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ANDRADE, Everaldo Nery de. Implicacbes da terapia ultrassonica e/ou do
treinamento fisico sobre o metabolismo do tecido adiposo e hepéatico de ratos Wistar
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RESUMO

A terapia ultrassdnica e o treinamento fisico, isoladamente, reduzem a massa
corporal e de tecido adiposo, porém com efeitos contrarios em relacdo ao perfil
lipidico e metabdlico. Contudo, h& caréncia de evidéncias sobre os efeitos da
associacao desses dois recursos sobre o metabolismo do tecido adiposo e hepatico.
O objetivo desse estudo foi avaliar as implicagbes da estimulagéo ultrassonica
associada ou ndo ao treinamento fisico sobre o perfil metabdlico e inflamatério
sistémico, do tecido adiposo e hepatico. Foram utilizados 68 ratos Wistar machos,
alimentados com dieta padrdo, submetidos ou ndo ao treinamento fisico de
intensidade moderada e a terapia ultrassonica, ndo focada, pulsatil de 3W/cm? na
regido abdominal. Foram mensurados a massa corporal, o indice de obesidade e a
tolerancia a glicose ao final das terapias. Ap0s a eutanasia dos animais, foi
determinado o perfil biogquimico metabdlico, inflamatério e hormonal. Os tecidos
hepatico, adiposo subcutaneo abdominal (TASC), mesentérico (TAME), epididimal
(TAE), retroperitoneal (TAR) e marrom (TAMAR) foram removidos, pesados e
submetidos as analises morfologicas, de imuno-histoquimica e de expresséo génica.
A expressdo génica de receptor Bs-adrenérgico, lipase horménio sensivel (HSL),
lipoproteina lipase (LPL), interleucina-6 (IL-6), fator de necrose tumoral alfa (TNF-a.),
proteina quinase do tipo A (PKA), lipase de triglicerideo (ATGL), gliceraldeido-3-
fosfato desidrogenase (GAPDH) em tecido adiposo e de IL-6, TNF-a e beta-actina
no figado foram mensuradas por RT-PCR. O treinamento fisico reduziu a massa
corporal, a massa e o volume dos adipécitos do TASC e a massa do tecido adiposo
visceral total (TAV), aumentou a lipdlise e a testosterona total, diminuiu a leptina,
ativou o TAMAR, reduziu a expressao de citocinas inflamatérias, manteve a
homeostase da insulina e da glicose e ndo alterou os acidos graxos livres. A terapia
ultrass6nica isolada diminuiu a massa corporal, o volume e 0 nimero de adipécitos
no TASC e o numero de adipécitos no TAV, a expressao génica de LPL no TAR,
aumentou a de ATGL no TAME. Além disso, aumentou a expressao génica de IL-6
no TASC e TAME, a IL-6 plasmatica, o nimero de macrofagos no TAME, a insulina
plasmatica, a razdo estradiol/testosterona e ocasionou resisténcia a insulina.
Entretanto, a associacdo das terapias, em comparacdo com 0 uso isolado do
ultrassom, determinou a normalizacdo dos niveis plasmaticos e de resisténcia a
insulina, melhora na tolerdncia a glicose, manuntencdo do perfil inflamatério
sistémico e aumento da inflamacé&o no tecido adiposo. Comparada com a realizagéo
isolada de treinamento fisico, a associacdo das terapias diminuiu o volume do TAE,
mas aumentou o perfil inflamatério do tecido adiposo. Nao foram observadas
alterac6es morfologicas e inflamatdrias no tecido hepatico pelas terapias isoladas ou
associadas. Desta forma, conclui-se que o treinamento fisico e a terapia ultrassénica
reduzem o TASC e TAV, porém o treinamento fisico isolado apresentou vantagens
em relacédo a terapia ultrassonica por diminuir a producdo de citocinas inflamatoérias
e manter a homeostase da insulina e do perfil lipidico. Em contrapartida, a



associacdo dos tratamentos ndo demonstrou vantagens em comparacado a
realizacao isolada do treinamento fisico.

Palavras-chaves: Exercicio fisico. Terapia por ultrassom. Inflamacdo. Metabolismo.
Ratos Wistar.



ANDRADE, Everaldo Nery de. Implications of ultrasound therapy and/or physical
training on the metabolism of adipose and liver tissue of eutrophic male Wistar rats.
145 pp. ill. 2015. Thesis (Doctorate) - Multidisciplinary Health Institute, Federal
University of Bahia, Vitoria da Conquista, 2015.

ABSTRACT

The ultrasound therapy and physical training alone reduces the body and adipose
tissue mass, but with opposite effects on the lipid and metabolic profile. However,
there is a lack of evidence on the effects of the combination of these two therapies on
the metabolism of adipose and liver tissue. The aim of this study was to evaluate the
implications of ultrasonic stimulation with or without the physical training on the
metabolic and systemic inflammation profile of the adipose and liver tissue. Sixty-
eight male Wistar rats were used, fed with a standard diet, submitted or not to
progressive physical training of moderate intensity and ultrasound therapy, not
focused, pulsed 3W/cm? in the abdominal area. Body weight, obesity index and
glucose tolerance at the end of therapy were measured. The liver, abdominal
subcutaneous adipose tissue (SAT), mesenteric (MAT), epididymal (EAT),
retroperitoneal (RAT) and brown (BAT) were removed, weighed and subjected to
morphological analysis, immunohistochemistry and gene expression. The gene
expression B3-adrenergic receptor, hormone sensitive lipase (HSL), lipoprotein lipase
(LPL), interleukin-6 (IL-6), tumor necrosis factor (TNF-a), protein kinase type A
(PKA), triglyceride lipase (ATGL), glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase
(GAPDH) in adipose tissue and of IL-6, TNF-a and beta-actin in the liver were
performed by RT-PCR. Physical training reduced body mass, SAT adipocytes mass
and volume, total visceral adipose tissue (TVAT), increased lipolysis and total
testosterone, reduced leptin, activated BAT, reduced the expression of inflammatory
cytokines, improved homeostasis of insulin and glucose and did not affect the free
fatty acids. Ultrasound therapy reduced the body mass, the volume and number of
adipocytes in SAT and number of adipocytes in TVAT, reduced LPL gene expression
in the RAT and increased the ATGL in MAT. In addition, increased IL-6 gene
expression in SAT and MAT, plasma IL-6 and the number of macrophages in the
MAT, plasma insulin, the ratio estradiol/testosterone and insulin resistance. However,
the association of therapies, compared with the isolated use of ultrasound
determined the normalization of plasma levels and insulin resistance, improvement in
glucose tolerance, systemic inflammatory profile maintenance and increased
inflammation in adipose tissue. Compared to the isolated conducting physical
training, the association of therapies decreased the volume of EAT, but increased the
inflammatory profile of adipose tissue. There were no morphologic and inflammatory
changes in liver tissue by isolated or associated therapies. Thus, it is concluded that
physical training and ultrasound therapy reduces SAT and TVAT, but isolated
physical training showed benefits in relation to the ultrasound therapy by reducing
inflammatory cytokines production and by maintaining homeostasis of insulin and
lipid profile. In contrast, the combination of treatments, showed no benefits over the
isolated realization of physical training.

Keywords: Physical exercise. Ultrasound therapy. Inflammation. Metabolism. Wistar
rats.
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1 INTRODUCAO

Na sociedade contemporanea observa-se o0 aumento de individuos com
sobrepeso (indice de massa corporal - IMC= 25kg/m?) e obesos (Indice de massa
corporal - IMC2 30kg/m?), sendo estimado para o ano de 2015 no Brasil, uma
prevaléncia de 63% e 24%, respectivamente, de pessoas com sobrepeso e
obesidade entre 15 e 100 anos de idade (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2010).
Associada a este perfil epidemiologico, percebe-se uma transformacao de habitos na
juventude e em outras fases da vida com a adocéo de formas de consumo de bens,
servicos e estilos de vida saudaveis (DEBERT, 2010), entre eles a atividade fisica
(HASHIMOTO; SATO; IEMITSU, 2013) e os procedimentos estéticos (MIWA et al.,

2002) com o fim de se conseguir um corpo ideal ou padréo.

O perfil de corpo padrdo no mercado global e, especificamente, no Brasil atual,
esta associado com baixos percentuais de gordura, poucas curvas e corpo definido
(GOLDENBERG, 2007). O modelo corporal padrdo é almejado devido motivos
sociais (SCHLOSSER; CAMARGO, 2015), psicologicos, (HENDERSON-KING;
BROOKS, 2005) e também pela busca de minimizar possiveis alteragdes fisiologicas

no organismo.

Neste sentido, existem procedimentos cirdrgicos e ndo cirdrgicos para
satisfazer as novas necessidades de consumo. Entre os procedimentos de cirurgia
estética no Brasil, destacam-se as técnicas de lipoaspiracdo e abdominoplastia
(INTERNATIONAL SOCIETY OF AESTHETIC PLASTIC SURGERY, 2014).
Entretanto, um estudo apontou que a maioria das mulheres submetidas as cirurgias
plasticas no abdome néo estdo com sobrepeso ou obesidade (COELHO, 2013).
Assim, percebe-se que existe uma grande proporcdo de pessoas eutréficas que

buscam procedimentos estéticos para a reducao de medidas corporais.

O Brasil ocupa o segundo lugar em relacdo aos procedimentos estéticos nado
cirurgicos realizados no mundo (INTERNATIONAL SOCIETY OF AESTHETIC
PLASTIC SURGERY, 2014), sendo que as intervencdes para a reducao da gordura
corporal estdo entre os onze tipos mais procurados (RESOURCES & EDUCATION,

2014). Porem, em algumas situacOes, essas intervencdes sdo oferecidas para a
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populacdo, sem evidéncias cientificas prévias e suficientes em relacdo aos

parametros a serem utilizados e os efeitos colaterais associados.

O ultrassom terapéutico, por exemplo, € um recurso utilizado ha bastante
tempo com fins anti-inflamatério, cicatrizante (DE DEYNE; KIRSCH-VOLDERS,
1995) e analgésico (MORASKA et al., 2013), mas que, atualmente, passou a ser
utilizado para a reducdo das medidas corporais (MIWA et al., 2002). A aplicacdo do
ultrassom no modo pulsado estimula a lipdlise no tecido adiposo de ratos por meio
do aumento da secrecdo de norepinefrina no nervo simpético da regido do corpo
irradiada pelo ultrassom, determinando reducéo de volume corporal local e liberagéao
de &acidos graxos e glicerol (MIWA etal., 2002). Alteracdes histologicas nos
adipécitos e retracdo das fibras colagenas de humanos decorrentes dos efeitos
cavitacionais do ultrassom também foram observadas apdés o uso do ultrassom
pulsado a 2 e 3MHz e poténcia, alta, de 3W/cm? (FERRARO et al., 2008).

Considerando-se a frequéncia de 3MHz utilizada no ultrassom com fins
lipoliticos, a qual limita a penetracdo das ondas ultrassénicas a uma profundidade de
meio valor em torno de 17mm (DOWSETT; KENNY; JOHNSTON, 2006), espera-se
gue os efeitos lipoliticos em ratos eutroficos atinjam o tecido adiposo subcuténeo, o
qual contribui com a maior parte dos acidos graxos para a circulagédo sistémica. Essa
situacdo sugere que a estimulacdo ultrassbnica na regido abdominal pode estar
relacionada com o aumento sistémico de acidos graxos e com O consequente
aumento do risco de alteracdo da sensibilidade insulinica e do perfil bioquimico em
ratos Wistar saudaveis (GONCALVES et al., 2009a).

A terapia ultrassOnica de baixa intensidade determina a liberacdo de acidos
graxos em ratos Wistar saudaveis (KOGURE et al., 2005) e citocinas inflamatérias
em macréfagos in vitro (TURNER, 2009) que podem ativar serinoquinases e
complexos quinases responsaveis por produzir estresse oxidativo e interferir na
sinalizacdo da insulina (ARKAN et al., 2005; VALLERIE et al., 2008). Além disso, a
liberacdo de citocinas inflamatorias e quimiocinas podem ativar macrofagos
residentes e linfocitos T no tecido adiposo (SAMAAN, 2011), como ocorreu apos 0
uso da terapia ultrassbnica de alta intensidade em que houve o0 aumento da
infiltrac&o de macrofagos e linfocitos no tecido adiposo da regido abdominal tratada
(SHALOM et al., 2013).
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Similarmente a terapia ultrassbnica, o treinamento fisico de endurance de
intensidade moderada é um recurso lipolitico néo cirdrgico potencial para a reducéo
de estoques corporais de tecido adiposo por meio do aumento dos niveis de
catecolaminas. Entretanto, o treinamento fisico de endurance de intensidade
moderada reduz os niveis plasméticos de insulina, inibe as quinases responsaveis
pelo desenvolvimento da resisténcia a insulina, limita o movimento de células
mononucleadas responsaveis pela producéo de citocinas inflamatérias para o tecido
adiposo (GLEESON et al., 2011).

A associacdo do treinamento fisico com a terapia ultrassbnica de baixa
poténcia, em homens saudaveis, reduziu a espessura do tecido adiposo na regido
interna da coxa, algo que nado ocorreu com a realizacdo apenas de caminhada
(MIWA et al., 2002). Em contrapartida, a associacdo dessas terapias, em ratos nao
diabéticos, ndo influenciou os triglicerideos plasméticos e intramusculares, enquanto
gue em ratos diabéticos, a realizacao de natacdo, independente da aplicacdo ou néao
de terapia ultrassonica, determinou a reducéo de triglicerideos intramusculares e da

glicose plasmatica (DALIA et al., 2011);

Entretanto, ha caréncia de ensaios experimentais e clinicos relacionados aos
efeitos da terapia ultrassonica isolada de alta poténcia sobre as vias lipoliticas
adrenérgicas, as implicacdes do treinamento fisico de endurance isolado sobre o
perfil inflamatorio em modelos animais eutroficos e sobre a associacdo do
treinamento fisico com a terapia ultrasénica em regiées abdominais, local em que a
realizacdo dessa terapia ocorre de forma prevalente nas clinicas de estética. Além
disso, ndo foram encontradas evidéncias, em animais ou humanos, sobre os efeitos
da associacdo dessas duas terapias na morfologia dos adipodcitos, assim como na
possivel atenuacédo dos efeitos colaterais da terapia ultrassénica no perfil bioquimico

metabdlico, hormonal, inflamatério sistémico e do tecido adiposo e hepatico.

