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RESUMO
Introdugdo: a obesidade é uma doenca que afeta a satde ptblica em nivel mundial de-
vido a suas comorbidades e ao risco de morte prematura. Diante disso, a tecnologia de
terapia de ondas de choque extracorpdreas (ESWT) pode ser Gtil em seu tratamento e na
prevencao de suas comorbidades.
Objetivos: o objetivo foi avaliar se a ESWT é capaz de estimular a lipdlise e/ou apoptose
da célula adiposa de individuos obesos.
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Métodos: trata-se de um estudo comparativo de interven¢io baseado em analises imuno-
-histoquimicas de um conjunto de amostras de tecido subcutaneo de mulheres com obe-
sidade, submetidas ao tratamento ESWT. O material bioldgico foi coletado no momento
da cirurgia bariatrica.

Resultados: 14 mulheres obesas foram incluidas na pesquisa. Foi evidenciada positividade
na expressdo de Casp3 (p<<0,0001), cCasp3 (p<0,0024), macréfagos CD68+ (p<<0,0001),
HSL (p<0,0001) e adipofilina (p<0,0013) na amostra interven¢io quando comparada ao
controle.

ConclusGes: a ESWT estimula a apoptose com consequente lipdlise do tipo autofigica
no tecido adiposo de mulheres obesas. Assim, a ESWT pode ser considerada uma terapia
adjuvante til, segura e promissora para reducio do tecido adiposo e, consequentemente,
para prevencio e/ou tratamento de obesidade.
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ABSTRACT
Introduction: Obesity is a disease that affects public health worldwide due to its comorbidities and
premature death risk. Therefore, extracorporeal shock wave therapy (ESWT) technology can help treat

: : and prevent its comorbidities.
Suporte Financeiro: Nenhum. p

Conflito de Interesses: Os autores
1,2 e 6 séo pesquisadores da empresa
Ibramed, fabricante do aparelho.

A metodologia, execucdo e analise
dos resultados obtidos foram realiza-
das pelos investigadores, sem qual-
quer interferéncia da empresa acima
citada.

Objective: This study aims to assess whether ESW'T can stimulate lipolysis and/or apoptosis of the
fat cells of obese individuals.

Methods: This is a comparative interventional study based on immunohistochemical analyzes of a set
of subcutaneous tissue samples from women with obesity submitted to ESWT treatment. The biological
material was collected at the time of bariatric surgery.

Results: The survey included 14 obese women. Positivity was shown in the expression of Casp3
(p<0.0001), cCasp3 (p<0.0024), CD68+ macrophages (p<0.0001), HSL (p<<0.0001), and
adipophilin (p<0.0013) in the intervention sample compared to the control.

Conclusions: We conclude that ESW'T stimulates apoptosis with consequent autophagic lipolysis in
the adipose tissue of obese women. Thus, ESW'T can be considered useful, safe, and promising adjuvant
therapy for reducing adipose tissue and, consequently, for preventing and/or treating obesity.
Keywords: Dermatology; Obesity; High-Energy Shock Waves; Apoptosis
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Ondas de choque e redugéo do tecido adiposo de obesos

INTRODUCAO

A obesidade ¢ um problema de satde publica mundial,
que atinge niveis pandémicos e gera grande preocupacio aos
profissionais da area de satde pelas suas comorbidades e pelo
risco de seus portadores evoluirem para a morte prematura.'

Caracterizada pelo excesso da quantidade de gordura e
sua influéncia nas células adiposas, a obesidade é determinada
pelo aumento da massa corporal acima de valores de corte pre-
viamente estabelecidos pelo indice de massa corpdrea (IMC),
sendo classificada em: grau I, com IMC de 30 a 34,9; grau II, até
39,9; e grau III, com IMC 240. Desta forma, o IMC ¢ propor-
cional a gordura corporal e estd relacionado ao risco de doengas
associadas a obesidade.”°

Pesquisas recentes com estudos experimentais e clinicos
tém evidenciado grande potencial no desenvolvimento de re-
cursos eletromédicos com o propoésito de atuar na fisiologia da
célula adiposa a fim de estimular sua quebra, lipdlise e até mesmo
sua morte, a apoptose. Esses recursos auxiliariam no processo de
perda de peso de forma a contribuir para uma possivel diminui-
¢io nos fatores de risco ao desenvolvimento das comorbidades
associadas a obesidade simultaneamente aos tratamentos atuais
nio invasivos e com o minimo de efeitos adversos.”*

