-S), permitindo que 
a proteína 1 (STC1-HT) e a proteína 2 (receptor) migrem separadamente em um gel SDS-PAGE, mas 
somente a proteína 2, que permanece ligada a molécula de biotina, pode ser identificada em um western blot 

utilizando estreptavidina conjulgada com HRP a molécula de biotina 
de STC1, para o receptor desconhecido. Adaptado de www.pierce.com 
 

Esta estratégia possibilitou a identificação de uma banda diferencial, presente 

apenas quando as células foram incubadas com STC1-SBED (STC1-HT conjulgada com 

o crosslinker Sulfo-SBED) e não quando foram incubadas apenas com PBS, com STC1-

HT não conjulgada ou com a proteína V2-GST-SBED (uma proteína não relacionada, 

também conjulgada com o crosslinker Sulfo-SBED), usados como controles negativos 

(Figura 21). 
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Figura 21. Isolamento do receptor de STC1 humana.  (A) Western blot utilizando estreptavidina conjulgada 

a HRP, para identificar proteínas ligadas a moléculas de biotina. A cabeça de seta mostra uma banda 
diferencial que é observada apenas na canaleta que corresponde à  proteínas isoladas após a incubação das 
células com STC1-HT conjulgada com o crosslinker (STC1-SBED). (B) Gel SDS-PAGE 10% corado com 
Comassie blue, mostrando que as regiões correspondentes as que contêm a banda diferencial no western 

blot, foram recortadas para ser feita a identificação por espectrometria de massas. 

 

 As regiões correspondentes a banda diferencial identificada, foram recortadas de 

gel SDS-PAGE corado com comassie blue, armazenadas em tubos secos a -20°C, e 

trazidas de volta para o Brasil, para que o seu conteúdo pudesse ser digerido e os 

peptídeos identificados através de espectrometria de massa, no LNBio. 

 Através da espectrometria de massas, foi possível identificar peptídeos que 

correspondem a duas diferentes proteínas de membrana, candidatas a receptores de 

STC1. Estes peptídeos foram encontrados apenas na canaleta correspondente a STC1 

SBED e não nos demais controles negativos. Os dados são bastante promissores e 

animadores mas, apesar de estarem dentro dos parâmetros de confiabilidade desta 

técnica de proteômica, são preliminares e precisam ser confirmados. 

 A confirmação da identificação do receptor de STC1 fornecerá dados chave para 

melhor compreensão da sinalização e vias de atuação desta importante proteína. 
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3.2.3  A interação entre Stanniocalcina-1 e NEK6 

De acordo com o trabalho publicado pelo nosso grupo (Trindade DM, et al., 2009), 

existem diversos resíduos de serina e treonina preditos (pelo programa NetPhosK) como 

prováveis sitio de fosforilação na sequência de STC1. Como introduzido no final do item 

1.4 desta tese, sabe-se que STC1 é uma proteína fosforilada e propõe-se que uma das 

quinases responsáveis pela fosforilação seja PKC (Jellinek DA, et al., 2000).  

Nós re-analisamos a sequência primária da proteína Stanniocalcina-1 humana 

através do programa PHOSIDA (Gnad F, et al., 2007), como ilustrado na figura 22. Este 

programa, diferente dos demais, não é um preditor de resíduos passíveis de serem 

fosforilados, é na verdade um enorme banco de dados que contém peptídeos 

identificados experimentalmente como sendo fosforilados, através de um estudo em larga 

escala que analisou 8283 proteínas humanas. Portanto, ao realizar uma busca, a 

plataforma procura por peptídeos dentro da sequência protéica submetida, que sejam 

idênticos aos peptídeos fosforilados no banco de dados. O output retorna a informação 

que, dentro da sequência submetida, existem (ou não) peptídeos que já foram 

experimentalmente identificados como alvos de fosforilação. Baseado no sítio/motivo ao 

redor do resíduo alvo de fosforilação, o programa prediz qual quinase pode ter sido 

responsável por fosforilar este aminoácido. 

 
 

Figura 22. Identificação de peptídeos fosforilados em resíduos de serinas na sequência de STC1 
humana. Como mostrado no box vermelho, o PHOSIDA sugere que a fosforilação do resíduo de serina 46, 

seja feito pela quinase NEK6, baseado no motivo LXXS/T. Adaptado de www.phosida.de  
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Nós observamos a presença de vários peptídeos fosforilados em resíduos de 

serina na sequência de Stanniocalcina-1, dentre eles, o que mais nos chamou atenção foi 

a predição de que a serina 46 pode ser fosforilada pela proteína NEK6.  

A proteína NEK6, uma serina/treonina quinase, tem sido descrita como importante 

reguladora da mitose. Integrante da família protéica NIMA-related kinases, que possui 11 

NEKs, NEK6, assim como NEK2, NEK7 e NEK9, está intimamente ligada a progressão do 

processo mitótico, quando ela é ativada e o nível protéico de NEK6 eleva-se 

consideravelmente. Participa da organização dos microtúbulos, e tem sido relacionada ao 

 et al., 2007). A familia 

das proteínas NEK é amplamente estudada por diversos alunos do grupo do Dr. Jörg 

Kobarg e NEK6 foi alvo do trabalho de doutorado da Dra. Gabriela Vaz Meirelles, com 

quem estabelecemos colaboração para investigar a relação de STC1 com NEK6. 

O primeiro passo foi analisar se a quinase recombinante NEK6-HT (fusionada a 

calda de 6 histidinas) é capaz de fosforilar STC1-HT. Nosso ensaio de fosforilação, in 

vitro, utilizando 32P, avaliou não só a capacidade de fosforilação de NEK6wt (wild type), 

mas também testamos a atividade da NEK6 mutante (S206A), cuja serina do loop de 

ativação foi mutada, impedindo assim a ativação completa de NEK6, diminuindo sua 

atividade. Como STC1 tem em sua seqüência, um domínio de ligação a nucleotídeos 

(principalmente a ATP - Ellard JP, et al., 2007), a proteína STC1-HT sozinha (sem NEK6) 

foi usada como controle, para descartarmos a possibilidade de que o sinal observado 

fosse inespecífico, devido à ligação de ATP diretamente a proteína STC1-HT  

A quinase NEK6wt foi capaz de fosforilar STC1-HT in vitro, assim como a NEK6 

mutante, porém o sinal produzido pela proteína mutada foi significativamente menor do 

que o sinal observado pela quinase selvagem, o que já era esperado. A proteína STC1-

HT sozinha, não produziu sinal (observa-se apenas um background comum neste tipo de 

experimento), mostrando a especificidade do ensaio (Figura 23). 

Ao confirmarmos a fosforilação de STC1 por NEK6, buscamos visualizar in vivo se 

a interação entre ambas as proteínas pode ser identificada. Foi possível observar uma co-

localização de STC1 e NEK6 endógenas, em células THP-1 (linhagem celular de 

leucemia monocítica aguda humana), mas interessantemente, a co-localização de STC1 

com NEK6 foi detectada apenas em células que estão em processo de divisão e/ou com 

núcleo condensado já que não fomos capazes de observar essa co-localização entre as 

proteínas em células interfásicas (Figura 24). 
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Figura 23  Fosforilação in vitro de STC1 por NEK6. As pontas de seta vazias referem-se à marcação de 

NEK6, que se auto-fosforila. As pontas de seta cinza, são referentes à marcação de STC1.  Apesar de STC1 
possuir um sitio de ligação a ATP, este não afeta o resultado do experimento.  
  

  

  

  

 

Figura 24  Co-localização entre STC1 e NEK6 em células THP-1.  As imagens a acima, são de 

microscopia confocal e as abaixo em microscopia de fluorescência comum. A marcação para ambas as 
proteínas foi observada apenas em células em processo de divisão e/ou com núcleo condensado. As pontas 
de seta branca destacam pontos de maior acumulo de co-localização entre as proteínas. 
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Nenhum trabalho até hoje relata o envolvimento de STC1 na regulação ou 

participação na mitose ou no ciclo celular, porém a co-localização com NEK6, uma 

proteína que regula o ciclo celular, aponta que STC1 também possa ter implicações 

funcionais nestes processos. NEK6 mostrou ser uma proteína SUMOilada e tal 

modificação é requerida para que ocorra sua ativação (Lee EJ, et al., 2007).  A ausência 

desta modificação pós-traducional em mutantes de NEK6, mostrou que existe uma 

diminuição da ativadade quinase e também da sua estabilidade protéica. Além disso, não 

é possivel observar a localização desta proteína mutante em speackles nucleares, ao 

contrário do observado na proteína selvagem em células COS-1.  

Talvez a SUMOilação de NEK6 seja requisito necessário para esta atuar na 

regulação do ciclo celular e, como STC1 possui atividade SUMO E3 ligase, pode estar 

envolvida na regulação do ciclo de SUMOilação de NEK6. Por outro lado a regulação da 

SUMOilação de NEK6, por STC1, pode ser dependente da fosforilação de NEK6 em 

STC1, através de um sistema de feedback auto-regulatório. 

Apesar de ser apenas uma hipótese, este tipo de relação auto-regulatória entre 

SUMO E3 ligase e proteína quinase, já é descrito na literatura. Roscic A, e colaboradores 

(2006), descrevem que Pc2 se liga e co-localiza-se com HIPK2, uma quinase. Pc2 tem 

atividade SUMO E3 ligase no ciclo de SUMOilação de HIPK2, porém a regulação deste 

ciclo por parte de Pc2 é dependente da fosforilação que HIPK2 promove sobre a própria 

Pc2, para que haja uma resposta celular a danos ao DNA.  

Os dados que correlacionam STC1 e NEK6 ainda são preliminares, porém 

promissores. Experimentos serão feitos na direção de elucidar a importância desta 

interação e sua possível implicação na mitose celular e regulação de STC1 fosforilada por 

NEK6. 
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3.2.4  Outras abordagens na busca de parceiros de interação para STC1 

Além das técnicas utilizadas para identificar e caracterizar parceiros de interação 

para Stanniocalcina-1 humana, foi iniciado o estudo de interações através de outras 

técnicas, visando não só identificar mais parceiros mas também tentar encontrar 

interações que sejam sinônimas entre técnicas de screening independentes.  

A primeira obordagem de screening, foi a técnica de Pull Down semi in vivo. Nesta 

técnica a proteína recombinante produzida em baculovírus STC1-HT, foi incubada com 

beads carregadas com NiSO4, de forma a saturar a resina. Em seguida essa resina 

contendo STC1-HT foi incubada com extrato total protéico proveniente de um baço 

murino. Como controle, a resina carregada com Ni2+, que não continha STC1-HT ligada, 

também foi incubada com a outra metade deste extrato protéico. 

Após o período de incubação e lavagens, o conteúdo das resinas foi eluido e 

submetido à eletroforese em gel SDS-PAGE, para identificação de bandas/faixas 

diferenciais, visando identificar proteína que interagiram apenas com STC1-HT e não com 

a resina (Figura 25). 

