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RESUMO

O isoproterenol € um farmaco usado geralmente para os tratamentos de
bradicardia, bloqueio cardiaco, broncoespasmos durante a anestesia e raramente
para asma. E um agonista B-adrenérgico ndo seletivo analogo da epinefrina, por essa
razdo ele promove efeitos inotropico e cronotrépico positivos no tecido cardiaco,
sendo usado como modelo experimental para o estudo de alteracdes cardiacas. Sabe-
se que a estimulacao adrenérgica causada pela administracao de isoproterenol, induz
o remodelamento cardiaco, geralmente por vias relacionadas principalmente ao status
redox e citocinas inflamatérias. Contudo, pouco se sabe sobre os prejuizos
metabdlicos desse modelo. Dessa forma, este estudo visa avaliar os efeitos da
administracdo de isoproterenol sobre parametros metabdlicos e morfologicos. Ratos
Wistar adultos (50-60 dias de idade; pesando 200-250g) foram alocados em dois
grupos experimentais: ratos controle (CO) que receberam veiculo (NaCl 150 mM,
0,1ml/kg/dia; i.p.), e ratos que receberam injecdes de isoproterenol (ISO; 1 mg/kg/dia;
i.p.) durante 7 dias consecutivos. Apds o periodo de tratamento os animais foram
submetidos a testes in vivo e posteriormente eutanasiados para coleta de amostras.
Os animais do grupo ISO néao apresentaram diferenca significativa na massa corporal
comparados aos animais CO. Por outro lado, os animais ISO apresentaram aumento
da massa do tecido adiposo marrom e da area dos adipécitos marrons. Além disso, a
administracdo de isoproterenol promoveu remodelamento pancreatico, com aumento
da area das ilhotas pancreaticas e fibrose intersticial. Em suma, além das alteractes
cardiacas, a sobrecarga adrenérgica induzida pela administracdo de isoproterenol
também foi capaz de promover alteragbes morfologicas significativas no tecido
adiposo marrom e no pancreas, estas alteragbes podem estar ligadas as alteragbes
cardiacas e em outros sistemas, dessa forma, o estudo fisiologico integrado é
fundamental para melhor entendimento da estimulagcado exacerbada dos receptores (3-

adrenérgicos.

Palavras-chaves: Agonista B-adrenérgico; Metabolismo; Tecido adiposo marrom;

Pancreas; Ilhotas pancreaticas; Fibrose.
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ABSTRACT

Isoproterenol is a drug commonly used for the treatment of bradycardia, heart
block, bronchospasm during anesthesia, and rarely for asthma. It is a non-selective [3-
adrenergic agonist (31 and 32 receptor agonist) analog of epinephrine. In many studies
the administration of isoproterenol is used as an experimental model for the study of
cardiac alterations. It is known that adrenergic stimulation caused by high or prolonged
doses of isoproterenol induces significant cardiac remodeling. However, little is known
about the metabolic effects of this model. Thus, this study aims to evaluate the effects
of isoproterenol administration on metabolic and morphological parameters. Adult
Wistar rats (200-250g) were allocated into two experimental groups: control rats (CO)
that received vehicle (150 mM NaCl, 0.1ml/kg/day; i.p.), and rats that received
isoproterenol injections (ISO; 1 mg/kg/day; i.p.) for 7 consecutive days. After the
treatment period, the animals were euthanized for sample collection. Animals in the
ISO group showed no significant difference in body mass compared to CO animals.
On the other hand, ISO animals showed an increase in brown adipose tissue mass
and brown adipocyte area. In addition, the administration of isoproterenol promoted
pancreatic remodeling, with an increase in the pancreatic islets and interstitial fibrosis.
In short, in addition to the cardiac morphofunctional changes, the adrenergic overload
induced by the administration of isoproterenol was also able to promote significant
morphological changes in brown adipose tissue and in the pancreas, these changes
may be linked to changes in the heart and in other systems, thus, an integrated
physiological study is essential for a better understanding of the exacerbated

stimulation of B-adrenergic receptors.

Keywords: B-adrenergic agonist; Metabolism; brown adipose tissue; pancreas;

Pancreatic islets; fibrosis.
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IMPACTO E RELEVANCIA DA PESQUISA PARA A SOCIEDADE

O presente estudo almejou avaliar, em ratos de laboratorio, os efeitos do uso
de um farmaco utilizado no tratamento de individuos (0,02 mcg/kg/min) com o
batimento cardiaco lento. O Isoproterenol, tem sido pouco explorado em parametros
metabdlicos, como na morfologia do pancreas e do tecido adiposo marrom, que sao
orgaos extremamente responsivos a diversos estimulos. Muitos estudos se debrucam
apenas no aparelho cardiovascular, que reconhecidamente sofre mais interferéncia
por ser o alvo principal deste tipo de farmaco. Entretanto, neste estudo foi mostrado
que mesmo na auséncia de alteracdes na massa corporal, 0 uso continuo desse
farmaco pode acarretar alteragcbes morfolégicas no tecido adiposo marrom, e
aumentar a fibrose no pancreas. Sendo assim, este estudo abre caminho para que
sejam feitas outras investigacdes para tornar mais claros os efeitos negligenciados do
uso de farmacos que apresentam efeitos semelhantes do horménio epinefrina

conhecidos como simpatomiméticos.



1. INTRODUCAO
1.1 Isoproterenol

O Isoproterenol, isoprenalina, ou conhecido pelo nome comercial Isuprel, € um
analogo de catecolaminas, agonista ndo seletivo de receptores B-adrenérgicos. Sua

estrutura molecular é semelhante a molécula de epinefrina (Figura 1).

H OHg
HO NH : 2
2 HO N OH,
HO HO
Dopamina Epinefrina
OH
HOmHYCHS
HO CHsj
Isoproterenol

Figura 1. Estrutura molecular de catecolaminas e do isoproterenol. Sombreados em azul os anéis
catecol, e em lil4s os grupos amina. Fonte: Adaptado de <sigma-aldrich.com>.

Os receptores B-adrenérgicos sao divididos em 3 subtipos: Bl, p2 e 3. O
receptor Bl-adrenérgico € encontrado principalmente no coracdo e nas células
justaglomerulares renais, o receptor f2-adrenérgico é encontrado majoritariamente no
mausculo liso, figado e no musculo esquelético, e o receptor B3-adrenérgico é
encontrado em maiores quantidades no tecido adiposo (GRAHAM, 1990). Contudo,
estudos recentes tém mostrado a existéncia de receptores adrenérgicos B2 em
adipécitos brancos e marrons (LANGE et al., 2005). Os 3 subtipos dos receptores [3-
adrenérgicos sao acoplados a proteina G estimulatéria (Gas) e promovem da ativagao
da Adenilato Ciclase e consequente formagédo de AMP ciclico (YIN et al., 2016). O
receptor B2 foi classificado como potente vasodilatador em diversos 6rgéos, bem
como no musculo liso e masculo esquelético (MITCHELL; MOYLE, 1967) e estudos
vem demonstrando papel importante dos receptores B1 e B3, no relaxamento de vasos

sanguineos, devido a liberacdo de 6xido nitrico nas células endoteliais (BRAWLEY;



SHAW; MACDONALD, 2000), entretanto essa liberagdo de oxido nitrico pode variar
de acordo com o tipo de leito vascular avaliado (GUIMARAES; MOURA, 2001). Além
disso, o papel do receptor B1 é extensivamente apontado como cronotropico e
inotropico em células cardiacas, aumentando a forca e a frequéncia das contracées,
a partir da inibicdo da recaptacdo de célcio do citoplasma para o reticulo
sarcoplasmatico pela SERCA e pela fosforilagdo de canais de célcio do tipo lento
(LTCC) (GRANT et al., 2020; HAYES et al., 1986). Por outro lado, o receptor 3 é
intimamente ligado a mobilizacdo de acidos graxos do tecido adiposo, devido a

ativagdo da lipase hormonio sensivel (CERO et al., 2021).

