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RESUMO

O adipécito € a unidade funcional do tecido adiposo branco e o principal
reservatorio de energia, tendo um papel chave na investigacdo fisiologica dos mecanismos
controladores da estocagem ¢ mobilizag&o de lipideos e hoje sabe-se ser um importante
sitio produtor de lactato. A obesidade ¢ o diabetes tipo Il estdo associados, no homem, com
um aumento na concentragdo de lactato sangliineo e € mediado pelo adrenoceptor subtipo
0. Iniciamos este trabalho avaliando a relagfo das concentragdes plasmaticas de glicose,
insulina ¢ lactato em individuos normais e individuos obesos morbidos antes e durante a
realizac@o do clamp euglicémico-hiperinsulinémico. Apenas a insulinemia no jejum estava
aumentada significativamente no grupo de homens obesos o que sugere foriemente que
existe uma menor sensibilidade a insulina neste grupo experimental. O indice de HOMA
neste estudo apontou para uma maior resisténcia insulinica no grupo de homens obesos, que
foi significativamente maior principalmente ao final do clamp, sendo inclusive maior para
homens obesos em relago a mulheres obesas. Verificamos uma inter-relacdo importante
com a hiperinsulinemia, pois 4 medida que a insulina aumenta aoc longo do clamp, a
concentragdo de lactato decresce significativamente. As concentragdes plasmaticas de
lactato apresentaram-se bastante elevadas em individuos com IMC entre 40-55 Kg/m?,
diminuindo a medida que o IMC estava proximo de 70 kg/mz. No tempo 180 de clamp do
grupo obeso, a concentra¢do de lactato caiu a ponto de alcancar numericamente os valores
basais do seu respectivo grupo controle. Os adipocitos isolados de obesos morbidos
produziram mais glicerol em todas as concentragdes utilizadas de noradrenalina em relagéo
ao grupo de eutrdficos, inclusive no basal. Quando foi adicionado o prazosin (1uM}), houve

um aumento na producdo de glicerol. Em nossos ensaios observamos que o tecido adiposo
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isolado de obesos apresenta uma produgdo basal de lactato significativamente elevada.
Quando o estimulo utilizado foi a noradrenalina, a producdo foi significativamente maior
em adipocitos 1solados de obesos quando comparados a eutréficos. A quantidade de lactato
produzida pela noradrenalina em adipdcitos i1solados de obesos foi semelhante aquela
produzida pela cirazolina, agonista seletivo de adrenoceptores o). Nenhum antagonista
utilizado, prazosin, WB4104 ou BMY7378, produziu qualquer efeito sobre a produgédo de
lactato, seja em eutroficos ou obesos. Quando a produgdo de lactato em adipdcitos isolados
foi induzida pela insulina, ndo houve diferenca significativa na quantidade de lactato
produzida por adipocitos de obesos quando comparados com eutréficos, exceto na
concentragdo de 500 pU/ml. A estimulacdo maxima induzida pela insulina em eutroficos
foi de 3 vezes e foi maior que aquela observada em adipdcitos isolados de obesos que foi de
2.4 vezes. Estes resultados permitem inferir que ndo € a insulina o principal secretagogo de
tactato responsavel pela producdo aumentada em adipécitos 1solados de obesos. Por outro
lado, quando co-incubamos noradrenalina com crescentes conceniragdes de insulina
pudemos observar uma produgfio de lactato significativamente mais elevada, em todos os
pontos, proveniente de adipdcitos isolados de obesos. Podemos concluir que os adipocitos
de individuos obesos produzem lactato diferencialmente em relagdo ao género, e este
lactato pode estar sendo usado em outras vias metabolicas auxiliando no desencadeamento

das patologias relacionadas a obesidade.
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ABSTRACT

The adipocyte is the functional unit of fat white and the main reservoir of energy,
taking a key role in research physiological mechanisms of control of storage and
mobilization of lipids and today it is known to be an important site producer of lactate.
Obesity and type II diabetes are associated, in humans, with an increase lactate
concentration in the blood. We started this work lactate and is mediated by adrenoceptor
subtype evaluating the relationship plasma concentrations of glucose, insulin and lactate in
normal and morbid obese subjects before and during the clamp euglicémico-
hiperinsulinémico. Only in fasting insulin was increased significantly in the group of obese
men which strongly suggests that there is less sensitivity to insulin in this group
experimental. The HOMA index of this study pointed to a Jarger group of insulin reststance
In obese men, which was significantly higher mainly the end of the clamp, and even higher
for obese men regarding obesity women. We find an important inter-relationship with
hyperinsulinemia, because that will measure the insulin increases over the clamp, the
concentration of lactate decreases significantly. Plasma concentrations of lactate had to be
quite high 1n individuals with BMI between 40-55 Kg/m2, decreasing as a BMI of 70
kg/m2 was next. At the time 180, clamp the obese group, the concentration of lactate fell
about to reach numerically the baseline of their respective control group. The isolated
adipocytes of obese morbid produced more glycerol concentrations used in all of
norepinephrine in the group of eutrophic, including the basement. When the addition of
prazosin (1 M) there was an increage in the production of glycerol. In our tests foundu that
the fat 1solated from obese presents a production base of lactate significantly high. When

the stimulation was used to norepinephrine, the production was significantly higher in
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isolated adipocytes of obese compared to eutrophic. The amount of lactate produced by
norepinephrine in isolated adipocytes of obese was similar to that produced by cirazolina,
of selective 1. None antagonist used, prazosin, WB4104 or BMY7378,c adrenoceptor
agonist produced no effect on the production of lactate, in eutrophic or obese. When the
production of lactate 1n isolated adipocytes was induced by insulin, there was no significant
difference in the amount of lactate produced by adipocytes of LU / ml. The obese compared
with eutrophic, except to the concentration of 500 maximum stimulation induced by insulin
in eutrophic was 3 times and was higher than that observed in isolated adipocytes of obese
which was 2.4 times. These results indicate that it is not the main insulin secretagogo of
lactate responstble for increased production in isolated adipocytes of obese. On the other
hand, when co-incubated with noradrenaline the concentrations of insulin have seen a
lactate production significantly higher, at all points, from isolated adipocytes of obese. We
can conclude that adipocytes of obese individuals produce lactate differentially in relation
to gender, and this lactate may be being used in other metabolic pathways helping to trigger

the diseases related to obesity.
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1. INTRODUCAO

1.1 A epidemia da obesidade: uma perspectiva histérica

Tudo a nossa volta nos reporta a obesidade. Para muitos parece ser algo que vem
tomando forma a apenas alguns anos, no entanto, a obesidade tem uma longa historia.

Desde a pré-historia e em muitas outras épocas a obestdade esteve presente entre 0s
seres humanos.

Nossos ancestrais tinham grande dificuldade para conseguir alimentos € mais ainda
para estoca-los, entdo era necessirio que a natureza se encarregasse de desenvolver
mecanismos fisiologicos eficientes de armazenar energia. Esses mecanismos consistiram de
impulsionar o homem, pela fome, a ingerir uma grande quantidade de calorias, que seriam
armazenadas como gordura no tecido adiposo, para periodos de escassez de alimentos.

Muito mais tarde, na época de Hipdcrates (10.000 A.C.), as “deusas” eram
admiradas por seus quadris, seios e coxas volumosos, mas em seus manuscritos, Hipocrates
ja alertava para o perigo do excesso de peso, afirmando que a morte siibita ocorria mais em
gordos do que em magros,

Nio se sabe ao certo o padrio de beleza na antiguidade, mas podemos inferir
através das esculturas e pinturas gregas e romanas de Afrodite ou “Vénus”, pois sendo a
deusa do amor, poderia ser também uma referéncia de beleza para aquela época. Ela era
retratada como uma mulher com bonitos seios e cochas grossas, um padrio bem
interessante de beleza da época.

A historia da arte modifica o conceito de beleza feminina, como com os pintores
Renotr (século VIII), Ticiano e Degas (século XVI) que retratavam mulheres com corpos

volumosos, denotando beleza e saide. Mas obras entre os séculos XII ¢ XX de Peter Paul



Rubens (1577-1640), ja passaram a retratar corpos de damas magras, porém com formas
delineadas, entdo o conceito de que excesso de gordura é sindnimo de beleza cai.

A preocupacdo com a obesidade ndo é recente como pudemos ver anteriormente,
mas sua mensura¢io mais acurada s6 foi possivel quando Adolph Quetelet em 1832,
apresentou o indice de Massa Corporea (IMC) a sociedade académica, que media a
obesidade da pessoa ao dividir seu peso pelo quadrado de sua altura.

Além de medidas mais precisas da obesidade, tais como relagdo cintura-quadril,
dobra cutanea, ultra-som, bioimpedéncia entre outras técnicas, os padrfes nutricionais
também sofrem modificacdes a cada século, acompanhando modificagBes sociais,
econdmicas e culturais (MENDONCA & ANJOS, 2004), resultando em mudangas na dieta
dos individuos.

0 século XX foi marcado pelo uso de dietas ricas em agucares, gorduras, produtos
refinados e de baixo valor nutricional juntamente com o declinio progressivo de atividade
fisica, o que tem colaborado para o aumento na prevaléncia de obesos no mundo

(KUMANYIKA, S.K_, 2001; BOUCHARD, C., 1991).

1.2 Prevaléncia de obesidade no Brasil ¢ no mundo
A obesidade é a forma mais comum de ma nutri¢do, contribuindo para o surgimento
de diversas co-morbidades decorrentes do excesso de peso corporal, do padrdo alimentar
inadequado e da resisténcia insulinica (FRANCISCHI et a/., 2000, F LEGAL, et al., 2002).
A Organizagio Mundial de saide (OMS) classifica a obesidade baseando-se no
indice de Massa Corporal (IMC) e no risco de mortalidade associada. Assim, considera-se

obesidade quando o IMC estd acima de 30 kg/mz. Quanto a gravidade a OMS detine



obesidade grau I quando o IMC situa-se entre 30 ¢ 34,9 kg/m?, obesidade grau II quando
IMC situa-se entre 35 e 39,9kg/m” e obesidade grau IIl quando o IMC ultrapassa 40kg/m’.

A prevaléncia de sobrepeso ¢ obesidade vem aumentando rapidamente no mundo,
sendo considerada um importante problema de saiude publica para os paises desenvolvidos
¢ em desenvolvimento (POPKIN & DOAK, 1998; OMS, 2002).

Nos adultos, IMCs médios de 22-23 kg/m2 sdo encontrados na Africa e na Asia,
enquanto que IMCs de 25-27 kg/m® sdio mais comuns em paises da America do Norte,
Europa, América Latina, Africa e Ilhas do Pacifico (OMS, 2002).

Atualmente h& mais de um bithio de adultos com excesso de peso ¢ pelo menos 300
milhdes deles apresentam obesidade clinica (OMS, 2002), variando de valores inferiores a
5% na China, Japdo e alguns paises Africanos. Mas mesmo em paises com baixos indices
de obesidade, esses valores podem sofrer grande flutuagdo de acordo com a cidade
analisada.

A obesidade infantil acompanha a dimensdo epidémica da obesidade adulta, no
mundo existem em torno de 18 milhSes de criancas obesas. Nos EUA, o Surgeon General,
a maior autorrdade em satide daquele pais, afirma que desde 1980 triplicou-se 0 nimero de
criancas e adolescentes obesos (OMS, 2002).

A obesidade ¢ responsavel por 2 a 6% do custo em atencio 4 satide em varios paises
em desenvolvimento. Os verdadeiros custos sfio indubitavelmente mais altos, uma vez que
nem toda patologia associada a obesidade é icluida nos calculos (SICHIERI et al., 2007).

No Brasil, no momento em que o pais se mobiliza para combater a fome, o IBGE
(2002-2003) divulga que 40% da populagéio brasileira esta acima do peso. Conclusio que a
principio pode parecer algum erro de estatistica, mas que confirma o padrio alimentar atual

do brasileiro (¢ no mundo todo): dietas ricas em carboidratos e gorduras, que sdo
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prontamente degustadas por individuos com pouco tempo € dinheiro para buscar opgdcs
menos caloricas (GARCIA, 1997; MONTEIRO et al., 2004, ABESO, 2008).

No Brasil, diversas frentes de trabalho de instituigdes de pesquisa de renome no
pais, se unem num grande esforgo de combate ao aumento na prevaléncia de obesidade,
seja com foco no desenvolvimento de novos alimentos, na reeducagdo alimentar, no
acompanhamento psicoldgico de grupos de obesos, ou ainda através da preparacdo dos
pacientes com obesidade moérbida para cirurgia de redugao de estdmago.

Sendo a obesidade uma condigio médica crdnica de etiologia multifatorial, o seu
tratamento envolve vérias abordagens (nutricional, uso de medicamentos antiobesidade e
pratica de exercicios fisicos, SEGAL & F ANDINO, 2002). Entretanto, varios pacientes ndo
respondem a essas manobras terapéuticas, necessitando de outras intervencdes, como a
cirurgia bariatrica, que tem se mostrado de grande auxilio na condugéo clinica de alguns

casos de obesidade (FANDING et al., 2004).

1.3  Obesidade/sindrome metabdlica

Como vimos anteriormente, a obesidade é provavelmente o distirbio metabolico
mais antigo, havendo relatos desse distirbio em mumias egipcias e esculturas gregas
(BLUMENKRANTZ, 1997) e esta sendo considerada uma epidemia mundial, presente
tanto em paises desenvoividos como em desenvolvimento (POPKIN & DOAK, 1998). O
aumento de sua incidéncia esta distribuido em todas as racas e sexo, atinginde a populagéo
na faixa dos 25-44 anos (BLUMENKRANTZ, 1997).

A obesidade é um problema nutricional, com componentes ambientais,

comportamentais, socioecondémicos e genéticos. Esta doenga resultante do balanco



energético positivo pode ser definida em termos de aumento do peso corporal, ou aumento
da gordura corporal fotal (FRANCISCHI et al., 2000).

A associagdo da obesidade a outras patologias cronicas ¢ denominada “sindrome
metabolica”, embora existam desencontros na defini¢o de sindrome metabolica, pois nfo
hé uma descrigio internacional definitiva dessa sindrome.

Foi em 1988, em uma conferéncia que Reaven denominou de sindrome “X” a
associacdo existente entre individuos com os mesmos fatores de risco. O denominador
comum era representado pela resisténcia a insulina. Ele sugeriu cinco conseqiéncias, todas
elas com um maior risco de doenca cardiovascular: intolerancia a glicose, hiperinsulinemia,
aumento de trighicérides, diminuigdo do HDL colesterol ¢ hipertenséo arterial.

Segundo a Sociedade Brasileira de Diabetes, a sindrome metabolica € um transtorno
complexo, caracterizado por uma série de fatores de risco cardiovasculares, relacionados
com resisténcia a insulina e obesidade abdominal.

As sociedades médicas sugerem alguns métodos para detec¢fio dos individuos
portadores de sindrome metabélica. O Consenso sobre sindrome metabélica (2004) sugeriu
gue individuos portadores de trés ou mais dos seguintes critérios devam ser considerados
como portadores de sindrome metabdlica:

- Obesidade abdominal (visceral), medida ao nivel médio do abdémen: cintura >

102 c¢m para homens ¢ > 88 para mulheres;

- Hipertrigliceridemia: > 150 mg/dl;

- HDL colesterol: <40 mg/dl em homens ¢ <50 mg/dl em muiheres;

- Hipertensfo arterial sistémica: >130/85 mmHg;

- Glicemia de jejum: >110 mg/dl (recentemente a Sociedade Americana de

Diabetes sugeriu que os valores de normalidade para a glicemia de jejum fossem
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reduzidos para, no maximo, 99 mg/dl, sendo possivel que esse critério seja
adotado também para sindrome metabélica).
Recentemente, o International Diabetes Federation (IDF, 2005), sugeriu como
critérios:
Obesidade central cujos limites possa variar conforme a etnia. Assim para europeus
sugeriu para medidas da circunferéncia da cintura os valores de 94 cm para homens ¢ 80 cm
para mulheres, para asiaticos 90 e 80 ¢cm ¢ para japoneses 85 e 90 cm.

E dois ou mais dos seguintes critérios:

Hipertrigliceridemia > 150 mg/dl ou estar em tratamento especifico;

HDL colesterol: < 40 mg/dl em homens ¢ <50 mg/dl em mulheres ou estar em

tratamento especifico;
- Hipertensdo arterial sistémica: >130/85 mmHg, ou tratamento de hipertenséo
diagnosticado previamente;

- Glicemia de jejum: >100 mg/dl, ou diabetes tipo 2 diagnosticado previamente.

1.3.1 Aspectos genéticos

A obesidade ndo ¢ uma desordem singular, ¢ sim um grupo heterogéneo de
condices com multiplas causas, que em ultima analise resultam no fendtipo da obesidade.
Os principios mendelianos ¢ a influéncia do gendtipo na etiologia desta desordem podem
ser atenuados ou exacerbados por fatores ndo-genéticos, como o ambiente externo
(SNYDER er al, 2004) e interagdes psicossociais que atuam sobre mediadores fisiologicos
de gasto e consumo de energia (MARTINEZ & FRUBECK, 1996; JEBB, 1997,

MARQUES-LOPES et al., 2001 e 2004; CORBALAN et al., 2002).



Neste sentido, os genes intervém na manutencdo do peso e gordura corporal estavels
ao longo do tempo através da sua participagdo no controle de vias eferentes (leptina,
nutrientes, e de mecanismos centrais), ¢ de vias aferentes (insulina, catecolaminas, sistema
nervoso auténomo) (MARTINEZ & FRUBECK, 1996). Assim, o balango energético, do
qual participam a energia ingerida e a energia gasta, parecem depender da heranga genética
(BOUCHARD et al., 1988; RODRIGUES & BOGUZESWISKI, 1999; SCHWARTZ et al.,
2000), podendo afetar ambas as partes da equagdo (apetite e gasto).

