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Abstract

It has been widely reported the
“repartitioning” effect of j3-adrenergic
agonists in different livestock
animals. However, the possible
mechanisms involved are still unclear.
Thus, the lipolytic effect of various
f8-agonists, dobutamine, clenbuterol,
metaproterenol and BRL 37344, was
studied in pig adipocytes in order to
clarify their action on lipid metabolism.
Dobutamine and metaproterenol
produced a high lipid mobilization,
whereas BRL 37344 showed a lower
lipolytic activity. In contrast,
clenbuterol falled to induce glicerol
release. The presence of Adenosine
deaminase 0.04 U/mL, (a non
lipolytic concentration) was needed
as a permissive agent for these
lipolytic effects. These data showed
that pig adipose tissue presents
particular characteristics_for lipid
mobilization with different regulation
of the three 3-adrenoceptors subtypes.

Laburpena

Abere-mota ezberdinetan f3-agonista
adrenergikoen eragin “banatzailea”
sakonki adierazi da. Hala ere, gerta-
tutako mekanismoak ez dira erabat
ezagutzen oraindik. Hau dela eta,
dobutamina, klenbuterola, metapro-
terenola eta BRL 37344 [-agonisten
efektu lipolitikoa ikertu zen txerrien
adipozitoetan, lipidoen metabolismo-
an duten eragina azaltzeko asmoz.
Dobutamina eta metaproterenolak
sortzen zuten lipidoen mobilizazioa
nabarmena izan arren, BRL 37344-
-ren aktibitate lipolitikoa apalagoa
izan zen. Klenbuterola, berriz, ez zen
glizerola sortarazteko gai izan. Era-
gin lipolitiko hauek gertatzeko, Ade-
nosina deaminasaren 0,04 U/mL
(lipolitikoa ez den kontzentrazioa)
erabiltzea beharrezkoa zen, agente
permisibo gisa. Lortutako emaitzek
txerrien ehun adiposoak berezko
ezaugarriak dituela lipidoen mobili-
zazioan erakusten dute hiru f-adre-
norrezeptore ezberdinentzat erregu-
lazio-mota berezi bat izanik.
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SARRERA

Katekolaminek ehun adiposoan lipolisi-pro-
zesua sortarazten dute, bi motako subtipo-
tan (By, By) Kklasifikaturik dauden errezepto-
re espezifikoekin elkartzen direnean (Lands
et al, 1967). Honek, zelula-barneko AMPc-
-aren maila igotakoan hormonen eraginpean
dagoen lipasa aktibatzen du. Lipolisiaren
ondorioz, gantzak eratzen dituzten triglize-
ridoak gantz-azido eta glizerolera hidroliza-
tzen dira (GalitzKy et al, 1993).

Agonista B-adrenergikoak katekolaminen
gisako eraginak dituzten substantzien talde-
aren barnean daude. Bestalde, produktu
hauek proteinen metabolismoa eraldatzeko
gaitasuna dutela baieztatu da gihar-masa
handituz (Pascual et a/, 1993; Del Barrio et
al, 1994; Sota et al, 1994; Martinez et al,
1994).

Hori dela eta, animali ekoizpenean izan
dezaketen erabilera ikertzen ari dira. Horre-
gatik, “banatzaile” ezaugarria duten agente-
ak erabiliz, gorputzaren konposizioa alda-
tzea lortuko litzateke eduki proteikoaren
igoera eta gantzen pilaketaren beherakada-
ren bidez (Schiavetta et a/, 1990; Spurlock
et al, 1994; Nash et al, 1994; Cai et al,
1994).

Aipatu diren bi subtipoetako errezeptore
B-adrenergikoen existentzia adierazi da txe-
rrien ehun adiposoan. Bestalde, azken urte
hauetan beta-errezeptore mota berria azaldu
da, Bs edo B-"atipiko” delakoa, animali es-
pezie desberdinen ehun eta organo batzue-
tan; batez ere, ehun adiposo zurian (Lafon-
tan et al, 1990).