As principais vias ativadas através dos receptores [B-adrenérgicos em

adipécitos do TAM estao resumidas na Figura 2.

1 ,
B-AR
B @
A\
membrana :
Os receptores P-adrenérgicos sdo
receptores transmembrana acoplados
a proteina Ga estimulatéria.
nicleo
I
F 4
&
V'Y J
/":’A‘\:».'
2 \:":‘2-1‘
p-AR
© 8«
i\ e
membrana
ATP AMPc
Quando ocorre a ligagdo de um neurotransmissor ou
droga simpatomimética, a Gas ativa a Adenilato
| Ciclase (AC), que converte ATP em AMPc.
nucleo
|
&1
V'Y




B-AR {

g
membrana ! /\ /
ATP AMPc
4

4
Reticulo
Endoplasmatico 0O AMPc ativa a Proteina Kinase A,
+4 que pode fosfarilar os canais de
serca  TCa

ntcleo calcio tipo L & a Fosfolambam,

h U aumentando os niveis de calcio no
interlor da célula.

1 D>

p-AR

Lree
membrana /\

ATP AMPc
+

ArPKA lamsém pod;} atlvar a ;ia
+UCP lda LUpase hormbnio-sensivel

+GLUT | (HSL), aumentando a lipélise.
| Além de estimular a transcri¢do goticula

lipidica

| de proteinas desacopladoras e
| transportadoresde glicose,

niicleo :
- o

Figura 2. Ativacdo dos receptores B-adrenérgicos e principais vias intracelulares acionadas em
adipécitos do TAM.
Fonte: A autora. ISO — Isoproterenol; B-AR — Adrenoreceptor tipo B; AC — Adenilato Ciclase; AMPc —
Adenosina monofosfato ciclica; PKA — Proteina Kinase A; PLB — Fosfolambam; SERCA — ATPase de
transporte de célcio do reticulo sarcoendoplasmético; CREB — Proteina responsiva a ligacdo de AMPc;
UCP - Proteina desacopladora; GLUT — Transportadores de glicose; HSL — Lipase horménio sensivel;
LTCC - Canal de calcio do tipo L.




1.2. Isoproterenol em estudos do sistema cardiovascular

Na génese de alteracdes patolégicas no sistema cardiovascular, como
hipertensao, hipertrofia cardiaca e insuficiéncia cardiaca encontramos exacerbacao
da atividade simpética e aumento dos niveis circulantes de catecolaminas (ESLER;
KAYE, 2000).

O principal 6rgéo afetado pelo estimulo adrenérgico exdgeno € o coracdo. Os
receptores B-adrenérgicos aumentam a quantidade de célcio no citosol através da
inibicdo da SERCA pela Fosfolambam, ao passo que estimulam a entrada de caélcio
pelos canais de calcio do tipo lento (LTCC). Essa acdo faz com que o coracgao
aumente sua forca de contracao (inotropismo) e sua frequéncia de despolarizacao
(cronotropismo), aumentando a exigéncia metabdlica e a geracdo de espécies
reativas de oxigénio (KHDHIRI et al., 2021). Esse aumento continuo das exigéncias
mecanicas e metabdlicas favorecem a ativacao de vias hipertroficas, pro-fibroticas e
apoptoticas, levando ao remodelamento cardiaco (DERBALI et al., 2015; GRANT et
al., 2020).

A ativacao cronica de receptores adrenérgicos, como a administracdo diaria de
isoproterenol, também gera reducédo da vasodilatacdo, que é induzida de forma aguda
pela estimulacdo dos receptores B-adrenérgicos. Isso estd relacionado com a
dessensibilizacdo dos receptores devido a estimulacdo a longo prazo (HAYES et al.,
1986).

Além dessa alteracdo na sensibilidade dos receptores, estudos mostram que o
tratamento croénico com isoproterenol promove aumento da resposta contratil a
administracdo de fenilefrina (agonista a1-adrenérgico) na aorta de roedores (DAVEL
et al., 2006), e também que ha alteracéo pressoérica em ratos e camundongos que
foram expostos de forma crénica ao isoproterenol (GAVA et al., 2004; TRINDADE et
al., 1992).

A hiperativacdo dos receptores (3-adrenérgicos na vasculatura é semelhante
aos modelos experimentais que mimetizam patologias cardiovasculares e que tem
grande relevancia mundial. Devido a essa semelhanca de mecanismo, o isoproterenol

€ usado como modelo de hipertrofia cardiaca e insuficiéncia cardiaca para diversos



estudos, que buscam caracterizar os efeitos dessas patologias e testar possiveis

tratamentos para as doencas cardiovasculares.
1.3. Associacdo entre doencas cardiovasculares e alteracfes metabdlicas

E importante ressaltar que fatores de riscos para o desenvolvimento de
doencas cardiovasculares estdo associadas com alteracbes metabdlicas. Um
exemplo desse conjunto de patologias é a sindrome metabdlica, que tem se tornado

problema de saude publica de amplitude mundial (WONG et al., 2016).

A sindrome metabdlica € um conjunto de fatores de riscos para o acometimento
de doencas crdnicas que possuem altos niveis de mortalidade como, doencas
cardiacas, diabetes e obesidade. Entre os fatores estdo: hiperinsulinemia,
dislipidemia, hipertenséo, distarbios do metabolismo de acucares e a obesidade
(RODRIGUES et al., 2009).

A associacao entre doencas cardiovasculares com alterac6es metabdlicas
como aumento dos niveis séricos de colesterol e a presenca da placa de ateroma nos
vasos devido a hipercolesterolemia, pode gerar complicacdo no sistema
cardiovascular e aumentar a complexidade da doenca cardiovascular aterosclerotica
(MANDVIWALA; KHALID; DESWAL, 2016). E possivel fazer o acompanhamento dos
niveis séricos através da dosagem de colesterol total, fracBes de lipoproteina (LDL e
HDL) e triglicerideos (RODRIGUES et al., 2009).

1.4. Fisiologia do tecido adiposo marrom

O tecido adiposo marrom (TAM) contribui para a termogénese néo trémula e
dissipa a energia dos nutrientes como calor para a manutencdo da temperatura
corporal. Os maiores depésitos de TAM, em camundongos e ratos, sdo encontrados

na regido interescapular (Figura 3) e dorso-cervical (CASTEILLA et al., 2001).

Como podemos observar na figura 3, os adipocitos do TAM séao diferentes do
tecido adiposo branco (TAB). Enquanto no TAB temos adip6cito somente com um
vacuolo de gordura, o TAM possui microvacuolos no interior do seu adip6cito (BRAUN
et al., 2018). Os microvacuolos permitem a rapida mobilizacdo de triglicerideos. E sua

aparéncia acastanhada € resultado do alto teor de ferro e citocromo, explicando



principalmente pela alta massa mitocondrial (OELKRUG; POLYMEROPOULOS;
JASTROCH, 2015).