Diante disso, a realizacéo desse estudo em um modelo animal visa verificar em
condicbes de controle constante de temperatura, alimentacdo, calibragcdo do
equipamento de ultrassom, aptiddo e treinamento fisico, a influéncia da terapia
ultrassbnica de alta poténcia, isolada ou associada com o treinamento fisico de
endurance de moderada intensidade, sobre o perfil metabdlico, marcadores
lipoliticos e lipogénicos, morfologia e perfil inflamatério dos tecidos adiposos

abdominais viscerais e subcutaneo e do figado.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 O tecido adiposo

O tecido adiposo possui as enzimas necessdrias para a sintese de acidos
graxos e estoque de triglicerideos (lipogénese) em momentos de aumento da
ingestdo de nutrientes, assim como as proteinas responsaveis pela mobilizacdo
(lipdlise) energética quando ha déficit calérico (AHIMA; FLIER, 2000). Nos
mamiferos, existem dois tipos de tecido adiposo: o branco (TAB) e o marrom
(TAMAR) que séo responsaveis, respectivamente, pela homeostase energética do
organismo (FONSECA-ALANIZ et al., 2007) e a producéo de calor (termogénese)
(CANNON; NEDERGAARD, 2004). Além disso, ha o tecido adiposo bege, cujo
adipécitos sao similares aos do tecido adiposo marrom com alto conteudo
mitocondrial e taxa metabdlica, mas que possuem uma morfologia semelhante ao
TAB (HARMS: SEALE, 2013).

O TAB é distribuido em varios depdsitos na regido subcutanea, visceral ou
juntos aos musculos (intramuscular). O tecido adiposo subcutaneo (TASC) esta
localizado sob a pele, enquanto que os viscerais estédo intercalados entre os 6rgaos
vitais e podem ser caracterizados como: mesentérico (TAME) que se associa com as
alcas intestinais e pancreas; epididimal (TAE), localizado junto com os testiculos e
com projecOes para a regido antero-inferior do abdome; retroperitoneal (TAR), nas
margens dos rins e das glandulas adrenais. O TAMAR € encontrado,
simetricamente, principalmente, no centro da regido interescapular, mas também e
em menor quantidade, na regido cervical e axilar, e tendem a esbranqui¢car com o
avancar da idade do animal (VERNOCHET et al., 2009).

O processo de diferenciacdo do tecido adiposo, denominado adipogénese, se
inicia antes do nascimento do organismo vivo (DESNOYERS; VODOVAR, 1977),
sendo que apds o0 nascimento ocorre uma expansao rapida do tecido adiposo, por
aumento do tamanho (hipertrofia) ou do numero (hiperplasia) de adipécitos
(FONSECA-ALANIZ et al., 2007). Mudancas no numero de adipOcitos ocorrem por

processos que envolvem proliferacdo e diferenciacdo de pré-adipocitos (DE
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QUEIROZ et al., 2009). A adipogénese pode ser estimulada por fatores nutricionais,
pela atividade fisica (LIU et al., 2015) ou por fatores hormonais como com o0s
agonistas adrenérgicos (WAN et al., 2014). O controle da adipogénese envolve
fatores de transcricdo adipogénicos, incluindo o receptor do tipo gama ativado por
peroxissomo proliferador (PPARYy), a proteina 1c ligadora do elemento regulado por
ester6is (SREBP-1c) e as proteinas ligantes ao amplificador CCAAT (C/EBPSs)
(AILHAUD; HAUNER, 2004).

O PPARYy esta envolvido também no aumento da termogénese, por induzir o
aumento da expressdo do coativador 1 alfa do receptor ativado por peroxissomo
proliferador (PGC-1a), o qual € responsavel pela regulacdo da biogénese
mitocondrial e da expressao de proteinas mitocondriais no tecido adiposo, musculo
esquelético e cardiaco em ratos Wistar (HASHIMOTO; SATO; IEMITSU, 2013).

As atividades lipogénicas do TAB sao caracterizadas pelos processos
metabdlicos que resultam em sintese, incorporacdo e armazenamento de
triglicerideos na goticula de gordura citoplasmatica, enquanto que as atividades
lipoliticas se caracterizam por acbes que resultam na hidrolise do triglicerideo
armazenado e na liberacao de glicerol e trés moléculas de AGL (FONSECA-ALANIZ
et al., 2006). As atividades lipoliticas no tecido adiposo podem ser, por exemplo,
estimuladas pela leptina, glicocorticoides, catecolaminas, fator de necrose tumoral
alfa (TNF-a), interleucina-6 (IL-6) ou inibidas pela insulina (MIWA et al., 2002; SONI
et al., 2004; FONSECA-ALANIZ et al., 2006; LANGIN, 2006). Entre as
catecolaminas, a epinefrina e norepinefrina através dos [-adrenoreceptores

estimulam a lipdlise nos adipécitos (JAWORSKI et al., 2007).

A estimulacdo dos B-adrenoreceptores (tipos 1, 2 e 3) promove aumento da
lipolise por ativacdo da lipase horménio sensivel (HSL). A HSL hidrolisa o
triacilglicerol (TAG) para gerar 2-monoacilglicerol (MAG) que, subsequentemente,
requer a lipase monoacilglicerol para completar a lipélise liberando os acidos graxos
livres e glicerol (LANGIN, 2006). Além da HSL, enzimas como a lipase de
triglicerideo (ATGL) e a carboxilesterase 3 também hidrolisam os triglicerideos
(SONI et al., 2004).

O estimulo a lipolise por agonistas B-adrenérgicos deve-se a ativacao de

receptores acoplados a proteina estimulatéria ligada a guanina subtipo as (Gas)
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resultando no aumento da atividade adenilato ciclase. A estimulagdo da adenilato
ciclase leva a um aumento nas concentracdes intracelulares de adenosina
monofosfato ciclico (AMPc), resultando na ativacdo da proteina quinase do tipo A
(PKA) dependentes de AMPc. A PKA fosforila a HSL em trés residuos de serina
(563, 659 e 660) resultando em aumento da atividade hidrolitica e translocacdo da
HSL do citosol para a superficie da goticula de gordura (GREENBERG et al., 2001).

A acéao hidrolitica da HSL é regulada pela perilipina A, uma proteina associada
a goticula de lipidio. Sob estimulagdo hormonal, a perilipina A sofre fosforilacdo pela
PKA, desloca-se da superficie das goticulas de gordura e se dispersa pelo citosol,
abrindo espacos para o0 acesso da HSL ao seu substrato, o triglicerideo (MIYOSHI et
al.,, 2007). Os &acidos graxos formados se ligam a proteinas transportadoras
especificas e sdo liberados no meio extracelular e o glicerol é transportado para o
exterior celular por aquagliceroporinas (LEE et al., 2005). A regulacdo da lipélise nos

adipécitos € demonstrada na Figura 1.

O tecido adiposo sofre a influéncia de varios horménios como a insulina,
hormonios do crescimento, sexuais, tireoidianos, entre outros. Além disso, o tecido
adiposo participa da sintese, metabolismo e liberagdo de hormdnios proteicos e
esteroides (KERSHAW; FLIER, 2004).

Os (glicocorticoides regulam o metabolismo corporal e sdo sintetizados,
principalmente, no cortex adrenal. O corticosterona é o0 tipo mais potente em
roedores e com muitas acdes metabdlicas que se refletem, principalmente, no
estado de jejum, quando os niveis de insulina sdo menores com concomitante
aumento dos niveis séricos de glicocorticoides. Nos adipdcitos, os glicocorticoides
diminuem a lipogénese que ocorre por inibicdo da fosforilacdo da acetil CoA
carboxilase (ACC) de modo independente da quinase ativada por AMP (AMPK)
(KOLA et al.,, 2008; GATHERCOLE et al.,, 2011), assim como pela redugcdo da
expressdo e atividade da sintase de acidos graxos (FAS) em roedores
(GATHERCOLE et al., 2011). A adrenalina, além de estimular a lipélise em resposta
as alteracbes emocionais e ao estresse fisico, também fosforila e ativa a AMPK
(OMAR et al., 2009).
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Figura 1 - Regulagcdo da lipdlise em adipocitos. O estimulo & lipdlise ocorre pela liberagdo de
catecolaminas (via aumento de AMPc) e glicocorticoides, mas é inibido pela a¢do da insulina. A
lipdlise é catalisada por 3 lipases: ATGL responsavel pela a hidrélise do triacilglicerol (TAG) em
diacilglicerol (DAG) e acido graxo (AGL); lipase horménio sensivel (HSL) que catalisa a hidrélise de
TAG, DAG e monoacilglicerol (MAG); lipase de monoacilglicerol (MGL) que catalisa a hidrélise de
MAG para formar glicerol e 4cido graxo. AMPc= adenosina monofosfato ciclico; ATGL= lipase de
triglicerideos; AC: adenilato ciclase; Gas: proteina alfa estimulatéria ligada a guanina trifosfato;
PDE3B: fosfatidilesterase 3B; IRS= Substrato do receptor de insulina; PI3K= fosfatidilinositol-3-
quinase; PKB= proteina quinase do tipo B; PKA= proteina quinase do tipo A; PP1= proteina fosfatase
1; UCP= Enzimas desacopladoras das mitocéndrias. Adaptado de Jaworski et al. (2007).

Os hormoénios sexuais, estrogenos e androgenos também desempenham um
papel importante na regulacdo do metabolismo lipidico (PASQUALI, 2006).
Enquanto a testosterona reduz o tamanho dos adipdcitos do tecido adiposo visceral
total (TAV) (ABDELHAMED et al., 2015) e inibe a secrecao da leptina, os estrogenos
possuem efeitos estimulatorios sobre essa adipocina, sintetizada principalmente no
TASC (PINILLA et al.,, 1999). A leptina limita o armazenamento de gordura, nao
somente pela inibicdo da ingestdo alimentar, mas também por inibir a lipogénese
hepética e no tecido adiposo (RAMSAY, 2003) e aumentar a -oxidacéo de acidos
graxos (KAKUMA et al., 2000).
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A insulina possui efeito anabdlico, promovendo o armazenamento (lipogénese)
e inibindo a liberacdo de energia (lipdlise). A insulina estimula a lipogénese por
diferentes mecanismos, entre eles, destaca-se: o estimulo de captacdo de glicose
através de uma via de sinalizacdo dependente do fosfatidilinositol-3-quinase que
envolve a ativagdo da proteina quinase B (PKB) e recrutamento de transportadores
de glicose do tipo 4 (GLUT4) para a membrana plasmatica, de modo a fornecer
substrato para a sintese de novas moléculas de &acidos graxos; o bloqueio da
inibicdo da lipogénese induzida pela AMPK via ativagdo da PKB que fosforila e ativa
a fosfodiesterase 3B (PDE3B) com posterior hidrélise do AMPc a 5" AMP inativo,
diminuindo a ativacdo da PKA e portanto, reduzindo a inibicdo da ACC
(GATHERCOLE et al., 2013), assim como a fosforilacdo da HSL e perilipina
(JAWORSKI et al., 2007).

A insulina exerce suas acles fisioldgicas nos tecidos via ativagdo de uma
cascata de eventos de sinalizacdo intracelular. Ao ligar-se ao seu receptor
desencadea a sua autofosforilacdo em residuos de tirosina, assim como dos seus
substratos, incluindo o substrato do receptor de insulina (IRS). Em seguida, a
fosforilagdo de residuos do IRS em tirosina cria sitios de reconhecimento para
moléculas contendo dominios com homologia a Src-2, entre elas, destaca-se a
subunidade regulatéria p85 do fosfatidilinositol-3-quinase  (PI3K) que
subsequentemente, ativa a subunidade catalitica p110 do PI3K, que por sua vez,
catalisa a fosforilagdo dos fosfoinositideos, produzindo segundos mensageiros como
o fosfatidilinositol-3-fosfato (PIP3) (ZECCHIN; CARVALHEIRA; SAAD, 2004
KALUPAHANA; MOUSTAID-MOUSSA; CLAYCOMBE, 2012).

Adicionalmente, o PIP3 pode ativar a proteina quinase 1 dependente de
fosfoinositideos (PDK-1), que ativa a PKB ou mesmo fosforilar a proteina quinase do
tipo C (PKC). Além disso, a fosforilacdo de pequenas GTPases Rab e inativacao da
AS160 por Akt inicia a reorganizacao do citoesqueleto, o que resulta na translocagao
do GLUT4 dentro da membrana celular e facilita a entrada da glicose. A Akt também
inibe a transcricdo de varios genes envolvidos na gliconeogénese via os fatores de
transcricéo forkhead box e induz genes glicoliticos e lipogénicos por ativar a SREBP-
1C e a glicoquinase (ZECCHIN; CARVALHEIRA; SAAD, 2004; KALUPAHANA;
MOUSTAID-MOUSSA; CLAYCOMBE, 2012).
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AlteracOes da cascata de sinalizagdo da insulina estdo associadas com a
inflamacé&o tecidual. A inflamacdo mediada por aumento da producdo de citocinas
inflamatdrias e excesso de acidos graxos livres via ativacdo dos seus receptores
especificos, respectivamente, denorminados receptores de citocinas (CR) e
receptores toll-like do tipo 2 (TLR2) e 4 (TLR4) (SENN, 2006) ativa mecanismos de
sinalizacdo que envolvem membros das proteinas quinases ativadas por mitbgeno
(MAPK). Entre essas proteinas, inclui-se a C-Jun N-terminal kinase (JNK), a quinase
regulada por sinal extracelular (ERK) e a proteina quinase p38 ativada por mitdgeno
(pP38MAPK) (ARKAN et al., 2005). Além dessas, a kB quinase (ARKAN et al., 2005;
VALLERIE et al., 2008) e a PKC (HAASCH et al., 2006) sdo também ativadas. A
ativacdo dessas vias determina a translocacdo de fatores de transcricdo nuclear,
incluido o fator nuclear kappa B (NFkB) e C-Jun para o nucleo, onde se ligam a
sequéncias especificas de genes promotores e estimulam a transcricdo de genes de
guimiocinas e citocinas inflamatoérias que levam a resisténcia a insulina (SAMAAN,

2011), como ilustrado na figura 2.