 

Figura 25  Pull down semi in vitro de baço murino. 50uL de resina Ni-NTA, com ou sem 500ug de STC1-

HT, foram incubadas com extrato protéico solúvel de baço murino. As bandas e faixas das regiões delimitadas 
pelos boxes vermelhos, foram submetidas à identificação por espectrometria de massas 

As bandas e faixas mostradas na figura 25 foram recortadas e processadas para a 

identificação de seu conteúdo através de espectrometria de massas. A tabela 6 contém os 

dados finais deste experimento. Para chegarmos às proteínas identificadas na tabela 6, 

inicialmente subtraíram-se todas as proteínas encontradas no controle negativo (pull down 

só com a resina) das proteínas do experimento com STC1-HT. Além disso, proteínas que 

compartilhavam domínios conservados entre o controle e o experimento, foram excluídas 

também. Em seguida, para as proteínas identificadas como sendo de outro organismo, 
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que não de Rattus norvergicus (organismo doador do baço), uma vez que a busca foi 

realizada contra todo o banco do NCBI, foi realizado um BLASTp, contra o banco de R. 

norvergicus, para excluirmos as proteínas que não compartilhavam homólogos 

conservados e de alto e-value. Finalmente, as proteínas selecionadas que possuíam 

homólogos em murino, foram submetidas novamente ao BLASTp, contra o banco de 

Homo sapiens, para nos restar apenas proteínas de relevância e alta homologia em 

humanos. Os peptídeos gerados pela digestão da banda 1, não foram identificados em 

nenhum banco de dados. 

Tabela 6. Resultado final das proteínas identificadas por espectrometria de massas provenientes do 
pull down semi in vitro. Foram excluídas as proteínas que eram comuns ao controle (pull down somente 

com a resina, sem STC1 ligada), que possuíam domínios conservados encontrados em qualquer proteína do 
controle e também aquelas que não possuíam alta homologia com R. norvergicus e com H. sapiens. 

 
 

Individual ions 
scores > 51 

indicate identity or 
extensive 
homology 
(p<0.05) 

Banda 02 
Similaridade/ 

identidade com 
Rattus norvegicus 

Similaridade/ 
identidade com Homo 

sapiens 

Homologo em 
Rattus 

norvegicus 

Homologo em 
Homo sapiens 

Mass: 17856    
Score: 661    

Queries matched: 
19   emPAI: 1.82 

Eukaryotic 
translation 

initiation factor 
5A (eIF-5A)  
[Spodoptera 

exigua] 

Expect = 4e-21 
Identities = 45/49 
(91%), Positives = 

49/49 (100%), Gaps 
= 0/49 (0%) 

Expect = 1e-57 
 Identities = 105/150 
(70%), Positives = 

127/150 (84%), Gaps 
= 1/150 (0%) 

eukaryotic 
translation 

initiation factor 
5A isoform II 

[Rattus 
norvegicus] 

eukaryotic 
initiation factor 
5A isoform I 

variant A 
[Homo 

sapiens] 

Mass: 20053    
Score: 211    

Queries matched: 
7   emPAI: 0.86 

cellular nucleic 
acid binding 

protein clone 6 
[Mus 

musculus] 

Expect = 5e-93  
Identities = 169/177 
(95%), Positives = 

169/177 (95%), 
Gaps = 7/177 (3%) 

Expect = 5e-93  
Identities = 169/177 
(95%), Positives = 

169/177 (95%), Gaps 
= 7/177 (3%) 

similar to 
cellular nucleic 

acid binding 
protein 2 
[Rattus 

norvegicus] 

zinc finger 
protein 9 
isoform 3 

[Homo 
sapiens] 

Mass: 132234   
Score: 79     

Queries matched: 
2 

putative 
methionine 
synthase 

[Prochlorococc
us marinus str. 

NATL2A] 

Expect = 7e-134  
Identities = 

376/1249 (30%), 
Positives = 

620/1249 (49%), 
Gaps = 122/1249 

(9%) 

Expect = 3e-135  
Identities = 379/1248 

(30%), Positives = 
617/1248 (49%), Gaps 

= 121/1248 (9%) 

methionine 
synthase 
[Rattus 

norvegicus] 

methionine 
synthase 
[Homo 

sapiens] 

      

Individual ions 
scores > 69 

indicate identity or 
extensive 
homology 

(p<0.0009). 

Faixa 01 
Similaridade 

/identidade  com 
Rattus norvegicus 

Similaridade 
/identidade com 
Homo sapiens 

Homologo 
em Rattus 
norvegicus 

Homologo 
em Homo 
sapiens 

Mass: 27842    
Score: 222    

Queries matched: 
9 

splicing factor, 
arginine/serine
-rich 1 isoform 

1 [Homo 
sapiens] 

Expect = 7e-80  
Identities = 195/195 
(100%), Positives = 

195/195 (100%), 
Gaps = 0/195 (0%) 

100% 

splicing factor, 
arginine/serine
-rich 1 [Rattus 
norvegicus] 

splicing factor, 
arginine/serine
-rich 1 isoform 

1 [Homo 
sapiens] 

Mass: 42110    
Score: 204    

Queries matched: 
5   emPAI: 0.08 

Actina e Beta 
Actina 

[Monopterus 
albus] 

Expect = 0.0  
Identities = 371/375 
(98%), Positives = 

374/375 (99%), 
Gaps = 0/375 (0%) 

Expect = 0.0  Identities 
= 371/375 (98%), 

Positives = 374/375 
(99%), Gaps = 0/375 

(0%) 

similar to 
Actin, 

cytoplasmic 2 
(Gamma-

actin) [Rattus 
norvegicus] 

actin, gamma 
1 propeptide 

[Homo 
sapiens] 
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Mass: 28549    
Score: 169    

Queries matched: 
5   emPAI: 0.12 

Tropomiosina 
[Rattus 

norvegicus] 
100% 

Score =  251 bits 
(642),  Expect = 2e-66  

Identities = 243/248 
(97%), Positives = 

245/248 (98%), Gaps 
= 0/248 (0%) 

tropomyosin 4 
[Rattus 

norvegicus] 

tropomyosin 4 
isoform 2 

[Homo 
sapiens] 

Mass: 28231    
Score: 331    

Queries matched: 
8   emPAI: 0.40 

stanniocalcin 1 
precursor 

[Homo 
sapiens] 

    

      
Individual ions 

scores > 58 
indicate identity or 

extensive 
homology 
(p<0.01). 

Faixa 02 
Similaridade/ 

identidade  com 
Rattus norvegicus 

Similaridade/ 
identidade com 
Homo sapiens 

Homologo 
em Rattus 
norvegicus 

Homologo 
em Homo 
sapiens 

Mass: 69511    
Score: 412    

Queries matched: 
13   emPAI: 0.20 

coagulation 
factor XII [Bos 

taurus] 

Expect = 0.0  
Identities = 401/603 
(66%), Positives = 

456/603 (75%), 
Gaps = 25/603 (4%) 

Expect = 0.0  Identities 
= 450/628 (71%), 

Positives = 495/628 
(78%), Gaps = 29/628 

(4%) 

coagulation 
factor XII 
[Rattus 

norvegicus] 

coagulation 
factor XII 
precursor 

[Homo 
sapiens] 

Mass: 42110    
Score: 408    

Queries matched: 
8   emPAI: 0.25 

coagulation 
factor XII [Bos 

taurus] 

Expect = 0.0  
Identities = 371/375 
(98%), Positives = 

374/375 (99%), 
Gaps = 0/375 (0%) 

Expect = 0.0  Identities 
= 371/375 (98%), 

Positives = 374/375 
(99%), Gaps = 0/375 

(0%) 

actin, 
cytoplasmic 2 

[Rattus 
norvegicus] 

actin, gamma 
1 propeptide 

[Homo 
sapiens] 

Mass: 53746    
Score: 103    

Queries matched: 
3   emPAI: 0.13 

vimentin [Mus 
musculus] 

Expect = 0.0  
Identities = 425/427 
(99%), Positives = 

425/427 (99%), 
Gaps = 0/427 (0%) 

Expect = 0.0  Identities 
= 417/427 (97%), 

Positives = 422/427 
(98%), Gaps = 0/427 

(0%) 

vimentin, 
isoform 
CRA_b 
[Rattus 

norvegicus] 

vimentin 
[Homo 

sapiens] 

Mass: 78143    
Score: 88     

Queries matched: 
3   emPAI: 0.04 

CCP modules 
3-12, with 

parts of CCP 2 
and 13 [Bos 

taurus] 

Expect = 0.0  
Identities = 396/662 
(59%), Positives = 

493/662 (74%), 
Gaps = 5/662 (0%) 

Expect = 0.0  Identities 
= 414/669 (61%), 

Positives = 502/669 
(75%), Gaps = 4/669 

(0%) 

complement 
factor H 
[Rattus 

norvegicus] 

complement 
factor H 
[Homo 

sapiens] 

Mass: 60062    
Score: 79     

Queries matched: 
2   emPAI: 0.05 

catalase 
[Rattus 

norvegicus] 
100% 

Expect = 0.0  Identities 
= 469/527 (88%), 

Positives = 500/527 
(94%), Gaps = 0/527 

(0%) 

catalase 
[Rattus 

norvegicus] 

catalase 
[Homo 

sapiens] 

Mass: 28105    
Score: 134    

Queries matched: 
2   emPAI: 0.25 

stanniocalcin 
precursor 

[Mus 
musculus] 

    

 

Nenhuma destas interações ainda foi confirmada por outras técnicas. Porém 

interações aqui sugeridas entre STC1 e elementos do sistema de contração muscular, 

como Actina, Miosina e Tropomiosina chamam a atenção, pois é um sistema regulado por 

Ca2+. De fato, Koizumi K e colaboradores, em 2007, mostraram que STC1 previne o 

acumulo de cálcio e a hipercontratura muscular, mostrando alguma relação de STC1 com 

as interações encontradas. É interessante observar que Stanniocalcina-1 foi identificada 

tanto na faixa 1 (30 a 50kDa), quanto na faixa 2 (50 a 80kDa), mostrando que sua 

dimerização não é 100% suscetível a redução química, já que o monômero possui cerca 

de 28kDa e o dímero cerca de 55kDa.       
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Porém para selecionar qual(is) proteína(s) será(ão) estudada(s) de forma mais 

detalhada no contexto de sua interação com STC1, nós decidimos gerar novos dados 

através de outra abordagem, semelhante, porém menos artificial: realizar experimentos de 

pull down in vivo. Este trabalho contou com a colaboração do aluno de iniciação científica 

Daniel Seij Saito. 

Para tanto, a proteína STC1 foi clonada em vetor de expressão em células de 

mamíferos, pCDNA5/FTR/TO. Este vetor produz a proteína STC1 fusionada ao peptídeo 

FLAG. A região correspondente ao peptídeo sinal foi deletada, mimetizando a abordagem 

do sistema de duplo híbrido, e garantido a permanência intracelular da proteína. 