A atividade do TAM é controlada pelo sistema nervoso central (SNC), que induz
a liberacao de noradrenalina nas inervacdes do TAM apés um estimulo, que pode ser
tanto o frio quanto o aumento do nivel de nutrientes disponiveis (OELKRUG;
POLYMEROPOULOS; JASTROCH, 2015). A noradrenalina se liga a receptores B-
adrenérgicos especificos na superficie dos adipocitos marrons e ativa as vias de
sinalizacdo acopladas a proteina Gs que estimula a lipdlise e a liberacdo de acidos
graxos livres. Os acidos graxos livres servem como substratos para oxidacgéao lipidica,
atuando simultaneamente como ativadores diretos da proteina de desacoplamento
mitocondrial 1 (UCP1). A UCP1 é uma proteina transmembrana que catalisa a

producao de calor a nivel mitocondrial (BRAUN et al., 2018).

\ Adaptado de
\ Castellla et al 2001,

Figura 3. Anatomia e histologia do principal estoque de tecido adiposo marrom em roedores, 0
interescapular. Fonte: A autora.

1.5. Morfofisiologia do pancreas

O péancreas é uma glandula que consiste em uma por¢cédo enddcrina e outra
exocrina, apesar a distincdo entre a por¢cao enddcrina e exdcrina a funcgéo fisiologica
de ambas esta intimamente inter-relacionada. A glandula exdcrina é composta por

acinos e ductos, as células acinares produzem enzimas digestivas responsaveis pela



digestéo e absorcao de nutrientes (JUNQUEIRA, L. C.; CARNEIRO, 2017). A glandula
enddcrina € composta por ilhotas pancreaticas que sao constituidas por tipos celulares
diferentes que secretam hormonios peptidicos que contribuem para a manutencao da
homeostase da glicose. Uma vez que a funcéo secretora do pancreas é regulada por
mecanismos endocrinos e paracrinos, a ativacao ou inativacéo alterada das vias que
mediam 0s mecanismos finos do pancreas tem impactos no desenvolvimento de
doencas e no organismo saudavel (JUNQUEIRA, L. C.; CARNEIRO, 2017; WILSON;
ENRIORI, 2015).

A porcdo enddcrina do pancreas é do interesse do presente estudo pois é
composta por ilhotas pancreéticas que secretam horménios, entre eles a insulina e o
glucagon, que regulam os niveis plasmaticos de glicose. A ilhota pancreética se
apresenta com formato arredondada, e € constituida por 4 tipos celulares: alfa (a),
beta (B), delta (8), células PP, que sdo responséaveis pela producdo de glucagon,
insulina, somatostatina e polipeptideo pancreéatico respectivamente (KULKARNI,

2004), e possuem arranjo conforme a figura 4.

A insulina é um hormonio peptidico formado por duas cadeias de aminoéacidos,
uma cadeia A contendo 30 aminoacidos e uma cadeia B contendo 21 amino&cidos.
As principais fun¢fes da insulina sdo metabdlicas, tais como promover a captacao de
glicose em tecidos insulinodependentes (musculo e tecido adiposo), lipogénese e
glicogénese (WILSON; ENRIORI, 2015).

Além de estar envolvida no metabolismo de carboidratos, a insulina atua
também na sintese e no armazenamento de gorduras (ALWAHSH et al., 2017). Esse
papel da insulina é observado quando ocorre ingestdo em excesso de carboidratos,
fornecendo substrato para a sintese de gordura. Normalmente, a insulina promove a
utilizacao da glicose pelos tecidos, o que gera a diminuigao da utilizagdo de gorduras

como energia para os 6rgaos, funcionando como um poupador (KULKARNI, 2004).
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Figura 4. Morfologia do pancreas. A ilhota pancreética, por¢do endécrina, € composta basicamente por
quatro tipos celulares a, B, e PP. A parte exdcrina € composta por aglomeracgdes de células acinares,
que formam os acinos e células ductais (ndo expostas no esquema). Fonte: A autora.

Quando o organismo ndo possui niveis suficientes de insulina, ocorre a
ativacdo da enzima lipase nas células adiposas. A lipase promove a hidrélise dos
triglicerideos que estédo estocados, gerando a liberacdo de acidos graxos e de glicerol
no sangue. E assim, os &cidos graxos livres servem como principal substrato
energético para os tecidos. Sabe-se que a secrecao de insulina pode ser controlada
tanto pelo nivel da glicemia, pelos aminodcidos sanguineos e outros fatores
(ALWAHSH et al., 2017).

De acordo com as alteracdes da secrecdo da insulina e da sensibilidade,
desenvolve duas patologias: diabetes melito tipo 1 (DM1) e diabetes melito tipo 2
(DM2) (CANIVELL; GOMIS, 2014). O DM1 é desenvolvido pela diminuicdo da
secrecdo de insulina e isso leva o aumento da glicemia no organismo, enquanto o
DM2 é causado pela reducéo da sensibilidade do tecido-alvo aos efeitos da insulina,
caracterizando resisténcia ao hormoénio, geralmente levando ao aumento da
concentragdo plasmatica de insulina (CANIVELL; GOMIS, 2014).
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J& o glucagon é um horménio secretado quando ocorre a diminuicdo da
glicemia e possui fungéo oposta a insulina. Ele estimula a degradacao do glicogénio
hepatico (glicogendlise) promovendo o aumento da glicemia, aumenta a captacéo de
aminoacidos pelas células hepaticas e converte em glicose (gliconeogénese), e ele
também ativa a lipase disponibilizando acidos graxos como substrato energético para
alguns tecidos. Sua secrecdo pode ser regulada negativamente pelo aumento da
glicemia, ja o aumento dos aminoacidos no sangue e o exercicio fisico estimulam a
sua secrecao (KULKARNI, 2004).
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1.6. Justificativa e hipotese

Considerando a importancia do pancreas e do TAM, na regulacéo de atividades
metabdlicas, e da utilizacdo do isoproterenol (Img/ml/kg) para inducéo de alteracdes
morfolégica cardiaca, ainda pouco se sabe sobre a relacdo da estimulacéo
adrenérgica em parametros metabolicos, levando em consideracéo poucos estudos
sobre as alteracdes metabdlicas em modelos de remodelamento cardiaco induzido
pelo isoproterenol. Nesse estudo hipotetizamos que a estimulacdo adrenérgica
causada pela administracdo de isoproterenol pode gerar alteragcdes metabdlicas,
podendo exercer agcdes que influenciam na morfologia, principalmente no pancreas e
TAM.
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2. OBJETIVOS
2.1. Objetivo geral

Avaliar os efeitos do modelo de hipertrofia cardiaca em estruturas corporais

funcionalmente relacionadas com o sistema metabdlico em ratos Wistar adultos.
2.2. Objetivos especificos
Avaliar em ratos Wistar machos, o efeito da administragéo de isoproterenol:
e na massa corporal durante o periodo de administracao;

¢ nahomeostase da glicose através do teste de tolerancia a glicose via oral e via

intravenosa;

e nas massas do coracao, pancreas, figado, adrenal, tecido adiposo branco e

marrom;

e em parametros bioquimicos séricos, como colesterol total, triglicerideos,

Transaminase glutamico piravica, Frutosamina e Lactato desidrogenase;

e em parametros morfolégicos do coracdo, duodeno, pancreas e TAM, como
didametro dos cardiomiécitos, fibrose perivascular, fibrose intersticial, altura do vilo,
area das ilhotas pancreaticas, fibrose intersticial acinar e area de adipdcitos.

e por Western Blot, a expressdo AMPK alpha-1, p-AMPK alpha-1, UCP1 e 3-AR
no TAM.
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3. METODOLOGIA
3.1. Animais

Todos os protocolos envolvendo a utilizagéo de animais foram aprovados pela
Comissdo de Etica no Uso de Animais da Universidade Federal de Goias
(CEUA/UFG), sob protocolo 011/17, e realizados de acordo com as normativas

preconizadas pelo CONCEA.
3.2. Modelo experimental

Ratos Wistar machos, aproximadamente 50 dias de idade (200-250g),
provenientes do Biotério Central da Universidade Federal de Goias, foram
acomodados em caixas de polipropileno, com &gua filtrada e racdo padrdo para
roedores (Nuvilab, Quimtia, Colombo, Brasil) em regime ad libitum. Os animais foram
mantidos em temperatura e ciclo claro-escuro controlados (23+2 °C; 12/12h). Os
animais passaram por periodo de ambientacdo durante 7 dias, antes do inicio da

administrac@o de 1ISO (n=11) ou veiculo (n=11).

