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RESUMO

O objetivo deste trabalho foi avaliar a influéncia do ciclo estral sobre a
resposta lipolitica a agonistas adrenérgicos em adipdcitos perigonadais isolados
de ratas.

Utilizamos ratas Wistar adultas, pesando entre 175 e 250 g. A determinacéo
das fases do ciclo estral foi realizada diariamente por meio de lavado vaginal,
durante oito dias consecutivos (dois ciclos), no minimo. Apés a identificacéo das
fases do ciclo estral, os animais foram sacrificados e o tecido adiposo perigonadal
foi removido e submetido a digestdo, para isolamento das células adiposas
utilizadas no ensaio.

Os grupos experimentais foram estabelecidos de acordo com as fases do
ciclo estral e com os agonistas adrenérgicos utilizados. Nao houve influéncia do
ciclo estral sobre o peso do tecido adiposo perigonadal e sobre a lipolise basal,
avaliada in vitro. Dos adip6citos foram obtidas curvas concentragdo-efeito a
isoprenalina (1ISO), norepinefrina (NOR), epinefrina (EPI) e BRL37344 (BRL). O
efeito do d-butiril-cAMP (d-AMPc) também foi avaliado. A concentragao de glicerol
liberado no meio de incubacido foi utilizada como indice de lipdlise (umol
glicerol/100 mg lipideos totais.60 min). As curvas foram comparadas por analise
de variancia, seguida de teste de Fisher. Diferengas foram consideradas
significativas para p<0,05.

Durante o proestro, a lipélise estimulada pelo d-AMPc¢ e o efeito lipolitico

maximo dos agonistas de adrenoceptores BRL37344, isoprenalina, norepinefrina e
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epinefrina foram menores do que nas outras fases do ciclo. A sensibilidade das
celulas adiposas aos agonistas endégenos nio seletivos, o e B-adrenérgicos,
norepinefrina e epinefrina, apresentaram-se diminuidas apenas durante o
proestro, sugerindo, uma maior participagdo do adrenoceptor o, nesta fase.
Entretanto, as respostas méximas aos agonistas seletivos para receptores -
adrenérgicos, isoprenalina e BRL37344, foram menores durante o proestro e o
metaestro em relacdo ao estro e diestro.

Nossos resultados obedecem & ordem de poténcias relativas propostas
para agonistas B-adrenérgicos, exceto, na fase de metaestro, na qual a poténcia
do BRL37344 foi menor em relag&o a isoprenalina e a norepinefrina.

Podemos concluir que, durante o ciclo estral de ratas ocorrem oscilagbes da
resposta aos agonistas adrenérgicos refletindo a proporgao da participacao dos
diferentes subtipos de adrenoceptores na resposta lipolitica de adip6citos
perigonadais. Outro mecanismo envolvido com estas oscilacdes, compreende

variagoes da sensibilidade da lipase horménio sensivel ao AMPc.
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ABSTRACT

The aim of this thesis was to examine the lipolytic effect of adrenergic
agonists in white perigonadal adipocytes isolated from rats in each phase of the
estrous cycle.

Adult female Wistar rats (175-250 g) were used. The phases of the estrous
cycle were determined from daily vaginal smears over at least eight consecutive
days (two cycles). After identification of the estrous phase, the rats were killed and
the perigonadal adipose tissue was removed and digested to isolate the
adipocytes. The experimental groups were set up according to the phase of the
estrous cycle and the agonists to be used. Concentration-response curves were
obtained for isoprenaline (ISO), norepinephrine (NOR), epinephrine (EPI) and
BRL37344 (BRL). The effect of d-butyryl-cAMP was also examined. The
concentration of glycerol released into the incubating medium was used as an
indicator of lipolysis (umol glycerol/100 mg of total lipids.h). The concentration-
response curves were compared by ANOVA followed by Fisher's test. Values of
p<0.05 were considered significant.

There was no variation in the weight of perigonadal adipose tissue during
the four phases of the estrous cycle, nor was there any difference in the basal
lipolysis of isolated adipocytes. The lipolysis stimulated by d-cAMP and the
maximum lipolytic effect obtained with the various adrenoceptor agonists were
lower in proestrous than in the other phase of the cycle. The sensitivity to the non-

selective o- and B-adrenergic agonists norepinephrine and epinephrine was lower
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only during proestrous, which suggested a greater role for oz-adrenoceptors in this
phase. In contrast, the maximum responses for the B-adrenergic selective
agonists, isoprenaline and BRL37344, were lower in proestrous and metaestrous.

These results agree with the general relative potencies of B-adrenergic agonists,
except in metaestrous, when the sensitivity to BRL37344 was lower than that to
isoprenaline and norepinephrine.

These results show that there are oscillations in the sensitivity of
perigonadal adipocytes to adrenergic agonists during the estrous cycle, with
different subtypes predominating in each phase. There are also variations in the

activity of the cAMP-sensitive lipase.



INTRODUCAO

A secreca@o ciclica das gonadotrofinas hipofisarias e dos esterdides
ovarianos caracteriza os ciclos reprodutivos dos mamiferos que tém por finalidade
a ovulac@o, processo pelo qual o 6vulo é liberado pelo ovario e, se fecundado,
dara origem a um ovo, que se desenvolvera em embrido. Em alguns animais, a
ovulacdo é sazonal, ocorrendo uma vez por ano. Porém, animais poliestros, como
a rata, apresentam varios ciclos reprodutivos ovulatérios anualmente (HOAR,
1975; HOUSSAY, 1980; FREEMAN, 1988).

O ciclo reprodutivo da rata € denominado de ciclo estral e apresenta
duracdo média de 4 a 5 dias. E constituido de quatro fases, proestro, estro,
metaestro e diestro, com duracdo média de 12-18h, 25-30h, 24-30h e 28-50h,
respectivamente (YOUNG et al., 1941; MANDL, 1951; HOUSSAY, 1980; SMITH et
al., 1973). Estas fases podem ser identificadas pelos tipos celulares que
constituem o epitélio vaginal (LONG & EVANS, 1922; YOUNG et al., 1941; HOAR,
1975). A técnica de lavado vaginal é usada para identificar as fases do ciclo estral
em roedores (DRICKAMER, 1987).

A ovulacio ocorre no estro, quando a fémea esta receptiva ao macho. Se a
fecundacdo nao ocorrer, um corpo liteo, pequeno e transitério, forma-se durante o
metaestro e regride no diestro (HOAR, 1975). O Utero, que se apresenta rosado e
preenchido por fluidos durante o estro, torna-se fino e anémico no diestro. Durante
o proestro, novos foliculos se formam e o Gtero novamente aumenta de volume

em preparagdo para uma possivel implantagdo durante o estro seguinte. As



alteragbes uterinas e do epitélio vaginal observadas ao longo do ciclo estral
devem-se as agles dos esterdides sexuais nestes tecidos (HOAR, 1975).

