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RESUMO

Recentes estudos mostram que a terapia ultra-sbnica aumenta a atividade
adrenérgica no tecido adiposo branco (TAB) e produz lipdlise local com relevante
mobilizacao de gordura corporal, efeito atualmente descrito como lipoclasia
dermossonica LCD. O objetivo do presente estudo foi investigar se a LCD periférica
pode predispor ao desenvolvimento dos componentes da sindrome metabdlica em
fémeas saudaveis. Trinta ratas Wistar adultas (=3 meses), pesando em =300 g,
foram divididas em 3 grupos: 1) SHAM-estimuladas (SHAM, n=10), ultra-som-
estimuladas (TUSBI/LCD, n=10), e estimuladas-supensao (WASHOUT). A irradiacao
ultra-sonica de 3-MHz era aplicada na regido gliteo-femoral nos grupos de LIUST e
WASHOUT. A intensidade média acustica temporal e espacial (ISATA) era de
5.6W/cm2, modalidade pulsada 2ms: 8ms por 3 minutos durante 10 dias para
produzir a mobilizacdo de gordura local. Foram avaliados parametros
antropométricos e composicdo corporal, bioquimicos e hemodinamicos, além de
estudos em coracao isolados. Todos os valores estao expressos como média + EPM.
Para analise estatistica foi usada a analise de variancias (ANOVA) uma e duas vias,
seguido pelo teste de 7wkey. O nivel de significAncia aceitavel foi de “p<0.05,
*p<0.01, vs. SHAM e #p<0.05, *# p<0.01, vs. WASHOUT. No 10° dia, os valores de
massa gorda (381, 31+1"" e 44+2™## o), pressdo arterial média (99+2, 121+2"" e
100+£1*# mmHg), insulina (1.4£03, 3.3£0.05" e 3.1+£0.2" pU/mL), triglicerideos
(2543, 5042 e 35+4#* mg/dL), e glicemia plasmética (141+13, 208+7" e
108+00* mg/dL) demonstraram alteracdes significativas quando comparadas as

fémeas SHAM, LIUST e WASHOUT, respectivamente. Nos grupos LIUST e
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WASHOUT similarmente apresentaram diferencas na resposta inflamatdria sistémica,
além de disfuncao coronariana com prejuizo na vasodilatacdo induzida por
adenosina (-14+2, -3+2™ e -9+2™% mmHg). Estes resultados mostram que ndo
somente a gordura visceral, mas também a mobilizacdo da gordura periférica por
LCD, conduz ao desenvolvimento dos componentes da sindrome metabdlica com
disfuncao coronariana, podendo ser um modelo apropriado para estudos da

sindrome metabdlica em fémeas adultas.

Palavras Chave: Ultra-som; Tecido adiposo branco; Dislipidemias; Resisténcia

insulinica; Metabolismo energético; Disfuncdo coronariana; Modelo de sindrome

metabdlica.
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ABSTRACT

Recent studies demonstrate that the ultrasound therapy increase adrenergic activity
in the white adipose tissue (WAT), and produces local lipolysis with relevant fat
corporal mobilization, currently effect described as ultrasound lipoclasia (USL). The
aim of the present study was to investigate whether the peripheral USL can
predispose to the development of metabolic syndrome components. Thirty female
Wistar healthy rats (3 mo old) weighing = 300g, were divided into sham-stimulated
(SHAM, n=10), ultrasound-stimulated (LIUST, n=10), and washout-stimulated
(WASHOUT) groups. An ultrasonic irradiation of 3 MHz was applied at the gluteus-
femoral region in LIUST and WASHOUT groups. The spatial average and temporal
average intensity &ata Was 5.6W/cm?, pulsed mode 2ms: 8ms for 3 min during 10
days to produce local fat mobilization Anthropometrical, body composition,
biochemical and hemodynamic parameters, and isolated heart studies were
performed. All values are expressed as mean £ SEM. One- or two-way analysis of
variance (ANOVA) followed by Tukey test was used for statistical analysis. The
significance level was set at “p<0.05, ~p<0.01, vs. group SHAM and *p<0.05,
##p<0.01, vs. LIUST group. In 100 day, the fat mass (38+1, 311" and 44+2™##
%), mean arterial pressure (9942, 121+2"" and 100+£1*# mmHg), insulin (1.4+03,
3.3+£0.05 " and 3.1£0.2” pU/mL), triglyceride (25+3, 50+2"" and 35+4 *# mg/dL),
and plasma glucose (141+13, 208+7"" and 108+00* mg/dL) were verified in SHAM,
LIUST and WASHOUT animals, respectively. The groups LIUST and WASHOUT also
presented changes of the plasma inflammatory response and coronary dysfunction

with impairment of adenosine-induced vasodilation (-14+2, -3+2" and -9+2™
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mmHg). These results show that not visceral only, but peripheral fat mobilization by
USL leads to the development of the metabolic syndrome components with coronary
dysfunction, being able to be a suitable model for studies in metabolic syndrome in

adult females.

Key words: Ultrasound; White adipose tissue; Dyslipedemia; Insulin resistance;

Energy metabolism; Coronary dysfunction; Metabolic syndrome model.
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1. INTRODUGAO

1.1. Terapia Ultra-Sonica.

O ultra-som terapéutico (UST) é uma forma de energia mecanica nao audivel,
que consiste em vibragOes de alta freqiiéncia, na faixa acima de 20 KHz (kilohertz).
A freqliéncia estd relacionada com o numero de ondas que passam por um
determinado ponto em unidade de tempo, expressa em Hz (hertz); varia, em geral,
entre 1 e 3 megahertz (MHz), embora outras freqliéncias possam ser programadas.
Freqliéncias mais elevadas as tornam mais adequadas para o tratamento de tecidos
superficiais, enquanto que, a freqiéncia mais baixa as faz propicias para o
tratamento das estruturas profundas (McDiarmid et al 1987; Kitchen et al 1990;
TerHaar, 1987 e 2007).

A onda mecanica produzida pelo ultra-som (US) é a energia transmitida por
vibracdes de moléculas do meio em que estdo se propagando, fazendo-as oscilarem,
quer o meio seja solido, liquido ou gasoso (TerHaar, 1987 e 2007). A quantidade de
energia que incide em uma determinada superficie é chamada de poténcia, expressa
em watts (W). Essa energia é dependente de algumas caracteristicas do ultra-som
(frequiéncia, intensidade, amplitude, foco e uniformidade do feixe) e do tipo de
tecido em que ocorre a propagacao da onda (Speed, 2001). A intensidade é definida
como a quantidade de energia que passa através da unidade de area na unidade de
tempo, expressa em watts por centimetro ao quadrado (W/cm?). Utiliza-se a sigla
SATA para expressar a intensidade média de energia ultra-sonica, i.e. acustica. As
ondas ultra-sonicas podem se propagar de dois modos: o continuo e o pulsado. No

modo continuo nao ocorre interrupcao da onda ultra-sonica, de modo que ha uma
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deposicao ininterrupta de energia nos tecidos irradiados. Ja no modo pulsado, ha
interrupgdes regulares e regulaveis na liberacdo da energia nos tecidos irradiados. A
escolha entre o modo continuo ou pulsado depende dos efeitos biofisicos que se
busca e da interacao do ultra-som com o tecido em questao (TerHaar, 1987 e
2007).

E fato conhecido que o US interage com os tecidos bioldgicos por meio de
mecanismos térmicos e ndo térmicos ou mecanicos, que prevalecem de acordo com
o modo de propagacao da onda (continua ou pulsada). Os dois mecanismos de
interacdo ocorrem simultaneamente, mas é possivel potencializar um ou outro efeito
alterando os parametros fisicos da irradiagdo, como o tipo de onda utilizada, o
tempo e a técnica de aplicacdo (Baker et al 2001; Dyson, 1982 e Dyson et al 2001).

Essa ampla utilizacdo do US em varias areas, principalmente na medicina,
possibilitou a identificacdo de diferentes efeitos fisioldgicos nao térmicos da terapia
ultra-sonica de baixa intensidade (TUSBI) (Barnett et al 2000; Guirro et al 2001;
Guirro e Guirro, 2002; Li JK et al 2003; Rosenthal et al 2004; Gongalves et al 2005;
TerHaar, 2007) em inUmeros tecidos, tais como: efeitos fibrinoliticos (Rosenthal et al
2004), tromboliticos (Nedelmann et al 200, lipoliticos (Miwa et al 2002; Gongalves et
al. 2005 e 2008), angiogénicos (Wu, 2007), enzimaticos (Araujo et a. 2003; Hardig
et al 2006), oxidativos (Nedelmann et al 2002; Wu, 2007), sinérgicos em drogas
vasoativas (Li JK et al 2003; Rosenthal et al 2004) entre outros (O'Brien-Jr, 207 e
Noble et al 2007). Todos estes efeitos estao diretamente relacionados com as doses
(i.e. poténcia, freqiiéncia, tempo) usadas, assim como associados a responsividade
do tecido bioldgico exposto, doses especificas de US implicam diretamente nas

acoes celulares e respostas teciduais observadas (Speed, 2001; Li JK et al 2003;
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Rosenthal et al 2004; TerHaar et al 2007; Gongalves et al 2005; 2008a e 2008b).
InvestigacOes atuais mostram que o emprego de US em doses habituais (1 e 3 MHZ)
na fisioterapia e no diagnodstico clinico, embora ndo apresentem riscos na pratica,
nao devem ser compreendidas como ferramenta de absoluta seguranca, pois
bastam pequenas variacdes de freqliéncia, poténcia, tempo (i.e. doses) e forma de
aplicacao para produzirem diferentes alteracoes locais do tecido bioldgico exposto
(Barnett et al 2000; Guirro et al 2001; Koeke et al 2005; Kogure et al 2005;
TerHaar, 2007).

