SECRETARIA
DE .

POS-GRADUAGAD

.B.

UNIVERSIDADE ESTADUAL DE CAMPINAS

DANILO ROBERTO XAVIER DE OLIVEIRA CREGE

IMPLANTACAO DA TECNICA DE ESTUDO FUNCIONAL DE
ADIPOCITOS ISOLADOS DE TECIDO ADIPOSO VISCERAL
DE HUMANOS EUTROFICOS E QUANTIFICACAO DA
PRODUCAO DE LACTATO

Dissertagdo apresentada ao Curso de

Este exemplar corresponde a redagao final
da tese defendida pelo(a) candidato {a)l
Dvive Robeish VAL X UVEM e |
! obtencdo do titulo de Mestre.

e aprovzaa pela Comissao Julgadora. ]

Pos-Graduagdo em Biologia Funcional

e Molecular, area de Fisiologia, para

Orientadora; Profa. Dra. Dora Maria Grassi-Kassisse



UNIDADE (A

{0 CHAREDA:
 TIUNICAMPL TGN ¢
V. EX.

TOMBO c% %L{ @92
PROC =Y

C D_ X
PRECO )

DATA LS oGy
BIB-ID

FICHA CATALOGRAFICA ELABORADA PELA

BIBLIOTECA DO INSTITUTO DE BIOLOGIA -~ UNICAMP

ca6ti

Crege, Danilo Roberto Xavier de Oliveira

Implantacédo da técnica de estudo funcional de
adipécitos isolados de tecido adiposo visceral de humanos
eutrdficos e quantificagdo da produgéo de lactato / Danilo

Roberto Xavier de Oliveira Crege. — Campinas, SP: [s.n.],
2007.

Orientadora: Dora Maria Grassi-Kassisse.

Dissertacéo (mestrado) — Universidade Estadual de
Campinas, Instituto de Biologia.

1. Tecido adiposo. 2. Eutréficos. 3. Lactatos. |.

Grassi-Kassisse, Dora Maria. |l. Universidade Estadual de
Campinas. Instituto de Biologia. IIl. Titulo.

(redt/ib)

Titulo em inglés: Adipocytes isolation procedure of lean visceral adipose tissue and

qualification of lactate production.

Palavras-chave em inglés: Adipose tissues; Lean; Lactates.
Area de concentracdo: Fisiologia.
Titulag@o: Mestre em Biologia Funcional e Molecular.

Banca examinadora: Dora Maria Grassi-Kassisse, Eliana Cotta de Faria, Elisangela Farias

Silva.

Data da defesa: 09/02/2007.
Programa de Pés-Graduacéo: Biologia Funcional e Molecular.




Campinas, 2007

Data da Defesa: 09 de Fevereiro de 2007

BANCA EXAMINADORA:

Profa. Dra. Dora Maria Grassi-Kassisse (Orientadora)

7/

Profa. Dra. Eli Cotta de Faria

L4

Profa. Dra. Eliséngela Farias Silva

Prof. Dr. Francesco Langone

Prof. Dr. Bruno Geloneze Neto

1i1

11



DEDICATORIA

Dedico este trabalho aos meus pais que sempre apoiaram minhas escolhas e me deram
oportunidade de estudar para conseguir chegar até aqui. Nao tenho palavras para agradecer

e dizer o quanto sdo importantes em minha vida.

iv



AGRADECIMENTOS

Nao gostaria de ser injusto com ninguém neste momento de agradecer as pessoas
que ao longo dos anos participaram da minha vida e que com certeza contribuiram de
alguma forma para realizacdo desta etapa. Desculpem-me se por descuido esquecer de
alguém!

Durante estes anos que passei no Laboratério de Estudos do Estresse (LABEEST)
s0 tenho a agradecer as novas amizades que foram feitas com pessoas que tornam o
ambiente de trabalho extremamente agraddvel, e estdo sempre dispostas a ajudar.
Alexandre, Aline(s), André, Aglécio, Danuza, Débora, Edgar, Edla, Elaine, Elisangela,
Geruza, Guto, Heder, Heloisa, Iraides, Juliana, Karina, Marcia, Maria Candida, Marilia,
Silvia, Tim, Vivi. A todos vocés deixo aqui o meu muito obrigado!!!

A dupla Elaine “Cristina” e Ju, que mesmo acima na piramide, me ensinaram
grande parte das técnicas do laboratdrio e me agiientaram nestes anos solucionando as
inimeras ddvidas que surgiram.

Aos “jovens” da base da piramide (Brincadeira!!!) Débora ‘“‘Sanches”, Danuza,
Aline, Guto. Companheiros de longos dias no laboratério que se desdobram para conseguir
ajudar em tantos experimentos mesmo com todas as suas outras obrigacoes.

Ao meu grande amigo Edgar, a primeira pessoa do laboratério que acompanhei em
experimento e que demonstra uma dedicacao incrivel na realizacdo do seu trabalho e possui
um talento impar para montar apresentacdes. Claro que nao poderia deixar de citar também,
o fato de ter sido o unico, juntamente comigo, presente naquele famoso almogo do “Dia do
Amigo”, mas tudo bem. Vocés estdo perdoados!!!!

Ao Alexandre, companheiro de altos papos entre uma cerveja e outra nos finais de
tarde. Uma pessoa que ao longo destes anos me ajudou muito tanto no laboratdério, mas
também colaborou demais na minha formagio profissional fora dele. E um amigo que serei
eternamente grato.

Ao meu “filho” Heder Frank “Starling”. Apesar de ter que cuidar muito do cidadao
honorario de Tanabi, é um excelente companheiro de trabalho, sempre bem humorado,

parceiro de inimeros eventos € que merece muito mais do que ja conseguiu.



A “Tia” Edla, na minha opinido a mais figura do laboratério, que ainda agiienta esse
monte de “sobrinhos”. Um exemplo de dedicacdo, vontade de aprender e bom humor, que
adorei conhecer.

A Karina, amiga de outros carnavais, e que tive o prazer de trabalhar nestes anos.
Companheira de divertidas tardes nos computadores do laboratério e conselheira nas horas
dificeis.

Nao poderia esquecer de uma grande amiga: Marcia (MC Garcia!!ll) que
carinhosamente me abriga na ponta esquerda de seu coracdo. Pessoa extremamente
competente, dotada de um conhecimento cientifico notdvel. Grande companheira de papo e
de copo nos eventos do laboratério!!

Aos amigos dos outros laboratorios que sempre estiveram dispostos a ajudar nos
momentos dificeis, mas que também estiveram presentes durante as festas do departamento.
Amarilys, Carol, Adriana, Z¢é, Leandro, Anderson, Fabi, Alexandre, André, Fer Hussein,
Rafa, Emilianne, Bread, Romantico, Gi, Mércia, Claudinha, Leda, Alessandrinho, Urso,
Mandrake, Leticia, Helena, Eliane, Fabrizio, deixo aqui o meu muito obrigado.

A todos os funciondrios do Departamento de Fisiologia e Biofisica: Alexandra,
Léscio, Marcelo, Washington, Dona Zefa, Seu Chico, Lu, Ivo.

A Andréa e a Marina que nestes anos atenderam milhares de ligacdes minhas para
tirar davidas, mas sempre tiveram paciéncia de sobra e boa vontade para me ajudar.

Aos amigos de infancia Rafael e Alan que hd anos acompanham as diversas etapas
da minha vida e com os quais gostaria de dividir mais uma vez a alegria por ter conseguido
atingir meu objetivo.

Aos amigos do ETECAP. Durante todos estes anos de convivio ainda me divirto
cada vez que encontro com voc€s mesmo nas visitas surpresas as 11 horas da noite.

A todos da Fisioterapia da Puccamp, professores, funciondrios, veteranos, “bixos”,
um lugar que sem duvidas passei os melhores anos de minha vida. Ao pessoal da turma 28,
amigos que levarei para sempre: Pato, Duzdo, Mococa, Jao, Milhdo, Sato, Cacd, Rafa,
Tenista, Duzinho, Gui, Dyna, Fer Santos, Déia, Ju, Mary Jane, Anna, Paulets, Renatinha.....
e todos os outros 70 amigos que fiz nesta classe, muito obrigado por fazerem parte de

minha vida.

vi



As amigas ausentes Fer Redondo e Milla que infelizmente nos deixaram muito
cedo, mas que com certeza estdo em algum lugar olhando e torcendo por mim. Vocés
fazem muita falta.

A turma 00 Noturno da Educacdo Fisica da Unicamp, aos professores e amigos.
Muito obrigado por todos os momentos que passamos juntos nestes anos de graduagdo. Ao
pessoal da Equipe 1: Zé Renan, Poses, Gui, Aragon, Alexei, Malu, Giu, Ylando, Caicara,
Valéria. Foi bom demais estes 5 anos que estudamos juntos e pelas divertidas noites no
quiosque. Agradeco pelos iniimeros favores que vocés fizeram por mim.

A Melissa que teve paciéncia e me apoiou para realizar este mestrado. Tenho um
carinho muito grande por vocé€ que sempre serd uma pessoa especial em minha vida.

Ao meu grande amigo Rodrigo “Pato” companheiro de muitos momentos dificeis e
outros tantos de alegria. Apesar da distancia que hoje nos separa tenho certeza de que nossa
amizade vai ser eterna.

A galera do Chupim, amigos de verdade que nao dispensam uma boa bagunga, mas
também estdo presentes quando as dificuldades aparecem. Muito obrigado!!! “Pra dar volta
no trio...”.

Aos amigos que aparecem no meio do caminho e que tornam a vida muito mais
agradavel: Nucci, Giuliano, Casa dos 10, Samba de Responsa, Gazzetta, Cotoco, Pessoal
das 2 Marias, Pateta, Aruan, Rafa Lema3o...

A toda minha familia: Tios, primos, avds,... € em especial meus pais, meu irmao
Pedro, Rita, por tudo que j4 fizeram por mim, pelo carinho, amor e paciéncia. Sem vocés
ndo teria conseguido.

Aos professores do Departamento de Fisiologia e Biofisica pela dedicacdo e
conhecimentos passados nestes anos.

A toda equipe do Hospital Estadual de Sumaré, especialmente o Dr. Henrique José
Silveira que foi fundamental para realizagao deste trabalho.

Ao Professor Francesco Langone que me proporcionou o primeiro contato com esta
area fascinante que € a Fisiologia. Sou muito grato a vocé que sempre ajudou quando
precisei com uma dedicag¢do exemplar.

A Professora Regina Célia Spadari-Bratfisch, um exemplo de competéncia e

seriedade nos trabalhos realizados. A dedicagdo e envolvimento com a fisiologia

vii



demonstrada nestes anos que estive no laboratério servirdo de inspiracdo por toda minha
vida. Agradeco muito por toda ajuda e conhecimento proporcionado. Nao podia deixar de
agradecer também a introducao daquele conceito que jamais esquecerei: Resiliéncia!!

A Professora Dora Maria Grassi-Kassisse. Nao sei como te agradecer por tudo que
fez por mim nestes anos de laboratério, desde o momento que me recebeu, com todo
carinho, até agora no fim dessa etapa. Muito obrigado pela atencdo, dedicagdo, paciéncia e
vontade de ensinar que sempre demonstrou comigo. Agradeco com toda sinceridade o
conhecimento passado e a confianca depositada em mim, de uma pessoa que ensinou a
importancia de ser ndo apenas um professor, mas um educador. Muito Obrigado!