Em ratas, as menores concentracbes de estradiol sdo observadas durante o
estro, ocorrendo aumento no metaestro para atingir o pico no proestro (BROWN-
GRANT et al., 1970; NAFTOLIN et al., 1972; DUPON & KIN, 1973; BUTCHER et
al., 1974; SHAIKI & SHAIKI, 1975; FREEMAN, 1988). Quanto & progesterona,
ocorre um pico durante o metaestro e outro durante o proestro, sendo as menores
concentragdes observadas durante o diestro (BUTCHER et al., 1974; SMITH et al.,
1975; NEQUIN et al.,, 1979; FREEMAN, 1988).

O ciclo estral e os esteréides sexuais influenciam também diversas funcdes
orgénicas nao diretamente relacionadas & reproducdo. A temperatura retal de
ratas, por exemplo, € maior durante o proestro do que durante o metaestro e o
diestro, sendo que a progesterona parece estar relacionada a este efeito, ao
elevar o ponto fixo hipotaldmico, e ativar mecanismos termogénicos periféricos,
como tremor muscular (MARRONE et al., 1976).

Durante o proestro, houve aumento na resposta cronotrépica a adrenalina
em relacao ao estro e ao metaestro, em atrios direitos isolados de ratas normais
(RODRIGUES et al., 1995). Em resposta ao estresse por trés sessdes de choques
nas patas, aplicadas em dias consecutivos, durante o estro, metaestro e diestro
houve subsensibilidade do atrio direito isolado as catecolaminas, sem alteracéo
guando este protocolo foi aplicado durante o diestro, proestro e estro
(MARCONDES et al,, 1996, VANDERLEI! et al., 1996). Portanto, em ratas o

desenvolvimento de alteracbes da sensibilidade atrial as catecolaminas em



resposta a estimulos estressores depende da fase do ciclo estral (SPADARI-
BRATFISH et al., 1999).

Em adip6citos isolados e, portanto, desprovidos de inervacdo, a
metabolizagdo de agonistas adrenérgicos se faz pela catecol-orto-metil-
transferase (COMT), apds captacéo pelas préprias células adiposas. Um dos
principais inibidores endégenos deste processo & a corticosterona, ja tendo sido
demonstrado que, quando sua concentracdo plasmatica estd aumentada ocorre
também aumento da sensibilidade as catecolaminas em outros tecidos (IWVERSEN
& SALT, 1970).

Nao s6 a sintese, mas também a inativacdo das catecolaminas varia ao
longo do ciclo reprodutivo. A atividade da enzima mono amino oxidase (MAO), que
metaboliza a noradrenalina e a adrenalina em diferentes 6rgaos, sofre influéncia
do ciclo estral. Nos ovarios e nas adrenais, a atividade da MAO & minima na noite
entre o estro e o metaestro, e € alta no diestro; no Utero, a atividade desta enzima
atinge um pico no metaestro (HOLZBAUER & YOUDIM, 1973).

As catecolaminas interagem com receptores especificos, denominados
adrenoceptores por ALQUIST (1948) que os identificou e classificou inicialmente
nos tipos o e B. Estes tipos foram posteriormente, subdivididos em subtipos 1 e 2
(LANDS et al.,, 1967 a, b; LANGER, 1981). Atualmente, baseado em evidéncias
farmacolbgicas e moleculares, tem-se a classificacdo em trés tipos - o4, 0z € B -
sendo que cada um apresenta trés subtipos (BYLUND et al., 1998).

Na década de 1980, o terceiro subtipo de B-adrenoceptor, designado Bs, foi

demonstrado em tecido adiposo humano (EMORINE et al., 1987; FRIELLE et al,,



1987; KOBILKA et al., 1987, EMORINE et al.,, 1989; ROSEMBAUN et al., 1993),
em ratos (MACHIDA et al., 1990; GRANEEMAN et al., 1991; TAVERNIER et al.,
1996; OHSAKA et al., 1998), em camundongos (NAHMIAS et al., 1991:
PREITNER et al., 1998), e em outras espécies. E, na década seguinte, KAUMANN
e colaboradores sugeriram a existéncia de um novo subtipo de adrenoceptor em
miocardio, que foi designado adrenoceptor Bs . Este, uma vez estimulado, teria
capacidade de mediar cardioestimulacdo em varias espécies (KAUMANN, 1989:
KAUMANN, 1997).

A estrutura proteica do adrenoceptor B, ainda ndo é conhecida, mas os
subtipos de adrenoceptores B4, B2 e Bs; tém natureza proteica comum, embora
apresentem especificidades estruturais e funcionais (BOWEN et al., 1992). Essas
diferengas sdo dependentes do tecido onde se encontram, mesmo que no mesmo
animal, e do estado funcional organico (MAURIEGE et al., 1987; TAOUIS et al.,
1987; TAOUIS et al., 1989; ARNER, 1992; LAFONTAN & BERLAN, 1993). Os
quatro subtipos de adrenoceptores agem estimulando a adenilil ciclase e,
consequentemente, aumentando a concentracgao intracelular de AMPc (adenosina
monofosfato ciclico). A interacdo entre o receptor e a adenilil ciclase é mediada
por uma proteina Gs (GILMAN, 1987). Embora a maioria dos autores tenha
demonstrado que as ac¢bes do receptor B, adrenérgico seja mediada por uma
proteina Gs, alguns autores propuseram que os receptores pr-adrenérgicos
também podem se acoplar a proteina G; (XIAO et al, 1995). Quando Gs é
estimulada, esta ativa a enzima adenilil ciclase que aumenta a sintese intracelular

de AMPc. Proteinas quinases dependentes de AMPc (PKA), quando ativadas em



adipocitos, fosforilam a lipase horménio sensivel que, por sua vez, catalisa a
hidrdlise dos triglicerideos a acidos graxos e glicerol (FAIN et al., 1983; LANGIN et
al., 1996). Deste modo, alteragées na quantidade de glicerol produzido podem
refletir alteracbes da sensibilidade adrenérgica.

Os receptores oy -adrenérgicos, por outro lado, desencadeiam inibicdo da
adenilil ciclase, devido & sua interagdo com proteina G, Desta forma, apods
ativagdo oz-adrenérgica, o estado de ativacdo de PKA diminui e, como
conseqiéncia, a lipdlise fica inibida (GALITZKY et al., 1993; LANGIN et al., 1996).

