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VALIDAGAO DE METODOLOGIAS PARA O ESTUDO DA LIPASE
SENSIVEL A HORMONIO EM VACAS EM LACTAGAO("

DANTE PAZZANESE DUARTE LANNA® ¢ DALE ELTON BAUMAN®

RESUMGQ: Este trabalho objetivou: a) desenvolver técnicas para mensuracio da HSL(Lipase
sensivel a hormonio) em tecido adiposo de vacas em lactagdo; e b) medir a ativagio da HSLpeor
'segundos mensageiros” responsiveis pela fosforilagio da HSL. Utilizaram-se como
substrato emulsdes de trioleina radioativa CH-tricleina). A emulsdo foi preparada por
sonicagio em solucdo 0,1M de fosfato, pH= 7,0. A utilizacio da mistura de 2,5mgml de
fosfatidilcolina e 1,5mg/ml de fosfatidiletanolamina como emulsificante proporcionou as
maiores atividades. Obteve-se a enzima por hemogeneizagfo, centrifugagiio a 90.000xg, porS0
min e precipitacio a pH= 52. Demonstrou-se linearidade da atividade em funciio da
quantidade de enzima e tempo de reagio. Obteve-se ativagio da HSL in vitro com dibutiril
AMP ciclico (dbcAMP), ATP, proteina quinase-A e MgCly, sendo estes resultados os
primeiros publicados na literatura, com bovinos. Para tecido adiposo de bovinos foram
necessarias concentragies de 2mM de ATP e 3 pM de dbcAMP para maximizar a ativagiio da
HSL. Estudos da cinética da HSL demonstraram que 0 K da enzima bovina foi de 0,3 mM de
trioleina. A ativacio da HSL por dbcAMP, determinada em diversas concentragbes de
substrato, foi proporcionalmente maior em concentra¢des proximas ao Kn, sugerindo que a
ativacdo altera a interface enzima-gota delipideo. Ametodologia parece adequada para medir
a atividade da HSL e a ativa¢iio da enzima é funcdo do aumento da afinidade da enzima pelo
substrato.

Termos paraindexacio: lipasesensivel a hormonio, lipolise, ruminante, lactagfio

Validation of methodologies for the study of hormone-sensitive lipase in lactating cows adipose
tissue

SUMMARY: The objectives of this study were: a) to validate techniques to measure HSL in
adipose tissue from lactating cows; and b) to measure activation of HSL by-second INESSENgers
responsible for HSL phosphorylation. R adioactive labelled trioleine (3H-trioleina) wasused as
a substrate. The emulsion was prepared by sonication in a buffer solution containing 0.1M
phosphate, pH= 7.0, which minimized interference of lipoprotein lipase in the assay.
Utilization of a mixture of 25mg/ml de phosphatidilcholine and 15mg/mi
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phosphatidil-ethanolamine as emulsifiers produced the higher HSL activities. Enzyme was
obtained by homogeneization, centrifugation at 90,000xg (50 min) and precipitationatpH= 5.2.
Linearity of the assay was demonstrated for changes in amount of enzyme and reaction time,
HSL was activated in vitro with cyclic dibutiril AMP (dbcAMP), ATP, protein kinase A and
MgCly, and these are the first published results in the literature for ruminants. Concentrations
of 2mM ATP and 3p M dbcAMP were necessary to maximize activation of HSL. Kinectic
studies of HSL demonstrated that the Ky for the bovine enzyme was 0.3mM of trioleina.

Activation of HSL by dbcAMP, determined in various concentrations of substrate, was
proportionally higher in concentrations near Km, suggesting that activation alters the interface
enzyme-lipid droplet, and not the turnover number. In conclusion, the methodology allows the
determination of HSL activity and the activation of the enzyme appears to be the result of
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increased affinity for the substrate.

Indexterms: hormone-sensitive lipase, lipolysis, mminant, lactation

INTRODUCAO

‘A mobilizagdo das reservas de gordura permite
que altas produgdes de leite sejam obtidas nos estagios
iniciais da lactagdo, quando a ingestdo de alimentios €
insuficiente para atender as eclevadas demandas da
glandula mamAria. Vacas superiores para produgéo de
leite sdo capazes de atingir um maior balango negativo
de energia no inicio da lactagio (BAUMAN¢ ELLIOT,
1983) assim como o tratamento de vacas em lactagdo
com somatotropina (ST) aumenta a mobilizagio das
reservascorporaisde gordura (SECHENetal., 1989).

