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Implicacdes da lipoclasia dermossonica no
metabolismo energético € na composicao
corporal de ratos Wistar saudavels

Implications of dermosonic lipoclasis for energy metabolism and body
composition of healthy Wistar rats

Gongalves WLS, Cirqueira |P Abreu GR, Moysés MR

Resumo

Objetivos: Investigar as implicagbes da lipoclasia dermossoénica (LCD), lipdlise do tecido adiposo branco subcutaneo induzido por
ultrassom (US), no metabolismo energético e na composicao corporal de ratos saudaveis. Métodos: Utilizaram-se 20 ratos Wistar
saudaveis, com 4 meses de idade, pesando +380g, divididos aleatoriamente em 2 grupos: 1) controle-sham (CS), 2) terapia
ultrassoénica de baixa intensidade (TUSBI). Durante 10 dias, ap6s sedacéo (halotano-3% vaporizado), os animais eram submetidos
a TUSBI (/g,;,=3MHz, 1W.cm?, modo pulsado 2:8ms, ciclo de 30% por 3 minutos) em regido infra-abdominal e inguinal. Medidas
de peso, comprimento naso-anal e parametros metabdlicos (ingestao e excregao) foram controlados durante o estudo. Ao final do
tratamento, amostras de sangue foram coletadas para dosagens bioquimicas, e entdo avaliadas adiposidades retroperitoneal (RET),
perirenal (PR), epididimal (EP) e inguinal (ING). O HOMA-IR (homeostasis model assessment) foi calculado para estimar resisténcia
insulinica (RI). Para andlise estatistica, utilizou-se ANOVA, teste de Tukey e teste t de Student, com diferencas estabelecidas em
p<0,05. Resultados: No peso corporal, ndo houve alteragdo nos animais CS (384+9g), no entanto reduziu (p<0,01) no grupo TUSBI
(337+2g), assim como a ingestao de comida (25+1g) vs.(21+1g). Houve ainda reducoes (p<0,05) nos coxins RET, PR e ING, indice de
obesidade, niveis de triglicerideos e lipoproteinas plasmaticas. A hiperinsulinemia, sem alteracdes da glicemia, caracterizou estado de
RI confirmado pelo HOMA-IR. Conclusdes: A LDC reduziu a ingestdo de comida e o peso corporal, além de modificar a deposicéo de
gordura nos depositos RET, PR e ING em ratos, o que alterou o perfil lipoprotéico produzindo importante quadro de RI.
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Abstract

Objectives: To investigate the implications of Dermosonic lipoclasis (DLC), i.e. lipolysis on subcutaneous white adipose tissue induced
by ultrasound, for the energy metabolism and body composition of healthy rats. Methods: Twenty four-month-old male Wistar rats
weighting +£380g were randomly divided into two groups: 1) sham control (SC) and 2) low-intensity ultrasound therapy (LIUST). For
10 days, after sedation with 3% vaporized halothane, the animals underwent LIUST (lSATA =3MHz, 1 Wem?, pulsed mode 2:8ms, 30%
cycles for 3 minutes) in the infra-abdominal and inguinal regions. Weight measurements, naso-anal length and metabolic parameters
(food and water intake and excretion) were monitored during the study. At the end of the treatment, blood samples were collected for
biochemical analyses. Retroperitoneal (RET), perirenal (PR), epididymal (EP) and inguinal (ING) adiposity was evaluated. HOMA-IR
(homeostasis model assessment) was calculated to estimate insulin resistance. For statistical analyses, the Student t test, ANOVA and
the Tukey test were used, and differences were established as p<0.05. Results: Regarding body weight, the SC group (384+9g) did not
show any changes, while the treated group (337+2g) showed reductions (p<0.01). This was also seen in relation to food intake: (25+19g)
vs. (21+1g). There were also reductions (p<0.05) in the RET, PR and ING fat-pads, obesity index, triglyceride levels and plasma
lipoprotein levels. Hyperinsulinemia without changes in glycemia characterized a state of insulin resistance, which was confirmed by
HOMA-IR. Conclusions: DLC reduced the food intake and body weight and modified the fat deposition in the RET, PR and ING stores
in rats. This changed the lipid profile to produce a significant state of insulin resistance.
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Terapia ultrassénica no tecido adiposo