Estudos indicam que o tamanho do adipécitc &€ um fator importante para
demonstrar a atividade de adrenoceptores a, em adip6citos de hamsters, caes e
ratos (CARPENE et al., 1983; TAOUIS et al., 1987; REBOURCET et al., 1988:
CARPENE et al., 1990). Nenhuma atividade pode ser detectada em adipdcitos
pequenos, de animais jovens, mas atividade o, adrenérgica foi observada em
adipocitos maiores, de animais adultos (CARPENE et al., 1983; TAOUIS et al.,
1987). Foi também demonstrado que os esterdides sexuais desempenham um
importante papel na expresséo de adrenoceptores o, , induzindo um aumento na
densidade destes receptores (PECQUERY et al., 1988; SAULNIER-BLACHE et
al., 1992; BOULOUMIE et al., 1994).

Os principais reguladores da lipdlise sdo as catecolaminas endégenas,
ligando-se aos receptores oz, Bi1, B2 © Bs (CAREY, 1998). Os receptores oy
estimulam a lipogénese, opondo-se ao efeito B-adrenérgico que é lipolitico
(LAFONTAN et al, 1997). Ainda, a caracteristica de inibicdo a partir do

adrenoceptor o, depende do depdsito de gordura considerado, provavelmente
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devido a variagdes no nlimero de receptores em cada depésito, sendo observado
efeito lipogénico menos pronunciado em tecido adiposo omental do que em tecido
subcutaneo (VIKMAN et al., 1996).

Alem do classico conhecimento do tecido adiposo como um local de
armazenamento de lipideos, DI GIROLAMO et al. (1992) demonstraram gue este
deposito € um importante sitio para a producéo de lactato. Estes mesmos autores
mostraram in vitro, que esta producdoc é modulada por mudancas nas
concentracGes de glicose, insulina e epinefrina. Neste mesmo ano, TORRES-
MARQUES et al. (1992), demonstraram a presenca de receptores adrenérgicos o
em adip6citos brancos de hamsters. Foi entdo que, em 1996, FAINTRENIE &
GELOEN demonstraram que a ativacéo de a, estd envolvida com a producéo de
lactato e, em 2000, que o subtipo envolvido é o oy, (BGRASSI-KASSISSE &
GELOEN).

Os adrenoceptores sofrem sensibilizagéo ou dessensibilizacdo induzidas
por agentes homologos e heterdlogos (LOHSE, 1993) sendo as catecolaminas e
os glicocorticdides os principais agentes envolvidos na regulacdo destes
processos (AXELROD & REISINE, 1984). Alteracdes de sensibilidade a agonistas
adrenérgicos foram demonstradas em tecido adiposo de varias espécies animais,
em diferentes estados fisiolégicos (GIUDICELLI et al., 1979; CARPENE et al.,
1990). O sistema de transducdo de sinal adrenérgico em adipécitos brancos,
regulando n&o apenas a lipdlise, mas também as diferencas regionais no actmulo

de gordura subcuténea, o tamanho dos adipdcitos, e a atividade lipolitica basal, é



modulado pelos horménios sexuais, como foi demonstrado através de estudos
com ratas castradas (GIUDICELLI et al., 1993; ELBERS et al., 1999).

O numero de receptores B-adrenérgicos em Utero de ratas é maior durante
o estro e o proestro (KRALL et al,, 1978). O tratamento com estradiol induz
aumento no numero de receptores a-adrenérgicos e supersensibilidade a
noradrenalina em uUtero (ROBERTS et al., 1977; ROBERTS et al., 1981) e em
bexiga de coelhas (LEVIN et al., 1980). A populacéo de receptores B-adrenérgicos
da glandula mamaria de ratas também esta sob controle dos horménios ovarianos
e da prolactina, o que sugere que as catecolaminas circulantes ou liberadas
localmente poderiam interagir com os horménios sexuais e a prolactina, regulando
o crescimento, a diferenciacdo e a atividade desta glandula (MARCHETT! &
LABRIE, 1990).

Esterdides sexuais alteram a resposta B-adrenérgica in vitro, por acéo direta
sobre células musculares lisas do endométrio de coelhas, inibindo a atividade da
adenilil ciclase (BOULET & FORTIER, 1987).

Os hormbnios femininos, em concentragbes fisiologicas, modulam
negativamente o efeito de estimulacdo B-adrenérgica cardiaca, por inibirem o
aumento intracelular da siﬁtese de AMPc que se seguiria a ativacdo da adenilil
ciclase pelo receptor ocupado (LI et al., 2000).

A lipase hormdnio sensivel (LHS) € uma enzima responsavel pela hidrélise
de triglicerideos em adipécitos de mamiferos, resultando na liberacdo de acidos
graxos ndo esterificados e glicerol (SLAVIN et al., 1994; CAREY, 1998; LARGE et

al., 1998). A lipase hormonio sensivel é inibida pela insulina, adenosina,



prostaglandinas e catecolaminas (via ativagdo de adrenoceptor ay), e ativada por
agentes que promovam um aumento das concentragdes intracelulares de AMPc,
como, por exemplo, as catecolaminas via adrenoceptores B (LARGE et al., 1998).

Ainda, segundo MARSDEN et al. (1996), em mulheres ocorre reducdo da
capacidade ligante da insulina ao seu receptor na fase lGtea do ciclo menstrual, o
que implicaria em maior ativagdo da enzima lipase horménio sensivel.

AlteracbGes nas concentracbes de progesterona e ou de estradiol estdo
relacionados as alteragbes de sensibilidade adrenérgica do marcapasso cardiaco
de ratas submetidas a estresse e sacrificadas na fase de diestro (MARCONDES et
al., 1996). Estes horménios, interagindo com seus respectivos receptores
intracelulares, poderiam ativar ou inibir genes responsaveis pela sintese de
proteinas, entre as quais, receptores de membrana e, entre estes, os
adrenoceptores (BEATO, 1989; MALAYER & GORSKI, 1993).

Estudos realizados por PEDERSEN et al. (1996), identificaram na espécie
humana receptores para estrogénios, glicocorticéides e andrégenos em adipocitos
maduros de individuos de ambos os sexos, os quais, entretanto, ndo apresentam
receptores para progesterona. KOTWICA et al. (1991) e KOTWICA & BOGACKI
(1999) apontam que a inervagéo adrenérgica sobre o ovario afeta o corpo lateo,
em sua funcdo de secrecdo, em muitas espécies, e que, em bovinos, a
estimulacéo beta adrenérgica, no corpo luteo, garante a secrecido basal de
progesterona.

Em adipdcitos estdo presentes pelo menos trés subtipos de receptores -

adrenérgicos estimulando a lipdlise, e um subtipo de receptor az-adrenérgico que,



juntamente com os receptores de insulina inibem a lipdlise. Estes receptores
parecem ter a sua fungdo modulada por outros agentes enddcrinos, sugerindo um
processo de sinalizacdo adrenérgica nas células adiposas baseado na variacgo da
sensibilidade dos diferentes tipos e subtipos de receptores, e no seu recrutamento
diferenciado.