Beraz, lan honetako helburua B;-agonista
espezifiko baten, beste B,-agonista espezifi-
ko baten eta /B, agonista mistoaren akti-
bitate lipolitikoa txerrien ehun adiposoan in
vitro neurtzea izan da. Era berean, B;-
-agonista espezifikoren batek sortarazten

duen efektu lipolitikoa ikertu da. Agertzeko-
tan, agonista Bz-adrenergikoek edo B-"ati-
pikoek” animali ekoizpenean aplikatzeko
bide berria zabalduko lukete, B-adrenergiko
klasikoek (B¢, B,) bihotzean sortzen dituz-
ten kalteak agertuko ez liratekeelako,
bihotz-ehunean Bz-errezeptoreak ez daude
eta (Krief et al, 1993).

MATERIALA ETA METODOAK

Osansutsuak eta 70 kilo inguru zituzten sei
txerri eme erabili ziren lan honetan. Anima-
liak hil eta galdarraztatu ondoren, azalazpi-
ko ehun adiposoaren laginak lortu ziren eta
37 °C-ra Krebs-Ringer-Bikarbonate-Albu-
mina (KRBA) tanpoian gorde ziren laborate-
gira heldu arte eta analisi guztiak berehala-
Xe egin ziren.

Adipozitoen isolamendua Rodbellen meto-
doari (1964) aldaketa batzuk eginez (Lan-
gin et al, 1991) burutu zen. Horretarako,
ehuna kolagenasa entzimaz (1mg/ml;
37 °C) liseritu zen KRBA bufferrean, eta 7,4
pH-ra 100 mL tanpoitan behien seroko
albumina (BSA V)-ren 3,5 g eta glukosaren
0,6 mmol daudelarik.

Aktibitate lipolitikoa neurtzeko asmoz,
adipozitoak 37 °C-ra 90 minutuz KRBA
ingurunean inkubatu ziren. Inkubazio-
-inguruak saiatutako pB-agonista desberdi-
nen 10 ML, 10-8 M-tik 5:10-> M-tarako kon-
tzentrazio-mailan eta 0,04 U/ml Adenosina
Deaminasa (ADA)-ren 10 ML zituen.

Eratutako glizerola espektrofotometrikoki
neurtu zen Wieland metodoa (1957) aldake-
ta txiki batzuekin (Langin et a/, 1991) era-
biliz. Emaitzek lipido guztien 100 mg-tik
sortutako glizerola erakusten zuten. Lipido-
en kopurua grabimetri teknikaren bidez
determinatu zen hauek erauzki ostean, Dole
eta Meinertzen metodoa (1960) erabiliz.
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Lilly Laborategiko dobutamina (Dobu-
trex®) eta SIGMAko klenbuterola erabili
ziren; metaproterenola eta BRL 37344,
Boehringer-Ingelheim-ren (Bartzelona,
Espainia) eta Smithkline Beecham-ren
(Madril, Espainia) doako emariak izan
ziren, hain zuzen. Ikertutako ehun adiposoa
Gasteizko Udal-hiltegian hildako txerrietatik
lortu zen.

Agonista B-adrenergiko bakoitzaren
gutxienezko kontzentrazio lipolitikoa
zehazteko emaitzen tratamendu estadistikoa
Student-en “t” testa erabiliz egin zen, eta
estatistikoki ontzat hartu ziren kontzentra-
zio-taldeen arteko ezberdintasunak; p <0,05
zutenak.

EMAITZAK

ADA Kkontzentrazio desberdinez saiakun-
tzak egin ziren, “onargarri” eta beharrezkoa
zen efektua lortzeko egokiena zen kontzen-
trazioa berezko efektu lipolitikoa sortarazi
gabe finka zedin. Beraz, 0,04 U/mL-ko
ADA-Kkopurua aukeratu zen (1. irudia).
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l.irudia. Txerri-adipozitoetan saiatutako Adenosina
Deaminasa (ADA)-ren kontzentrazio bakoi-
tzaren in vitro efektu lipolitikoa.
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2. irudia. Erabilitako B-agonista adrenergikoen efektu
lipolitikoei dagokien kontzentrazioa/erantzu-
na kurba.