A resisténcia a insulina é caracterizada por alteracbes em diversos pontos nas
vias de sinalizacdo desse hormoénio, tais como: reducdo da concentracdo e da
atividade quinase do receptor, da concentracao e da fosforilagdo do substrato-1 do
receptor de insulina (IRS-1) e substrato-2 do receptor de insulina (IRS-2), da
atividade da PI3K, da translocacdo das proteinas translocadoras especificas
(GLUTS) e da atividade das enzimas intracelulares (PESSIN; SALTIEL, 2000). Essas
alteracdes podem ocorrer, simultaneamente, com a manutengao da ativagao normal
da via mitogénica, representada pela MAPK, responsavel pelo controle da
proliferacdo e diferenciacdo celular (ZECCHIN et al., 2003) que é sensivel a insulina
apos a fosforilacdo das proteinas IRS (BOULTON et al., 1991)

O aumento na liberacao de citocinas no TAV e TASC também ativa as células
inflamatérias presentes no tecido adiposo, predominantemente linfécitos T e
macrofagos regulatérios, do tipo 1 (M1) (HUBER, 2008), aumenta o numero de
macrofagos pela diferenciacdo dos mondcitos que migram para o tecido adiposo
(LUMENG et al., 2007; LUMENG et al., 2008) ou mesmo origina macréfagos a partir
de pré-adipdcitos (KOSTELI et al.,, 2010). Estruturas formadas por trés ou mais
macroéfagos ao redor de um adipdcito necrético sdo denominadas como crown-like,

as quais englobam os adipécitos e fundem-se para formar células gigantes
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multinucleadas contendo lipidios, descritas em camundongos (CINTI et al., 2005;
ALTINTAS et al., 2011).

Estresse
Oxidativo

Citocinas

inflamatorias/
Expressao
génica de

guimiocinas

Figura 2 - Acidos graxos e citocinas utilizam mecanismos de sinalizagdo similares para ativar a
resposta inflamatéria na obesidade. Acidos graxos saturados via receptores toll-like (TLR) e citocinas
via receptores de citocinas (CR) ativam as enzimas MAPK, incluindo a JNK, ERK e p38MAPK junto
com a IkB quinase e PKC. Outros mecanismos incluem a ativacdo desses caminhos pelos receptores
NOD-like (NLRs), producdo de espécies reativas ao oxigénio e estresse oxidativo e do reticulo
endoplasmético. A ativacdo dessas enzimas leva a producdo de fatores de transcricdo kappa B
(NFkB) e C-Jun que entram no nucleo e se ligam a sequéncias especificas dos genes promotores e
levam a transcri¢cdo de citocinas inflamatérias. MAPK= proteina quinase ativada por mitdgeno; JNK=
C-Jun N-terminal kinase; ERK= quinase regulada por sinal extracelular; p38MAPK= proteina quinase
p38 ativada por mitégeno; PKC= proteina quinase do tipo C. Adaptado de Samaan (2011).

A infiltracdo de macréfagos do tipo M1 no tecido adiposo aumenta a secrecao
de citocinas e quimocinas inflamatdrias destas células, o que proporciona a atracao
de mais linfécitos T, neutrofilos e mondcitos (ELGAZAR-CARMON et al., 2008;
LUMENG; MALLARD; SALTIEL, 2009). Por conseguinte, 0 que inicialmente era um
processo inflamatério local, excede a capacidade do tecido adiposo de conter e

entdo, citocinas e acidos graxos livres sdo liberados na circulacdo sanguinea e
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alcancam 6rgéos metabdlicos como o figado e musculo esquelético (GUILHERME et
al., 2008; KOSTELI et al.,, 2010). A deposicdo de gordura no figado desencadeia
esteatose hepatica com subsequente ativacdo de sinais inflamatérios, secrecao de
citocinas, atracdo de mondcitos e geracdo de macréfagos que por sua vez ocasiona
inflamacdo hepatica e resisténcia a insulina (VAN HERPEN; SCHRAUWEN-
HINDERLING, 2008). Os niveis de lipidios hepaticos na obesidade podem ser
reduzidos com a realizacdo de treinamento fisico em camundongos (VIEIRA et al.,
2009), mesmo na auséncia de reducdo da massa corporal em humanos (KEATING
et al., 2015).

Além disso, a resisténcia a insulina ocasiona aumento da gliconeogénese
hepética, captacdo de glicose no musculo esquelético, levando a hiperglicemia.
Como compensacdo para a hiperglicemia relativa, inicialmente, as células B
pancreaticas aumentam a producdo de insulina, entretanto, a hipersecrecdo e
resisténcia a insulina por longo tempo ocasiona a faléncia do pancreas, intolerancia
a glicose e o desenvolvimento de diabetes melitus do tipo 2 (STUMVOL;
GOLDSTEIN; VAN HAEFTEN, 2005).

Durante a resisténcia a insulina do tecido adiposo, a IL-6 e 0o TNF-a sdo
secretados em maior quantidade, principalmente, pelos mondcitos e macréfagos na
corrente sanguinea e matriz do estroma-vascular do TAB, respectivamente
(HAUNER, 2004). Na inflamacé&o cronica de baixa intensidade, em que os niveis de
II-6 estdo elevados, ha resisténcia insulinica, intolerancia a glicose e hiperglicemia
de jejum (KNUDSEN et al.,, 2010; YOON et al., 2010). A IL-6 também estimula a
sintese de proteina C reativa no figado, a qual € um marcador inflamatoério de
estagio agudo (BLAKE; RIDKER, 2001).

Assim como a IL-6, o TNF-a é uma citocina pro-inflamatoria e
imunomodulatéria que inibe a lipogénese e estimula a lipdlise em adipdécitos
aumentando os acidos graxos livres na circulacdo. Esta citocina esta envolvida na
inflamacdo, apoptose, citotoxidade, producdo de outras citocinas, tais como
interleucina-1 (IL-1) e IL-6 e induz a resisténcia insulinica (FONSECA-ALANIZ et al.,
2007). Em humanos obesos existe uma correlagdo inversa entre TNF-a e 0
metabolismo da glicose devido a supressao da sinalizacdo insulinica, reducdo da
fosforilacdo do IRS-1 e da PI3K com reducdo da sintese e translocacdo do
transportador de glicose GLUT4 para a membrana (ARNER, 1995).
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A hiperglicemia resultante da resisténcia a insulina estimula a producdo de
acidos graxos pelo figado via SRBPs, ACC e FAS (ZECCHIN et al., 2004). No
figado, a diminuicAo da sensibilidade a insulina determina ainda uma menor
supressao na sintese de lipoproteinas de muito baixa densidade (VLDL). O resultado
do processo € a liberacdo de um excesso de particulas de VLDL grandes, ricas em
triglicerideos que por sua vez geram uma cascata de eventos de troca que culminam
com a reducao nos niveis de lipoproteinas de alta densidade (HDL-c) (BRITES et al.,

2000; PANAROTTO et al., 2002).

2.2 Exercicio fisico

O treinamento fisico reduz a massa corporal e adiposa (HASHIMOTO; SATO;
IEMITSU, 2013) a inflamacdo hepatica (KAWANISHI et al., 2012; KEATING et al.,
2015) e do tecido adiposo (VIEIRA et al., 2009; KAWANISHI et al., 2010) e aumenta
a sensibilidade a insulina (EL-KADER; GARI; EL-DEN, 2014).

O aumento da demanda energética durante ou ap0s a realizacdo da atividade
fisica é suprido pelo substrato disponivel para o metabolismo celular, sendo a
oxidacao de carboidratos e acidos graxos ativada simultaneamente (ARKINSTALL et
al., 2004). Entretanto, a maior disponibilidade de um nutriente em detrimento de
outro (SPRIET, 2014), assim como a intensidade de realizacdo do exercicio fisico
(DE GLISEZINSKI et al., 2003), pode gerar mudangas na proporcdo em que
carboidratos e &acidos graxos sdo oxidados. No exercicio de endurance de
intensidade moderada (55 a 65% do VO2max) (KRAUSE et al., 2014), os acidos
graxos livres sdo os substratos predominantemente utilizados em humanos
(HOROWITZ et al., 2000).

No treinamento de endurance de intensidade moderada, a lipélise ocorre mais
intensamente no TASC devido a diferencas regionais da funcdo e densidade de

receptores adrenérgicos e de insulina em cada tecido adiposo (HOROWITZ, 2003).
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O maior estimulo para a ativagdo da lipolise durante o exercicio em humanos é o
aumento na secrecdo de catecolaminas, com subsequente estimulagdo -
adrenérgica, ativacdo da HSL (STALLKNECHT et al., 2001) e supressao da insulina
plasmatica (LAFONTAN et al., 2005). Além disso, a realizacdo de exercicio de
endurance de intensidade moderada determina um pico de atividade da lipase de

triglicerideos (ATGL) no tecido adiposo de camundongos (DUBE et al., 2015).

Estudos longitudinais indicam que a mobilizacdo de acidos graxos plasmaticos
apoés varias semanas de treinamento fisico de endurance ndo aumenta (HOROWITZ
et al., 2000) e pode até mesmo diminuir (MARTIN et al., 1993) provavelmente,
devido a uma supressdo da resposta as catecolaminas (HOROWITZ et al., 1999),
porém este fato ndo compromete a oxidacdo de &cidos graxos. O aumento da
oxidacao de &cidos graxos sem um aumento concomitante na taxa lipolitica melhora
a coordenacdo entre a disponibilidade de acidos graxos e a oxidacao, limitando a
guantidade de acidos graxos que permanece ha circulacdo sanguinea sem serem
oxidados e reduz o acumulo de lipidios no musculo, evitando, assim, prejuizos na

captacao de glicose e altera¢des da sinalizagéo insulinica (HOROWITZ, 2003).

A pratica regular de exercicio também diminui a concentracdo de triglicerideos
e as lipoproteinas de baixa densidade (LDL-c) e aumenta a concentracdo de HDL-c
(KRAUS et al., 2002). Estes efeitos podem ser mediados ndo somente via a reducéo
na massa de gordura visceral, mas também por inducdo de um ambiente anti-
inflamatério em cada sessdo de exercicio (PETERSEN; PEDERSEN, 2005;
MATHUR; PEDERSEN, 2008).

Em homens diabéticos tipo 2, o treinamento fisico diminui a concentracao
plasmatica de IL-6, TNF-a, ao passo que aumenta a secrecao de interleucina-4 (IL-
4) e interleucina-10 (IL-10) por um efeito direto da diminuicdo da quantidade de
gordura armazenada nos depdsitos abdominais (HOPPS; CANINO; CAIMI, 2011).
Os treinamentos de intensidade baixa e moderada em pacientes diabéticos tipo 2 e
obesos reduzem os niveis de TNF-a, proteina C reativa, interleucina-2 (IL-2), IL-4,
IL-6 e a resisténcia a insulina, porém o exercicio de intensidade moderada diminui
mais intensamente esses marcadores (EL-KADER; GARI; EL-DEN, 2014).

O exercicio fisico pode limitar o0 movimento de células mononucleares do

sangue periférico (PBMCs) para o tecido adiposo, pois o0 estresse gerado pelo
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exercicio resulta na exposi¢do continua dessas células com as quimocinas liberadas
em concentracdes fisioldgicas, resultando na internalizacdo dos receptores de
guimiocinas (MAFFEI et al., 2009), além de haver a reducdo na expressao dos
receptores de PBMCs com um estilo de vida ativo fisicamente (NARA et al., 2007).
Além disso, o treinamento com exercicio suprime a infiltracdo de macréfagos M1
(KAWANISH et al., 2010). Estudos sobre treinamento com exercicio em humanos
demonstraram que os mondcitos tém uma reducdo da expressao de TLR4 por varias
horas ap6s o exercicio prolongado intenso, associada com a diminuicdo da
inflamacéo e a producgéo de citocinas (FLYNN; MCFARLLIN, 2006).

A realizacdo de exercicio fisico também promove alteracbes hormonais que
sofrem variacdes de acordo com a modalidade e a intensidade do treinamento,
sendo que os exercicios de resisténcia muscular aumentam os horménios
esteroidais, enquanto que o treinamento de endurance de alta intensidade aumenta
menos pronunciadamente (TREMBLAY; COPELAND; VAN HELDER, 2004). Em
exercicios realizados por pessoas com consumo maximo de oxigénio maior que 60%
do VO2max, a secrecdo de cortisol e hormdnio adrenocorticotrofico (ACTH) é
proporcional a intensidade do exercicio (BARBOZA et al., 2012), sendo que em
exercicios de intensidade baixa e moderada, as concentragdes de cortisol sdo
ligeiramente alteradas (PEDERSEN; HOFFMAN-GOETZ, 2000).

A elevagéo dos niveis plasmaticos de cortisol e horménio do crescimento sao
alguns dos mecanismos responsaveis pela elevacdo da concentracdo da glicose
sanguinea apos a realizacao de exercicios de alta intensidade (DEL CORRAL et al.,
1998). Além disso, o cortisol, o hormbnio do crescimento e as catecolaminas
estimulam a lipdlise durante o exercicio e consequentemente, aumentam a
concentracdo de AGL imediatamente apdés e em 1 a 2 horas de recuperacdo do
exercicio de intensidade moderada. Exercicio fisico de intensidade moderada
também suprime a liberagdo de insulina durante o periodo de recuperacdo (PEAKE
et al., 2014).

O aumento transitorio dos niveis de testosterona durante o exercicio esta
associado ao aumento nas concentracbes séricas das proteinas ligadas aos
hormonios sexuais (SHBG) (ZMUDA; THOMPSON; WINTERS, 1996). As evidéncias
sugerem que a elevacdo dos niveis plasmaticos de testosterona em ratos machos é

associada a elevacdo dos niveis de lactato durante o exercicio. Pelo menos em
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parte, isso ocorre por um efeito estimulatério direto do lactato e independente do
horménio luteinizante (LH) sobre o AMPc testicular que favorece a liberacdo de
testosterona (LU et al., 1997).