Considerando que, em fémeas, a concentracéo de hormdnios sexuais varia
de acordo com as fases do ciclo estral e que ja foram demonstradas alteracdes de
sensibilidade as catecolaminas em tecido cardiaco de ratas durante o ciclo estral
(RODRIGUES et al., 1995), o objetivo deste trabalho foi verificar se ocorrem
variagdes de sensibilidade ao efeito lipolitico de agentes adrenérgicos em

adipdcitos isolados de ratas sacrificadas em cada uma das fases do ciclo estral.
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OBJETIVOS

Verificar a ocorréncia de variagdes de sensibilidade ao efeito lipolitico de

agentes adrenérgicos em adipdcitos perigonadais isolados de ratas sacrificadas

em diferentes fases do ciclo estral.
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MATERIAL E METODOS

Animais

Foram utilizados ratas Wistar (Rattus novergicus), adultas, pesando entre
175 e 250 g. Estes animais foram mantidos em gaiolas coletivas, em sala
climatizada (22°C), com ciclo claro-escuro de 12 em 12 horas (luzes acendendo as
6:30 h). Receberam, durante todo o periodo, agua e racdo a vontade.

As fases do ciclo estral foram determinadas diariamente as 8:00 h, por meio
de lavado vaginal durante oito dias consecutivos (dois ciclos) no minimo. Foram
desprezadas as ratas que apresentaram ciclos irregulares, caracterizados por
auséncia ou permanéncia em uma das fases além do periodo normal. As ratas
apresentando ciclos de 4 dias (proestro, estro, metaestro e diestro) foram
utilizadas de acordo com os principios para uso de animais em pesquisa e
educacdo, segundo Declaracdo de Principios aceitos pelo COBEA (Colégio
Brasileiro de Experimentacéo Animal) e o protocolo experimental foi aprovado pelo
Comité de Etica para Experimentacdo Animal da Universidade Estadual de

Campinas sob n° 057 — 1.

Preparo dos adipocitos e determinacao da lipdlise

Depois da determinacdo das fases do ciclo estral, os animais foram

sacrificados por um golpe na cabeca, seguido de sec¢do dos vasos cervicais e 0
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tecido adiposo branco perigonadal foi imediatamente removido. A atividade
lipolitica foi analisada em células adiposas isoladas de acordo com o método de
RODBELL (1964), modificado. Foi utilizado Tampao Krebs-Ringer bicarbonato
(KRBA) contendo albumina bovina (3%), HEPES e glicose (6 mM), ajustado para
pH 7,4 com NaOH 1 M. Depois de incubagéo em KRBA, por 45 min, a 37°C, ao
qual foi adicionada colagenase (1 mg/mL) para promover a digest&o do tecido, o
material foi submetido a filtragdo e lavagens sucessivas, com o objetivo de
eliminar a colagenase e separar as células adiposas. Preparou-se uma suspens&o
celular a 10%, 500 plL desta suspensa@o celular e 500 uL de tamp&o foram
incubados em tubos de polietileno. A cada tubo foram adicionados 10 uL do
agente farmacolbgico, com concentragbes que variavam entre 10 pM e 1 mM, em
escala logaritmica. Estes tubos foram incubados, em duplicata, por 60 minutos em
banho-maria a 37°C, sob agitag&o constante de 60 ciclos por minuto. A adicdo dos
farmacos definiu o inicio dos ensaios. Foram incubados dois tubos aos quais nao
foi adicionado o farmaco e sua leitura foi considerada como lipdlise basal.

Apéds 60 minutos de incubacédo com os agonistas, os tubos foram colocados
em gelo, para interromper a reagao, e aliquotas de 200 pL do meio de incubacéo
infranadante foram utilizadas para a determinagéo enzimatica do glicerol liberado
no meio de incubacdo (WEILAND, 1957), o que foi utilizado como indice de
lipdlise. A avaliagao dos lipideos totais foi realizada gravimetricamente, apés a
extracdo (DOLE & MEINERTZ, 1960) e, o valor obtido foi utilizado para
normalizagdo dos valores de glicerol liberado no meio de incubagdo em cada

experimento.
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Curvas concentracdo-efeito para os agonistas foram obtidas e a
concentracdo de agonista induzindo 50% da lipdlise maxima (ECso) foi calculada

para cada curva, e expressa como pD; (-log ECsg).

Medida enzimatica do glicerol

A medida do glicerol foi realizada enzimaticamente, segundo método de
WEILAND (1957). O principio da reaczo é o que segue:

O glicerol sofre agdo da gliceroquinase, tendo como cofator da reacao a
adenosina trifosfato, dando como produto o glicerofosfato. Este, por sua vez sofre
agédo da glicerofosfato desidrogenase, tendo como cofator da reacio a
nicotinamida dinucleotideo, dando origem a dihidroxiacetona fosfato. A adicéo de
hidrazina torna esta reacdo irreversivel.

A concentragdo de glicerol foi determinada por espectrofotometria com

comprimento de onda de 340 nm.

Extracédo de lipideos

A extracdo dos lipideos foi feita com uma mistura contendo heptano,
isopropanol e acido sulfurico 1N (10:40:1), mantida a 4°C. Os lipideos extraidos
localizavam-se na fase do heptano. Uma aliquota desta fase (500 pL) foi tomada e

evaporada completamente para determinacgéo do peso total de lipideos. Este valor
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foi usado para os calculos dos valores obtidos do glicerol liberado, que foram

expressos em pmol de glicerol/100 mg de lipideos.60 min.

Drogas e reagentes

ATP, colagenase tipo Il de Clostridium histolyticum,  (+)-epinefrina,
glicerofosfato desidrogenase tipo | de musculo de coelho, gliceroquinase de
Candida micoderma, HEPES, (-)isoproterenol, NAD, (-)-norepinefrina e
soroalbumina bovina (fragéo V) foram comprados de Sigma Chemical Company
(St. Louis, MO, USA); BRL37344 foi comprado de Tocris Cookson (St. Louis, MO,
USA); acido sulfurico, bicarbonato de sédio, cloreto de calcio, cloreto de magnésio,
cloreto de potéssio, cloreto de sédio, fosfato bidcido de potéassio, glicose, heptano,
isopropanol, L-acido ascorbico e sulfato de magnésio utilizados no preparo do
meio de incubacédo foram adquiridos da Reagem (Quimibras Inddstrias Quimicas
S.A., Rio de Janeiro, BR); glicerol 99%, glicocole e hidrazina hidratada 25% foram

adquiridos da Merck S.A. Industrias Quimicas (Rio de Janeiro, BR).