Acredita-se que a dieta ocidental e um estilo de vida sedentéario contribuam para o
desenvolvimento da obesidade em individuos geneticamente predispostos (SPIEGELMAN
& FLIER, 2001). Embora os excessos alimentares ¢ o sedentarismo estejam implicados no
aumento global da prevaléncia da obesidade, ha evidéncias de que a genética contribui
substancialmente para a regulagdo do peso corporal. Estudos de correlagdo de Indice de
Massa Corporal (IMC) em gémeos monozigéticos, gémeos dizigéticos, irméos biologicos e
adotivos sugerem que a heranga da obesidade ¢ de 50-90% (BARSH ef al., 2000).

A nivel populacional, o componente genético da obesidade € expresso como
herdabilidade, que pode ser expressa como gordura corporal total de um individuo ou
segundo a distribuicdo da gordura corporal (BOUCHARD et al., 1988). Ha evidéncias a
partir dessas analises genéticas, que a obesidade ¢ uma desordem poligénica (BEALES &
KOPELMAN, 1996).

O estudo da heranca na obesidade ¢ diffcil por se tratar de uma desordem poligénica
complexa (BEALES & KOPELMAN, 1996). Diversas mutagdes associadas 4 obesidade
foram recentemente identificadas, embora ndo tenha sido possivel definir relagéo entre o

produto do gene mutado ¢ o distiirbio do balango energético (LEE et al., 2002).



Segundo a Organizacdo Mundial de saude (WHO, 1990), a ocorréncia de obesidade
nos individuos reflete a interagdo entre aspectos dietéticos e ambientais com predisposi¢do
genética. Contudo, existem poucas evidéncias de que algumas populagdes sdo mais
susceptiveis 4 obesidade por motivos genéticos, o que reforga serem os fatores alimentares
— em especial a dieta e a atividade fisica — responséveis pela prevaléncia da obesidade em

diferentes grupos populacionais (WHO, 1990).

1.3.1 Aspectos nutricionais

Os danos a saude decorrente do consumo insuficiente de alimentos (desnutrigdo), ou
do consumo excessivo (obesidade) ¢ hda muito tempo conhecidos pelos seres humanos. A
relagdo entre consume de gorduras saturadas e o desenvolvimento de doenga coronariana
for das primeiras a ser comprovada cientificamente (KEYS, 1970; KEYS er al., 1984,
STAMLER & SHEKELLE, 1988).

O risco de cancer colo-retal, mama e préstata parece aumentar com o consumo de
dietas ricas em gorduras saturadas, enquanto o consumo de leguminosas, frutas e legumes
parece exercer um efeito protetor em relagéio ao desenvolvimento dessas doengas (WORLD
CANCER RESEARCH FUNDATION, 1997).

Estudos populacionais demonstraram uma forte associagho entre 0 consumo
habitual de sal e a pressdo arterial nos individuos estudados (INTERSALT
COOPERATIVE RESEARCH GROUP, 1988).

Dictas ricas em carboidratos complexos sfo consideradas uteis na prevengdo de
obesidade, de varios tipos de céncer, para o controle da hiperlipidemia e do Diabetes

mellitus (WHO, 1990).



A maior parte dos estudos sobre a relagdo entre as caracteristicas da dieta e
obesidade evidencia uma associagfio positiva entre propor¢do de energia procedente de
gorduras ¢ risco de obesidade, ainda que as associacdes obtidas em estudos populacionais
alcancem magnitude inferior 4 evidenciada em estudos experimentais (BRAY & POPKIN,
1999).

A obesidade, por sua vez, aumenta a risco de diversas doengas crénicas na idade
adulta, destacando-se doencas cardiovasculares, Diabetes mellitus tipo II, problemas
locomotores e certos tipos de canceres (WHO, 1998).

O acumulo de evidéncias que associam caracteristicas da dieta ao estado de satde
dos individuos, levou a Organizacdo Mundial de Saide (WHO) a estabelecer limites
maximos de consumo de gorduras, acidos graxos saturados, agucar, colesterol e sal ao
mesmo tempo em que incentivou o consumo de carboidratos complexos, verduras, frutas e
legumes, como consumo minimo diario (WHO, 1998 ¢ 1990).

Dietas inadequadas, com elevado teor de lipidios, energia e carboidratos simples
podem ser consideradas fatores de risco para doengas cronicas e obesidade (NICKLAS et
al., 2001). Com o padrfio atual de alimentagéo da populagdo brasileira, incluindo adultos e
criangas, ¢ importante que se preconize a preven¢fo de doengas associadas a obesidade
através da informagdo da importéncia da ades@o a reeducagéo alimentar e a necessidade da
mudanca no estilo de vida, orientado por profissionais da area que utilizarfo técnicas
adequadas para a mudanga no comportamento ajimentar (KRAUSS ez al., 2000).

Programas que enfatizam mudangas no estilo de vida, como redugéo do consumo de
energia e pratica de atividade fisica, proporcionam uma redugfo de peso de 5 a 7%, o que

methora sensivelmente os parAmetros fisiologicos alterados pela obesidade, como



resisténcia a insulina, hipertensdio e dislipidemias (ROSS er al., 2000; PEREIRA er al,

2002; FOSTER et al., 2003).

1.3.1 Firmacos utilizados no controle da obesidade

A obesidade é um problema nutricional, com componentes ambientais,
comportamentais, socioecondmicos e genéticos, como visto anteriormente. Esta doenca
resultante do balango energético positivo pode ser definida em termos de aumento do peso
corporal, ou aumento da gordura corporal total.

Os mecanismos que participam da regulagdo da ingestdo de alimentos sio:
hormonal, metabolico e neural (RODRIGUES et af., 2003; GELONEZE & PAREJA , 2006;
VELLOSO, 2006).

O tratamento da obesidade constitui um grande desafio. Por um lado muito se sabe
das altera¢des metabolicas que ocorrem com o obeso e das mudangas comportamentais
(hébitos alimentares e atividade tisica), necessarias para o tratamento deste problema. Por
outro [ado, os pacientes tém muita dificuldade em aderir as modificagdes recomendadas.

O tratamento farmacolégico da obesidade estd indicado quando o paciente tem um
IMC maior que 30, ou quando o individuo tem doengas associadas ao excesso de peso e
IMC maior que 25 em situagdes em que o tratamento com a dieta, atividade fisica e
mudangas comportamentais néio foram suficientes (HALPERN & MANCINI, 2002).

Os medicamentos atualmente disponiveis para o tratamento da obesidade podem ser
classificados de acordo com seu modo de agdo: serotoninérgicos e catecolaminérgicos
(sacietégeno) reduzem a ingestdo de alimento por aumentarem a saciedade;
catecolaminérgicos (anorexigenos), sdo os medicamentos classicos de inibigdo do apetite

que reduzem a fome do individuo; serotoninérgicos, indicados para comedores
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compulsivos, e os inibidores da absor¢do de gorduras (HALPERN & MANCINI, 2002,

HANG & DALE, 2004).

1.3.1 Cirurgia bariatrica

Sendo a obesidade uma condigdo médica cronica de etiologia multifatorial, o seu
tratamento envolve multiplas abordagens (nutricional, uso de medicamentos anti-obesidade
e pratica de exercicios fisicos, SEGAL & FANDINO, 2002). Entretanto, varios pacientes
ndo respondem a estas manobras terapéuticas, necessitando de outros recursos.

A cirurgia bariatrica tem se mostrado uma técnica de grande auxilio na condugdo
clinica de alguns casos de obesidade. A indicagdo desta interven¢do vem crescendo
atualmente e baseia-se numa analise abrangente de multiplos aspectos dos pacientes.

Aspectos clinicos e cirurgicos da obesidade morbida: sdo candidatos para o
tratamento cirurgico (cirurgia bariatrica) os pacientes com IMC > que 40 Kg/m? ou com
IMC > que 35 kg/m® associado a comorbidades (hipertensdo arterial, dislipidemias,
diabetes tipo 2, apnéia do sono, entre outras).

A sele¢do de pacientes requer um tempo minimo de 5 anos de evolu¢do da
obesidade e histéria de faléncia do tratamento convencional realizado por profissionais
qualificados (CONSENSO LATINO AMERICANO DE OBESIDADE, 1999).

O tratamento cirurgico da obesidade, também conhecido como cirurgia bariétrica,
esta baseado fundamentalmente em 4 modalidades técnicas (PAREJA et al., 2006):

- Técnica restritiva: visa diminuir a capacidade volumétrica do estdmago, criando a
sensagdo de saciedade com a ingesta de pequena quantidade de alimento.

o Técnica de Mason

o Banda gastrica
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Técnica disabsortiva: visa deixar um estdmago maior € promover um grande
desvio intestinal. O paciente continua comendo bastante mas tem uma menor
absor¢do dos alimentos. A técnica mais conhecida desta modalidade ¢ a de
Scopinaro, que foi desenvolvida pelo médico italiano Scopinaro em 1979.

o Técnica de Scopinaro (ADAMI et al., 1987)
Técnica mista: ela une as duas anteriores, promove uma diminui¢do acentuada
do estdmago e um pequeno desvio intestinal, criando assim uma diminui¢do na
ingesta aliada a uma moderada diminui¢do na absor¢do dos mesmos. E
considerada hoje o padrdo “ouro” das cirurgias de obesidade.

o Capella

o Fobi-Capella
Marcapasso gastrico. E o implante de um estimulador elétrico na parede externa

do estdbmago que transmite ao cérebro sensagdo de saciedade precoce.

Cirurgias Anti-Obesidade e Mecanismos de Acgdo

| |

Restrigdo (R) Disabsorgao (D)

Saciedade (S) Incretina (IN)

Figura 1. Macanismos de acdo dos diferentaes procaedimen-
tos bariatricos: (1) Gastroplastia vertical de Mason; (2)
Baldo intra-gastrico; (3) Banda gdastrica gjustavel; (4) Mar-
capasso gastrico,; (&) Gastroplastia vertical com derivacdo
gostro-jejunal (cirurgia de Fobi-Capelia); (&) Dernvacdo
bilio-digestiva (cirurgio de Scopinara).



A primeira cirurgia realizada para redugdo de peso foi o by-pass (desvio) do
intestino, idealizado por Kremen e Liner em 1954 e retirava mais de 90% de componentes
do intestino delgado (jejuno e ileo), ocasionando uma ma absor¢do intestinal, levando o
paciente a evacuar fezes com alto indice de gordura.

Estas cirurgias conseguiam a perda de peso sem a necessidade de mudanga de
habitos alimentares, porém ocasionavam complicagdes graves como: insuficiéncia hepatica,
cirrose, deficiéncias metabdlicas, entre outras.

Essas complica¢des fizeram com que essas cirurgias ndo fossem mais realizadas e
hoje fazem parte apenas da historia da evolugdo das cirurgias bariatricas.

Em 1967, Mason introduziu uma técnica cirirgica, que se tornou a mais empregada
nos anos 80 e 90, a gastroplastia vertical com bandagem, que apresentava baixos indices de
complicagdes imediatas ou tardias e com mortalidade cirargica quase nula. E uma cirurgia
restritiva que consiste no fechamento de uma porg¢éo do estdmago atraveés de uma sutura,
gerando um compartimento fechado. A utilizagdo de um anel de contengdo resulta em um
esvaziamento mais lento desse “pequeno estdmago”. Com esse procedimento os pacientes
experimentaram uma reducdo em média de 30% do peso total nos primeiros anos.

No inicio dos anos 90, surge uma nova cirurgia que combinava os dois mecanismos
da cirurgia da obesidade, associando a restrigdo alimentar através da redugédo de estomago,
com uma leve ma absor¢do reduzindo apenas 1m do intestino delgado (CAPELLA et al,
1991).

Esta cirurgia foi desenvolvida pelo médico colombiano Rafael Capella. Este
procedimento consiste na redugdo do estomago para se adaptar a um volume menor que 30
ml. A reducdo de volume da cavidade ¢ obtida através da colocagdo de um anel de

contencdo na saida do compartimento formado € conexdo com um alga intestinal. Neste
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caso, a ingestdo de carboidratos pode ocasionar a chamada sindrome de dumping (nauseas,
vOomitos, rubor, dor epigastrica, sintomas de hipoglicemia). Esta cirurgia proporciona
reducdo média de peso de 35% em longo prazo. E uma técnica segura e com baixa

mortalidade.

LEGENDA

1. Es6fago

2. Novo estbmago

3. Anel de Silicone

4. Estdmago excluido
5. Jungéo entre o novo
estdbmago e o intestino
delgado

Figura 2 Sistema gastro-intestinal apos intervengdo bariatrica by-pass Capella

1.4 O tecido adiposo

O conceito de que o excesso de tecido adiposo visceral estd associado as
complicagdes metabolicas e hemodindmicas envolvidas em mecanismos que levam a
doenga cardiovascular aterogénica e hipertensdo arterial, ndo € recente. Em 1947, Vague
descrevia dois tipos de distribuicdo de gordura corporal, o androide, ou masculino e o
ginecoide exteriorizando caracteristicas somaticas femininas.

Quase 10 anos depois, 0 mesmo autor propde que os diferentes tipos de obesidade
eram acompanhados de riscos distintos de complicacdes, a obesidade androide associando-

se com maior freqiiéncia a diabetes, gota e doenga coronariana (VAGUE, 1956).
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Nos anos subsequientes, a 1déia béasica de Vague for confirmada por inimeros
estudos prospectivos (LAPIDUS et al., 1984; DUCIMETIERE et al., 1986, DONAHIRE et
al., 1987) e varias linhas de pesquisa tem mostrado o envolvimento do tecido adiposo na
fisiopatologia da hipertensdo arterial e suas complicagdes (HALL et al., 1993; WARD et
al., 1993; RUMANTIR ef al., 1999).

Atualmente as células adiposas néo sdo tidas apenas como estruturas de sustentacdo
e protegdo, mas como um verdadeiro orgdo dotado de intensa atividade enddcrina e

metabolica (MOHAMED-ALI e al., 1998, GIMENC & KLAMAN, 2005).

1.4.1 Os diferentes tipos de tecide 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 € denominada adipocito (CINTI, 2005).

Estas células apresentam diferentes fun¢fes e diferente anatomia. O adipocito
branco ¢é unilocular, de maneira que ¢ capaz de acumular acidos graxos apos uma refeigéo.
O adipocito marrom € multilocular e apresenta uma grande quantidade de mitocdndrias em
seu interior, o que the confere a coloragfio marrom.

O tecido adiposo marrom € encontrade em mamiferos recém nascidos de
praticamente todas as espécies, sendo que em animais ndo hibernantes diminwt 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,

MERK.LIN, 1973).
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No interior dos adipocitos marrons encontramos a proteina UCP-1, expressa
exclusivamente nestas células e, responsavel pelo desacoplamento da fosforilagdo
oxidativa, o que promove a produgdio de calor neste tipo de célula (SAGGERSON er 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 simpatico realizam a
inervacio deste drgio, estimulando a lipolise, que ¢ a mobilizacdo dos lipideos
armazenados no tecido adiposo resultando na liberagdo de glicerol e acidos 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 a¢do pouco
conhecida (FLIERS, 2003).

Outros estudos mostram ainda, a atua¢do do sistema nervoso autdnomo modulando
fungdes no tecido adiposo, tanto nos aspectos celulares, mas também nos mecanismos
moleculares (YOUNGSTROM & BARTNESS, 1995; KREIER, 2002; BARTNESS, 2002).
Isto ¢ observado para a lipolise/lipogénese, captacéo de glicose estimulada pela insulina, na
expressdo de substdncias pelo adipécito e na regulagio do numero células adiposas

(ROMIIN & FLIERS, 2005).
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1.4.2 O tecido adiposo come 6rgiio endderino

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

Um dos tecidos que apresenta essa fungfio de controle da estocagem de energia € o
tecido adiposo. Até algumas décadas atras, esta era considerada a sua Unica fungdo.
Entretanto, a evolugdo nos procedimentos laboratorial permitiu estudos cada vez mais
aprofundados, de maneira que o tecido adiposo passou a ser considerado um o6rgio
endocrino (GIMENO & KLAMAN, 2005).

Diante destas recentes descobertas, atualmente, iniimeros trabalhos trazem fungdes
atribuidas ao tecido adiposo, que envolvem a participagdo em processos fisiologicos e
patologicos, incluindo os processos inflamatorios e imunes (WARNE, 2003, BAUGUIL,
2005; FANTUZZI, 2005; POND, 2005).

A descoberta da leptina, por exemplo, deixou claro que o tecido adiposo participa
ativamente do controle do dispéndio energético e do apetite, através dos seus efeitos sobre
o sistema nervoso simpatico ¢ fungdo cardiovascular (RUMANTIR et af., 1999).

A década de 90, porém, foi muito além da leptina quanto & caracterizagdio de
moléculas reguladoras da homeostase circulatoria e energética expressas e secretadas pelos

adipocitos. Mostrou que o 1mibidor do ativador de plasminogénio 1 (PAI-I) estava
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aumentado no sobrepeso e obesidade gragas 4 maior expressdo de seu RNAm no tecido
adiposo (LOSKUTOFF & SAMAD, 1998).

Registrou que o angiotensinogénio tinha seus niveis séricos elevados na obesidade
devido & sua maior sintese pelos adipécitos, o que geraria mais angiotensina Il e elevagéo
da pressdo arterial, seja pelos efeitos diretos do peptideo sobre o rim, ou pela ativagdo
simpatica (COOPER ez al. 1997}

Também se constatou que a angiotensina dos adipdcitos participava da regulagéo da
neurotransmissdo simpdtica envolvida no controle do metabolismo lipidico, regulando o
volume dessas células, controlando as enzimas do metabolismo de 4cidos graxos e agindo
como agente modutador do peso corporal (CRANDALL et af., 1994).