O treinamento fisico reduz, ainda, os niveis plasmaticos de leptina, os quais
sao responsivos ao contetdo de gordura, principalmente do TASC, assim como pela
resposta direta do fator treino (ZOTH et al., 2010). A reducdo na expressao de
leptina no tecido adiposo apds a realizacdo de exercicios parece ocorrer por um
mecanismo dependente da liberacdo de AMPc subsequente a a¢cédo da norepinefrina

sobre os receptores Ps-adrenérgicos (BRAMLETT et al., 1999).

2.3 Terapia ultrassonica

Além da realizagcdo de exercicios fisicos para a reducdo do excesso de massa
corporal, outros procedimentos alternativos ndo-cirirgicos envolvem mudancas na
dieta, sessfes de mesoterapia, laserterapia (GRAZER; JONG, 2000) e a terapia
ultrassdnica (BROWN et al.,, 2009). Apesar de o ultrassom ser utilizado
principalmente como recurso diagndstico, por ser indolor e ndo invasivo (SHALOM et
al., 2013; NASSAR et al., 2015) ele também é empregado, em baixas intensidades,
como recurso terapéutico em processos inflamatérios e dolorosos e lesbes
musculoesqueléticas (ROBERTSON; BAKER, 2001), assim como em altas poténcias
para o tratamento de tumores (SAEDI; KAMINER, 2013) e reducdo de medidas
corporais (MIWA et al., 2002; SHEK et al., 2014).

As variacdes na forma de emissdo da onda ultrassénica séo utilizadas para
diferentes finalidades terapéuticas. A tensdo através do transdutor do ultrassom
pode ser aplicada de forma continua durante todo o tempo de tratamento ou em
rajadas (modo pulsado). No modo pulsado, o regime do pulso pode ser descrito
pelos valores dos tempos ligado e desligado, relagdo entre o tempo ligado e o
desligado e em valor percentual do tempo ligado em relacdo ao tempo ligado mais
desligado (HAAR, 2009). Devido a emissdo em pulsos ou rajadas, no ultrassom
pulsado ha uma reducdo da poténcia média, em watts/cm? (W/cm?) num
determinado periodo e consequentemente, h4 diminuicdo da quantidade de energia

disponivel para aquecer os tecidos. Isso significa que alguns efeitos mecéanicos
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decorrentes do estresse tecidual ainda sejam produzidos, mas efeitos térmicos
diretos permanecam reduzidos (ROBERTSON et al., 2009).

As distintas poténcias de emissao das ondas sonoras do aparelho de ultrassom
resultam em efeitos diferentes no tecido subjacente. Baixas poténcias (menores do
gue 1W/cm?) implicam em efeitos de cicatrizacdo celular em condrécitos de aves
(ZHANG et al., 2003), altas poténcias (1 a 10W/cm?) podem induzir apoptose em
células cancerigenas humanas (FANG et al., 2007). Em um estudo comparativo
entre ultrassom focado com poténcia de 1,8W/cm? e 2,5W/cm?, a estimulacdo de
2,5W/cm? foi mais eficiente na reducéo da massa corporal, liberacdo de gordura, na
alteracdo da estrutura histolégica e apoptose no tecido adiposo humano (PALUMBO
et al., 2011).

Quando penetra no corpo, o0 ultrassom exerce efeitos sobre as células e os
tecidos por meio de dois mecanismos fisicos: térmicos e atérmicos ou mecanicos.
Os efeitos térmicos sdo gerados quando o ultrassom passa através dos tecidos e
uma porcentagem € absorvida, gerando calor dentro desse tecido. Entretanto, a
guantidade de energia absorvida depende da natureza do tecido (tecidos com alto
contetido de proteinas absorvem mais do que alto teor de gordura), do seu grau de
vascularizacdo e da frequéncia do ultrassom aplicado (quanto maior a frequéncia,
maior a absor¢cdo) (ROBERTSON et al., 2009; HAAR, 2009).

Além da ablacéo térmica, os adipOcitos sdo susceptiveis aos efeitos atérmicos
do ultrassom, os quais sdo associados aos mecanismos fisicos de cavitacédo,
correntes acusticas e ondas estacionarias (ROBERTSON et al., 2009). A cavitacéo
ocorre somente com altas poténcias de emissdo ultrassonica e é descrita como a
formacéao, oscilacdo, crescimento e colapso de bolhas de gas micrométricas nos
tecidos como resultado da vibracdo do ultrassom (NYBORG, 2001). As altas
pressdes na regido externa e altas temperaturas internamente nas bolhas forcam o
colapso das mesmas e podem causar apoptose celular por meio desse processo

mecanico em células cancerigeneas (DUBINSKY et al., 2008).

Brown e colaboradores (2009) observaram a formacao de cavitagdées no tecido
adiposo de suinos e destruicdo mecanica de adipécitos com preservacao do tecido
conjuntivo e dos vasos na éarea tratada com a utilizacdo de ultrassom pulsado na
poténcia de 4W. Em cortes histolégicos, foram observadas alteragbes de adipdcitos

e retracdo das fibras colagenas ap6s o uso do ultrassom com frequéncias de 2 e
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3MHz e uma poténcia maxima de 3 W/cm? (FERRARO et al., 2008). Isso é
condizente com a presenca de espacos vazios, rupturas e diminuicdo dos espacos
extracelulares decorrentes da formacdo de bolhas de ar pela emisséo ultrassénica

em intervalos similares de poténcia (TER HAAR, 2012).

O ultrassom também desencadeia efeitos lipoliticos no tecido adiposo por meio
do aumento da secrecdo de norepinefrina pelas terminacdes nervosas simpaticas da
regido do corpo irradiada, gerando reducéo de volume corporal local (MIWA et al.,
2002) e liberagéo de acidos graxos (MIWA et al., 2002; KOGURE et al., 2005).

Resultados controversos sdo apresentados em relacéo aos efeitos lipoliticos do
ultrassom sobre o perfil bioquimico e metabdlico. Moreno-Moraga e colaboradores
(2007) verificaram que o uso do ultrassom gerou a reducdo da espessura da gordura
subcutanea, sem alterar a deposicdo de gordura no figado e os valores do colesterol
total, mas com aumento dos triglicerideos plasmaticos em adultos saudaveis.
Goncalves e colaboradores (2009a) observaram que a utilizacdo do ultrassom
promoveu alteracdo do perfil bioquimico, diminuicdo na sensibilidade a insulina,
reducdo da ingestdo alimentar, do peso corporal e dos depésitos de gordura
retroperitoneal e inguinal em ratos saudaveis. Jewell, Desilets e Smoller (2011) ndo
observaram alteragBes nos niveis das enzimas hepéticas, acidos graxos livres ou
colesterol em porcos apos terapia ultrassénica focada de alta poténcia. Da mesma
forma, ndo foram encontradas mudancas no perfil lipidico, marcadores inflamatorios,
renais ou de funcdo hepatica apds o uso de ultrassom focado no abdome e flancos
de individuos adultos saudaveis (JEWELL et al., 2012)

O uso do ultrassom também foi associado com aumento na concentracéo
plasmatica da proteina C reativa, enzima lactato desidrogenase (LDH) e
desenvolvimento de hiperglicemia aguda em ratos Wistar saudaveis (GONCALVES
et al., 2009b). Como visualizado em TASC de humanos saudaveis, a resposta
inflamatéria promovida pelo ultrassom pode ser decorrente da lesdo dos adipdcitos,
gue induz a liberacdo de sinais quimiotaticos com posterior atracdo de macrofagos,

linfécitos, leucocitos polimorfonucleares para a area tratada (SHALOM et al., 2013).

Em um estudo comparativo da expressao génica de citocinas apds puncao de
tecido de Ulceras varicosas tratadas por 4 meses com sessfes semanais de terapia

ultrassonica de baixa poténcia, verificou-se a diminuicdo do TNF-a, IL-1, IL-6, IL-8,
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IL-11 e aumento de IL-10 (ESCANDON et al., 2012), assim como em estudo clinico
prospectivo com 3 sessfes semanais de ultrassom por 5 semanas em Ulceras
diabéticas (YAO et al, 2014). Analises da expressdo génica de TNF-a,
imediatamente, apds a aplicacéo de ultrassom a 30mW/cm? durante 3 minutos por 6
dias em tecido adiposo abdominal humano in vitro, demonstraram valores menores
do que no grupo controle (PARK et al., 2010). Entretanto, em poténcias de 0,1 a
0,4W/cm? por 5 minutos, a terapia ultrassdnica aplicada em fibroblastos e

osteoblastos in vitro, ndo alterou os niveis plasmaticos de TNF-a e IL-6, mas

aumentou ligeiramente os niveis de IL-1 (DOAN et al., 1999).

Também em baixas poténcias, 1W/cm?, a terapia ultrassénica com frequéncia
de 1MHz aumentou a expressao génica de enzimas desacopladoras da mitocondria
do tipo 2 (UCP2) e tipo 3 (UCP3) no musculo gastrocnémio por mecanismos
diferentes dos ocasionados pelo treinamento fisico (KOGURE et al., 2005). Esses
resultados sobre o musculo na regido estimulada pelo ultrassom podem ser
decorrentes dos postulados da Lei de Grotthus-Draper, os quais afirmam que a
energia sonora é pouco absorvida em tecidos pobres em &gua. Assim, um
percentual consideravel da onda atravessa o tecido adiposo e é absorvida pelo
musculo, desencadeando efeitos nessa regido mais profunda (DRAPER,;
SUNDERLAND, 1993). Neste sentido, € possivel inferir que o ultrassom, em valores
de frequéncia e poténcias efetivas para o alcance de musculos esqueléticos e
tecidos adiposos, poderia converter a energia potencial armazenada no acido graxo
em adenosina trifosfato (ATP), e assim contribuir para a reducdo da gordura

corporal.

A terapia ultrass6nica também pode ser utilizada, associadamente, com outras
técnicas de terapia fisica com a obtencdo de resultados satisfatérios em humanos
(CHANG et al.,, 2014; EL-HAMED; EL-GENDY; RAHMAN, 2014; FRIEDMANN,
2015). Entretanto, a associacdo da terapia ultrassénica com o treinamento fisico tem
sido pouco estudada, sendo encontrados dois estudos, apontando apenas os efeitos
sobre o pefil lipidico e espessura do tecido adiposo, em ratos (DALIA et al., 2011) e

humanos treinados fisicamente (MIWA et al., 2002).

A pratica de natacdo de 30 minutos, 5 dias por semana durante trés semanas
por ratos Wistar diabéticos, independente de terem sido tratados com a terapia

ultrassénica a 0,2W/cm?, reduziu a glicose plasmatica e os triglicerideos no musculo
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s6leo quando comparados aos ratos sedentarios tratados ou nao tratados com
ultrassom (DALIA et al., 2011). J4 a associacdo de caminhada durante 10 dias com
a terapia ultrassonica de 1MHz, 0,5W/cm? por 10 minutos reduziu a espessura do
tecido adiposo na regido interna da coxa de homens, algo que ndo ocorreu apos a
realizacdo de exercicio fisico isolado (MIWA et al., 2002).

Dessa forma, a caréncia de estudos sobre os efeitos do uso isolado da terapia
ultrassodnica nao focada de alta poténcia ou associada com o treinamento fisico de
endurance de intensidade moderada sobre o perfil lipidico, inflamatério sistémico, do
tecido adiposo e hepatico, assim como lipolitico no tecido adiposo, homeostase da
glicose e insulina apontam a necessidade da investigacdo sobre os efeitos desses

recursos utilizados, isolados ou associados com fins lipoliticos.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

Avaliar as implicacdes da estimulacdo ultrassénica de alta poténcia associada
ou nao ao treinamento fisico de intensidade moderada sobre o perfil metabdlico e

inflamatério sistémico e dos tecidos adiposos e hepatico em ratos Wistar machos.

3.2 Objetivos Especificos

Avaliar os efeitos da estimulacdo ultrassonica de alta poténcia associada ou

nao ao treinamento fisico de intensidade moderada em ratos Wistar machos sobre:

« As medidas corporais e dos tecidos adiposos branco e marrom, glandulas
adrenais, figado e indice de Lee;

« O perfil morfométrico dos tecidos adiposos;

« O perfil bioquimico-metabdlico e hormonal sistémico;

« O metabolismo da glicose e homeostase da insulina;

« O perfil lipolitico e lipogénico dos tecidos adiposos;

« Os niveis plasmaticos de interleucina-6 e proteina C reativa;

« O perfil inflamatério do tecido adiposo e hepético;
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Animais

Foram utilizados 68 ratos Wistar provenientes do Centro de Criacdo de Animais
do Instituto Multidisciplinar em Saude da Universidade Federal da Bahia (UFBA), os
guais foram mantidos no biotério do Instituto Multidisciplinar em Saude/UFBA em
ambiente com controle de luz (12 horas de luz, das 7 as 19h) e temperatura
(23£3°C) e livre acesso a agua e racdo. As recomendacgfes do Instituto Nacional de
Saude para os cuidados e uso de animais de laboratorio foram seguidas e esse
estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Experimentacdo Animal da
Universidade Estadual de Feira de Santana (Parecer 009/2011).

Os animais consumiram a racdo padronizada (Purina®, Sao Paulo, SP)
segundo recomendacdes do Instituto de Nutricdo Americana (AIN 93), descrita por
Reeves; Nielsen; Fahey (1993). Os ratos de oito semanas de idade foram divididos,
aleatoriamente, em dois grupos experimentais por 10 semanas: Treinados
fisicamente e nao treinados fisicamente. Dessa forma, existiram, inicialmente, dois
grupos experimentais, um grupo composto pelos ratos machos treinados e outro,

pelos ratos machos néo treinados.

Nos 10 ultimos dias do periodo de treinamento fisico, cada grupo descrito
acima foi subdividido, aleatoriamente, em dois novos subgrupos de acordo com o
protocolo de estimulacdo ultrassénica. Assim, houve quatro grupos experimentais,

como disposto a seguir:

. Ratos nao treinados e sem ultrassom (NS) (n=10);
. Ratos treinados e sem ultrassom (TS) (n=8);

. Ratos nao treinados e com ultrassom (NU) (n=10);
. Ratos treinados e com ultrassom (TU) (n=8);

Nos demais momentos em que ndo eram realizados o treinamento fisico ou

estimulacdo ultrassoénica, os animais foram acomodados em caixas de polipropileno
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com, no maximo, cinco animais em cada uma delas de acordo com o tipo de

treinamento e estimulacao ultrassdnica recebida ou néo.