Erabili ziren kontzentrazioetan azterturiko
lau agonista B-adrenergikoek erantzun lipo-
litiko ezberdinak eman zituzten (2. irudia).
Dobutamina potentzia handieneko bezala
azaldu zen metaproterenola eta BRL
37344-ren aurretik. Bestalde, klenbuterolak
ez zuen efektu lipolitikorik erakutsi (Taula).

B-agonista adrenergikoa M %
Dobutamina 10-6 286,2
Klenbuterola — 100.0
Metaproterenol 5.]10-6 301,3
BRL 37344 5.10-6 2234

Produktu hauek, eraginkortasuna ere des-
berdina erakutsi zuten, 5:10-5 M-ra neurtu-
tako haien gehienezko efektuetan balio des-
berdinak aurkitu zirelako. Bide honetan,
dobutamina eta metaproterenolak sortarazi
zuten glizerolaren kopurua klenbuterolak
eta BRL 37344ak eragindakoa baino han-
diagoa izan zen, estatistikoki adierazgarriak
ziren diferentziak egon zirelarik. Dena den,
B;-agonista espezifikoaren eraginkortasuna
agonista mistoak zuenaren parekoa izan
zen; bien artean ezberdintasun nabarmenik
ez baitzen agertu (2. irudia eta Taula).
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EZTABAIDA

Lipidoen metabolismoaren erregulazio
B-adrenergikoa zabal aztertu da. Honela,
erantzun lipolitikoetan finkatu diren ezber-
dintasunen zergatien artean erabilitako
B-agonista mota, espeziea, adina, sexua,
ehun-kokapena, etab. daude (Rule et a/,
1987; Langin et al, 1992; Pascual et al,
1993).

Baina, diferentzia hauen barne-mekanis-
moak ez dira argiro azaldu; emaitza kontra-
esankorrak argitaratu baitira (Peterla & Sca-
nes, 1990; Liu et al, 1994).

Animali ekoizpenerako erabiltzen diren
espezieen artean, B-adrenergikoei erantzun
lipolitikorik urriena ematen diena txerri-
-azienda da. Efektua indartzeko, ADA edo
Teofilina erabili beharra dago, agente onar-
tzaile gisa, substantzia hauek erabili gabe
eginiko aurreko saiakuntza batek egiaztatu
zuenez (datuak ez dira erakusten).

Adipozitoek fisiologikoki sortzen duten
adenosinak lipolisia eragozten du zelula-
-barneko AMPc-aren kontzentrazioa txikia-
gotuz. ADA adenosina hau desaminatzen
aritzen da. Hori dela eta, esandako desami-
nazioak adenosina bere errezeptorera elkar-
tzea ezgaitu egiten du eta horregatik ez du
bere eragin antilipolitikoa burutzen.

Bestalde, ADAk kontzentrazio dexentetan
erabiltzen denean berezko efektu lipolitikoa
du. Dena dela, ikasitako bibliografian datu
batzuk izan arren (Mills et a/, 1990), bere
eragin lipolitikoa in vitro neurtu zen 0,01
U/mL eta 2 U/mL bitarteko kontzentrazio-
mailen saiakuntza eginez. ADA lipolitikoa
zen kontzentrazioa 0,06 U/mL zela baiezta-
tu zenez, adipozitoak B-agonistekin inkuba-
tzeko aurreko kontzentrazioa, hau da, 0,04
U/mL erabiltzea erabaki zen.

Lehen aipatu denez, erantzun lipolitikoan
ehunen arteko ezberdintasunak daude eta

diferentzia hauek nabarmenagoak dira txe-
rrien ehun adiposoan, ondorio garrantzi-
tsuak azaleko ehunetan bakarrik agertzen
dituztelarik (Liu ef a/, 1989; Mills & Liu,
1990). Ikerketa hau larruazpiko ehun adi-
posoan burutu zen B-agonista ezberdin
batzuk erabiliz.