Além disso, o adipdcito tem papel importante na interconversfo dos horménios
esteroides (PRINS, 2002; ANDREW ez al., 2005).

O tecido adiposo secreta citocinas que desempenham importante papel na
homeostasia energética, sensibilidade 4 insulina, resposta imunologica e doenga vascular
(PRINS, 2002; FANTUZZI, 2005, GREGOIRE, 2001; XU et al., 2003). Podem por 1sso ser
agrupadas de acordo com a principal fungfio, em adipocinas com funcdo imunolégica,

cardiovascular, metabélica ¢ endécrina (PRINS, 2002).

1.4.3 A producio de adipocinas pelo tecido adiposo

A participagio do tecido adiposo nos processos fisiologicos, patologicos,
inflamatérios ¢ imunes ¢ realizada tanto através da interagdo de horménios, citocinas,
enzimas, e outros fatores produzidos pelos diferentes sistemas do organismo, mas também
através da produgdo de diferentes elementos, realizada pelo proprio tecido adiposo

(WAJCHENBERG, 2000).
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O tecido adiposo secreta adipocinas (citocinas produzidas pelos adipdcitos) que
desempenham importante papel na homeostasia energética, sensibilidade 4 insulina,
resposta imunologica e doenga vascular (PRINS, 2002; FANTUZZI, 2005; GREGOIRE,
2001; XU et al, 2003), como por exemplo, adiponectina, resistina, fator de necrose
tumoral-alfa (TNF-), interleucina-6 (IL-6), adipsina, visfatina, leptina, dentre outras
(FANTUZZI, 2005).

A 1déia que os adipocitos sdo responsaveis pela produgdo de horménios ndo ¢ nova.
Kennedy (1953) propds que um sinal hormonal produzido pelas reservas de energia
estocadas sinalizaria no cérebro para controlar a ingestéio de alimento e o gasto energético.

A participagdo dessas adipocinas nos processos fisioldgicos é feita de diferentes
maneiras, uma vez que elas podem ter atuagfo local ou distante do tecido adiposo, através
de mecanismeos autocrinos, paracrinos € endécrinos (RONTI ez al., 2006). Podem por isso
ser agrupadas de acordo com a principal fun¢fo, em adipocinas com fungfio imunolégica,
cardiovascular, metabolica e endocrina (PRINS, 2002).

A nterleucina 6 (IL-6), o fator de necrose tumoral (TNF-or) ¢ a adpisina, sdo
adipocinas com fungdo mmunolégica, embora algumas dessas moléculas tenham acdo
autocrina ou pardcrina, algumas contribuem significativamente para a inflamagéo sistémica
(BALDO ef al., 1993; HOTAMISLIGIL & SPIEGELMAN, 1993; CIANFLONE et al,
1994; RAJALA & SCHERER, 2003).

A interleucina-6 ¢ uma citocina imuno-moduladora com agfo pré-inflamatoria e
endocrina. O tecido adiposo (preferencialmente a gordura visceral) ¢ a principal fonte de
IL-6 circulante nos estados ndo-inflamatorios (PRINS 2602, FANTUZZI, 2005). Assim

como o TNF-¢, lhe ¢ atribuido um papel na regulagéio do metabolismo de lipidios e glicose.
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inibe a lipoproteina lipase, induz a lipolise e aumenta a captac&o de glicose. Sua
concentragio esta elevada na obesidade (tanto os séricos como no tecido adiposo) €
diminuem com a perda de peso. Também € um marcador de resisténcia & insulina (PRINS,
2002; RAJALA & SCHERER, 2003).

O TNF-of recebeu uma atengdo especial na ultima década, devido sua importéncia
na regulagfio da quantidade de tecido adiposo do organismo. Acreditava-se que este fator
era sintetizado e secretado apenas pelo tecido adiposo, tendo uma fungéo pardcrina e/ou
autéerina no controle de diversas funcdes dos adipdcitos (KERN er af., 1995). Entretanto,
pesquisas recentes demonstram que em humanos este fator também € produzido pelas
células musculares lisas (RONTI ef al, 2006).

O TNF-ot é uma citocina pro-inflamatéria, produzida pelo tecido muscular, adiposo
¢ linfoide. Diminui a resposta & insulina através da diminui¢8io da expresséo na superficie
celular dos transportadores de glicose (GLUT 4), fosforilagdo do IRS-1 e fosforilagéo
especifica do receptor da insulina (PRINS, 2002; CHARRIERE et al., 2003; FANTUZZI,
2005).

Alteragdes na quantidade de tecido adiposo podem estar relactonadas com
mudangas no volume ou no nimero de adipocitos (WARNE, 2003). As alteragbes no
processo de diferenciago dos pré-adipécitos atraves da adipogénese, apoptose e replicagdo
dos pré-adipocitos sdo responsaveis por variagdes na quantidade destas células (PRINS
2002, XU et al.,, 2003).

J4 os processos de lipolise, lipogénese, e captagio de 4cidos graxos livres,
contribuem para alterar o volume dos adipécitos. Tanto as alteragbes no namero de celulas

quanto no volume celular, sdo reguladas por diversos fatores, como por exemplo, insulina,
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glicocorticdides, citocinas e catecolaminas, e sabe-se que o TNF-ocitem um importante
papel regulatério em varios destes processos (HOTAMISLIGIL ez al , 1997, PRINS, 2002;
XU et al., 2003).

A adpisina (moléculas de complemento} foi a primeira proteina identificada
produzida pelo adipocito (adpisina ou fator D). Esta proteina mntervém na sintese e
armazenamento de triglicérides (TG). A sua deficiéncia (em ratos) esta relacionada a
diminwgdo da gordura corporal ¢ aumento da sensibilidade 4 insulina (PRINS, 2002,
HAVEL, 2004). Encontram-se concentra¢cdes reduzidas de adpisina na caquexia, jejum e
lipodistrofia e aumenta com a ingestdo alimentar (PRINS, 2602).

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

Séo produzidos pelo tecido adiposo todos os componentes do eixo renina-
angiotensina. Os adipdcitos expressdio receptores da angiotensina II. A sua ativagio
promove a diferenciagéo do pré-adipocito e a lipogénese, o que sugere um papel do eixo na
regulagdo do metabolismo e do peso corporal, e a produgéio de angiotensinogénio pelo
tecido adiposo ¢ regulada pelo status nutricional (GREGOIRE, 2001; PRINS, 2002;
RAJALA & SCHERER, 2003).

SZAPARI e colaboradores (2006) demonstraram ag¢do direta da aldosterona na
reducdo da termogénese, aumento da resisténcia a msulina, aumento da producéo de leptina
e da citocina MCP-1 (citocina pro-inflamatdria).

O aumento da secre¢fio de angiotensina Il na obesidade contribui substancialmente

para a angiogénese, hipertensdo arterial e aterogénese (RAJALA & SCHERER, 2003).
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O PAI-I é uma proteina anti-fibrinolitica produzida principalmente pelo figado, mas
também pelo tecido adiposo que € a sua principal fonte na obesidade (PRINS, 2002;
TRAYHURN & WOOD, 2005).

A sua produgfio é estimulada pela insulina e corticéides € sua expressio ¢ regulada
pelos PPARs (fatores de transcrigdo ligante-dependentes) que desempenham importante
papel na adipogénese, no metabolismo da glicose ¢ dos lipidios (PRINS, 2002).

A concentragdo de PAI-I correlaciona-se com a gordura visceral (obesidade central).
E um promotor da aterogénese, através do aumento na deposi¢do de plaquetas e fibrina na
placa ateromatosa em formagéo (RAJALA & SCHERER, 2003).

As moléculas com fungdo metabdlica sdo aquelas que desempenham, ou que se
supde que desempenham um papel na homeostasia energética. O tecido adiposo esta
envolvido, sobretudo com o metabolismo de lipidios e glicidios (GREGOIGE et al., 1998).

Com a ingesta verifica-se o aumento da captagfo de nutrientes da circulagdo para os
tecidos, particularmente para os tecidos insulino-sensiveis. Nos periodos de jejum o
movimento das moléculas energéticas faz-se no sentido oposto (PRINS, 2002). Na
obesidade esse fluxo bi-direcional estd alterado, devido a disfungfio enddcrina do tecido
adiposo e a diminuigdio na eficacia dos mecanismos endocrinos no tecido adiposo, figado ¢
musculos (GREGOIRE, 2001; PRINS, 2002).

Neste grupo estdo incluidos os acidos graxos livres (AGL, XU et al., 2003; PRINS,
2002; DREVON, 2005; STUMVOLL ez al., 2005), a adiponectina (GREGOIRE, 2001,
PRINS, 2002; XU et al., 2003; RAJALA & SCHERER, 2003; DREVON, 2005), a resistina
(GREGOIRE, 2001; FANTUZZI, 2005, MITCHELL ez al. 2005), o AGRP (agouti,
PRINS, 2002; SMITH et al., 2003), a apelina (TATEMOTO et a/.,1998; BOUCHER ez al.,

2005), a visfatina (FANTUZZI, 2005), a adiponectina (BERG ez al., 2002).
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O paradigma da fungdo endéerina no tecido adiposo ¢ a leptina, fundamental na
regulacdo dos depdsitos energéticos ¢ fertilidade (JEQUIER, 2002; PRINS, 2002; HAVEL,
2004; TRAYHURN & WOOQOD, 2005). Além da produgfo de leptina o adipécito tem papel
importante na interconversdo dos hormdnios esterdides (PRINS, 2002; ANDREW et al.,
2005).

Este conceito da produgdo hormonal pelo tecido adiposo foi se refor¢ando ao longo
das ultimas quatro décadas, sendo confirmado com a descoberta do gene que codifica a
leptina e seu receptor (FRIEDMAN & HALAAS, 1998).

Até pouco tempo atras, a leptina era considerada um hormoénio produzido
exclusivamente pelo tecido adiposo. Enfretanto, atualmente, ja existem registros da
produgdo desse hormdnio, em pequenas concentragdes, por tecidos como o estdmago,
intestino, musculo esquelético, placenta, epitélio mamario e cérebro. A leptina esta
envolvida em diversos processos do metabolismo energético, neuroendocrino, imune e do
sistema cardiovascular (AHIMA, 2005).

Dois novos horménios que recentemente foram descobertos, e que também sdo
produzidos pelo tecido adiposo, sfo a apelina e a visfatina. A apelina foi identificada em
1998 por Tatemoto et al., que identificou esse horménio em células do ovario de hamster
(TATEMOTO et al., 1998). Apenas recentemente a apelina foi identificada em adipocitos
1solados de ratos e no tecido adiposo subcutineo de humanos (BOUCHER et al., 2005).

Os estudos envolvendo a apelina ainda séo poucos, entretanto, sabe-se que a sua
produgdo esta diretamente relacionada com insulina e que individuos obesos apresentam
uma produgfio maior deste hormdnio que individuos eutréficos. Em 25 pacientes obesos
morbidos, a concentragdo de apelina plasmatica encontrada foi cinco vezes maior que nos

pacientes eutroficos usados como controle (HEINONEN et af., 2005).
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Apesar dos poucos estudos existentes, os pesquisadores acreditam que uma das
possiveis fungdes da apelina estd relacionada com a regulagdo da ingesta alimentar
(BELTOWSKI, 2006).

Com relagdo 4 visfatina, os estudos sdo mais recentes ainda. Fukuhara er al. (2005),
identificou genes que sdo expressos especificamente no tecido adiposo visceral, ¢ 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 plasmatica,
mas ndo exerce efeito nas concentragdes de insulina. Estes resultados sugerem que a
visfatina promove um efeito hipoglicémico direto, sem estimular a secrecdo de insulina
(FUKUHARA et al., 2005).

A participagdo da visfatina em outras fungdes tambeém ja foi descrita, como por
exemplo, estimular a diferenciagdo dos pré-adipécitos para adipécitos maduros, induzir o
acamulo de triglicerideos, e acelerar a sintese de triglicerideos a partir da glicose
(BELTOWSKI, 2006).

A adiponectina ¢ produzida exclusivamente nos adipocitos e circula em altas
concentragbes plasmaticas (BERG et al., 2002). Em individuos eutroficos as concentragdes
de adiponectina esto ¢levadas comparadas a de individuos obesos, sendo que esta menor
concentragdo nestes individuos é associada com resisténcia a insulina, dislipidemia,
aterosclerose, e intolerfincia a glicose (STATNICK et al., 2000; MAEDA er al., 2002,
KUBOTA et al., 2002).

Os estudos destas adipocinas vém sendo cada vez mais aprofundados para se
compreender a participagdo do tecido adiposo nos processos fisiopatologicos que podem

acometer os individuos.

24



A compreensdio do funcionamento do tecido adiposo em individuos obesos, bem
como a relagdo existente entre as diferentes adipocinas produzidas pelos adipocitos, €
patologtas associadas & obesidade, proporcionam melhores estratégias na terapia destes

disturbios metabdlicos.

1.5 Papel dos adrenoceptores no tecido adiposo

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

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

Os adrenoceptores foram classificados em o e P por Ahlquist (1948) e depois
subdivididos nos subtipos 1 ¢ 2 (LANDS er al, 1967a, 1967b). Posteriormente, foi
demonstrada a existéncia de um terceiro subtipo de receptor B, o f3, em adipdcitos de
humanos, ratos ¢ camundongos (KOBILKA er al, 1987, MACHIDA er 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 esta

localizado (LAFONTAN & BERLAN, 1995).
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O mecanismo de aciio dos adrenoceptores varia para cada subtipo. Todos o0s
subtipos B atuam estimulando a adenilil ciclase, uma enzima que promove a quebra do ATP
(adenosina trifosfato) aumentando a concentragdo de AMPc¢ (adenosina monofosfato
ciclico).

A interagdo 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 fosforilagdo da lipase-hormonio-sensivel (HSL) e das perilipinas
(HOLM er al., 2000, JOHNSON er al, 2000), iniciando o processo de hidrélise dos
triacilglicerdis em acidos graxos e glicerol (CLIFFORD et al., 2000).

Os receptores o promovem a inibi¢fio da adenil ciclase, uma vez que interagem
com uma proteina G inibitéria (Gy), de maneira que apos a ativacio ox-adrenérgica, ocorre
uma diminui¢do da ativacio da PKA (GALITZKY er al, 1993, LANGIN ez al., 1996).
Embora a maior parte das a¢es do receptor B, esteja relacionada a uma proteina G,
algumas vezes, estes receptores também podem estar acoplados a uma proteina G inibitéria
(G;) (ABRAMSON et al., 1988; XIAO et al., 1995).

A resposta lipolitica é mediada pela participagdo de quatro subtipos de
adrenoceptores: PBi, B2, Ps e o (LAFONTAN er al, 1979 RICHELSEN, 1986;
MAURIEGE et al., 1987, WAHRENBERG et al., 1989), de maneira que os receptores B
estimulam a lipélise, enquanto que o receptor o tem acdo contraria atuando no processo de
fipogénese. A participagdo dos receptores o na resposta lipolitica ate hoje ndo ¢

confirmada, entretanto, sabe-se que eles tém participagdo direta na captagdo de glicose, ¢ na
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sintese e secreciio de lactato (FAINTRENIE & GELOEN, 1996, FAINTRENIE &

GELOEN, 1998).

1.6 Producio de lactato pelo tecido adiposo

Uma das vias que fornecem energia para o funcionamento do organismo ¢
denominada glicolise, um processo anaerobio, que tem como produto final o lactato.
Diversos tecidos como os musculos, cérebro e glébulos vermelhos sdo responsaveis pela
producdo de lactato, que em seguida ¢ langado na corrente sanguinea, e vai para o figado
onde ¢ convertido em glicose, através de uma série de reagdes que constrtuem o Ciclo de
Cori.

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

Varios fatores estdo relacionados com a regulacdo da produgdo de lactato pelos
adipocitos, como por exemplo, o tamanho da célula e a concentragdo de glicose
(DIGIROLAMO et al, 1992). As células adiposas de pequenc 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 ef al.,
1983; THACKER et al., 1987, NEWBY et al., 1990).

O aumento da concentragéo de glicose no meio de incubagfio leva a um aumento da
ghcose total metabolizada pelos adipocitos em lactato e piruvato (CRANDALL et al,

1983; ATAL et al., 1991). A presenca de substincias como insulina e adrenalina estimulam
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esta captacio de glicose pelos adipocitos e, consequentemente, aumentam a conversio da
glicose em lactato (DIGIROLAMO et al., 1992).

A relagdo entre a concentragdo de lactato e patologias como a obesidade,
hiperglicemia, resisténcia a insulina, vem sendo cada vez mais estudada na tentativa de
entender a participagéio do lactato nestas condigdes (FAINTRENIE & GELOEN, 1996).
Por esta razfio, analisamos neste estudo, a quantidade de lactato produzida pelos adipdcitos

isolados dos individuos obesos que participaram da pesquisa.

1.7 Isolamento de adipécitos

A técnica de isolamento de adipécitos foi descrita pela primeira vez por Rodbell
(1964), que utilizou como modelo experimental ratos da linbagem Sprague-Dawley. Neste
estudo foram verificados os efeitos de horménios 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 modificagdes como
o processo de contagem das células adiposas e preparagfio de uma suspensdo celular
(FAINTRENIE & GELOEN, 1996, modificado). 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 adipocitos vem sendo uma ferramenta
extremamente importante para estudar a interagfo de firmacos e medicamentos com 0
tecido adiposo, assim como dos mecanismos de funcionamento desse tecido.