Nos ultimos 10 anos, na Europa e América do Norte, a terapia ultra-sonica
tem sido usada no tecido adiposo subcutaneo como um tratamento das afecgbes da
derme e/ou como indutor da lipdlise, para a mobilizacao de gordura subcutanea. Na
Ameérica do Sul, principalmente no Brasil, esta terapia tem ganhado notoriedade nos
Ultimos 5 anos. Ultimamente, ha um razoavel nimero de procedimentos biomédicos,
invasivos ou nao-invasivos, que usam a energia do US visando reduzir as disfungoes
na massa gorda subcutanea em fémeas, i.e. lipodistrofia gindide (LDG), celulite,
paniculopatia subcutanea ou ainda obesidade gindide. Além disso, o US de alta
freqliéncia (3 e 5-MHz) pode ser aplicado com grande da eficacia e minimo risco,
tendo muitas indicagdes como no lipedema e no tratamento da LDG ou celulite
(Siems et al 2005; Rawlings, 2006; Smalls et al 2006;). Esse procedimento nao-
invasivo é atualmente descrito como o lipoclasia ultra-sonica (USL) ou hidrolipoclasia
dermossonica (LCD) e vem sendo alvo de importantes investigacdes cientificas
(Guirro e Guirro, 2002; kogure et al 2005; Gongalves et al 2005; Siems et al. 2005;

Smalls et al 2006; Rawlings, 2006).
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Em recente estudo Miwa et al (2002) mostraram que a aplicacao de US no
TAB subcutaneo de ratos, em diferentes freqiiéncias, promove aumento da secrecao
local de noradrenalina pelo sistema nervoso simpatico, ocasionando lipdlise local e a
mobilizacdo de gordura pela liberagdo de AGL. Além disso, Kogure et al (2005)
relataram que a estimulacao por US, ndao somente produziu lipdlise do tecido
adiposo branco subcutaneo (TABsc) com liberacdo de AGL, como também aumentou
a sintese de UCPs, tipo-2 e tipo-3 em musculo gastrocnémio de ratos, através de um
mecanismo diferente ao do exercicio, 0 que sugeriu importante influéncia do ultra-
som no metabolismo energético local e indicou novas potencialidades terapéuticas
(Tiraby et al 2003. Esses e outros efeitos da TUSBI no metabolismo lipidico e
glicémico (energético) tecidual fomentaram diversas possibilidades de aplicacdes
terapéuticas, além da lipodistrofia gindide, no tratamento da obesidade. Pois,
investigacdes em metabolismo energético e atividade fisica (trabalho muscular) tém
demonstrado que niveis elevados de AGL regulam a expressao génica da UCP-3 no
musculo esquelético, figado, pancreas e outros tecidos, e que esta familia de
proteinas esta altamente relacionada com obesidade, jejum e exercicio (Tunstall et
al 2002; Depieri et al 2004). No entanto, outros estudos importantes em
metabolismo energético, termogénese e obesidade revelaram que grandes
elevacoes dos AGL plasmaticos, também estdo envolvidas nos estados de pré-RI,
obesidade e DM2, e tém muitas implicacdes na patogénese dos componentes da
sindrome metabdlica (SM), (Wajchenberg, 2000; Bajaj et al 2002; Lewis et al 2002;
Hermsdorff et al 2004; Schrauwen et al 2004; Sarafidis et al 2007; Rasouli et al

2007).
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1.2. Adiposidade e sindrome metabdlica

O tecido adiposo (TA) é um tipo especial de conjuntivo, onde se observa
grande predominancia de células adiposas que se caracterizam por armazenar
gorduras neutras. Essas células podem ser encontradas isoladas ou em pequenos
grupos no tecido conjuntivo comum, porém a maioria delas se agrupa no tecido
adiposo espalhado pelo corpo. Como os mamiferos utilizam (consomem) energia de
modo continuo, mas se alimentam com intermiténcia, entende-se a importancia de
se manter um grande reservatorio de energia, representado pelo TA. Além dessa
funcdo o TA tém outras, pois devido a sua localizacdo sob a pele, modela a
superficie corporal é o maior responsavel pelas diferencas do contorno corporal no
homem e na mulher. Assim como, sao distintos os seus depositos, acimulo e o
metabolismo e a secretando de diferentes hormonios masculinos e femininos.
Forma também coxins absorventes de choques, principalmente na planta dos pés e
na palma das maos (Pénicaud et al 2000; Trayhurn et al 2001 e 2005; Coppack,
2001; Fonseca-Alaniz et al 2006; Costa et al 2006).

Como as gorduras sdao mas condutoras de calor, o TA contribui para o
isolamento térmico dos mamiferos, além disso, preenche espacos entre outros
tecidos e auxilia @ manter outros 6rgaos em suas posi¢cdes normais (anatdémicas). Os
rins, por exemplo, podem sofrer deslocamentos (ptoses) em pessoas muito magras
ou que reduzem a massa gorda corporal rapidamente (grande perda de peso),
devido a redugdo da gordura perirenal (Pénicaud et al 2000; Trayhurn et al 2001;
Coppack, 2001; Trayhurn et al 2005; Fonseca-Alaniz et al 2006).

Ha duas variedades de tecido adiposo, que sdo facilmente identificavel pela

cor, localizacao, estrutura celular, vascularizacao, inervacao e fungdes. Uma
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variedade do TA é o comum, branco (TAB) ou unilocular, cujas células, quando
completamente desenvolvida (adipécito maduro), contém apenas uma goticula de
gordura no citoplasma. A outra variedade é o TA pardo, castanho ou marrom (TAM),
formado basicamente por células que contém numerosas goticulas lipidicas, sendo
também conhecido como multi-locular, cuja principal caracteristica e 0 maior nimero
de mitocondrias no citoplasma (Pénicaud et al 2000; Coppack 2001; Trayhurn et al

2001 e 2005; Costa et al 2006), (Fig.1).

- Tecido adpose multiocular puro

Mistura da tecido adiposo
multilocular & unilocular

Figura-1. — Localizagdo e diferenciagdo do tecido adiposo marrom (multilocular) e mistura de tecido adiposo branco

(unilocular) e marrom, no homem. Gongalves, WLS 2008.

Atualmente, o tecido adiposo branco (TAB), tanto o visceral ou omental
guanto o subcutaneo, tem sido referido na literatura especializada como um 6rgao
enddcrino metabolicamente ativo e com mudltiplas funcdes: (i) isolamento térmico,
(i) barreira fisica ao trauma, (iii) estocagem e modulacdo energética e (iiii) secrecao
de proteinas e peptideos biologicamente ativos com agdes enddcrinas, paracrinas e

autdcrinas (Pénicaud et al 2000; Prinz, 2002; Fantuzzi, 2005; Trayhurn et al 2001 e
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2005; Gongalves et al 2005; Costa et al 2006). A sua capacidade de armazenamento
energético é virtualmente ilimitada. Resultado do aumento das reservas de cada
adipdcito (favorecimento da lipogénese relativamente a lipdlise) e da replicacao e
diferenciacao de pré-adipdcitos. A auséncia de limite para seu acumulo, representa
vantagem adaptativa & curto prazo, e desvantagem a longo prazo, traduzida em
importante disfungdo enddcrino-metabdlica amplamente conhecida: Obesidade
(Gregoire, 2005; Arner, 2005).