Este vetor clonado foi utilizado no sistema Flip-In T-Rex (Invitrogem). Desta forma, 

inicialmente é gerada uma linhagem celular hospedeira, através da transfecção dos 

plasmídeo pFRT/lacZeo, que garante as células resistência a Zeocina e o plasmídeo 

pcDNA6/TR, que garante as células resistência a Blasticidina. Após a seleção dos clones 

da linhagem hospedeira, uma nova co-transfecção é feita, contendo o plasmideo 

pCDNA5/FTR/TO-FLAG-STC1 e o plasmídeo pOG44, que expressa uma recombinase 

que vai ser reponsável por integrar a construção STC1-FLAG no genoma da célula 

hospedeira. Após subseqüentes gerações de linhagens estáveis o sistema permite a 

geração de linhagens isogênicas através de seleção policlonal. O interessante deste 

sistema é que a expressão da proteína de interesse é induzível por tetraciclina. 

Nós fomos capazes de gerar um clone na linhagem celular HEK293 que contém a 

construção STC1-FLAG integrada em seu genoma. Após vários testes nós observamos 

que ao adicionarmos 250 ng/mL de tetraciclina, é possível observar a expressão da 

proteína entre 12 e 24 horas após a indução. Como controle, também geramos um clone 

da mesma linhagem celular que possui integrado em seu genoma o peptídeo FLAG. 

As células do clone estável de STC1-FLAG e de FLAG (controle) estão sendo 

amplificadas neste momento, para obtermos uma grande quantidade de células. Estas 

células serão lisadas e os extratos protéicos totais solúveis serão submetidos à imunu-

precipitação (IP) com anticorpos anti-FLAG e anti-STC1, para então identificarmos através 

de espectrometria de massas, as proteínas que estabeleçam interação direta com STC1 

ou indireta (complexos). 

Tão logo tenhamos resultados do pull down in vivo utilizando a construção STC1-

FLAG em células humanas, iremos comparar os resultados para melhor selecionarmos os 

alvos a serem estudados de forma mais específica e para o entendimento da relevância 

functional destas interações. 
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3.3  Resultados Complementares 

Os resultados apresentados nesta seção não tiveram por objetivo, como nas 

seções anteriores, isolar e identificar parceiros de interação para STC1, mas tentar 

compreeender melhor o comportamento de STC1 no microambiente tumoral leucêmico, 

através de alguns simples experimentos funcionais. 

 

- Ensaios de marcação intracelular e de MTT 

 Para verificar se as células do estroma medular e também as células primárias de 

LLA tem expressão de STC1 a nível protéico, realizamos ensaios de imunofenotipagem 

intracelular seguido de leitura por citometro de fluxo. Além disso, foi averiguado se a 

expressão de STC1 nestas células responde ao tratamento pela própria STC1-HT. De 

fato, observamos que as células do estroma medular e as células leucêmicas expressam 

STC1, assim como diversos outros autores já observaram super-expressão de STC1 em 

vários outros tipos de células neoplásicas (vide introdução item 1.6). As células foram 

incubadas por 24 horas com 0 (veículo), 200 ou 2000 ng/mL de STC1-HT recombinante, 

purificado de células de inseto pelo sistema de baculovírus. A diferenciação de células 

LLA e estroma fez-se com anticorpo anti-CD19, expresso apenas na LLA (Tabela 7). 

  

Tabela 7.  Marcação da proteína STC1 intracelular de células primárias de leucemia B cultivadas por 24 
horas na presença ou ausência de células do estroma medular, e do estroma medular sozinho. O 

ensaio foi realizado em placas de 96 poços. As células foram marcadas com anticorpos para marcadores de 
superfície CD19-Cy5, e permeabilizadas para marcação com anticorpo goat polyclonal anti-STC1. A proteína 
utilizada nos tratamentos foi STC1-HT recombinante, purificada de células de insetos por baculovírus. Os 
números refletem a média geométrica da intensidade relativa de fluorescência, capitados em aparelho de 
citometria de fluxo. 

  

Os dados captados por citometria de fluxo indicam que as células da leucemia não 

alteram seu perfil de síntese de STC1 perante a incubação com STC1-HT recombinante, 

mesmo quando co-cultivadas com células do estroma medular. Interessantemente, 

                          Célula  

ng/mL    

STC1-­HT  

Leucemia  B  

Leucemia  B  em  

co-­cultivo  com  

Estroma  Medular  

Estroma  Medular  

0   674   462   370  

200   667   487   458  

2000   661   467   504  
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células de leucemia co-cultivadas com células do estroma possuem menores quantidades 

de STC1-HT (mesmo assim maiores que do estroma medular). Já as células do estroma, 

parecem elevar a síntese de STC1 de acordo com a quantidade de STC-HT a que foram 

expostas. De qualquer forma, a quantidade de STC1 intracelular das células leucêmicas é 

de forma geral maior que a quantidade das células do estroma, mesmo sendo células 

bem menores e com citoplasma reduzido, o que nos dá indícios de que realmente a 

leucemia também deva super-expressar STC1. 

Considerando uma expressão elevada de STC1 em células leucêmicas, e visto 

que STC1 é uma proteína secretada, podemos inferir que o aumento da expressão de 

STC1 nas células do estroma medular (como observado na figura 9) ocorra justamente 

devido a secreção de STC1 pela célula leucêmica, visto que observamos que a incubação 

com a proteína recombinante, causa efeito semelhante.  

Isso pode ser devido ao fato de a leucemia modular as células do microambiente 

tumoral (estroma medular) para ganhar vantagens adaptativas e proliferativas. A leucemia 

estaria modulando o estroma a produzir e secretar mais STC1 para seu benefício, visto 

que STC1 é um fator angiogênico, envolvido em vias de VEGF e protetor de efeitos de 

hipóxia. A elevada expressão de STC1 em células estromais multipotentes também foi 

descrito por exercer efeitos anti-apoptóticos em células cancerígenas do epitélio pulmonar 

submetidas a hipóxia (Block, GJ, et al..,2008). 

   Nossos dados mostram também que o contato de linhagens de leucemia B 

incubadas com doses crescentes de STC1-HT recombinante, promovem a proliferação 

celular das linhagens, após 24 horas de incubação, em até 16%, utilizando ensaio de 

redução de MTT (figura 26). Isso confirma que a presença de STC1 promove efeitos 

proliferativos as células de leucemia. Entretanto, de forma não compreendida, a 

incubação de STC1 com linhagens de leucemia B co-cultivadas com estroma medular, 

não promoveu alterações significativas na proliferação celular. Talvez a quantidade de 

STC1 produzida pelo estroma somada às quantidades da proteína recombinante usadas 

na incubação ultrapasse os níveis ideais de sinalização necessários. 

Em 2001, Schneider P, et al.., relata que interação entre células do estroma 

medular e leucemia, ajudam na sobrevivência da leucemia pela manutenção da 

expressão de genes anti-apoptóticos, mas descreve também que a proliferação de células 

da ALL pode ocorrer de forma independente do seu contato com estroma. 
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4 Conclusões 

 

4.1  Conclusões Específicas 

 
1) Stanniocalcina-1 humana apesar de ser uma proteína secretada, interage in 

vivo com diversas proteínas intracelulares, presentes em diferentes 

compartimentos celulares, principalmente núcleo, mitocôndria, retículo 

endoplasmático e citoplasma. 

 

2) Algumas dessas interações foram testadas e todas puderam ser 

reproduzidas e confirmadas em ensaios in vitro. 

 

3) A interação de STC1 com seus parceiros ocorre pela região N-terminal, e 

isso ocorre provavelmente devido a características estruturais do seu 

homodímero anti-parelelo e por consequência da elevada conservação desta 

região entre as STCs de outros organismos. 

 

4) STC1 possui localização intracelular ubíquoa, com destaque para deposição 

perinuclear e nuclear puntiforme (dot-like). 

 

5) A interação de STC1 com proteínas como SP100, SAP18 e SUMO1, sugere 

que estes pontos nucleares onde STC1 se localiza sejam corpúsculos 

nucleares chamados PML-nuclear bodies, uma vez que estas proteínas são 

sabidamente residentes e participam da formação destes corpúsculos. 

 

6) A interação de STC1 e SUMO1 pôde ser observada in vivo (duplo híbrido 

em leveduras e co-imunoprecipitação em células humanas) e in vitro.  

 

7) STC1 humana possui um motivo de SUMOilação de alta probabilidade na 

lisina 83. Este motivo de SUMOilação surge a partir dos organismos 

tetrápodos e não é encontrado em grupos mais basais como os peixes 

ósseos, e correlaciona-se com o fato de que neste grupo mais derivado 

(tetrápodos), STC1 tenha ampliado suas funções. Entretanto, experimentos in 

vitro e in vivo mostraram que STC1 não é uma proteína alvo de SUMOilação. 
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8) STC1 mostrou possuir atividade SUMO E3 ligase, ao regular o nível de 

SUMOilação de Ki-1/57, RanGAP1 e SP100. 

 

9) Nossos dados sugerem que a atividade SUMO E3 ligase de STC1 ocorra de 

forma a aumentar o nível de SUMOilação da proteína alvo, quando esta não 

interage com STC1 e, de forma a diminuir o grau de SUMOilação da proteína 

alvo, quando esta é um parceiro de interação de STC1. 

 

10) A função de SUMO E3 ligase e participação no ciclo de SUMOilação 

demonstrada pelo nosso grupo, é a primeira função molecular 

experimentalmente descrita para proteína Stanniocalcina-1 humana, até a 

presente data (Westberg JA, et al., 2011). 

 

11) Sendo STC1 uma SUMO E3 ligase, reforça-se ainda mais a idéia de sua 

presença em PML-NBs, uma vez que estes corpúsculos nucleares são 

hotspots de SUMOilação na célula. 

 

12) STC1 possui receptores na membrana plasmática de linhagens de células 

leucêmicas K562, mostrando que STC1 secretada é capaz de se ligar a 

superfície celular. 

 

13) STC1 é fosforilada pela quinase NEK6 in vitro. 

 

14) STC1 e NEK6 co-localizam em linhagens de células leucêmicas THP1, 

apenas em células em processo de divisão e não em células interfásicas, 

sugerindo que STC1 tenha alguma implicação funcional no processo de 

divisão celular e mitose. 

 

15) Células primárias de leucemia B, também produzem a proteína STC1 e em 

quantidadade superiores ao estroma medular não co-cultivado. 

  

16) A proteína recombinante STC1-HT parece estimular a produção da própria 

proteína STC1 em células estromais da medula óssea, mas não em células 

primárias de leucemia B, sozinhas ou em co-cultivo com o estroma medular. 
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17) Linhagens celulares de leucemia, tratadas com STC1-HT recombinante 

durante 24 horas, quando não são co-cultivadas com células de estroma 

medular, aumentam sua proliferação celular em até 20%. 