Diante destas consideragbes, este trabalho voltou-se ao estudo da produgdo de

lactato pelo tecido adiposo de individuos obesos utilizando-se da técnica ce clamp
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euglicemico-hiperinsulinémico para avaliar resisténcia a insulina nesses individuos e
posteriormente realizamos analises functonais do tecido adiposo retirado no dia da cirurgia
bariatrica, para ampliarmos o conhecimento do comportamento dessas células quanto &
produgdo de glicerol e lactato frente a estimulos de diferentes agonistas e antagonistas,
buscando uma melhor compreenséio dos mecanismos de produgdo de glicerol e lactato em
adipocitos isolados de individuos obesos, o que € imprescindivel para entender condi¢Ges

patofisiologicas como obesidade e diabetes tipo I
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2. OBJETIVOS

Objetivos gerais

Avaliar a produgfio de lactato em individuos eutréficos e obesos morbidos.

Objetivos especificos

Quantificar a lactatemia em individuos eutréficos e obesos morbidos em situagéo de
jejum e durante a realizagdo do clamp euglicémico-hiperinsulinémico.

Avaliar possiveis correlagdes com a glicemia, indice de HOMA ¢ insulinemia ¢
indice de massa corporea dos voluntarios.

Implantar ¢ padronizar a técnica de isolamento de adipocitos de tecido adiposo de
individuos obesos.

Quantificar a producgio de glicerol ¢ lactato de adipdcitos isolados do tecido adiposo
visceral de individuos obesos.

Identificar, através de ensaios farmacolégicos, os receptores of-adrenégicos e seus
subtipos envolvidos na produgdo de lactato pelos adipdcitos isolados do tecido adiposo

visceral de individuos obesos mérbidos.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1 Sujeitos Experimentais

Os voluntarios deste estudo foram homens e mulheres na faixa dos 20-50 anos, que
apresentaram peso normal (IMC < 25, aqueles que participaram do clamp euglicémico-
hiperinsulinémico) e obesos mérbidos (IMC > 35).

As analises in vivo foram realizadas com voluntdrios que foram submetidos ao
ensaio de clamp euglicémico-hiperinsulinémico realizado na Unidade Metabolica do
Hospital das Clinicas — UNICAMP, sob supervisdo das Profs Dras Elza Muscelli ¢ Sarah
Montealegre.

Os ensalos in vitro foram realizados com adipécitos isolados do tecido adiposo
visceral (epiplon) de homens e mulheres obesos morbidos. Estes voluntarios foram
submetidos a cirurgia baridtrica, realizada pela equipe do Dr. José Carlos Pareja no
Hospital das Clinicas da Universidade Estadual de Campinas, Unicamp. Estes voluntarios
passaram por uma avaliagdo médica e exames de sangue de rotina realizados antes da
cirurgia feitos pelo HC-Unicamp, conforme estabelecido pelas normal do Hospital das
Clinicas, sendo aqueles que estivessem aptos a realizar a cirurgia possiveis doadores de
tecido adiposo, desde que concordasse assinando o termo de consentimento livre e
esclarecido (Anexol - Comité de Etica em pesquisa da Faculdade de Ciéncias Médicas —
Untcamp sob o numero 097/2003).

Os resultados de adipdcitos 1solados de voluntarios eutréficos sdo resultados obtidos
em nosso laboratdrio, no mesmo periodo, e foram utilizados para andlise comparativa,

eutrofico vs obesos (CREGE, 2006).
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3.2 Critérios de exclusio

Nos primeiros anos de coleta de amostras ndo houve critério de exclusdo para os
paciente doadores de tecido adiposo, pois o grupo de cirurgides operava por uma mesma
técnica de redugdo de estdmago (bypass-capella) aqueles individuos selecionados para o
estudo metabélico. Sendo processados todos os tecidos adiposos que nos foram fornecidos,
com o controle total de todos os dados relacionados aos sujeitos experimentais.

No ultimo ano de coleta, o grupo de cirurgides iniciou outra técnica de cirurgia, a de
Scopinaro ou derivagdo bileo-pancreatica (SCOPINARO et al., 1979), o que nos fez excluir
este grupo de individuos tendo em vista que os voluntarios submetidos a esta técnica
cirtrgica possuiam diabetes clinicamente comprovada, portanto ndo foram coletadas

amostras destes individuos.

Tabela 1. Classificagio de sobrepeso ¢ da obesidade de acordo com base no indice de

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

IMC

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

Classe 1 30349

Classe 1I 35-399

Classe III (extrema) Maior de 40

(GREENSPAN, 2006)
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3.3 Amostragem sanguinea

As coletas de sangue foram realizadas no dia do ensaio de clamp euglicémico-
hiperinsulinémico nos tempo de jejurn ¢ ao longo de 120 minutos de ensaio. As andlises de
insulina e glicose plasmaticas foram realizadas pelo Hospital das Clinicas da Unicamp, ¢
foram utilizadas por nds para calcular o indice de HOMA (IR= FIRI x FPG / 22,5) onde
FIRI é a concentra¢iio plasmatica de insulina (WU/mL) e FPG ¢ a concentragdo plasmatica

de glicose no jejum (mmol/L) de cada individuo (MATTHEWS et al., 1985).

3.4 Isolamento de Adipocitos

O procedimento de isolamento de adipdcitos do tecido adiposo humano foi
realizado segundo Crege, 2006, descrita a seguir.

O tecido adiposo visceral coletado foi colocado em um recipiente estéril contendo
solugio de KREBS-RINGER-HEPES (KR-HEPES) fria (£ 4°C), pH 7.4 e levado
imediatamente para o laboratério onde se reatizou o procedimento. A quantidade de tampdo
KR-HEPES utilizada para coletar o tecido adiposo em cada expertmento foi de 200 mL. O
preparo do tampao KR-HEPES envolve duas etapas. A primeira delas € a preparagdo de
200 mL do tampdo KREBS-RINGER, que é constituido por 200 mL de NaCl (0,154 M), 8
mL de KCl1 (0,154 M), 6 mL de CaCl,.2H,0 (0,110 M), 2 mL de KH,PO4 (0,154 M), 2 mL
de MgSO,.7H,0O (0,154 M). Em segwida, ¢ feita uma mistura deste tampio KR com
NaHCOQs, na proporgdo de 91% de KR e 9% de NaHCQOs, portanto, para se fazer 200 mL
utilizamos 182 mL de KR ¢ 18 mL de NaHCOs;. Para completar o tampdo € adicionadas
glicose e hepes. Para o volume de 200 mL, adicionamos 0,476 g de Hepes e 0,216 g de

glicose, obtendo no tampdo, a concentragdo de 25 mM para o Hepes e 6 mM de glicose.
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Para realizagdo da digestdo do tecido adiposo e do ensaio funcional com os
adipécitos isolados, foi preparado 200 mL de um novo tampdo KR-HEPES, porém com
adi¢io de 6 g de albumina sérica bovina (BSA, fragéo V, livre de acidos graxos). Para cada
100 mL de KR-HEPES adiciona-se 3 g de albumina. Esse novo tampéo recebe 0 nome de
KRBA (KREBS-RINGER BICARBONATO ALBUMINA).

A digestdo do tecido foi realizada em quatro a cinco tubos de polietileno (50 mL)
tipo falcon, contendo cada um cerca de 3 g de tecido adiposo picado, em um me1o contendo
6 mL de KRBA com a adi¢do de | mg/mL de colagenase (tipo 2, Clostridium histoliticum).

Os tubos foram agitados em 60 ciclos/min. a 37°C durante 45 minutos. A suspenséo
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 fot removido,
permanecendo no interior do tubo apenas as células. Em seguida, adicionamos 6 mL do
tampdo KRBA e esperamos 3 minutos até que a maioria das células adiposas flutuassem.
Seguiu-se entdo uma nova aspiragio do infranadante ¢ uma nova lavagem das células. Este
procedimento foi repetido trés vezes e apos a Ultima lavagem o volume do falcon for

acertado para 12 mL (RODBELL, 1964 adaptado por CREGE, 2006).

3.5 Contagem das Células

Apos a preparagio dos adipocitos, uma aliquota de 100 pl da suspenséo 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 cimara de
Mallasse= (Figura 1), que é levada ao microscopio optico a fim de constatar a integridade ¢

realizar a contagem do niumero de células adiposas presentes no campo demarcado da
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camara e, assim, ajustar a concentragdo de células em 100.000 células/mL conforme

Faintrenie & Géloén (1996), e adaptado para estudos em humanos (CREGE, 2006).

Este procedimento de contagem dos adipocitos foi feito por quatro vezes, ¢ em
seguida fez-se a média dos valores obtidos. A partir desta média realizou-se a multiplicagdo

deste valor pelo fator de diluigdo 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 numero deve ser multiplicado por 1000 para transformar mL
em WL, de maneira que o valor encontrado corresponde a quantidade de PL que deve ser

pipetada do falcon para se obter 100.000 c€lulas.

- 5y

Figura 1. Camara de Mallassez contendo adipdcitos isolados para realizagdo da contagem.

Imagem obtida de microscopio Optico em aumento de 50 vezes.

3.6 Estudo Farmacolégico
Uma vez realizada a contagem, bem como o ajuste do volume para concentragdo de

100.000 células/mL foi iniciada a incubagdo dos adipécitos. As células foram incubadas
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com o agonista seletivo ou ndo: noradrenalina de 0,001 uM a 1 uM; insulina de 50 a 500
uU/mL; cirazolina de 10 pM a 10 uM (GELLAI & RUFFOLO, 1987) e quando necessario,
utilizamos também antagonistas: 1 UM de prazosin, ndo seletivo para os subtipos de
adrenoceptores o (PAUL et al., 1999); bem como 1 nM de WB4101 antagonista seletivo
oua (HEIBLE er al., 1995) e 10 nM de BMY 7378, antagonista seletivo op (PIASCIK ef
al., 1995).

Para determinagdo do valor basal, os adipocitos foram incubados conforme descrito
abaixo, na auséncia de agonistas ou antagonistas. Foram preparados também eppendorfs
contendo suspensdo celular e solu¢do tampao, que foram imediatamente colocados em gelo
picado logo ap6s o processo de digestdo. Os valores de glicerol e lactato obtidos a partir
destes ensaios foram utilizados para descontar os valores de lipdlise e/ou glicolise
decorrentes da manipulagdo destes tubos, que foram denominados “gelo”.

Os experimentos foram realizados em triplicatas, sendo o volume final dos
eppendorfs acertado para 1 mL. A incubacio foi realizada em banho-maria a 37°C durante
60 minutos, sob agitagdo constante de 60 ciclos/minuto. A colocagdo da suspensdo celular
no eppendorf determinou o inicio do ensaio.

A reagdo foi finalizada apos esse periodo colocando-se as amostras em gelo picado.
Apos a permanéncia das células no gelo por 40 minutos, os adipdcitos foram retirados do
meio de incubagdo através da aspiragdo e o infranadante foi imediatamente congelado e
armazenado a —20°C para posterior analise da concentragdo de glicerol e lactato com kit

apropriado.
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3.7 Determinaciio do Glicerol no Meio de Incubacao

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

triglicerideos da Laboriab, SP, Brasil).

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

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

Antes de iniciar o experimento foram feitas curvas com concentragfo conhecida de
glicerol. Foram preparados cinco eppendorfs contendo a solucdo padrdo de glicerol ¢
tampdo KRBA e um eppendorf contendo apenas tampiio KRBA, que chamamos de “zero”.
As concentragdes conhecidas foram 5 pug/ 200 mL (5 mL da solucéo padrdo + 195 mL de
KRBA), 10 ng/ 200 mL (10 mL da solugfo padrdo + 190 mL de KRBA), 20 pg/ 200 mL
(20 mL da solugfio padrdo + 180 mL de KRBA) 25 pg/ 200 mL (25 mL da solugdo padrdo
+ 175 mL de KRBA) e 50 pg/ 200 mL (50 mL da solugfo padrdo + 150 mL de KRBA),
que compreendia o valor da liberacfio de glicerol em adipdcitos.

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

utilizada para zerar o leitor de Elisa, ¢ 10 uL da amostra de cada eppendor/ do ensao
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funcional. Em seguida, foi adicionado 50 uL do reativo de trabalho do 4ir em todos os
wells, menos nos que continham apenas agua.

A placa foi incubada por 30 minutos em banho-maria a 37°C. Transcorrido este
tempo a reagfo foi parada adicionando-se 50 mL de agua mili Q gelada em todos os wells e,
imediatamente apos a adigdo da agua, foi realizada a leitura da concentragéo de glicerol
através de um leitor de Elisa em comprimento de onda de 540 nm.

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

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

3.8 Determinagiio do Lactato no Meio de Incubagio

Para a determinagfio da concentragfio de lactato presente no meio de incubagio dos
adipocitos, foi utilizado kit enzimatico da Trinity (codigo 735-10).

QO 4cido latico é convertido em piruvato e peroxido de hidrogénio (H,O») pela -
lactato oxidase. Na presenca do H,O, formado, a peroxidase catalisa a oxidagdo de um
precursor cromogénico que produz a coloraggo.

Da mesma maneira que o ensaio realizado para determinar a quantidade de glicerol
liberada pelos adipocitos, inicialmente € preparada uma curva com concentragoes
conhecidas de lactato. Sdo preparados sete eppendorfs contendo diferentes quantidades da

solucdo padrdo que acompanha o £it, e de KRBA.

A partir do ponto 444 pg/uL (50 pL da solucdo padrdo + 450 UL de KRBA) sdo
preparados os outros pontos da curva: 341 ug/uL (100 uL da solugéo 444 ug/pl + 30 UL
de KRBA), 296 pg/uL (100 pL da solugfo 444 ug/ul + 50 uL de KRBA), 222 ng/ul (75

uL da solugio 444 pug/uL + 75 pL de KRBA); 148 pg/uL (100 pL da solugéo 444 g/l +
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200 uL de KRBA), 74 ug/uL (100 uL da solugdo 148 ug/uL + 100 pL de KRBA); 37
wg/ul (75 uL da solugdo 74 pug/ul + 75 ul. de KRBA) Também é considerado um ponto

Zero para a curva, que contém apenas KRBA.

Para analise da quantidade de lactato liberada pelos adipdcitos utilizamos uma placa
de Elisa, e nos wells pipetamos aliquotas de 10 WL para cada concentracéo da curva descrita
acima (triplicata de cada concentracdo), 10 ul de agua mili Q em trés wells, que foi
utilizada para zerar o leitor de Elisa, ¢ 10 ul. da amostra de cada eppendorf do ensaio
funcional. Em seguida, foi adicionado 90 pL do reativo de trabalhe do 4ir em todos os
wells, menos nos que continham apenas agua.

A placa foi incubada por 10 minutos em banho-maria a 37°C e, para prevenir a
degradagdo do lactato pela agdo luminosa, a placa deve ser envolvida em papel aluminio.

Apos a incubagdo ¢ feita a leitura da concentragdo de lactato através de um leitor de Elisa

em comprimento de onda de 540 nm (FAINTRENIE & GELOEN, 1996, modificado).

4. Analise Estatistica

Todos os resultados foram expressos como médias + EPM (n), onde “n” indica o
numero de ensaios realizados. Os resultados dos experimentos de adipocitos 1solados de
individuos eutréficos e obesos foram realizados em triplicata e em dias diferentes. Os
valores foram analisados através de ANOVA seguida do teste de Tukey ou Dunnet, para
amostras ndo pareadas, ou teste “t” para amostras pareadas. Fo1 também realizada a analise
de correlagdo utilizando Spearman. O indice de significdncia fo1 estabelecido em 5%. O
programam utilizado para as andlises estatisticas foi o “software” Prisma (Graphpad

Software Inc., USA).
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5. RESULTADOS

Ensaios in vivp

Em nossos ensaios demonstramos que dentre os individuos analisados (tabela 2),
que realizaram o clamp euglicémico-hiperinsulinémico, 6 eram eutréficos (IMC< 25): 3 do
sexo feminino e 3 do sexo masculino ¢ 17 eram do grupo de obesos (IMC>35): 11 eram do
sexo feminino e 6 do sexo masculino. A idade dos individuos analisados ndo apresentou
diferenca estatistica apresentando um valor médio de 35,75 + 0,5 anos. A tabela 2 mostra os
dados para o IMC e idade dos individuos analisados.

Os individuos participantes deste trabalho que apresentaram IMC < 25, os
caracterizava como eutroficos e os individuos com IMC > 30 os caracterizava como obesos.
O valor de IMC dos individuos eutréficos do sexo feminino foi de 22 + 1 kgx’m2 e dos
individuos masculino foi de 24 + 0 Kg/m®. N#io foi enconirada diferenga significativa entre
esses valores. Ja para os individuos obesos, o valor de IMC das mulheres foi igual a 46 + 2
Kgs’m2 e para os homens foi de 60 + 4 Kgfmz. Neste caso, encontramos diferenca

significativa entre os valores de mulheres e homens obesos (tabela 2).
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Tabela 2. Idade (anos), indice de Massa Corporal (IMC = kgfmz) e concentragdo de lactato
no jejum dos individuos analisados. Os valores estdo expressos em média + EPM, e o n

indica o nimero de individuos analisados.

EUTROFICO OBESO
Mulheres Homens Mulheres Homens
(= 3) (n=3) (n=11) (n=6)
Idade (anos) 35+5 3611 372 355
IMC (kg/m?) 22+1 24+ 0 46+2° 60+4"*

*Mulheres Obesas vs Mulheres Eutroficas; Homens Obesos vs Homens Eutroficos
(p< 0,001, ANOVA seguida do teste de Tukey).
* Homens Obesos vs Mulheres Obesas (p<0,01, ANOVA seguida do teste de Tukey).