Ao CNPq e a FAPESP que financiaram esta pesquisa.

viii



SUMARIO

RESUMUO ...ttt sttt ettt ettt esaeenees Xi
ABSTRACT ...ttt ettt ettt et e nae e Xiii
LISTA DE ABREVIATURAS. . .......ooiiiieee et XV
LISTA DE TABELAS. ..ottt Xvii
LISTA DE FIGURAS.......oooiieee ettt Xix
LINTRODUGAO. ...t 1
1.1 O tecido adiposo como Orgao endOCIiNO........cccueeeruieeriieeniieeriieeriie e 1
1.2 Os diferentes tipos de tecido adiposo: Branco e Marrom.............ccccceevuveennne 1
1.3 Papel dos adrenoceptores no tecido adipoS0.........eeevuveerruveeriiveeniiieeniieenieeenns 3
1.4 Producdo de lactato pelo tecido adipOSO.......cccuveeriieerieeeniieeniieeiee e 5
1.5 A produgdo de adipocinas pelo tecido adipoS0.........eevveeeriieeriieeniieeiieeenee, 6
1.6 Isolamento de adipOCILOS. .....cccuuierurieriieeriieeeiee ettt stee et e et eeereeeanee s 10
2. 0BJETIVOS. ...ttt ettt st 12
3. MATERIAIS E METODOS..........coooooriieeiinneeieneiesnesiessesesssssesseseenns 13
3.1 Sujeitos EXPerimentais. ........cccueeeriieeiiieeiiiieeiieeeieeeeieeeeieeesieeesireessireeesieeeens 13
3.2 Isolamento de AdIPOCILOS. .....cccvuuieriieeriieeiieeniee ettt et 14
3.3 Contagem das CEIUIAS...........eeeriiiiiiieeiee e e 15
3.4 Estudo FarmacolOZICO. .....cc.uiiriuiiieiiieiiieeeiie ettt e 17
3.5 Determinagdo do Glicerol no Meio de Incubagao...........ccceveeeiveeniieennnennne. 18
3.6 Determinagdo do Lactato no Meio de Incubag@o ..........cceeveevvveeviieenineennnen. 19
3.7 Analise EStatiStiCa.....cueeruviiiiiiniiiiiieiieeieeeieeeee e 20

ix



4. RESULTADOS ...ttt

S.DISCUSSAO. ..o,

6. CONCLUSOES.......cooooooeeee,

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

21

41

53

54



RESUMO

O estudo da célula adiposa como entidade funcional do tecido adiposo iniciou-se quando
Rodbell em 1964 descreveu a técnica de isolamento de adipdcitos de tecido adiposo de
ratos e apresentou os efeitos de hormdnios no metabolismo de glicose e na lipdlise destas
células. A partir de entdo, numerosos sdo os artigos descrevendo a quantificacdo de
diferentes receptores, bem como, os mensageiros envolvidos com a ativagdo dos mesmos
em célula adiposa. A maioria dos estudos é baseada nesta primeira descricao de Rodbell,
entretanto, estes apresentam algumas modificagdes. Para ensaios provenientes de adipdcitos
de humanos, a citagdo também se refere a Rodbell com modificagdes. O estudo do
funcionamento da célula adiposa nas diferentes espécies € emergente, devido a presenca na
populacdo ocidental da obesidade como pandemia. Além disto, o ensaio de adipdcitos
isolados de tecido adiposo humano €é uma importante ferramenta para estudos
farmacoldgicos de novos farmacos. Frente ao exposto, os objetivos deste trabalho foram
implantar a técnica do estudo funcional de adipdcitos isolados de tecido adiposo visceral de
humanos eutréficos quantificando a produgdo de glicerol e lactato pelos adipdcitos isolados
de mulheres eutréficas (M: 49,0 + 6,1 anos; IMC: 22,1 + 1,1 Kg/mz, n=5) e de homens (H:
46,0 + 4,5 anos; IMC: 21,7 + 0,61 Kg/mz, n= 16). O tecido adiposo visceral foi retirado
durante cirurgia géstrica e os adipdcitos foram isolados de acordo com o procedimento
original de Rodbell com algumas modificacdes. Os adipdcitos foram incubados com
noradrenalina (Nor: 0,001 pM, 0,01 puM, 0,1 uM e 1 pM) ou com noradrenalina na
presenca de prazosin (Pzs: 1uM). Os resultados estdo expressos em médias + EPM. As

andlises estatisticas foram realizadas com o teste ¢ de Student e drea sob a curva (p < 0,05).
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Os adipdcitos isolados do tecido adiposo de homens mostraram uma produgdo de glicerol
maior quando comparada com a produgdo de glicerol dos adipdcitos isolados de mulheres,
tanto para valores basais (H: 0,3409 + 0,06 vs M: 0,1557 + 0,01 umol/106células.60min.
p<0,05) quanto para a lipdlise estimulada (0,001 uM, H: 0,5053 + 0,06 vs M: 0,1842 + 0,03
nmol/10°élulas.60min.; 0,01 puM, H: 0,6084 + 0,10 vs M: 02945 + 0,01
um01/106células.60min.; 0,1 uM, H: 07632 + 0,14 vs M: 03368 + 0,01
nmol/10°células.60min. p<0,05). Entretanto, a quantidade de lactato liberada tanto nos
valores basais (H: 0,0990 + 0,01; M: 0,1168 + 0,02 um01/106célu1as.60min.) quanto na
incubac¢do dos adipdcitos com noradrenalina ndo mostrou diferengas significativas entre os
géneros quando analisada pelo teste  de Student , mas que surgiram na andlise da drea sob
a curva. Nas condi¢des utilizadas em neste estudo, o prazosin inibiu a produgao de lactato
estimulada pela noradrenalina apenas na concentragao 0,1 uM em mulheres (Nor: 0,3111 +
0,03 vs Nor + Pzs: 0,1856 + 0,03 pumol/ 10°células.60min. p<0,05). Nossos resultados
mostram que a técnica de isolamento estd implantada e sugerem que pode haver diferengas
entre os géneros na quantidade de adrenoceptores o relacionados com a producdo de

lactato em adipdcitos isolados do tecido adiposo visceral de humanos eutréficos.
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ABSTRACT

The study of adipose cell as a functional unit of the adipose tissue, began when Rodbell in
1964 described the adipocytes isolation procedure of rat adipose tissue, and showed the
effects of hormones in the metabolism of glucose and in lipolysis of these cells. Since that,
a great number of researches describing the number of adrenoceptors as well the molecular
mechanisms involved with the activation of these receptors has been published. Almost all
studies use this first description of Rodbell, however with some modifications. The
isolation procedure to human adipocytes also refer the Rodbell's original procedure with
modifications. The functional study of adipose tissue in different species is emerging due
the presence of obesity as a pandemic problem in occidental population. Beside this, the
isolation of adipocytes from the adipose tissue is an important tool to new pharmacological
studies of novel drugs. Considering this background, the aim of this work was to implement
the adipocytes isolation procedure from the visceral adipose tissue of lean humans and to
show the glycerol and lactate production by isolated adipocytes of lean women (F: 49.0 +
6.1 year old; BMI: 22.1 + 1.1 Kg/mz, n=5) and men (M: 46.0 + 4.5 year old; BMI: 21.7 +
0.61 Kg/m?, n= 16). Visceral adipose tissue was collected during gastric surgery, and the
adipocytes were isolated following Rodbell's original procedure with modifications.
Adipocytes were incubated with noradrenaline (Nor: 0.001 uM, 0.01 uM, 0.1 uM and 1
uM) or noradrenaline (same concentrations) plus prazosin (Pzs: 1uM). Results are
presented as means + SEM. Statistical analyses were performed by Student ¢ test and area
under curve (p < 0.05). Adipocytes isolated of men showed higher glycerol production

when compared with adipocytes isolated of women, both basal (M: 0.3409 + 0.06 vs F:
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0.1557 + 0.01 pmol/10%ells.60min, p<0.05) and stimulated (0.001 pM, M: 0.5053 + 0.06
vs F: 0.1842 + 0.03 pmol/10°ells.60min; 0.01 pM, M: 0.6084 + 0.10 vs F: 0.2945 + 0.01
nmol/10°cells.60min; 0.1 uM, M: 0.7632 + 0.14 vs F: 0.3368 + 0.01 pmol/10°cells.60min.
p<0.05). However, the amounts of basal (M: 0.0990 + 0.01; F: 0.1168 + 0.02
nmol/10°cells.60min) and stimulated lactate production were similar in both genders when
performed Student's ¢ test but were different in area under curve analyses. Under the
conditions used here Pzs induced a significant reduction on lactate production induced by
0.1 pM only in lean women (Nor: 0.3111 + 0.03 vs Nor + Pzs: 0.1856 + 0.03
pmol/10°cells.60min. p<0.05). Our results showed that the adipocytes isolation procedure
was implemented and suggest that it is possible to have gender difference in amounts of
alpha 1 adrenoceptors related with lactate production in adipocytes isolated from visceral

fat pad of lean humans.
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1. INTRODUCAO

1.1 O tecido adiposo como 6rgao endocrino

A capacidade de estocagem e liberacao de energia dos seres vivos, principalmente
em situacdes que necessitam seja de um maior estoque, ou de uma maior liberacdo de
energia, se tornou vital para sobrevivéncia e reproducdo das espécies ao longo da evolugdo.
Para garantir que esse mecanismo de armazenamento e utilizacdo das reservas funcione
adequadamente, a comunicacdo entre os sistemas fisioldgicos do organismo € de suma
importancia (KLEIN et al., 2006).

Um dos tecidos que apresenta essa fungdo referente ao controle da estocagem de
energia € o tecido adiposo. Até algumas décadas atrds, esta era considerada a sua unica
funcdo. Entretanto, as evolucdes nos procedimentos laboratoriais permitiram estudos cada
vez mais aprofundados, de maneira que o tecido adiposo passou a ser considerado um
orgdo endocrino (GIMENO & KLAMAN, 2005).

Diante destas recentes descobertas, atualmente, inimeros trabalhos trazem fungdes
atribuidas ao tecido adiposo, que envolvem a participagdo em processos fisiolégicos e
patolégicos, incluindo os processos inflamatérios e imunes (WARNE, 2003; BAUGUIL,

2005; FANTUZZI, 2005; POND, 2005).

1.2 Os diferentes tipos de tecido adiposo: Branco e Marrom
Nos mamiferos encontramos dois tipos distintos de tecido adiposo: o tecido adiposo
branco ou amarelo e o tecido adiposo pardo ou marrom, sendo que a unidade funcional de

ambos é denominada adipécito (CINTI, 2005).



Estas células apresentam diferentes funcdes e diferente anatomia. O adipdcito
branco ¢é unilocular, de maneira que é capaz de acumular 4dcidos graxos apds uma refei¢ao.
O adip6cito marrom € multilocular e apresenta uma grande quantidade de mitocondrias em
seu interior, o que lhe confere a coloracdo marrom.

O tecido adiposo marrom ¢é encontrado em mamiferos recém nascidos de
praticamente todas as espécies, sendo que em animais ndo hibernantes diminui com o
crescimento. Em adultos a quantidade de tecido adiposo marrom € minima, enquanto que
em recém nascidos encontramos depdsitos na regido cervical posterior, axilar, supra-iliaca,
peri-renal, regido interscapular, abdominal anterior e retropubiana (HEALTON, 1972;
MERKLIN, 1973).

No interior dos adipdécitos marrons encontramos a proteina UCP-1, expressa
exclusivamente nestas células e, responsdvel pelo desacoplamento da fosforilagdo
oxidativa, o que promove a producdo de calor neste tipo de célula (SAGGERSON et al.,
1988).

Apesar da existéncia destes dois tipos de tecido adiposo, no caso dos adultos a
maior parte do tecido € do tipo branco (GARCIA et al., 2002). Por conta disto, a maioria da
literatura encontrada descreve pesquisas com o tecido adiposo branco, que neste trabalho
também foi o tecido estudado.

O tecido adiposo branco é regulado tanto por fatores humorais, mas também pelo
sistema nervoso. Fibras nervosas provenientes do sistema nervoso simpdtico realizam a
inervacdo deste Orgdo, estimulando a lipdlise, que € a mobilizacdo dos lipideos
armazenados no tecido adiposo resultando na liberacdo de glicerol e dcidos graxos livres.

Além disto, estudos recentes também mostram que o sistema nervoso parassimpatico



também realiza a inervacdo do tecido adiposo branco em ratos, embora com ag¢do pouco
conhecida (FLIERS, 2003).

Outros estudos mostram ainda, a atuacdo do sistema nervoso autdnomo modulando
funcdes no tecido adiposo, tanto nos aspectos celulares, mas também nos mecanismos
moleculares (SLAVING & BALLARD, 1978; YOUNGSTROM & BARTNESS, 1995;
KREIER, 2002; BARTNESS, 2002). Isto € observado para a lipdlise/lipogénese, captacio
de glicose estimulada pela insulina, na expressdao de substancias pelo adipdcito e na

regulacdo do nimero células adiposas (ROMIJN & FLIERS, 2005).

1.3 Papel dos adrenoceptores no tecido adiposo

Um dos aspectos estudados no tecido adiposo coletado para realizagdo deste
trabalho foi a funcdo lipolitica. Esta funcdo é mediada por agentes lipoliticos que sao
secretados sempre que ha necessidade de substratos energéticos pelo organismo (ROMSOS
& LEVEILLE, 1974; GARCIA, 2002).