Os mecanismos envolvidos no aumento da lipolise
foram largamente estudados (ver BAUMAN e
VERNON, 1993) sendo aceito, pela maioria dos
autores, que a enzima limitante no controle da lipolise¢a
lipase sensivel a hormbnio (HSL) (VAUGHAN et al,
1964; STRALFROS e BELFRAGE, 1985). A atividade
da HSL é modulada de diversas formas na célula.
BUTCHER e BAIRD(1968) demonstraram que a
incubagdo com epinefrina ou dibutiril AMP ciclico
resulta em aumento na atividade da enzima em tecido
adiposo. A purificagdo da enzima permitiu demonstrar
queaativagio da HSL é fung#io da fosforilagdo reversivel-
em dois residuos de amino4cidos na cadeia protéica da
enzima (BELFRAGE, 1984). A atividade da HSL ¢
também modulada por mecanismo onde estiulos
hormonais facilitam a interagfio da HSL com a gota de
lipideo na célula, aparentemente em fungdo da
fosforilagdo de proteinas que recobrema gota de lipideo
no adipécito (OKUDA et al., 1966; HIRSCH e ROSEN,
1984;EGANetal., 1992).

O objetivo deste trabalho foi validar metodologias
para determina¢io da atividade da HSL do tecido
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adiposo de vacas em lactagdo, bem como identificar as
condicfesideaispara ativagio da enzima.

MATERIAL E METODOS
Animais e dietas

Cinco vacas holandesas multiparas (601+ 57 Kg
peso vivo, média desvio padrdo) na metade da lactagdo
(167 £ 29 dias pos-parto, média = desvio padrio)
foram utilizadas. As vacas foram alojadas em ambiente
controlado, a 23°C com ciclo de Iuz de 16 horas/dia;
sendo alimentadas ¢ ordenhadas duas vezes ao dia as
8horas e 18h30. A dieta completa foi formulada para
prover 120% dos requerimentos de energia e proteina
estimados a partir de consumo ad !ibfmm mais lkgfd de
feno.

incubagdes de tecido adiposo

O tecido adiposo subcutineo foi obtido por
biépsia, no oitavo dia de tratamento, as 9h30, da regifo
da anca, como descrito por McNAMARA ¢ HILLERS
(1986). O tecido foi retirado ascepticamente e colocado
em uma soluco salina com 25mM de HEPES, a 37°Ce
pH 7,4 sendo transferido para o laboratério dentro de 5
minutos aposabidpsia.

As taxas de lipblise foram medidas usando
explantes de tecido adiposo (INGLE et al,, 1972), Os
explantes (aproximadamente 100mg) foram preparados
com microtomo e pré-incubados, por 15 minutos, em
soluciio tampdo de Krebs-Ringer com bicarbonato e
25mM de HEPES (KRB), Posteriormente, os explantes
foram transferidos para frascos contendo o meio de
KRB:a)semadicfo de hormonios (lipdlise basal); oub)
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com adigdo de 10°M isoproterenol mais 0,75U/ml de
adenosina deaminase (lipélise estimulada). Ensaios
preliminares deste estudo demonstraram que este
altimo tratamento, nas referidas concentragdes,
maximizava as taxas de lipolise. A adenosina
deaminase é uma enzima que metaboliza a adenosina
endogena, presente em incubagdes de tecido adiposo,
transformando-a em inosina. A inosina € um composto
que nfo apresenta efeito sobre a lipdlise. Ao final das
incubagdes os pedagos de tecido adiposo eram
retirados, secos, congelados em nitrogénio liquido e
armazenados a 80°C negativos até serem utlizados
para determinagio da atividade da HSL.

Astaxasde lipélise foram determinadasa partir da
liberagdo de glicerol e 4cidos graxos ndo esterificados
(AGNE) durante a incubagdo. A concentracdo de
glicerol no meio de cultura foi determinada pelo método
descrito por SECHEN et al. (1990). As concentragdes
de AGNE foram determinadas utlizando-se de um kit
comercial (NEFA-C; Wako Chemicals USA Inc,
Dallas, TX).