Analise estatistica

Os dados foram analisados por andlise de variadncia (ANOVA) seguida de

teste de Fisher. Diferencas foram consideradas significativas para p<0,05.
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RESULTADOS

A quantidade de tecido adiposo perigonadal bem como sua atividade
lipolitica basal n&o sofreram influéncia da variagdo hormonal presente nas
diferentes fases do ciclo estral de fémeas (Tabela 1).

A lipdlise estimulada pelo d-AMPc foi significativamente menor em proestro
(0,93 £ 0,07 pmol de glicerol/100 mg de lipideos totais/60 min, n= 7) do que em
estro (1,77 + 0,09 pmol de glicerol/100 mg de lipideos totais/60 min, n= 4),
metaestro (1,70 £ 0,10 umol de glicerol/100 mg de lipideos totais/60 min, n= 12), e
diestro (1,67 = 0,19 pmol de glicerol/100 mg de lipideos totais/60 min, n= 7)
confirmando que, o mecanismo de segundo mensageiro interfere com a resposta
celular em adipdcitos brancos perigonadais isolados de ratas na fase proestro do
ciclo estral (Figura 1).

O efeito lipolitico maximo induzido pela norepinefrina e epinefrina em
adipécitos perigonadais isolados de ratas foi significativamente menor na fase de
proestro quando comparada com a resposta maxima induzida nas outras fases do
ciclo estral (Tabela 2, Figura 2, Figura 3) e ndo houve diferenca da resposta
induzida pelos diferentes agonistas nesta fase. Nas fases de estro, metaestro e
diestro a resposta maxima induzida pela epinefrina foi significativamente maior do
que aquela induzida pela norepinefrina (Tabela 2, Figura 2, Figura 3).

A lipdlise maxima, induzida pela isoprenalina em adipécitos brancos
perigonadais isolados de ratas na fase estro, se apresenta semelhante aquela
induzida pela epinefrina na mesma fase. Entretanto, a resposta maxima induzida

pela isoprenalina em adipécitos isolados de ratas nas fases de metaestro e diestro
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foi significativamente menor que aquela induzida pela epinefrina em adipécitos
isolados de ratas nestas mesmas fases (Tabela 2 e Figura 2).

Quando analisamos a resposta maxima exclusivamente B lipolitica
observamos um efeito ciclico para os agonistas n3o seletivos, isoprenalina e
BRL37344 (Bs e B4 na concentracdo de 10 pM). Isto é, uma resposta maxima
significativamente maior quando os adipdcitos foram isolados em ratas nas fases
de estro e diestro (Figura 3). Entretanto, a resposta méxima induzida pela
isoprenalina em adipécitos isolados de ratas tanto na fase de estro como de
diestro foi significativamente maior que aquela induzida pelo BRL37344 (Figura 2).

Para uma melhor analise da resposta lipolitica induzida pelos diferentes
agonistas, construimos curvas concentragéo-efeito obtidas em adipécitos brancos
isolados de ratas sacrificadas em cada fase do ciclo estral considerando o
agonista que produziu uma lipdlise maxima naquela fase como 100% (Figura 4).

Em diestro e em proestro observa-se que a curva concentragdo-efeito ao
BRL37344 esta a esquerda das demais, seguida pela isoprenalina, depois pela
norepinefrina e esta pela epinefrina. Os valores pD, para cada agonista confirmam
a ordem de poténcias relativas destes agonistas de adrenoceptores em adipdcitos
isolados do tecido adiposo perigonadal de ratas em diestro e proestro: BRL37344
> isoprenalina > norepinefrina > epinefrina. Na fase de estro, esta ordem se
mantém mas, como as diferencas entre os agonistas ndo sio tdo marcantes,
temos: BRL37344 > isoprenalina = norepinefrina > epinefrina. Esta tendéncia se

torna mais clara em metaestro, quando as poténcias relativas de isoprenalina,




i7

norepinefrina e epinefrina nao diferem significativamente entre si e 0 BRL37344 &
o agonista de adrenoceptores menos potente (Tabela 2, Figura 4 e 5).

Estes mesmos valores foram agrupados por agonista, o que nos permite
verificar que a poténcia da isoprenalina ndo varia durante o ciclo estral, enquanto
que as poténcias da norepinefrina e da epinefrina sdo menores em proestro e a do
BRL37344 € menor durante o metaestro (Figura 6).

Durante o ciclo estral, ocorre oscilagdo marcante na poténcia da epinefrina
e do BRL37344, o mesmo ocorre de maneira menos marcante, para a
norepinefrina, e ndo ocorre para a isoprenalina (Tabela 2, Figura 6).

Nas diferentes fases do ciclo estral ocorre alteracdo na eficacia do
BRL37344 e da isoprenalina enquanto que, para a norepinefrina e a epinefrina

esta alteragéo foi menos pronunciada (Tabela 2, Figura 3).
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TABELA 1. Peso do tecido adiposo e lipdlise basal de adipécitos perigonadais

isolados de ratas em cada fase do ciclo estral.

Fases Peso do tecido adiposo Lipolise basal (umol glicerol/100
perigonadal (g) mg de lipideos totais.60 min)
Proestro 2,94 + 0,11 0,65+0,10
(13) (11)
Estro 2,86+0,20 0,83+0,10
(13) (9)
Metaestro 2,40+ 0,09 0,61+0,07
(10) (16)
Diestro 2,65+ 0,27 0,61+0,09

(7) ) (7)

Os valores representam médias + EPM de experimentos realizados em duplicata.
Os numeros de experimentos realizados estdo apresentados entre paréntesis. Os
resultados foram analisados através de Andlise de Variancia seguida por teste de
Fisher. Os resultados ndo foram estatisticamente diferentes.
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Figura 1. Lipdlise induzida pelo d-butirii-AMPc (1mM) em adipdcitos perigonadais
isolados de ratas nas diferentes fases do ciclo estral. As colunas representam as
médias e as barras verticais o valor de EPM de experimentos realizados em
duplicata. ANOVA e teste de Fisher foram usados para comparar os valores entre

os grupos (a, p<0,05 vs estro, metaestro e diestro).
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1 mol glicerol/100 mg de lipideos
totais.60 min

proestro estro metaestro diestro

Figura 2. Resposta lipolitica méxima apds incubagdo por 60 minutos com 10 uM
de isoprenalina (IS0O), norepinefrina (NOR) e BRL37344 ¢ 1 mM de epinefrina
(EPI) em adipdcitos brancos isolados do tecido adiposo perigonadal de ratas nas
diferentes fases do ciclo estral. As colunas representam as médias e as barras
verticais o valor de EPM de experimentos realizados em duplicata e em dias
diferentes. Os nUmeros de experimentos est&o apresentados na Tabela 2. ANOVA
seguida de teste de Fisher foram usados para comparar as respostas maximas
dos agonistas numa mesma fase (a, p<0,05 vs BRL37344 e norepinefrina; b,
p<0,05 vs BRL37344, norepinefrina isoprenalina; ¢, p<0,05 vs isoprenalina; d,