Apbs o periodo de ambientacdo os animais foram distribuidos em 2 grupos
experimentais: animais controle (CO) nos quais foram realizadas injecGes de veiculo
(NaCl 150 mM, 0,1ml/kg de massa corporal/dia, i.p.); e animais que receberam
isoproterenol (ISO; 1mg/kg de massa corporal/dia, i.p.). As administracdes de Veiculo
ou ISO se deram durante 7 dias consecutivos, entre 8h e 10h (Figura 5).

No presente estudo, foi realizado duas levas de animais para a realizacédo de
experimentos in vivo. Sendo a primeira leva para a realizacdo do teste oral de
tolerancia a glicose, e a coleta de amostras para posteriores analises. E a segunda

leva foi para a realizacdo do teste intravenoso de tolerancia a glicose.
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3.3. Teste oral de tolerancia a glicose (TOTG)

No ultimo dia do tratamento, os animais foram submetidos ao jejum de 12 horas
para a realizacdo c TOTG. Inicialmente, foi coletado amostra de sangue na
extremidade caudal para a leitura da glicemia basal. Amostras de sangue foram
coletadas 5, 15, 30, 60 e 120 minutos apds a administracéo de solugdo de glicose por
via oral (2 ml/kg de massa corporal; GOMES, 2017). A glicemia foi medida com
glicosimetro comercial com fitas descartaveis (On Call Plus, SanDiego, California,
USA).
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Figura 5. Delineamento experimental. Retroperitoneal (RP), Mesentérico (MES), Inguinal (IN) e
Tecido Adiposo Marrom (TAM). Fonte: A autora.

3.4. Teste de tolerancia a glicose intravenoso (ivGTT)

No ultimo de tratamento, outra leva de animais foram anestesiados com
Cetamina + Xilazina 80 mg (C) + 5 mg (X) /Kg de massa corporal; Syntec, Sao Paulo,
Brasil) e submetidos ao procedimento cirdrgico para implantacdo de uma céanula de
silicone na veia jugular direita. Ap6s o jejum de 8 horas, foi coletado amostra de sangue
na extremidade caudal para a leitura da glicemia basal. Em seguida foi administrada por
via intravenosa solucéao de glicose (1 ml/kg de massa corporal), durante 30 segundos e
amostras de sangue foram coletadas 5, 15, 30, 60 e 120 minutos apds a administracao
da glicose (GOMES, 2017). A glicemia foi medida com glicosimetro comercial com fitas

descartaveis (On Call Plus, SanDiego, Califérnia, USA).
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3.5. Eutanasia e Coleta de amostras

Ao final dos 7 dias do protocolo experimental, os animais passaram por jejum
de 12 horas para posterior coleta de tecidos. Os animais foram anestesiados com
tiopental sodico (i.v., 40 mg/kg de massa corporal; Thiopentax, Cristalia, Sdo Paulo,
Brasil) para a coleta de sangue por punc¢édo venosa da veia cava inferior com agulha
e seringa estéreis. ApoOs a coleta os animais foram eutanasiados por exsanguinacao.
As amostras de sangue obtidas foram depositadas em tubos sem heparina e
centrifugadas para a coleta do soro (3000 rpm, 5 min), e em seguida armazenadas a
-20 °C.

ApoOs a coleta do sangue foram coletados e dissecados o coracdo, duodeno,
pancreas e tecido adiposo marrom. Amostras dos referidos 6rgaos foram fixados em
formaldeido 10% durante 24 horas, em seguida foram realizados banhos sequenciais
de PBS, alcool 20%, alcool 50% e, por fim, as amostras foram armazenadas em alcool
70%. A troca das solucbes se deu a cada uma hora. Importante ressaltar que para
analise histolégica do duodeno, foi separado uma porcdo dele, realizado corte
transversal e com auxilio de uma seringa com ponteira foi feito a limpeza do duodeno.

Em seguida, ele foi fixado em pedaco de isopor e aderido com alfinete.

Para analises moleculares, fragmentos do TAM foram imediatamente

congeladas, e armazenadas a -80 °C.
3.6. Andlises bioquimicas de parametros metabdlicos

A medida dos niveis séricos de Colesterol total, Triglicerideos, Transaminase
glutdmico piravica (TGP), Frutosamina e Lactato desidrogenase (LDH), foram
realizadas por métodos enzimaticos-colorimétricos com kits comerciais, seguindo as

informacdes do fabricante (BIOCLIN, Minas Gerais, Brasil).
3.7. Preparacdo das amostras para analises histoldgicas

Amostras previamente fixadas de pancreas e tecido adiposo marrom foram
desidratadas em concentracbes crescentes de alcool (80%, 90% e 100%; Synth,
Diadema, Sao Paulo, Brasil), diafanizadas em xilol 100% (Synth, Diadema, S&o Paulo,
Brasil) e por fim, foram incluidas em parafina (Synth, Diadema, S&o Paulo, Brasil). Os

materiais foram seccionados em 5 pm de espessura utilizando um micrétomo
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(RM2245, Leica Microsystems, Wetzlar, Alemanha). Os cortes foram corados com
Hematoxilina e Eosina (HE). Laminas do coragdo e pancreas também foram coradas
com Picrosirius Red para a marcagéo do colageno intersticial.

3.8. Avaliacdo do diametro dos cardiomiocitos

Utilizando um microscopio 6tico (DM500 + ICC50 HD, Leica Microsystems,
Wetzlar, Alemanha) acoplado a uma camera digital, fotomicrografias contendo cortes
transversais de cardiomiocitos do ventriculo esquerdo foram obtidas, corados com HE.
Posteriormente, utilizando o software ICY (Institut Pasteur, Paris, Francga.
http://icy.bioimageanalysis.org/) foi analisado a distancia entre as extremidades da
membrana na altura do nucleo de 10 células por animal. A média e erro padrdo de média
foram calculados do didmetro dos cardiomidécitos, e os resultados foram expressos em

pum e comparados entre 0s grupos.
3.9. Avaliacéo da fibrose perivascular no coragéo

As fotomicrografias contendo a marcacéo do coldgeno ao redor das arteriolas, em
cortes transversais, foram analisadas com o software ICY (Institut Pasteur, Paris, Francga.
http://icy.bioimageanalysis.org/). O indice de fibrose perivascular (IFP) foi calculado pela
area da fibrose dividida pela area do limen do vaso, e expressos em unidades arbitrarias
(U.A). A média e o erro padrdao de média para cada animal foram calculados, e o

resultados foram expressos em ym?, e comparados entre os grupos.
3.10. Avaliacao da fibrose intersticial no coragéao