A terapia de ondas de choque extracorporeas (ESWT)
¢ um desses recursos. A tecnologia foi desenvolvida com base
no equipamento de litotripsia extracorpérea utilizado até os
dias atuais no tratamento de calculos renais e uretrais. Com a
evolucido tecnoldgica, foram realizadas adapta¢des no recurso e
o mesmo passou a ser utilizado no processo de reabilitagio de
doengas musculoesqueléticas e consolidagdes Osseas. Estudos re-
centes demonstram sua capacidade no estimulo a proliferacio
de fibroblastos ¢ ao desenvolvimento da neocolagénese e neoe-
lastogénese, melhorando o tonus da pele. Algumas investigagcoes
clinicas véem mostrando que o recurso também pode atuar no
estimulo metabdlico da célula adiposa.” "

Com base nesses estudos sobre a ESWT e na dificuldade
da perda de peso e do combate as comorbidades associadas a
obesidade, esse estudo tem o objetivo de avaliar se a ESWT pode
atuar no estimulo da lipdlise e/ou apoptose da célula adiposa
e, desta forma, contribuir para a reducio dos fatores de risco
no desenvolvimento das comorbidades associadas a obesidade,
validando sua possivel utilizagdo no tratamento conservador da

obesidade.

MATERIAIS E METODOS
Consideracées éticas

Estudo clinico aprovado pelo comité de ética institucio-
nal da Universidade Estadual de Campinas (Unicamp) sob pare-
cer n°® 2.281.487.

Foram selecionadas para participar da pesquisa mulheres
com perda de 10% do peso inicial, integrantes do grupo de pre-
paro pré-operatdrio para cirurgia bariatrica do Hospital de Cli-
nicas da Unicamp, portadoras de obesidade com indica¢io para
cirurgia bariatrica. Como critérios de exclusio, foram inelegiveis
mulheres portadoras de doengas metabolicas, com lesdes de pele,
histérico de trombose venosa profunda, tabagistas ou com dispo-
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sitivo eletronico implantado, como marca-passo cardiaco.
Procedimentos da ESWT

As participantes receberam o protocolo de tratamento
estabelecido pelo fabricante do aparelho Thork Shock Wave®,
IBRAMED - Indtstria Brasileira de Equipamentos Eletromédi-
cos, aprovado pela Anvisa n°10360310036 (Figura 1). Os para-
metros foram: quatro mil disparos com a energia de 180mJ e
frequéncia de 15Hz com a ponteira de a¢o inox de 15mm e dois
mil disparos com energia de 100mJ e frequéncia de 15Hz com a
ponteira de plastico de 15mm. Para o deslizamento da ponteira
foi utilizada a lo¢io neutra Thork®, RMC. Foram realizadas
sete sessoes de ESWT, o tempo médio de cada uma foi de sete
minutos, sendo duas vezes na semana, e a sétima sessao foi rea-
lizada minutos antes do procedimento cirtirgico bariatrico. A
terapia foi realizada em uma area de 150cm® do lado esquerdo
da regido abdominal, seguindo linha alba. O lado direito do ab-
domen das participantes nio recebeu a ESWT e foi denominado
como controle.

Coleta da amostra

A coleta da amostra foi feita no momento em que a par-
ticipante realizou o procedimento de cirurgia bariitrica, sob
anestesia geral venosa e em ventilagio mecanica. No momento
da incisdo cirtrgica, os médicos retiraram dois fragmentos de
tecido adiposo com tamanho médio de 5cm de didmetro, sendo
uma amostra do lado esquerdo (intervencio) e outra do lado
direito, considerado controle.

Procedimento histolégico

Apos coleta, o material foi acondicionado em recipiente
com formaldeido a 10% durante 48 horas. As amostras foram
processadas, embebidas em parafina e, em seguida, cortadas com
um micrétomo rotativo em se¢des de 3-5um de espessura.