 

4.2  - Conclusão Geral 

 

Uma vez STC1 tendo sida validada como potencial marcador molecular do 

microambiente tumoral leucêmico, nós identificamos uma série de parceiros moleculares 

para esta proteína em células humanas.  

Nossos experimentos identificaram um grande espectro de proteínas interactoras 

que enfatizam a noção de que STC1 humana é realmente uma proteína multifuncional,  

capaz de interagir com proteínas dos mais diversos compartimentos celulares, incluindo o 

núcleo. Os contextos funcionais em que STC1 aparenta estar envolvida são processos 

celulares essenciais para o desenvolvimento e progressão da leucemia infantil e sua 

interação com o microambiente tumoral.   

Ao focarmos de forma específica na interação entre STC1 e SUMO1 nós fomos 

capazes de estabelecer a primeira função molecular descrita na literatura para STC1 

humana, que mostrou ter atividade SUMO E3 ligase.  

Entretanto, muitas outras interações são descritas em nossa discussão e 

propostas por diferentes técnicas. O maior legado desta tese de doutoramento ao 

conhecimento científico remete não só as conclusões definitivas obtidas nestes anos de 

estudo, mas também as diversas novas portas que foram abertas e que exibem 

implicações funcionais promissoras. Estas podem ser exploradas em estudos futuros, por 

nós e por toda comunidade científica visando compreender de forma ainda melhor sua 

atuação na célula e por conseqüência na leucemia, uma vez que todas as sugestões, 

hipóteses e resultados aqui apresentados, possuem conecções com estudos funcionais 

previamente publicados sobre a proteína Stanniocalcina-1 humana. 
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5 Perspectivas 

 

 

Dentre a grande quantidade de resultados aqui apresentados, algumas perguntas 

não puderam ainda ser respondidas. É incontável a quantidade de abordagens e 

experimentos que podem ser feitos para que seja dada continuidade a este trabalho. 

Listamos aqui as principais perspectivas a serem abordadas nos próximos passos: 

 

- Kit diagnóstico para leucemia através de ELISA 

 Tão logo seja definitivamente assinado o contrato de transferência de tecnologia e 

know-how pra empresa RheaBiotech, daremos continuidade para finalizarmos o 

desenvolvimento do kit.  Forneceremos a proteína recombinante STC1-HT e o anticorpo 

anti-STC1 para a finalização da padronização do kit. O Centrol Infantil Boldrini irá fornecer 

soro de camundongos com leucemia e saudáveis para realizarmos os primeiros testes, 

que caso sejam positivos, serão feitos com soro de pacientes, também fornecido pelo 

Boldrini. Será feita avaliação não somente como ferramenta de diagnóstico para leucemia, 

mas também para prognóstico, acompanhemento de tratamento e doença residual 

mínima. 

 

 - Atividade SUMO E3 Ligase 

 Pretendemos estudar, in vivo, a atividade SUMO E3 ligase de STC1. Iremos 

analisar a SUMOilação das proteínas Ki-1/57, RanGAP1 e SP100  nas células (HEK293) 

de clones estáveis que geramos, que expressam FLAG (controle negativo) e STC1-FLAG. 

 Uma vez detectado que o nível de SUMOilação de proteínas alvo de SUMO foi 

alterado devido a super-expressão de STC1, características como proliferação, ciclo 

celular, apoptose e co-localização sub-celular com outros parceiros, também serão 

avaliados nestes clones estáveis gerados. 

 

 - Novos parceiros de interação 

 Diversos candidatos a novos parceiros de interação foram ientificados através do 

pull down semi in vivo. Pretendemos agora, utilizar as células de clone estável que 

expressam a construção STC1-FLAG para realizar ensaios de imunoprecipitação e 

identificar os parceiros co-imunoprecipitados, por espectometria de massas. As proteínas 

identificadas que forem sinônimas as encontradas pelas outras técnicas, terão sua 

relevância funcional melhor caracterizadas. 
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- O Receptor de Stanniocalcina-1 

 A identificação do receptor precisa ser confirmada através de outras técnicas, 

como imunoprecipitação, co-localização sub-celular por imunocitoquímica, ensaios de 

competição, etc. Tão logo isso seja confirmado, pretendemos caracterizar se a ligação de 

STC1 a este receptor dispara cascatas de sinalização intracelulares downstream, se 

STC1 é de fato uma intracrine e ao interagir com receptor é internalizada para realizar 

suas funções ou se ambas as situações são passiveis de acontecer. 

Essa caracterização do receptor irá possibilitar um melhor entendimento das vias 

de atuação de STC1 de praticamente todos os trabalhos disponíveis na literatura sobre 

esta proteína. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



69  

  

6 Materiais e Métodos 

 

6.1   Desenvolvimento de um kit diagnóstico visando a identificação da proteína 

STC1 em soro de pacientes com leucemia 

 

6.1.1 Co-cultivo de células de estroma de medula óssea e blastos 

leucêmicos, para avaliação de genes diferencialmente expressos 

candidatos a marcadores moleculares 

6.1.2 PCR em Tempo Real quantitativo (RQ-PCR) 

 

 As metodologia utilizadas nesta tese para estas duas técnicas, estão descritas em 

nosso artigo (Santos MT, et al., 2011) arquivo anexo a esta tese (item 8). 

 

6.1.3 Expressão e purificação de STC1-HT inteira no sistema baculovírus 

 Todo o processo de clonagem de STC1 no vetor pFastBac-Dual2 (junto com GFP, 

que é utilizada como repórter da infecção e da expressão protéica), transformação em 

células de E.coli DH10Bac para que haja recombinação homóloga para do cDNA de 

STC1 e de GFP com o DNA do bacmid  (Invitrogen - contém o genoma de baculovírus 

múltiplo nucleopolihedrovirus Autographa californica e o plasmídeo helper pMON7124 de 

13,2Kb que codifica a transposase Tn7), transfecção de células de inseto Sf9 com este 

DNA para haver amplificação viral, tempo ideal de coleta de vírus, estabelecimento de 

células High FiveTM para serem infectadas, quantidade de células ideal a serem 

infectadas, tempo de expressão protéica e protocolo de purificação de STC1 do meio de 

cultura (pois ela é secretada, devido a seu peptídeo sinal) foram contribuições do Dr. 

Daniel Maragno Trindade (Figura 27) e estão descritas em Trindade DM, et al., 2009. 

Células Sf9 (ATCC#: CRL-1711) foram cultivadas durante 48 horas (ou até que a 

eficiência de infecção fosse avaliada em torno de 70% - baseado na expressão de GFP) 

depois de infectadas com baculovírus contendo STC-1 e GFP recombinados, em meio 

TC100 contendo bicarbonato de sódio, glutamina antibiótico e tripytose broth (Cultilab), 

suplementado com 10% de Soro fetal Bovino (SFB) em atmosfera úmida a 28oC na 

ausência de CO2. As células foram então centrifugadas 5 minutos a 4000 rpm e o 

sobrenadante, contendo o vírus amplificado, foi guardado a 4oC. 

                                                 
2
 O  plasmídeo  pFastBac  DUAL  (Invitrogen)  expressa  duas  proteínas  recombinantes  simultaneamente  usando  

o   sistema   Bac-­to-­Bac®   Baculovirus   Expression.      Sua   expressão   em   eucariotos   é   dirigira   por   dois  
promotores:  o  da  polihedrina      e  o  p10.  Este  plasmídeo  utiliza  o   códon  de   iniciação  ATG  do  DNA  clonado,  
eliminando  a  necessidade  de  clonagem  em  frame. 
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Figura 27. Sistema Baculovirus. O cDNA que codifica a proteína de interesse é subclonado no vetor 

pFastBac-Htb e então transformado em células de  E. coli  DH10Bac. O cDNA contido entre os dois sitios Tn7 
no vetor pFastBac Htb sofre recombinação com o genoma do baculovirus sendo transferido (transposição) 
para esse, devido a presença de um vetor que codifica a transposase no plasmídeo helper. A partir daí é feita 
uma preparação plasmidial em larga escala para a posterior transfecção do DNA do vírus em células Sf9. 
Neste passo o vírus se replica e novas células de inseto são infectadas. Esquema adaptado do manual da 
Invitrogen: Bac-to-Bac® Baculovirus Expression System 

 

 -TN-5B1-4) fornece um nível de 5-10 vezes 

maior de expressão de proteínas secretadas em relação à linhagem Sf9 (Davis TR, et al., 

1992).  Do mesmo modo que a linhagem Sf9, essa linhagem é cultivada em atmosfera 

úmida a 28oC, na ausência de CO2 em meio de cultura Express Five® (suplementado com 

L-glutamina e Penicilina/Streptavidina), um meio de cultura para células de inseto o qual é 

livre de proteínas e otimizado para suportar níveis máximos de expressão de proteína e 

crescimento dessa linhagem. As células foram cultivadas durante 11 dias, sendo que 

foram feitos 4 repiques. A quantidade ideal de células a ser infectada foi estabelecida com 

106 células/mL, e para infectar 1 litro, foi necessário 109 células. A essas células foi 

adicionado 35mL de sobrenadante contendo vírus recombinantes produzidos em células 

Sf9 e inoculados em 1L de Express Five® suplementado (2 x 500mL em erlenmeyers de 

2L) a 26oC , 140 rpm durante 24 horas. 
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As células (verdes quando expostas a radiação UV  indicando que houve a 

infecção das células High FiveTM e a expressão das proteínas recombinadas) foram 

centrifugadas a 500xg por 5 minutos a 4oC e ao 1L de sobrenadante, contendo a proteína 

STC1 secretada, foi adicionado 52,6 mL de MES 1M para [final] ser de 50mM. Este 

sobrenadante então foi filtrado a vácuo com filtros Millipore 0,45uM (~150mL por filtro) e o 

filtrado, após ter seu pH acertado para 6,5, foi submetido às etapas de purificação. 

 

6.1.3.1     Cromatografia de Troca Iônica 

 O primeiro passo de purificação da proteína STC1-HT, foi através da técnica de 

troca iônica. Essa técnica baseia-se no simples principio de que cargas positivas ligam-se 

a cargas negativas e vice-versa. Tendo por base que o ponto isoelétrico (pI) de STC1-HT, 

isto é, o pH onde a carga final da proteína é zero, é por volta de 8,5, ao diminuir o pH do 

meio para 6,5, a proteína irá ser protonada, passando a ter carga total positiva (-COOH e 

-NH3+). Desta forma, o sobrenadante pH 6,5 foi injetado em uma resina de caráter 

negativo (SP Sepharose FF 11mL  GE Healthcare) previamente equilibrada com tampão 

A (MES 50mM, pH 6,5), a um fluxo de 1,1mL/minuto utilizando-se uma bomba peristáltica 

dentro da câmara fria (4oC) por aproximadamente 15 horas. Em seguida a resina foi 

lavada com cerca de 50mL do tampão A e eluida com um gradiente de 0 a 100% do 

tampão B (MES 50mM / NaCl 1M, pH 6,5) em um aparelho ÄKTA FPLC (GE Healthcare). 