As fotomicrografias contendo a marcacdo do colageno no intersticio, para analise
do percentual de fibrose. Foi realizada andlise estereoldgica, com malha de 594 pontos,
de 15 fotomicrografias por animal, através do software Image-Pro Plus (verséo 6.0, Media
Cybernetics, Sdo Paulo). A média e erro padrdao de média foram calculados e os

resultados foram comparados entre 0s grupos.
3.11. Avaliacdo morfoldgica do pancreas

Para a analise da area das ilhotas pancreaticas, foram realizados cortes
transversais do péancreas e coloracdo com HE. Foram realizadas aquisicdes de
fotomicrografias em aumento de 400x, sendo um total de 45 imagens por grupo. Essas
imagens foram utilizadas para realizar a medida da &rea das ilhotas pancreaticas
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atraves do software ICY (Institut Pasteur, Paris, Franca.

http://icy.bioimageanalysis.org/). Para realizagdo das medidas, foram feitas

marcacOes do perimetro ao redor de cada ilhota. Depois de prévia calibracdo do
software, que realiza automaticamente o célculo da area das ilhotas, os resultados

foram expressos em pmz2.
3.12. Avaliacdo da fibrose intersticial no pancreas

Para a andlise da fibrose intersticial no pancreas, os cortes foram corados com
Picrosirius Red, e foi realizada analise estereoldégica com malha de 594 pontos,
através do software Image-Pro Plus (versédo 6.0, Media Cybernetics, Sdo Paulo). 10
campos em aumento de 400x foram analisados para cada animal. Os resultados foram

expressos em porcentagem da area total analisada (%).
3.13. Morfometria das vilosidades duodenais

Para a andlise da altura do vilo do duodeno, os cortes ndo seriados foram
corados com HE. Em seguida fotomicrografias em aumento de 400x foram analisadas
atraves do software ICY (Institut Pasteur, Paris, Franca.

http://icy.bioimageanalysis.org/). Foram analisados 10 vilos em 5 fotomicrografias para

cada animal. A média e erro padrao de média foram calculados da altura dos vilos, e os

resultados foram expressos em ym e comparados entre 0s grupos.
3.14. Morfometria dos adipécitos marrons

Para a andlise da area dos adipdcitos marrons, foram realizados cortes nao
seriados do tecido adiposo marrom, e posterior coloragdo com HE. Em seguida
fotomicrografias em aumento de 400x foram analisadas através do software ICY
(Institut Pasteur, Paris, Franca. http://icy.bioimageanalysis.org/). Foram analisados 5
adipécitos distribuidos em ao menos 5 fotomicrografias para cada animal. Os

resultados foram expressos em pm?2.
3.15. Western Blot

Aliquotas de 30 ug de proteina de amostras de Tecido Adiposo Marrom (n=5
por grupo), foram separadas por SDS-PAGE e transferidas para membranas de

nitrocelulose (GE, Berckinghamshire, UK). Posteriormente, as membranas foram
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incubadas com anticorpos primarios especificos para as proteinas de interesse
(AMPK (BS,1115r), pAMPK (PA5114550), UCP1 e B3-AR. Posteriormente as

membranas foram incubadas com o anticorpo secundario, especifico para cada

anticorpo primario, por 1h30 e reveladas com solucdo para deteccdo por

quimiluminescéncia (Amersham Biosciences, Londres, UK). A quimiluminescéncia foi

detectada por um sistema de aquisicdo de imagens (GE Healthcare, Chicago, IL,

USA). A intensidade das bandas foi quantificada por densidade Optica relativa
utilizando o software ImageJ (NIH, MA, USA). B-actina (A2228) e GAPDH foram

utilizadas como controle de carga. A razdo entre as densidades Opticas das proteinas

de interesse e do controle de carga foi feita, e os resultados expressos em % do

controle.

Tabela 1. Anticorpos, source e diluicédo.

ANTICORPO SOURCE DILUICAO
Anti-AMPK Rabbit monoclonal 1:1000
Anti-pAMPK Rabbit monoclonal 1:1000
Anti-UCP1 Rabbit monoclonal 1:1000
Anti-B3AR Goat monoclonal 1:1000
Anti- B-actina Mouse monoclonal 1:1000
Anti-GAPDH Rabbit monoclonal 1:500
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3.16. Analise estatistica

Os dados séao expressos em Média £ Erro Padrdo de Média (EPM). O teste
estatistico utilizado para analisar as diferencas entre os grupos foi o Teste T de
Student. Analise de variancia de duas vias, seguida do pos-teste de Tukey, foi utilizada
para a avaliacdo do ganho de massa corporal. Para todas as analises, o valor foi
considerado significativo quando p<0,05. Para a analise estatistica e producéo grafica

dos resultados foi utilizado o software Prism (v 9.01; GraphPad, San Diego, CA, EUA).
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4. RESULTADOS

4.1. Efeito da administracdo de isoproterenol na histologia do coracéo de
ratos Wistar adultos

Para a confirmacédo do modelo foi analisado o peso do coracao e realizado a
analise da morfologia cardiaca, através da espessura dos cardiomiécitos e da fibrose
intersticial e perivascular. Observou-se aumento da massa cardiaca (CO 273,1 + 7,53
g/cm vs ISO 298,9 + 6,39 g/cm; Figura 6A) e do didmetro dos cardiomidcitos (CO 9,91
+ 0,29 um vs ISO 11,36 £ 0,23 um; Figura 6B) no grupo ISO, quando comparado ao
grupo controle.
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Figura 6. Efeito da administracao de isoproterenol no peso do coracdo e nos cardiomiécitos de ratos
Wistar adultos. Massa do coracdo (A) e Diametro dos cardiomidcitos (B). Imagens representativas de
cortes corados com H&E (aumento 1000x), as barras equivalem a 20 microbmetros. Dados expressos
em Média + EPM. Andlise de teste t Student. *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001 e ****p<0,0001

Avaliando a fibrose no coracdo observamos aumento da fibrose intersticial (CO
3,00 £ 0,10 % vs ISO 9,09 + 0,48 %; Figura 7A) e da fibrose perivascular (CO 25,30 +
2,94 U.A. vs ISO 68,42 + 6,09 U.A.; Figura 7B) no grupo ISO, quando comparado ao
grupo CO.
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Figura 7. Efeito da administragé@o de isoproterenol na fibrose intersticial e perivascular de ratos Wistar
adultos. Fibrose intersticial (A) e indice de fibrose perivascular (B); Imagens representativas de cortes
corados com Picrosirius Red (aumento 400x), as barras equivalem a 50 micrometros. Dados expressos
em Média + EPM. Andlise de teste t Student. *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001 e ****p<0,0001

4.2. Efeito da administracdo de isoproterenol na massa corporal de ratos
Wistar adultos

Durante o periodo experimental ndo foi observada nenhuma alteragdo na
massa corporal entre os grupos (Figura 8). Ambos os grupos tiveram ganho de peso

proporcional.
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Figura 8. Efeito da administracdo de isoproterenol na massa corporal de ratos Wistar adultos.
Massa corporal de animais do grupo CO (circulos pretos) e animais do grupo ISO (quadrados
vermelhos) durante o periodo experimental. Dados expressos em Média + EPM. Andlise de Variancia
de duas vias (ANOVA two-way) foi utilizada, seguida do pds-teste de Tukey.
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4.3. Efeito daadministracdo de isoproterenol nahomeostase da glicose de
ratos Wistar adultos