Atividade da HSL

A atividade da H SL foi determinada adaptando-se
o método de FREDRICKSON et al. (1981). O tecido
adiposo obtido por biopsia foi transportado para o
laboratério em solugdo de 0,15M NaCle 25mM HEPES
e aproximadamente 1gde tecido foiadicionadaa 3mlde
um tampdo contendo 30 mM tris, 0,25 M sacarose, ImM
glutationae 1mM NaEDTA (pH 7,42 4°C). Essa mistura
foi homogeneizada em tubos de ensaio, por 20 segundos,
com um politron ¢ imediatamente ultracentrifugada a
90.000xg, por 50 minutos, a 4°C. O infranadante foi
cuidadosamente pipetado e filtrado em 1i de vidro.
Observou-se que este procedimento € necessario, pois
evitaque pequenas gotas de lipideo end6geno fiquem no
sobrenadante, alterando a atividade especifica e
introduzindo grandes erros nas mensuragdes. O filtrado
do infranadante foi ajustado para pH 5.2 pela lenta
adicdo de solugdo 0,2M de dcido acético. Apos 10
minutos de agitacdo centrifugou-se a 15.000xg, por 15
minutos ¢ o precipitado foi resuspenso em solucdo
tampao de sacarose (SEVERSONetal.,1981).

Uma emulsio de trioleina foi preparada por
sonicagdo de uma solugdo tampdo de 0,IM de fosfato
contendo ainda 8mM  de trioleina, 2,5mg/ml de
fosfatidilcolina, 1,5mg/ml de fosfatidiletanolamina, 4%
de albumina sérica bovina (Sigma Chemical Comp.,
“Essencially fat-free-BSA™) ¢ 8uCi/ml de ftrioleina
marcada com “H (New England Nuclear, Boston, MA)
emvolume totalde 4 ml. O pH desta emulsfo foiajustado
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para 6,95. A incubagdo de 90ul do infranadante das
homogeneizagdes com um volume igual do tampdo de
fosfato com os substratos apresentava concentragdo
final de 4mM de trioleina e pH 7,0. Ao final do periodo
de incubacdo de lh os 4cidos graxos foram extraidos
utilizando-se da técnica de separagfo liquido-liquido
descritapor BELFRAGE e VAUGH AN (1969).

A atividade da HSL também foi determinada nos
explantes de tecido adiposo usados para determinagio
dastaxasde lipolise. Neste caso, osexplantes congelados
(trés explantes, aproximadamente 100mg cada) foram
homogeneizados em 1,8ml do tampdo de sacarose
utilizado anteriormente.

Ensaios iniciais estudaram o efeito do
congelamento de explantes e sua armazenagem a -80°C,
Amostras de explantes, ap6s incubacfio em meio de
KRB, foram retiradas de trés animais. Uma amostra do
tecido fresco e outra apdsimersfio em nitrogénio liquido
por 2 minutos foram imediatamente analisadas para
atividade da HSL, como descrito. As amostras
congeladas em nitrogénio liquido e armazenadasa -80°C
foram retiradas apods 14 ¢ 28 diasde armazenamentoea
atividade daHSL determinada.

Ativagdo da HSL

A lipase sensivel a hormdnio foi ativada como
descrito por RIZACK(1964), com algumas
modificagdes. O infranadante da centrifugagdo a
90.000xg foi filirado em 14 de fibra de vidro e incubado
por 10 minutos em pH 74 a 37°C. Cofatores para
ativagio foram adicionados para obter concentragio
final de 5mM MgCl12, 2mM MgATP e 16pM de dibutiril
cAMP (dbcAMP), sendo os reagentes dissolvidos no
mesmo tampdo utilizado para as homogeneizagtes. Em
algumas incubagdes adicionou-se a proteina quinase
dependente de cAMP (proteina quinase-A),
proveniente de bovinos (Sigma Chemicals Co.), na
concentragdo final de 1,6mg/ml. Apds o final da
incubagdo uma aliquota de 90ul foi utilizada para
determinaraatividade da HSL emtriplicata.

Com o objetivo de estudar o efeito da ativagdo da
HSL na sua atividade em concentragtes de substrato
que ndo saturavam a enzima, mediu-se a atividade da
HSL emconcentragdesdo substrato (trioleina) de 0,4a4
mM.

A concentragdo de proteina solivel nos
infranadantes das homogeneizagdes foi determinada
pelo método de Bradford utilizando-se de um kit
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comercial (BioRad, Inc., Richmond, CA) e a albumina
sérica bovina como padréo.