Introducgao

A ampla utilizacdo da terapia ultrassonica em varias dreas
da satude possibilitou a identificag¢do de diferentes efeitos bio-
légicos do ultrassom (US) de baixa intensidade em intiimeros
tecidos', tais como: efeitos fibrinoliticos®, tromboliticos',
lipoliticos®, angiogénicos”, enzimaticos®, oxidativos',
sinérgicos em drogas vasoativas®’, entre outros*'. Todos os
efeitos estdo diretamente relacionados com as doses (po-
téncia, frequéncia, tempo) usadas, assim como associados
a responsividade do tecido bioldgico exposto, isto é doses
especificas de US implicam diretamente nas acoes celulares e
respostas teciduais observadas.

Estudos atuais mostram que o emprego de US em doses
habituais (1 e 3 MHz) na fisioterapia®® e no diagnéstico clinico’,
embora ndo apresente riscos na pratica didria, ndo deve ser
compreendido como ferramenta de absoluta seguranga, pois
bastam pequenas variacoes de frequéncia, poténcia, tempo,
isto é doses e forma de aplicagéo para produzirem diferentes
alteracoes locais do tecido biolégico exposto'™.

Recentemente, Miwa et al.® mostraram que a aplicagéo de
US no tecido adiposo branco (TAB) de ratos, em diferentes
frequéncias, promove aumento da secrecédo local de noradre-
nalina pelo sistema nervoso simpatico, ocasionando lip6lise
local e a mobilizagdo de gordura pela liberagdo de dcidos
graxos livres (AGL). Além disso, Kogure et al.” relataram que
a estimulacdo por US ndo somente produziu lipdlise do TAB
subcuténeo com liberagdo de AGL, como também aumentou a
sintese da familia de proteinas desacopladoras mitocondriais
(UCPs), tipo-2 e tipo-3 em musculo gastrocnémio de ratos por
meio de um mecanismo diferente ao do exercicio.

Em adicdo, outras investigacoes sobre metabolismo ener-
gético tém demonstrado que niveis elevados de AGLs regulam
a expresséo génica da UCP-3 no misculo esquelético, figado,
pancreas e outros tecidos, e que essa familia de proteinas esta
altamente relacionada com obesidade, jejum e exercicio'>*.
Esses e outros efeitos da terapia ultrassonica de baixa inten-
sidade no metabolismo lipidico e glicémico fomentaram di-
versas possibilidades de novas aplicacoes terapéuticas para o
tratamento da obesidade e do diabetes mellitus tipo-II (DM,).
No entanto, importantes estudos em termogénese, obesidade e
atividade fisica revelaram que elevacoes dos AGL plasmaticos
estdo envolvidas nos estados de pré-resisténcia insulinica (RI),
obesidade e DM, e tém muitas implicacées na patogénese da
sindrome metabdlica (SM)'7*,

Paradoxalmente aos achados benéficos da terapia ultras-
sbnica de baixa intensidade (TUSBI) em vdrias areas*>"1!%
raramente sdo encontrados estudos clinicos ou experimentais
robustos acerca dos riscos metabdlicos locais e sistémicos da
mobilizacéo e liberagdo de gorduras ocasionada pelo uso de

lipoclasia dermossénica (LCD), lise de células adiposas sub-
cutaneas pela TUSBI, haja vista esta ser amplamente utilizada
em tratamentos cirdrgicos, estéticos e cosmecéuticos*#10%%,
Portanto, este estudo teve por objetivo avaliar as implicagoes
da LDC no metabolismo energético e na distribuicdo da
gordura corporal de ratos saudaveis, avaliadas por medidas
de peso, comprimento, bioquimica plasmaética, composigdo
corporal (indice de obesidade)® e lipectomia bilateral dos
depdsitos de gordura®.

Materiais e métodos

A investigacéo foi conduzida de acordo com as normas es-
tabelecidas pelo Guide Care and Use of Laboratory e aprovada
pelo Comité de Etica em Pesquisa Animal da Universidade
Federal do Espirito Santo, sob parecer n°. 014/2008.