N&o houve diferenca significativa na glicemia basal do grupo ISO quando
comparado ao grupo CO (CO 70,57 + 12,29 mg/dL vs ISO 65,86 + 15,86 mg/dL; Figura
9), no entanto apds a administracdo no tempo de 15 minutos houve reducédo da
glicemia no grupo ISO (CO 113,7 £ 13,97 mg/dL vs ISO 88 + 11,80 mg/dL; Figura 9).
Além disso, ao calcular a area sob a curva (ASC) encontramos diferencga significativa
(CO 5283 + 613,1 U.A. vs ISO 3758 £+ 292,6 U.A.; Figura 9) entre os animais CO e
ISO.
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Figura 9. Efeito da administracdo de isoproterenol na homeostase da glicose de ratos Wistar adultos
durante o TOTG. Glicemia de animais do grupo CO (circulos pretos) e animais do grupo I1SO (quadrados
vermelhos). Area sob a curva (a direita). Dados expressos em Média + EPM. Andlise de Variancia de
duas vias (ANOVA two-way) foi utilizada, seguida do pds-teste de Tukey. *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001
e ****n<0,0001

O grupo ISO teve diminuicao da glicemia no tempo de 15 minutos do ivGTT em
comparagao ao grupo CO (CO 192 + 35,2 mg/dL vs ISO 150,5 + 41,50 mg/dL; Figura
10), no entanto quando foi calculado ASC n&o encontramos diferenca significativa (CO
2721 + 483,9 U.A. vs ISO 2290 + 172,1 U.A.; Figura 10).
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Figura 10. Efeito da administragcdo de isoproterenol na homeostase da glicose de ratos Wistar adultos,
durante 0 ivGTT. Glicemia de animais do grupo CO (circulos pretos) e animais do grupo ISO (quadrados
vermelhos). Area sob a curva (a direita). Dados expressos em Média + EPM. Andlise de Variancia de
duas vias (ANOVA two-way) foi utilizada, seguida do pés-teste de Tukey. *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001
e ****p<(,0001

4.4. Efeito da administracdo de isoproterenol em parametros
morfométricos de ratos Wistar adultos

N&o foram detectadas alterac6es na massa do figado (CO 3537 + 26,21 g/peso
corporal vs ISO 3617 + 86,40 g/peso corporal; Figura 11A) ou da glandula adrenal (CO
9,86 * 0,64 g/peso corporal vs ISO 10,01 £ 0,44 g/peso corporal; Figura 11B).
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Figura 11. Efeito da administracéo de isoproterenol em dados morfométricos de ratos Wistar adultos.
Massa do figado (A), e massa da adrenal (B) normalizadas pela massa corporal. Dados expressos em
Média + EPM. Teste t de Student. **p<0,01.
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4.5. Efeitos da administracdo de isoproterenol nos depdsitos de gordura
de ratos Wistar adultos

Apesar de nédo alterar a massa corporal, a administracdo de ISO alterou a
massa do tecido adiposo branco mesentérico (CO 441,5 + 31,95 g/peso corporal vs
ISO 351,1 + 19,81 g/peso corporal; Figura 12B). Entretanto, ndo houve alteracao na
massa do tecido adiposo branco retroperitoneal (CO 344,5 + 37,66 g/peso corporal vs
ISO 348,7 = 45,39 g/peso corporal; Figura 12A) e inguinal (CO 617,1 + 38,22 g/peso
corporal vs ISO 606,9 + 42,83 g/peso corporal; Figura 12C).
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Figura 12. Efeitos da administracao de isoproterenol nos depdsitos de gordura de ratos Wistar adultos.
Tecido adiposo branco retroperitoneal (A), tecido adiposo branco mesentérico (B) e tecido adiposo
branco inguinal (C). Dados expressos em Média + EPM. Teste t de Student. *p<0,05; **p<0,01;
***n<0,001 e ****p<0,0001

4.6. Efeitos da administracdo de isoproterenol em parametros
bioguimicos de ratos Wistar adultos

A administracdo de ISO néo afetou as concentracdes séricas de colesterol total
(CO 43,19 £ 4,27 mg/dL vs ISO 46,04 + 2,79 mg/dL; Figura 13A) e triglicerideos (CO
52,09 = 5,99 mg/dL vs ISO 53,85 + 6,70 mg/Dl; Figura 13B). Além disso, os niveis de
ALT (CO 66,41 = 7,77 U/L vs I1ISO 67,32 + 9,37 U/L; Figura 13C), Frutosamina (CO
512,8 =+ 18,71 umol/L vs I1SO 498,8 + 12,65 umol/L; Figura 13D) e Lactato
desidrogenase (CO 787,4 + 85,43 U/L vs ISO 698 + 91,32 U/L; Figura 13E) também

foram similares aos do grupo controle.
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Figura 13. Efeitos da administracdo de isoproterenol em parametros bioquimicos de ratos Wistar
adultos. Colesterol total (A), Triglicerideos (B), ALT (C), Frutosamina (D) e Lactato desidrogenase (E).
Dados expressos em Média + EPM. Teste t de Student.

4.7. Efeitos da administracdo de isoproterenol em parametros
morfolégicos do tecido adiposo marrom de ratos Wistar adultos

Além do aumento da massa relativa do TAM (CO 102,1 + 7,56 g/peso corporal
vs ISO 127,1 + 4,76 g/peso corporal; Figura 14A), a administracéo de ISO foi capaz
de promover hipertrofia de adipdcitos marrons quando comparado ao grupo CO (CO

472 + 20,16 g/peso corporal vs ISO 577,5 + 30,97 g/peso corporal; Figura 14B).
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Figura 14. Efeitos da administracdo de isoproterenol em parametros morfoldgicos do tecido adiposo
marrom de ratos Wistar adultos. Peso do TAM (A) e area dos adipocitos do TAM (B). Imagens
representativas de cortes corados com H&E (aumento 400x), as barras equivalem a 50 micrémetros.
Dados expressos em Média + EPM. Teste t de Student. *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001 e ****p<0,0001

4.8. Efeitos da administracdo de isoproterenol em parametros
morfomeétricos e morfolégicos pancreaticos de ratos Wistar adultos

No pancreas foi observado aumento da area de seccéao transversa de ilhotas
pancreéaticas em animais ISO (CO 11573 + 306,8 pm?2 vs ISO 18026 *+ 1862 pum?;
Figura 15B), sem alteracdo na massa do pancreas (CO 330,2 + 16,49 g/peso corporal
vs Isso 306,7 = 7,68 g/peso corporal; Figura 15A), quando comparados aos animais

do grupo CO.
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Figura 15. Efeitos da administracdo de isoproterenol em parametros morfolégicos pancreaticos de
ratos Wistar adultos. Massa do pancreas (A), Andlise da area de ilhotas pancreéticas (B). Imagens
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representativas de cortes corados com H&E (aumento 400x), as barras equivalem a 50 micrédmetros.
Dados expressos em Média + EPM. Teste t de Student. *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001 e ****p<0,0001

Além da hipertrofia das ilhotas pancreaticas, foram observados incrementos na
marcacao de fibras coldgenas em regifes intersticiais acinares no pancreas dos

animais do grupo ISO quando comparado ao grupo CO (CO 20,42 £ 5,12 % vs ISO
38,21 + 5,75 %,; Figura 16).
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Figura 16. Efeitos da administragdo de isoproterenol na fibrose pancreética de ratos Wistar adultos.
Analise da fibrose em regides intersticiais acinares através da coloragdo por Picrosirius Red e imagens
representativas (aumento 400x) dos campos analisados em animais CO e ISO. As barras equivalem a
50 micrébmetros Dados expressos em Média + EPM. Teste t de Student. *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001
e ****p<0,0001