Anidlise estatistica

Asanilises estatisticas paraatividade e ativagio da
HSL utilizaram-se do modulo de t-teste para
observages pareadas do MINITAB (1991). Foi feita
regressio da atividade da HSL nos explantes em fungdo

da taxa de lipdlise. Utilizando-se do mesmo pacote

estatistico, quando os efeitos foram significativos, 0s
componentes lineares e quadraticos foram separados e
analisados.

RESULTADOS
Metodologia para mensuragdoc e ativagdo da
HSL

O ensaio para determinagido da HSL foi validado
para linearidade em fungdo do tempo e quantidade de
enzima. Validou-se também o congelamento dos
explanies em nitrogénio liquido e armazenamento por
até 4 semanas a -80°C sem ser observada alteragfio na
atividade da enzima(Quadro 1;P> 0,10).

Qusdro 1. Alteracdes na atividade da lipase sensivel a hormdnio
(IISL) apés armazen it

Amostra Atividade da HSIf(z)

nmolh.”".mg

acido nfo congelado 32,ZIa
Apos congelamento 31,80%
Apbs 14 dias 30,92%
Apés 28 dias 31,30°

(1 Médias para tecido obtido por bidpsia de 3 animais, congela-
mento a -80°C

@ Atividade em nmoles de dcidos graxos liberados por mg de pro-
teina do citoplasma

Nio houve diferenga entre os tratamentos (P> 0,10)

Rotineiramente, adiciona-se acido ascorbico aos-
meiosde cultura de Krebs-Ringer com objetivo de evitar
a degradacio de p-adrenérgicos. Experimentos
preliminares demonstraram que a inclusfo do 4cido
ascorbico no meio de cultura inibiu a atividade da HSL
determinada em homogenatos obtidos dos explantes.
Portanio, nos experimentos subsequentes, o d4cido
ascorbico foi omitido do meio de Krebs-Ringer
utilizados para determinagdo dastaxasde lipolise.

A ativagdo da HSL nos homogenatos s6 foi
observada quando os explantes de tecido adiposo eram
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previamente incubados, por 90 minutos ,em meio de
cultura contendo albumina (sem adigfo de adenosina
deaminase) antes da homogeneizagHo. Isto sugere que
durante a bidpsia a HSL ¢é ativada, provavelmente
,pelo estresse do animal e/ou manipulagdo do tecido.
A ativagiio da enzima, obtida apbs pré-incubagfo, foi
aproximadamente 1,5 vezes maior que a atividade
basal, sendo estes resultados similares a dados
publicados  para  animais de  laboratério
{(RIZACK,1964; WISE e JUNGAS,1978;
FREDRICKSON et al,1981) e ovinos (VERNON et
al,,1993). VERNON et al.(1993) desativaram a enzima
através de  pré-incubacdo, utilizando-se da
fenilisopropiladenosina (PIA), um potente agente
antilipolitico, adicionado ao meio de cultura. O meio
de cuitura utilizado nas pré-incubacdes deste trabalho
nfo continha PIA.

Certas condigbes especiais parecem ser
necessarias para maximizar a ativagiio da HSL em
homogenatos de bovinos. Foram necessirias
concentraces de ATP maiores que 1mM para
maximizar a ativagio da HSL incubada com Mg 2e
dbcAMP (Figura 1, P< G,05). A literatura demonstra
que conceniracdes de ATP entre 0,2 ¢ 3mM tém sido
utilizadas com sucesso em diferentes espécies, sendo
que a ativagfio de homogenatos menos purificados
requer utilizagdo de concentrages mais altas
(RIZACK,1964; CORBIN et al,,1970; BELFRAGE et
al,1981; GARTONetal,,1989).
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Atividode da HSL, nmoles.h-1.mg-1

27 1 T T
05 1 1,5
Concentragdo de ATP, mM

Figura 1, Efeito da concentragfio de ATP na ativacio da lipase sen-
sivel 2 horménio do tecido adiposo de vacas em lactagiio.
A atividade basal e ativacio da HSL foram de 331 26e
4631 63nmol dcido graxe. h™ .mg proteina  (média e
erre padriio) para experimentos com tecido adiposo de 4
vacas