As catecolaminas end6genas, adrenalina e noradrenalina, sdo exemplos de agentes
lipoliticos atuantes em nosso organismo, € ja é de conhecimento da comunidade cientifica
que a acdo destas catecolaminas ¢é feita através de adrenoceptores (JENSEN et al., 1996;
CAREY, 1998).

Os adrenoceptores foram classificados em o e [ por Ahlquist (1948) e depois
subdivididos nos subtipos 1 e 2 (LANDS et al., 1967a; 1967b). Posteriormente, foi
demonstrada a existéncia de um terceiro subtipo de receptor 3, o 3, em adipdcitos de
humanos, ratos e camundongos (KOBILKA et al., 1987; MACHIDA et al., 1990;

NAHMIAS et al., 1991).



A distribuicdo dos subtipos de adrenoceptores varia de acordo com a espécie, o
sexo, a idade do animal, dependendo também da regido em que o tecido adiposo estd
localizado (LAFONTAN & BERLAN, 1995).

O mecanismo de ac¢do dos adrenoceptores varia para cada subtipo. Todos os
subtipos  atuam estimulando a adenilil ciclase, uma enzima que promove a quebra do ATP
(adenosina trifosfato) aumentando a concentracio de AMPc (adenosina monofosfato
ciclico).

A interacdo entre o receptor e a adenilil ciclase € realizada através de uma proteina
G estimulatoria (Gs) (GILMAN, 1987). Quando essa proteina € estimulada, ocorre o
aumento da sintese intracelular de AMPc, que por sua vez, ativa a proteina quinase A
(PKA). A PKA promove a fosforilacao da lipase-hormonio-sensivel (HSL) e das perilipinas
(HOLM et al., 2000; JOHNSON et al., 2000), iniciando o processo de hidrélise dos
triacilglicerdis em acidos graxos e glicerol (CLIFFORD et al., 2000).

Os receptores o, promovem a inibicdo da adenil ciclase, uma vez que interagem
com uma proteina G inibitéria (G;j), de maneira que apds a ativagdo ap-adrenérgica, ocorre
uma diminui¢do da ativagdo da PKA (GALITZKY et al., 1993, LANGIN et al., 1996).
Embora a maior parte das a¢des do receptor [, esteja relacionada a uma proteina G,
algumas vezes, estes receptores também podem estar acoplados a uma proteina G inibitdria
(Gi) (ABRAMSON et al., 1988; XIAO et al., 1995).

A resposta lipolitica é mediada pela participacdo de quatro subtipos de
adrenoceptores: By, B2, B3 e o (LAFONTAN; DANG-TRAN; BERLAN, 1979;
RICHELSEN, 1986; MAURIEGE et al., 1987; WAHRENBERG; LONNQVIST; ARNER,

1989), de maneira que os receptores 3 estimulam a lipdlise, enquanto que o receptor o, tem



acdo contrdria atuando no processo de lipogénese. A participacdo dos receptores o na
resposta lipolitica até hoje ndo € confirmada, entretanto, sabe-se que eles tém participagao
direta na captacdo de glicose, e na sintese e secrecdao de lactato (FAINTRENIE &

GELOEN, 1996; FAINTRENIE & GELOEN, 1998).

1.4 Producao de lactato pelo tecido adiposo

Uma das vias que fornecem energia para o funcionamento do organismo é
denominada glicélise, um processo anaerdbio, que tem como produto final o lactato.
Diversos tecidos como os musculos, cérebro e globulos vermelhos sdo responsaveis pela
producdo de lactato, que em seguida € lancado na corrente sanguinea, e vai para o figado
onde € convertido em glicose, através de uma série de reacdes que constituem o Ciclo de
Cori.

O grupo de DiGirolamo e colaboradores (1989) foi o primeiro a apresentar o tecido
adiposo como um importante sitio para a produgdo de lactato. O lactato é o principal
produto da via glicolitica anaerdbica, e também um importante precursor neoglicogénico
(DIGIROLAMO et al., 1989).

Virios fatores estdo relacionados com a regulacdo da producdo de lactato pelos
adipdcitos, como por exemplo, o tamanho da célula e a concentracio de glicose
(DIGIROLAMO et al., 1992). As células adiposas de pequeno tamanho em ratos
convertem apenas de 5 a 15% da glicose captada em lactato, enquanto que as células de
grande tamanho convertem de 40 a 50% da glicose captada em lactato (CRANDALL et al.,

1983; THACKER et al., 1987; NEWBY et al., 1990).



O aumento da concentragdo de glicose no meio de incubacdo leva a um aumento da
glicose total metabolizada pelos adipdcitos em lactato e piruvato (CRANDALL et al.,
1983; ATAL et al., 1991). A presenca de substancias como insulina e adrenalina estimulam
esta captagcdo de glicose pelos adipdcitos e, consequentemente, aumentam a conversiao da
glicose em lactato (DIGIROLAMO et al., 1992).

A relacdo entre a concentracdo de lactato e patologias como a obesidade,
hiperglicemia, resisténcia a insulina, vem sendo cada vez mais estudada na tentativa de
entender a participacdo do lactato nestas condicdes (FAINTRENIE & GELOEN, 1996).
Por esta razdo, analisamos também neste estudo, a quantidade de lactato produzida pelos

adipdcitos isolados dos individuos eutréficos que participaram da pesquisa.

1.5 A producio de adipocinas pelo tecido adiposo

A participagdo do tecido adiposo nos processos fisiologicos, patoldgicos,
inflamatérios e imunes € realizada tanto através da interacdo de hormonios, citocinas,
enzimas, e outros fatores produzidos pelos diferentes sistemas do organismo, mas também
através da producao de diferentes elementos, realizada pelo préprio tecido adiposo.

Estas substancias produzidas principalmente pelos adipdcitos recebem o nome de
adipocinas, sendo que diversas substancias sdo pertencentes a este grupo, como por
exemplo, adiponectina, resistina, fator de necrose tumoral-alfa (TNF-a), interleucina-6 (IL-
6), adipsina, visfatina, leptina, dentre outras (FANTUZZI, 2005).

A participacdo dessas adipocinas nos processos fisiologicos € feita de diferentes
maneiras, uma vez que elas podem ter atuagdo local ou distante do tecido adiposo, através

de mecanismos autdcrinos, paracrinos e endocrinos (RONTI et al., 2006).



A idéia que os adipdcitos sdo responsaveis pela producao de hormonios nao € nova.
Kennedy (1953) propds que um sinal hormonal produzido pelas reservas de energia
estocadas sinalizaria no cérebro para controlar a ingestdao de alimento e o gasto energético.

Este conceito da produc@o hormonal pelo tecido adiposo foi se reforcando ao longo
das dltimas quatro décadas, sendo confirmado com a descoberta do gene que codifica a
leptina e seu receptor (FRIEDMAN & HALAAS, 1998).

Até pouco tempo atrds, a leptina era considerada um hormdnio produzido
exclusivamente pelo tecido adiposo. Entretanto, atualmente, jad existem registros da
producdo desse horménio, em pequenas concentracdes, por tecidos como o estdmago,
intestino, musculo esquelético, placenta, epitélio mamdrio e cérebro. A leptina estd
envolvida em diversos processos do metabolismo energético, neuroenddcrino, imune e do
sistema cardiovascular (AHIMA, 2005).

Dois novos hormonios que recentemente foram descobertos, e que também sdao
produzidos pelo tecido adiposo, sdo a apelina e a visfatina. A apelina foi identificada em
1998 por Tatemoto et al., que identificou esse hormonio em células do ovéario de hamster
(TATEMOTO et al., 1998). Apenas recentemente a apelina foi identificada em adipdcitos
isolados de ratos e no tecido adiposo subcutaneo de humanos (BOUCHER et al., 2005).

Os estudos envolvendo a apelina ainda sd@o poucos, entretanto, sabe-se que a sua
producdo estd diretamente relacionada com insulina e que individuos obesos apresentam
uma producdo maior deste hormonio que individuos eutréficos. Em 25 pacientes obesos
morbidos, a concentracdo de apelina plasmética encontrada foi cinco vezes maior que nos

pacientes eutréficos usados como controle (HEINONEN et al., 2005).



Apesar dos poucos estudos existentes, os pesquisadores acreditam que uma das
possiveis funcgdes da apelina estd relacionada com a regulacdo da ingesta alimentar
(BELTOWSKI, 2006).

Com relagdo a visfatina, os estudos sao mais recentes ainda. Fukuhara et al. (2005),
identificou genes que sdo expressos especificamente no tecido adiposo visceral, e que
produziam um fator de crescimento que depois foi chamado de visfatina. Os mesmos
autores também observaram que a administracdo de visfatina reduz a glicose plasmaética,
mas ndo exerce efeito nas concentracdes de insulina. Estes resultados sugerem que a
visfatina promove um efeito hipoglicémico direto, sem estimular a secrecdo de insulina
(FUKUHARA et al., 2005).

A participacdo da visfatina em outras funcdes também ji foi descrita, como por
exemplo, estimular a diferenciacdo dos pré-adipdcitos para adipdcitos maduros, induzir o
acimulo de triglicerideos, e acelerar a sintese de triglicerideos a partir da glicose
(BELTOWSKI, 2006).

Como citado anteriormente, existem diversas outras substincias produzidas pelos
adipdcitos, que também participam de importantes mecanismos fisioldgicos e patoldgicos
do organismo, e cada vez mais sdo estudadas na busca pelo esclarecimento de diversas
patologias, como no caso da adiponectina e do TNF-a .

A adiponectina € produzida exclusivamente nos adipdcitos e circula em altas
concentracoes plasmdticas (BERG et al., 2002). Em individuos eutréficos as concentracoes
de adiponectina estdo elevadas comparadas a de individuos obesos, sendo que esta menor

concentracdo nestes individuos € associada com resisténcia a insulina, dislipidemia,



aterosclerose, e intolerancia a glicose (STATNICK et al., 2000; MAEDA et al., 2002;
KUBOTA et al., 2002; HALUZIK et al., 2004).

O TNF-a recebeu uma atencdo especial na ultima década, devido sua importancia
na regulacdo quantidade de tecido adiposo do organismo. Acreditava-se que este fator era
sintetizado e secretado apenas pelo tecido adiposo, tendo uma fun¢do pardcrina e/ou
autdcrina no controle de diversas fungdes dos adipdcitos (KERN et al., 1995). Entretanto,
pesquisas recentes demonstram que em humanos este fator também € produzido pelas
células musculares lisas (RONTI er al, 2006).

Estas alteragdes na quantidade de tecido adiposo podem estar relacionadas com
mudancgas no volume ou no nimero de adipdcitos (WARNE, 2003). As alteragdes no
processo de diferenciacdo dos pré-adipdcitos através da adipogénese, apoptose e replicacao
dos pré-adipdcitos sdo responsaveis por variagdes na quantidade destas células.

J4 os processos de lipdlise, lipogé€nese, e captagdo de &cidos graxos livres,
contribuem para alterar o volume dos adipdcitos. Tanto as alteracdes no nimero de células
quanto no volume celular, sdo reguladas por diversos fatores, como por exemplo, insulina,
glicocorticdides, citocinas e catecolaminas, € sabe-se que o TNF-a tem um importante
papel regulatério em vérios destes processos (HOTAMISLIGIL et al., 1999).

Os estudos destas adipocinas vém sendo cada vez mais aprofundados para se
compreender a participagdo do tecido adiposo nos processos fisiopatolégicos que podem
acometer os individuos.

Um exemplo de patologia relacionada com o tecido adiposo e que atualmente é o

distirbio metabdlico mais comum no mundo € a obesidade. Segundo dados da organizacdo



mundial de saude, no mundo inteiro em 2004, existiam mais de um bilhdo de adultos com
sobrepeso, sendo pelo menos 300 milhdes obesos.

A compreensdo do funcionamento do tecido adiposo em individuos eutréficos, bem
como a relacdo existente entre as diferentes adipocinas produzidas pelos adipdcitos, e
patologias como a obesidade, proporcionam melhores estratégias na terapia destes
distirbios metabdlicos.

Os individuos eutréficos sd@o aqueles que apresentam indice de massa corporal
(IMC) menor do que 25 (este calculo estd descrito em materiais € métodos). O IMC € um
parametro utilizado mundialmente para determinar se a massa corporal de um individuo

estd dentro da normalidade, ou se estd acima do considerado normal para sua altura e peso.