Aztertutako B-adrenergikoez esan beharra
dago, dobutamina B{-errezeptoretara espe-
zifikoki elkartzen dela, klenbuterola B5-
-errezeptoreetara atxikitzen dela eta meta-
proterenola agonista mistoa dela; bi errezep-
toreetara elkartzeko gai baita. Bide honetan
BRL 37344ak, azken urte hauetan sortu den
substantzia berriak, Bs-errezeptoreengan
eragina sortzeko gai dela esan behar da,
nahiz eta errezeptore klasikoei erabilitako
kontzentrazioetan ez elkartu (Mitchell et a,
1994).

Produktu hauen aktibitate lipolitikoa
neurtzeko erabili ziren parametroak poten-
tzia(hau da, lortutako efektu handiena
5-10-5 M kontzentrazioan) eta eraginkorta-
suna (hau da, kontzentrazio lipolitiko txi-
kiena) izan ziren. Saiakuntzan erabilitako
kontzentrazio altuena 5:-10-> M zen; balio
handiagoak errezeptoreetatik hautakortasu-
na galarazten baitzuen.

Dobutaminak sorturiko efektuek, B;-
-errezeptoreak lipidoen mobilizazio adrener-
gikoan inplikaturik zeudela adierazten
zuten. Nahiz eta txerrien ehun adiposoan
B,-errezeptoreak zeudela frogatuta egon
(Countinho et al/, 1991), klenbuterolak ez
zuen erantzun lipolitikorik eman. Datu
hauek, argitaratutako beste lan batzuekin
ados zeudelarik (Liu & Mills, 1989; Mitchell
et al, 1994), substantzia honek errezeptore-
ekin kidetasun apala duelako edo Bj-
-errezeptoreek AMPc-ak sortzen duen kas-
kada lipolitikoarekin duten elkartasuna txi-
kia delako azal zitezkeen. Aipatutako hipo-
tesi hauek metaproterenolaren kasua argi
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zezaketen, zeinak, dobutamina besteko era-
ginkortasuna izan arren, potentzia txikiagoa
baitzuen, errezeptore mota biek (B; eta Byk)
eragiten zutelako.

Saiakuntzarako animali espezie anitzen-
gan (s edo B-atipiko osagaiek duten garran-
tzia azaldu da eragin adrenergikoei eman-
dako erantzun lipolitikoan. Hala ere, ekoiz-
penerako animaliengan ez dira argiro sail-
katu. Beraz, Bs-agonista berrien ikerketak
interesgarriak lirateke animali ekoizpenean
eta giza klinikan izango lituzketen aplika-
zioengatik. Ildo honetan, BRL 37344-a, B3-
-agonista klasikoek adinako potentzia eta
eraginkortasuna ez izan arren, agente lipoli-
tiko gisa aritu zen.

Emaitza hauek B-agonista adrenergikoak
txerri-aziendan gantzen edukiaren behera-
kada lortzeko substantzia lagungarriak izan

daitezkeela ondorioztatuko lukete. Dena
den, ekintza honetan inplikatuta dauden
bitartekoei nahiz mota ezberdineko B-erre-
zeptoreen jokaerari buruzko lan zehatzago-
ak egitea beharrezkoa da.

ESKERONEZ

CICYT (GAN-91/CO2)ari eta UPV/EHU-
-101.123-EA142/94ari finantzaketak eta
Smithkline Beecham Laborategiei BRL
373444 ematea eskertzen dizkiegu. Gasteiz-
ko Udal-hiltegiko Albaitari Zerbitzuari ere
eskerrak ematen dizkiogu lagin biologikoak
emateagatik. Azkenik, eskerrak Euskara
Teknikoan emandako laguntzagatik Maialen
Sarasua andereari.
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