Os estudos com dbcAMP demonstraram que, em
concentragfes de 2uM, a ativagdo da HSL tinha sido
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maximizada (Figura 2; P> 0,05). Esta ativagio foi
numericamente aumentada até concentragdes de
l6pM e, portanto, nos ensaios subsequentes esta
concentragdo de dbcAMP foi utilizada.
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Figura 2. Efeito da concentracio do dibutiil AMP ddico
(dbcAMP) na ativagio in vitro da lipase sensivel a hor-
ménio (HSL). A atividade basal e ativacio da HSL
foram de 35t 4,6 ¢ 51,4t 6nmol 4cido graxo.h lmg
proteina™ (média e erro-padriio) para experimentos
com tecido adiposo de 4 vacas

Efeito da ativagdo na cinética enzimatica

A extensdo da ativagdo da HSL do tecido adiposo
devacasemlactagdo incubado comcAMP, ATPe MgJr 2
variou de 1,3 a 1,6 vezes a atividade basal, o que ¢
bastante inferior ao aumento de 4 a 6 vezes observado
nas taxas de lipélise em explantes de tecido adiposo (ou
células isoladas por colagenase de ruminanies),
incubadas comhoménios que estimulam a produgio de
cAMP (VERNON, 1980).

Os efeitos da concentragdo de substrato na
atividade da HSL para a enzima ativada e nfo ativada
por dbcAMP foram estudados (Figura 3). Em baixas
concentragdes de substrato (0,4mM de trioleina), a
ativagdo da enzima (em relagdo a atividade basal) foi
maior do que em concentragbes do substrato que
saturavam a enzima (P< 0,05), Entretanto, na faixa de 2
a 4mM de trioleina a relagdo entre a atividade da HSL
ativada e nfo ativada foi constante ¢ ao redor de 1,5
(Figura3;P> 0,10).
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sensivel a hormdnio (HSL) e na proporciio da ativaciio
da enzima em tecido adiposo de vacas em lactacdio. A
porcentagem de ativagiio foi calculada pela rela¢fio entre
a atividade da HSL em homogenatos incubados exclusi-
vamente com tampdio ¢ HSL incabada na presenca de
dbeAMP, proteina quinase-A e ATP, Atvidade T.hlmn—
foi de 51% 2,4 e 581+ 3,7nmolh™ .mg proteina™ (média
e erro-padrio) para experimentos com tecido adlpm de
3 vacas

Correlagédo entre Lipélise in vitro e atividade da
HSL

Quando a taxa de lip6lise em explantes de tecido
adiposo incubados com isoproterenol ¢ adenosina
deaminase foram regredidos em fung¢fo da atividade da
HSL em homogenatos derivados destes mesmo
explantes, o coeficiente de correlagio encontrado foi
bastante baixo (r2= 0,35). Quando as regressdes foram
feitas utlilizando-se a atividade da HSL estimulada por
incubacdo com dbcAMP os resultados foram
modestamente melhorados (rz— 0,41). Em trabalhos
nfo publicados citados por McNAMARA(1991),
também observou-se baixa correlacdo entre a taxa de
lipolise e a atividade da H SL. Isto sugere que a atividade
da HSL, medida em emulsGes de lipideos exdgenos,
pode nfio ser um bom parimetro para avaliar a taxa
lipolitica. ~Outra hipétese que pode ser levantada a
partir destes resultados € de que a quantidade de HSL
pode nfo ser um componente importante na regulagio
dastaxasde lipélise no tecido adiposo.

DISCUSSAO
Ativacdo da HSL

Estudos sobre a ativagdo da HSL t€m tido pouco
sucesso em explicar as mudangas observadas in vivo na
mobilizagdo de gorduras. Aindaquea HSL sejaaenzima
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limitante no processo de lipélise € que grandes
aumentos na mobilizagdo de gorduras ocorram
quando se aumenta a concentragdo de CAMP in vivo ¢
in vitro, a atividade da HSL, medida por ensaios
convencionais, nfo apresenta boa correlacio com as
taxas de lipolise (WISE e JUNGAS,1978; NILSSON ¢
BELFRAGE,1979; OKUDA et al,1992). Dentre as
discrepdncias  encontradas, nenhum laboratério
conseguiu ativar a HSL em mais de 2 vezes a atividade
basal, o que & pouco perto dos aumentos de 10 a 20
vezes na taxa de lip6lise observada em explantes e

células de ratos tratados com agentes que alteram a

concentragdo de cAMP (HIRSH e ROSEN, 1984).
Resultados semelhantes foram observados neste
trabalho e em trabalhos anteriores com ruminantes
citados por MCNAMARA(1991).