1.6 Isolamento de adipdcitos

A técnica de isolamento de adipdcitos foi descrita pela primeira vez por Rodbell
(1964), que utilizou como modelo experimental ratos da linhagem Sprague-Dawley. Neste
estudo foram verificados os efeitos de hormodnios no metabolismo da glicose e na lipdlise.
Desde entdo, o advento dessa técnica permitiu que se realizasse um estudo mais detalhado
do tecido adiposo, uma vez que se consegue trabalhar com o adipdcito isolado.

Ao longo dos anos a técnica original de Rodbell sofreu algumas modificagcdes como
o processo de contagem das células adiposas e preparacdo de uma suspensdo celular
(FAINTRENIE & GELOEN, 1996). Entretanto, até hoje, os trabalhos que envolvem o
estudo com adipdcitos isolados, ndo descrevem com detalhes todas as etapas a serem
realizadas para proporcionar um trabalho adequado com estas células.

Desta maneira, a técnica de isolamento de adipdcitos vem sendo uma ferramenta

extremamente importante para estudar a interacdo de farmacos e medicamentos com o
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tecido adiposo, assim como dos mecanismos de funcionamento desse tecido. Diante destas
consideragdes, este estudo se voltou a padronizagdo da técnica de isolamento de adipdcitos
em individuos eutréficos (IMC < 25), além de realizar anélises funcionais do tecido adiposo
retirado no dia da cirurgia géstrica, para ampliarmos o conhecimento do comportamento
dessas células quanto a producdo de glicerol e lactato frente a estimulos de diferentes
agonistas e antagonistas, buscando também uma melhor compreensdo dos mecanismos de
producdo de glicerol e lactato em adipdcitos isolados de individuos eutréficos, o que é

imprescindivel para entender condi¢des patofisioldgicas como obesidade e diabetes tipo II.
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2. OBJETIVOS

Os objetivos deste trabalho foram padronizar e implantar a técnica de isolamento de
adipdcitos em humanos eutréficos e quantificar a producao de lactato do tecido adiposo

visceral destes individuos.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1 Sujeitos Experimentais

Em nosso trabalho utilizamos voluntdrios eutréficos. O critério de classificacao
usado na maioria dos estudos de grande porte tem sido o indice de massa corporal (IMC),
que € calculado dividindo-se o peso corporal (em quilogramas) pelo quadrado da altura (em
metros), ou dividindo-se o peso (em libras) pelo quadrado da altura (em polegadas) e

multiplicando o resultado por 703.

Tabela 1. Classificacdo de sobrepeso e da obesidade de acordo com base no indice de

massa corporal (IMC), onde IMC = peso (Kg)/ altura (m)z.

IMC

Baixo peso Menor de 18,5
Normal ou eutroficos 18,5-249
Sobrepeso 25-29.9
Obesidade

Classe 1 30-34,9

Classe 11 35-399

Classe III (extrema) Maior de 40

O estudo funcional foi desenvolvido com adipdcitos isolados do tecido adiposo
visceral de homens e mulheres, na faixa etaria dos 18 aos 75 anos com IMC < 25. Esses

individuos foram submetidos a diferentes tipos de cirurgias gastricas (herniorrafia inguinal,
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piloroplastia, colecistectomia, bidpsia hepatica) realizadas pela equipe do Dr. Henrique
Silveira no Hospital Estadual de Sumaré pertencente a Universidade Estadual de Campinas.

Estes sujeitos passaram por uma avaliagdo médica e exames de sangue de rotina
realizados antes da cirurgia conforme o estabelecido pelas normas do hospital. Os
individuos selecionados passaram por uma anamnese especifica que avaliou, entre outros
itens, as medidas corporais e a condicdo necessdria para a formacdo de um grupo
homogéneo a ser estudado. O estudo foi aprovado pelo comité de Etica em Pesquisa da

Faculdade de Ciéncias Médicas da Unicamp, Campinas, sob o nimero 097/2003.

3.2 Isolamento de Adipdcitos
O tecido adiposo visceral coletado foi colocado em um recipiente estéril contendo
solucdo de KREBS-RINGER-HEPES (KR-HEPES) fria (+ 4°C), pH 7,4 e levado
imediatamente para o laboratdrio onde se realizou os procedimentos. A quantidade de
tampao KR-HEPES utilizada para coletar o tecido adiposo em cada experimento foi de
200 mL. O preparo do tampao KR-HEPES, envolve duas etapas. A primeira delas € a
preparagdo de 200 mL do tampao KREBS-RINGER, que € constituido por 200 mL de
NaCl (0,154 M), 8 mL de KCl (0,154 M), 6 mL de CaCl,.2H,0 (0,110 M), 2 mL de
KH,POy4 (0,154 M), 2 mL de MgS04.7H,0 (0,154 M). Em seguida, € feito uma mistura
deste tampao KR com NaHCO3, na propor¢do de 91% de KR e 9% de NaHCO3,
portanto, para se fazer 200 mL utilizamos 182 mL de KR e 18 mL de NaHCOs. Para
completar o tampao € adicionado glicose e hepes. Para o volume de 200 mL,
adicionamos 0,476 g de hepes e 0,216 g de glicose, obtendo no tampao, a concentragdao

de 25 mM para o Hepes e 6 mM de glicose.
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Para realizacao da digestao do tecido adiposo e do ensaio funcional com os adipdcitos
isolados, foi preparado 200 mL de um novo tampao KR-HEPES, porém com adi¢do de 6
g de albumina sérica bovina (BSA, fracao V, livre de 4cidos graxos). Para cada 100 mL
de KR-HEPES adiciona-se 3 g de albumina. Esse novo tampao recebe o nome de KRBA

(KREBS-RINGER BICARBONATO ALBUMINA).

A digestao do tecido foi realizada em quatro tubos de polietileno (50 mL) tipo falcon,
contendo cada um cerca de 3 g de tecido adiposo picado, em um meio contendo 6 mL de

KRBA com a adicdo de 1 mg/mL de colagenase (tipo 2, Clostridium histoliticum).

Os tubos foram agitados em 60 ciclos/min. a 37°C durante 45 minutos. A suspensao
celular resultante de cada um dos falcons foi filtrada através de uma malha de nylon para
um novo falcon. Com o auxilio de uma pipeta de 5 mL, o infranadante foi removido,
permanecendo no interior do tubo apenas as células. Em seguida, adicionamos 6 mL do
tampao KRBA e esperamos 3 minutos até que a maioria das células adiposas flutuassem.
Seguiu-se entdo uma nova aspiracdo do infranadante e uma nova lavagem das células.
Este procedimento foi repetido trés vezes e apds a dltima lavagem o volume do falcon

foi acertado para 12 mL (RODBELL, 1964 modificado).

3.3 Contagem das Células

Apés a preparagdo dos adipdcitos, uma aliquota de 100 uL. da suspensdo celular
final € pipetada em um tubo de ensaio e adiciona-se mais 900 pL. de KRBA para obter uma
diluicdo de 1:10. Desta nova suspensdo celular sdo pipetados 10 pl. em uma camara de

Mallassez (Figura 1), que € levada ao microscopio Optico a fim de constatar a integridade e
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realizar a contagem do nimero de células adiposas presentes no campo demarcado da
camara e, assim, ajustar a concentracdo de células em 100.000 células/mL conforme
Faintrenie & Géloén (1996), e adaptado para estudos em humanos (GRASSI-KASSISSE,

1998).

Este procedimento de contagem dos adipdcitos deve ser realizado por quatro vezes,
e em seguida faz-se a média dos valores obtidos. A partir desta média realiza-se a
multiplicacdo deste valor pelo fator de dilui¢do que, conforme descrito anteriormente, foi

de 10 vezes.

Para ajustar o valor para 100.000 células/mL, divide-se 100 pelo valor encontrado

na etapa anterior. Este novo niimero deve ser multiplicado por 1000 para transformar mL
em pl, de maneira que o valor encontrado corresponde a quantidade de pLL que deve ser

pipetada do falcon para se obter 100.000 células.
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Figura 1. Camara de Mallassez contendo adipdcitos isolados para realizagdo da contagem.

Imagem obtida de microscépio 6ptico em aumento de 50 vezes.
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3.4 Estudo Farmacolégico

Uma vez realizada a contagem, bem como o ajuste do volume para concentracdo de
100.000 células/mL foi iniciada a incubacdo dos adipdcitos. As células foram incubadas
com o0 agonista ndo seletivo de adrenoceptor o e 3, a noradrenalina nas concentragdes de
0,001 pM a 1 uM, na auséncia ou presenga do prazosin, antagonista seletivo para o

subtipo a; de adrenoceptor, na concentragdo de 1 uM (PAUL et al., 1999).

Para determinacgdo do valor basal, os adipdcitos foram incubados conforme
descrito abaixo, na auséncia de agonistas ou antagonistas. Foram preparados também
eppendorfs contendo suspensao celular e solu¢do tampao, que foram imediatamente
colocados em gelo picado. Os valores de glicerol e lactato obtidos a partir destes ensaios
foram utilizados para descontar os valores de lip6lise e/ou glicdlise decorrentes da
manipulagdo destes tubos, que foram denominados “gelo”. Finalmente alguns adipdcitos

foram incubados com o antagonista prazosin na concentracio descrita acima.

Os experimentos foram realizados em triplicatas, sendo o volume final dos
eppendorfs acertado para 1 mL. A incubacdo foi realizada em banho-maria a 37°C
durante 60 minutos, sob agitacdo constante de 60 ciclos/minuto. A colocacao da

suspensao célular no eppendorf determinou o inicio do ensaio.

A reacdo foi finalizada apds esse periodo colocando-se as amostras em gelo
picado. Apds a permanéncia das células no gelo por 40 minutos, os adipdcitos foram
retirados do meio de incubacdo através da aspiracdo e o infranadante foi imediatamente
congelado e armazenado a —20°C para posterior andlise da concentracao de glicerol e

lactato com kit apropriado.
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3.5 Determinacao do Glicerol no Meio de Incubacao

O indice de lipdlise foi avaliado pela quantidade de glicerol produzida no meio de
incubagdo. Este glicerol, presente no meio de incubacdo foi quantificado através de reagdes
catalisadas pelas enzimas glicerol quinase, glicerol fosfato oxidase e peroxidase (kit de

triglicerideos da Laborlab, SP, Brasil).

O glicerol € fosforilado pela adenosina trifosfato (ATP) formando glicerol-1-fosfato
e ADP, sendo esta reacdo catalisada pela glicerol quinase. O glicerol-1-fosfato é entdo
oxidado pela glicerol fosfato oxidase em fosfato de diidroxiacetona e perdxido de

hidrogénio. A coloragdo € entdo produzida pela reacdo catalisada pela peroxidase.

Antes de iniciar o experimento foram feitas curvas com concentra¢do conhecida de
glicerol. Foram preparados cinco eppendorfs contendo a solu¢do padriao de glicerol e
tampao KRBA e um eppendorf contendo apenas tampao KRBA, que chamamos de “zero”.
As concentragdes conhecidas foram 5 pg/ 200 mL (5 mL da solu¢do padrao + 195 mL de
KRBA), 10 pg/ 200 mL (10 mL da soluc@o padrao + 190 mL de KRBA), 20 pg/ 200 mL
(20 mL da solugdo padrao + 180 mL de KRBA) 25 pg/ 200 mL (25 mL da solugdo padrao
+ 175 mL de KRBA) e 50 pg/ 200 mL (50 mL da soluc¢do padrao + 150 mL de KRBA),
que compreendia o valor da liberagdo de glicerol em adipdcitos.

Para andlise da quantidade de glicerol liberada foi utilizada uma placa de Elisa, e
nos wells foram pipetadas aliquotas de 10 uL para cada concentracdo da curva descrita
acima (triplicata de cada concentracdo), 10 uL de dgua mili Q em trés wells, que foi

utilizada para zerar o leitor de Elisa, e 10 pL. da amostra de cada eppendorf do ensaio
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funcional. Em seguida, foi adicionado 50 pL. do reativo de trabalho do kit em todos os
wells, menos nos que continham apenas dgua.

A placa foi incubada por 30 minutos em banho-maria a 37°C. Transcorrido este
tempo a reacdo foi parada adicionando-se 50 mL de dgua mili Q gelada em todos os wells e,
imediatamente apds a adi¢do da dgua, foi realizada a leitura da concentragdo de glicerol
através de um leitor de Elisa em comprimento de onda de 540 nm.