Destes mesmos individuos que participaram do clamp  euglicémico-
hiperinsulinémico, analisamos as concentragfes de glicose, insulina para o calculo do
indice de HOMA e quantificamos também a concentragdo sanguinea de lactato. Os
resultados estdo apresentados ponto a ponto (média + EPM) e como AUC (area sob a
curva). As amostras foram coletadas antes e durante o clamp euglicémico-

hiperinsulinémico, e os resultados estdo apresentados nas figuras 3 a 6 e tabela 3.

Concentra¢do plasmdtica de glicose
As concentra¢des plasmaticas de glicose dos diferentes grupos ndo diferiram

significativamente. Sendo mantida a euglicemia durante todo o tempo (figura 2 e tabela 3).
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Figura 3 — Concentragdes plasmaticas de glicose (medias £ EPM em mmol/L) ¢ &reas sob
a curva (AUC) para glicose (médias + EPM em mmol/L) em voluntarios mulheres,
eutroficas (ME, simbolo ® com n = 3) e obesas mérbidas (MO, simboloocomn=11}cem
voluntarios homens eutréficos (HE, simbolo A com n = 3) ¢ obesos morbidos (HO,
simbolo A com n = 6), antes (tempo 0) e durante o ensaio de clamp euglicémico —
hiperinsulinémico (90 e 180 minutos apés o inicio do clamp). Nio houve diferenga

estatistica entre tempos ou grupos.
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Concentragio plasmitica de insulina

A insulinemia de jejum dos individuos obesos, tanto homens quanto mulheres,
apresentou-se bastante elevada em relagio aos seus respectivos controles. Estes valores nfio
foram significativos quando analisados pela ANOVA seguida de Tukey, porém, quando
analisados pelo teste ¢ de Student, a insulinemia de jejum de mulheres obesas foi
significativamente maior que de mulheres eutréficas. Entretanto, mesmo utilizando esta
ultima analise os valores de insulinemia de jejum de homens obesos ndo foram
significativamente maiores do que aqueles de homens eutréficos (respectivamente: 56121
uU/mL vs 10+1 pU/mL). Provavelmente este fato se deva a variagio amostral associada ao
numero reduzido de voluntarios coletados (tabela 3).

A concentragdo plasmatica de insulina aumentou significativamente no tempo 90
min apos o inicio do clamp em relagio ao jejum em todos os grupos estudados. A
hiperinsulinemia foi mantida alta até o tempo 180 min em todos os grupos (figura 4 ¢ tabela
3).

A andlise da area sob a curva (AUC) da insulina apontou para um aumento
significativo da 4rea da insulina para o grupo de homens obesos em relagdo as mulheres
obesas (p<0,05, ANOVA seguida de Tukey). Ndo foi encontrada, para este indice,

nenhuma diferenga significativa entre os sexos nos diferentes tempos do clamp (figura 4).
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Figura 4 — Concentragbes plasmaéticas de insulina (médias £ EPM em pU/ml) e AUC
(médias + EPM em pU/ml) de voluntérios mulheres, eutroficas (ME, simbolo # com n=3) e
obesas mérbidas (MO, simbolo 0 com n=11) ¢ em voluntarios homens, eutroficos (HE,
simbolo A com n=3) ¢ obesos mérbidos (HO, simbolo A com n=6), antes (tempo 0} e
durante o ensaio de clamp euglicémico — hiperinsulinémico (90 ¢ 180 minutos apds o inicio
do clamp). A ANOVA seguida do teste de Tukey com p<0,05, foi significativa para: *MO
jejum vs MO 90; MO jejum vs MO 180; ME jejum vs ME 90; ME jejum vs ME 180; *AUC

de HO vs MO e no teste 7 de Student: "AUC de MO vs ME.
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Indice de HOMA

O indice de HOMA aumentou significativamente no tempo de 90 min apos o inicio
do clamp em relagio ao jejum em todos os grupos estudados. Este aumento foi mantido até
o tempo de 180 min em todos os grupos {figura 5 e tabela 2).

Além disto os valores do indice de HOMA obtidos de homens obesos foram
significativamente maiores que aqueles de mulheres obesas nos tempos 90 e 180 min apos
o inicio do clamp (figura 5 e tabela 3).

A analise da AUC mostrou também diferenga significativa entre homens e mulheres
obesas e entre homens obesos e homens eutréficos. O indice de HOMA foi
significativamente maior inclusive entre os sexos nos tempos 90 e 180 minutos de clamp

euglicémico-hiperinsulinémico (figura 5 ¢ tabela 3).
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Figura 5 — indices de HOMA (médias + EPM) calculados a partir da formula:
[glicose]x[insulina)/22,5 e AUC (médias + EPM) em voluntarios mulheres, eutroficas (ME,
simbolo ® com n = 3) ¢ obesas mérbidas (MO, simbolo 0 com n = 11) e em voluntarios
homens eutroficos (HE, simbolo & com n = 3) e obesos mérbidos (HO, simbolo A com n
= §), antes (tempo 0) ¢ durante o ensaio de c/amp euglicémico — hiperinsulinémico (90 ¢
180 minutos apds o inicio do clamp). A ANOVA seguida do teste de Tukey com p<0,05,
foi significativa para: *MO jejum vs MO 90; MO jejum vs MO 180; ME jejum vs ME 90;
ME jejum vs ME 180; #MO vs HO; MO 90 vs HO 90; MO 180 vs HO 180; +HO vs HE.

46



Concentragio plasmidtica de lactato

Os valores plasmaticos de lactato no jejum ja demonstraram que os voluntarios
obesos, tanto homens como mutheres, apresentavam uma significativa hiperlactatemia. Os
voluntarios obesos homens apresentaram também uma hiperlactatemia significativa no
tempo 90 min, em relagdo ao mesmo tempo em amostras de homens eutréficos.

A concentracio plasmatica de lactato foi alterada ao longo da realizacdo do clamp
euglicémico-hiperinsulinémico (figura 6 e tabela 3), de forma a diminuir significativamente
no tempo 180 minutos em relagio ao jejum, para os voluntarios eutroficos homens ¢
mulheres bem como para os voluntarios obesos tanto homens como mulheres. Em relagéo
as amostras obtidas de obesos homens também houve uma queda significativa da lactatemia
j& no tempo de 90 min em relacho ao jejum e as amostras obtidas no tempo 180 foram
significativamente inferiores aquelas do tempo 90 min.

Os valores da lactatemia obtidos em mulheres da populagdo obesa no tempo 180
minutos nio foram estatisticamente diferentes da lactatemia obtida no tempo zero das
voluntarias eutroficas (mukheres: obesas 180 min vs eutrdfica basal — 1282 + 146 vs 912 +
305 puM), entretanto fot significativamente inferior para os homens (homens obesos 180
min vs eutrofico basal — 858 +42 vs 1154 + 113 uM).

Mesmo com a redugdio na concentragio plasmatica de lactato ao longo do tempo,
quando os resultados foram analisados como AUC, observamos um aumento significativo

do grupo de mulheres obesas em relacdo ao grupo de mulheres eutréficas.
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Figura 6 — Concentracdes plasmaticas de lactato (médias + EPM em uM) e AUC (me€dias
+ EPM em UM) em voluntarias mulheres eutréficas (ME, simbolo ¢ com n = 3) e obesas
morbidas (MO, simbolo 0 com n = 11) e em voluntérios homens eutroficos (HE, simbolo
A com n = 3) e obesos mérbidos (HO, simbolo A com n = 6), antes (tempo 0) e durante o
ensaio de clamp euglicémico — hiperinsulinémico (90 e 180 minutos apos o inicio do
clamp). A ANOVA seguida do teste de Tukey com p<0,05, foi significativa para: *MO
jejum vs MO 180; HO jejum vs HO 90; HO jejum vs HO 180; HE jejum vs HE 180; "MO
jejum vs ME jejum; HO jejum vs HC jejum; AUC ME vs MO; *HO 180 vs HE jejum .
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Tabela 3 Concentra¢es plasmaticas (médias + EPM) de glicose (mmol/L), msulina

(nU/mL), lactato (UM) e area sob a curva (AUC), de voluntarios homens (H, n=3) e

mulheres (M, n=3) eutrdficos (E) e obesos morbidos (O, homens, n=6; mulheres, n=11)

antes e durante o ensaio de clamp euglicémico hiperinsulinémico. O indice de HOMA foi

calculado utilizando a férmula: [glicose] x [insulina)/22,5. Andlise estatistica: ANOVA

seguida de Tukey ou teste { de Student, quando necessario.

EUTROFICO OBESO
Mulheres Homens Mulheres Homens
(n=3) (n=13) (n=11) (n = 6)
Glicose
Jejum 4,66+0,09  506+0,18 4,85+0,14 5,81+0,48
90 min 4574007  4,96%0,37 4,98 +0,12 5,73+ 0,42
180 min 5,19+0,61 5,6840,19 4,94 +0,17 5,79+ 0,61
AUC da glicose 854,2+29.6 929,5+38,09 888,2+19,4 10384+49,19
Insulina
Jejum 101 10+1 21+2° 56+ 21
90 min 132+ 107 155+ 14" 135+ 8" 195 +20
180 min 107 £2° 1023 147+ 11" 203 £25
AUC dainsulina 1357643785 2119341523 18052+1434° 2792242689
indice de HOMA
Jejum 2344019 2294014 4,74+ 0,41 16,92 £ 6,66
90 min 27,04 £386  34,17+3,93" 2975+ 1,94  4924+506"
180 min 24,53 +2,54°  37,70+1,53" 32,1342,53  51,13+6,50™
AUC de HOMA 36434453 4875+402,3 4336+ 258,2  71474498,2"
Lactato
Jejum 912 £ 305 1154+ 113 1807 98" 1594 £ 65"
90 min 805 + 175 833 £ 121 1488 + 122 1230 £75™
180 min 685+ 199" 63594 1282 + 146 858 +42™*
AUC de lactato 125800446530 15550+19110  274400+190507 22010046459
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* p<),05 para os tempos 90 e 180 vs jejum no mesmo grupo; # p<0,05 quando analisadas
diferencas entre sexo no mesmo tempo.

*p<0,05 diferencas entre os tempos 180 vs 90 no mesmo grupo; " p<0,05 quando analisados
o mesmo tempo em relagio ao seu controle; *diferengas entre os tempos 180 vs jejum entre

grupos diferentes no mesmo sexo.
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Correlacdo entre concentracdo de lactato plasmdtica e IMC ou tempo de clamp

As correlagdes foram estabelecidas num primeiro momento entre ¢ IMC € a
concentragdo de lactato sangiiineo nos tempos antes (0 ou basal, figura 7), 90 minutos
(figura 8) e 180 minutos (figura 9) ap6s o inicio clamp euglicémico — hiperinsulinémico.
Niao foi possivel demonstrar correlagdo entre esses parametros, quando os dados foram
analisados respeitando o généro. Por outro lado, o grupo obeso morbido (homens e
mulheres) apresentou uma correlagio negativa significativa entre IMC e a concentra¢do de
lactato plasmatica no tempo zero (p= 0,028, figura 10).

Analisamos também a correlacdo entre a concentragio de lactato plasmatico € 0s
tempos do clamp: antes do clamp (basal ou jejum), 90 e 180 minutos respectivamente.
Houve correlagdo significativa em: MO, HC e HO. Entretanto ndo houve correlagdo entre a
concentragdo de lactato plasmatico e tempo de clamp para o grupo ME (figura 11).

Como houve uma queda importante nas concentragdes plasmaticas de lactato
resolvemos verificar se o tempo 180 min, sob as condi¢des de clamp euglicémico-
hiperinsulinémico, seria suficiente para trazer a lactatemia a valores basais encontrados no
grupo de eutréficos. Comparamos entfio as médias (teste ¢ de Student) de concentragio de
Jactato no tempo (basal/jejum) do grupo eutréfico (homens e mulheres) com a concentragdo
de lactato no tempo 180 de clamp do grupo obeso mérbido (homens e mulheres) e néo
foram observadas diferencas significativas entre as duas médias (E:1033 £ 155.2 uM, n=6
vs O: 1132 + 106,8 uM, n= 17, figura 12).

Os resultados demonstraram que Sob as condigdes clamp euglicemico-
hiperinsulinémico, ocorre um retorno a normalidade nas concentragdes de lactato

plasmatica.
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Figura 7 — Correlagtes entre IMC (kg/mz) e lactato plasmatico (M) em voluntarios
mulheres, eutréficas (ME, simbolo e com n = 3) e obesas mérbidas (MO, simbolo 0 com n
= 11) ¢ em voluntarios homens, eutréficos (HE, simbolo A com n = 3) e obesos morbidos
(HO, simbolo A com n = 6), antes (tempo 0/ basal} do ensaio de clamp euglicémico -
hiperinsulinémico. Foi utilizado r de Spearman para determinar se havia correlagéo entre os
parametros adotados ¢ fol aceito como correlagio significativa aqueles que apresentaram
p<0,05. Nio houve correlagdo significativa (mulheres eutréficas r= -0,50; mulheres obesas

r=-0,41; homens eutrdficos = 0,50; homens obesos r=-0,71).
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Figura 8 — Correlagies entre IMC (kg/m?) ¢ lactato plasmatico (UM) em voluntérios
mulheres, eutroficas (ME, simbolo ® com n = 3) ¢ obesas mérbidas (MO, simboelo 0 com n
= 11) e em voluntarios homens, eutroficos (HE, simbole A com n = 3) e obesos morbidos
(MO, simbolo A com n = 6), no tempo 90 minutos apds o inicio do ensaio de clamp
euglicémico — hiperinsulinémicoe. Foi utilizado r de Spearman para determinar se havia
correlaciio entre os pardmetros adotados e foi aceito como correlagdo significativa aqueles
que apresentaram p<0,05. Ndo houve correlagdo significativa entre as amostras anatisadas
(mulheres eutréficas r= -0,50; mulheres obesas r= 0,10; homens eutréficos r= 1,00; homens

obesos = 0,30).
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Figura 9 — Correlagdes entre IMC (kg/m®) ¢ lactato plasmatico (UM) em voluntarios
mulheres, eutréficas (ME, simbolo ¢ com n = 3) e ebesas morbidas (MO, simbolo 0 com n
= 11) e em voluntérios homens, eutréficos (HE, simbolo A com n = 3) e obesos morbidos
(HO, simbolo A com n = 6), no tempo 180 minutos apés o infcio do ensaio de clamp
euglicémico — hiperinsulinémico. Foi utilizado 1 de Spearman para determinar se havia
correlagiio entre os parimetros adotados ¢ foi aceito como correlagio significativa aqueles
que apresentaram p<0,05. N&o houve correlacio significativa entre as amostras analisadas

(mulheres eutréficas r= -0,87; mulheres obesas r= -0,21; homens eutréficos = 0,50;

homens obesos r= 0,14).
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Figura 10: Correlacdo entre IMC (kg/mz) e lactato plasmético (uM) do grupo obeso
morbido (homens e mulheres) no tempo 0 (basal/jejum), antes do inicio do ensaio de clamp
euglicémico — hiperinsulinémico. Foi utilizado r de Spearman para determinar se havia
correlacdo entre os pardmetros adotados e foi aceito como correlagdo significativa aqueles

que apresentaram p<0,05. Houve correlagio significativa: p=0,028 e r=-0,33.
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Figura 11 — CorrelagBes entre tempo de clamp (min) e lactate plasmatico (LM) em
voluntarios mulheres, eutroficas (ME, simbolo ¢ com n = 3) e obesas mérbidas (MO,
simbolo 0 com n = 11) e em voluntarios homens, eutréficos (HE, simbolo A comn=3)e
obesos morbidos (HO, simbolo A com n = 6), nos tempos antes do clamp: tempo
0/basal/jejum, 90 e 180 minutos apds o inicio do ensaio de clamp euglicémico -
hiperinsulinémico. Foi utilizado r de Spearman para determinar se havia correlagdo entre os
parametros adotados e foi aceito como correlagdo significativa aqueles que apresentaram
p<0,05, foi significativa em: MO (1= -0,52; p= 0,002), HE (r= -0,84; p= 0,006) e HO (r+ -
0,93; p= 0,00001). Nio houve correlagiio entre concentracdio de lactato plasmatico ¢ tempo

de clamp para o grupo ME (= -0,24; p=0,33).

56



1250+

1000-

[lactato plasmatico] uM

Eutrofico basal Obeso 180

Figura 12 — Médias (+ EPM) das concentragdes plasmiticas de lactato (UM) de individuos
eutréficos (homens e mulheres — barra cheia, n= 6) no tempo 0 (jejum/basal} e individuos
obesos mérbidos (homens e mulheres — barra quadriculada, n= 17) no tempo 180 minutos

do inicio do clamp euglicémico — hiperinsulinémico. Foi utilizado teste £ de Student e nio

houve diferenga significativa.
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Ensaios in vitro

Ensaios farmacologicos
Curvas concentraciv-efeito @ noradrenalina com ou sem a presenca de prazosin
(antagonista o1), em adipdcitos isolados de obesos morbidos.

A figura 13 mostra a resposta lipolitica induzida pela noradrenalina. Os valores
médios de cada ponto da curva estfio apresentados na tabela 4, sendo o estimulo maximo na
concentracdo de 0,1 uM de noradrenalina. As estimulagiio maxima em relagdo ao basal foi
2,8 vezes o valor do basal para individuos eutréficos (0,33680+0,05 vs 0,961201+0,07 umol
de glicerol 10° céls/ 60 min) e de 2,7 vezes o valor do basal para individuos obesos
(0,63750+ 0,08 vs 1,72600+0,24 pmol de glicerot 10® céls/ 60 min).

Foram feitas analises de glicerol nas amostras destinadas ao estudo da producio de
lactato. Como pode ser observado (figura 13), houve uma curva concentragio-efeito, ou
seja a quantidade de glicerol liberada foi significativamente maior com o aumento na
concentragdo do agonista utilizado (diferencas significativas em rela¢fo aos seus basais
para o ponto 0,1 UM para obesos e 0,1 uM e | uM de noradrenalina para eutréficos).