4.2 Procedimento experimental

4.2.1 Ambientacdo a corrida em esteira

Sessenta e oito animais com oito semanas de idade, apds a permanéncia por 7
dias (Figura 3 - dias 1 a 7 do experimento) no Biotério do Instituto Multidisciplinar em
Saude-UFBA, foram colocados em baias individuais na esteira elétrica motorizada
AVS projetos® (Figura 4) durante cinco dias consecutivos (Figura 3 - dias 8 a 12 do
experimento). Nesse periodo, a esteira permaneceu desligada por 5 minutos e

inclinada a 15 graus.

4.2.2 Aclimatacéo dos animais e selecéo dos corredores

Os animais foram colocados, em baias individuais da esteira motorizada
elétrica, para correr durante 5 dias consecutivos (Figura 3 - dias 13 a 17 do
experimento) com a esteira ligada e a velocidade aumentada, em um metro/minuto a
cada seis segundos, até atingir 10m/min. Nesta velocidade, os animais correram por
5 minutos, em inclinacdo de 15° (DE QUEIROZ et al., 2014) conforme ilustrado na

figura 4.
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68 Ratos

Dias1a7 — Ambientacdo e permanéncia no Biotério

Dias8a 12 — Ambientagcdo na esteira desligada

Dias13a 17 — Aclimatacdo na esteira a 15°, 10m/*

Dia 18 — Repouso

Célculo do Trabalho (média (}¥T;5=
Dias19a 23 - mv.tsen15°®)), 1° teste de exaustdo,
Vi=10m/" + 1m//3’ por 3 dias alternados

Dia 24 — Repouso

K/v 28 Ratos inaptos
(Projeto piloto)

40 Ratos aptos
(Estudo experimental)

: Treinamento fisico, 4 semanas, 60% do
Dias25a 53 Tt

Dias 54 a 58 — Calculo do Trabalho, 2° teste de exaustdo

Dia 59 — Repouso
: Treinamento fisico 4 semanas, 60% do
Dias60 a 88 b
Dia 89 — Repouso
Dias90a 94 — Calculo do Trabalho, 3° teste de exaustéo

Dias85a 94 — Terapia ultrassonica (10 dias finais)

Dia 95 - Teste de tolerancia a glicose

Dia 96 ~ Eutanasia

<

“

Figura 3 - Procedimentos experimentais realizados nos 68 ratos Wistar.
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Figura 4 — Foto ilustrativa do periodo de selecdo dos ratos aptos para a atividade fisica em esteira
motorizada elétrica AVS Projetos®. Foram considerados como ratos inaptos, 0s animais que se
mantiveram estaticos na regiao posterior da esteira por 10 segundos em qualquer um dos trés dias do
primeiro teste de exaustdo, conforme visualizado com o rato da segunda baia da direita para a
esquerda.

Apés este periodo de aclimatacdo e selecdo, os animais aptos para realizar o
esforco, foram distribuidos nos grupos dos animais que praticariam a atividade fisica
ou se tornariam sedentarios. Foram considerados como ratos inaptos, 0os 28 animais
gue se mantiveram estaticos na regido posterior da esteira por 10 segundos em
gualquer um dos trés dias do primeiro teste de exaustao (DE QUEIROZ et al., 2014).
Os ratos inaptos foram excluidos do experimento de treinamento fisico e destinados
ao estudo piloto de determinacdo da poténcia média da aplicagdo do ultrassom que

foi utilizada, posteriormente, nos ratos submetidos ao treino fisico em esteira.

Durante o experimento de treinamento fisico e/ou terapia ultrassénica, 2 ratos
morreram por diferentes motivos, 1 foi excluido por apresentar lesées na pele e
outro por se tornar inapto no decorrer do experimento. Assim, 0 experimento constou
com uma amostra final de 10 animais aptos pertencentes ao grupo NS, 10 animais
aptos no grupo NU, 8 animais aptos no grupo TS e 8 ratos aptos no grupo TU, além
de 7 animais inaptos em cada um dos grupos do projeto piloto para determinagéo da

poténcia média ultrassonica.
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4.2.3 Teste de exaustdo e avaliagcdo do desempenho fisico

Apoés 2 dias do fim do periodo de aclimatacdo, os 40 animais aptos foram
submetidos a avaliacao individual do desempenho fisico, primeiro teste de exaustao
(Figura 3 - dias 19 a 23 do experimento). Esta avaliacdo consistiu em trés sessdes
de corrida em dias alternados. Os animais foram expostos, em cada uma das
sessfes, ao aparato da esteira elétrica desligada por cinco minutos. A seguir, a
esteira foi ligada e a velocidade, gradativamente, aumentada até alcancar dez
metros por minuto. A partir deste momento, a cada trés minutos, a velocidade foi
elevada em um metro por minuto até a fadiga do animal (MONJO; PUJOL; ROCA,
2005).

Foi considerado como fatigado, o animal que permaneceu imoével sobre a
esteira elétrica por dez segundos consecutivos ou por trés periodos de dois
segundos ao longo de um minuto. Nestas situacdes, o animal foi retirado da esteira,
sendo registrados o tempo de corrida e a velocidade alcancada em cada uma das
trés sessdes de avaliacdo (WANNER et al., 2011).

Para o calculo do trabalho realizado durante cada dia do teste de exaustdo foi

utilizada a férmula:

W = m.t.v.senl5®

Em que: W = trabalho em Joule, m= massa corporal no dia da sessao de
avaliacdo, em Kg, t= tempo em minutos, v= velocidade em m/min, sen15° = seno de
15° referente a inclinacdo da esteira (BROOKS; WHITE, 1978), sendo o trabalho
realizado no primeiro, segundo e terceiro dia de teste representado,
respectivamente, por Wi, W2 e W3 (BROOKS; WHITE, 1978; DE QUEIROZ et al.,
2014).
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Esse teste de exaustdo e avaliacdo do desempenho fisico foi realizado também
apos 4 semanas, segundo teste de exaustdo (Figura 3 - dias 54 a 58 do
experimento) e 8 semanas de treinamento fisico em esteira, terceiro teste de
exaustdo (Figura 3 - dias 90 a 94 do experimento), a fim de verificar mudangas da
performance fisica dos animais (DE QUEIROZ et al., 2012).

4.2.4 Treinamento fisico na esteira

Apbs 2 dias do teste de exaustdo (primeiro e segundo teste de exaustdo), foi
iniciado o primeiro periodo de treinamento fisico (Figura 3 - dias 25 a 53 do
experimento) na esteira motorizada. O protocolo de treinamento para ambos 0s
grupos — treinado e ndo treinado consistiu na realizacdo de exercicio por 8 semanas
em dias alternados na esteira, respectivamente, ligada e desligada. O protocolo de
treinamento fisico de intensidade moderada utilizado foi baseado no tempo
necessario para alcancar um valor correspondente a 60% do trabalho no dia de
melhor desempenho do animal durante o primeiro teste de exaustdo (NUNES-SILVA
et al., 2014).

Nesse protocolo, o treinamento fisico nos grupos treinados foi realizado com a
esteira inclinada em 15 graus e com uma velocidade inicial de 10m/minuto, porém
essa velocidade foi aumentada em 1m/minuto a cada 3 minutos, de forma
semelhante ao aumento de velocidade descrito no teste de exaustdo (Adaptado de
KOCH et al.,, 2005). Ap6s 4 semanas de treinamento fisico na esteira elétrica
motorizada, foi calculado novamente o valor correspondente a 60% do trabalho no
dia de melhor desempenho do animal durante o segundo teste de exaustédo, para
gue esse fosse usado como tempo alvo de treino das 4 semanas seguintes (Figura 3
- dias 60 a 88 do experimento) (DE QUEIROZ et al., 2012).

O treinamento fisico ocorreu durante o periodo da manhd e os animais que
apresentaram lesdes na pele ou que se tornaram inaptos no decorrer do

experimento foram excluidos dos grupos experimentais.
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4.2.5 Estudo piloto para a determinacéo da poténcia média a ser utilizada na

terapia ultrassénica

Apé6s a selecao dos ratos aptos, 1 dia apos o ultimo dia do primeiro teste de
exaustéo, os 28 ratos machos inaptos, sete animais por grupo experimental, foram
tricotomizados digitalmente na area (aproximadamente 10cm?) a ser tratada com a
terapia ultrassénica, considerando-se certa homogeneidade do depdsito de gordura
corporal humana. Foi estabelecida a area da regido abdominal, lateralmente, entre a
Ultima costela e a crista iliaca superior e, ventralmente, entre o processo xiféide do
esterno e a regido inguinal para o tratamento com a terapia ultrassénica, conforme

visualizacdo da regido tricotomizada no animal da Figura 5.

Figura 5 — Foto ilustrativa da aplicagdo da terapia ultrassonica.

A aplicacdo do ultrassom foi realizada mediante ao acoplamento do cabecote
ultrassénico no couro do animal com gel a base de agua para facilitar a passagem
das ondas, conforme Figura 5. O gel foi aquecido a 40°C previamente a aplicacéo

para que ficasse proximo a temperatura corporal e, consequentemente, mais

agradavel para o rato.

Um dia apoés a tricotomia, foi iniciado o protocolo de terapia ultrassdnica, sendo
gue durante a aplicacdo, os animais foram posicionados em decubito dorsal, com as

patas dianteiras e traseiras, contidas manualmente, para evitar movimentos, e
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consequentemente, minimizar a reflexdo do ultrassom, enquanto outra pessoa

realizava a aplicacdo ultrassonica.

Os 28 ratos classificados como inaptos foram divididos, aleatoriamente, em
quatro grupos no Experimento piloto, submetidos a terapia ultrassonica de 1W/cm?
(Grupo US1), 2W/cm? (Grupo US2) e 3W/cm? (Grupo US3) e a terapia ultrassonica

controle (Grupo UC) com o ultrassom desligado.

Os demais parametros da estimulacdo ultrassénica foram invariaveis entre os
grupos, a saber: frequéncia moduladora de 100Hz; pulsado a 50%; regime de pulso
de 5ms on: 5 ms off; frequéncia portadora de 3MHz; tempo estimado em 20 minutos,
correspondente a area da aplicacao dividida pela area de radiacéo efetiva (ERA) do
cabecote (Haar, 2009). As areas de aplicacdo foram delimitadas por um tempo
maximo de 10 minutos por area de aplicacdo, a fim de evitar dispersdo da energia
ultrassonica. No grupo controle, o ultrassom foi aplicado desligado durante igual

periodo de tempo.

Nesse estudo piloto foram realizadas 10 aplicacdes ultrassénicas em dias
consecutivos. O cabecote de aplicacdo foi mantido em posicao perpendicular a pele
do animal e movido bilateral e sistematicamente de baixo para cima durante toda a
aplicacao, para evitar a formacao de ondas estacionarias. Para tanto, foi utilizado
equipamento gerador de ultrassom disponivel comercialmente — Sonacel Expert
3MHZ (Bioset®) com o cabecote adaptado a 0,5cm?2 (Figura 6) e com producdo de
ciclos continuos e pulsados. Antes do inicio do experimento, o transdutor
ultrassonico foi calibrado em balanca de precisdo numa empresa de assisténcia
técnica da fabricante. Antes de cada aplicacdo do ultrassom em todo o estudo piloto
foi realizado um teste diario de emissao ultrassonica (teste da névoa) em que foi

colocada agua sobe o cabecote de aplicacdo para observar a formacao de bolhas.

A poténcia média ultrassonica de 3W/cm? foi a mais eficiente para a lipélise no
estudo piloto, por andlise indireta baseada na reducdo da massa corporal e dos
depdsitos de tecido adiposo, principalmente o TASC e, portanto, foi a utilizada para

a aplicacao da terapia ultrassdnica nos ratos aptos.
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Figura 6 — Foto ilustrativa do cabecote do aparelho de ultrassom Sonacel Expert 3MHz reduzido a
0,5cm?.

4.2.6 Estudo experimental de estimulagéo ultrassénica

Nos ultimos dez dias de realizacdo do treinamento fisico em esteira, foi iniciada
a terapia por estimulacdo ultrassénica (Figura 3 - dias 85 a 94 do experimento).
Nessa etapa, 0s animais aptos que realizaram o treinamento fisico em esteira
elétrica motorizada foram divididos em dois subgrupos experimentais: animais sob
estimulacdo ultrassénica (grupo TU) e sem estimulag&o ultrassdnica — aplicacdo com
o aparelho desligado (grupo TS), enquanto que 0s ratos que permaneceram
sedentarios durante o0 experimento foram subdivididos em dois grupos
experimentais: ratos sob estimulag&o ultrassonica (grupo NU) e sem estimulagao

ultrassonica (grupo NS).

Para tanto, foram utilizados os mesmos parametros, tempo de aplicacao,
namero de sessdes, procedimentos de acoplamento e técnica de tricotomia,
descritos anteriormente para o estudo piloto de determinagédo da poténcia média na
terapia ultrassoénica e utilizando a poténcia média de 3W/cm? que foi a determinada
no estudo piloto como a poténcia mais eficiente para a reducdo da massa corporal e

dos depdsitos de tecido adiposo.

A figura 7 apresenta a distribuicdo dos animais de acordo com o0s

procedimentos experimentais do estudo.
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Terapia ultrassOnica de 1W/cm? (US1), n=7

Estudo piloto Terapia ultrass6nica de 2W/cm? (US2), n=7

28 inaptos Terapia ultrassonica de 3W/cm? (US3), n=7
Terapia ultrassdnica controle (UC), n=7

< Sem ultrassom (NS), n=10

N&o treinado
Com ultrassom (NU), n=10

Estudo experimental

40 aptos Sem ultrassom (TS), n=8
Treinado

Com ultrassom (TU), n=8

-~

Figura 7 - Distribuicdo dos animais conforme os procedimentos experimentais. A poténcia média do
ultrassom empregada nos grupos NU e TU foi de 3w/cm?.