A concentracdo de glicerol no meio de incubagdo foi expressa em pmol de glicerol

em 10° células/60 minutos (FAINTRENIE & GELOEN, 1996)

3.6 Determinacao do Lactato no Meio de Incubacao

Para a determinacdo da concentracdo de lactato presente no meio de incubacio dos
adipdcitos, foi utilizado kit enzimdtico da Trinity.

O é4cido latico é convertido em piruvato e peréxido de hidrogénio (H,O,) pela
lactato oxidase. Na presenca do H,O, formado, a peroxidase catalisa a oxidacdo de um
precursor cromogénico que produz a coloragao.

Da mesma maneira que o experimento para determinar a quantidade de glicerol
liberada pelos adipdcitos, inicialmente é preparada uma curva com concentragcdes
conhecidas de lactato. Sdo preparados sete eppendorfs contendo diferentes quantidades da

solucdo padrao que acompanha o kit, e de KRBA.

A partir do ponto 444 pg/ulL (50 pL da solucdo padrio + 450 uL. de KRBA) sdo
preparados os outros pontos da curva: 341 pg/uL (100 pL da solucio 444 pg/ul + 30 pL
de KRBA); 296 pg/uL (100 uL da solugdo 444 ng/ul. + 50 ul. de KRBA); 222 ng/ul. (75

uL da solucdo 444 ng/ull + 75 pL. de KRBA); 148 pg/uL (100 puL da solugdo 444 pg/pl +
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200 pL. de KRBA); 74 pg/ul (100 pL da solucdo 148 pg/ul. + 100 pL. de KRBA); 37
png/ul (75 pL da solucdo 74 pg/ul. + 75 uLL de KRBA). Também é considerado um ponto

zero para a curva, que contém apenas KRBA.

Para andlise da quantidade de lactato liberada pelos adip6citos utilizamos uma placa
de Elisa, e nos wells pipetamos aliquotas de 10 pL para cada concentrac¢io da curva descrita
acima (triplicata de cada concentracdo), 10 puL de dgua mili Q em trés wells, que foi
utilizada para zerar o leitor de Elisa, e 10 pl. da amostra de cada eppendorf do ensaio
funcional. Em seguida, foi adicionado 90 pL do reativo de trabalho do kit em todos os
wells, menos nos que continham apenas 4dgua.

A placa foi incubada por 10 minutos em banho-maria a 37°C e, para prevenir a
degradacdo do lactato pela a¢do luminosa, a placa deve ser envolvida em papel aluminio.
Ap6s a incubagdo € feita a leitura da concentragdo de lactato através de um leitor de Elisa

em comprimento de onda de 540 nm.

3.7 Analise Estatistica

Todos os resultados foram expressos como médias + EPM. Estdo apresentados
valores gerais e separados por género. Quando separados por gé€nero os mesmos foram
analisados através do teste ¢ de Student. Também foi analisada a drea sob a curva para
liberacao de glicerol e lactato na presenca de noradrenalina e de noradrenalina juntamente
com prazosin. Para tais andlises foi utilizado o software Prisma (Graphpad Software Inc.,
USA). A diferenca foi considerada significativa quando os valores de p foram menores que

5%.
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4. RESULTADOS

Dentre os individuos analisados, 16 eram do sexo masculino € 5 eram do sexo
feminino. Conforme descrito anteriormente, todos os individuos participantes deste
trabalho apresentaram IMC < 25, o que os caracterizava como eutréficos. O valor para o
IMC dos individuos do sexo masculino foi de 21,70 + 0,61 Kg/mz. Ja para as mulheres, o
valor do IMC foi igual a 22,10 + 1,1 Kg/m®. Ndo foi encontrada diferenca significativa
entre estes valores.

A idade dos individuos analisados também nao apresentou diferenca estatistica
significante. A idade dos individuos do sexo masculino apresentou um valor médio de 46 +
4,5 anos, enquanto que para as mulheres o valor ficou em 49 + 6,1 anos. A tabela 2 mostra

os dados para o IMC e idade dos individuos analisados.

Tabela 2. Idade (anos) e Indice de Massa Corporal (IMC = kg/m?) dos individuos

analisados.
Individuos
Homens Mulheres
(n=16) (n=35)
Idade (anos) 46+ 4,5 49 + 6,1
IMC (kg/m?) 21,70 £ 0,61 22,10+ 1,1

Os valores estao expressos em média + EPM. A andlise estatistica dos dados foi realizada
com o teste ¢ de Student. Nao foram encontradas diferencas estatisticas significativas entre

0s géneros.
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Para alguns dos individuos analisados, tivemos acesso aos dados laboratoriais para
as concentracoes de glicose e colesterol. A concentragdo plasmatica de glicose de jejum
para os homens foi de 101,40 + 12,40 mg/dL, enquanto que para as mulheres este valor foi
de 84,80 + 2,10 mg/dL.

A concentragao de colesterol total para os homens (H) foi igual a 197 + 6,10 mg/dL,
e de 193 + 10,20 para as mulheres (M). Tanto para a glicose quanto para o colesterol estas
diferengas ndo foram estatisticamente significativas. Estes dados estdo mostrados na tabela
3 e também ndo diferem dos valores normais para adultos, que no caso da glicose € menor

que 115 mg/dL, e para o colesterol o valor normal € abaixo de 200 mg/dL.

Tabela 3. Concentracdes plasmdticas de glicose (mg/L) e colesterol total (mg/dL) dos

individuos analisados.

Individuos
Homens Mulheres
(n=13) (n=35)
Glicose (mg/dL) 101,40 + 12,40 84,80 £ 2,10
Colesterol (mg/dL) 197 £6,10 193 + 10,20

Os valores estao expressos em média + EPM. A andlise estatistica dos dados foi realizada
com o teste ¢ de Student. Nao foram encontradas diferencas estatisticas significativas entre

0s géneros.
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Com relac@o aos dados farmacoldgicos para a producdo de glicerol e lactato, nem
todos os individuos analisados foram utilizados para a confec¢do das curvas dose-resposta,
uma vez que os resultados obtidos ndo eram confidveis, devido a erros metodolégicos
durante a realizacdo dos ensaios, ou por insuficiéncia da quantidade de tecido adiposo
retirada do paciente, o que nao permitiu a realizacdo de todas as etapas do experimento.
Neste dltimo caso, foi feita a digestdao do tecido e as células foram guardadas para futuras
andlises de biologia molecular.

A andlise dos resultados para liberacdo de glicerol e lactato foi feita da seguinte
maneira: Primeiramente, foi verificada a quantidade liberada destes marcadores
metabodlicos em cada um dos tratamentos realizados descritos na metodologia, para cada
sexo isoladamente. Em seguida, foi feita a comparacdo entre os sexos e, posteriormente,
uma andlise comparativa da liberacdo de glicerol e lactato nas diferentes situagcdes
propostas, com a liberac@o basal de todos os individuos estudados sem distin¢cdo por sexo.

A liberacdao de glicerol pelos adipdcitos dos eppendorfs do tratamento “Gelo”
apresentou diferenca significativa (p < 0,05) na comparagdo entre os dois sexos (H =0,72 +
0,12 vs. M = 0,20 + 0,07 pmol/ loﬁcélulas.60min, p<0,05) (Tabela 4). Para a lipdlise basal,
também foi observado uma diferenca significativa entre os sexos (H = 0,34 + 0,06 vs. M =
0,16 + 0,01 pumol/ 10°células.60min, p<0,05) (Tabela 4).

A Figura 2 representa a liberacao de glicerol estimulada pela noradrenalina, para os
homens analisados, onde encontramos diferencas significativas comparada a liberagcdo basal
de glicerol deste sexo (BGH = Liberacgao basal de glicerol dos homens) nas concentracdes

de 0,01; 0,1 e 1 pM (BGH = 0,34 + 0,06 vs. 0,01 pM = 0,61 + 0,10; 0,1 pM = 0,76 + 0,14;
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1uM = 0,77 + 0,16 pumol/ 1O6células.60min, p<0,05). Nao foram encontradas diferencas

significativas entre as diferentes concentracoes de noradrenalina.

Tabela 4. Liberacio de basal de glicerol (umol/10°células.60 min.) e apds o tratamento

“Gelo” dos adipdcitos isolados do tecido adiposo visceral de individuos eutréficos.

Individuos
Homens Mulheres
(n=17) (n=4)
Basal 0,34 + 0,06 0,16 + 0,017
Gelo 0,72 + 0,12 0,20 + 0,07"

Os valores estao expressos em média + EPM. A andlise estatistica dos dados foi realizada
com o teste ¢ de Student, considerando as diferencas significativas para p < 0,05. " p < 0,05

Homens vs. Mulheres na mesma condigao.
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Figura 2. Liberacao de glicerol em resposta a noradrenalina de adipdcitos isolados do
tecido adiposo visceral de homens (n = 7). A andlise estatistica dos dados foi realizada com
o teste ¢ de Student, considerando as diferencas significativas para p < 0,05.  p < 0,05 em

relac@o ao valor basal.

Para as mulheres, a liberacao de glicerol estimulada pela noradrenalina comparada a
liberacao basal deste marcador para o sexo feminino (BGM = Liberagdo basal de glicerol
das mulheres) foi significativamente diferente apenas nas concentragdes de 0,01 e 0,1 uM
(BGM = 0,16 + 0,01 vs. 0,01 pM = 0,29 + 0,01; 0,1 pM = 0,34 + 0,01
nmol/10°células.60min, p<0,05) (Figura 3). Entre as diferentes concentracdes de
noradrenalina foram encontradas as seguintes diferencas significativas: 0,001 vs. 0,01 uM;

0,001 vs. 0,1 uM e 0,01 vs. 0,1 uM.
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Figura 3. Liberacdo de glicerol em resposta a noradrenalina de adipdcitos isolados do
tecido adiposo visceral de mulheres (n = 4). A anélise estatistica dos dados foi realizada
com o teste  de Student, considerando as diferencas significativas para p < 0,05.  p < 0,05

em relacdo ao valor basal.

Quando juntamos os dados de ambos os sexos desta liberacao de glicerol estimulada
pela noradrenalina e comparamos ao valor basal de glicerol de todos os individuos
analisados (BGT = Liberacdo basal de glicerol de todos os individuos), encontramos
diferencas significativas para as concentracdes de 0,01, 0,1 e 1 uM (BGT = 0,27 + 0,05 vs.
0,01 uM = 0,49 + 0,08; 0,1 uM = 0,61 + 0,11; 1 pM = 0,71 + 0,12 pmol/10°células.60min,
p<0,05) (Figura 4). Nesta condi¢do encontramos diferenca significativa entre a
concentracdo 0,001 vs. 1 uM.

A comparacdo entre os sexos para a liberacdo de glicerol estimulada pela
noradrenalina mostrou diferencas significativas para as doses de 0,001, 0,01 ¢ 0,1 uM

(Tabela 5 e Figura 5).
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Figura 4. Liberacao de glicerol em resposta a noradrenalina de adipdcitos isolados do
tecido adiposo visceral de todos os individuos analisados (n = 11). A andlise estatistica dos
dados foi realizada com o teste ¢ de Student, considerando as diferencas significativas para

p <0,05. " p < 0,05 em relacdo ao valor basal.

A Tabela 5 também mostra os valores médios + EPM para a liberacdo de glicerol
em cada uma das concentracdes de noradrenalina utilizadas além dos valores basais para

cada sexo e com todos os individuos juntos.
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Figura 5. Comparagdo da liberacdo de glicerol em resposta a noradrenalina de adipdcitos
isolados do tecido adiposo visceral dos homens (n = 7) e das mulheres (n = 4) analisados. A
andlise estatistica dos dados foi realizada com o teste ¢ de Student, considerando as
diferencas significativas para p < 0,05. * p < 0,05 Homens vs. Mulheres na mesma

condicdo.
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Tabela 5. Liberagio de glicerol basal e estimulada (umol/10°células.60 min.) por diferentes

concentracdoes de noradrenalina pelos adipdcitos isolados do tecido adiposo visceral de

humanos.
Individuos
Homens (n=7) Mulheres (n = 4) Todos (n =11)

Basal 0,34 + 0,06 0,16 + 0,01 0,27 + 0,05
[Noradrenalina]

0,001 uM 0,51 + 0,06 0,18 +0,03" 0,39+ 0,06
0,01 uM 0,61+ 0,10" 0,29 +0,01°" 0,49 + 0,08
0,1 pM 0,76 + 0,14 0,34+ 0,01 0,61 +0,11°
1pM 0,77+ 0,16 0,60 + 0,19 0,71 +0,12"

Os valores estdo expressos em média + EPM. A andlise estatistica dos dados foi realizada
com o teste t de Student, considerando as diferengas significativas para p < 0,05. ’ p <0,05
em relagfo ao valor basal do respectivo grupo; * p < 0,05 Homens vs. Mulheres na mesma
condicao.