p<0,05 vs BRL37344 e isoprenalina; e, p<0,05 vs isoprenalina e norepinefrina).
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Figura 3. Resposta lipolitica maxima apds incubagdo com 10uM de isoprenalina
(1SO), norepinefrina (NOR) e BRL37344 e 1mM de epinefrina (EPI) em adipdbcitos
isolados do tecido adiposo perigonadal de ratas sacrificadas nas diferentes fases
do ciclo estral. As colunas representam as médias e as barras verticais o valor de
EPM de experimentos realizados em duplicata. Os numeros de experimentos
estdo apresentados na Tabela 2. ANOVA seguida de teste Fisher foram usados
para comparar as eficacias doc mesmo agonista nas diferentes fases (a, p<0,05 vs

estro e diestro; b, p<0,05 vs estro, metaestro e diestro).
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Figura 4. Curvas concentracdo-efeito aos agonistas de adrenoceptores BRL37344 (V),
isoprenalina (®), norepinefrina ( #) e epinefrina ( ¢) em adipdcitos isolados do tecido
adiposo perigonadal de ratas nas diferentes fases do ciclo estral. Os valores foram
calculados em relacio a lipdlise maxima induzida pela isoprenalina como 100% na fase de
proestro e em relacéo a epinefrina como 100% nas fases de estro, metaestro e diestro.
Barras verticais representam EPM. Os numeros de experimentos sdo dados na Tabela 2.
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Figura 5. Valores pD> do BRL37344, isoprenalina, norepinefrina e epinefrina em
adipdcitos isolados do tecido adiposo perigonadal de ratas sacrificadas em cada
uma das fases do ciclo estral. As colunas representam as médias e as barras
verticais o valor de EPM de experimentos realizados em duplicata. Os nimeros de
experimentos estdo apresentados na Tabela 2. Andlise estatistica foi realizada
usando ANOVA seguida de teste de Fisher (a, p<0,05 vs BRL37344; b, p<0,05 vs
BRL37344, isoprenalina e norepinefrina; ¢, p<0,05 vs isoprenalina; d, p<0,05 vs

BRL37344 e isoprenalina; e, p<0,05 vs isoprenalina e norepinefrina).
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Figura 6. Valores pD, do BRL37344, isoprenalina, norepinefrina e epinefrina em
adipdcitos isolados de tecide adiposo perigonadal de ratas sacrificadas em cada
uma das fases do ciclo estral. As colunas representam as médias e as barras
verticais o valor de EPM dos numeros de experimentos realizados em duplicata.
Os ndmeros de experimentos estdo apresentados na Tabela 2. Analise estatistica
foi realizada usando ANOVA seguida de teste de Fisher (b, p<0,05 vs estro,
metaestro e diestro; ¢, p<0,05 vs estro; d, p<0,05 vs proestro, estro e diestro; e,

p<0,05 vs estro e metaestro).
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DISCUSSAO

Encontramos os trés subtipos de adrenoceptores B mediando a lipdlise em
adip6citos isolados de ratas (ordem de predominio B3 > B1 > B2) e o subtipo oy
mediando a lipogénese. O efeito lipolitico induzido pelas catecolaminas
endogenas € resultado tanto da ativacdo B como ap. A epinefrina ativa os quatro
tipos de adrenoceptores, sendo entéo seu efeito final uma resultante da ativacéo
tanto da lipdlise como da lipogénese. A norepinefrina tem efeito semelhante,
exceto pelo fato de apresentar menor afinidade pelo subtipo B,. A isoprenalina e o
BRL37344 foram os agonistas (exdgenos) de adrenoceptores B utilizados neste
trabalho. A isoprenalina induz uma lipélise através da ativacéo dos trés subtipos
beta adrenérgicos enquanto que o BRL37344 apresenta maior seletividade para 3
apresentando atuagdo em (41 quando usado em altas concentracdes (ARNER,
1992; LAFONTAN & BERLAN, 1993; GERMACK et al., 1997).

Nossos resultados mostraram que ndo ha diferenca de peso do tecido
adiposo perigonadal de ratas e nem da lipdlise basal, avaliada em adipécitos
isolados de ratas sacrificadas em cada uma das quatro fases do ciclo estral. Por
outro lado, a resposta lipolitica ao d-AMPc, e a resposta maxima bem como a
sensibilidade aos agonistas de adrenoceptores, apresentaram diferencas
significativas entre as fases do ciclo.

O d-AMPc € um analogo sintético do AMPc. Possui a caracteristica de
induzir a lipdlise agindo diretamente sobre a proteina quinase A sem interferir com

o receptor e ndo sofrendo acao da fosfodiesterase.
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Durante o proestro, tanto a liplise estimulada pelo d-AMPc como também o
efeito lipolitico maximo dos agonistas de adrenoceptores BRL37344, isoprenalina,
norepinefrina e epinefrina foram menores do que nas outras fases do ciclo.

Em adipdcitos isolados a diminuicdo da resposta maxima a agonistas de
adrenoceptores 3 e ao d-AMPc, tem sido atribuida & redugdo na atividade da
subunidade catalitica da adenilil ciclase (PECQUERY et al., 1986) e da lipase
hormdnio sensivel (BOUSQUET-MELOU et al., 1999; LARGE et al., 1999), o que
é o passo limitante na cascata de reacbes intracelulares que resultam na
estimulacao da lipdlise por ativagéo de adrenoceptores B (LANGIN et al., 1996).

Em células adiposas subcutdneas de individuos obesos, hd uma
diminuicdo da expressao e da funcéo desta enzima, com prejuizo da capacidade
lipolitica dos adipécitos (LARGE et al., 1999). As modificacbes na resposta do
tecido adiposo as catecolaminas que ocorrem em coelhas, durante a gestacao,
também estdo associadas com mudangas na cascata lipolitica pos-receptor, cujo
alvo principal parece ser a lipase horménio sensivel (BOUSQUET-MELOU et al.,
1999). Além disso, as diferencas de resposta as catecolaminas observadas entre
adipocitos dos depésitos intra-abdominal e subcutdneo também parecem estar
associadas com diferencas na atividade da adenilil ciclase, a qual acarretaria
diferencas na atividade da lipase hormdnio sensivel. Tais diferengcas foram
canceladas pela ovariectomia (LACASA et al., 1991).