Grupos experimentais e controle metabolico

Foram utilizados 20 ratos Wistar com 4 meses de idade,
obtidos no biotério do CCS-UFES, com peso corporal de +380
gramas, aleatoriamente divididos em dois grupos (n=10 cada):
1) controle-sham (CS) e 2) tratado com LCD. Os ratos foram
acomodados em gaiolas individuais metabdlicas para controle
e ajuste da ingestdo de comida (g) e dgua (mL) e mantidos
em ambiente ventilado, temperatura (+22°C) e iluminagéo
artificial controladas, sendo o foto-periodo de 12h (claro)/ 12h
(escuro).

O estudo foi iniciado com o periodo de adaptagéo (5 dias),
no qual os animais executavam a rotina de procedimentos e
retornavam as gaiolas, minimizando o estresse de manuseio
e os efeitos do isolamento. Por conseguinte, foram adquiri-
das e registradas medidas de peso e comprimento naso-anal
(N-A) e realizado controle térmico retal durante o perfodo de
adaptacdo e tratamento. No dia 0, apds sedagdo por inala-
¢do com halotano-3% vaporizado em camara de contencéo,
realizou-se tricotomia em regido infra-abdominal e inguinal
bilateral, numa drea de 5 cm® Néo houve perda na amostra,
isto é, todos os animais sobreviveram até o final do estudo,
(momento da eutandsia).

Terapia ultrassonica (3MHz)

Para mimetizar os efeitos da LCD obtidos na clinica, além
de reduzir os efeitos térmicos, foram estabelecidos os seguin-

tes parametros de irradiagdo ultrassonica: (spatial average

I

SATA
temporal average Intensity)=3MHz, 1 W.cm™, modo pulsado
(2 ms ON: 8 ms OFF), ciclo de 30% por 3 minutos, durante

10 dias consecutivos no hordrio matutino. Diariamente, sob
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sedagdo induzida (halotano-3% vaporizado em cédmara de sa-
turagdo), os amimas eram acomodados em decubito dorsal e
as patas traseiras fixadas em abduc@o por contentor eldstico.
Na édrea pré-estabelecida (infra-abdominal e inguinal bilateral),
aplicou-se sonogel (H,0) e acoplou-se o transdutor (3-MHz) do
US AVATAT II® (KLD - Biosystems - Sdo Paulo, Brasil) a 1 mm
da pele por suporte universal. Apds inicio da TUSBI, o trans-
dutor foi movido bilateral e sistematicamente da direita para
esquerda durante toda irradiagdo. Os grupos CS e TUSBI foram
submetidos aos mesmos procedimentos do estudo, entretanto,
no grupo CS, utilizou-se o transdutor desconectado do equipa-
mento gerador de US que estava desligado (OFF).

O transdutor ultrassonico foi calibrado em balanca de pre-
cisdo no Departamento de Fisica da UFES. O nivel de irradiagéo
do US usado nesse estudo foi o recomendado para US terapéu-
tico pela WEUM.B. (Word Federation Ultrasound Medicine and
Biology) e FDA (Food and Durgs Association)**.

Bioquimica plasmética e HOMA

Ao final da LCD, sob anestesia induzida por hidrato de
cloral, 10% - 0,4mL.100g" via intraperitonal, os animais foram
decapitados para coleta de sangue e posterior andlise da bio-
quimica plasmédtica. Em seguida, o sangue foi centrifugado
a 3000 r.p.m. durante 10 minutos sob refrigeracéo (4°C) e o
plasma armazenado a -20°C. Foram realizadas dosagens plas-
maticas de colesterol total (CT), lipoproteina de alta densidade
(HDL), lipoproteina de baixa densidade (LDL), lipoproteina de
muito-baixa densidade (VLDL), triglicer{deos (TG), glicose e
insulina e da enzima lipase lipoprotéica (LPL) pelos métodos
convencionais de andlise laboratorial.