Na Tabela 6 temos os valores da liberagdo de glicerol na presenca de noradrenalina
juntamente com o prazosin (1uM) para os individuos do sexo masculino. A liberacdo de
glicerol nesta condi¢do foi significativamente maior comparado ao valor basal deste sexo
para as concentragdes de 0,1 e 1 pM (BGH =0,34 + 0,06 vs. 0,1 uM =1,10+ 0,21 1 uM =
0,83 +0,17 umol/106células.60 min, p<0,05).

Este tratamento, no caso das mulheres, apresentou liberacio de glicerol

significativamente diferente do basal para as todas as concentracdes utilizadas (BGM =
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0,16 + 0,01 vs. 0,001 uM = 0,34 + 0,06; 0,01 uM = 0,36 + 0,05; 0,1 uM = 0,46 + 0,11; 1
uM = 0,67 + 0,16 umol/10°élulas.60min, p<0,05) (Tabela 6). O mesmo resultado foi
observado quando os individuos foram analisados juntos (BGT = 0,27 + 0,05 vs. 0,001 uM
= 0,52 + 0,09; 0,01 uM = 0,53 + 0,10; 0,1 uM = 0,84 + 0,16; 1 pM = 0,77 + 0,12

pumol/ 10°células.60min, p<0,05) (Tabela 6).

Tabela 6. Liberagio de glicerol basal e estimulada (mol/10°células.60 min.) por diferentes
concentracdes de noradrenalina na presenca de prazosin (1 pM) pelos adipdcitos isolados

do tecido adiposo visceral de humanos.

Individuos
Homens (n = 6) Mulheres (n =4) Todos (n =10)

Basal 0,34 + 0,06 0,16 +0,01° 0,27 + 0,05
[Noradrenalina]

0,001 pM 0,63 +0,14 0,34 + 0,06 0,52 + 0,09
0,01 pM 0,65 + 0,15 0,36 + 0,05 0,53 +0,10"
0,1 uM 1,10+ 021" 0,46 +0,11°" 0,84 +0,16°
1pM 0,83 +0,17° 0,67 +0,16° 0,77 +0,12°

Os valores estdo expressos em média + EPM. A andlise estatistica dos dados foi realizada
com o teste t de Student, considerando as diferengas significativas para p < 0,05. ’ p <0,05
em relagfo ao valor basal do respectivo grupo; * p < 0,05 Homens vs. Mulheres na mesma

condigdo.
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Quando comparamos a liberacdo de glicerol, na condicdo acima, entre os sexos,
encontramos diferencas significativas apenas na concentracdo 0,1 uM (Figura 6 e Tabela

6).
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Figura 6. Comparacgdo da liberacdo de glicerol em resposta a noradrenalina na presenca de
prazosin (1 uM) de adipdcitos isolados do tecido adiposo visceral dos homens (n = 6) e das
mulheres (n = 4) analisadas. A analise estatistica dos dados foi realizada com o teste ¢ de
Student, considerando as diferencas significativas para p < 0,05. © p < 0,05 Homens vs.

Mulheres na mesma condigao.

Quando analisamos a drea sob a curva de noradrenalina na presenga ou auséncia de
prazosin (1 uM) encontramos diferengas significativas entre os sexos em ambas as

condic¢des (Tabela 7).
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Tabela 7. Area sob a curva para liberacio de glicerol (umol/10°células.60 min.) na
presenca de diferentes concentragcdes de noradrenalina (0,001 uM a 1 uM) de homens (n =

7) e de mulheres (n = 4) e de noradrenalina na presenca de prazosin (1 uM) de homens (n =

6) e de mulheres (n =4) .

Individuos
Homens Mulheres
Noradrenalina 2,43 +£0,37 1,19+£0,10"
Noradrenalina + Prazosin 2,48 £0,41 1,33 +£0,26"

Os valores estdo expressos em média + EPM. A andlise estatistica dos dados foi realizada
com o teste 7 de Student, considerando as diferengas significativas para p < 0,05. " p < 0,05

Homens vs. Mulheres na mesma condicao.

A produgdo de lactato pelos adipdcitos submetidos ao tratamento “Gelo” ndo
apresentou diferenca significativa entre os sexos (H = 0,18 + 0,06 vs. M = 0,17 + 0,05
pumol/ 10°células.60min) (Tabela 8), assim como a liberacdo basal de lactato que também
ndo apresentou diferenca significativa entre os sexos (H = 0,10 + 0,01 vs. M = 0,12 + 0,02
mol/10°células.60min) (Tabela 8).

A liberacdo de lactato estimulada pela noradrenalina em individuos do sexo
masculino é mostrada na Figura 7. A producdo de lactato foi significativamente maior nas

concentracoes de 0,01, 0,1 e 1 uM comparado ao valor basal liberado de lactato para este
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sexo (BLH = Liberagao basal de lactato dos homens) (BLH = 0,10 + 0,01 vs. 0,01 uM =

0,19 +0,03; 0,1 pM = 0,28 + 0,04; 1 pM = 0,21 vs. 0,03 umol/10°€lulas.60min, p<0,05).

Tabela 8. Liberacio de basal de lactato (umol/10°células.60 min.) e apés o tratamento

“Gelo” dos adipdcitos isolados do tecido adiposo visceral de individuos eutréficos.

Individuos
Homens Mulheres
(n=9) (n=5)
Basal 0,10 + 0,01 0,12 + 0,02
Gelo 0,18 + 0,06 0,17 + 0,05

Os valores estdo expressos em média + EPM. A andlise estatistica dos dados foi realizada
com o teste ¢t de Student. Nao observamos diferencgas significativas na andlise entre os

géneros.
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Figura 7. Liberagdo de lactato em resposta a noradrenalina de adipdcitos isolados do tecido
adiposo visceral de homens (n = 7). A andlise estatistica dos dados foi realizada com o teste
t de Student, considerando as diferencas significativas para p < 0,05.  p < 0,05 em relacio
ao valor basal.

Esta mesma condi¢do, no caso das mulheres, mostrou uma diferenca significativa na
liberacdo de lactato comparado ao valor basal de lactato deste sexo (BLM = Liberagao
basal de lactato das mulheres) para as concentragdes de 0,01 e 0,1 uM (BLM = 0,12 + 0,02
vs. 0,01 uM = 0,24 + 0,04; 0,1 pM = 0,31 + 0,03 um01/106células.60min, p<0,05) (Figura
8). Tanto para os homens quanto para as mulheres analisadas, encontramos diferencas
significativas entre as concentracdes de noradrenalina apenas na comparagao 0,001 vs. 0,1
uM.

Na andlise dos resultados para a liberac@o de lactato estimulada pela noradrenalina,
comparada a liberacdo basal de lactato de todos os individuos analisados (BLT = Liberacao
basal de lactato de todos os individuos) foi encontrado diferengas significativas para todas
as concentracOes utilizadas (BLT = 0,10 + 0,01 vs. 0,001 uM = 0,16 + 0,02; 0,01 uM =

0,21 + 0,03; 0,1 uM = 0,29 + 0,03; 1 uM = 0,24 + 0,04 pm01/106células.60min, p<0,05)
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(Figura 9). Entre as concentragdes de noradrenalina encontramos diferencga significativa

apenas na concentra¢do 0,001 vs. 0,1 uM.
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Figura 8. Liberacdo de lactato em resposta a noradrenalina de adipdcitos isolados do tecido
adiposo visceral de mulheres (n = 4). A andlise estatistica dos dados foi realizada com o
teste ¢ de Student, considerando as diferencas significativas para p < 0,05.  p < 0,05 em

relac@o ao valor basal.
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Figura 9. Liberagdo de lactato em resposta a noradrenalina de adipdcitos isolados do tecido
adiposo visceral de todos os individuos analisados (n = 11). A andlise estatistica dos dados
foi realizada com o teste ¢t de Student, considerando as diferencas significativas para p <

0,05." p < 0,05 em relagd@o ao valor basal.
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Quando realizamos a comparac¢do entre homens e mulheres para a liberacdo de
lactato estimulada pela noradrenalina, nao encontramos diferencas significativas em

nenhuma das concentragdes (Figura 10).
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Figura 10. Comparacdo da liberacdao de lactato em resposta a noradrenalina de adipdcitos
isolados do tecido adiposo visceral dos homens (n = 7) e das mulheres (n = 4) analisadas. A
significancia da quantidade de lactato produzida em relagdo ao valor basal de cada grupo
estd representada nas figuras 9 e 10 e na tabela 8. Nao houve diferenca significativa quando

os dados foram analisados entre géneros (teste ¢ de Student).

A tabela 9 ilustra as quantidades de lactato liberadas pelos adipdcitos estimulados

por diferentes concentracOes de noradrenalina para os individuos do sexo masculino e

feminino, e ambos 0s sexos juntos.
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Tabela 9. Liberacdo de lactato basal e estimulada (umol/10°células.60 min.) por diferentes

concentracdoes de noradrenalina pelos adipdcitos isolados do tecido adiposo visceral de

humanos.
Individuos
Homens (n =7) Mulheres (n = 4) Todos (n =11)

Basal 0,10 + 0,01 0,12 + 0,02 0,10 + 0,01
[Noradrenalina]

0,001 pM 0,15 + 0,03 0,18 + 0,03 0,16 +0,02°
0,01 pM 0,19 + 0,03 0,24 + 0,04 0,21 + 0,03
0,1 uM 0,28 + 0,04 0,31 + 0,03 0,29 + 0,03
1 pM 0,21 + 0,03 0,29 + 0,08 0,24 + 0,04

Os valores estdo expressos em média + EPM. A andlise estatistica dos dados foi realizada
com o teste t de Student, considerando as diferengas significativas para p < 0,05. ’ p <0,05

em relacdo ao valor basal do respectivo grupo.

Quando foi realizado a incubacao de noradrenalina juntamente com prazosin (1uM)
tivemos uma liberacdo de lactato significativa nas doses de 0,01, 0,1 e 1 uM para os
homens comparado ao seu valor basal (BLH = 0,10 + 0,01 vs. 0,01 uM = 0,24 + 0,03; 0,1
uM = 0,23 + 0,04; 1 uM = 0,21 + 0,06 um01/1060é1u1a5.60min, p<0,05). Para as mulheres,
esta mesma condicao, sO apresentou diferencas significativas para as concentragdes de 0,01

el uM (BLM =0,12 + 0,02 vs. 0,01 pM = 0,23 + 0,03; 1 pM = 0,28 + 0,05) (Tabela 10).
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Considerando a condi¢do descrita acima e todos os individuos juntos, tivemos uma
liberacdo significativa de lactato para todas as concentragdes de noradrenalina comparado
ao basal do grupo (BLT = 0,10 + 0,01 vs. 0,001 uM = 0,19 + 0,04; 0,01 uM = 0,24 + 0,02;
0,1 uM =0,22 + 0,03; 1 uM = 0,24 + 0,04 um01/106células.60min, p<0,05). Nao foram
observadas diferencgas significativas entre as curvas de noradrenalina juntamente com o
prazosin (1 uM) entre homens e mulheres (Tabela 10).

A incubacdo de noradrenalina com prazosin (1 uM) apresentou diferenca
significativa comparada a curva de noradrenalina isolada apenas na dose de 0,1 uM para
mulheres (Figura 11). Para os homens (Figura 12) e considerando todos os individuos
juntos (Figura 13) ndo tivemos inibi¢do da liberagc@o de lactato em nenhuma concentragao.
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Figura 11. Comparacdo da liberacdo de lactato estimulada pela noradrenalina e pela
noradrenalina juntamente com prazosin (1 pM) em adipdcitos isolados do tecido visceral de
mulheres (n = 4). A andlise estatistica dos dados foi realizada com o teste ¢ de Student,
considerando as diferencas significativas para p < 0,05. * p < 0,05 em relacio 2 mesma dose

de noradrenalina sem o prazosin.
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Figura 12. Comparacdo da liberacdo de lactato estimulada pela noradrenalina e pela
noradrenalina juntamente com prazosin (1 pM) em adipdcitos isolados do tecido visceral de
homens (n = 5). A analise estatistica dos dados foi realizada com o teste ¢t de Student. Nédo

foram encontradas diferencas significativas entre as duas condicoes.
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Figura 13. Comparagdo da liberacdo de lactato estimulada pela noradrenalina juntamente
com prazosin (1 uM) em adipdcitos isolados do tecido visceral dos homens (n = 5) e
mulheres (n = 4) analisados. A analise estatistica dos dados foi realizada com o teste ¢ de

Student. Nao foram encontradas diferencgas significativas entre as duas condigdes.
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Tabela 10. Liberacio de lactato basal e estimulada (pmol/10°células.60 min.) por
diferentes concentracdes de noradrenalina na presenca de prazosin (1 pM) pelos adipdcitos

isolados do tecido adiposo visceral de humanos.