Outra limitagdo dosensaios tradicionais utilizados
para medir a atividade da HSL ¢ a impossibilidade de se
detectarem mudangas nas propriedades cinéticas da
HSL. Isto é importante pois estudos detathados, usando
a enzima purificada do tecido adiposo de ratos,
indicaram que a ativagdo da enzima pela proteina
quinase-A ocorre principalmente através de um
decréscimo mno valor do km para o substrato
(BELFRAGE,1984). Em contraste, SEVERSON et al.
(1981) observaram que a ativa¢éio da enzima por cAMP
resultava em aumento da Vmaxda reagdo, sem nenhuma
alteracdo no km. Uma provavel explicagfio para estas
discrepéncias estaria nas caracteristicas dos substratos
exdgenos utilizados nos diferentes trabalhos (KHOO ¢
STEINBERG,1975; FREDRICKSON et al,1981).
Substratos exdgenos, geralmente compostos por
emulsdes de ftrioleina, como utilizado mneste
experimento, sdo bastante diferentes da enorme gota de
lipideo presente dentro da célula do tecido adiposo.
Emulsdes de lipideo preparadas por sonicagfo sdo
compostas de um grande nimero de pequenas vesiculas
a0 invés de uma grande gota de lipideo ¢ estas vesiculas
sdo cobertas por fosfolipideos e albumina bovina
(adicionada para complexar os Acidos graxos liberados
durante a incubacgo, impedindo que estes inibam a
atividade da HSL). O maior problema do uso destes
substratos é que alteragdes no km da enzima sio dificeis
de serem determinadas dada a natureza completamente.
diferente da intera¢do da HSL com o substrato. Agentes
emulsificantes também alteram a natureza da interagio
da HSL com o substrato. NINOMYA et al.(1990)
propuseram que a fosfatidilcolina pode funcionar como
um inibidor da HSL, enquanto a fosfatidiletanolamina
parece aumentar a atividade da HSL. Diferentes
concentragdes da fosfatidilcolina, fosfatidiletanolamina
¢ outros substitutos tem sido utilizados por diferentes
laboratdérios na  preparagdo dos  substratos
(FREDRICKSON et al,1981). Ensaios preliminares,
conduzidos com enzima bovina, demonstraram que a
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proporgdo de agentes emulsificantes influencia a
atividade daenzima.

A maior parte das evidéncias indicam que a
ativagdo da HSL altera a habilidade da enzima de
interagir com o substrato (EGAN et al.,1992). Mesmo
considerando -as limitacBes da metodologia, os
resultados deste trabalho parecem confirmar estas
sugestfes, ja que a ativagdo da HSL foi maior em
concentragdes de substrato que ndo saturavam a enzima
(Figura3).

Trabalhos  recentes, examinando  novas
metodologias para determinacdo da HSL, tém obtido
sucesso (NINOMIYA et al.,1990; EGAN et al.,1992).
Em particular, preparados grosseiros de células
adiposas parecem manter a estrutura da gota de lipideo
relativamente intacta, resultando em ativag@es da HSL
muito maiores, de 3 a 10 vezes a atividade basal
(OKUDA et al,,1992). OKUDA, et al{1992) demons-
traram que a homogeneizagdo das gotas de lipideo em
um sistema "cell-free" aumentava a taxa de lipdlise para
taxas semelhantes as obtidas com mAxima estimulacio
comforscolina (aumento na concentracio de cAMP). O
fato da homogeinizagio, per se, resultaremaltastaxasde
lipolise, sem wum concomitante aumento da
concentracdo de cAMP, indica que a homogeneizagio
aumenta a lipdlise através de efeitos independentes da
HSL, provavelmente facilitando a interacdo da enzima
com o substrato enddgeno (OKUDA et al.,1952). Esses
resultados e outros trabalhos recentes (NINOMIYA et
al,1990; EGAN et al,1992) confirmam sugestSes
anteriores (OKUDA et al,1966; WISE e
JUNGAS,1978) de que as caiecolaminas ativam a
lipolise também através de um mecanismo de "ativagdo
do substrato"presente na gotade lipideo.

VERNONetal. (1993) usaramlipideosenddgenos
para medir a atividade da HSL em tecido adiposo de
ratas em lactagdo, rompendo a gota de lipideo ao
homogeneizar os adipécitos, e obtendo ativagio da HSL
de apenas 1,4 vezes a atividade basal, resultado similar
ao obtido com emulsdes de lipideos no presente
trabalho. Portanto, a integridade estrutural da gota de
lipideo ¢ importanie para manter a funcionalidade do
sistema presente na célula intacta. A metodologia
propostapor NINOMIY A et al.(1990) parece atender a
estas condigdes e, provavelmente, serd a técnica
utilizadaemfuturostrabathoscomaHSL.