As amostras foram coletadas após a eluição atingir uma condutância de 28,5 mS/cm. 

 

6.1.3.2      Cromatografia de Afinidade 

A amostra eluida da troca iônica foi injetada a um fluxo de 1mL/minuto em uma 

colula HisTrap FF Crude de 5mL (GE-Healthcare), previamente carregada com NiSO4,  

limpa com Imidazol 2M, regenerada com Guanidina 6M e AcNa 0,2M, e equilibrada com 

tampão A (MES 50mM, NaCl 500mM, pH6,5). A resina foi lavada com 50mL do tampão A 

e então eluida com um gradiente de 0 a 100% de tampão B (tampão A + 1M Imidazol). As 

amostras coletadas foram analisadas por SDS-PAGE e aquelas de igual teor protéico 

foram unidas (~40mL) e concentradas, usando-se um tubo concentrador Amicon 

Centrifugal Device (Milipore), com poro de 3500Da, para 500uL. Todo procedimento foi 

realizado em um aparelho ÄKTA FPLC (GE Healthcare). 

 

 

 



72  

  

6.1.3.3     Cromatografia de Exclusão (Gel Filtração) 

Os 500uL concentrados após a purificação por afinidade foram injetados em uma 

uma coluna de gel filtração Sephadex 75 16/60 (GE Healtcare) de 120mL, a um fluxo de 

0,1 mL/minuto previamente equilibrada, utilizando o tampão MES 60mM, NaCl 600mM, 

pH6,5, em um aparelho ÄKTA FPLC (GE Healthcare). 

 

 6.1.3.4      Método de quantificação de proteínas por BCA 

 Para tal quantificação foi utilizado o BCA Protein Assay Kit (Termo Fisher 

Scientific), um método robusto de quantificação proteíca baseado na detecção 

colorimetrica de íons de cobre que são quelados às proteínas. Qualquer peptideo 

contendo 3 ou mais aminoácidos podem reduzir cátions de Cu2+ para Cu1+ em meio 

alcalino, que resulta na formação do complexo quelado proteína-cobre que possui 

coloração azul. Um único íon Cu1+ pode formar complexos com 4 ou 6 ligações peptídicas 

ao seu redor. Uma elevação no número de ligações peptídicas resulta na formação de 

mais qualatos azuis. Portanto, a quantidade de proteína é diretamente proporcional a 

intensidade da cor azul observada. Adicionalmente, duas moléculas de BCA (ácido 

bicincronico) reagem com um único íon de Cu1+ formando um quelado roxo. Este 

complexo é solúvel em água e exibe uma forte absorbância linear com a elevação da 

concentração de proteína a 562nm. As medições e reações foram feitas de acordo com 

as instruções do fabricante. 

 

6.1.4 Clonagens das porções STC1 C- e N-Terminal em vetores de 

expressão 

As regiões correspondentes a amino-terminal (18-134) e porção carboxi-terminal 

(129-247)  de STC1 (Figura 10A) foram amplificadas por PCR e clonadas no o vetor de 

expressão em bactéria pET28aTG3, que adiciona uma cauda de GST a proteína 

recombinante expressa, utilizando os primers específicos (N-terminal  sense 

ggatccA.CCC.ATG.AGG.CGG.AGC.AG, anti-sense 

gaattctta.CAC.ATT.CAG.CTT.GCT.GTA.G; C-terminal sense 

ggatccT.ACA.GCA.AGC.TGA.ATG.TGT.G, anti-sense 

gaattcTTA.TGC.ACT.CTC.ATG.GGA.TG) 

                                                 
3
 Vetor  de  expressão  pET28a  modificado  em  nosso  laboratório  pelo  grupo  do  Prof.  Dr.  Nilson  Zanchin,  tendo  

sido  removido  o  sítio  de  clivagem  pela  Trombina  e  substituído  por  um  sítio  de  clivagem  pela  protease  TEV  
em  fusão  com  uma  seqüência  que  codifica  para  a  glutationa  S  transferase   (GST),  sendo  identificado  neste  
relatório  como  pET28aTG.  Esse  plasmídeo  possui  5.982  pb  e  contém  um  promotor  T7  induzível  por  IPTG  e  
também  um  gene  que  confere  resistência  ao  antibiótico  kanamicina. 
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            6.1.4.1    Reação em Cadeia da Polimerase  (PCR) 

Os primers sintetizados pela IDT (Integrated DNA Technologies) foram diluídos 

com água MilliQ a estoque 100pmol e utilizados a 10pmol. O procedimento consistiu em 

er 

flag- -Reverse EcoRI STOP/A 10pmol, 

segundos a 94ºC, 1 minuto a 59ºC, 1 minuto e 30 segundos a 72ºC em termociclador 

PCR System 9700 (Perkin Elmer). 

 

 6.1.4.2   Digestões enzimáticas 

Todas as digestões, tanto para a obtenção dos insertos desejados e dos vetores 

linearizados para clonagem, quanto para as análises de restrição dos sub-clones obtidos, 

foram realizadas seguindo-se as especificações dos fabricantes Gibco, New England ou 

Promega. As reações sempre foram preparadas em gelo. 

 

6.1.4.3   Eletroforese em gel de agarose 

Foram utilizados géis de agarose a 1% (peso/volume) em TAE (Tris-HCl 40mM, 

ácido acético 20mM, EDTA 1mM), tampão este também utilizado na corrida. Às amostras 

foi adicionado um sexto do volume de loading buffer (azul de bromofenol 25% e sacarose 

40%) e para a corrida foi utilizada uma corrente com voltagem fixa entre 50 e 100 Volts, 

dependendo do aparato de gel utilizado. Para a foto documentação foi utilizado o sistema 

EDAS de fotografia e análise de imagens (Kodak). 

 

6.1.4.4   Purificação de DNA recortado de gel de agarose 

Para a purificação das bandas referentes aos vetores linearizados ou aos insertos 

digeridos, utilizou-se o QIAquick Gel Extraction kit (QIAgen) conforme especificações do 

fabricante. 

 

 6.1.4.5   Ligação 

Através da imagem do gel de agarose contendo os insertos e vetores devidamente 

digeridos e purificados, foi feita a quantificação relativa (proporção do número de 

moléculas vetor : inserto). A ligação foi feita em 20 L, sendo 2 L (2U) T4 DNA ligase 

(Fermentas), 1 L de tampão de ligação 10x (Fermentas), 1 L ATP 100mM, e os 6 L 
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restantes completados com água miliQ, vetor e inserto de forma que a proporção molar 

vetor : inserto fosse 1:4. As reações foram incubadas por 24 horas, a 4°C. 

 

6.1.4.6     Preparo de bactérias competentes para transformação pelo choque 

térmico  

O preparo de bactérias competentes foi feito pelo método de Cloreto de Rubídio 

(RuCl2), para isso, as bactérias E. coli DH5  ou BL21(DE3) foram semeadas em meio LB-

ágar (Lúria-Bertani-ágar: extrato de levedura 0,5%, triptona 1%, NaCl 200mM, bacto-ágar 

1,5%, pH 7,4) e incubadas a 37°C por 16 horas. Em seguida, uma das colônias isoladas 

foi inoculada em 5mL de meio PSI (extrato de levedura 1%, peptona 1,6%, NaCl 200mM, 

KH2PO4 3mM, Na2HPO4 2mM, pH 7,6) e incubada, sob agitação de 200rpm, nas mesmas 

condições descritas anteriormente. Subsequentemente, esta cultura foi inoculada em 

200mL de meio PSI incubando-se sob as mesmas condições, até atingir absorbância de 

aproximadamente 0,6 à 600nm. A cultura foi então transferida para frascos de centrífuga 

previamente resfriados em gelo, e centrifugada a 2000xg, por 10 minutos, a 4°C. O 

sobrenadante foi descartado e as bactérias ressuspendidas gentilmente em 25 mL do 

Tampão de transformação I (KOH 30mM, Ácido acético 30mM, MgCl2 50mM, CaCl2 

10mM, RuCl2 100mM, glicerol 15% v/v, pH 5,8) estéril e gelado. A suspensão foi incubada 

por 15 minutos no gelo e depois centrifugada a 2000xg, por 15 minutos a 4°C. As 

bactérias foram ressuspendidas em 8mL do Tampão de transformação II (MOPS 10mM, 

CaCl2 75mM, RuCl2 10mM, glicerol 15% v/v, pH 7,0) estéril e gelado. Alíquotas de 100 L 

em tubos de 1,5mL foram congeladas imediatamente em nitrogênio líquido e estocadas a 

-80oC para serem posteriormente utilizadas nas transformações. 

 

6.1.4.7   Transformação de bactéria competentes pelo choque térmico 

Para a transformação por choque térmico, ao tubo contendo 100 L do estoque de 

bactérias competentes, previamente descongelado e mantido em gelo, foi adicionado todo 

o volume da ligação ou 1 L do plasmídeo (~100 ng). As bactérias foram então 

submetidas ao choque térmico: incubação em gelo por 30 minutos, a 42°C por 90 

segundos, e novamente em gelo por dois minutos. Após o choque térmico adicionou-se 

900 L de meio SOC (extrato de levedura 0,5%, triptona 2%, NaCl 2mM, KCl 2,5mM, 

MgCl2 1mM, MgSO4 1mM, glicose 20mM, pH 7,0) e incubou-se a 37°C, sob agitação a 

200rpm, por uma hora. Para transformações de plasmídeos foram plaqueados 200 l 

desta suspensão, com o auxílio de uma alça Drigalski (rodinho), em uma placa contendo 
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os antibióticos adequados para seleção dos transformantes; no caso de transformação de 

ligação a suspensão foi centrifugada 1000xg por 5 minutos e ressuspendida em 200 L do 

próprio meio. A placa foi então incubada a 37°C, por aproximadamente 14 horas. 

 

6.1.4.8   Mini-preparação de DNA plasmidial 

Os plasmídeos recombinantes foram extraídos de E. coli DH5  por 

minipreparações de acordo com as metodologias descritas em Sambrook J, et al. (1989) e 

Ausubel et al. (1995) e/ou de acordo com as especificações do fabricante do kit para 

extração de DNA da empresa QIAgen. 

 

6.1.4.9   Análise dos clones obtidos 

Após a transformação, os clones obtidos foram selecionados através da análise de 

restrição de minipreparações de DNA plasmidial com pelo menos duas enzimas 

diferentes. As construções plasmidiais que apresentaram o padrão esperado para a 

análise de restrição foram sequênciadas. 