4.3 Mensuracao da pressao arterial sistdlica

As medidas da pressao arterial sistélica foram realizadas pelo método de
pletismografia de cauda utilizando-se o medidor Panlab®, conforme Figura 8. Essas
mensuragdes ocorreram apenas no projeto piloto de determinagdo da poténcia

média ultrassoénica.

Figura 8 — Foto ilustrativa da mensuracéo da pressao arterial por pletismografia de cauda.
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4.4 Composicédo corporal e indice de obesidade

A massa corporal e o comprimento nasoanal (NA) dos ratos foram mensurados
no inicio e fim do treinamento fisico em esteira, respectivamente, por meio de uma
balanca digital semi-analitica BL-3200H da marca Shimadzu® e fita métrica. Para a
mensuragdo do NA, os ratos foram contidos manualmente. Em seguida, foi
calculado o indice de obesidade para roedores (Lee Index) por meio da equacao
(BERNARDIS; PATTERSON, 1968):

Em que: 3VM= raiz clbica (3V) da massa corporal (gramas), NA= comprimento

nasoanal (centimetros).

4.5 Teste de toleréancia a glicose

Para estimativa da captacdo sistémica da glicose, o teste de tolerancia a
glicose foi realizado vinte e quatro horas ap0s a ultima sesséo de treinamento fisico
e terapia ultrassoénica (Figura 3 — dia 95 do experimento). Os animais permaneceram
12 horas em privacdo alimentar, apds os quais receberam uma administracdo de
sobrecarga de solugdo de glicose a 5% (1g/Kg de peso corporal) por via
intraperitoneal. A glicemia foi dosada em uma gota de sangue coletada da cauda,
em glicosimetro Accu-chek active da marca Roche®. As mensuracdes da glicose
plasmatica ocorreram imediatamente antes da administragcdo de sobrecarga de
solucao de glicose e 15, 30, 60 e 90 minutos apds, possibilitando o tracado da curva

glicémica (ISHIDA et al., 1996). Para a interpretacdo desse parametro, foi feito o
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célculo da area sob a curva pelo método trapezoidal conforme demonstrado por
Matthews et al. (1990).

4.6 Eutanasia dos animais

Dois dias apds o fim do experimento de treinamento fisico e/ou terapia por
estimulacéo ultrassonica (Figura 3 - dia 96 do experimento), os ratos, em privagao
alimentar de 12 horas, foram eutanasiados por decapitacdo sem anestesia prévia. O
TAME, TAR, TAE, TASC e TAMAR, assim como o figado e as glandulas adrenais
foram removidos e as massas mensuradas. A massa do TAV foi estimada como o
somatério das massas do TAME, TAR e TAE e a massa do TAB como o0 somatorio
das massas do TAME, TAR, TAE e TASC. A eutanasia dos animais de cada grupo
experimental ocorreu em um Unico dia, sendo seguida a ordem de aplicacdo da

ultima sessao de terapia ultrassdnica nos animais.

A lipectomia bilateral foi realizada mediante incisdo longitudinal de +6cm na
pele abdominal, tendo como referéncia a linha alba. Em sequéncia, os depdésitos

adiposos, glandulas adrenais e figado foram extraidos.

Aliguotas do figado e dos tecidos adiposos brancos foram acondicionados em
tubos plasticos contendo trizol e imediatamente, armazenados em freezer -70°C,
para posteriores analises de expressao génica. Outra aliquota dos tecidos adiposos
e figado foi fixada imediatamente em solucédo de metacarn (60% de metanol, 30% de
cloroférmio e 10% de acido acético glacial) para avaliacdo histologica e de imuno-
histoquimica. Uma terceira aliquota de TAB foi utilizada para a realizacdo do

procedimento de gravitometria.

O sangue do tronco foi coletado em tubos resfriados e heparinizados contendo
inibidores de proteases (acido etilenodiamino tetra-acético - EDTA a 10° mol/L,
adquiridos na Sigma Chemical Co. St. Louis, MO, USA) ou em tubo seco para
obtencéo de soro. Apds a centrifugacdo (3000 rpm a 4°C por 20 minutos), o plasma
e o soro foram separados e armazenados em freezer -70°C até a realizacao de
dosagens de HDL-c, LDL-c, triglicerideos, glicose, acidos graxos livres, insulina,
estrégeno, testosterona, cortisol, leptina e IL-6.
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Nos ratos do teste piloto somente foi coletado o sangue do tronco para a
dosagem de HDL-c, LDL-c, triglicerideos, proteina C reativa, glicose, insulina e
acidos graxos livres e os tecidos adiposos para analises morfométricas com

hematoxilina e eosina.

4.7 Perfil bioquimico-metabdlico e hormonal

4.7.1 Dosagem dos acidos graxos

A dosagem dos acidos graxos livres no plasma foi realizada por meio de Kit
comercial enzimatico colorimétrico NEFA-HR (2) da Randox®. A reacdo de
guimioluminescéncia resultante foi medida como unidades de luz relativas (RLU) que
foram detectadas pelo analisador de imunoensaio Architect i1000SR da Abbott

Diagnostics®. Os resultados foram expressos em mmol/L.

4.7.2 Dosagem da glicose

Para a dosagem da glicose, o soro obtido durante a eutanasia dos animais foi
analisado por meio de Kit comercial enzimatico colorimétrico Bioclin®. A leitura da

absorbéancia foi realizada em 505nm. Os resultados foram expressos em mg/dL.

4.7.3 Dosagem do HDL-c

Para a dosagem do HDL-c, o soro obtido durante a eutanasia dos animais foi
analisado por meio de Kit comercial enzimatico colorimétrico Bioclin®. A leitura da

absorbancia foi realizada a 550nm. Os resultados foram expressos em mg/dL.
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4.7.4 Dosagem do LDL-c

Para a dosagem do LDL-c, o plasma obtido na eutanasia dos animais foi
analisado por meio de Kit comercial enzimatico colorimétrico Bioclin®. A absorbancia

foi medida em 600nm. Os resultados foram expressos em mg/dL.

4.7.5 Dosagem dos triglicerideos

Para a dosagem dos triglicerideos, o plasma obtido na eutanasia dos animais
foi analisado por meio de Kit comercial enzimatico colorimétrico Bioclin®. A leitura

da absorbancia foi realizada a 500 nm. Os resultados foram expressos em mg/dL.

4.7.7 Dosagem da insulina e leptina

As dosagens de insulina e leptina plasmatica foram realizadas no Instituto de
Ciéncias Biolégicas da Universidade Federal de Minas Gerais, por meio da técnica
de radioimunoensaio utilizando o método de duplo anticorpo, respectivamente, por
meio de Kits comerciais SRI-13K e RL-83K da Millipore®, St. Charles, Missouri —
USA. As concentracOes de insulina e leptina foram dadas em ng/mL por meio da
construcdo de curva de calibragdo com os reagentes calibradores proprios de cada
kit, sendo que os precipitados formados na reagdo foram decantados e a
radioatividade dos imunocomplexos presentes nos pellets determinada por contador
gama (LKB) (MA et al., 1996).

4.7.8 Determinacdo do HOMA-IR e capacidade funcional das células B

pancreaticas
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Apés a terapia ultrassoénica, a resisténcia a insulina foi estimada por meio do
célculo do modelo de avaliagcdo homeostatica de resisténcia insulinica (HOMA-IR), a
partir da concentracdo da insulina plasmética de jejum (uUIl/mL) e da concentragédo
da glicose de jejum (mmol/L) dos animais (MATTHEWS et al., 1985), conforme a

férmula descrita a seguir:

HOMA—IRzM
22,5

Onde, | € a concentracdo plasmatica de insulina basal (jejum) (uUI/mL) e G, a
concentracdo plasmatica de glicose basal (jejum) (mmol/L). Para a conversao da

glicose de mg/dL para mmol/L, multiplicou-se o valor em mg/dL por 0,0555.

A determinacdo da capacidade funcional das células beta foi determinada pela
formula (MATTHEWS et al., 1985):

[20x1]

HOMA- 3 = ~35

Onde: HOMA-B= Iindice de capacidade funcional das células beta, |=

insulinemia de jejum [mmol/L] e G= glicemia de jejum [mmol/L].

Para a avaliacdo da resisténcia insulinica, foi calculado o Quantitative Insulin
Sensitivity Check Index (QUICKI), determinado por (KATZ et al., 2000):

QUICKI = Logl + LogG

Em que: Logl= Log insulina [uUI/mL] e LogG= Log glicemia [mg/dL].



59

Para o calculo do QUICKI revisado (QUICKI-R), utilizou-se a seguinte férmula
(PERSEGHIN et al., 2001):

1
Logl + LogG + LogAGL

QUICKI-R =

Onde: Logl= log [insulina (uUI/mL)], LogG= log[glicose (mg/dL)], LogAGL=
log[AGL (mmol/L)].

4.7.9 Dosagem de estradiol, testosterona e cortisol

Para a dosagem do estradiol, testosterona e cortisol no soro foi utilizado o
método de quimioluminescéncia (imunoensaio), respectivamente, com os kits de
dosagem Architect (Ref: 7K72), (Ref: 2P13) e (Ref: 8D15). As reagOes de
guimioluminescéncia resultantes foram medidas como unidades de luz relativas
(RLU) e detectadas pelo analisador de imunoensaio Architect i1000SR da Abbott
Diagnostics® no Laboratério Central de Vitoria da Conquista-BA. Os resultados das
dosagens de estradiol, testosterona e cortisol foram expressos, respectivamente, em
pg/mL, ng/dL e pg/dL.

4.8 Perfil inflamat6rio sistémico

4.8.1 Dosagem de IL-6

Para a dosagem de IL-6 plasmatico foi utilizado o kit comercial de ensaio
imunoenzimatico (ELISA) (Abcam®) (Ref: KRC0061) tipo sanduiche em fase solida

especifico para estas citocinas de ratos e o procedimento foi realizado conforme as
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orientacdes do fabricante. A técnica consistiu na utilizacdo de uma placa de 96
pocos sensibilizados com os anticorpos monoclonais anti-IL-6, especificos para
ratos, sendo a leitura da reacdo de ELISA realizada em equipamento proprio a

450nm e os resultados expressos em pg/mL.

4.8.2 Dosagem de Proteina C reativa

Para dosagem da proteina C reativa no soro foi utilizado o kit PCR ultrasensible
da Wiener Lab®, caracterizado por uma reag¢do imunoturbidimétrica baseada na
turbidez resultante da reacdo entre a proteina C reativa com particulas de latex
aderidas a anticorpos para a proteina C reativa, sendo a concentragdo proporcional
a turbidez gerada. A quantificacéo foi feita pelo método de quimioluminescéncia no
aparelho CM 250 da Wiener Lab®.

4.9 Reacéo em cadeia polimerase (PCR)

4.9.1 Extracao de RNAm

O RNA do tecido adiposo dos depésitos subcutaneo abdominal, mesentérico,
retroperitoneal, epididimal e figado dos animais foi isolado de acordo com o método
de thiocionato-fenol-cloroformio (CHOMCZYNSKI; SACCHI, 1987). Apés a eutanasia
dos animais, os tecidos foram rapidamente removidos, armazenados em tubos
plasticos estéreis contendo solucdo de fenol e isotiocianato de guanidina (Trizol®),

1mL/100mg de tecido e armazenados a -70°C.

No dia da extracdo, aproximadamente 100mg das amostras dos tecidos foram
trituradas por um homogeneizador elétrico e o precipitado de RNA resultante foi
ressuspendido em agua tratada com dietilpirocarbonato (DEPC). Em seguida, a

concentracdo e a pureza do RNA foram determinadas pela leitura da densidade
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Optica com o auxilio do Nanodrop®. As leituras foram realizadas em 260nm e a

pureza averiguada com o calculo das razées 260/280nm, 260/230nm.

Apos a extragdo, 1ug de RNA dos tecidos foi submetido a transcricdo reversa

para posterior realizacdo da PCR como sera descrito posteriormente.

4.9.2 Sintese do DNA complementar (cDNA) - Transcri¢cdo reversa

A obtencao do cDNA foi feita através de uma retro-transcricdo (RT) a partir do
RNAm, utilizando-se oligonucleotideos complementares a cauda poli-A do RNAm,
oligo-dT(15) primer, agua tratada com DEPC. Em seguida, os tubos foram aquecidos
em termociclador por 5 minutos a 70°C para desnaturacéo do RNA e oligo-dT primer
e depois, a reacdo foi interrompida por incubacdo em gelo. Logo apéds, foram
adicionados aos tubos, tampao Impro Il 5x buffer, MgClz, dNTP (0,5mM), RNAse out
recombinante, enzima transcriptase reversa Impro lll, 4gua tratada com DEPC. A

solucéo foi entdo mantida a 40°C por 60 minutos para a sintese de c-DNA.

Apés agitar o volume resultante, os ependorfs foram colocados no
termociclador a 25°C por 5 minutos, 42 graus por 1 hora, seguido por congelamento

para inativar a transcriptase reversa.

4.9.3 Amplificagcdo do cDNA

Apos a sintese do cDNA foi realizada a PCR para amplificagéo do c-DNA para
HSL, lipoproteina lipase (LPL), ATGL, IL-6, TNF-a, PKA, receptor Bsz-adrenérgico, -
actina, gliceraldeideo-3-fosfato-desidrogenase (GAPDH) com pares de primers
baseados em sequencias previamente publicadas. A B-actina foi amplificada como
controle interno de cada PCR do figado, enquanto o gene GAPDH foi amplificado
como controle interno de cada PCR dos tecidos adiposos. Todos os primers foram

testados em relacdo a sua amplificacdo em regides codificadoras (CDS) ou regides
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nao tradutoras (3-UTR ou 5-UTR). As sequencias de primers e condi¢cdes de

amplificacdo de cada gene sdo descritas na Tabela 1.