Como o6rgao secretor, i.e. metabolicamente ativo, o TAB apresenta varias
particularidades, pois é atualmente discutido como importante componente do
sistema endocanabindide (Gregoire, 2005; Jesudason et al 2008; Wang et al 2008;
Bellochio, 2008). Encontra-se disperso pelo organismo, em depdsitos sem ligacao
fisica entre si, cuja atividade secretdria é regulada por mecanismos e sinalizadores
humorais e hormonais, nao totalmente esclarecidos. Nesses depositos individuais
(coxins), encontram-se varios tipos celulares (células tronco e matrizes teciduais,
neuronios, macrofagos, fibroblastos, pré-adipocitos e adipdcitos adultos) com
atividade de sinteses e secretdria variavel. As adipocinas, i.e., produtos segregados
pelo tecido adiposo, sdo também produzidas por outros tecidos em varias outras
situacdes, sendo dificil determinar precisamente a contribuicdo do tecido adiposo
para os niveis de adipocinas circulantes. Assim como, os mecanismos moleculares de
sintese, secrecao “exocitose” e modulacao destas substancias, ainda nao estejam
totalmente esclarecidos (Fantuzzi, 2005; Charrieri et al 2003; Berg et al 2005).
Pensa-se que as adipocinas desempenham um papel importante na homeostasia
energética, na sensibilidade e resisténcia a insulina (RI), na resposta imunoldgica e

na doenca cardiovascular (DVC) (Prins, 2002; Fantuzzi, 2005; Gregoire, 2005; Xu et
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al 2000). Podem por isso ser agrupadas, para comodidade de exposicao e estudo, de
acordo com a “principal funcao”, em adipocinas com funcdo imunoldgica,

cardiovascular, metabdlica e enddcrina (Prins, 2002; Ribeiro et al 2006), (Fig. 2).

' Cortisol
Corfisana ﬁ"'

Estrogeno
PPAR _
\ Resistina
Cortisol /

\\‘ /1' Visfatina
Adrenalina--..‘ ___w leptina
— |G I8 TNFy  Figura-2. — Representagdo esquemética do tecido
insuling — Adiponecting adiposo como um érgao enddcrino e suas
\‘ principais adipocinas. PPAR: peroxisome
GH \ PAI-1 proliferator-activated receptor, GH: hormonio do
Angiotensinogénio crescimento; IGF-1: /nsulin growth factor 1; AGL:
IGF Triglicerideos \ AGL acidos graxos livres; PAI-1: plasminogen activator

L | ) inhibitor 1; 1L: interleucina; TNF: fator de necrose
Ipase popR tumoral; HSD: hidroxiesteréide desidrogenase.

AGL Ribeiro et al. 2006.

A sindrome metabdlica (SM), também conhecida como sindrome X,
sindrome da resisténcia a insulina, quarteto mortal ou sindrome plurimetabdlica é
caracteriza-se pela associacdo, num mesmo individuo, de dislipidemia, diabetes
mellitus do tipo 2 ou intolerancia a glicose, hipertensao arterial e excesso de peso
ou obesidade (Zimmet et al 1999; Griffin et al 1999; Wajchenberg, 2000).
Interligando estas alteracdes metabdlicas estda a resisténcia insulinica
(hiperinsulinemia), dai também ser conhecida como sindrome de resisténcia a
insulina. A SM é a mais comum doenca metabdlica da atualidade e também a maior
responsavel por eventos cardiovasculares (Wajchenberg, 2000; Isomaa et al 2001;

Ford et al 2002; Laaksonen et al 2002; Gaede et al 2003; Pi-Sunyer, 2004). Embora
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poucos dados epidemioldgicos existam, a I DIRETRIZ BRASILEIRA DE DIAGNOSTICO
E TRATAMENTO DA SINDROME METABOLICA de 2004, sugerem que cerca de 30% da
populacao mundial adulta é portadora da SM. A necessidade de uma abordagem
multidisciplinar e de inimeros medicamentos impdem ao paciente e ao sistema de
saude elevados custos, tanto com prevencao primaria como com prevencao
secundaria e tercidria. Apenas com este tipo de abordagem estes pacientes sao
adequadamente tratados e uma diminuicao significativa da mortalidade pode ser
alcancada (Alberti et al 1998; Ford et al. 2002; Pi-Sunyer, 2004; roberts et al
2006). O maior entrave para o estudo epidemioldgico da SM e das suas
complicagdes reside no fato de que a sua definicao ainda ndao é uma unanimidade.
Pelo menos dois critérios tém sido adotados, um proposto pelo NCEP-ATP III e outro
pela OMS. Recentemente, todavia, um grupo finlandés validou estes critérios com
algumas adaptacoes, o que possibilita a sua utilizacdo como critério diagndstico na
pratica clinica (Alberti et al 1998; Laaksonen et al. 2002; Gaede et al 2003; Pi-
Sunyer, 2004).

Segundo a I DIRETRIZ BRASILEIRA DE DIAGNOSTICO E TRATAMENTO DA
SINDROME METABOLICA de 2004. Esta Sindrome é constituida de >3 dentre os itens
abaixo:

e Hipertrigliceridemia >150 mg/dL;

e Hiperlipemia, niveis de HDL-colesterol ("bom colesterol") <40 mg/dL nos
homens ou <50 mg/dL nas mulheres;

e Pressdo arterial >130/80 mmHg;

¢ Hiperglicemia (glicose em jejum elevada) >100 mg/dL (5.6 mmol/L), ou

diabetes tipo 2 previamente diagnosticado;
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¢ Hiperinsulinemia e/ou glicemia de jejum >110 mg/dL.

e Obesidade (circunferéncia da cintura > 94 cm nos homens e >80 cm nas
mulheres).

e Estados pro-inflamatdrios e pro-tromboticos (marcadores de risco

cardiovascular: microalbuminuria, proteina c reativa).

Estudos epidemioldgicos mostram que nenhum dos componentes da SM
possui relagdo direta com o sistema nervoso central ou o eixo hipotalamo-hipofisario
(Gaede et al 2003; Matos et al. 2003). Nos ultimos anos, entretanto, investigacoes
de diversos autores vém comprovando que as alteracdes inerentes a SM relacionam-
se indiretamente com diferentes eixos neuroenddcrinos (principalmente
corticotrofico, somatotréfico e gonadotréfico). Estas alteracdes hormonais
neuroenddcrinas muitas vezes promovem uma piora da prépria SM ou podem estar
associadas a predisposicao para outras doencas (Matos et al. 2003; Pi-Sunyer,
2004). O eixo gonadotréfico € o responsavel pela maturacao sexual durante a
puberdade e pela reproducao, sua fungao primordial. A producao dos principais
hormonios sexuais (testosterona no homem e estradiol na mulher) é regulada
através de dois hormonios hipofisarios: o hormonio luteinizante (LH) e o foliculo
estimulante (FSH). Além disso, existem outras substancias diretamente reguladas
por este eixo, como os precursores androgénicos e a progesterona (Isomaa et al
2001; Ford et al 2002; Laaksonen et al 2002).

A complexidade da relacdo hipdfise-gbnada faz com que pequenas alteracoes,
em qualquer dos hormdnios que participam da sua regulacdo, possam promover um

grande impacto no eixo gonadotrdéfico. Doencgas que diminuam a producao de LH
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e/ou FSH levam a um quadro de hipogonadismo hipogonadotrdfico, enquanto que
alteracdes primarias em gonadas (testiculos ou ovarios) levam a um hipogonadismo
hipergonadotréfico A SM altera o eixo gonadotroéfico de diferentes maneiras em
homens e mulheres. Em homens, existe uma diminuicao dos niveis plasmaticos de
testosterona total e livre, das proteinas de ligagdo dos hormonios sexuais (SHBG),
uma atenuacdo da amplitude dos pulsos de LH e um aumento nos niveis de
estradiol. Nas mulheres, por sua vez, existe um aumento dos niveis de testosterona
e das gonadotrofinas, além de uma diminuicdo nos niveis de estradiol e da SHBG.
Em ambos os sexos, a SM também apresenta uma importante relacgdo com o
desenvolvimento da puberdade (Wajchenberg, 2000; Matos et al 2003; Pi-Sunyer,
2004).

Portanto, considerando o exposto, o ultra-som terapéutico apresenta-se como
uma ferramenta Gtil na inducdao de lipdlise local, podendo ser usado como
estimulador exdgeno do metabolismo do TAB, em cada depodsito de gordura corporal
especificadamente para produgao de processos fisiopatoldgicos. Na tentativa de
identificar isoladamente os eventos locais e sistémicos produzidos pelos diferentes
compartimentos do tecido adiposo branco. Podendo assim, caracterizar melhor os
efeitos, as vias e mecanismos sinalizadores na obesidade gindide e na génese da SM

e seus componentes no sexo feminino.
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo Geral
Investigar os efeitos da mobilizacdo de gordura subcutanea induzida pelo
ultra-som terapéutico em ratas Wistar saudaveis, e suas implicagcoes

cardiometabdlicas.