Utilizou-se o modelo de avaliacdo de homeostase (HOMA
- homeostasis model assessment) para estimar a resisténcia
insulinica, em que HOMA-IR=(insulinemia de jejum [mU/L]
x glicemia de jejum [mg/dL]), e para determinacdo da ca-
pacidade funcional das células beta (BcC), em que HOMA-
BcC=(20 x insulinemia de jejum [mmol/L]) / glicemia de
jejum [mmol/L]-3,5). Para o célculo, utilizou-se o software
HOMA Calculator®, version 2.2, Diabetes Trial Unit,University of
Oxford®.

Composigdo corporal e lipectomia bilateral

O indice de obesidade para roedores (Lee Index) foi calcu-
lado por meio da equacio (*yAg.m™): raiz ctbica (*v) do delta
(= do peso final e inicial) de peso corporal (gramas) dividido
pelo comprimento N-A (metros)®.

As medidas de adiposidade abdominal retroperitoneal
(RET), perirenal (PR), epididimal (EP), inguinal (ING) direita e
esquerdaforam determinadas por meio de lipectomia bilateral,

que consiste na extracédo cirtrgica dos depésitos de gorduras
(coxins). Realizou-se uma inciséo longitudinal de + 6cm na pele
abdominal, tendo como referéncia a linha Alba. Em sequéncia,
os compartimentos ING foram coletados e mensurados, o peri-
tonio foi aberto e a extragdo dos coxins RET e PR foi realizada.
A incisdo peritoneal foi aumentada até o epididimo, onde en-
tdo foram coletados os coxins EP%.

Andlise dos dados

Os dados foram inseridos e analisados em software estatis-
tico (Graph-Pad-Prism4’), no qual se utilizou o teste t de Stu-
dent e andlise de varidncias (ANOVA) uma e duas vias, seguido
do teste de Tukey para multiplas comparagdes. Os valores
foram expressos como médiatEPM (erro padrdo da média) e
as diferencas fixadas em p<0,05.

Resultados

Conforme demonstrado na figura 1A, a partir do 5° dia de
LCD, houve uma redugéo (p<0.01) do peso corporal no grupo
TUSBI (341+13g) vs. grupo CS (380+11g), que se manteve até o
10° dia de tratamento (337+12g) vs. (384+9g), respectivamente.
Verificou-se também que houve uma diminui¢do da ingestdo
de comida ao final do tratamento com LCD no grupo TUSBI
(21,0+0,7g) em relagéo ao grupo CS (25,6+0,7 g) (Figura 1B); o
que néo ocorreu com a ingestéo de 4gua (Figura 1C) bem como
com a temperatura corporal (Figura 1D).

Observou-se também que nos valores do indice de obe-
sidade houve redugéo (p<0,01) no grupo TUSBI (-5,28+1,68),
comparado ao grupo CS (0,58+1,47) (Figura 2A).

Na figura 2B, apresentam-se os valores dos coxins RET
(38+0.2g), PR (3,740,1g) EP (3.8+0,3g) e ING (7.4£0,68) no
grupo CS que, ap6s tratamento com LCD, apresentaram redu-
¢des (p<0,05) do RET (2,50,1g), PR (2,8+0,2g) e ING (5,8+0,4g),
sem modificagdo do EP (3,9+£0,2g).

Na tabela 2, estdo demonstrados os valores do perfil glico-
lipoprotéico e enzimatico dos grupos CS e TUSBI, os quais néo
mostraram diferencas nos valores de CT, LDL e glicemia de je-
jum, porém os valores de VLDL, triglicerideos, HDL e LPL e in-
sulinemia apresentaram importantes diferencas. O HOMA-IR
mostrou-se elevado (p<0,01) no grupo TUSBI em comparagio
ao grupo CS, o qual é compativel com quadro agudo de RL

Discussao

Neste estudo, foram analisadas as implicagdées da LCD no
metabolismo energético e na composi¢do corporal de ratos
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Figura 1. Efeitos da lipoclasia dermossonica do tecido adiposo branco subcutaneo no peso corporal (A), na ingestdo de comida (B) e agua (C) e
na temperatura corporal (D) de ratos saudaveis.
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(m) CS=controle-sham; (o) TUSBI=terapia de baixa intensidade; indice de obesidade em roedores (Lee Index). Valores expressos em média+EPM. Teste t de Student e
ANOVA uma via e teste de Tukey, *p<0,05 e **p<0,01 quando CS vs. TUSBI (N=10).