Individuos

Homens (n =5) Mulheres (n =4) Todos (n =9)
Basal 0,10 + 0,01 0,12 + 0,02 0,10 + 0,01
[Noradrenalina]
0,001 pM 0,17 + 0,05 0,21 + 0,06 0,19 + 0,04
0,01 pM 0,24 +0,03" 0,23 + 0,03 0,24 +0,02°
0,1 pM 0,23 + 0,04 0,19 + 0,03 0,21 +0,03°
1pM 0,21 + 0,06 0,28 + 0,05 0,24 + 0,04

Os valores estdao expressos em média + EPM. A andlise estatistica dos dados foi realizada
com o teste # de Student, considerando as diferencas significativas para p < 0,05.  p < 0,05

em relacdo ao valor basal do grupo.

Também analisamos a darea sob a curva dos individuos estudados encontrando
diferencas significativas entre os sexos apenas na incubag¢do dos adipdcitos com as

diferentes concentragdes de noradrenalina (Tabela 11).

39



Tabela 11. Area sob a curva para liberacio de lactato (umol/10°células.60 min.) na
presenca de diferentes concentracdes de noradrenalina (0,001 uM a 1 uM) de homens (n =

7) e de mulheres (n = 4) e de noradrenalina na presenca de prazosin (1 uM) de homens (n =

5) e de mulheres (n = 4).

Individuos
Homens Mulheres
Noradrenalina 0,74 £ 0,10 0,89 +0,09*
Noradrenalina + Prazosin 0,59 +£0,12 0,68 £0,10

Os valores estdo expressos em média + EPM. A andlise estatistica dos dados foi realizada
com o teste t de Student, considerando as diferencas significativas para p < 0,05. " p < 0,05

Homens vs. Mulheres na mesma condicao.
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5. DISCUSSAO

Dentre os objetivos deste trabalho, a padronizacdo da técnica de isolamento de
adipdcitos em individuos eutréficos, pode ser considerada nosso foco principal. Conforme
descrito anteriormente, as pesquisas que realizam estudos com os adipdcitos isolados nao
proporcionam uma descri¢do detalhada da metodologia utilizada para se trabalhar com esta
célula isolada.

Por conta disto, procuramos descrever com cuidado todas as etapas, desde a chegada
do tecido em nosso laboratério, bem como, as etapas que se sucedem ao longo de todo o
processo de isolamento.

Para garantir que a técnica estava sendo realizada da maneira correta e que
podiamos confiar nos resultados obtidos, trabalhamos com dois marcadores metabdlicos
produzidos pelo tecido adiposo que sdo: o glicerol e o lactato. A literatura envolvendo a
producdo de lactato em adipdcitos isolados ainda € muito escassa, € quando se trata de
adipdcitos isolados de humanos, praticamente nido s@o encontradas referéncias sobre esta
tematica.

Diante disto, o estudo da liberacdo de glicerol pelos adipdcitos isolados do tecido
adiposo visceral de humanos eutréficos teve como objetivo validar o método de isolamento
destas células, uma vez que trabalhos envolvendo a producdo de glicerol em adipdcitos
isolados de humanos j4 existem na literatura e, portanto, seria um excelente parametro de
comparagao.

A producdo de glicerol pelos adipdcitos € dependente de inimeros fatores, como por
exemplo, idade (KOTANI et al., 1994), sexo (BJORNTORP, 1985; LEY et al., 1992),

regido do tecido adiposo (LAFONTAN & BERLAN, 2003).
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As diferencas existentes na producdo de glicerol pelos adipdcitos isolados de
homens e mulheres foram analisadas neste trabalho, sendo que encontramos uma produgao
maior nos individuos do sexo masculino quando comparado as mulheres, tanto na produgao
basal de glicerol, como nas situacdes em que tinhamos a presenga de noradrenalina em
diferentes concentracdes. Nossos dados estdo de acordo com relatos anteriores da literatura
que demonstram lipdlise aumentada em individuos do sexo masculino. Rebuffé-Scrive et
al. (1989) comparou a liberacdo basal e estimulada pela noradrenalina no tecido adiposo
visceral e no tecido adiposo subcutaneo de homens e mulheres. Foi demonstrado neste
estudo, que a taxa de lipdlise estimulada no tecido adiposo visceral de homens era 1,5 vezes
maior na presenca de noradrenalina comparada a mesma concentragdo em mulheres.

Em nosso trabalho a noradrenalina também proporcionou um estimulo maior a
liberagdo de glicerol dos adipdcitos isolados de homem comparado as mulheres analisadas.
A intensidade desse estimulo variou entre as concentragdes utilizadas de noradrenalina,
sendo que a quantidade de vezes a mais na concentracdo de 1uM foi a mais baixa (1,2
vezes), enquanto que para a concentracdo de 0,001uM tivemos a maior diferenca nessa
estimulacgdo (2,7 vezes).

Estes dados suportam a idéia, ja descrita na literatura, de que em adipdcitos isolados

do tecido adiposo visceral de homens temos uma atividade -adrenérgica aumentada e uma

menor atividade a,-adrenérgica quando comparamos com esta atividade no tecido adiposo
visceral de mulheres (WILLIAMS, 2004).
O mesmo efeito foi descrito por Jensen (1995), que demonstrou que as mulheres

apresentam uma tendéncia menor a promover a lipdlise no tecido adiposo visceral,
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comparado a individuos do sexo masculino, devido a densidade de receptores o, que tem
atividade anti-lipolitica.

Como descrito anteriormente, a mobilizagcdo dos triacilglicer6is em acidos graxos e
glicerol é dependente da ativacdo dos adrenoceptores Pi, B2, B3 € o (LAFONTAN et al.,
1979; RICHELSEN, 1986; MAURIEGE et al., 1987; WAHRENBERG et al., 1989), sendo
que os adrenoceptores B t€ém ac¢do principal através de uma proteina Gg, que estimula a
lipdlise, enquanto que a acdo o, tem efeito exatamente oposto por atuar através de uma
proteina G; que € responsavel pela lipogénese, processo contrario a lipdlise.

O agonista utilizado em nossos estudos, a noradrenalina, apresenta acdo em ambos
os receptores. A lip6lise produzida por esta catecolamina € resultante da proporcdo de
receptores 3 e dos receptores o, ativados. Quando temos um aumento da lip6lise estimulada
pela noradrenalina em relagdo a lipdlise basal, podemos concluir que a proporcdo de
receptores P ativados é maior que a populacdo dos receptores o, que estdo sendo ativados
(BERLAN & LAFONTAN, 1985; MAURIEGE et al., 1987).

A distribuicdo dos adrenoceptores nos tecidos € varidvel de acordo com o sexo,
espécie e regides do tecido adiposo. A sensibilidade lipolitica no tecido adiposo de homens
foi maior no depdsito adiposo visceral comparado aos depdsitos femorais de gordura
(REBUFFE-SCRIVE er al., 1987). A causa disto seria uma populacio aumentada de
adrenoceptores B no tecido adiposo visceral dos homens.

Segundo Richelsen (1986), a populagdo de adrenoceptores o, no tecido adiposo da
regido glitea em mulheres é maior comparada a populacdo destes mesmos subtipos, no
mesmo tecido, de homens. Estas informacdes também ajudam a sugerir que a lipélise em

individuos do sexo masculino € maior que a lip6lise em mulheres.
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Outro ponto importante a ser considerado, € o fato de que em mulheres a
concentracdo de lipoproteina lipase € maior que em homens (PRICE et al., 1998). Esta
enzima apresenta importante funcao na hidrdlise de triacilglicer6is em 4cidos graxos que
serdo captados pelos adipdcitos e formardao novos triacilglicerdis, que entdo sao
armazenados. Como esta enzima proporciona uma estocagem maior de triacilglicerdis, é
possivel que este fator também seja responsdvel por diminuir a mobilizacdo de gordura em
mulheres, o que favorece a acdo das catecolaminas induzindo a lipélise em maior
quantidade nos individuos do sexo masculino.

Este mesmo efeito pode explicar o fato da lipdlise basal, sem presenca de nenhum
agonista, ser maior em homens do que em mulheres. Outro fator que pode estar
influenciando a lip6lise basal € a concentracdo de adenosina.

A adenosina € uma substancia que aparentemente € produzida por todos os tecidos
do organismo (VERNON er al., 1990). Dentre seus efeitos encontramos agdo sobre o
sistema cardiovascular, sendo um potente vasodilatador (BERNE et al., 1983), além de
apresentar efeitos metabolicos modulando a ac¢do da adenilato ciclase (FAIN & MALBON,
1979).

Efeitos da adenosina no tecido adiposo foram demonstrados a mais de 40 anos por
Dole (1961), que mostrou que esta substincia apresentava um importante efeito
antilipolitico. Outro trabalho descreveu que a adenosina acumulada no meio de incubagao
de adipdcitos isolados, quando em concentracdes adequadas, pode modificar a acdo de
outras substincias como as catecolaminas (SCHWABE et al., 1975).

O mecanismo de a¢do da adenosina € promover a inibi¢do do acimulo de AMPc
(OHISALO et al., 1984) e consequentemente inibir a lipélise. A medida da concentracio de

adenosina nos tecidos € dificil de ser determinada ja que as concentracdes de AMP, ADP,
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NAD e NADP presentes sdo maiores que a concentragdo de adenosina e interferem na
medicdo (RANTA et al., 1985). Entretanto, este mesmo grupo conseguiu determinar que a
concentracdo de adenosina no tecido adiposo de humano é de aproximadamente 0,56
nmol/g.

A adenosina endogenamente liberada se liga a receptores Al localizados na
membrana plasmdtica dos adipdcitos e inibem diretamente a adenilato ciclase, com
conseqiiente reducdo na lipdlise (HONNOR et al.,, 1985a; 1985b). A lipdlise basal é
preferencialmente inibida pela adenosina. Se esta inibicdo é decorrente de aumento na
producdo local de adenosina ou se ha aumento na expressdo de receptores Al no tecido
adiposo visceral de mulheres, € um fato a ser investigado.

Nossos resultados mostraram também, diferengas existentes entre os géneros nos
adipdcitos submetidos ao tratamento “Gelo”, havendo uma liberagdo maior de glicerol nos
adipdcitos isolados de homens, comparada a liberacdo de glicerol dos adipdcitos das
mulheres analisadas. O tratamento gelo tem por objetivo verificar a quantidade de glicerol
produzida devido a manipulacdo dos adipdcitos durante as etapas que precedem a
incuba¢do dos mesmos.

Watson e Morris (1987) descreveram que lesdes na estrutura celular apds a
redugdo repentina na temperatura devido a perda de permeabilidade seletiva da membrana
resultando na liberacdo de componentes celulares como lipideos, proteinas e fons. Isto
pode ser o resultado desta liberacdo de glicerol excessiva dos adipdcitos submetidos a este
tratamento “Gelo” tanto em mulheres quanto em homens.

Quando realizamos a incubacdo dos adipdcitos com noradrenalina, na presenca de

prazosin (1uM) também tivemos um aumento da lipdlise comparada aos valores basais. O
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prazosin € um antagonista o, € até hoje nao se sabe qual a participacao deste adrenoceptor
no processo de lip6lise. Portanto, era esperado que a liberagdo de glicerol nesta condicao,
fosse maior que a liberagdo basal, mas que ndo fosse muito diferente da liberagdo de
glicerol pela noradrenalina sozinha.

A co-incubagdo prazosin e noradrenalina no meio de incubacdo induziu um lipdlise
significativamente maior quando comparada a noradrenalina sozinha. Segundo Bylund
(1992), o prazosin também apresenta uma acdo antagdnica no adrenoceptor o, Este
subtipo de adrenoceptor a, foi descrito em adipdcitos de humanos (LAFONTAN &
BERLAN, 1995) e pode explicar esta lipdlise aumentada na presenca de noradrenalina
combinada com o prazosin comparada a lipdlise resultante da incubacdo apenas com
noradrenalina.