Pudemos verificar também, na figura 13, que houve diferenca sigmificativa nos
valores de glicerol entre amostras basais de eutréficos e obesos, confirmando dados da
literatura de concentragdo plasmatica (LOVEJOY et al, 1992; DIGIROLAMO et af., 1989
e 1992),

Na tabela 5 estiio os valores médios de drea sob a curva para a produgio de glicerol
estimulada pela noradrenalina em adipocitos isolados de individues eutréficos e obesos
mdérbidos. O resultado correspondeu ao achado na curva farmacologica sendo 1,4 vezes

maior a produgio de glicerol, nestas condi¢des, para obesos morbidos.
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Figura 13 — Curva concentracio-efeito 4 noradrenalina de adipocitos isolados de tecido
adiposo de voluntarios eufroficos ¢ obesos moérbidos. Os resultados sdo expressos como
média + EPM (umol de glicerol 10° céls/60 min de incubagfio) e foi aceita como diferenca
significativa aqueles que apresentaram p<0,05. O simbolo * indica os pontos da curva de
noradrenalina que diferiram de seus respectivos basais (ANOVA seguida do teste de
Dunnett). O simbolo + indica as diferencas entre eutroficos e obesos para os mesmos

pontos (teste ¢ de Student).
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Tabela 4 Liberacio de glicerol (média + EPM, pmol glicerol 10° cels/60 minutos) no meio

de incubacio (KRBA), estimulada pela noradrenalina, de adipocitos isolados de ndividuos

eutroficos e obesos.

EUTROFICOS OBESOS
Concentracéio de pmol glicerol pmol glicerol
noradrenalina (n=6211) (n=10a17)

Basal 0,33680 + 0,05 0,60288 -+ 0,08"
0,001uM 0,53300 + 0,05 0,92817 £ 0,13"

F
0,01uM 0,55330+ 0,11 1,29707 +0,17 *

E3 E

0,1uM 0,96120 + 0,07 1,85800 + 0,21 *
1M 0,92120 + 0,08* 1,40447 + 0,16

* p<0,05 para as concentracdes que diferiram de seus respectivos basais (ANOVA seguida

do teste de Dunnett); T p<0,05 quando comparamos ponto a ponto as duas curvas (teste 7 de

Student).
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Tabela 5 Liberagio de glicerol induzida pela noradrenalina em adipdcitos isolados de
tecido adiposo de humanos eutrdficos e obesos mérbidos, Os resultados estdo expressos
como média + EPM dos valores obtidos de drea sob a curva (AUC, umol glicerol 10

cels/60 minutos), o “n” indica o niimero de ensaios realizados.

AUC

uM glicerol 10° cels/60 minutos

EUTROFICOS OBESOS
(n=13) (n=14)
3,54 0,51 49728 £ 0,36

* Analise estatistica: teste ¢ de Student. p=0,03.

Verificamos também a possivel interferéncia do antagenista de adrenoceptor ¢, o

prazosin na produgéo de glicerol (figura 14).

Analisamos entio a produgdo de glicerol pelos adipdcitos frente ao estimulo da
noradrenalina na presenga de prazosin (1uM). Observamos que, quando incubamos os
adip6citos com prazosin, ocorreu um aumento significativo na producdo de glicerol tanto
em individuos eutrdficos (Crege, 2006), como em adipécitos isolados de obesos (0,01 uM:
1,29707 + 0,17 vs 1,95636 + 0,27 pmol glicerol 10° céls em 60 min de incubagfio, p < 0,05;

figura 14 e tabela 6).
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Figura 14 — Curva concentragdo-efeito 4 noradrenalina em adipocitos isolados de tecido
adiposo de obesos com ou sem a adi¢do de | uM de prazosin. Os resultados s30 expressos
como média + EPM (uM) e foi aceita como diferenga significativa aqueles que
apresentaram p<0,05. O simbolo * indica os pontos das curvas que diferiram de seus
respectivos basais{ ANOVA seguida de Dunnett). O simbolo + indica as diferengas entre

os mesmos pontos das duas curvas (teste ¢ de Student).
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Tabela 6 — Liberacio de glicerol (média + EPM, pmol glicerol 10° cels/60 minutos) no
meio de incubaciio (KRBA), estimulada pela noradrenalina em adipécitos isolados de

tecido adiposo de de individuos obesos com ou sem a adigdo de 1 uM prazosin (PZS).

OBESOS OBESOS
(NOR) (NOR+PZS)
Concentraciio de noradrenalina wmol glicerol wmol glicerol
com ou sema adicfio de prazosin (n=10a17) (n=11a 15)

Basal/PZS 0,60288 + 0,08 0,99355 + 0,09*
0,001uM 0,92817 + 0,13 1,47788 + 0,19
0,01pM 1,29707 +0,17" 1,95636 + 027"
0,1uM 1,85800 +0,21° 2.03700 + 0,29"
UM 1,40447 + 0,16 2,05473 + 0,29™

* p<0,05 para as concentragdes que diferiram de seus respectivos basais (ANOVA seguida
do teste de Dunnett); * p<0,05 quando comparamos ponto a ponto as duas curvas (teste 7 de

Student).

Na tabela 7 estio os valores médios de drea sob a curva para produgio de glicerol
estimulada pela noradrenalina na presenga ou auséncia de prazosin (antagonista ¢, ndo
seletivo) em adipécitos isolados de individuos obesos morbidos. Também quando a analise
foi realizada em AUC o prazosin induziu um aumento significativo na produgio de glicerol

induzida pela noradrenalina em adipécitos isolados de tecido adiposo de individuos obesos

morbidos.
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Tabela 7 Liberacdo de glicerol induzida pela noradrenalina na auséncia ou presenca de
1uM de prazosin em adipécitos isolados de tecido adiposo de individuos obesos. Os
resultados estdo apresentados em média + EPM da drea sob a curva (UM de glicerol 10°

células/60 min).

AUC

UM de glicerol 10° células/60 min

NOR NOR+PZS
(n =13) (n—14)
49728 + 0,36 6,6438 + 0,46*

* Analise estatistica: teste f de Student. p=0,082.

Como observado na figura 14 e tabelas 6, os adipdcitos que foram incubados com

noradrenalina + prazosin, apresentaram uma produgéio de glicerol significativamente maior

(p<0,05)}, que o seu respectivo basal (obesos vs obesos+pzs).
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Caracterizaciio farmacologica da produciio de lactato.

A figura 15 mostra a resposta da via glictdica, com relagéio & produgfio de lactato,
induzida pela noradrenalina. Os valores médios de cada ponto da curva estdo apresentados
na tabela 8. A estimulacio méaxima da produglo de lactato aconteceu na concentracdo de
0,1 uM de noradrenalina, sendo que o estimulo maximo produziu 2,25 vezes mais lactato
que o valor do basal em adipdcitos isolados de individuos eutrdficos (0,08755 + 0,01 vs
0,1973 4 0,04 pmol de lactato 10° céls/ 60 min) ¢ 2,3 vezes mais que o valor do basal em
adipdcitos isolados de individuos obesos (0,15060 + 0,01 vs 0,34230 + 0,03 pmol de lactato

10°® céls/ 60 min).

0.4+
—a— EUTROFICOS

0.34 -8 OBESOS

0.24

0.1

pmol lactato 108 céls/ 60 min

0.0-

) ) L] I L]
BASAL 0,001 0,01 0,1 1
Log [Noradrenalina] M

Figura 15 — Curva concentra¢iio-efeito 4 noradrenalina de adipécitos isolados de tecido
adiposo de eutrdficos € obesos sobre a producdo de lactato. Os resultados sdo expressos
como média + EPM (umol de lactato 10° células/60 min). * p<0,05 para as
concentragdes que diferiram de seus respectivos basais (ANOVA seguida do teste de
Dunnett); © p<0,05 quando comparamos ponto a ponto as duas curvas (teste ¢ de

Student).
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Tabela 8 — Liberacfio de lactato (média + EPM, pmol lactato 10° cels/60 minutos) no meio

de incubacio (KRBA), estimulada pela noradrenalina de individuos eutréficos e obesos.

EUTROFICOS OBESOS
Concentragdo de pmol lactato pmol lactato
noradrenalina (n=6a 15) (n=14a2l)

Basal 0,08755 + 0,01 0,15060 + 0,01"
0,001pM 0,1499+ 0,02 0,24070i 0,01*"
0,01uM 0,1645 + 0,03 0,25990+ 0,02+"
0,inM 0,1973 + 0,04* 0,34230 + 0,03*

1uM 0,1970 + 0,04* 0,27420 + 0,03%

* p<0,05 para as concentragbes que diferiram de seus respectivos basais (ANOVA
seguida do teste de Dunnett); * p<0,05 quando comparamos ponto a ponto as duas

curvas (teste ¢ de Student).

A figura 16 mostra a curva concentragiio-efeito, com relagéo a produgfio de lactato,
induzida pela noradrenalina, entre mulheres ¢ homens obesos. Os valores médios de cada
ponto da curva estdo apresentados na tabela 9.

A estimulacdo maxima da produgdo de lactato aconteceu na concentragdo de 0,1 uM
de noradrenalina, para mulheres obesas, sendo que o estimulo maximo produziu 2,11
(0,156]1 £ 0,01 vs 0,3309 + 0,02 umol lactato 10° cels/60 minutos) vezes mais lactato que o
valor do basal (figura 16 e tabela 9).

O estimulo maximo para a produgdo de lactato em adipécitos isolados de homens

obesos, ocorreu na concentragio de 0,01 uM de noradrenalina, muito proximo, daquele
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apresentado por mulheres obesas, ou seja, 2,7 vezes (0,1043 + 0,02 vs 0,2823 + 0,04 pmol
lactato 10° cels/60 minutos).

Embora o nimero de experimentos seja muito diferente para homens e mulheres
obesos, podemos observar uma maior produgdo de lactato pelos adipdcitos de mulheres
obesas, principalmente quando analisamos como érea sob a curva (tabela 10) de produgdo

de lactato pelos adipdcitos isolados, estimulados pela noradrenalina.

—e— Mulheres Obesas
0.407 —-©- Homens Obesos
0.35
0.304
0.25-
0.20-
0.15-
0.10-
0.05-
0.00-

umol de lactato10° cels/ 80 min.

Basal 0,001 0,01 0.1 1
Log [noradrenalina] M
Figura 16 — Curva concentragio-efeito 4 noradrenalina de adipocitos isolados de tecido
adiposo de individuos obesos, mulheres ¢ homens, sobre a producfio de lactato. Os
resultados sdo expressos como média + EPM (umol de lactato 10° células/60 min) e foi
aceita como diferenca significativa dqueles que apresentaram p<0,05. * p<0,05 para as
concentracdes que diferiram de seus respectivos basais (ANOVA seguida do teste de

Dunnett).
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Tabela 9 — Liberago de lactato (média + EPM, umol lactato 10° cels/60 minutos) no meio

de incubagdo (KRBA), estimulada pela noradrenalina de mulheres ¢ homens obesos.

MULHERES OBESAS HOMENS OBESOS
Concentracio de pmol lactato iwmol lactato
noradrenalina (n=11a17) (n=2a4)

Basal 0, 1561+ 0,01 0, 1043 +0,02
0,061uM 0, 2497+ 0,02* 0, 2435 + 0,05
0,01uM 0,2714 + 0,02* 0, 2823 +0,04*
0,1uM 0, 3309 + 0,02* 0, 2631 + 0,07

luM 0,2272 +0,02* 0,2611 + 0,02

* p<0,05 para as concentragdes que diferiram de seus respectivos basais (ANOVA

seguida do teste de Dunnett).

Tabela 10 Area sob a curva de lactato liberado pela noradrenalina de adipécitos isolados de

obesos, mulheres e homens, apresentados como média + EPM pmol lactato 10° cels/60

minutos.

AUC

LM de lactato 10° células/60 min

MULHERES OBESAS HOMENS OBESOS
(n=13) (n=6)
6,5904 + 0,36 49318 +0,37*

* Analise estatistica: teste ¢ de Student. p<0,05 significativo.
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A produgdo de lactato por adipécitos isolados provenientes de tecido adiposo
visceral de individuos eutroficos e obesos morbidos também foi analisada em incubagdes
com insulina (50-500 wU/mL de insulina) ¢ os resultados estdo na figura 17 e na tabela 11,
estes resultados estio comparados as curvas concentragio-efeito 4 insulina na auséncia de
noradrenalina ¢ na figura 18 ¢ tabela 12 na presenga de 1 pM de noradrenalina.

Os resultados mostram que houve diferenga significativa dos respectivos basais em
relagdo as concentragbes de 50, 100 e 250 pU/mL de insulina para eutroficos e nas
concentracdes de 50, 100, 250 e 500 pU/mL para adipécitos de individuos obesos
morbidos. Demonstrando assim que tanto adipécitos isolados de tecido adiposo de
eutrdficos como de obesos mdrbidos apresentam, frente & insulina, um aumento na
produgdo de lactato concentrago-efeito.

A concentracio que correspondeu ao estimulo maximo nessas células foi a de 250
pU/mL de insulina para ambos os grupos, sendo que o méximo estimulo foi de 3,5 vezes o
valor do basal para o grupo de eutrdficos (0,08755 + 0,01 vs 0,31100+ 0,03 pmol de lactato
10° células/60 minutos) e de 2,4 vezes o valor do basal para individuos obesos (0,15060 +

0,01 vs 0,36770+ 0,04 pumol de lactato 10° células/60 minutos) (tabela 11).
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Figura 17 — Curva concentragfio-efeito 4 insulina em adipécitos isolados de tecido
adiposo de eutroficos e obesos, sobre a producfo de lactato. Os resultados séo expressos
come média + EPM (umol lactato 10° cels/60 minutos) e foi aceita como diferenca
significativa aqueles que apresentaram p<0,05. * p<0,05 para as concentra¢des que
diferiram de seus respectivos basais (ANOVA seguida do teste de Dunnett); * p<0,05

quando comparamos ponto a ponto as duas curvas (teste z de Student).
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Tabela 11 — Liberagiio de lactato {média + EPM, umol lactato 10° cels/60 minutos) no
meio de incubagfio (KRBA), estimulada pela insulina em adipdcitos isolados de tecido

adiposo de individuos eutroficos e obesos.

EUTROFICOS OBESOS
Concentragdo de pmol lactato umol lactato
insulina (n=9 a 15) (n=10a 21)

Basal 0,08755 + 0,01 0,15060 + 0,01"

50pU/mL 0,27180+ 0,01* 0,29100+ 0,04
100U/ mL 0,256404 0,02%* 0,32710+ 0,04*
250pU/mL 0,31100+ 0,03* 0,36770+ 0,04%
500pU/mL 0,17750+ 0,02 0,34320+ 0,04*"

* p<0,05 para as concentragbes que diferiram de seus respectivos basais (ANOVA
seguida do teste de Dunnett); * p<0,05 quando comparamos ponto a ponto as duas

curvas (teste ¢ de Student).

Quando analisamos separadamente os géneros dentro do grupo de obesos frente ao
tratamento com a insulina, observamos duas curvas semelhantes no seu desenho, mas
diferentes em magnitude entre mulheres e homens (figura 16).

A figura 16 mostra a curva concentragdo-efeito a insulina na produgio de lactato
pelos adipécitos isolados de individuos obesos, mulheres € homens. A concentragdo que
correspondeu ao estimulo maximo nessas células foi a de 500 pU/mL de insulina para
ambos os géneros, sendo que o maximo estimulo foi de 2,5 vezes o valor do basal para o
grupo de mulheres obesas (0,1561 + 0,01 vs 0,3868 + 0,05 wmol lactato 10% cels/60
minutos) e de 3,2 vezes o valor do basal para homens obesos (0,1043 + 0,02 vs 0,3387%

0,06 umol lactato 10° cels/60 minutos) (tabela 12).
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Figura 18 — Curva concentragio-efeito 4 insulina de adipdcitos isolados de tecido
adiposo de mulheres e homens obesos, sobre a producdo de lactato. Os resultados sdo
expressos como média + EPM e foi aceita como diferenca significativa aqueles que
apresentaram p<0,05. * p<0,05 para as concentracdes que diferiram de seus respectivos
basais (ANOVA seguida do teste de Dunnett); © p<0,05 quando comparamos ponto a

ponto as duas curvas (teste ¢ de Student).
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Tabela 12 —Liberagio de lactato (média + EPM, wmol lactato 10° cels/60 minutos) no meio
de incubagio (KRBA), estimulada pela insulina em adipdcitos isolados de tecido adiposo

de mulheres e homens obesos.

MULHERES OBESAS HOMENS OBESOS
Concentragao de pmol lactato pmol lactato
insulina (n=%a 13) (n=3 a 6)
50uU/mL 0,2947 + 0,05 0,0821+ 0,06*"
100pU/L 0,3640 + 0,05* 0,2891+ 0,06*"
250pU/L 0,3823 + 0,05* 0,2925+ 0,05
500uU/L 0,3868 + 0,05* 0,3387+ 0,06*

* p<0,05 para as concentracdes que diferiram de seus respectives basais (ANOVA
seguida do teste de Dunnett); © p<0,05 quando comparamos ponto a ponto as duas curvas

(teste ¢ de Student).

A producdo de lactato por adipdcitos isolados provenientes do tecido adiposo
visceral de individuos eutrdficos e obesos morbidos também foi analisada em incubacgdes
com insulina (50-500 uU/mL de insulina 10° células/60minutos) co-incubada com
noradrenalina (I M), e os resultados podem ser observados na figura 19 e tabela 13.