2.2. Objetivos Especificos

e Avaliar o peso corporal, o comprimento naso-anal, a composicao corporal, o
indice de obesidade e o balanco energético das ratas Wistar experimentais.

e Determinar os valores do perfil glico-lipoprotéico e enzimatico no plasma.

e Analisar o percentual de massa gorda, magra e agua corporal e mensurar 0s
depdsitos de gordura (coxins).

e Avaliar as alteracdes da hemodinamica cardiovascular e da funcao
coronariana pela reatividade do leito vascular coronariano.

e Verificar os todos os parametros apds a suspensao do tratamento
(WASHOUT) e determinar os riscos cardiometabdlicos.

o Identificar e caracterizar os componentes da sindrome metabdlica em ratas.
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3. MATERIAIS E METODOS

A investigacao foi conduzida de acordo com as normas estabelecidas pelo
Guide Care and Use of Laboratory (1996) e o protocolo experimental aprovado pelo
Comité de Etica em Pesquisa Animal (CEUA) da Universidade Federal do Espirito

Santo.

3.1. Animais e grupos experimentais

Foram utilizadas 30 ratas Wistar (Rattus Norvergicus) obtidos no biotério do
CCS-UFES com peso corporal entre 350 e 400 gramas, as quais foram
aleatoriamente divididas em trés grupos (n=10 cada): 1) controle-sham (SHAM), 2)
tratado com terapia ultra-sénica-3MHz (TUSBI) e 3) suspensao do tratamento por
10 dias (WASHOUT). O estudo foi iniciado com o periodo de adaptacao (5 dias) no
qual cada animal executava a rotina de procedimentos e retornava a gaiola,
minimizando o stress de manuseio e o efeito do isolamento. As fémeas foram
acomodadas em gaiolas individuais metabdlicas, para controle metabdlico e ajuste
da ingestdo de comida (g) e agua (mL); e foram mantidas em ambiente ventilado,
temperatura (£22°C) e iluminacao artificial controladas, sendo o foto-periodo de 12

h (claro)/ 12 h (escuro).
3.2. Composicao Corporal e Controle metabdlico

Nos dia -5, 0, 5 e 10 apds anestesia com halotano (3%) vaporizado em

camara de contencdo, e tricotomia em regido inguinal (glitea) bilateral (D ou E
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aleatoriamente), numa area de 3 cm®. Foram adquiridas e registradas medidas de
peso e comprimento naso-anal (N-A) e realizado controle térmico retal.

A composicao corporal foi avaliada em intervalos de 5 dias por meio de um
equipamento de bioimpedéancia elétrica tetrapolar (BIA, MALTRON® BF-909, Essex,
Reino Unido). A BIA avaliou a massa gorda (MG%), massa magra (MM%) e a agua
corporal (AC%) através do coeficiente entre a resisténcia e a reatancia de uma
corrente elétrica de baixa freqliéncia (50 KHz) induzida de eletrodos conectados ao
corpo do animal.

O controle da glicemia foi realizado por um sistema de monitoramento da
glicose capilar (Prestige-IQ® - Glicomed, Sdo Paulo, Brasil) através da puncdo
sanguinea na cauda dos animais experimentais apds todos os procedimentos diarios.

O Indice de Lee (indice de obesidade em roedores) foi calculado através da
equacdo (*vAg.cm™): raiz cibica (3v) do delta do peso corporal (gramas) dividido

pelo comprimento naso-anal (centimetros) (Stephens, 1980).

3.3. Terapia ultra-sonica de baixa intensidade — (3-MHz)

Considerando certa homogeneidade com depdsito de gordura em mamiferas
humanas, a area a ser tratada nos animais experimentais foi definida na regidao
inguinal direita e esquerda (gluteo-femoral), alternadamente. Para mimetizar os
efeitos obtidos na clinica (lipoclasia) e reduzir os efeitos térmicos foram
estabelecidos os seguintes parametros de irradiacdo ultra-sonica: Isata (spatial
average temporal average Intensity)=3 MHz, 1 W.cm™, ciclo pulsado (2 ms ON: 8
ms OFF) por 3 minutos, durante 10 dias consecutivos no horario matutino.

Diariamente, sob anestesia induzida (halotano-100%) os amimas eram acomodados
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em decubito dorsal e as patas traseiras fixadas em abdugao por imobilizador. Na
area pré-estabelecida, gluteo-femoral D ou E alternadamente, aplicou-se sonogel
(H,O0) e acoplou-se o transdutor (3 MHz) do ultra-som AVATAT II® (KLD -
Biosystems - Sao Paulo, Brasil) 8 1 mm da pele por suporte universal. Apos inicio da
TUSBI o transdutor foi movido lateral e sistematicamente da direita para esquerda
durante toda irradiacdo, a fim de evitar ondas estacionarias (Goncalves et al. 2005).

Os grupos CS e TUSBI foram submetidos aos mesmos procedimentos do
estudo, entretanto, no grupo CS utilizou-se o transdutor desconectado do
equipamento gerador de ultra-som que no momento estava desligado (OFF). O nivel
de irradiacao do ultra-som usado nesse estudo foi o recomendado para ultra-som
terapéutico pela W.F.U.M.B. (Word Federation Ultrasound Medicine and Biology) e
FDA (Foof and Durgs Association), estando o transdutor calibrado e aferido em
balanca de precisdao no Departamento de Ciéncias Fisioldgicas da UFES (Guirro et al.

2000).

3.4. Cateterizacao arterial

Os cateteres foram confeccionados pela conexao de duas canulas de
polietileno PE 10 e PE 50, (Clay & Adams, USA), medindo 5 e 15 cm de
comprimento respectivamente, montadas sobre um mandril de aco inoxidavel e
soldadas por aquecimento. Ao final do tratamento e apds anestesia por éter etilico a
artéria femoral foi isolada através de uma incisdo na regido inguinal e nela
introduzida a extremidade de menor calibre da canula (PE 10). A extremidade livre
da canula (PE 50), foi preenchida e mantida com solucao salina (NaCl-0,9%)

heparinizada e ocluida com o uso de um pino inoxidavel. Em seguida exteriorizada
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por meio de um trocater, até préximo a regidao médio-cervical posterior do animal;
apos ser exteriorizada a canula foi fixada por um fio de sutura, a fim de evitar que o
animal pudesse arranca-la e ou morde-la. Este procedimento permitiu que o estudo
fosse realizado com o animal acordado e com o minimo de manuseio e perturbacao

durante o procedimento.

3.5. Medida direta da pressao arterial média e freqiiéncia cardiaca

Os registros de pressao arterial média (PAM) e freqliéncia cardiaca (FC)
foram realizados através da canula implantada na aorta abdominal (via femoral),
conectada externamente através da canula a um transdutor de pressao (Spectramed
P23 XL) do sistema de aquisicao de dados (Biopac Systems Inc.— Santa Barbara
Califérnia). As medidas de PAM e FC foram realizadas com os animais acordados; 06
horas apds a implantacao dos cateteres, através do transdutor de pressao digital e

conectado ao sistema de aquisicao de dados (Acq Knowledge for Windows - Biopac).

3.6. Bioquimica plasmatica e HOMA

Ao final dos registros hemodinamicos, foram retiradas amostras sangue,
através da canula implantada em artéria femoral, para posterior analise da
bioguimica plasmatica. O sangue foi imediatamente centrifugado & 3000 r.p.m.
durante 10 min. sob refrigeracdao (4°C) e o plasma armazenado a -80°C.
Sequencialmente foram realizadas dosagens plasmaticas de colesterol total (CT),
lipoproteina de alta densidade (HDL), lipoproteina de baixa densidade (LDL),

lipoproteina de muito-baixa densidade (VLDL), triglicerideos (TG), glicose e insulina
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e da enzima lipase lipoprotéica (LPL), proteina C reativa, e também foram realizados
o lecograma e a dosagem de hemoglobina glicada (Hbcla).

Utilizou-se o modelo de avaliagao de homeostase (HOMA - homeostasis
model assessment) para estimar a resisténcia insulinica, no qual HOMA-IR=
(insulinemia de jejum [mU/L] x glicemia de jejum [mg/dL]), e para determinacao da
capacidade funcional das células beta (pcC) em que HOMA-BcC= (20 x insulinemia
de jejum [mmol/L] ) / glicemia de jejum [mmol/L]-3,5). Para o calculo utilizamos o

software HOMA Calculator®, version 2.2, Diabetes Trial Unit,University of Oxford®.