Estudos da morfologia da gota de lipideo tem
demonstrado que a parte externa é composta de uma
estrutura filamentosa, de caracteristica proteinicea
(EGAN et al,1992). Esta estrutura contem uma
proteina, chamada de perilipina, que ¢ fosforilada em
miltiplos lugares pela proteina quinase-A e



B. Industr. anim., N.Odessa,v.52, n.1,p.49-56, 1995

provavelmente regula o acesso da HSL a interface da
gota de lipideo (GREENBERG et al,1991). Até
recentemente consideraram-se apenas 0s Mecanismos
envolvendo receptores, proteinas coligadas ao trifosfato
de guanosina (GTP), adenilato ciclase, ¢ as
fosfodiesterases e fosfatases, todos agindo acima
(“upstream™) da HSL. Se a fosforilagdo da perilipina
pela proteina quinase-A é importante para a regulagdo
da atividade da HSL entdo a modulacdo da lipélise
podera ocorrer acima ou abaixo da HSL, o que torna o
sistema mais complexo do que anieriormentie
imaginado.

Quantidade de HSL e o controle da lipolise

Se a redistribui¢do da HSL em subcompartimentos
celulares € importante na regulagfo da atividade da
HSL, entfio a quantidade da HSL seria importante na
regulagdo das taxas de lipdlise. Entretanto, apenas
pequenas variagdes parecem ocorrer (< 30%) na
atividade total da HSL durante a lactagdo (SMITH e
McNAMARA,1990) ainda que as taxas de lipolise
variem muito. VERNON et al.(1993) nfio observaram
alteragdesna atividade totalda H SL.em homogenatosde
tecido adiposo de ratas em lactagdo, comparadas a
ndo-lactantes, ainda que as taxas de lipolise fossem
muito mais elevadas. Da mesma forma gue pequenas
variag8es tem sido observadas na atividade da HSL, a
tasa maxima de lipdlise nio ¢ alterada por uma
variedade de tratamentos fisioldgicos. VERNON ¢
FINLEY(1986) niio cbservaram diferencas nas taxas

méaximas de lipélise (determinadas em incubagdes com
-adrenérgicos ¢ adenosina deaminase) em tecido
adiposo de ratas virgens, gravidas e lactantes.
HOFFMAN et al.(1984) nio observaram diferengas nas
taxas maximas de lipdlise em ratos entre 6 e 12 semanas
de idade. Trabalhos subsequentes demonstraram que
ndo houve alteragdio na expressio do RNA mensageiro
da HSL em ratos entre 3 semanas ¢ 2 anos de idade,
periodo este que compreende o periodo em que
obesidade e resisténcia & insulina sdo observados
(KRAEMER et al.,,1991). Também a subnutrigdo de
ratosou seres humanos parece nio alterar a taxa maxima
de lipblise determinada in vifro (ARNER et al, 1981).
LANNA et al.(1992 e 1994) nfo observaram efgito do
tratamento com somatotropina na taxa maxima de
lipélise em tecido adiposo de vacas em lactagdo. Estes
resultados sugerem que alteragdes na quantidade de
enzima nas células nfo parecem ser importantes para
regulag¢do da mobilizagdo de gorduras.

CONCLUSOES

Demonstrou-se que a HSL do tecido adiposo de
bovinos pode ser ativada em incubagtes de explantes
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com isoproterenol e adenosina deaminase.
Demonstrou-se também que a HSL de homogenatos de
tecido adiposo pode ser ativada através de incubacfes
comcAMP, ATP e Mg" 2. Emambososcasosa ativagio
aumentou a atividade em aproximadamente 1,4 vezes,
muito menos que ¢ aumento observado nas taxas de
lipdlise em culturas de explantes, que foram de 5vezesa
taxabasal. Estesresultados sugeremque a determinagéo
da atividade da HGSL, utilizando-se de substratos
exdgenos emulsificados, talvez ndo seja apropriada para
o estudo dos mecanismos de controle da lipblise. E
também provavel que outros mecanismos de controle,
incluindo a interagfo da HSL com a gota de lipideo
sejam importantes no controle da mobilizagio de
gorduras.
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