Como a curva da insulina foi realizada conjuntamente a da noradrenalina e
noradrenalina co-incubada com prazosin, a produgdo basal destes ensaios € a mesma
referida na tabela 8 (vide figura 15 ¢ tabela 8 ~ eutrdfico: 0,0875 + 0,01 vs obesos
morbidos: 0,1506 + 0,01 umol de lactato 10° células/60 minutos ¢ sio estatisticamente

diferentes, sendo que adipocitos isolados de obesos madrbidos produzem mais lactato).
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Os resultados obtidos destas incubagdes mostram que houve diferenga significativa
das concentragdes de 50, 100, 250 e 500 pU/mL de insulina co-incubada com noradrenalina
(1 uM), em relagdio aos respectivos basais, tanto para eutréficos como para obesos
morbidos.

A estimulacio maxima ocorreu na concentragio de 250 pU/mL de insulina co-
incubada com 1uM de noradrenalina para ambos os grupos. Para o grupo de eutréficos, a
estimulagdo foi de 3 vezes o valor do basal (0,08755 + 0,01 vs 0,26510 + 0,03 pmol de
lactato 10° células/60 minutos) ¢ para o grupo de obesos a estimulagdo foi de 2,4 vezes o
valor do basal (0,15060 + 0,01 vs 0,36830 + 0,04 pmol de lactato 10° células/60 minutos).

As curvas diferitam entre si sendo a maior concentragfio de lactato produzida pelos
adipécitos isolados provenientes de obesos moérbidos em relagio aos adipocitos de
eutréficos quando incubados em concentragdes crescentes de insulina somada &
concentracio tica de noradrenalina de 1 pM, e em todos os pontos a diferenga foi

significativa (p<0,05).
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Figura 19 Curva concentragiio-efeito & insulina co-incubada com 1M de noradrenalina
de adipécitos isolados de tecido adiposo de eutréficos e obesos sobre a produgio de
lactato. Os resultados sdo expressos como média + EPM e foi aceita como diferenca
significativa aqueles que apresentaram p<0,05. * p<0,05 para as concentragdes que
diferiram de seus respectivos basais (ANOVA seguida do teste de Dunnett); " p<0,05

quando comparamos ponto a ponto as duas curvas (teste # de Student).
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Tabela 13 —Liberagéo de lactato (média + EPM, umeol lactato 10° cels/60 minutos) no meio de

incubaciio (KRBA), estimulada por concentragdes crescentes de insulina ou insulina co-

incubada com 1uM de noradrenalina, para eutréficos e obesos.

Conc. de EUTROFICOS OBESOS
Insulina pmol lactato pmol lactato
pU/mL (n=9 a 14) (n=11a2l)
+ 1uM de + 1pM de
Insulina noradrenalina Insulina noradrenalina
Basal 008755 +001  0.08755+0,01 5060 +001" 0,15060 £0,01"
50uU/mL  0,27180+ 0,01  0,18000£0,02% 929100+ 0,04 027880 £0,04
100uU/mL  0,25640+0,02¢ 025320+ 0,02* 032710+ 0,04*  0.34460 £ 0,04*
250uU/mL 0,31100+0,03%  0,26510£0,03* 36770+ 0,04* 036830 £ 0,04
500pU/mL 0,17750+ 0,02  0,21340+0,04* 034370+ 0,04+ 0,35620 = 0,06*

* p<0,05 para as concentragBes que diferiram de seus respectivos basais (ANOVA seguida

do teste de Dunnett); © p<0,05 quando comparamos ponto a ponto as duas curvas (teste ¢ de

Student).

A curva concentragdo-efeito a insulina na presenca de noradrenalina na

concentragdo de 1uM, comparando os géneros no grupe de obesos estd representada na

figura 20 e tabela 14. A estimulacdo maxima para o grupe de mulheres obesas ocorreu na

concentracdo de 250 pU/mL de insulina acrescentada de 1pM de noradrenalina. Para o

grupo de mulheres obesas, a estimulacdo foi de 2,5 vezes o valor do basal (0,1561 + 0,01 vs

0,3865 + 0,05 umol de lactato 10° céls/ 60 min). Para o grupo de homens obesos, a

estimulagfio foi semelhante ao do grupo das mulheres obesas, ocorrendo também a maxima

estimulacgfio na concentragiio de 250 pU/mL de insulina co-incubada 1 uM de noradrenalina
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sendo de 2,7 vezes o valor do basal (0,1043 + 0,02 vs 0,2860 + 0,03 pmol de lactato 10°

cels/ 60 min).
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Figura 20 Curva concentragio-efeito & insulina co-incubada com 1uM de noradrenalina
em adipécitos isolados de tecido adiposo de obesos mérbidos, mulheres e homens, sobre
a produgo de lactato. Os resultados sio expressos como média + EPM e foi aceita como
diferenca significativa aqueles que apresentaram p<0,05. * p<0,05 para as concentragoes
que diferiram de seus respectivos basais (ANOVA seguida do teste de Dunnett); + p<0,05

quando comparamos ponto a ponto as duas curvas (teste 7 de Student).
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Tabela 14 — Liberacio de lactato (média + EPM, pmol lactato 10° cels/60 minutos) no
meio de incubagio (KRBA), estimulada por concentragBes crescentes de msulina
acrescidas de 1uM de noradrenalina, em adipocitos isolados de tectdo adiposo de mulheres

e homens obesos.

MULHERES OBESAS HOMENS OBESOS
Concentracio de
Insulina + 1uM de pmol lactato nmol lactato
(n=8 a 13) (n=1 a 4)
noradrenalina

Basal 0,1561 + 0,01 0,1043 + 0,02*
50pU/MI 0,2928 + 0,05* 0,1312 + 0,05
100uU/L 0,3596 + 0,05* 0,2598 + 0,02%"
250ul/L 0,3865 + 0,05% 0,2860 + 0,03*

500uU/mL 0,3582 + 0,06* 0,2800 + 0,00

* p<0,05 para as concentragdes que diferiram de seus respectivos basais (ANOVA
segutda do teste de Dunnett), + p<0,05 quando comparamos ponto a ponto as duas curvas

(teste ¢ de Student).
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A figura 21 mostra as médias de produgfo de lactato por adipdcitos isolados de
individuos eutréficos, comparando as curvas concentragdo-efeito 4 noradrenalina na
auséncia ou presenca de prazosin (1 uM).

Nossos resultados demonstraram que nfio houve diferenca significativa na produgio
basal de lactato entre os adipdcitos isolados de eutréficos, na auséncia de prazosin (1 uM)
antagonista oy ndo-seletivo, quando comparamos aos valores de lactato produzido por
adipdcitos isolados com a adi¢do de prazosin (basal sem prazosin: 0,0875 + 0,01 vs basal
com prazosin: 0,1239 + 0,02 umol de lactato 10° células/60 minutos).

As curvas concentracio-efeito obtidas de adipocitos isolados da regido visceral de
individuos eutr6ficos sem ou com a adiglio de prazosin, estdo ilustradas na figura 21 ¢
tabela 15. Os resultados mostram que houve diferenca significativa em relagio aos
respectivos basais nas concentra¢des de 0,1 e 1 pM de noradrenalina sem a adigdo de
prazosin, mas quando acrescentamos o prazosin as concentragdes crescentes de
noradrenalina, nic foi possivel encontrar diferenga significativa em relagéio ao basal.

A estimulagio méaxima da producdo de lactato aconteceu na concentragdo de 0,1
UM de noradrenalina, sendo que o estimulo méaximo produziu 2,25 vezes mais lactato que o
valor basal para a curva de noradrenalina sem o prazosin (0,0875 + 0,01 vs 0,1973 £ 0,04
umol de lactato 10° células/60 minutos). Quando acrescentamos o prazosin a curva de
noradrenalina, nio foi possivel observar estimulag8io para a producio de lactato em relacéo
ao basal prazosin (0,1239 + 0,02 vs 0,2222 + 0,04 umol de lactato 10° células/60 minutos).

E possivel observar que o prazosin ndio teve um efeito inibitério na produgio de

lactato em tecido adiposo de individuos eutroficos (figura 21 e tabela 15).
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Figura 21 Curva concentragfo-efeito & noradrenalina na auséncia ou presenga de 1uM de
prazosin em adipécitos isolados de tecido adiposo de eutrdficos sobre a produgdo de
lactato. Os resultados sdo expressos como média + EPM (Omol de lactato 10° células/60
minutos) e foi aceita como diferenca significativa aqueles que apresentaram p<0,05.
*p<0,05 para as concentragdes que diferiram de seus respectivos basais (ANOVA seguida

do teste de Dunnett).
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Tabela 15 - Liberacio de lactato (imédia + EPM, pmol lactato 10° cels/60 minutos) no meio
de incubacgio (KRBA), estimulada pela noradrenalina na auséncia ou presenca de 1pM de

prazosin em adipdcitos isolados de individuos eutréficos.

NOR NOR+PZS
Concentl:at;ao de pmol lactato pmol lactato
noradrenalina + 1pM (0=6 a 15) (n=3 a 6)
de prazosin
Basal/PZS 0,08755 + 0,01 0,1239 + 0,02
0,001pM 0,1499 + 0,03 0,2110 0,05
0,01uM 0,1645 + 0,03 0,1944 + 0,01
0,1uM 0,1973 + 0,04* 0,2077 + 0,02
pM 0,1970 + 0,04* 0,2222 + 0,04

*p<(,05 para as concentragBes que diferiram de seus respectivos basais (ANOVA

seguida do teste de Dunnett); + p<0,05 quando comparamos ponto a ponto a curva de

noradrenalina em relagfio 4 curva de noradrenalina + prazosin (teste 7 de Student).

Diferentemente do resultade dos adipécitos isolados de individuos eutréficos (figura
21 e tabela 15), o prazosin apresentou efeitos inibitérios na producio de lactato estimulada
pela noradrenalina em adipécitos isolados de individuos obesos (figura 22 e tabela 16).

Demonstramos que houve diferenca significativa na produgfio basal de lactato na
presencga ou auséncia do prazosin (1 UM) antagonista ndo-seletivo o (basal sem prazosin:
0,1506 + 0,01 vs basal com prazosin: 0,1284 + 0,009 umol de lactato 10° células/60

minutos, p<0,05).

81



A estimulagiio méxima na produgio de lactato ocorreu na concentragdo de 0,1 UM
de noradrenalina, sendo que o estimulo maximo produziu 2,27 vezes mais lactato que o
valor do basal para a curva de noradrenalina sem a adi¢do de prazosin (0,1506 + 0,01 vs
0,3423 + 0,03 umol de lactato 10° célhulas/60 minutos). Quando acrescentamos o prazosin a
curva da noradrenalina, a estimulagio maxima ocotreu na concentra¢do de 1 uM de
noradrenalina em relaciio ao basal prazosin (0,1284 + 0,009 vs 0,2711 + 0,02 umol de
lactato 10° células/60 minutos p< 0,05).

Podemos observar que tivemos uma inibigio na produglo de lactato apenas em
adipdcitos isolados de individuos obesos mérbidos e esta inibigdo foi semelhante em todos
os pontos da curva, produzindo em média de 1,27 vezes menos lactato aqueles adipocitos

de obesos morbidos que foram incubados com prazosin (tabela 17).
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Figura 22 Curva concentragfo-efeito & noradrenalina na auséncia ou presenca de 1pM de

prazosin em adipdcitos isolados de tecido adiposo de obesos sobre a produgio de lactato.
Os resultados sido expressos como média + EPM (umol de lactato 10° ¢éls/ 60 min) e foi

aceita como diferenca significativa aqueles que apresentaram p<0,05. *p<0,05 para as
concentracdes que diferiram de seus respectivos basais (ANOVA seguida do teste de

Dunnett); + p<0,05 quando comparamos ponto a ponto a curva dos obesos em relagio a

curva dos eutroficos (teste ¢ de Student).
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Tabela 16 —Liberagio de lactato (média + EPM pmol lactato 10% cels/60 minutos) no meio
de incubacio (KRBA), estimulada pela noradrenalina ou noradrenalina na auséncia ou

presenca de 1uM de prazosin em adipécitos isolados de individuos obesos.

NOR NOR+PZS
Concen.trat;ao de pmol lactato pmol lactato
noradrenalina + 1uM de (=6 a 15) (n=2a 12)

prazosin

Basal/PZS 0,15060 + 0,01 0,1284 + 0,009"

0,00ipM 0,24070+ 0,01*% 0,1781+ 0,01%"

0,01uM 0,25990+ 0,02* 0,2081 + 0,02%"

0,1uM 0,34230 + 0,03*% 0,2585 + 0,02%"

1uM 0,27420 + 0,03* 0,2711 + 0,02*

*1n<0,05 para as concentracfes que diferiram de seus respectivos basais (ANOVA seguida
do teste de Dunnett); + p<0,05 quando comparamos ponto a ponto a curva dos obesos em

relacfio a curva dos eutroficos (teste ¢ de Student).
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Tabela 17 — Porcentagem de inibigdo, induzido pelo prazosin, na produgdo de lactato

estimulada pela noradrenalina em adipdcitos isolados de obesos mérbidos.

NOR NOR+PZS
——
Concentracéo de Médias Médias fodzrlgil(?:f:loa
noradrenalina + pmol lactato pmol lactato :;a presen a de 1
1uM de prazosin (n=6 a 15) (n=2a12) pefap ¢ .
UM de prazosin
Basal/PZS 0,15060 + 0,01 0,1284 + 0,009" 14,7
0,001uM 0,24070+ 0,01 % 0,1781+ 0,01*" 26
0,01uM 0,25990+ 0,02* 0,2081 +0,02*" 20
0,1uM 0,34230 + 0,03* 0,2585 + 0,02%" 24,5
1uM 0,27420 + 0,03* 0,2711 4+ 0,02% 1,1

*p<0,05 para as concentra¢des que diferiram de seus respectivos basais (ANOVA seguida do
teste de Dunnett); + p<0,05 quando comparamos ponto a ponto a curva dos obesos em

relagdo a curva dos eutréficos (teste ¢ de Student).

Quando comparamos as incubagdes de adipocitos isolados na presenca de prazosin,
separando o grupo de obesos por género, ndo houve diferengas significativas nas curvas
concentracfio-efeito 4 noradrenalina, em nenhum ponto, como podemos observar na figura
23 e tabulado como valores médios das incubacdes na tabela 18.

A estimulacio maxima na produgdo de lactato ocorreu na concentracdo de 1 pM de
noradrenalina para as mulheres obesas, sendo que o estimulo maximo produziu 2 vezes
mais lactato que o valor do basal com a adi¢do de prazosin (0,1328 + 0,01 vs 0,2759 &
0,032 pmol de lactato 10° células/60 minutos). Ja para a curva de produgfio de lactato
estimulado pela noradrenalina na presenca de prazosin em adipdcitos tsolados de homens

obesos, a estimulagdo méxima ocorreu na concentragéio de 0,1 pM de noradrenalina e
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produziu também 2 vezes mais lactato que o valor basal (0,1195 £ 0,009 vs 0,2421 + 0,05

umol de lactato 10 células/60 minutos, p< 0,05).
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Figura 23 Curva concentragio-efeito a noradrenalina na auséncia ou presenga de 1uM de
prazosin de adipdcitos isolados de tecido adiposo de obesos sobre a produgdo de lactato.
Os resultados sdo expressos como média + EPM (Cmol de lactato 10° células/60
minutos) ¢ foi aceita como diferenca significativa aqueles que apresentaram p<0,05.
*p<(,05 para as concentragdes que diferiram de seus respectivos basais (ANOVA seguida
do teste de Dunnett); + p<0,05 quando comparamos ponto a ponto a curva dos obesos em

relacdo a curva dos eutréficos (teste ¢ de Student).
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Tabela 18 —Liberacio de lactato (média + EPMpumoel lactato 10% cels/60 minutos) no meio
de incubaciio (KRBA), estimulada pela noradrenalina na auséncia ou presen¢a de 1uM de

prazosin em adipocitos isolados de individuos obesos mulheres € homens.

NORAPZS NOR+PZS
Mulheres obesas Homens obesos
Concentracao de
noradrenalina + 1uM de uElI:gglcht;)to “?:1(2 ]l:;c;";to
prazosin

Basal/PZS 0,1328 + 0,01 0,195 + 0,009

0,001uM 0,1801+ 0,02* 0,1700+ 0,03
0,0iuM 0,2033+ 0,03* 0,2215 + 0,03*

0,luM 0,2617 +0,03*% 0,2421+ 0,05*

1uM 0,2759 + 0,02* 0,2040 + 0,00

*p<(,05 para as concentragdes que diferiram de seus respectivos basais (ANOVA seguida

do teste de Dunnett).
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Quando separamos o grupo de obesos por género e comparamos suas curvas de
noradrenalina na presenga ou auséncia de prazosin, pudemos observar uma resposta,
dependendo do género.

A figura 24 representa graficamente a resposta na produgéo de lactato por adipdcitos
isolados de mulheres obesas, induzida por noradrenalina somada a ac¢do inibitdria da
presen¢a do prazosin (antagonista o, ndo-seletivo). O grafico mostra claramente uma
inibi¢io na produ¢do de lactato significativa em todos os pontos da curva. As médias estdo
apresentadas na tabela 19.