4.9. Efeitos da administracdo de isoproterenol em parametros
morfolégicos do duodeno de ratos Wistar adultos

No duodeno foi observado diminui¢cdo da altura dos vilos no grupo ISO, quando
comparado ao grupo CO (CO 201,9 + 6,25 um vs ISO 181,7 + 5,97 um; Figura 17).
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Figura 17. Efeitos da administracéo de isoproterenol em parametros morfoldgicos do duodeno de ratos
Wistar adultos. Andlise da altura do vilo do duodeno e imagens representativas de cortes corados com
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H&E (aumento 400x), as barras equivalem a 50 micrometros. Dados expressos em Média + EPM.
Teste t de Student. *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001 e ****p<0,0001

4.10. Efeitos daadministracédo de isoproterenol em parametros moleculares
do tecido adiposo marrom de ratos Wistar adultos

Sabendo das alteracbes morfométricas e morfologicas encontradas no TAM,
foi avaliado a expresséo de pAMPK, AMPK, B3AR e UCP1 por meio do Western Blot.
N&o houve alteragdo na expressédo da AMPK total (CO 100 + 14,03 % do CO vs ISO
130,7 £ 19,21 % do CO; Figura 18A), no entanto observou-se aumento da pAMPK
(CO 100 * 4,75 % do CO vs ISO 122,1 + 4,20 % do CO; Figura 18B) no grupo I1SO
guando comparado ao grupo CO. Ao fazer a razdo entre AMPK fosforilada pela AMPK
total (CO 100 + 17,24 % do CO vs ISO 94,64 + 16,65 % do CO; Figura 18C) ndo
encontramos nenhuma diferenca significativa. Nao foi observado alteracdo na
expressao 33-AR (CO 100 + 15,59 % do CO vs ISO 116,7 + 14,87 % do CO; Figura
19A) e UCP1 (CO 100 + 5,73 % do CO vs ISO 113,9 + 9,55 % do CO; Figura 19B)

entre oS grupos.
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Figura 18. Efeitos da administracdo de isoproterenol em parametros moleculares do tecido adiposo
marrom de ratos Wistar adultos. Expressdo de AMPK (A), pAMPK (B) e pAMPK/AMPK (C). Dados
expressos em Média + EPM. Teste t de Student. *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001 e ****p<0,0001
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Figura 19. Efeitos da administracao de isoproterenol em pardmetros moleculares do tecido adiposo
marrom de ratos Wistar adultos. Expressao de B3-AR (A) e UCP1 (B). Dados expressos em Média +

EPM. Teste t de Student. *p<0,05.
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5. DISCUSSAO

O presente estudo buscou avaliar os efeitos da estimulacdo adrenérgica
induzida pela administracdo de ISO em parametros morfolégicos no pancreas e tecido
adiposo marrom, 6rgdos reconhecidamente influenciados pelo aumento do ténus
simpético e seus efetores. Nossa hipdtese central foi de que outras alteracdes
morfofisioldgicas poderiam ocorrer para além dos efeitos ja bem descritos na literatura
com relacdo ao coracao, dessa forma considerando que estudos integrativos possam
trazer melhor entendimento sobre as doencas cardiometabdlicas. Além da classica
hipertrofia cardiaca, os animais do grupo ISO sofreram alteracdes nas massas do
tecido adiposo mesentérico, tecido adiposo marrom (TAM), aumento na deposicao de
colageno no pancreas, além de hipertrofia de ilhotas pancreaticas e de adipoécitos

marrons, e reducédo da altura dos vilos do duodeno.

Corroborando os dados ja existentes na literatura, ndo observamos alteracdes
no ganho de massa corporal em animais tratados com ISO na dose de 1 mg/kg. Outros
estudos ndo observaram efeito das injecdes de ISO na massa corporal com doses até
5 mg/kg (DE PONTE et al., 2017; KHDHIRI et al., 2021). Entretanto, doses maiores
por periodos curtos de tempo podem levar a diminuicdo da massa corporal (MOHAN
MANU et al., 2022; ZAITONE; ABO-GRESHA, 2012). Quando avaliada a massa do
coracdao, foi constatado o efeito hipertréfico do 1ISO corroborando com outros estudos
(DE PONTE et al., 2017; KHDHIRI et al., 2021; MOHAN MANU et al., 2022; ZAITONE;
ABO-GRESHA, 2012).

Apesar de ser um farmaco que age praticamente em todo o organismo, poucos
estudos avaliam o efeito da administracao do ISO fora do sistema cardiovascular ou
glandulas exdcrinas. Neste estudo ndo detectamos alteracdes nas massas do
pancreas e figado 6rgaos importantes para o metabolismo, ou nas glandulas adrenais
responsaveis pela sintese de catecolaminas e hormdnios tais como a corticosterona,

aldosterona e andrégenos.

Além de né&o influenciar o ganho de massa corporal, a administragdo de 1SO
nao promoveu alteracbes na massa dos depositos de gordura retroperitoneal e
inguinal, que séo representativos da gordura visceral e subcutanea respectivamente.

Apesar disso, os estoques de tecido adiposo mesentérico foram menores em animais
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do grupo ISO, evidenciando que ha algum mecanismo de resposta diferencial na
resposta do tecido adiposo visceral mesentérico ao estimulo adrenérgico. De fato, j&
foi demonstrado que os adipdcitos originarios de estoques viscerais sao mais
responsivos a estimulacéo adrenérgica que adipocitos subcutaneos (COLLINS, 2012).
Dessa forma, nossa hipétese é de tenha ocorrido maior lipdlise na gordura
mesentérica levando a reducdo da massa desse tecido. Contudo, mais estudos séo
necessarios para demonstrar os mecanismos envolvidos nesses possiveis efeitos
lipoliticos. Reconhecidamente, a estimulacdo adrenérgica é eficaz na diminuicdo da
secrecéo do hormdnio leptina tanto em tecido adiposo subcutaneo quanto omental, o
que favorece a diminuicdo de um estado de saciedade e consequente busca por
nutrientes, além de promover a liberacdo de glicerol para a circulagcdo fornecendo
nutrientes para o metabolismo celular (JOCKEN et al., 2008; RICCI; FRIED, 1999).
Vale ressaltar, que apesar dos adipdcitos expressarem majoritariamente o subtipo 3-
AR dos receptores adrenérgicos, e que o ISO estimula pouco esses receptores,
estudos recentes mostram que tanto tecido adiposo branco quanto o marrom
expressam quantidade significativa de receptores adrenérgicos do subtipo B2-AR
(LANGE et al., 2005).

Nos parametros bioquimicos séricos avaliados, ndo foram encontradas
alteracdes devido a administracéo de ISO. Apesar da hipotética maior mobilizacdo dos
estoques do tecido adiposo visceral, ndo foram encontradas alteracbes nas
concentracfes séricas de triglicérides. Entendemos que seja importante avaliar os
niveis de acidos graxos livres e glicerol, em estudos seguintes, principalmente para
confirmar a hipétese de aumento da lipdlise em adipocitos dos estoques do tecido
adiposo mesentérico. Também foram avaliadas as concentracbes séricas de
marcadores de danos teciduais e da glicemia a longo prazo, respectivamente ALT,
LDH e frutosamina, 0os quais se mantiveram inalterados. Ao contrario de outros
modelos, hipotetizamos que a dose utilizada nesse estudo néo foi capaz de agir com
severidade nas concentracdes de LDH, como em estudos que utilizaram doses mais
elevadas, independente do tempo (DE PONTE et al., 2017; KHDHIRI et al., 2021,
MOHAN MANU et al., 2022; ZAITONE; ABO-GRESHA, 2012).