3.7. Estudos em coracoes isolados

Por conseguinte, os animais foram heparinizados (100UI/Kg, i.p.),
anestesiados com Hidrato de Cloral 10% (0,4ml/100g, i.p.). O tdérax aberto e o
coracao dissecado de suas conexdes e imediatamente transferido para o aparelho
de perfusao através da canulacao da aorta, no nivel de sua curvatura, comegando a
seguir a perfusdo retrograda, pelo método de Langerdorff modificado. Foi utilizada
para a perfusao, uma solucao nutriente composta de NaCl, 120mM; CaCl2 .2H20,
1,25mM; KCl, 5,4mM; MgS04 .7H20, 2,5mM; NaH2PO4 .H20, 2,0mM; NaHCO3,
27,0mM; Na2S04, 1,2mM; EDTA, 0,03mM e glicose 11,0mM, mantida a 37°C por
um banho-maria, e continuamente aerada por mistura carbogénica (95% 02 e 5%
CO2) na camara de saturacao de oxigénio. O fluxo coronariano mantido constante
em 10 mL/min. por meio de uma bomba de rolete (Hugo Sachs, Alemanha). A
pressao de perfusao coronariana (PPC) basal foi avaliada por meio de um transdutor
de pressao (Statham Transducer P23Db, Incor, Brasil), conectado imediatamente

proximo da canula de perfusao aodrtica, através do qual sera perfundido o leito
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coronariano e ligado ao sistema digital de aquisicdo de dados bioldgicos (ADM
Instruments - PowerLab® System, Australia). Como o fluxo foi mantido constante em
10mL/min., por meio de bomba rolete, as alteracdes da PPC foram diretamente
relacionadas as mudancas de resisténcia vascular. Apés 40 minutos de estabilizacao
da preparacao, a pressao de perfusao coronariana (PPC) basal foi determinada, e
em seguida realizado o estudo da vasodilatagao coronariana, realizada por meio de
curvas de doses-respostas de adenosina. Ao término dos estudos de reatividade
vascular, o coracao foi perfundido com PBS (salina tampao fosfato) 10mM , pH 7,4

gelado, retirado, pesado e acondicionado em solucao de PBS 10mM, pH 7,4 a 4°C.

3.8. Lipectomia Bilateral

Em seguida, através de incisao longitudinal na linha Alba, o peritonio foi
acessado e realizado lipectomia bilateral (extracdo cirdrgica dos depdsitos de
gordura - coxins) para medidas da adiposidade omental: retroperitoneal (RET),

perirenal (PR), parametrial (PMT); e inguinal D e E (ING).

3.9. Analise dos dados

Os dados foram inseridos e analisados em software estatistico (Graph-Pad-
Prism4®), no qual se utilizou o teste “t” de Student e andlise de varincias (ANOVA)
uma e duas vias, seguido do teste de Tukey para multiplas comparacoes. Os valores
estao expressos como média £ EPM (erro padrao da média) e as diferencas foram

fixadas em p<0.05.
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4. RESULTADOS

4.1. Valores da Composicao Corporal e Controle Metabdlico

Na figura 3, estao representados os valores médios de composicao corporal
das fémeas experimentais, onde se verifica reducao do peso corporal no grupo
TUSBI quando comparados ao grupo SHAM, contudo observou-se retorno aos

valores iniciais de peso no grupo WASHOUT.
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Figura-3. — Efeitos da lipoclasia dermossénica do tecido adiposo subcutaneo, no peso corporal (A), no
comprimento naso-anal (B), no indice de Lee (C), na massa gorda (D), massa magra (E) e agua corporal (F) de
ratas Wistar saudaveis. (o) SHAM, (m) TUSBI, terapia ultra-sénica de baixa intensidade 3-MHZ, (=) WASHOUT.
Os Valores estdo expressos em média + EPM. Andlise de variancias (ANOVA) 1 via e teste de Tukey com
diferencas estabelecidas em * p<0.05, ** p<0.01 vs. SHAM e # p<0.05, ## p<0.01 vs. TUSBI (n=10).
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No comprimento N-A nao houve alteracoes dos valores nos grupos
experimentais. Nos valores do indice de obesidade, do percentual gordura e massa
magra corporal houve significativas alteracdes apds o tratamento com TUSBI
quando comparados aos seus respectivos controles. No entanto, no grupo
WASHOUT observou-se que a massa gorda corpora, nao sé retornou aos valores
iniciais, como também apresentou elevacdoes nos valores percentuais de gordura
I(p<0.05) em comparacao ao grupo SHAM. Com relacdo a massa de agua corporal o
grupo TUSBI, nao apresentou diferencas significativas quando comparado ao SHAM,

embora o grupo WASHOUT tenha demonstrado significativa perda de agua corporal.
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Figura-4. — Efeitos da lipoclasia dermossoénica do tecido adiposo subcutaneo, no indice de massa corporal - IMC
(A), na taxa metabdlica basal - TMB (B), na resisténcia tissular (C) e na temperatura oral (D) de ratas Wistar
saudaveis. (o) SHAM, (m) TUSBI, terapia ultra-s6nica de baixa intensidade 3-MHZ, (») WASHOUT. Os Valores
estdo expressos em média + EPM. Andlise de variancias (ANOVA) 1 via e teste de Tukey com diferengas
estabelecidas em * p<0.05, ** p<0.01 vs. SHAM e # p<0.05, ## p<0.01 vs. TUSBI (n=10).
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Na figura 4 estao demonstrados os valores do indice de massa corporal, da
taxa metabdlica basal e da resisténcia tissular, além da temperatura oral nas ratas
experimentais.

Com excecao da temperatura, verificou-se que os demais parametros
avaliados apresentaram significativas alteracbes no grupo TUSBI, que apds
interrupcao do tratamento retornaram os niveis do grupo SHAM, no entanto, a taxa
metabdlica do grupo WASHOUT foi significativamente reduzida em relagdo aos
valores basais.

O controle metabdlico das fémeas experimentais foi realizado durante todos
os dias de estudo e registrados de 5 em 5 dias, conforme apresentado na figura 5.
No grupo TUSBI, verificou-se que houve reducao (p<0.05) da ingestao de comida a
partir do 5° dia, a qual se manteve diminuida até o final do tratamento, em
comparacao ao grupo SHAM. No entanto, observou-se que o grupo WASHOUT
demonstrou um padrao inverso, i.e. apds suspensao do tratamento com LCD, as
ratas apresentaram aumento da ingestao de comida a partir do 10° dia.

Na diurese, as fémeas do grupo TUSBI ndo apresentaram diferencas quando
comparadas ao SHAM, contudo o grupo WASHOUT mostrou uma importante
polilria, embora tenha sido observada uma retencao de Na~ no grupo TUSBI,
retornando aos niveis basais apos suspensao do tratamento com LCD.

Na ingestdo de agua e na excregdo de K*, ndo houve alteracoes significativas
nos grupos de ratas experimentais. Com relacdo a glicemia, observamos um
aumento expressivo dos valores basais durante o tratamento com LCD, que reduziu

significativamente apds suspensao da LCD.
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Figura-5. — Efeitos da lipoclasia dermossénica, na ingestao de comida (A) e agua (B), na diurese (C), na excregao
de Na® (D) e K* (E) e na glicemia (F) de ratas Wistar saudaveis. (o) SHAM, (m) TUSBI, terapia ultra-sénica de
baixa intensidade 3-MHZ, (=) WASHOUT. Os Valores estao expressos em média + EPM. Analise de variancias

(ANOVA) 1 e duas vias e teste de Tukey com diferengas estabelecidas em * p<0.05, ** p<0.01 vs. SHAM e #

p<0.05, ## p<0.01 vs. TUSBI (n=10).
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4.2. Determinacao dos Depdsitos de Gordura Corporal.

Na figura 6 apresentamos os valores da lipectomia, onde se verificou
significante reducao no depdsito retroperitoneal, inguinal no grupo TUSBI quando
comparados com o SHAM. No grupo WASHOUT, observa-se que as reducdes na
gordura retroperitoneal e inguinal bilateral foram mantidas, embora,
interessantemente tenha ocorrido reducao da gordura parametrial, apds a
suspensao do tratamento com LCD. Na gordura perirenal nao foram determinadas

diferencas entre os grupos experimentais.
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Figura-6. — Avaliagdo dos depdsitos de gordura (coxins) retroperitoneal (A), perirenal (B), parametrial (C) e
inguinal bilateral (D), ap6s lipoclasia dermossonica de tecido adiposo subcutaneo de ratas Wistar saudaveis. (o)
SHAM, (m) TUSBI, terapia ultra-sonica de baixa intensidade 3-MHZ, (=) WASHOUT. Os Valores estdo expressos
em média + EPM. Andlise de variancias (ANOVA) 1 via e teste de Tukey com diferengas estabelecidas em *
p<0.05, ** p<0.01 vs. SHAM e # p<0.05, ## p<0.01 vs. TUSBI (n=10).
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4.3. Perfil Bioquimico e da Resposta Inflamatodria sistémica.

Quanto ao perfil glico-lipoprotéico e enzimatico das fémeas experimentais,

houve importantes alteracbes em quase todos os parametros bioquimicos avaliados,

assim como elevacoes significativas do indice HOMA-IR.

TABELA-1: Valores do perfil glico-lipoprotéico e enzimatico plasmatico de ratas Wistar saudaveis, em

funcdo do tratamento com LDC.