Procedimentos imuno-histoquimicos

As reacdes imuno-histoquimicas foram realizadas em
cortes de 3um de espessura, dispostos em laminas silanizadas. Os
anticorpos utilizados foram: polyclonal anti-Caspase3 (polyclonal;
ref. 9662S; Cell Signaling Technology, Danvers, MA, USA), mono-
clonal anti-Cleaved Caspase 3 (clone (Asp175) (5A1); diluicio
1:1000; ref. 9664S; Cell Signaling Technology), monoclonal anti-
-CD68 (clone KP1; dilui¢io 1:1000; ref. ab955; Abcam, Cam-
bridge, MA, USA), monoclonal anti-hormone-sensitive lipase — HSL
— (clone G-7, dilui¢io 1:500, ref. sc-74489, Santa Cruz Biotech-
nology, Dallas, TX, USA) e Adipophilin (clone 2C5A3, dilui¢io
1:500, ref. ab181463, Abcam). Apds preparagio das laminas, as
mesmas foram analisadas com microscoépio DMR (Leica), e fo-
tografias foram tiradas com ampliacio de 400x. Para quantifica-
¢io das anilises, foi utilizado o software Image]® (NIH, Bethesda,
EUA).

Todas as reagdes foram feitas seguindo-se o protoco-
lo dos fabricantes e todas foram padronizadas pelo laboratério
de anilises patologicas do Hospital de Clinicas da Unicamp. A
quantifica¢io da imunomarcacio foi realizada considerando-se o
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namero de células positivas e a intensidade, com os escores finais
variando de 0-300.

Andlise estatistica

Os dados foram submetidos a testes de normalidade e,
logo depois, foram analisados pelo teste t de Student, visto que
tiveram distribui¢io normal.Valores de p<0,05 foram considera-
dos estatisticamente significativos.

RESULTADOS

No total, 20 mulheres participaram da pesquisa, porém
somente 14 terminaram o tratamento ¢ realizaram o procedi-
mento cirargico. As seis demais foram excluidas por nio segui-
rem o protocolo interno do programa de pré-operatério para
cirurgia bariatrica do Hospital de Clinicas da Unicamp.

A média de idade foi de 35,0 & 8,6 anos, peso (Kg) inicial
110£5,2, peso final 95,246,3, altura (cm) 1,6310,05, indice de
massa corpérea (IMC) kg/cm® inicial de 41,4422, e final de
35,8%2,1, considerado obesidade graus II e III. Nenhuma das
participantes apresentava patologias associadas, como diabetes e
hipertensao.

Anidlise imuno-histoquimica

Morfologicamente, o tecido adiposo no grupo contro-
le demonstrou uma uniformidade nas células adiposas madu-
ras, com tamanhos similares. O grupo tratado mostrou células
adiposas de diferentes tamanhos, desorganizadas, muitas vezes
com processo de degeneracio. No grupo tratado, também foi
observado um processo inflamatério do tipo crénico com fi-
brose, indicando processo de reparo e remodelacio na derme
profunda.

A expressio de Caspase 3 (Casp3) e Caspase 3 clivada
(cCasp3) foi observada em células adiposas e inflamatérias ad-
jacentes ao tecido adiposo (Figura 1). Os escores de ambos os
marcadores foram maiores no grupo tratado quando compara-
dos aos do grupo controle (p<0,0001 para Casp3 e p<0,0024
para cCasp3).

Quanto a expressio de CD68, foi evidenciada ausén-
cia de macrofagos e de células inflamatérias HSL-positivas na
amostra controle. No entanto, no grupo tratado, foi observa-
da uma quantidade moderada de macréfagos (CD68+) e de
células inflamatérias positivas para HSL na regido adjacente ao
tecido adiposo. Os escores tiveram diferengas estatisticamente
significativas (valores de p<0,0001 para macroéfagos CD68+ e
p<0,0001 para HSL) (Figura 2).

A adipofilina demonstrou imunopositividade em glan-
dulas sebaceas, macrofagos e células inflamatdrias presentes na
derme. Apés quantificagio, foi possivel observar um aumento
significativo do niimero de células adipofilina+ no grupo tratado
comparado com o grupo controle (p<0,0013) (Figura 3).