A estimula¢iio maxima na producdo de lactato de adipocitos isolados de mulheres
obesas ocorreu na concentracdo de 0,1 uM de noradrenalina, sendo que o estimule maximo
produziu 2,12 vezes mais lactato que o valor do basal para a curva de noradrenalina sem a
adicio de prazosin (0,1561 + 0,01 vs 0,3309 + 0,02 pumeol de lactato 10° células/60
minutos). Quando acrescentamos o prazosin & curva da noradrenalina, a estimulagdo
maxima somente ocorreu na concentragdo de 1 uM de noradrenalina em relacdo ao basal
prazosin e foi de 2 vezes o valor do basal (0,1328 + 0,01 vs 0,2759 + 0,02 umol de lactato

10° células/60 minutos).
Podemos observar que a curva de noradrenalina na presen¢a ou auséncia de
prazosin de mulheres obesas segue um tragado semelhante aquele apresentado pelo grupo

de obesos.
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Figura 24 Curva concentragio-efeito a noradrenalina na auséncia ou presenca de iuM de
prazosin em adipécitos isolados de tecido adiposo de mulheres obesas sobre a produgéo
de lactato. Os resultados sdo expressos como média + EPM (Cmol de lactato 10°

células/60 minutos) e foi aceita como diferenca significativa aqueles que apresentaram

p<0,05. *p<0,05 para as concentragBes que diferiram de seus respectivos basais (ANOVA

seguida do teste de Dunnett).
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Tabela 19 —Liberagio de lactato {média + EPM, pmol lactato 10° cels/60 minutos) no meio

de incubacio (KRBA), estimulada pela noradrenalina na presencga ou auséncia de 1uM de

prazosin em adipdcitos isolados de tecido adiposo de mulheres obesas.

NOR

NOR+PZS

Concentracio de pmol lactato

pmol lactato

noradrenalina + 1pM de (0=6 a 15) (n=6 a 15)
prazosin
Basal/PZS 0,1561+ 0,01 0,1328 + 0,01
0,001uM 0, 2497+ 0,02% 0,1801+ 0,02+"
0,01uM 0, 2714 + 0,02* 0,2033+ 0,03*"
0,1uM 0, 3309 + 0,02* 0,2617 + 0,03+
1uM 0, 2272 + 0,02* 0,2759 + 0,02*

*p<0,05 para as concentragdes que diferiram de seus respectivos basais (ANOVA seguida

do teste de Dunnett).

Na figura 25 representamos graficamente a resposta na produgio de lactato por

adipécitos isolados de homens obesos, induzida por noradrenalina somada a agfo inibitoria

da presenca do prazosin (antagonista ¢ ndo-seletivo). Nossos ensaios demonstram que

uma tendéncia a inibicfo porém ndo foi significativa. Os valores médios de cada ponto da

curva estio apresentados na tabela 20.
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Figura 25 Curva concentragdo-efeito 4 noradrenalina na auséncia ou presenga de 1pM de
prazosin de adipocitos isolados de tecido adiposo de homens obesos sobre a produgiio de
lactato. Os resultados sdo expressos como média + EPM (umol lactato 10° cels/60 minutos)
e foi aceita como diferenca significativa aqueles que apresentaram p<0,05. *p<0,05 para as
concentracdes que diferiram de seus respectivos basais (ANOVA seguida do teste de

Dunnett).
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Tabela 20 - Liberacido de lactato (média + EPMumol lactato 10° cels/60 minutos) no meio
de incubagio (KRBA), estimulada pela noradrenalina na auséncia ou presenca de 1uM de

prazosin em adipdcitos isolados de homens obesos.

NOR NOR+PZS
Concentracio de
noradrenalina + 1pM de P'g}‘:; E:lc?)lto m&(:ll a;icgto
prazosin

Basal/PZS 0, 1043 + 0,02 0,1195 + 0,009
0,001uM 0,2435+ 0,05 0,1700+ 0,03
0,01luM 0, 2823 + 0,04* 0,2215 + 0,03*

0,1uM 0,2631 + 0,07 0,2421+ 0,05%

luM 0,2611 + 0,02 0,2040 + 0,00

*p<0,05 para as concentragdes que diferiram de seus respectivos basais (ANOVA seguida

do teste de Dunnett).
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Foi possivel realizar as incuba¢des com cirazolina (agonista «;) apenas em
adipécitos isolados de individuos obesos moérbidos, devido & grande quantidade de tecido
necessaria para realizar as curvas com este agonista. estes resultados estdo representados na
figura 26 , com seus valores médios na tabela 21, em comparagdo com a curva obtida com

noradrenalina.

0.4- _ ,
—= Cirazolina

0.3- A Noradrenalina

0.2

nmol de lactato 10° céls/ 60 min

Basal 0,00001 0.,0001 0,01 0,01 0,1 1
log [Cirazolina ou Noradrenalina] uM

Figura 26 Curva concentragio-efeito 4 cirazolina ou noradrenalina de adipécitos isolados
de tecido adiposo de individuos obesos sobre a produgio de lactato. Os resultados sdo
expressos como média + EPM (umol de lactato 10° céls/ 60 min) e foi aceita como
diferenca significativa aqueles que apresentaram p<0,05. *p<0,05 para as concentragdes

que diferiram de seus respectivos basais (ANOVA seguida do teste de Dunnett).
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Estes dois agonistas da produgio de lactato em adipocitos isolados de tecido
adiposo humano ndo demonstraram diferencas significativas na magnitude de resposta

estimulatdria (figura 26 e tabela 21).

Tabela 21 —Liberagfo de lactato (média + EPM, pmol lactato 10° cels/60 minutos) no meio
de incubagiio (KRBA), estimulada pela cirazolina ou noradrenalina em adipécitos isolados

de tecido adiposo de individuos obesos mérbidos.

Cirazolina Noradrenalina
Cg‘;::;;:.i?:;ﬁg“de pmol lactato nmol lactato
noradrenalina (LM) (n=10a 13) (m=13a21)

Basal/WB 0,1810 + 0,02 0,15060 + 0,01
0,00001 uM 0,2260 + 0,05 -
0,0001 uM 0,2480 + 0,05 -

0,001 uM 0,2370 £ 0,04 0,24070+ 0,01*

0,01 pM 0,2940 + 0,03 0,259904 0,02%*

0,1 ptM 00,2880 + 0,04 0,34230 + 0,03*

1 pM 0,2480 + 0,04 0,27420 + 0,03%

*p<0,05 para as concentragdes que diferiram de seus respectivos basais (ANOVA seguida

do teste de Dunnett).
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Assim como para a curva da cirazolina do grupo de obesos mérbidos, quando
separamos estes dados por género, o resultado no foi diferente (figura 27 e tabela 22), ndo

obtivemos significAncia nestes experimentos.
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Figura 27 Curva concentragfo-efeito a cirazolina de adipécitos isolados de tecido adiposo
de mulheres e homens obesos sobre a producgio de lactato. Os resultados sdo expressos
como média + EPM (iimol lactato 10° céls/ 60 min) e foi aceita como diferenca

significativa aqueles que apresentaram p<0,05.
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Tabela 22 — Médias de liberaggio de lactato (umol lactato 10° cels/60 minutos) no meio de
incubac¢do (KRBA), estimulada pela cirazolina em adipdcitos isolados de mulheres e

homens obesos.

Mulheres obesas Homens obesos

Concentracio de pmol lactato pmol lactato
Cirazolina (n=52a7) (n=4 a 7)

0,00001 uM 0, 17032 + 0,03 0,14590 + 0,02

0,0001 uM 0, 2441 + 0,05 0,2546 + 0,06

0,001 pM 0, 2345 + 0,06 0,2665 + 0,04

0,01 pM 0, 3239 + 0,05 0,2719 + 0,04

0,1 uM 0,3142 + 0,07 0,2955 + 0,05

1 uM 0,2791 £ 0,03 0,2826 + 0,08

Realizamos também ensaios de curvas concentracdo-efeito com cirazolina na
presenga ou auséncia de dois antagonistas seletivos para os subtipos de receptores
adrenérgico a;, o WB4101 (1 nM), antagonista seletivo a5 {figura 28 e tabela 23) ¢ o

BMY7378 (10 nM), antagonista seletivo a;p (figura 29 ¢ tabela 24).
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Observamos inibigio significativa na produgio de lactato pelo antagonista de
adrenoceptores 4, 0 WB4101, em apenas 1 ponto em comparagdo  curva concentragao-
efeito A cirazolina, que foi na concentragdo de 0,00001 pM de cirazolina (CIR: 0,2260 +

0,05 vs CIR + WB: 0,1660 + 0,02 pmol lactato 10° cels/60 minutos).

0.4- _ .
—=+ Cirazolina

0.3 —2— Cirazolina + WB4101
—w- Cirazolina + BMY7378

0.2

0.1

0.0-

Basal ©,00001 $,0001 0,001 0,1 0.1 1

log [Cirazolina] pM

Figura 28 Curva concentragio-efeito a cirazolina, cirazolina na auséncia ou presenga de
10M de WB4101 ou 10 nM de BMY7378 de adipécitos isolados de tecido adiposo obesos
sobre a producdo de lactato. Os resultados sio expressos como média + EPM e foi aceita
como diferenga significativa aqueles que apresentaram p<0,05. *p<0,05 para as
concentragdes que diferiram de seus respectivos basais (ANOVA seguida do teste de
Dunnett); © p<0,05 quando comparamos ponto a ponto a curva com antagonista em relacdo

a curva com a cirazolina (teste ¢ de Student).
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Tabela 23 — Liberagio de lactato (média + EPM, pmol lactato 10° cels/60 minutos) no
meio de incubagdo (KRBA), estimulada pela cirazolina ou cirazolina na auséncia ou
presenca de InM de WB4101 ou 10nM de BMY7378 em adipocitos isolados de tecido

adiposo de individuos obesos.

Cirazolina

1 nM de WB4101

Cirazolina+

Cirazolina+

10 nM de BMY7378

Concentraciio de

pmol lactato

pmol lactato

umol lactato

Cirazolina (n=10a 13) (n=4 a 0) (n=5a7)

Basal/WB 0,1815 +0,02 0,1613 + 0,02 0,1763+ 0,02
0,00001 UM 0,2260 + 0,05 0,1660 +0,02" 0,2389+ 0,03*
0,0001 uM 0,2480 + 0,05 0,2298+ 0,03 0,2452 £ 0,04*
0,001 pM 0,2370 £ 0,04 0,2673+ 0,03 0,2833 + 0,03*
0,01 uM 0,2940 + 0,03 0,2685 + 0,04 0,3348+ 0,04*
0,1 pM 0,2880 + 0,04 0,2827+ 0,05 0,3478 £ 0,03*

1 uM 0,2480 + 0,04 0,3024+ 0,03 0,3144 +0,03*

*p=<0,05 para as concentragdes que diferiram de seus respectivos basais (ANOVA seguida
do teste de Dunnett); * p<0,05 quando comparamos ponto a ponto a curva com antagonista

em relagdo a curva com a cirazolina (teste ¢ de Student).

Observamos que a cirazolina sozinha ou co-incubada com 1 nM de WB4101 nio
apresentou curva concentragdo-efeito na producdo de lactato pelos adipdcitos isolados de
tecido adiposo de obesos (figura 28 e tabela 23) como o que ocorreu quando co-incubamos

cirazolina com 10 nM de BMY7378.
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Quando separamos estas andlises por género, ndo encontramos diferencas
estatisticamente significativas nas curvas concentragfo-efeito a cirazolina e cirazolina com
ambos os antagonistas (WB4101 ¢ BMY7378) naquelas curvas obtidas de incubagdes de

adipocitos isolados de mulheres obesas (figura 29 e tabela 24).

—&— Cirazolina
—A— Cirazolina + WB4101
—v— Cirazolina + BMY7378

umol de lactate 10° ¢éls/ 60 min

0.0-

Rasal 0,00001 0,0001 0,001 001 0.1 1
log [Cirazolina) uM

Figura 29 Curva concentragio-efeito a cirazolina, cirazolina na auséncia ou presenga de
1nM de WB4101lou de 10 nM de BMY7378 de adipécitos isolados de tecido adiposo de
mulheres obesas sobre a produgiio de lactaio. Os resultados séo expressos como média +
EPM (umol de lactato 10° cels/ 60 min) e foi aceita como diferenga significativa aqueles
que apresentaram p<0,05. *p<0,05 para as concentragbes que diferiram de seus respectivos
basais (ANOVA seguida do teste de Dunnett);  p<0,05 quando comparamos ponto a ponto

a curva com antagonista em relaco a curva com a cirazolina (teste ¢ de Student).
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Tabela 24 — Liberagio de lactato (pmol lactato 10° cels/60 minutos) no meio de incubacédo

(KRBA), estimulada pela cirazolina ou cirazolina na auséncia ou presenca de InM de

WB4101 10nM de BMY7378 em adipécitos isolados de mulheres obesas.

Cirazolina

1 nM de WB4101

Cirazolina+

Cirazolina+

10 nM de BMY7378

Concentracio de

pmol lactato

umol lactato

nmol lactato

Cirazolina (n=5a7) (n=3 a 8) n=5a7)
Basal/WB 0,1815 + 0,02 0,2013 + 0,05 0,1748+ 0,03
0,00001 uM 0,2260 + 0,05 0,1352 + 0,02 0,1568+ 0,02
0,0001 uM 0,2480 + 0,05 0,2459 + 0,05 0,1829 + 0,03
0,001 uM 0,2370 + 0,04 0,2604+ 0,06 0,2210 + 0,03
0,01 uM 0,2940 + 0,03 0,3272 + 0,07 00,4396 + 0,03*
0,1 uM 0,2880 + 0,04 0,2208+ 0,04 0,3703+ 0,05*
1 pM 0,2480 + 0,04 (0,2274+ 0,04 0,3696+ 0,04*

*p<0,05 para as concentra¢Bes que diferiram de seus respectivos basais (ANOVA seguida

do teste de Dunnett); * p<0,05 quando comparamos ponto a ponto a curva com antagonista

em relagfo 4 curva com a cirazolina (teste ¢ de Student).
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Quando analisamos os ensaios de adipécitos isolados de tecido adiposo de obesos

mérbidos observamos também que nio houve efeito inibitdrio dos antagonistas utilizados.

—5— Cirazolina
—&— Cirazolina + WB4101
—7— Cirazolina + BMY7378

0.0-

umol de lactato 10° céls/ 60 min

Basal 0,00001 0,0001 0001 001 01 1
log [Cirazolinaj um

Figura 30 Curva concentragiio-efeito a cirazolina, cirazolina na auséncia ou presenga de
1nM de WB4101 ou 10 nM de BMY7378 de adipécitos isolados de tecido adiposo de
homens obesos sobre a produgdo de lactato. Os resultados sd0 expressos como média +
EPM (umol lactato 10° cels/60 minutos) ¢ foi aceita como diferenca significativa aqueles
que apresentaram p<0,05. O simbolo * indica os pontos das curvas que diferiram de seus

respectivos basais (ANOVA seguida do teste de Dunnett).
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Tabela 25 — Liberaciio de lactato (média + EPM, umol lactato 10° cels/60 minutos) no
meio de incubagio (KRBA), estimulada pela cirazolina na auséncia ou presenga de [nM de

WB4101 ou 10nM de BMY7378 em adipocitos isolados de tecido adiposo de homens

obesos.

Cirazolina

1 nM de WB4101

Cirazolina+

Cirazolina+

10 nM de BMY7378

Concentracio de

pmol lactato

pmol lactato

pmol [actato

Cirazolina (n=5a7) (n=3 a 8) (n=5a7)
Basal/WB 0,1436 + 0,03 0,2013 + 0,04 0,2068+ 0,04
0,00001 uM 0,1490 + 0,02 0,1352 +0,02 0,2974+ 0,04
0,0001 uM 0,2546 + 0,06 0,2459 + 0,05 0,3209+ 0,05
0,001 pM 0,2665 + 0,04 0,2703+ 0,01 0,3209+ 0,05
0,01 uM 0,2719 + 0,04 0,3977 + 0,02 0,3303+ 0,04
0,1 uM 0,2955 +£ 0,05 0,2923+ 0,02 0,3426+ 0,05
1 pM 0,2826 + 0,08 0,2921+ 0,01 0,3264+ 0,02

*p=<0,05 para as concentragdes que diferiram de seus respectivos basais (ANOVA seguida

do teste de Dunnett).
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Realizamos entdo ensaios de curva concentragio-efeito utilizando um agonista de
adrenoceptores B nfio-seletivo, que ¢ o isoprenalina (ISO). Pudemos observar a formago de
uma curva com formato de “sino” quando usamos o isoprenalina, sendo que apenas na
concentracio de 0,001 UM o isoprenalina levou a uma maior produgdo de lactato em
relagdo a cirazolina (figura 31). Os valores médios de cada ponto da curva estdo

apresentados na tabela 26.
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—a— |SOPRENALINA
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umol de lactato 10° céls/ 60 min

e
o
l

Basal 0,00001 0,0001 0,001 001 01 1
log [cirazolina ou isoprenalina] pM

Figura 31 Curva concentrago-efeito a cirazolina e isoprenalina de adipocitos isolados de
tecido adiposo de obesos sobre a produgio de lactato. Os resultados sdio expressos como
média + EPM (pmol lactato 10° cels/60 minutos) e foi aceita como diferenca significativa
aqueles que apresentaram p<0,05. O simbolo * indica os pontos das curvas que diferiram de

seus respectivos basais.
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Tabela 26 — Médias de liberagdo de lactato (umol lactato 10° cels/60 minutos) no meio de

incubacdo (KRBA), estimulada pela cirazolina ou isoprenalina em adipécitos isolados de

individuos obesos.

CIRAZOLINA

ISOPRENALINA

Concentracéio do farmaco

pmol lactato

pmol lactato

(n=10a 13) (n=5a13)
Basal 0,1850 + 0,02 0,1815 + 0,02
0,00001 uM 0,2260 £+ 0,05 0,1766 + 0,05
0,0001 uM 0,2480 + 0,05 0,2142 + 0,04
0,001 uM 0,2370 + 0,04 0,3840+ 0,06*
0,01 uM 0,2940 + 0,03 0,1894 + 0,04
0,1 yM 0,2880 + 0,04 0,2619 £+ 0,05
1 uM 0,2480 + 0,04 0,2245 + 0,07

*p<0,05 para as concentragdes que diferiram de seus respectivos basais (ANOVA seguida

do teste de Dunnett).
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