Pardmetros SHAM TUSBI WASHOUT
Colesterol Total (mg/dL) 52+ 5 60 + 5 78 £ 5
HDL (mg/dL) 201 20+ 2 25+ 3
LDL (mg/dL) 24 £2 3217 40 + 17
VLDL (mg/dL) 5+ 0.6 10 £ 0.5 32 £ 37
Triglicerideos (mg/dL) 25+3 50 + 2% 35 + 47
Glicose (mg/dL) 141 + 13 208 £+ 7 108 + 6##
Insulina Basal (LUI/mL) 1.4+0.3 3.3+0.5" 3.1+0.27
Cortisol (ug/dL) 4.0 £0.3 3.9+0.3 7.0+ 077
Acido Urico (mg/dL) 0.96 % 0.2 2.0 £0.2" 0.81 + 0.3%*
Lactato Dehydrogenase (U/L) 254 + 32 503 + 88" 275 + 24**
Lipase Lipoprotéica (mg/L) 10 + 0.7 19+ 1.77 21+ 1.27
CK-MB(U/L) 157 + 10 535 + 85 184 + 23**
Proteina C-Reativa (mg/L) 1.0 £ 0.4 53+0.7" 3.0+ 0.17
Proteinas Totais (g/dL) 5.5+ 0.1 8.1+0.3" 6.3+ 0.2
Albumina (g/dL) 3.1+0.2 6.9 £ 0.1 7.0 £ 0.7%#
HbCla (%) 3.5+ 0.4 5.9+ 0.3” 4.1 £ 0.7*
HOMA-IR 1.9+ 04 4.7 £0.77 39+1.17

TUSBI: Terapia ultra-sonica de baixa intensidade; HDL: Lipoproteina de alta densidade; LDL: Lipoproteina de baixa

densidade; VLDL: Lipoproteina de muito-baixa densidade; CK-MB: Enzima creatino-kinase isoforma cardiaca; Hbcal:

Hemoglobina glicada; HOMA-IR: Modelo de avaliagdo da homeostase, para deteccdo de resisténcia insulinica. Valores

expressos em média + EPM (erro padrdo da média). Andlise de variancias (ANOVA) 1 via e teste de Tukey para multiplas

comparagoes. Diferencas estabelecidas em * p<0.05, ** p<0.01 vs. SHAM e # p<0.05, ## p<0.01 vs. TUSBI.
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Verificamos uma importante hiperlipemia (i.e. aumento no plasma do
colesterol total, LDL, VLDL, TG) compativel com quadro de dislipidemia, além de
elevacdes do cortisol plasmatico apds suspensao do tratamento com LCD no TAB
gliteo-femoral. Verificou-se também, alteracdes significativas de alguns dos bio-
marcadores para o risco cardiovascular, i.e. aumento do acido Urico e das enzimas
lactato-desidrogenase e ceatino-kinase-MB (isoforma-cardiaca), além da proteina C
reativa e da hemoglobina glicada, conforme apresentado na tabela-1.

Por outro lado, na avaliacdo da resposta inflamatoria sistémica entre as
fémeas experimentais, os valores do leucograma mostraram importante elevacao,
embora somente tenhamos detectado alteracdes significativas nos neutrdfilos e

linfécitos, conforme demonstrado na tabela-2.

TABELA-2: Valores da resposta inflamatdria sistémica (leucograma) de ratas Wistar saudaveis, em
funcdo do tratamento com LCD.

Pardmetros SHAM TUSBI WASHOUT
Leucdcitos Totais (U/mm?) 2.6 0.2 3.6 £ 0.2 2.5 +0.2%

Neutrodfilos (%) 37.8+ 1.8 59.3 + 1.4™ 48.2 £ 1.6
Linfdcitos (%) 57.7 £ 1.8 38.6 + 2.3” 455 + 2.9
Mondcitos (%) 0.85+ 0.2 0.11 + 0.05 0.46 + 0.14
Eosindfilos (%) 5.1+0.5 3.8+0.7 7.7 +1.8

Bastonetes (%) 0.06 £+ 0.03 0.03 + 0.02 0.01 + 0.01

Valores expressos em média + EPM (erro padrdo da média). Andlise de variancias ANOVA 1 via e teste de Twkey para
multiplas comparagdes. Para as diferengas foram estabelecidos * p<0.05, ** p<0.01 vs. SHAM, e # p<0.05, ## p<0.01 vs.
TUSBI.
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4.4. Hemodinamica Cardiovascular e Funcao Coronariana.

Na hemodinamica cardiovascular, conforme demonstrado na Figura 7, foram
determinadas alteragdes significativas no grupo TUSBI, pois, observou-se aumento
da pressao arterial diastdlica e média sem alteracdes da pressao sistolica, além de
importante reducao da freqiiéncia cardiaca. No entanto, apds suspensao do
tratamento com LCD no grupo WASHOUT, os valores de pressoricos e de freqiiéncia

cardiaca retornaram aos valores basais do SHAM.
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Figura-7. — Avaliagdo dos parametros hemodindmicos: pressao arterial sistdlica (A), diastdlica (B), pressao
artéria média (C) e frequéncia cardiaca (D), apds lipoclasia dermossonica de tecido adiposo subcutaneo de ratas
saudaveis. (o) SHAM, (m) TUSBI, terapia ultra-sonica de baixa intensidade 3-MHZ, (=) WASHOUT. Os Valores
estdo expressos em média + EPM. Andlise de variancias (ANOVA) 1 via e teste de T7ukey com diferengas
estabelecidas em * p<0.05, ** p<0.01 vs. SHAM e # p<0.05, ## p<0.01 vs. TUSBI (n=10).
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Na avaliacao da funcao coronariana em estudos em coracao isolado,
observou-se significativa reducao da resposta vasodilatadora induzida pela
adenosina no grupo TUSBI, que foi mantida em menor valor no grupo WASHOUT,
assim como, verificou-se importante bradicardia na freqiiéncia de marcapasso, i.e. a

freqliéncia intrinseca do coragao (células do nodo sinusal).
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Figura-8. — Curva dose-resposta de adenosina (A) e freqliéncia de marcapasso (B), ap6s lipoclasia dermoss6nica
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5. DISCUSSAO

Neste estudo, foram investigados os efeitos cronicos da lipoclasia
dermossonica (LCD) do tecido adiposo subcutdneo, na composicao corporal, no
metabolismo energético e na redistribuicdo da gordura corporal de ratas saudaveis,
e suas implicacdes para o sistema cardiometabdlico de ratas saudaveis. Nossos
resultados demonstraram que a LCD em TABsc por 10 dias consecutivos, altera a
composicao corporal, induz macica lipdlise nos depdsitos de gordura, produz
dislipidemia com RI, hipertensao arterial com disfungao coronariana em ratas wistar,
fatores que agrupados em um s6 individuo caracteriza sindrome metabdlica.

Conforme observado na clinica (Guirro e Guirro, 2004; Rawlling, 2006;),
também em nossos resultados, a LCD promoveu importante lipdlise com significativa
reducdo no peso corporal dos ratos a partir da 52 aplicacdo, além disso, houve uma
manutencao desses efeitos de reducao do peso até o final do tratamento com LCD,
no 10° dia. Associado a esta importante perda de peso corporal, também se
observou reducao gradativa da ingestao de comida, a partir do 5° dia de LCD, que
ao 109 dia, foi significativamente diferente quando comparado ao grupo SHAM.
Assim como 0 grupo que parou de receber o tratamento com LCD (WASHOUT),
apresentou uma maior ingestao de comida a partir do 5° dia de suspensao do
tratamento, mantendo esse aumento até o 10° dia de suspensao da LCD. Esta
perda de peso corporal e reducao da ingestdo de comida, observadas nas fémeas
que receberam LCD, parecem estar relacionadas com o aumento do metabolismo
energético local e sistémico, bem como presumivel secrecdo, liberacdo e acao de
inimeras adipocinas estimuladas pela LCD no TAB subcutaneo. Uma vez que, varios

relatos na literatura (Bajaj et al. 2002; Wajchenberg, 2000; Lewis et al. 2002)
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suportam que neste depdsito do TAB (coxim subcutaneo) em fémeas, ha uma maior
capacidade de expressdo, sintese e secrecao de leptina e outras adipocinas pro-
inflamatdrias, tais como a IL-6 e o TNF-o. (Van Harmelen et al 1998; Coppack, 2001;
Kershew et al 2004; Ribeiro et al 2007). Propdem também, que niveis elevados de
adipocinas circulantes, principalmente as pro-inflamatorias, além de acarretarem
repercussoes vasculares importantes, modulam varias acdes de hormonios
anorexigenos no nucleo hipotaldamico arqueado. O que pode ter acarretado a
reducao da ingestao alimentar e perda do peso corporal observada nas ratas
tratadas com LCD. Visto que, no 5° dia apos a suspensao da LCD houve aumento da
ingestdo de comida, se mantendo crescente até o 10° dia de WASHOUT.
Caracterizando importante papel do TAB periférico na homeostasia e na sinalizagao
do metabolismo energético, por meio da modulacao dos niveis de circulantes de

adipocinas (Fig. 9) (Bajaj et al. 2002; Lewis et al. 2002; Trayhurn et al 2005).
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Figura-9. — Esquema das vias de sinalizacdo da leptina e citocinas proé-inflamatdrias com agbes sobre o apetite e
metabolismo energético. MB= Metabolismo basal; NY= Neuropeptideo Y; AgRP= Peptideo relacionado ao Agouti
POMC-= Proteina derivada da propriomelanocortina; o-MSH= Peptideos da melanocortina; CART= peptideo derivado

da cocaina e anfetamina; (-)= desativagdo; (+)= ativacdo. Ribeiro et al 2007.
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Adicionalmente as alteragoes do peso corporal e ingestao de comida, houve
também, significativa diminuicdo do indice de obesidade (indice de Lee) nas ratas
tratadas com LCD, assim como redugao do IMC e da resisténcia corporal, estimadas
pela bioimpedancia. Efeitos provavelmente decorridos pela reducdo da gordura
subcutanea retroperitoneal e inguinal bilateral. Um outro fator preponderante na
reducdo do peso corporal, foi a relativa perda de agua corporal, observada nas
fémeas WASHOUT, compativeis com os achados de polilria, também vistos neste
grupo de ratas (Gongalves et al 2005 e 2008).