O tecido adiposo é considerado tecido de estoque para esterbdides sexuais,
e um importante sitio para o metabolismo de horménios esterdides (DESLYPERE

et al., 1985). Varios estudos clinicos e experimentais sugerem o envolvimento de
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horménios esterdides sexuais no controle do metabolismo e da distribuicao
regional do tecido adiposo, além de demonstrarem a presenca de receptores para
esterdides sexuais em adipdcitos (GRAY et al., 1981; REBUFFE-SCRIVE, 1987;
PEDERSEN et al., 1996). Em tecido adiposo abdominal, a adenilil ciclase & um
dos alvos da agéo dos hormdnios esterdides sexuais (PECQUERY et al., 1986).

Nés nZo avaliamos a atividade da adenilil ciclase ou da lipase horménio
sensivel em adipécitos isolados de ratas em diferentes fases do ciclo estral, mas
as alteragbes que observamos na resposta ao d-AMPc mostram que, durante o
proestro, a atividade da lipase horménio sensivel em resposta ac AMPc esta
diminuida. Esta diminuicdo poderia ser responsavel, total ou parcialmente, pela
diminuicdo na resposta méxima aos agonistas de adrenoceptores, observada na
fase de proestro.

Entretanto, durante o metaestro, a resposta ao d-AMPc nao esta diminuida,
embora a resposta maxima aos agonistas de adrenoceptores B, BRL37344 e
isoprenalina, esteja. WILSON et al. (1996) clonaram adrenoceptores B; humanos
e expressaram-nos em celulas de ovario de hamster em trés diferentes
densidades. A ordem de poténcia para as diferentes densidades dos receptores foi
semelhante para cada clone, sendo a poténcia da isoprenalina maior que a do
BRL37344. A eficacia relativa variou para os diferentes clones sendo, a eficacia do
BRL37344 varias vezes menor do que a da isoprenalina. Segundo os autores, isto
pode ser explicado por baixa poténcia do BRL37344 quando comparado com a

isoprenalina, apesar de sua grande afinidade pelo receptor.
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Acredita-se que o adrenoceptor B3 pode ser acoplado a mais de um
segundo mensageiro, com a possibilidade de que este adrenoceptor, em
adipocitos de ratos, interagir com proteinas Gs e Gi (CHAUDRY et al., 1994) Em
regido septal de coragdo humano, GAUTHIER et al. (1996) demonstraram que o
adrenoceptor B3 se acopla a proteina Gi, resultando em efeito inotrépico negativo,
em total contraste com observagdes prévias que sempre descreveram acéo
inotropica positiva das catecolaminas no tecido cardiaco (KAUMANN, 1996:;
KAUMANN & MOLENNAR, 1996).

Sabendo-se que horménios sexuais podem levar a alteragdes na funcéo
dos adipdcitos e ainda, que podem modular a atividade adrenérgica (DAVIES &
LEFKOWITZ, 1984, REYNISDOTTIR et al., 1995), pode-se sugerir que a baixa
poténcia e eficacia do agonista BRL37344 em desencadear ativacdo do
adrenoceptor B3 na fase de metaestro estaria relacionada com a atividade mediada
por este receptor, sendo este possivelmente, modulado por acao dos hormonios
sexuais, secretados nesta fase do ciclo estral.

As respostas maximas aos agonistas endégenos nao seletivos, a- e B-
adrenérgicos, norepinefrina e epinefrina, estdo diminuidas apenas durante o
proestro. Entretanto, as respostas maximas aos agonistas seletivos para
receptores f-adrenérgicos, com muito baixa afinidade por receptores a-
adrenérgicos, isoprenalina e BRL37344, estdo diminuidas durante o proestro e o
metaestro. Assim sendo, enquanto no proestro, a diminuigdo da resposta parece
ser devida a menor sensibilidade da lipase horménio sensivel ao AMPc, durante o

metaestro, outro fator além deste, parece estar causando diminuigio na resposta



30

aos agonistas B-adrenérgicos. Este fator parece ndo interferir com a
responsividade aqueles agonistas que ativam também receptores o-adrenérgicos.

A Figura 5 apresenta os valores pD, dos diferentes agonistas de
adrenoceptores em adipécitos de ratas. Esta varidvel representa a poténcia dos
agonistas € utilizada como indicativa da sensibilidade do tecido ao agonista em
questao. Em tecido adiposo subcuténeo de ratos aceita-se a seguinte ordem de
poténcia para agonistas seletivos: Bs > B4 >> B, (TAVERNIER et al., 1996;
LAFONTAN et al, 1997, OHSAKA et al, 1998). A concentracio de
adrenoceptores 33 transcritos em tecido adiposo perigonadal de ratos seria dez
vezes maior que aquela do tecido adiposo subcutdneo de suinos, onde o niimero
maior de adrenoceptores corresponderia ao subtipo By (McNEEL & MERSMANN,
1999), enquanto que em humanos o subtipo predominante seria o B2 (LAFONTAN
& BERLAN, 1983).

Nas fases de proestro, estro e diestro, nossos resultados obedecem a
ordem de poténcias relativas proposta para agonistas B-adrenérgicos. Mas, na
fase de metaestro, a sensibilidade ao BRL37344 & menor do que a sensibilidade a
isoprenalina e a norepinefrina.

O composto BRL37344 foi descrito como sendo o agonista pleno mais
potente capaz de estimular seletivamente a lipdlise em adipdcitos de ratos, por
meio da interacdo com adrenoceptores Bz (HOLLENGA et al., 1990). Em
concentragbes micromolares, este composto estimula também adrenoceptores B4

(GERMACK et al., 1997).
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Hormdnios esterdides, interagindo com seus respectivos receptores
intracelulares, podem ativar ou inibir genes responsaveis pela sintese de
proteinas, entre as quais, receptores de membrana e, entre eles, os
adrenoceptores (BEATO, 1989; MALAYER & GORSKI, 1993). A presenca e a
densidade de adrenoceptores B em miométrio de ratas sofrem influéncia da
concentragao plasmatica de estrégenos (NIMMO, 1 989). O tecido adiposo também
pode ser alvo para os horménios esteréides sexuais ja que foram detectados
receptores para estes horménios nestes tecidos (GRAY et al., 1981). O tratamento
com estradiol diminuiu a resposta lipolitica em adipécitos brancos de hamsters
através da redugdo na atividade da subunidade catalitica da adenilil ciclase
(PECQUERY et al., 1986).