A PCR foi realizada adicionando 24pl de solugcdo MIX PCR a 1ul da solucéo
contendo cDNA. Esse tampéao foi formado por buffer 1X, MgClz, Mix DNTP, primer
forward, primer reverse, Tag polimerase, agua DEPC (AL-BADER, 2006). Como
controle negativo foi utilizada agua no lugar do cDNA no processo de PCR. Os
produtos da reacao foram analisados por eletroforese em gel de agarose a 1%. O
gel foi revelado com brometo de etidio (0,6pg/ml), visualizado em luz ultravioleta e
posteriormente digitalizado. As bandas foram quantificadas através do programa

Image J e os resultados foram representados por trés PCR para cada amostra.
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Tabela 1 - Sequéncias de primers e condi¢fes de amplificacdo dos genes utilizados na biologia molecular

Nome do gene

Sequéncia (5-3") senso e antisenso

Condicdes de amplificacao

HSL (610bp)

TGCATCACGGTGTCCCTTCGG
TCAGCCTCTTCCTGGGAATTC

95°C por 1 minuto, 55°C por 1 minuto, 72°C por 6 minutos
durante 36 ciclos (KRISTENSEN et al., 1998).

LPL (276bp)

GAGATTTCTCTGTATGGCACA
CTGCAGATGAGAAACTTTCTC

95°C por 3 minutos seguidos por 32 ciclos a 95 graus por 18
segundos, 62 graus por 20 segundos, 72 graus por 40 segundos
e 72 graus por 7 minutos (HUEY et al., 1998).

ATGL (148bp)

TAGCATCTGCCAGTATCTGGTGAT
AGGCCACATTGGTGCAGAAGAGA

95°C por 10 minutos e 40 ciclos de 95°C por 15 segundos, 65°C
por 15 segundos, e 72°C por 1 minuto (MELLO et al., 2008).

IL-6 (302bp)

CTGGTCTTCTGGAGTTCCGTTTC
CATAGCACACTAGGTTTGCCGAG

94°C por 4 minutos, seguido por 30 ciclos de 94°C por 45
segundos, 55°C por 45 segundos e 72°C por 45 segundos e logo
depois, 72°C por 10 minutos (PARK; LIM; KIM, 2009).

TNF-a (250bp) TTGCTTCTTCCCTGTTCC 94°C por 5 minutos, seguidos por 30 ciclos por 94°C por 1
CTGGGCAGCGTTTATTCT minuto, 60°C por 1 minuto, 72 °C por 45 segundos e uma

extenséo final de 72°C por 1 minuto (LIU et al., 2009).
Bs-adrenérgico ATGGCTCCGTGGCCTCAC e 5 minutos a 94°C e 25 ciclos de 94°C por 30 segundos, 60°C por

(308bp)

CCCAACGGCCAGTGGCCAGTCAGCG

1 minuto e 72°C por 1 minuto. Logo apds, uma extenséo final a
72°C por 5 minutos (HADRI et al., 1997).

PKA (369bp)

CCAAGAGAGTCAAGGGCAGGAC
CAACCTTTCTCGGTAAATCGC

2 minutos a 94°C, seguidas por 32 ciclos de 30 segundos cada a
94°C, 55°C e 72°C (FERREIRA et al., 2004).

B-actina (236bp)

GAGACCTTCAACACCCC

94°C por 5 minutos, seguido por 25 ciclos de 94°C por 30
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GTGGTGGTGAAGCTGTAGCC segundos, 60°C por 1 minuto, mais 72°C por 1 minuto e em
seguida 72°C por 5 minutos (LIU et al., 2009)
GAPDH (452bp) | ACCACAGTCCATGCCATCAC e | 94°C por 5 minutos, seguido por 30 ciclos de 94°C por 1 minuto;
TCCACCACCCTGTTGTA 62°C por 1 minuto; 72°C por 1 minuto e em seguida 72°C por 1
minuto (BATRA et al., 2007)

HSL= Lipase hormbnio sensivel, LPL= Lipoproteina lipase, ATGL= Lipase de
Proteina quinase do tipo A, GAPDH= Gliceraldeideo-3-fosfato-desidrogenase.

triglicerideos, IL-6= Interleucina-6, TNF-o= Fator de necrose tumoral alfa, PKA=
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4.10 Avaliacéao histolégica do tecido adiposo e do parénquima hepatico

As amostras de tecido hepatico e dos depdsitos de tecido adiposo foram
retiradas apds a eutanasia dos animais e imediatamente fixadas em solucéo
Metacar” preparada com concentracao de 60% de metanol, 30% de cloroférmio e
10% de &cido acético glacial. Os tecidos permaneceram nesta solucédo de fixacdo
por 24 horas, e a seguir foram mantidos em solucéo de alcool 70%.

4.10.1 Avaliacéao histolégica do tecido hepatico

Em cada lamina de tecido hepético, um dos cortes foi selecionado para a
avaliacado histolégica, que consistiu na leitura de 20 campos microscopios em
aumento de 100X (DIXON et al., 2004). Em cada um dos 20 campos analisados
foram contados o numero total de hepatdcitos, o nimero de hepatécitos com

microvesiculas e o numero de hepatécitos com macrovesiculas.

A determinacdo do grau de esteatose foi baseada no escore de Brunt
(KLEINER et al.,, 2005): grau 0: quando <5% dos hepatdcitos apresentam
macrovesiculas; grau 1: quando 5-33% dos hepatdécitos apresentam macrovesiculas;
grau 2: quando 33-66% dos hepatocitos apresentam macrovesiculas; grau 3:

guando >66% dos hepatdcitos apresentam macrovesiculas.

4.10.4 Avaliacao histologica dos tecidos adiposos

Os adipdcitos dos tecidos adiposos corados com hematoxilina e eosina foram
analisados morfometricamente através de fotomicrografias em aumento de 20x
obtidas em microscoépio de luz, equipado com uma camera digital. Em seguida, a
area seccional, o comprimento e a largura foram obtidos através da média aleatéria

das medidas de 50 adipécitos por lamina por meio do programa Imagel®
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(TAHERGORABI, RASHIDI; KHAZAEI, 2013). Posteriormente, calculou-se o indice
de elipticidade dos adipocitos, por meio da razdo entre o comprimento e a largura
dos adipocitos (COSTA et al.,, 2011) e os dados da area de cada célula foram

utilizados para o calculo do volume dos adipécitos (BOURGEOIS et al., 1983).

No tecido adiposo marrom, a area ocupada por inclusbes citoplasmaticas
lipidicas e de tecido adiposo marrom propriamente dito foi estimada mediante a
analise de 5 campos microscopicos em aumento de 20x (BANI; CALOSI; FAGGIOLI,
2014). Para tanto, o programa ImageJ® foi utilizado e as fotomicrografias foram
convertidas em escala de cinza e logo apds, submetidas a uma etapa de
limiarizacdo automatica para que incluisse apenas os vacuolos lipidicos. Apds as
etapas anteriormente descritas, foram mensurados a area ocupada pelo tecido
adiposo marrom no campo microscopico em analise e o percentual da fase marcada

pelas inclusdes lipidicas.

4.10.5 Gravitometria do tecido adiposo

Para a determinacdo do contetdo de gordura nos tecidos adiposos brancos,
aproximadamente 1g de cada tecido foi colocado em banho maria e apds reacéao de
saponificacdo com KOH e hidrolise total dos triglicerideos com o etanol, os acidos
graxos livres da fracdo lipidica resultante foram extraidos e acidificados. O
sobrenadante foi entdo, acrescido de agua destilada, separados com bomba a
vacuo, e a mistura de gordura e éter foi transferida para um recipiente previamente
pesado, e levado a capela de exaustdo até ficar bem seco, quando se procedeu a
pesagem diaria até seu valor tornar-se constante (STANSBIE et al., 1976).

O total de gordura foi, entdo mensurado, calculado e os resultados expressos
em mg/100mg de cada tecido adiposo (STANSBIE et al.,, 1976). Em seguida, a
massa de cada adipécito foi estimada pela razdo entre o volume do adipécito e a
massa estimada de gordura de um adipécito obtida na gravitometria, sendo esses
valores corrigidos pela densidade da trioleina, de acordo com a férmula abaixo, em

gue MG representa a massa estimada de gordura de um adipdcito:
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Massa = (Volume) /0,915
MG

Posteriormente, o numero de adipdcitos foi estimado pela razdo entre a massa
total de cada depdsito de tecido adiposo coletado apds a eutanasia pela média da
massa estimada do adipdcito do referido tecido (TCHOUKALOVA et al., 2010; DING;
SACKMANN-SALA; KOPCHICK, 2013).

4.10.6 Avaliacdo Imuno-histoquimica dos tecidos adiposos e hepatico

Além dos estudos histolégicos, os quatro tipos de tecido adiposo branco
abdominal (TAB) coletados foram submetidos a analise imunoistoquimica. Para
tanto, as seccbes de 4 um de tecido adiposo foram desparafinizadas e incubadas
com anticorpos anti-ED-1 (AbD Serotec®), diluido 1/1000 por 60 minutos em
temperatura ambiente (DIJKSTRA et al., 1985), anticorpo secundario monoclonal
biotinilado (IgG antimouse — Bethyl Laboratories®) diluido 1/200 por 30 minutos em
temperatura ambiente. O produto da reacdo foi detectado pelo complexo avidina-
biotina-peroxidase (Vector Laboratories®) e a cor desenvolvida com 3,3-
diaminobenzidina (Easypath®). A contracoloracdo foi feita com hematoxilina de

Harris por 5 minutos.

Foram analisados de 15 a 20 campos microscépicos dos cortes com aumento
de 40X para a contagem das células marcadas em castanho (macréfagos) e das

estruturas crown-like definidas por Cinti et al. (2005).

Na avaliacdo imuno-histoquimica do tecido hepatico foram realizados os
mesmos procedimentos feitos com os cortes de tecido adiposo, porém a
contracoloragcéo dos cortes foi efetuada mediante banho de hematoxilina de Harris
por 3 minutos. Foram analisados 25 campos microscopicos dos cortes com aumento

de 40X para a contagem das células marcadas (macrofagos) (GADD et al., 2013).
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Em seguida, foi calculada a média do niumero de células marcadas/adipdcito/campo
microscopico de cada corte para comparacdo do numero de macréfagos entre os

grupos experimentais.

4.11. Andlise estatistica

O delineamento experimental utilizado foi o inteiramente casualizado. Os dados
do projeto piloto e dos animais submetidos ao treinamento fisico em esteira e/ou
terapia ultrassénica foram submetidos ao teste de normalidade das variaveis de

Kolmogorov-Smirnov e ao teste de homogeneidade de variancia de Bartlett.

4.11.2 Projeto piloto para a determinacdo da poténcia média da terapia

ultrassdnica

Os dados que apresentaram uma distribuicdo de normalidade das variaveis e
homogeneidade das variancias foram analisados pela Anova de um fator (Anova one
Way) seguido pelo pos-teste de Newman-Keuls. Os dados que ndo se enquadravam
nesses critérios foram analisados por meio do teste de Kruskal-Wallis (K-W) e
guando necessario, as comparacdes do post-hoc foram realizadas pelo teste de
comparag¢des multiplas de Dunn. Os dados foram apresentados como média * erro-

padrdo da média (EPM) e o nivel de significancia estabelecido foi de p<0,05.

4.11.2 Estudo experimental

Os dados que apresentaram uma distribuicdo de normalidade das variaveis e
homogeneidade das variancias foram analisados pela Anova two Way seguido pelo
pés-teste de Bonferroni. Os dados que ndo se enquadravam nesses critérios foram

analisados por meio do teste de Kruskal-Wallis (K-W), e quando necessario, foram
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submetidos ao teste de comparagbes multiplas de Dunn’s. Os dados foram
apresentados como média * erro-padrdo da média (EPM) e o nivel de significancia

estabelecido foi de p<0,05.

Analises de correlagdo de Pearson foram realizadas entre os resultados da
massa corporal e massa dos tecidos adiposos com a morfometria, perfil bioquimico-
metabdlico e hormonal, inflamatério e lipolitico. Como critério para significancia, foi
considerado o p<0,05. Para todas as analises, foi utilizado o programa estatistico
GraphPad Prisma® 5.
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5 RESULTADOS

5.1 Projeto piloto para determinagdo da poténcia média

5.1.1 Massa corporal e indice de Lee

A massa corporal entre 0s grupos experimentais apés 5 e 10 dias de terapia
ultrassoénica nao foi alterada, mas a variacdo da massa corporal apos 10 sessbes
em todos os grupos experimentais (US1, US2 e US3) mudou quando comparados
ao grupo controle. Entretanto, o indice de Lee n&o sofreu alteracéo apds as dez
sessfes de terapia ultrassbnica em nenhum grupo experimental conforme a
tabela 2.

Tabela 2 - Massa corporal e indice de Lee dos grupos experimentais UC, US1, US2 e
US3

Grupos experimentais

ucC US1 uS2 US3 p valor

Massa corporal inicial (g) 318+8 319+14 316+7 318+8 0,9635
Massa corporal- 5 dias (g) 3177 318+12 309+8 313+13 0,4977
Massa corporal final (g) 32549 324+16 313+8 315+12 0,8624
A de massa corporal (g) 10,5+2,0 -2,4+2,9* -2,5+3,3* -0,8+2,1* 0,0065

indice de Lee final (x10%) 302+5,0 300+6,0 294+2,0 293+3,0 0,4228

UC= Terapia ultrassonica controle, US1= Terapia ultrassonica de 1W/cm?, US2= Terapia
ultrassonica de 2W/cm?, US3= Terapia ultrassonica de 3W/cm?. Dados expressos como média *
EPM. Analises paramétricas por Anova one-way, pos teste de Newman Keuls e ndo paramétricas
por Kruskal-Wallis, pos teste de comparac6es mdltiplas de Dunns: p<0,05; *US3, US2, US1 vs
uUC.
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Apesar do numero de sessdes de terapia ultrassonica influenciar a variacao
de massa corporal (p=0,0178), apenas a variavel poténcia ultrassénica (p=0,0193)
foi capaz de impedir o ganho de massa corporal entre 0os animais dos grupos
US1, US2 e US3 em relacdo ao grupo UC (Figura 9).
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Figura 9 - Variacdo da massa corporal em relagdo ao numero de sessbes dos grupos
experimentais UC, US1, US2 e US3. Dados expressos como média + EPM. *US3, US2 e US1 vs
UC ap06s 10 sessbes, Anova two way, teste de Bonferroni (p<0,05). A interagdo entre a poténcia e
0 numero de sessdes de terapia ultrassdnica ndo foi significativa (p= 0,1549) e respondeu por
aproximadamente 9,53% do total da variancia.