 

6.1.4.10  Sequênciamento  automático dos clones obtidos 

As reações foram feitas com o uso do reagente Dye Terminator Cycle Sequencing 

Kit (Amersham Biosciences/GE Healthcare) numa reação de 10 L contendo 4 L de 

DyeTerminator, de 2 a 3 pmol do primer (específico para cada vetor) e de 300 a 600ng de 

DNA plasmidial para vetores de alta cópia ou de 500 a 800ng para vetores de baixa cópia. 

As reações foram incubadas por 1 minuto a 95 C e submetidas a 35 ciclos de 10 

segundos a 96 C, 10 segundos a 50 C, e 4 minutos a 60 C em termociclador PCR 

System 9700 (Perkin Elmer). As amostras foram analisadas no sequênciador automático 

de DNA ABI PRISM 377 Genetic Analyser (Applied Biosystems). 

 

     6.1.5  Expressão das construções STC1 N- e C-terminal clonadas em bactéria. 

Após a confirmação da correta clonagem no vetor de expressão pET28aTG, as 

bactérias E.coli BL21(DE3) (contendo o plasmídeo pRARE4) foram transformadas com os 

respectivos plasmídeos de expressão. 

                                                 
4
O  plasmídeo  pRARE,  codifica  tRNAs  para  códons  de  mamíferos  que  ocorrem  raramente  em    E.  coli,  elevando  
o   grau   de   expressão   de   proteínas   que   teriam   sua   expressão   limitada   pela   ausência   de   alguns   tRNAs.   É  
seletivo  para  o  antibiótico    clorofenicol  e  compatível  com  qualquer  vetor  pET.  
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Colônias isoladas foram pré inoculadas em 5mL de meio TB (Terrific Broth  1,2g 

de triptona, 2,4g de extrato de levedura e 0,4mL de Glicerol dissolvidos em 90mL de água 

miliQ, acrescido de 10mL de tampão 170mM KH2PO4 e 720mM de K2HPO4) contendo 

34ug/mL de clorofenicol (pRARE) e 30ug/mL de canamicina (pET28a) a 37°C, 200rpm 

overnight e foram submetidas a testes de expressão em pequena escala, diluídas 1:100 

em um volume final de 100 mL de meio TB com antibióticos, em erlenmeyers de 250mL, a 

200rpm de acordo até atingirem a densidade óptica de 0,6 (a 600nm  DO600) e então 

induzidas de acordo com as condições estabelecidas, que variaram as concentrações do 

indutor IPTG (0,1 a 1mM), lactose (5 a 10mM) temperatura (18°C, 25°C, 30°C e 37°C) e 

tempo de indução (2 a 5 horas). Uma alíquota de 2 mL bactérias não induzidas foi 

separada de cada teste para ser utilizado como controle. Não foi possível estabelecer 

condição de expressão para contrução STC1 N-terminal. A condição de expressão usada 

para região C-terminal foi quando utilizado a temperatura de 37°C para indução com 

0,5mM de IPTG durante 4 horas a 200rpm. 

 

6.1.5.1   Lise Bacteriana 

O meio de cultura contendo as bactérias induzidas à expressão das proteínas foi 

coletado em tubos falcon de 50mL, retirado 1mL para verificar a expressão, e pelletado a 

4000 rpm, a 4°C durante 15 minutos. O sobrenadante contendo apenas meio de cultura 

foi descartado e o pellet armazenado a -80°C.  

O pellet obtido de 1mL de indução previamente separado (~20uL de células), foi 

ressuspenso em 1mL de tampão PBS 1X (Phosphate Buffered Saline - 137mM NaCl, 

2.7mM KCl, 4.3mM Na2HPO4, 1.4mM KH2PO4 pH 7.4) e submetido a 10 ciclos de 

congelamento/descongelamento em nitrogênio líquido/banho maria 42°C para lise 

bacteriana. Após os 10 ciclos centrifugou-se o lisado a 14000 rpm, a 4°C durante 30 

minutos para separação das frações solúvel (sobrenadante) e insolúvel (pellet). 

 

6.1.5.2   SDS-PAGE 

Às amostras da fração solúvel e insolúvel (ressuspensas em Guanidina 6M 1:6) 

foram acrescentadas de ¼ do volume final do tampão de amostra concentrado 4x (Tris-

HCl 250mM pH 6,8, SDS 0,8%, azul de bromofenol 0,2%, glicerol 45,5% e 2-

mercaptoetanol 20%) e incubadas por cinco minutos a 95°C em banho seco. As amostras 

foram então submetidas à eletroforese em gel de poliacrilamida-sódio dodecil sulfato 
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(SDS-PAGE) ou então estocadas a 80°C, sendo que antes de serem submetidas à 

eletroforese foram incubadas por cinco minutos a 95?C em banho seco. 

Para as SDS-PAGE foram utilizados mini-géis (10x9x0,05cm) constituídos de um 

gel de empilhamento de 4% e um de separação com 10 ou 12,5 % de poliacrilamida. Para 

a corrida foi utilizado o tampão de eletrodo (Tris 25mM, glicina 250mM e SDS 0,1%) e a 

amperagem fixada à 15mA até que as amostras entrassem no gel, passando-se para 

20mA até o final da corrida. Os géis que não seriam utilizados para Western blot foram 

então corados com Coomassie Blue R-250 0,25% (Sigma) em ácido acético 10% (v/v) e 

metanol 50% (v/v), e descorados em solução de ácido acético 5% (v/v) e metanol 12,5% 

(v/v). O padrão de peso molecular utilizado foi BenchMark Protein Ladder (Invitrogen), que 

é constituído por 15 proteínas engenheiradas e com tag de Histidina (que pode ser 

utilizado para a detecção em Western blot) variando o peso molecular total de cada uma 

entre 10 e 220 kDa, sendo que as bandas de 20 e 50 kDa são as mais proeminentes. 

 

6.1.5.3   Western Blot 

As proteínas separadas por SDS-PAGE foram transferidas eletroforeticamente 

para membrana de polivinildifluoridina (PVDF) Immobilon-P (Millipore). Para isso o gel foi 

imerso em Solução Ânodo II (Tris 25mM, metanol 10%, pH 10,4) por 5 minutos, enquanto 

a membrana foi pré-incubada em metanol absoluto por 15 segundos. A transferência foi 

realizada utilizando-se o Semi-Dry Blotting System (The W.E.P. Company), colocando-se 

do ânodo do aparelho para o cátodo, a seguinte seqüência: (1) dois papéis Whatman 3M 

embebidos em solução Ânodo I (300 mM Tris-HCl, pH 10,4 e 10% de metanol), (2) um 

papel Whatman 3M embebido com tampão Ânodo II, (3) a membrana, preparada como 

descrito anteriormente, (4) gel, preparada como descrito anteriormente, (5) três papéis 

embebidos em tampão Cátodo (25 mM Tris-HCl, pH 10,4; 20% de metanol e 40 mM 

ácido-capróico). A transferência foi feita por um intervalo de 60 a 90 minutos a 1 mA por 

cm2 de membrana/gel. Após a transferência, a membrana de nitrocelulose foi corada com 

Ponceau (Vetec) 0,5% em ácido acético 1% por 5 minutos e lavada com água para 

remover o excesso de corante e visualizar as bandas. Os sítios inespecíficos da 

membrana foram neutralizados com a solução de bloqueio (5% leite desnatado em pó em 

TTBS [TrisHCl 50mM pH8,0, NaCl 150mM e Tween-20 0,1%]) sob agitação contínua por 

uma hora à temperatura ambiente ou overnight a 4°C. A membrana foi lavada 5 vezes 

durante 1 minuto com TTBS e então foi adicionado o anticorpo primário, e esta foi 

incubada por uma hora a temperatura ambiente. Em seguida, o anticorpo primário não 
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ligado foi retirado por 5 lavagens de 5 minutos cada, quando então foi adicionado o 

anticorpo secundário, incubando a membrana por uma hora à temperatura ambiente, 

seguido de cinco lavagens de 5 minutos cada. A seguir, em câmara escura, a membrana 

foi banhada com a solução de revelação que consiste da mistura na proporção 1:1 dos 

reagentes do Western Blotting Luminol Regent (Santa Cruz Biotechnology). A membrana 

foi protegida entre dois plásticos e exposta ao filme de raios-X (Sigma-Kodak) por vários 

intervalos de tempo, com o objetivo de se obter a melhor revelação das bandas. Após a 

exposição o filme foi revelado manualmente em sala escura. 

 

6.1.5.4   Anticorpos Utilizados 

Anticorpo monoclonal feito em camundongo contra a glutationa-S-transferase 

(GST) (sobrenadante de hibridoma clone 5.3.3 gerado no laboratório por imunização de 

camundongos BALB/c com uma proteína de fusão GST-CGI-55 (Lemos TA, et al., 2003), 

utilizado numa diluição de 1:5).  

Anticorpo monoclonal feito em camundongo contra o tag de poli-histidina (anti-

penta His diluição 1:5000). 

 Anticorpo de cabra contra IgG de camundongo conjugado com peroxidase de 

rabanete (HRP) (Santa Cruz Biotechnology, utilizado na diluição 1:4000) 

 

 6.1.5.5   Quantificação por espectrofotometria 

 Aminoácidos aromáticos, principalmente o triptofano, podem ser detectados a 

comprimentos de onda de 280nm. Para isso, as amostras submetidas a análise de 

quantificação eram diluídas em tampão desnaturante Guanidina 6M e submetidas a leitura 

em espectrofotômetro, em uma cubeta de quartzo, a 280nm. Para todas as medidas, era 

descontando a absorbância do tampão (branco), medida no mesmo comprimento de 

onda.  

 

6.1.6 Refolding e purificação de STC-1 C-terminal-GST dos corpos de 

inclusão de BL21 (DE3) pRARE 

 A expressão de STC-1 C-terminal-GST foi feita em 500mL de cultura e seu pellet 

lisado por pressão utilizando-se a prensa French® Press. Após separado a fração solúvel 

e insolúvel por centrifugação, um gel de SDS-PAGE foi feito para análise das frações, 

detectando, como esperado, após os testes de mini-indução a proteína apenas na fração 

insolúvel.  
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 O protocolo de refolding de lisado (Liu X, et al.,2007), foi usado para purificação de 

STC1 C-terminal-GST, dividindo-se o pellet total (500mL de indução) em dois iguais. O 

pellet de 250mL de indução foi ressuspenso em 50mL de tampão LX-A (NaCl 50mM, Tris-

Cl pH8,0 50mM, EDTA 0,5mM, Glicerol 5%, DTT 5mM e Ácido Deoxycolato 2% [p/v]) e 

incubado a TA durante 30 minutos. A amostra foi centrifugada a 12.000g, a 4ºC durante 

10 minutos, o sobrenadante descartado e o pellet lavado com PBS 1X e ressuspenso em 

tampão de desnaturação LX-B (Tris-Cl 10mM, NaH2PO4 100mM, Uréia 8M, DTT 5mM, pH 

8,0). Após incubação por 30 minutos a TA, a amostra foi centrifugada a 12.000xg por 15 

minutos a 4ºC. O sobrenadante foi diluido 20 vezes em tampão de refolding LX-C, gelado 

(Tris-Cl 25mM, NaCl 100mM, Glicerol 10%, L-arginina 5mM, Glutationa reduzida 1mM, 

Glutationa Oxidada 0,5mM, Uréia 0,2M, pH 9,0) e incubado durante 24 horas a 4ºC. O 

conteúdo foi dialisado contra 5L de PBS 1X, a 4ºC, durante 24 horas (com uma troca de 

tampão após 12 horas) em saco de dialise de poro de 3500Da. A amostra dialisada então 

foi incubada com 2,5mL de resina Glutathione Sepharose 4B, previamente equilibrada 

com PBS 1X, durante 1 hora a 4ºC em agitador. Após a resina ter sido lavada 3 vezes 

com tampão PBS 1X, a resina foi incubada por 1,5 hora, a 4ºC, com 15mL de tampão de 

purificação (MES 50mM, NaCl 500mM, Glutationa Reduzida 10mM, pH 6,5). O 

sobrenadante foi aliquotado e armazenado a -80ºC. 