Reacgdes adversas

Os relatos mais comuns foram apresentados por 14,28%
dos participantes, sendo eles: presenca de eritema, formacio de
petéquias e edema leve na regido de tratamento. Todos foram
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Cleaved Caspase 3

FIGURA 1: Imunoexpressdo de Caspase 3 (Casp3) e Caspase
3 clivada (cCasp3) no tecido adiposo e em células inflamaté-
rias. Foi possivel observar um aumento significativo da ex-
pressdo de Casp3 (p<0,0001) e cCasp3 (p<0,0024) no tecido
adiposo do grupo tratado quando comparado ao grupo con-
trole, indicando processo de apoptose no tecido adiposo do
grupo tratado

Hormone-sensitive Lipase

FIGURA 2: Imunoexpressao de CD68 e hormone-sensiti-
ve lipase (HSL). Foi possivel observar que o grupo tratado
apresentou um aumento significativo de células macrofa-
gicas positivas para CD68 (A e B, p<0,0001) e HSL (C e D,
p<0,0001). Esses processos biolégicos confirmam que, no
grupo tratado, hd maior processo de degeneracao do tecido
adiposo (lipdlise)
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Adipophilin
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FIGURA 3: Andlise daimunoexpressao de adipofilina. Foi possivel observar positividade de adipofilina em células inflamatdrias
adjacentes ao tecido adiposo e as glandulas sebaceas. Esse processo indica que o grupo tratado apresentou maiores niveis
de lipdlise e reabsorcdo de tecido adiposo do que o grupo controle (valor de p<0,0013).

solucionados apds a finalizacio do tratamento. Nenhuma das
participantes alegou desconforto doloroso durante o tratamento.

DISCUSSAO

Os resultados do presente estudo demonstram que o tra-
tamento com ESWT foi capaz de alterar o metabolismo da cé-
lula adiposa com consequente estimulo a lipdlise autofagica via
apoptética, aumentando o nimero de células apoptéticas bem
como induzindo inflamag¢io cronica e expressio de adipofilina e
HSL em macréfagos. Em conjunto, esses resultados podem indi-
car um possivel beneficio da ESWT no tratamento conservador
da obesidade e suas comorbidades, sendo capaz de estimular o
processo de lipdlise por meio da via apoptotica.

O rapido aumento da prevaléncia global de obesidade ¢
um fato preocupante e um grave problema de satde publica. As
alteracdes moleculares que ocorrem no individuo obeso resul-
tam em desregulacio do metabolismo da glicose e lipidios e no
desenvolvimento de outras doencas metabdlicas, incluindo resis-
téncia a insulina, hiperglicemia, esteatose hepatica, dislipidemia
e inflamacido cronica. Em resumo, as principais consequéncias da
obesidade sio aumento da prevaléncia e gravidade de diabetes
tipo II e de doencas cardiacas cronicas, doencas que geram co-
morbidades e que estio envolvidas no processo da morte prema-
tura desses individuos.'*'®

A lipélise ¢ um processo biolégico complexo, mediada
por diversas vias moleculares. Dentre essas vias, a via apoptdtica
estd diretamente associada a diminui¢io do tecido adiposo. A
apoptose pode ser considerada crucial para manutenc¢io da ho-
meostase em diversos tecidos, regulando a morte celular progra-
mada e, consequentemente, evitando desequilibrio energético.
Ha varios estimulos endégenos que podem levar a apoptose, e
cada célula responde de acordo com a energia e intensidade des-
se estimulo, levando a ativag¢io das proteases denominadas “cas-
pases”. Conforme a intensidade do estimulo, a célula pode até
sofrer a necrose. Apds a apoptose ou necrose, os restos celulares
sdo fagocitados e digeridos pelos macréfagos e ocorre a reducio

do ntimero de células.'*"?

A partir do conhecimento dos eventos fisiologicos en-
dbgenos e rotineiros em nosso organismo e do crescente avango
da obesidade de forma alarmante, as grandes empresas de equi-
pamentos eletromédicos comegaram a investir em ciéncia e tec-
nologia para o desenvolvimento de equipamentos que poderiam
estimular a lipdlise e/ou apoptose da célula adiposa por meio
de recursos extracorpdreos de forma a contribuir no auxilio ao
processo de perda de peso e reducio das comorbidades associa-
das a doenca."?!