Na lipectomia, as redugbes dos coxins retroperitoneal, parametrial e inguinal
bilateral sem alteracao do coxim perirenal em ratas saudaveis, foi um achado muito
interessante considerando as distancias entre os depdsitos de gordura e as areas
estimuladas com US. Além disso, utilizou-se alta freqiiéncia e baixo nivel de
irradiacdo ultra-sonica, ndo permitindo o efeito de espalhamento da onda mecanica,
0 que sugere importantes efeitos sono-quimicos da TUSBI no TAB.

Analisando atenciosamente os efeitos lipoliticos da LCD no TAB subcutaneo
(Miwa et al 2002; Kogure et al 2002; Siems et al 2005; Gongalves 2005 e 2008), e
comparando-os com achados na literatura, incluindo os de alta freqiiéncia (3 e 5-
MHz), acredita-se que as reducdes dos coxins RET, PRM e ING estariam relacionadas
as acdes enddcrinas, paracrinas e até mesmo autdcrinas de adipocinas liberadas
pelo TAB subcutdneo. Ou ainda, os eventos de macica lipdlise com reducao dos
coxins tenham ocorrido, pelo aumento da atividade das enzimas (lipases
lipoprotéica-LPL e hormonio-sensivel-LHS) estimuladas pela noradrenalina nas
terminacdes simpaticas no TAB durante a estimulacdo com LCD. Evidéncias que

corroboram com os relatos da literatura (Lewis et al 2002; Barroso et al 2002; Tiraby
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et al 2003), assim como os valores elevados de concentracao da LPL no plasma
obtidos neste estudo, os quais indicam importantes acées sono-quimicos diretas e
indiretas do ultra-som de baixa intensidade nos diferentes compartimentos e ou
depdsitos do TA.

InUmeros estudos mostram que o comportamento metabdlico da gordura
intra-abdominal difere do tecido adiposo subcutaneo periférico ou gluteo-femoral,
sendo o primeiro mais sujeito a lipdlise, expressando maior nimero de receptores de
glico-corticdides e mais sensivel as catecolaminas, apresentando menor expressao
de IRS-1 (Kershew et al 2004; Hardig et al 2006; Shi et al 2007). Por outro lado,
outros estudos mostram que as concentragdes séricas de leptina se associam
particularmente a quantidade de gordura subcutanea abdominal e inguinal, o que
poderia explicar, em parte, maiores niveis deste hormonio no sexo feminino (Sivitiz
et al 1997; Barroso et al 2002; Langin et al 2006).

Integradas aos efeitos lipoliticos com redugdo dos coxins produzidas pela LCD,
no metabolismo lipoprotéico as implicagdes foram hipertrigliceridemia, elevagao do
VLDL e reducdo do HDL plasmatico, caracterizando uma importante lipemia, assim
como aumento do risco para dislipidemia, provavelmente devido as lipdlises diarias
com macica mobilizacao da gordura corporal nos coxins RET, PMT e ING bilateral,
assim como, o aumento da LPL plasmatica pela elevacdo de triglicerideos
apresentados na tabela-1. Ao relacionarmos as alteracdes bioquimicas plasmaticas
observadas nas fémeas experimentais com a redugao dos coxins RET, PMT e ING
induzido pelo tratamento com LCD; identificou-se um preocupante efeito de
redistribuicdo da gordura corporal via circulagdo sangiiinea, uma vez que, inUmeros

estudos demonstram que constantes elevacdes nos niveis lipidicos plasmaticos
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(lipemia pds-prandial) é o principal fator de risco para doenga dislipidémica e o
desenvolvimento da SM em individuos sobrepesos e obesos(Lewis et al 2002;
Triphaty et al 2003)

Em revisdes de Wajcenberg (2000) e Baroso et al (2002), a hiperlipemia pds-
prandial caracterizada pela elevacdao dos niveis de triglicerideos apds uma refeicao,
vem ganhando importancia como fator de risco cardiovascular, estando diretamente
relacionada a presenca de adiposidade visceral aumentada, e a RI. Pacientes com
maior hiperlipemia pds-prandial apresentam menor vasodilatacdao dependente do
endotélio, maior quantidade de radicais livres, maior oxidacdao lipidica e suas
particulas de LDL colesterol sdo menores e mais densas, portanto, mais aterogénicas
(Triphaty et al 2003). Després et al (2000) afirmaram que a adiposidade visceral é o
principal determinante da resposta lip€mica pds-prandial, sendo que diversos
fatores, como a atividade da lipase lipoprotéica e agdo de citocinas secretadas pela
gordura visceral, parecem modular o metabolismo pds-prandial dos triglicerideos.

Uma corrente de investigadores acredita que os acidos graxos livres
provenientes da lipdlise na gordura corporal, liberados em grande quantidade na
circulacao portal, tenham papel definitivo na génese da resisténcia tecidual a acao
insulinica, tanto a nivel hepatico como periférico, sendo que, recentemente, Sarafidis
et al (2007) e outros autores, reportaram evidéncias moleculares favoraveis a esta
hipdtese (Carvalho et al 2000; Garg et al 2006; Dandona et al 2007).

Estudos de Sarafidis et al (2007) e outros autores descrevem que a
manutencdao de elevados niveis de AGL ndo-esterificados circulantes, produzem
efeitos deletérios na bioquimica energética e no metabolismo celular. Relatam ainda,

que o fluxo aumentado de AGL oriundos do tecido adiposo para tecidos nao-
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adiposos, de um modo geral, produz uma piora na sinalizacao da via do substrato do
receptor de insulina (IRS-1) (Barroso et al 2002;. Sugerindo que a RI observada nas
ratas tratadas com LCD, tenha ocorrido devido aos efeitos lipotoxicos dos AGL no
IRS-1, que implica em disfuncbes na cascata de ativacao deste receptor Outras
investigacdes mostram que a inibicao e/ou perda na sensibilidade do IRS-1 pode
facilitar o acumulo de gordura tecidual pela reducdo da atividade lipolitica da
insulina, levando a reesterificacdo dos AGL nos musculos e nos demais tecidos
(Rasouli et al 2007).

Apesar do papel central da gordura visceral na RI, deve-se ressaltar a
participacdo do tecido adiposo depositado em outros locais. O depdsito ectdpico de
adipdcitos vem ganhando destaque na fisiopatologia da RI, principalmente o tecido
adiposo intramuscular e a deposicdo de gordura hepatica. Estudos recentes
demonstram que o conteudo intramuscular de gordura esta diretamente associado a
reducdo na captacao periférica de glicose, podendo haver modulacdo por parte da
leptina nestes depdsitos ectdpicos de gordura (Sivitz et al 1997; Kershew et al
2004). De forma semelhante, Thamer et al (2004) verificaram em um estudo
transversal, que o contetdo lipidico intra-hepatico estava intimamente associado a
sensibilidade a insulina, sendo que, em individuos saudaveis, a gordura visceral se
mostrou como o principal fator determinante do depodsito de gordura no figado. Por
outro lado, o tecido adiposo subcutaneo inguinal ou gluteo-femoral e abdominal
superficial parece exercer funcdo protetora no que se refere a RI, quando nao
estimulados. Animais submetidos a lipectomia do tecido subcutaneo abdominal
desenvolveram sindrome metabdlica quando submetidos a dieta hiperlipidica

(Ceriello et al 2002). Em mulheres obesas, a remogao cirdrgica de cerca de 20% da
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gordura corporal por lipoaspiracao do subcutaneo da regido abdominal, ndo alterou
o perfil metabdlico, tanto de pacientes diabéticas como daquelas com tolerancia
normal a glicose (Siems eta al 2005; Lundgren et al 2004). No entanto, a
estimulacao do metabolismo nestes compartimentos pela LCD com macica lipdlise e
reducdo da gordura subcutanea local, parece nao so reduzir esta fungao protetora,
como ocasionar disfuncdes no metabolismo de glico-lipoproteico em fémeas, além
de produzir quadro de RI aguda.