 

6.1.7 Produção e seleção de anticorpos monoclonais anti-STC1 

Foi encomendada à empresa Célula B (UFRGS-RS) a produção de anticorpos 

monoclonais anti-STC1. Para tanto foi enviado a proteína recombinante STC1-HT, 

produzida em baculovírus, para imunização dos camundongos e a proteína STC1-

Cterminal-GST, produzida em E. coli e submetida ao refolding, para seleção dos clones.  

A empresa realizou testes de ELISA para escolha de 3 clones, que foram produzidos e 

purificados. A nós foram enviados os hibridomas, o sobrenadante, ascites e o purificado 

de 3 clones. 

 

6.1.8 Biotinilação dos anticorpos monoclonais anti-STC1 

Para realização do ensaio de ELISA sanduiche, os 3 clones dos anticorpos 

monoclonais anti-STC1 encomendados e produzidos no pela empresa Célula B (UFRGS), 

foram conjugados a moléculas de biotina, para que pudessem ser testados como 

anticorpos de detecção no ensaio. Para tanto a conjugação dos anticorpos assim como a 

mensuração do número de moléculas de biotina/molécula de IgG, foi feita através do kit 
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comercial EZ-Link Sulfo-NHS-Biotinylation (Pierce) de acordo com as instruções do 

fabricante. A concentração final de cada clone foi determinada por técnica de BCA. 

 

6.1.9 Ensaio de ELISA 

Como pode ser visto na tabela 3, diversos testes foram feitos com os 3 clones 

obtidos, variando os pares de captura e detecção. Para tanto o coating da placa de 96 

wells para captura do antígeno, foi feito com 1, 2, 3 ou 4ug/mL de anticorpo (clone 1, 2 ou 

3) diluído em 250uL de PBS1X, a 4°C, overnight. Na manhã seguinte, a placa foi lavada 2 

vezes com PBS1X e bloqueada com PBS1X acrescido de 3% de BSA (PBSA) por 2 horas 

a temperatura ambiente. Após mais 2 passos de lavagens com PBS1X, foi adicionado a 

todos os poços STC1-HT diluída em PBSA (de 500pg/mL a 500ug/mL), durante 1h30 em 

temperatura ambiente (TA). Mais 4 passos de lavagem foram feitos com PBS1X e então 

os anticorpos de detecção (clones 1, 2 ou 3 biotinilados) foram adicionados (250, 500, 

1000 ou 2000ng/mL) diluídos em PBSA e incubados por 2 horas a TA. Após mais 3 

passos de lavagens com PBS1X, foi adicionado estreptavidina-HRP (1:10000 em PBSA) 

e as placas foram incubadas por 45 minutos a TA.  Em seguida, após 3 lavagens com 

PBS1X, foram adicionados 100uL do reagente TMB ( -Tetramethylbenzidine - LGC 

Biotecnologia) incubado a TA por 22 minutos. A reação foi paralisada com a adição de 

50uL de 1N H2SO4. As placas foram lidas a 450nm e os valores plotados em MS Exel 

2007. 

 

 

6.2 - Identificar parceiros de interação para STC1 humana, dentro e fora da célula, 

visando compreender melhor as vias de atuação e possíveis funções 

 

           6.2.1  O ensaio de duplo hibrido em leveduras 

As técnicas utilizadas nesta seção (Construções  plasmidiais e sub-clonagens, 

ensaio de duplo hibrido em leveduras e análise de sequências de DNA, mapeamento de 

interações, expressão e purificação de proteínas recombinantes, GST pull down, co-

imunoprecipitação, análises filogenéticas, SUMOilação in vitro e ensaios SUMO E3 ligase, 

localização sub-celular e construção da rede de interações proteína-proteína) estão 

descritas em nosso artigo (Santos MT, et al., 2011) arquivo anexo a esta tese (item 7). 
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6.2.2 Isolamento e identificação do receptor de Stanniocalcina-1 humana 

 

           6.2.2.1   Cultura de linhagens celulares humanas 

As linhagens celulares foram cultivadas em garrafas de tamanhos variados 

(Corning), em estufa a 37°C com atmosfera suplementada com 5% de CO2. O meio de 

cultura estéril utilizado foi RPMI 1640 suplementado com 10% de soro fetal bovino e 

antibióticos penicilina/estreptomicina.  

 

6.2.2.2 Citometria de Fluxo 

Linhagens de células Karpas, K562 e L540, após terem sido incubadas com STC1-

HT ou sem nenhuma proteína (controle negativo), foram ressuspensas em tampão FACS 

(PBS1X, 5% soro fetal bovino e 0.1% azida de sódio) e incubadas com 1ug de anticorpo 

monoclonal mouse anti-PentaHis (Santa Cruz) ou 1ug isotipo de IgG mouse (controle 

negativo) em gelo. Após 1h de incubação, as células foram lavadas 3X em tampão FACS 

(2000g, 2 minutos) e incubadas com 0,4ug de anticorpo secundário goat anti-mouse 

fusionado ao fluoróforo PE. Após 30 minutos de incubação em gelo, as células foram 

lavadas 5X com tampão FACS e então analisadas por citometria de fluxo (BD - Becton 

Dickinson) e os dados analisados pelo software CellQuant. 

 

6.2.2.3 Crosslinking e isolamento do complexo STC1-receptor 

O crosslinking de STC1 ao receptor foi feito utilizando o reagente da Pierce Sulfo 

SBED trifuncinal com biotina (Figura 20). Inicialmente faz-se necessário a conjugação de 

STC1-HT com o crosslinker. Para tanto, 100ug de STC1-HT foram dialisados por 4 horas 

a 4°C contra tampão PBS1X utilizando membrana de poro tamanho 12-14kDa 

previamente fervida. A proteína então ressuspensa em 500uL de PBS1x foi incubada com 

50mM do crosslinker (1mg ressuspenso em 22uL de DMSO) no escuro, e em gelo por 2 

horas. Em seguida, uma nova diálise idêntica à descrita acima foi realizada para que o 

excesso de crosslinker não conjugado fosse eliminado. A proteína então foi incubada com 

as linhagens celulares, conforme descrito e as células lavadas 2 vezes com PBS1X 

gelado, no escuro. Em seguida, as células foram submetidas à fotoativação do 

crosslinker, através da exposição por 15 minutos, a 5 cm de distancia de uma lâmpada 

UV (312nm), permitido então a estabilização do complexo. As células então foram lisadas 

com tampão RIPA (RadioImmunoPrecipitation Assay - 50mM Tris HCl pH 8, 150 mM 

NaCl, 1% NP-40, 0.5% , sodium Deoxycholate e 0.1% SDS), centrifugadas 30 minutos a 
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15 000g a 4°C e o sobrenadante foi incubado com beads magnéticas conjugadas com 

estreptavidina (Boehringer Mannhein) durante 1 hora a 4°C com agitação constante. As 

beads então foram lavadas 3X com tampão PBS1X e ressuspensas em loading buffer 2X 

(com ou sem DTT na composição) e fervidas a 95°C durante 15 minutos. Como controle 

negativo, fez-se o mesmo processo com STC1-HT não conjugada ao crosslinker e com a 

proteína V2-GST conjugada com o crosslinker, além das células não incubadas com 

nenhuma proteína, apenas com PBS 1X. 

 

6.2.2.4 Espectrometria de massas 

As bandas foram recortadas do gel (Figura 21 B) e as proteínas foram reduzidas, 

alquiladas e digeridas com tripsina. Os peptídeos foram separados por gradiente de 

hidrofobicidade em coluna C18 (100 µm x 100 mm) (Waters) em nanoAcquity Ultra 

Performance LC (Waters) acoplado a uma interface de ESI nanospray em um 

espectrômetro de massa do tipo Q-Tof Ultima (MicroMass/Waters). Volume de 4,5 µL dos 

peptídeos foram injetados automaticamente e os peptídeos foram eluídos da coluna com 

gradiente de 0-90% de acetonitrila contendo ácido fórmico a 0,1% durante 20 min sob 

fluxo de 0,6 µL/min. Os arquivos de dados gerados pelo Q-Tof foram processados em 

programa Mascot Distiller v.2.3.2.0, 2009 (Matrix Science Ldt.). Para a identificação das 

proteínas foi utilizado o programa Mascot Server v.2.3.01.0 (Matrix Science Ltd.), tendo 

como parâmetros uma clivagem perdida pela tripsina, modificação fixa de 

carbamidometilação, modificação variável de oxidação da metionina e 0,1 Da de 

tolerância de massas para MS e 0,1 Da de tolerância de massas para MSMS. As buscas 

foram realizadas utilizando o banco de dados de humano do International Protein Index. 

 

6.2.3         A interação entre Stanniocalcina-1 e NEK6 

6.2.3.1         Busca por sítios de fosforilação na sequência de STC1 

 Foi utilizado o programa disponível online PHOSIDA (www.phosida.de). 

6.2.3.2 Ensaio de Fosforilação in vitro 

O mix de reações feito em tampão quinase (50 mM MOPS, pH 7.4, 300 mM NaCl, 

10 mM MgCl2, 0.1 -32P] ATP (222 

TBq/mmol; NEM) e 0.1 -HT produzida em baculovírus, 6xHis-hNek6 wide 

type ou 6xHis-hNek6 mutante (S206A) foram incubadas a 30°C por 30 minutos. Os 

produtos de reação foram separados em gel 12,5% SDS-PAGE e as proteínas 

fosforiladas detectadas por autoradiografia. 
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6.2.3.3 Ensaio de co-localização de STC1 e NEK6 em células THP-1 e 

microscopia confocal. 