Figura 2. Efeitos da lipoclasia dermossonica do tecido adiposo branco subcutaneo no indice de obesidade (A) e nos (B) depdsitos de gordura
retroperitoneal (PET), perirenal (PR), epididimal (EP) e inguinal (ING) de ratos saudaveis.
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Tabela 1. Perfil bioguimico plasmatico de ratos wistar saudéveis nos
grupos controle-sham (CS) e tratados com lipoclasia dermossonica
em tecido adiposo branco subcuténeo.

Pardmetros CS (N=10)  TUSBI (N=10) p

Colesterol total (mg/dL) 45,0+2,8 40,3416 0,089
HDL (mg/dL) 16,4+1,2 13,5+0,9" 0,042
LDL (mg/dL) 17,117 17,812 0,379
VLDL (mg/mL) 8,2+0,7 11,0¢1,1° 0,022
Triglicerideos (mg/dL) 40,743,5 55,145,6' 0,021
Glicose (mg/dL) 15446 15348 0,468
Insulina (uU/mL) 1542 212 0,044
HOMA - IR 2,16+0,2 3,64+0,4" 0,008
Lipase Lipoprotéica (U/dL) 33,640,4 46,7+3,1" 0,002

Valores expressos em média+EPM. HDL=lipoproteina de alta densidade;
LDL=lipoproteina de baixa densidade; VLDL=lipoproteina de muito-baixa densidade;
HOMA=homeostasis model assessment. Teste t de Student. Diferengas estatisticamente
significantes *p<0,05.

saudaveis. Conforme observado na prética clinica® e também
nestes resultados, a LCD (TUSBI de 3-MHz) no TAB subcuté-
neo promoveu importante lipélise com significativa reducéo
no peso dos ratos a partir da 5* aplicagdo, e manutengdo desses
efeitos no peso corporal até o final do tratamento (Figura 1A).
Associado a esta perda de peso corporal, observou-se redugédo
gradativa da ingestdo de comida a partir do 5° dia de LCD, que
ao 10° dia foi significativamente diferente quando comparado
ao CS (Figura 1B).

Esta perda de peso corporal associada a reducgéo da inges-
tdo de comida observada nos animais tratados com LCD in-
dicou aumento da atividade do metabolismo energético local
e sistémico, com provavel secrecéo e liberacdo de varias adi-
pocinas pelo TAB subcutaneo. Algumas evidéncias, além de
relatos naliteratura®?*"*, suportam que neste compartimento
do TAB (isto é coxim subcutidneo) em humanos e roedores,
ha uma maior capacidade de expressdo, sintese e secrecdo
de leptina, além de outras adipocinas pré-inflamatdrias,
como a interleucina-6 (IL-6) e o fator de necrose tumoral-alfa
(TNF a)*”. Mostram ainda que niveis elevados circulantes
destas adipocinas, além de acarretarem repercussoes car-
diovasculares expressivas, modulam func¢des importantes
de neuropeptideos e hormdnios anorexigenos no ntcleo hi-
potaldmico arqueado'”***, bem como agem diretamente no
mesmo, interferindo no metabolismo energético e na regu-
lagédo do apetite'®**, podendo ter ocasionado a reducédo da
ingestdo alimentar e a perda do peso corporal observada nos
ratos tratados com LCD (Figura 1A e B).

Adicionalmente, verificou-se, na avaliagdo da compo-
sicdo corporal, uma significativa diminui¢do do indice de
obesidade (Indice de Lee) nos ratos tratados com LCD, pos-
sivelmente devido a redugdo da gordura subcuténea ingui-
nal (lipdlise), efeitos ja descritos em animais nédo-obesos®®.