A comparacdo das curvas de noradrenalina na presenca de prazosin (1uM) entre
homens e mulheres mostrou uma resposta semelhante ao da curva de noradrenalina sem o
antagonista, com uma liberagdo de glicerol menor nos adipdcitos isolados das mulheres em
todas as concentracdes da noradrenalina, mas com diferenca estatistica significativa apenas
na concentracdo de 0,1uM. A razdo para esta liberacdo menor em adipdcitos isolados de
mulheres, provavelmente estd relacionada uma atividade [-adrenérgica maior em
individuos do sexo masculino.

Além da comparacdo da lipdlise estimulada pela noradrenalina na presenca ou
auséncia do prazosin entre os sexos, também analisamos a drea sob a curva dos individuos
estudados para estas duas condi¢des.

Em ambos os tratamentos verificamos uma drea sob a curva maior nos individuos

do sexo masculino comparada a drea das mulheres. Isso demonstra uma maior exposi¢ao
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dos adrenoceptores nestes individuos, o que também seria responsdvel por esta lipdlise
aumentada.

Quando juntamos todos os individuos analisados na pesquisa, os resultados obtidos
conferem com os dados encontrados na literatura, mostrando que na presenca de
catecolaminas observa-se um aumento da lipdlise basal, o que ja foi demonstrado em ratos
(GRASSI-KASSISSE et al., 2003), camundongos (ROBIDOUX et al., 2006) e em
humanos (MAURIEGE et al., 1995; HELLSTROM et al., 1996; JENSEN et al., 1996;
DIVERTIE et al., 1997). Em alguns pontos da curva de noradrenalina nesta condicdo e
quando as mulheres foram analisadas isoladamente, encontramos diferencas significativas
entre as concentracdes utilizadas, mostrando um comportamento dose-resposta da curva de
noradrenalina para estes adipdcitos. Apesar de nao encontrarmos esta diferenca nos homens
estudados, acreditamos que este comportamento também ocorra nestes adipdcitos, mas
devido ao valor do erro padrdo da média em alguns pontos isto ndo foi observado.

O outro objetivo de nosso trabalho foi quantificar a producdo de lactato pelos
adipdcitos isolados de individuos eutréficos. Esta funcdo dos adipdcitos ainda €
relativamente recente, € em virtude disto as pesquisas que demonstram a producdo deste
marcador metabdlico em adipdcitos ainda sdao poucas. Os trabalhos que mostram a
producio de lactato pelo tecido adiposo de humanos sdo realizados com uma metodologia
diferente da descrita em nosso estudo. A producdo de lactato descrita nestas pesquisas
utiliza a técnica de microdidlise que através da perfusdo do tecido adiposo subcutaneo,
quantifica o lactato (HENRY et al, 1996; SANDQVIST et al., 2001). Entretanto, a
quantificacdo de lactato pelos adipdcitos isolados do tecido adiposo de humanos ainda nao

foi descrita na literatura.
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O lactato produzido pelos adipdcitos é proveniente da captacdo da glicose pelas
células adiposas que convertem aproximadamente 5-10% desta glicose captada em lactato,
no caso de adipécitos pequenos (DIGIROLAMO et al., 1992; FAINTRENIE & GELOEN,
1996), mas que também pode alcancar valores maiores como, 35-40% da glicose captada,
em adipdcitos de maior tamanho (CRANDALL et al., 1983).

Em condi¢des patoldgicas estes valores podem aumentar ainda mais, como foi
observado em animais obesos e diabéticos, que convertiam de 50 a 70% da glicose captada
em lactato (NEWBY et al., 1989).

Experimentos in vivo com a colocagdo de canulas em veias superficiais do abdome
ou utilizando técnicas de microdiélise, confirmaram participacao significativa da produgao
de lactato pelo tecido adiposo de todo o organismo (FRAYN et al., 1993; JANSSON et al.,
1994).

Até o presente momento, os estudos que relatam esta producdo de lactato pelo
tecido adiposo, conferem aos adrenoceptores a; o papel de tinico responsavel pela captacao
da glicose que posteriormente é convertida em lactato.

E conhecido na literatura que a ativacio dos adrenoceptores o; promove a hidrélise
do fosfatidilinositol 4,5 — bifosfato, numa reagdo catalisada pela enzima fosfolipase C,
juntamente com a proteina Gg/11, uma proteina da familia das proteinas G, transformando-o
em inositol - 1,4,5 — fosfato. Este composto promove a liberagdo do célcio armazenado no
reticulo sarcoplasmadtico e do diacilglicerol. O célcio e o diacilglicerol ativam a proteina

quinase C (ZHONG & MINEMAN, 1999).
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Os lipideos presentes na via do fosfatidilinositol 4,5 — bifosfato também servem
como substrato para o fosfatidilinositol — 3 — quinase que foi determinada como
fundamental para promover o transporte de glicose (KELLY et al., 1992).

A incubac¢do dos adipdcitos com a noradrenalina, que foi realizada neste estudo,
teve por objetivo determinar a quantidade de lactato produzida por estas células. Tanto nos
individuos do sexo masculino quanto nos individuos do sexo feminino, tivemos uma
producdo lactato aumentada quando estimulamos com a noradrenalina comparada aos
valores basais de cada sexo.

A producdo basal de lactato, e a estimulada pelas catecolaminas, ja foi observada
em ratos Sprague-Dawley. De acordo com o estudo de Faintrenie & Géloen (1996), a
producdo basal de lactato (média + EPM) nos animais utilizados no estudo foi de 0,07 +
0,02 pmol/10°células.15min.

Nossos resultados também mostraram que a produgdo basal de lactato é bem inferior
a quantidade de glicerol que € produzida. Nas mulheres estudadas a producdo de lactato
basal foi de 0,12 + 0,02 umol/ 106célu1as.6Omin, enquanto que em homens este valor foi de
0,10 + 0,01 umol/10°¢élulas.60min.

Se compararmos os dois resultados observamos que a producdo de lactato em ratos
estd expressa no tempo de 15 minutos, enquanto que no caso dos adipdcitos de humanos o
tempo € de 60 minutos. Quando ajustamos o valor desta liberacdo de lactato para 60
minutos nos ratos, chegamos a um valor de 0,28 + 0,08 pmol/ 10°células.60min. Este valor
indica uma libera¢do mais acentuada de lactato em ratos do que em humanos.

Outros estudos realizados em nosso laboratério indicaram que a producao de lactato

estimulada pela noradrenalina em ratos da linhagem Wistar (Rattus norvergicus) apresenta
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uma resposta maxima de liberacdo na concentracao de 0,01uM. Hatore (2006) verificou
uma producgdo de lactato de 0,29 + 0,03 pwmol/ 10°células.60min. em adipdcitos isolados de
ratos. No trabalho de Almeida (2006) foi verificada uma produgao de lactato de 0,17 + 0,03
também em adipdcitos isolados de ratos para a mesma concentracao de noradrenalina. No
caso dos adipdcitos de humanos eutréficos, a liberagio maxima foi observada na dose de
0,1uM, tanto para os homens quanto para as mulheres.

Estes dados podem ser indicativos de uma maior densidade de adrenoceptores o
em ratos do que em humanos, e pode ser o motivo da maior quantidade de lactato
produzida nos animais. Existem poucos estudos relacionados com os subtipos de
adrenoceptores o; em adipdcitos isolados, mas que ajudam a sustentar esta hipdtese.
Cotecchia er al. (1988) foi o responsdvel por clonar o primeiro adrenoceptor o;p, que
depois foi constatado como sendo o subtipo predominante de adrenoceptor em adipdcitos
isolados de ratos (TORRES-MARQUES et al., 1992). Este subtipo apresenta uma
densidade maior nestes adipdcitos comparado aos adipécitos de humanos (COTECCHIA et
al., 1988).

Apesar de ndo encontrarmos diferenca estatisticamente significativa quando a
producdo de lactato estimulada pela noradrenalina foi analisada entre os géneros, a
quantidade de lactato produzida pelos adipdcitos isolados de mulheres foi maior comparada
a dos homens. Na andlise da drea sob a curva para liberacdo do lactato estimulada pela
noradrenalina, observamos um comportamento oposto ao do glicerol com uma drea maior
para as mulheres comparada a drea sob a curva dos homens estudados. Este dado pode ser
indicativo de uma possivel produ¢do maior de lactato pelo tecido adiposo de individuos do

sexo feminino, entretanto, ainda € necessdrio um nimero maior de experimentos, bem
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como a utilizagdo de outros agonistas para confirmar esta hipdtese. Outra importante
ferramenta que auxiliaria a compreensdao destes dados seria a quantificacio dos
adrenoceptores o; do tecido adiposo visceral de humanos, o que ainda ndo é encontrado na
literatura.

Quando colocamos todos os individuos analisados juntos tivemos um resultado
semelhante aos resultados descritos para a producdo basal de lactato pelos adipdcitos
isolados de ratos (FANTRENIE & GELOEN, 1996) com estimulo significativamente maior
em todas as concentracdes utilizadas de noradrenalina.

Na presenca de noradrenalina tanto para todos os individuos juntos, mas também
quando foram separados por sexo, verificamos diferencas entre as concentracdes de
noradrenalina utilizadas, da mesma maneira como ocorreu para o glicerol o que também
sugere um comportamento dose-resposta para este marcador metabolico.

Como para ratos estd descrito que sao os adrenoceptores o que estdo envolvidos na
producio de lactato, verificamos a influéncia deste subtipo de adrenoceptor na producao de
lactato, combinando a incubac¢do dos adipdcitos com noradrenalina juntamente com o
prazosin (1uM).

Como descrito anteriormente, o prazosin apresenta a fungcdo de antagonista
o1 (PAUL et al., 1999), além da funcdo de antagonista o, (BYLUND, 1992). Era esperado
que esta combinacdo promovesse uma liberacdo de lactato menor do que aquela
proporcionada pela incubacdo apenas com noradrenalina. Entretanto, nossos resultados
mostraram que o prazosin foi eficaz em induzir uma inibi¢do significativa da liberacdo de
lactato apenas na concentracdo de 0,1uM e em ensaios onde os adipdcitos foram isolados

do tecido adiposo de mulheres. Para os individuos do sexo masculino, € mesmo quando
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juntamos todos os participantes da pesquisa, o prazosin nao alterou a quantidade de lactato
induzida pela noradrenalina.

Estudos recentes em nosso laboratério verificaram o mesmo efeito quando os
adipdcitos isolados de ratos Wistar e de individuos obesos foram incubados com o prazosin
(1uM) (ALMEIDA, 2006; FRANCESCONI et al., 2006).

Estes resultados tém direcionado as pesquisas de nosso laboratério para outros
adrenoceptores que possam estar influenciando a produgcdo de lactato, além dos
adrenoceptores o. A incubac¢do dos adipdcitos isolados de rato com a cirazolina, um
agonista a, isoladamente, e juntamente com a isoprenalina, um agonista 3, mostrou que a
captacao de glicose foi maior nos adipdcitos que foram incubados em conjunto com os dois
agonistas comparado aos adipdcitos incubados apenas com a cirazolina. Como a quantidade
de glicose captada estd diretamente relacionada com a quantidade de lactato produzida,
estes dados podem explicar porque a presenca de prazosin ndo foi suficiente para inibir a
acdo da noradrenalina que também atua via adrenoceptores f3.

Estes experimentos sdo extremamente recentes € foram realizados apenas com os
adipdcitos isolados de ratos. Com esta técnica de isolamento de adipdcitos do tecido
adiposo humano implantada em nosso laboratério serd possivel investigar melhor como os
diferentes subtipos de adrenoceptores estdo envolvidos na producdo de lactato pelos

adipdcitos de humanos.
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6. CONCLUSOES

Os resultados permitem concluir que a técnica de isolamento de adipdcitos em
individuos eutréficos foi implantada com sucesso, haja vista a reproducdo fidedigna de
resultados cldssicos e amplamente reportados na literatura cientifica. Concluimos também
que os adipdcitos isolados de tecido adiposo humano sdao produtores de lactato e que a
noradrenalina estimula esta producdo sendo afetada parcialmente pelo bloqueio dos
adrenoceptores o, quando analisada a drea sob a curva. Além disto, em individuos
eutroficos a producdo de lactato pode sofrer influéncia do género, entretanto outros estudos

ainda sdo necessarios para se confirmar esta hipotese.
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