Ao contrario da diminuicdo na massa do tecido adiposo mesentérico, ao qual
foi hipotetizada uma maior resposta ao estimulo por ISO nos adipdécitos brancos,
houve aumento da massa do tecido adiposo marrom interescapular e hipertrofia dos
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adipdcitos desse tecido. A principio, esse efeito poderia ser atribuido a maior atividade
adrenérgica via receptores adrenérgicos do subtipo 2-AR encontrados nos adipdcitos
marrons, ja que recentes pesquisas mostram que ndo somente os receptores f3-AR
sdo reguladores da termogénese no TAM, e que os receptores B1-AR sé&o
responsaveis pela resposta mais massiva em decorréncia do estimulo adrenérgico
(RIIS-VESTERGAARD et al., 2020). Contudo, a estimulacéo isolada de receptores 33-
AR com agonistas seletivos, também leva a maior termogénese (CERO et al., 2021).
No entanto, com o resultado morfolégico encontrado no TAM hipotetizamos que os
animais do grupo ISO apresentariam maior termogénese, porém nao encontramos
nenhuma alteragao tanto na expressao do $3-AR quanto na expressao de UCP1, além
de ndo apresentarem alteracdo na expressdo da AMPK total e na sua forma
fosforilada, que apresentam papel importante na sinalizacao intracelular e atuam na
homeostase energética do organismo. Diante esses resultados encontrados podemos
inferir que a dose usada de 1mg/kg e o tempo de administragdo, ndo promoveram

alteracdes intracelulares e na expresséao de receptores como observado.

Para além da funcao termogénica, o papel endocrino do TAM recentemente
vem sendo discutido. O TAM é ativado apés injuria cardiaca, e pode contribuir para a
atenuacdo dos efeitos da estimulagdo adrenérgica por meio da secrecdo de
adipocinas (THOONEN et al., 2015). No entanto, por meio das analises realizadas e
dos resultados encontrados, nao € possivel afirmar se a hipertrofia observada tem
alguma relacdo com o aumento ou diminuicdo da atividade termogénica, dessa forma,
€ possivel que outras rotas metabdlicas estejam envolvidas nessas mudancas
morfologicas do TAM, podendo inclusive ser devido a um papel tampdo de
armazenamento de triglicérides no TAM em condi¢des de maior mobilizacao de 4cidos
graxos do TA mesentérico, mais estudos precisam ser realizados para confirmarmos
essa hipdtese ou identificar qualquer outro possivel mecanismo. Além disso, foi
observado reducédo da altura dos vilos duodenais, essa alteracdo pode impactar na
funcdo intestinal, no entanto ainda € necessério investigar quais as consequéncias

que podem impactar no duodeno diante essa alteracdo morfologica.

Nesse estudo foi o observado aumento das ilhotas pancreaticas e aumento na
fibrose intersticial em areas acinares no grupo ISO, indicando remodelamento do
pancreas. Sabe-se que a estimulacdo adrenérgica promove regulagdo da atividade
enddécrina no pancreas através dos receptores (-adrenérgicos (SANTULLI et al.,
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2012). Estudo com delecéo simultanea dos genes que codificam para os trés subtipos
de B-adrenérgicos mostram diminui¢cdo da tolerancia a glicose nesses animais, e que
o receptor B2-adrenérgico pode desempenhar um papel critico na regulacdo da
insulina (ASENSIO et al., 2005; PHILIPSON, 2002; SANTULLI et al., 2012). O
acionamento de vias adrenérgicas pode aumentar a expressdo de PDX-1 no
pancreas, exercendo um fator protetivo no caso de individuos diabéticos (SAFI et al.,
2017). Adicionalmente, no presente estudo o ISO nao alterou a glicemia basal e os
animais tornaram mais tolerantes a glicose, diante ao teste de tolerancia via oral.
Estudo mostrou que receptores B3-adrenérgicos sdo amplamente expressos nas
ilhotas pancreéticas e podem influenciar na secrecao de insulina atuando diretamente
nas células beta (ASENSIO et al., 2005; PERFETTI et al., 2001). Comprovando esse
mecanismo, a delecdo do receptor B3-adrenérgico pode ser responsavel pela
secrecédo de insulina prejudicada (ASENSIO et al., 2005), no entanto em nosso estudo
com a estimulagédo dos B-adrenérgicos receptores, temos como hipétese que houve
uma potencializacdo da resposta de tolerancia a glicose no teste realizado. Mas ainda
Sao necessarios outros protocolos, como imuno-histoquimica, das células alfa e beta

para analisar a producédo de insulina e glucagon.

Por outro lado, o estimulo simpatomimético evocado pelo ISO pode aumentar
a expressao de lipase pancreatica, causando exigéncia adicional no metabolismo de
células pancreaticas exdcrinas que pode culminar no aumento de estresse oxidativo
e fibrose (BAEK et al., 2018; IKENO; NASU; KUZUYA, 1983). No presente estudo foi
mostrado, pela primeira vez, que ha maior deposi¢do de colageno no pancreas de
animais tratados com ISO. Hipotetizamos que os efeitos do ISO no péancreas possa
ativar as mesmas vias que levam a estimulos pro-fibroticos no coracdo, que envolvem
desde ativacdo de vias que resultam em estresse oxidativo devido a reducdo na
atividade da Superoxido Dismutase e Glutationa Peroxidase, a vias de transcricdo
génica como a ativacdo de CREB e expressdo de genes ADRB1, COL1 e COL3
(KHDHIRI et al., 2021; PARK et al., 2018; SU et al., 2017; YIN et al., 2016). Também
€ possivel que assim como ocorre no remodelamento cardiaco, no remodelamento
pancreatico haja o aumento na deposicao de colageno, ainda que neste trabalho nao

foi avaliado qual o tipo de colageno depositado (YIN et al., 2016).
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O isoproterenol ndo foi capaz de gerar alteracbes na glicemia basal, mas ao
avaliar a area sob a curva ao longo do TOTG foi observado redugédo da glicemia,
indicando serem mais tolerantes a glicose, no entanto, na area sob a curva do ivGTT
nao encontramos nenhuma diferenca significativa mostrando que a alteracdo na
homeostase da glicose ndo estd relacionada com a absor¢cdo de glicose. O
desaparecimento da glicose no sangue depende de alguns fatores como, secrecao
normal da insulina e a capacidade dos tecidos captar a glicose. Sabe-se da
importancia do sistema nervoso simpatico para a regulacdo do pancreas endocrino,
onde estudo mostrou a reducéo da resposta insulinica em idosos, onde a principal via
que ocasionou o prejuizo da resposta, foi pela diminuigdo da sensibilidade pancreatica
a estimulacao - adrenérgica (WATTERS, 2005).
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6. CONSIDERACOES FINAIS

Isoproterenol € um medicamento eficaz para tratamento agudo de pacientes
criticos que precisam aumentar o débito cardiaco, e quando usado de forma cronica,
pode levar ao remodelamento cardiaco. No presente estudo, foi observado que no
modelo estabelecido de remodelamento cardiaco, hd também remodelamento
pancreatico e alteracdo da morfologia do tecido adiposo marrom e do duodeno.
Contudo, apesar das alteracfes observadas ainda ndo ha um mecanismo que possa

ser apontado como promotor ou que tenha sido afetado pela ativacéo adrenérgica.
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