No entanto, as redugdes dos depésitos de gordura (coxins)
RET e PR, sem alteracdo do coxim EP em machos saudéaveis,
foi um achado interessante, considerando as distdncias
entre os depdsitos de gordura epididimal e perirenal, pois
anatomicamente o epididimo é mais préximo das dreas
estimuladas com US do que o coxim perirenal. Além disso,
utilizou-se um baixo nivel de irradiagdo ultrassénica com
alta frequéncia, ndo permitindo o efeito de espalhamento da
onda mecénica, fato que sugere um importante efeito sono-
quimico da TUSBI no TAB (Figura 2A e B). Considerando os
efeitos lipoliticos da LCD no TAB subcutineo®®, acredita-se
que as reducdes dos coxins RET e PR estariam relacionadas
as agOes enddcrinas, pardcrinas e autdcrinas das adipocinas
liberadas pelo TAB subcutianeo'™#*2+2 durante a LCD; ou
ainda poderiam ter ocorrido pelo aumento da atividade
de enzimas locais (lipases lipoprotéica-LPL e horménio-
sensivel-LHS) estimuladas pela noradrenalina liberada nas
terminacdes simpaticas do TAB subcuténeo®** apds a
LCD. Tais efeitos, que corroboram os niveis elevados de LPL
obtidos neste estudo (Tabela 2), sugerem importantes agoes
sono-quimicos do US de 3MHz no TAB subcuténeo inguinal
e abdominal'"18*,

No metabolismo energético (lipoprotéico), as implicagdes
produzidas pela LCD foram hipertrigliceridemia, elevacéo
do VLDL e redugdo do HDL plasmaético, caracterizando um
aumento do risco de dislipidemia'®** devido as alteragoes
diarias na mobilizacdo e estocagem da gordura corporal nos
coxins RET, PR e ING, além do aumento da LPL plasmatica
(Tabela 2).

Ao relacionarmos as alteracoes bioquimicas plasmaticas
com a reducéo dos coxins RET, PR e ING, apds tratamento com
LCD, identifica-se um preocupante efeito de lipélise macica e
redistribuicdo da gordura corporal via circulagdo sanguinea,
uma vez que inumeros estudos demonstraram que constantes
elevagdes nos niveis lipidicos plasmaticos sdo o principal fator
de risco para dislipidemia e SM'*® em individuos sobrepesos
e obesos™*,

Estudos de Lewis et al.'® e outros autores'®* descrevem que
a manutencéo de elevados niveis de AGL néo-esterificados cir-
culantes produzem efeitos deletérios na bioquimica energética e
no metabolismo celular. Relatam ainda que o fluxo aumentado
de AGL oriundos do tecido adiposo para tecidos ndo-adiposos,
de um modo geral, produz piora na sinalizagéo da via do subs-
trato do receptor de insulina (IRS-1)**#, sugerindo que a RI ob-
servada nos animais tratados com LCD tenha ocorrido devido
aos efeitos lipotéxicos dos AGL na sinalizagéo do IRS-1, que im-
plicou em disfungdes na cascata de ativagdo deste receptor'®?,
indicadas pelos elevados valores do HOMA-IR. Outras investi-
gacdes mostram que a inibi¢do e/ou perda na sensibilidade do
IRS-1 pode facilitar o acimulo de gordura tecidual pela reducéo
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da atividade lipolitica da insulina, levando a reesterificagdo dos
AGL nos musculos e nos demais tecidos, efeito importante e
atualmente discutido como lipotoxicidade'*.

Embora os niveis de glicemia estivessem similarmente ele-
vados nos grupos controle e tratados com LCD, a insulinemia
apresentou-se mais elevada nos animais tratados que os valo-
res basais encontrados no controle, evidenciando um quadro
agudo de RI, confirmado pelo HOMA-IR, o que sugeriu agoes
secunddrias (sistémicas) da LCD.

Diante desses achados, pode-se afirmar que a LCD de-
monstra grandes potencialidades como modulador exdgeno
do metabolismo no TAB, pois interfere efetivamente na distri-
buicdo de gordura corporal, reduz o peso corporal e a ingestdo
de comida, produzindo importante lipdlise com mobilizagéo
de gordura dos coxins RET, PR e inguinal direito e esquerdo,
sem alterar a gordura EP, demonstrando assim alto potencial
para o tratamento da obesidade gindide. No entanto, tam-
bém provoca alteragoes significativas do perfil lipoprotéico
e enzimdtico plasmético, implicando importante quadro
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pela LCD no TAB subcutaneo, a fim de atenuar/abolir os efei-
tos deletérios e aperfeicoar as agdes benéficas da LCD neste
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