A glicemia e a insulinemia apresentou importante elevacao nas tratadas com
LCD que os valores basais encontrados nas fémeas SHAM, evidenciando quadro
agudo de RI, mais tarde confirmado pelo HOMA-IR. Estudos atuais mostram que a
resisténcia a insulina tem como mais importante contribuinte o excesso de acidos
graxos livres (AGL) circulantes, os quais se originam do tecido adiposo e das
lipoproteinas ricas em triglicerideos (Wajchnberg 2000; Lewis et al 2002; Barroso
2002) Em acordo com as acgdes anti-lipolitica e de estimulo a lipase lipoprotéica
(LPL) da insulina, a resisténcia a este hormonio é determinante de lipdlise e
aumento de AGL. No figado, os AGL aumentam a producao de glicose, TG e VLDL,
associando-se reducao do colesterol contido na HDL-c e aumento da LDL. No
musculo, os AGL reduzem a sensibilidade a insulina, inibindo a captagdo de glicose
insulino-mediada. Dados epidemioldgicos demonstrando papel preditivo dos AGL no
desenvolvimento do diabetes, suportam os dados fisiopatoldgicos descritos.
Aumento da glicose circulante e liberacao de AGL aumentam a secrecao de insulina
do pancreas, resultando em hiperinsulinemia, a qual pode levar a retencao de sddio
e aumento da atividade simpatica (Matveeva, 2005), contribuintes da hipertensao,

corroborando com nossos achados neste estudo.
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Associado a RI (HOMA-IR) apresentada na tabela-1, também houve
alteragbes significativas do estado pro-inflamatdrio sistémico, i.e. elevagdo das
células inflamatdrias (neutrdfilos) no plasma, nas fémeas tratadas com LCD com
sustentacao este estado pré—inflamatdrio apds 10 dias WASHOUT (tabela-2). O que
caracterizou um importante fator para implicacdo das alteraces cardiometabdlicas
encontradas neste estudo, pois, inUmeros estudos apresentam mecanismos
fisiopatoldgicos que conectam as alteracdes do metabolismo energético (glico-
lipoprotéico), estresse oxidativo e RI com a hipertensao arterial (Shanmugam et al
2003; Matveeva, 2005; Carvalho et al 2006; Dandona 2007).

Houve ainda, uma expressiva retencao de sddio nas fémeas do grupo TUSBI,
acompanhada de significativa polidria nas WASHOUT. Dados clinicos e experimentais
sugerem que a resisténcia insulinica e a hiperinsulinemia podem também causar
hipertensao arterial por alterar o transporte ionico. Haja vista, estudos de Rocchini
(2000 e 2002) mostrarem que a insulina altera o transporte de sddio e calcio, por
efeitos diretos na troca sodio-hidrogénio e na modulacao da Na-K-ATPase e também
indiretos no co-transporte sddio-potassio e contra-trasporte sddio-litio, embora
hajam controvérsias no que se refere aos mecanismos moleculares deste efeito.
Varios estudos tém mostrado claramente a associacdo causal da resisténcia
insulinica (IR) e hiperinsulinemia compensatdria, com a elevacao da pressao arterial
(PA) através de mecanismos como: retencdo de sddio (Matveeva, 2005),
estimulacdao do sistema nervoso simpatico (Lefrandt e al 2000), promocao do
crescimento de células vasculares e prejuizo da vasodilatacdo mediada por insulina,
durante o estado de resisténcia-insulinica e estado pré-inflamatério (Carvalho et al

2006; Sarafidis et al 2007;).
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Segundo Sarafidis et al (2007) e frente aos nossos achados, sugerimos alguns
dos provaveis mecanismos fisiopatoldgicos que estdo envolvidos e fazem uma
integracao coerente entre hiperlipemia (dislipidemia), hiperglicemia, RI e
hipertensao: (1) reducao os efeitos vasodilatadores e ou aumento a resposta
pressora por ativacdo dos receptores aj-adrenérgicos vasculares (Sarafidis et al
2007); (2) reducao da producao de NO nas células endoteliais e inibicdo da
vasodilatagdo dependente do endotélio, que no leito coronariano de ratas é
modulada pelo estrogénio (Moyses et al 2001; Santos et al 2004); (3) inibicao da via
3-fosfatoinositol-kinase (PI3-K) e inibicao na vasodilatacdo mediada por insulina
pela maior producao de endotelina; (4) aumento do estresse oxidativo pela
peroxidacao lipidica e biodisponibilidade de AGL competindo com a via glicolitica
(Matveeva, 2005); (5) Up-regulation do sistema renina-angiotensina local, induzido
pelo aumento da atividade adrenérgica do tecido adiposo via receptores B-
adrenégico, e sistémico pela producdo de espécies reativas de oxigénio (ERRO) via
mediadores sensitivos de estresse (Greene et al 2001; Leiter et al 2005); (6) acoes
troficas diretas em células do musculo liso vascular (CMLV) via proteina kinase-C
(PKC) ativadas pela LCD (Barroso et al 2002; e (7) inibicao da Na+/K+ ATPases em

CMLV pela acao insulinica (Fig. 10) (Barroso et ala 2002; Sarafidis et al 2007).
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Além das alteracdes pressoricas observadas, houve também uma bradicardia
“in vivo”nas fémeas apds LCD, sugerindo uma reducao da atividade do barorreflexo.
Pois, segundo Van Gurp et al (2005) e Hong et al (2007) a manutencao da glicemia
e lipemia em niveis plasmaticos elevados, interfere expressivamente na sensibilidade
da ativacdo do barorreflexo por influéncias diretas e indiretas da hiperinsulinemia
compensatoria, e das aces de espécies reativas de oxigénio (aumento do estresse
oxidativo) na dessensibilizacao os baroreceptores. Por outro lado, outros importantes
estudos em diabetes e obesidade, nao identificaram essa reducao na sensibilidade,
ou qualquer outra alteracao da ativacdo do baroreflexo frente a hiperglicemia
(Watkins et al 2000; Huber et al 2007) individuos diabéticos ou nao-diabéticos.

Nos estudos da funcao coronariana, verificou-se surpreendente reducao da
freqliéncia de marcapasso e da vasodilatacdo coronariana induzida por adenosina
nas fémeas TUSBI e WASHOUT. Demonstrando que a LCD no TAB subcutaneo por
10 dias consecutivos, nao apenas ocasiona efeitos agudos pela lipemia com elevacao
de AGL circulantes, como também, produz prejuizos mais extensos na reatividade
coronariana pela exposicdao cronica a hiperlipemia e hiperglicemia. No entanto, apds
a suspensao do tratamento esses efeitos deletérios da hiperlipemia e hiperglicemia
na vasodilatacao por adenosina atenuaram significativamente, mas o relaxamento
coronariano ndo retornou aos niveis basais. Evidenciando um prejuizo no
relaxamento do tonus vascular por adenosina apos LCD em fémeas, compativel com
insuficiéncia coronariana aguda. Efeitos similares foram encontrados por Chinen et al
(2005) em estudos de reatividade vascular de vaso de condutancia, no qual

demonstrou que a disfuncdo endotelial induzida por AGL em anéis de aorta de ratos
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Zucker, reduziu o relaxamento dose-dependente de acetilcolina, devido uma

superproducao de EROs.
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6. CONCLUSAO

Diante destes achados, podemos afirmar que a LCD demonstra grandes
potencialidades como modulador exdégeno do metabolismo no TAB, pois interfere
efetivamente na reducao do peso corporal, ingestao de comida e na distribuicao de
gordura corporal. Produzindo importante lipdlise com mobilizacdgo de gordura dos
depdsitos (coxins) abdominal (retroperitoneal e parametrial) e subcutaneo periférico
(inguinal bilateral), sem alterar a gordura do coxim perirenal, demonstrando assim
alto potencial para o tratamento da obesidade gindide.

Por outro lado, também provoca alteracdes significativas do perfil lipoprotéico
e enzimatico plasmatico, implicando importante padrdao dislipidémico e
dismetabdlico, o que induz a instalagdo do quadro agudo de RI. Alterando as
sinalizacdes para funcgdes cardiometabdlicas essenciais, além de produzir alteracoes
hemodinamicas e vasculares significativas, compativeis com hipertensao com
disfuncao coronariana.

Todas estas evidéncias e fatores associados convertem para um novo modelo
de sindrome metabdlica em ratas, induzido por macica lipdlise ocasionada por
lipoclasia dermossonica. Contudo, mais investigacdes deverao ser conduzidas para
melhor caracterizacao das vias, mecanismos celulares e sinalizadores moleculares
ativados pela LCD no diferentes depdsitos de TAB a fim de compreender as inter-

relagdes entre os componentes da sindrome metabdlica e sua génese.
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