Nao houve alteracéo da sensibilidade a isoprenalina (um agonista que ativa
os trés subtipos de adrenoceptores 3, mas nédo tem afinidade por adrenoceptores
o). Porém observamos que a sensibilidade ao BRL37344 foi maior durante o
diestro do que durante o proestro e o estro, e menor ainda durante o metaestro.
Estes resultados sugerem que, durante o ciclo estral, estariam ocorrendo
oscilagdes ciclicas da proporgdo dos subtipos de adrenoceptores B que medeiam
a resposta lipolitica em adipdcitos de ratas, com a resposta global ndo sendo
alterada, uma vez que a resposta a isoprenalina mao se altera. De acordo com
esta hipotese, os subtipos Bz e B¢ (resposta ao BRL37344) seriam mais
importantes durante o diestro, diminuindo sua participacdo durante o proestro e o
estro, apresentando importancia minima durante o metaestro. Esta diminuicdo da

participacdo destes subtipos seria compensada pelo aumento da participacdo do
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subtipo B, Se assim fosse, a sensibilidade a epinefrina, que ativa os trés subtipos
de adrenoceptores 3, mas néo a sensibilidade & norepinefrina, cuja afinidade pelo
subtipo B, € baixa, deveria ser maior no metaestro do gue no diestro. Os
resultados apresentados na Figura 6 e na Tabela 2 fornecem forie suporte a esta
hipotese.

Segundo EINSPANIER et al. (1999), durante o ciclo estral ocorreriam
alteracGes da expressdo do adrenoceptor By, com altos niveis de transcricéo e
significante aumento da capacidade ligante durante a fase luteal. Depois de uma
suplementagao com progesterona, células epiteliais de oviduto bovino em cultura
apresentaram elevada express&o deste adrenoceptor, confirmando a hipétese que
a progesterona regula, aumentando, o nimero de adrenoceptores B, nestas
células. Neste sentido, KOTWICA et al. (1991) ja haviam demonstrado que
novilhas que receberam infusdo de agonistas B-adrenérgicos apresentavam
aumento da concentragéo plasmatica de progesterona, enquanto a infusdo de um
antagonista beta adrenérgico diminuiu as concentragbes plasmaticas deste
hormonio, sugerindo que a secrecdo basal de progesterona, em bovinos, pode ser
parcialmente dependente de uma constante estimulacéo beta adrenérgica, e esta,
por sua vez, modularia a expresséo do receptor adrenérgico.

Em linfocitos de mulheres na fase luteal do ciclo menstrual ocorre aumento
na densidade de adrenoceptores B, (WHEELDON et al., 1994).

Nossos resultados sugerem que durante o ciclo estral haveria, em
adipécitos brancos isolados de ratas, oscilagdo na resposta lipolitica mediada

pelos diferentes subtipos de adrenoceptores, proporcionada pelos efeitos
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regulatérios dos esterdides sexuais, os quais exerceriam influéncia regulatoria
reciproca no subtipo B2 em relacéo aos subtipos Bz e Bi.

Nossos resultados também mostraram que na fase de proestro ocorre
dessensibilizacdo da resposta & epinefrina (Figuras 4 e 5, Tabela 2). Em
adipdcitos de ratos, o estimulo da lipélise exercido pelas catecolaminas se deve 3
sua interac&o com receptores B-adrenérgicos (LAFONTAN et al.,, 1997). Mas, a
interagdo das catecolaminas endégenas com adrenoceptores o, causa um efeito
oposto, uma vez que estes adrenoceptores inibem a adenilil ciclase por meio de
uma proteina Gi (GALITZKY et al., 1993; LANGIN et al., 1996). O efeito final da
agdo da epinefrina seria dependente da propor¢do dos subtipos de
adrenoceptores, incluindo o subtipo o,. Portanto, um aumento da resposta
inibitéria mediada por adrenoceptores o, poderia ser o responsavel pela grande
dessensibilizac&o da resposta lipolitica a epinefrina observada em proestro.

A influéncia dos esterdides gonadais sobre a populacéo de adrenoceptores
ap ja foi demonstrada anteriormente em adipécitos de suinos tratados com
testosterona (LAFONTAN & BERLAN, 1993; COUTINHO et al., 1993), e em tecido
vascular de ratas tratadas com 17-B-estradiol (AUSTIN & CHESS-WILLIAMS,
1995).

Alem disso, ha variagdes do padréo de expresséo genética para os subtipos
de adrenoceptores e a modulagdo da atividade lipolitica dependendo da
localizagdo anatdbmica do depdsito de gordura, fazendo com que o tecido
apresente respostas diferenciadas na dependéncia de sua localizacdo

(TAVERNIER et al, 1995; REBUFFE-SCRIVE et al., 1985) e do grau de
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obesidade (VAN HARMELEN et al., 1997). Por exemplo, o efeito maximo da
isoprenalina induzindo sintese intracelular de AMPc e liberacdo de glicerol &
similar em adip6citos do omento e do tecido adiposo subcutaneo humano. A
epinefrina causou aumento de aproximadamente duas vezes nas concentracdes
intracelulares de AMPc em adip6citos omentais, mas nenhum efeito & observado
em células do tecido adiposo subcutaneo. Isto sugere que a inibicdo da lipdlise, e
do acimulo de AMPc, via adrenoceptor o, sd0 menos pronunciadas em adipécitos
omentais que em subcuténeos, o que pode ser devido a diferencas no niimero de
receptores enire os dois tecidos (VIKMAN et al, 1996). Neste, a atividade
intrinseca da norepinefrina aumenta e se iguala & da isoprenalina quando na
presenca de um antagonista adrenérgico o (VAN HARMELEN et al., 1997).

A idade € outro fator que parece alterar a expressao dos diferentes subtipos
de adrenoceptores em células adiposas. O nimero de adrenoceptores B & menor
em ratos adultos quando comparado com ratos jovens (KOBATAKE et al., 1991:
COUTINHO et al., 1993), enquanto o nimero de sitios de ligagdo do adrenoceptor
az € maior, e esta caracteristica estd relacionada com concentracdes de
androgenos (KOBATAKE et al., 1991).

Nossos resultados mostram que, durante o proestro, a lipdlise estimulada
pelo d-AMPc e pela epinefrina em adip6citos isolados do tecido perigonadal foi
significativamente menor do que nas outras fases do ciclo. Também foi menor,
nesta fase, a sensibilidade das células adiposas a epinefrina sugerindo entdo, uma

maior participacao do adrenoceptor o, .
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Assim sendo, podemos concluir que durante o ciclo estral de ratas ocorrem
oscilagbes da resposta aos agonistas adrenérgicos refletindo a proporgio da
participagao dos diferentes subtipos de adrenoceptores na resposta lipolitica de
adipdcitos perigonadais. Outro mecanismo envolvido com estas oscilacdes,

compreende variagOes da sensibilidade da lipase horménio sensivel ao AMPec.
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CONCLUSAO

Durante o ciclo estral de ratas ocorrem oscilagbes da resposta aos
agonistas adrenérgicos refletindo variagées da proporgéo da participacio dos
diferentes subtipos de adrenoceptores na resposta lipolitica de adipécitos
perigonadais. Um dos mecanismos envolvidos com estas oscilagdes, compreende

variagcdes da sensibilidade da lipase horménio sensivel aoc AMPc.
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