Segundo Loap e Lathe, 2018, a crioterapia foi um dos
primeiros recursos a ser investigado para o tratamento da obesi-
dade. Isso porque os adipdcitos sio mais sensiveis ao frio. Quan-
do em contato com temperaturas baixas (-5°C), os lipidios so-
frem cristalizagdo e consequente rea¢io inflamatdria, gerando a
morte celular via apoptose e até necrose, e levando a diminui¢io
do tecido subcutaneo durante um periodo de semanas a meses
sem causar danos a pele e ao metabolismo. Assim, surgiram os
primeiros equipamentos de criolipélise, técnica que possibilita
o resfriamento do tecido adiposo pela extracio de temperatura
estimulando o processo de morte do adipdcito.??!

Tais como a criolipdlise, varios outros recursos, como ul-
trassom focalizado e radiofrequéncia, possuem evidéncias cien-
tificas que comprovam seus efeitos no estimulo extracorpéreo
da lipdlise e/ou apoptose da célula adiposa, sem causar danos ao
metabolismo. Assim sendo, a tecnologia de ESWT também foi
adaptada para o mesmo objetivo terapéutico.”'*

Sabe-se que a ESWT produz energia mecanica de alta
intensidade que leva a ativacio da mecanotransducdo do sinal
e mobiliza¢io celular, que respondem ao efeito indireto de ca-
vitagdo, fendmeno conhecido pela formacio de microbolhas
gasosas em meio fluido. Ha dois tipos de cavitagdo: estavel, em
que essas microbolhas se formam e nio sofrem a implosio, e
a cavitacdo instavel, em que ocorre implosio das microbolhas;
cada tipo de cavita¢io possui uma intensidade de atuagio fisio-
logica, sendo a estavel capaz de estimular o processo de lipo-
lise e a instavel, de causar a morte celular. No presente estudo,
demonstramos que seu estimulo fisiolégico pode ocorrer por
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meio do processo bioldgico da lipdlise por via apoptdtica.”?+2¢

Demonstramos que o tecido tratado com ESWT apre-
sentou um aumento significativo de células adiposas positivas
para Caspase-3 e para Caspase-3 clivada. A Caspase-3 ¢é ativada
na célula apoptoética tanto por vias extrinsecas (mediada por re-
ceptores celulares) quanto intrinsecas (mitocondriais).** Assim, a
expressio de Caspase-3 no tecido adiposo indica que a ESWT ¢é
capaz de ativar vias apoptdticas e, consequentemente, estimular o
processo de lipdlise. Esses resultados estio de acordo com estu-
dos publicados previamente.?

O presente estudo demonstrou também que, nos teci-
dos tratados com ESWT, ocorreu aumento do ntimero de ma-
crofagos CD68+, principalmente nas areas adjacentes ao teci-
do adiposo. Os macrofagos desempenham um papel central no
processo de lipdlise, e sua presenca indica a inflamacdo durante
a lipolise autofigica, ou seja, durante o mecanismo de autodes-
trui¢io celular via apoptose, processo bem reconhecido e estabe-
lecido cientificamente.?- %

Estas evidéncias demonstram que a ESWT ¢é capaz de
estimular a morte da célula adiposa e consequente lipdlise. Essa
habilidade esta correlacionada a dose de energia utilizada du-
rante o procedimento. Em nosso estudo, utilizamos a dose de
180mJ com uma ponteira de ago inox de 15mm, o que gerou
uma concentragio alta de energia mecinica na area de tratamen-
to, promovendo a cavitagio instavel. Desta forma, os danos sdo
maiores levando a alteragdes morfologicas da célula, ruptura da
membrana celular e consequente apoptose e lipolise da célula
adiposa.***

E importante ressaltar que outros processos bioldgicos
também estdo associados ao processo de lipdlise autofagica, tais
como necrose ¢ autofagia, devido a outros mecanismos. Assim, &
primordial estudar outros processos para esclarecer a exata a¢io
da EWST durante a lipdlise via apoptdtica.’'-

Outro achado interessante que confirma a lipdlise auto-
fagica é a presenca de células positivas para HSL e adipofilina em
areas adjacentes ao tecido adiposo. HSL é uma enzima presente
no metabolismo do adipécito que, quando ativada, realiza a que-
bra de triacilglicerideos (TAG). Desta forma, esse marcador po-
sitivo no tecido adiposo indica quando ha o processo de lipolise;
logo, podemos afirmar que a ESWT estimula a lipdlise da célula
adiposa na via apoptdtica.**