 Células THP-1 foram cultivadas em garrafas de 75 cm2 com meio RPMI 

complementado com 10% de soro fetal bovina e 1% de Penicilina/Strepitomicina. Cerca 

de 105 células, diluídas em 100uL foram espotadas em lâminas de vidro com auxilio de 

um cytospin (800g / 5 minutos). Em seguida as células foram fixadas em uma solução 

contendo 2% (w/v) paraformal-dehyde

ambiente por 20 minutos . Logo após foram permeabilizadas com e bloqueadas com uma 

mistura de 0.3% (v/v) Triton-X-100 e 3% (w/v) glicina em PBS1X a temperatura ambiente 

por 30min. As células THP-1 foram incubadas a temperatura ambiente , por 1 hora, com 

anticorpos específicos (mouse monoclonal anti-STC1 [1:100] e goat polyclonal anti-NEK6 

[1:100 Santa Cruz Biotechnology]) em solução de PBS1X contendo 0,1% de BSA (w/v). 

Em seguida, incubou-se por uma hora a temperatura ambiente com os anticorpos 

secundários donkey anti-mouse (1:200) FITC e chicken anti-goat (1:200) Rhodamina. 

Como controle uma lamina apenas com anticorpos secundários foi feita em paralelo. DAPI 

(Molecular Probes) foi utilizado para corar o núcleo das células (1:200).  As marcações 

foram examinadas em microscópio de fluorescência Nikon e microscópio confocal a 

Axioplan Carl Zeiss LSM 510 META. 

   

6.2.4      O ensaio de pull down semi in vivo 

 

6.2.4.1     Extração de baço murino. 

 Foi utilizado um rato macho adulto Wistar, fornecido pelo Centro de Bioterismo da 

Universidade Estadual de Campinas (CEMIB), Campinas-SP, com peso de 400g. O rato 

foi anestesiado por via intraperitoneal com uma mistura de Cloridrato de Cetamina 

(Ketalar, Parke-Davis, Brasil) e Diazepam (União Química Farmacêutica Nacional S/A, 

Brasil). Esta mistura foi administrada na proporção de 10mg de Cloridrato de Cetamina 

para 0,07mg de diazepam, e a dose aplicada foi de 0,3mL/100g de peso corporal do 

animal. Por fim, o animal foi sacrificados com injeção de solução de cloreto de potássio 

(KCl) pela cânula arterial e o baço foi extraído. 

 

6.2.4.2 Extração de proteínas totais de baço murino 

O baço murino extraído foi congelado com nitrogênio liquido e macerado em 

cadinho até sua pulverização. O pó foi ressuspenso em 2mL de PBS1X contendo cocktail 
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de inibidores de protease (Roche) e sonicado em 6 ciclos de 5 segundos de pulso / 10 

segundos de pausa, a 40% (Sonics). O lisado foi centrifugado a 14000 rpm por 30 

minutos a 4°C e o sobrenadante coletado. 

 

6.2.4.3 Pull-down de proteínas do baço murino  

 Depois de lavada 3x com PBS1X, 50ul de resina Ni-NTA foram incubadas com 

500ug de STC1-HT para garantir sua saturação e lavada mais 3x com PBS1X. Como 

controle, o mesmo volume de resina, lavada 3x com PBS1X (sem ter sido incubada com 

STC1-HT) foi utilizada. As resinas foram incubadas overnight com 1mL de lisado total de 

proteínas do baço murino a 4°C com agitação constante. Após a incubação, as resinas 

foram lavadas com PBS1X por 5x, ressuspensas em tampão de corrida SDS 4x, fervidas 

durante 15 minutos a 95°C e 30uL de amostra foram submetidas a eletroforese em gel de 

12,5% SDS-PAGE. O gel foi corado com prata de acordo com instruções do fabricante, 

com o kit Silver Stain (Invitrogen). 

 

6.2.4.4 Identificação de proteínas que se ligaram a STC1-HT por 

espectrometria de massas 

 As bandas e faixas foram recortadas dos géis e as proteínas foram reduzidas, 

alquiladas e digeridas com tripsina. Os peptídeos gerados foram separados por gradiente 

de hidrofobicidade em coluna C18 (75 mm x 100 mm) (Waters) em nano Acquity Ultra 

Performance LC (Waters) acoplado a uma interface de ESI nanospray em um 

espectrômetro de massa do tipo Q-Tof Ultima (MicroMass/Waters). Volume de 4,5 ml dos 

peptídeos foram injetados automaticamente e os peptídeos foram eluídos da coluna com 

gradiente de 0-90% de acetonitrila contendo ácido fórmico a 0,1% durante 45 min sob 

fluxo de 0,6 mL/min. Os arquivos de dados gerados pelo Q-Tof foram processados em 

programa Mascot Distiller v.2.2.1.0, 2008 (Matrix Science Ldt.). Para a identificação das 

proteínas foi utilizado o programa Mascot Server v.2.2 (Matrix Science Ltd.), tendo como 

parâmetros uma clivagem perdida pela tripsina, modificação fixa de carbamidometilação, 

modificação variável de oxidação da metionina e 0,1 Da de tolerância de massas para MS 

e 0,1 Da de tolerância de massas para MSMS. O Decoy de erro suportado foi de 1%. As 

buscas foram realizadas utilizando o banco de dados não-redundante do National Center 

for Biotechnology Information (NCBInr).  
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6.2.5     Flp-In T-Rex Mammalian Expression System  Geração de clones 

estáveis  

O sistema Flp-In T-Rex da Invitrogem permite a geração de linhagens isogênicas 

de células estáveis de mamíferos com expressão de um gene de interesse induzida por 

tetraciclina. As linhagens de células hospedeiras Flp-In-293 (Human embryonic kidney) T-

Rex foram previamente transfectadas, de acordo com o protocolo fornecido pelo 

fabricante, com os vetores pFRT/lacZeo com seleção por Zeocina (400ug/mL) e o 

pcDNA6/TR com seleção Blasticidina (15ug/mL) e atividade de B-Galactosidadase. O 

vetor de expressão pcDNA5/FRT/TO/FLAG foi digerido e linearizado por enzimas de 

restrição NotI e BamHI, purificado de gel de agarose e submetido a reação de ligação 

com inserto STC1, amplificado por PCR com os primers Flag-  

GGATCCACCCATGAGGCGGAGCAG  lag-  

GAATTCTTATGCACTCTCATGGGATGTGCGTT   

Foi realizada uma minipreparação de DNA plasmidial dos vetores pcDNA5-STC1-

FLAG e pOGG44 que foram co-transfectados em Linhagens de Células Hospedeiras Flp-

In-293 T-Rex na proporção de 1:9 (ug) em meio DMEM sem os antibióticos de Zeocina, 

Higromicina, ou Blasticidina numa placa de 6 wells. Após 24 horas, as células foram 

divididas na proporção de 1:5, 1:10 e 1:20 em placas de petri de 10 cm2 e selecionados 

com meio contendo Higromicina B a 100 ug/mL. Depois de 24 horas o meio foi trocado 

por meio DMEM contendo Higromicina B a 100 ug/mL e Blasticidina a 15 ug/mL, seguindo 

esta mesma troca entre 3 a 4 dias até que as colônias possam ser vistas a olho nu (~5 

mm de diâmetro). Realizamos a seleção policlonal e distribuímos as células na mesma 

placa de petri até atingir confluência de aproximadamente 80%, então transferimos e 

expandimos para garrafas de 25cm², 75cm² e 175 cm² em meio contendo Higromicina B e 

Blasticidina. A expressão do gene de interesse foi induzida por diferentes concentrações 

de tetraciclina (1 mg/mL em 100% etanol). 

 

6.2.6 Resultados Complementares 

6.2.6.1   Ensaios de marcação intracelular e de MTT 

Placas de 96 poços foram pré-incubadas com células do estroma até sua 

confluência 37ºC. Adicionou-se aos poços 5,0 × 104 células viáveis das linhagens de 

leucemia precursor-B Nalm6 e REH aos poços, contendo ou não células primárias do 

estroma da medula óssea. Adicionou-se então diferentes concentrações da proteína 

recombinante STC1-HT, originaria de células de insetos (baculovírus): 0 (veículo), 50, 
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100, 200, 400, 1000 e 2000 ng/mL. Todo experimento foi realizado em condições 

assépticas. As placas foram incubadas em estufa a 37ºC e em atmosfera úmida, com 5% 

de CO2 durante 24 e 48 horas. Após esse período, a proliferação celular foi avaliada pelo 

método de MTT. O ensaio colorimétrico do MTT tem como princípio a redução do sal MTT 

(3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difenil bromo tetrazólio, Sigma) pela desidrogenase 

mitocondrial das células vivas, para um produto de reação MTT-formazana de cor azul 

escuro. Após incubação foi adicionado 20 uL de 0,5 mg/mL de 3-(4,5-dimethylthazol-2-yl)-

2,5-diphenyl tetrazolium bromide (MTT) e incubadas a 37°C por 4,5 h. Então foi 

adicionado 100 uL SDS 10%/HCL 0,01M. O produto da reação foi mensurado à 590nm 

usando uma leitora de microplacas. A proliferação celular foi expressa em termos de 

absorbância. Os testes foram realizados em triplicata. 

 

6.2.6.2       Marcação intracelular de STC1 

 Placas de 96 poços foram semeadas com células do estroma e incubadas a 37ºC 

até a confluência da camada de estroma. Adicionou-se aos poços 2,0 × 105 células 

viáveis de leucemia precursor-B (LLA) de pacientes coletadas no Centro Infantil Boldrini 

aos poços com e sem células do estroma. Adicionou-se então diferentes concentrações 

da proteína recombinante STC1-HT, originaria de células de insetos (baculovírus): 0 

(veículo), 50, 100, 200, 400, 1000 e 2000 ng/mL. Todo experimento foi realizado em 

condições assépticas. As placas foram incubadas em estufa a 37ºC e em atmosfera 

úmida, com 5% de CO2 durante 24h. Após 24h, as células foram recuperadas, lavadas 

em PBS, ressuspendidas em PBS gelado e incubadas por 10 minutos a temperatura 

ambiente para bloqueio de marcação inespecífica. Após duas lavagens com PBS/BSA 

0,5% (PBSB), as células foram incubadas no gelo por 30 minutos com CD19-Cy5 (BD 

Pharmigen), lavadas com PBSB e fixadas em paraformaldeído 0,5% por 20 minutos. As 

células foram então lavadas com PBSB, permeabilizadas por 10 minutos com 

PBSB/saponina 0,5%, centrifugadas e marcadas com anticorpo primário goat polyclonal 

anti-STC1 por 30 minutos. Após lavagem com PBSB/saponina, as células foram 

marcadas com anticorpo secundário donkey anti- -APC por 30 minutos, e 

posteriormente lavadas duas vezes com PBSB/saponina e uma vez com PBSB antes de 

serem novamente fixadas com paraformaldeído.  As células foram submetidas a 

citometria de fluxo, e apenas as células viáveis foram utilizadas para avaliar diferenças na 

quantidade de STC1 intracelular no equipamento BDFACSCanto (Becton Dickinson) 

usando o software BDFACSDiva (Becton Dickinson). 
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