A adipofilina ¢ uma das principais proteinas induzida nos
estagios iniciais da diferencia¢io de adipocitos. Além disso, essa
proteina desempenha um papel importante no metabolismo de
acidos graxos, colesterol e no armazenamento de lipidios neu-
tros. Ambos os marcadores, expressos principalmente em células
inflamatérias adjacentes ao tecido adiposo do grupo que teve
intervencio da ESWT, demonstram que ha um processo de fa-
gocitose das goticulas lipidicas confirmando o processo de lipo-
lise autofigica.’! %

Partindo do principio de que a ESWT ¢é capaz de realizar
a cavitacio instavel e, antes deste fendomeno, termos a cavitacao
estavel em meio liquido, podemos inferir que a ESWT estimula
a apoptose por meio da cavitagdo instavel em uma area concen-
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trada. Por consequéncia, a onda mecanica é dissipada em menor
intensidade ao redor da rea que recebeu o tratamento e, nestas
regides, ha o estimulo da cavitacio estavel que gera o processo
de lipdlise.”!

Nosso resultado corrobora os estudos clinicos, que evi-
denciaram que a ESWT ¢ capaz de reduzir a espessura do tecido
adiposo e, consequentemente, diminuir a circunferéncia corpo-
ral de regides que foram submetidas ao tratamento. Os estudos
mostraram que foi necessiria uma média de seis a 12 sessOes
de terapia, com altas energias (150 a 200m]), para validacio dos
resultados, porém os autores nio demonstraram quais foram as
vias de estimulo fisiologico da ESWT.** Desta forma, este é o
primeiro estudo que confirma o real efeito fisiolégico da terapia
na célula adiposa.

A obesidade é uma condi¢do inflamatdria cronica de bai-
xo nivel. Tal fenétipo ¢ um fator de risco na etiologia de doengas
cardiovasculares, diabetes mellitus tipo 2, canceres e doencas me-
tabdlicas associadas. No entanto, o processo inflamatério obser-
vado em individuos com obesidade difere da resposta inflamato-
ria classica em outras circunstancias, pois trata-se de um processo

inflamatério sistémico.*®

Isso pode ser verificado no presente
estudo, pois, na analise da amostra controle do tecido adiposo,
a mesma ndo apresentou presenga de infiltrados inflamatérios
e positividade dos marcadores avaliados em razdo de nio serem
marcadores especificos encontrados na doenca obesidade.

Analisados em conjunto, os dados do presente estudo de-
monstram que o tratamento com ESWT favorece a morte e
a quebra da célula de gordura. Uma hipdtese seria a de que a
terapia também poderia interferir na prevengio ou diminui¢io
da inflamacio sistémica causada pela obesidade, ji que causa a
diminui¢gio do nimero de células adiposas e, por consequén-
cia, teriamos menor risco no desenvolvimento de comorbidades
como a resisténcia a insulina. Perante as evidéncias clinicas sobre
a ESWT, os pesquisadores relatam que se trata de uma terapia
segura. Isso foi respaldado no presente estudo, pois relatamos mi-
nimos efeitos adversos e os mesmos foram solucionados logo
apOs as primeiras sessoes de tratamento.

Diante das evidéncias presentes neste estudo, a ESWT
pode ser utilizada com seguranca no processo de redugio do
tecido adiposo de individuos com obesidade, pois possul a capa-
cidade de estimular o metabolismo celular, gerando apoptose na
area de concentragio de energia e lipolise autofagica das células
adiposas. Este achado na anilise imuno-histoquimica comprova
os resultados dos estudos clinicos de redu¢io de tecido adiposo.
Sendo assim, a terapia terd como objetivo auxiliar o tratamento
conservador e até mesmo preventivo da obesidade.

CONCLUSAO

E possivel concluir, a partir dos nossos resultados, que
a ESWT causa apoptose do tecido adiposo com consequente
lipolise do tipo autofagica no tecido adiposo de individuos obe-
sos. Assim, a ESWT pode ser considerada uma terapia adjuvante
util, segura e promissora para redugio do tecido adiposo e, con-
sequentemente, para prevenc¢io e/ou tratamento de obesidade. ®
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