5.1.2 Massa de TAME, TAE, TAR e TASC

De forma semelhante, a reducéo da variagcdo de massa corporal nos grupos
experimentais US1, US2 e US3, houve a redugéo da massa do TAV (Figura 10.E)
e epididimal (Figura 10.B) nesses trés grupos, porém apenas nos grupos US2 e
US3 houve a reducdo da massa do tecido adiposo mesentérico (Figura 10.A),
enguanto que nenhuma poténcia utilizada nos grupos experimentais foi suficiente
para alterar a massa do tecido adiposo retroperitoneal (Figura 10.C). Entretanto,
apenas a estimulacdo com poténcia de 3W/cm? resultou em diminuicdo da massa

do TASC em relacdo ao grupo controle (Figura 10.D).
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Figura 10 - Massa (g/100g) de massa corporal de tecido adiposo mesentérico (A), teste K-
W=12,01; p<0,01, epididimal (B), teste F=5,78; p<0,01, retroperitoneal (C), teste F=1,32; p=0,29,
subcutdneo (D), teste F=3,79; p<0,05, visceral total (E), teste F=4,64; p<0,05 dos grupos
experimentais US1, US2 e US3. Dados expressos como média + EPM. *US1 vs UC; *US2 vs UC;
***JS3 vs UC, teste de Comparacao mdltipla de Dunn’s (p<0,05).



5.1.3 Andlise morfométrica dos tecidos adiposos

O volume dos adipécitos dos tecidos adiposos mesentérico (Figura 11.A),
epididimal (Figura 11.B) diminuiu em todos 0s grupos experimentais em relacdo
ao grupo controle. Entretanto, o volume dos adipdcitos do TASC diminuiu apenas
no grupo US3 em relacdo a todos os grupos experimentais (Figura 11.D) e ndo

houve alteracdo do volume dos adipdcitos tecido adiposo retroperitoneal (Figura

11.C).
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Figura 11 - Volume (10°mL) dos adipdcitos do tecido adiposo mesentérico (A), teste de K-W=
15,00; p<0,01, epididimal (B), teste de K-W= 18,78; p<0,001, retroperitoneal (C), teste de K-W=
6,16; p>0,05 e subcutaneo (D), teste de K-W= 26,70; p<0,0001 dos grupos experimentais US1,
US2 e US3. Dados expressos como média + EPM. *US3 vs UC, US1 e US2; *US1 vs UC; *US2

vs UC; **US3 vs UC, teste de Comparac¢ao multipla de Dunn’s (p<0,05).
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5.1.4 Pressédo arterial sistélica

Ndo houve variagbes na pressdo arterial sistdlica em nenhum grupo

experimental apds 5 e 10 dias de estimulacao ultrassénica (Tabela 3).

Tabela 3 - Presséo arterial sistdlica antes e ap6s 10 dias de estimulacao ultrassdnica dos
grupos experimentais UC, US1, US2 e US3.

PAS (mmHgQ) Grupos experimentais

ucC US1 uS2 US3 p valor
Inicial 110+4 107+4 108+5 110+4 0,9654
Final 116+3 111+4 114+4 110+4 0,6893

UC= Terapia ultrassonica controle, US1= Terapia ultrassonica de 1W/cm?, US2= Terapia
ultrassonica de 2W/cm?, US3= Terapia ultrassbnica de 3W/cm?, PAS= Presséo arterial sistélica.
Dados expressos como média + EPM. p valor do teste de Newman Keuls.

5.1.5 Perfil lipidico e metabdlico

Apesar de a terapia ultrassonica nédo ter alterado o colesterol total, o LDL-c
aumentou no grupo US1, a relacdo LDL-c/HDL-c foi maior nos grupos US1 e US2,
assim como no grupo US1 em relagdo ao US3 e o HDL-c diminuiu nos grupos
US1, US2, US3. Enquanto os niveis plasméticos de triglicerideos néo foi alterado
em nenhum grupo experimental, os AGL aumentaram no grupo US3 em relacdo a

todos os outros grupos experimentais (Tabela 4).

Todas as poténcias de terapia ultrassbnica aumentaram a glicose
plasméatica, porém apenas nos grupos US1 e US3 os niveis plasmaticos de
insulina aumentaram. Além disso, houve aumento da resisténcia a insulina no
grupo US3, enquanto nos grupos US1l e US3 a sensibilidade a insulina
determinada pelo QUICKI-IR foi menor do que nos grupos UC e US2. Entretanto,

a area sob a curva (AUC), o HOMA-B e o indice QUICKI ndo sofreram alteracdes
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apos a utilizacdo das distintas poténcias ultrassGnicas nos grupos experimentais
(Tabela 4).

Tabela 4 - Perfil lipidico e metabdlico dos grupos experimentais UC, US1, US2 e US3
apos 10 sessbes de terapia ultrass6nica

Grupos experimentais

ucC US1 uS2 US3 p valor

CT (mg/av) 251,2+3,9 243,6+3,0 227,8+9,0 247,8+15,8 10,2103
LDL-C (mgiary  140,6%7,6 166,8+5,5* 155,8+6,8 161,0+4,2 0,0486
HDL-C (mg/dr) 81,0+5,3 46,4+2 5% 47,2+4,2** 59,6+1,3** <0,0001
LDL-c/HDL-c 2,1+0,3 3,60,3* 3,4+0,3** 2,7+0,1 0,0017
TAG (mg/dv) 150,6+15,7 153,0+18,0 123,5+£7,5 136,8+9,6  0,4554
AGL 3,3+0,5 5,9+0,7 3,4+0,8 23,8+0,8% <0,0001

Glicose (mgiay  97,8+5,0 166,2+13,1* 179,4+21,8** 182,2+3,5*** 0,0052

AUC 13299+289 12397+358  13023+550  14255+834 0,1347
Insulina (nggmr)  1,0+0,1 2,5+0,2* 1,8+0,2 2,6+0,4***  0,0023
HOMA-IR 5,7+,0,9 26,8%+6,5 23,7+4,2 29,5+£5,0*** 0,0046

HOMA-3 325,6+83,9 176,9+20,5 257,7+60,4 219,2+5,2 0,3812
QUICKI 0,29+0,01 0,26+0,01 0,27+0,01 0,25+0,01 0,2249

QUICKI-R 0,35£0,01  0,28+0,01%  0,32+0,01 0,27+0,02# 0,0017

UC= Terapia ultrassonica controle, US1= Terapia ultrassonica de 1W/cm?, US2= Terapia
ultrassbnica de 2W/cm?, US3= Terapia ultrassénica de 3W/cm?, CT= Colesterol total, LDL=
Lipoproteina de baixa densidade, HDL= Lipoproteina de alta densidade, TAG= Triacilglicerol,
AGL= 4cidos graxos livres em (x10mmol/L), AUC= Area sob a curva em (mg/dL x 90min), HOMA-
IR= Modelo de avaliacdo homeostética de resisténcia insulinica, HOMA-B= Modelo de avaliacdo
homeostatica da capacidade funcional das células B, QUICKI= indice quantitativo de verificacdo da
sensibilidade a insulina, QUICKI-R= indice quantitativo revisado de verificacio da sensibilidade a
insulina. Dados expressos como média + EPM. Andlises paramétricas por Anova one-way, pos
teste de Newman Keuls e ndo paramétricas por Kruskal-Wallis, pés teste de comparacgbes
multiplas de Dunns: p<0,05; *US1 vs UC; *US2 vs UC; ***US3 vs UC; "US1 vs US3; #US1, US3
vs UC, US2; ®US3 vs UC, US1, US2.
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5.1.6 Correlagoes
Foi observado que a massa corporal estd associada positivamente com a

massa de TASC. Da mesma forma, as massas de TAME e TASC foram

correlacionadas com o volume dos seus respectivos adipoécitos (Tabela 5).

Tabela 5 — AssociacGes entre a massa corporal e dos tecidos adiposos subcutaneo
abdominal e visceral total dos grupos experimentais US1, US2 e US3

Massa corporal (g)

R IC (95%) p valor
TASC 0,3343 -0,023 a 0,615 0,032*
TAV 0,4382 0,069 a 0,701 0,011*

Massa do tecido adiposo subcutéaneo (g)

R IC (95%) p valor

Vol. dos adip6citos (10° mL) 0,6625 0,297 a 0,858 0,0010*

Massa do tecido adiposo mesentérico (g)

R IC (95%) p valor

Vol. dos adipdcitos (10° mL) 0,5231 0,036 a 0,809 0,0188*

TASC= Tecido adiposo subcutédneo abdominal (g/100g de massa corporal), TAV= Tecido adiposo
visceral total (g/100g de massa corporal), R= Coeficiente de correlacdo de Pearson, IC = Intervalo
de confianca. Diferenca significativa: *p<0,05.

No grupo US1, o LDL-c se associou negativamente com as massas do
TASC (R=-0,8126, IC=-0,9872 a 0,2463, p=0,0473), TAE (R=-0,8092, IC=-0,9869
a 0,2557, p=0,0486) e TAME (R=-0,8605, 1C=-0,9907 a 0,0908, p=0,0306), a
razdo LDL-c/HDL-c com a massa de TAME (R=-0,9059, 1C=-0,9938 a -0,1172,
p=0,0171). Os acidos graxos livres se associaram negativamente com a massa de
TASC apenas no grupo US1 (R=-0,8314, 1C=-0,9744 a -0,2092, p=0,0102).
Apesar dos acidos graxos livres ndo terem se associado com a glicose
plasmética, foram correlacionados positivamente com o HOMA-IR e

negativamente com o QUICKI-revisado (Tabela 6). Além disso, os acidos graxos
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livres se associaram, positivamente, com a insulina plasméatica no grupo US3
(R=0,9800, IC=0,7214 a 0,9987, p=0,0017).

Tabela 6 - Associacdes entre a glicose, area sob a curva do teste de tolerancia a glicose,
insulina e indices de resisténcia insulinica dos grupos experimentais US1, US2 e US3

AGL (x10mmol/L)

R IC (95%) p valor
Glicose (mg/dL) -0,0040 -0,458 a 0,450 0,4922
Insulina (ng/mL) 0,0762 -0,337 a 0,465 0,3617
HOMA-IR 0,3803 -0,075a 0,704 0,0491*
QUICKI-R -0,7511 -0,886 a 0,498 <0,0001*

UC= Terapia ultrassonica controle, US1= Terapia ultrassonica de 1W/cm?, US2= Terapia
ultrassénica de 2W/cm?, US3= Terapia ultrassdnica de 1W/cm?, AGL= Acidos graxos livres,
QUICKI-R= indice quantitativo revisado de verificacdo da sensibilidade a insulina, HOMA-IR=
Modelo de avaliacdo homeostéatica de resisténcia insulinica, R= Coeficiente de correla¢do de
Pearson, IC = Intervalo de confianca. Diferenca significativa: *p<0,05.

5.2 Treinamento fisico associado ou ndo a terapia ultrassénica

Neste experimento, foi utilizada a poténcia média de 3W/cm? na estimulacéo

ultrassonica, a qual foi utilizada nos grupos experimentais NU e TU.

5.2.1 Trabalho realizado nos testes de exaustao

A avaliacdo da performance fisica apds o primeiro teste de exaustdo ndo
apontou diferencas entre o trabalho realizado pelos 4 grupos experimentais de
animais (NS, NU, TS e TU). Durante o segundo teste de exaustédo foi percebido

gue o trabalho executado pelos animais do grupo TS foi maior do que dos animais
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do grupo NS, assim como o trabalho do grupo TU foi maior do que no grupo NU.
No terceiro teste de exaustdo, a performance fisica dos animais do grupo TS e TU

foi maior do que dos animais dos grupos NS e NU (Tabela 7).

Tabela 7 - Trabalho realizado nos testes de exaustdo de ratos machos submetidos a
realizacdo ou ndo de treinamento fisico e terapia ultrassénica

Grupos experimentais

TE NS NU TS TU p valor

1° 22,1+4,2 18,5+2,9 23,5+1,7 17,7+3,9 0,6285
2° 15,3+4,8 8,0+2,3 43,745,128 43,2+5,6° <0,0001'0,4040" 0,4705"

3° 11,542 52+2,7 61,7+6,4> 49,0+4,5¢ <0,0001

TE= Teste de exaustdo em KJ, NS= N&o treinados e sem Ultrassom, NU= N&o treinados e com
Ultrassom, TS= Treinados e sem Ultrassom, TU= Treinados e com Ultrassom. Dados expressos
como média + EPM. Analises ndo paramétricas por Kruskal-Wallis, pds teste de comparacdes
multiplas de Dunns (p<0,05) e paramétricas por Anova two way, 'p valor para treinados vs nao

treinados; Up valor para terapia ultrassonica vs placebo; "p valor para a interacdo entre a terapia
ultrassodnica treinamento fisico vs placebo, pds teste de Bonferroni (p<0,0001); TS vs NS
(p<0,01); °TS vs NS, NU; °TU vs NU; °TU vs NS, NU.

5.2.2 Massa corporal e indice de Lee

A massa corporal inicial era semelhante em todos os grupos, mas apos as
10 semanas de experimento, a massa corporal foi menor entre os animais do
grupo TS e NU em relagdo ao grupo NS, assim como no grupo TU quando
comparados com os ratos do grupo NU, porém sem efeitos aditivos da interacao
entre as terapias utilizadas. A reducdo da massa corporal nestes grupos nao foi

suficiente para alterar o indice de Lee em nenhum grupo experiemntal (Tabela 8).
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Tabela 8 - Trabalho realizado nos testes de exaustdo de ratos machos submetidos a
realizacdo ou ndo de treinamento fisico e terapia ultrassénica

Grupos experimentais

NS NU TS TU p valor

Massa inicial (g 306+9 307+9  301+9 303+12  0,6345'0,8765"0,9241"
Massa final ()  441+9 394482 359+12° 352,5+16¢ <0,0001'0,02620,0910"

Lee (x103) 297+2 291+2  290+2 2932 0,1585! 0,5026" 0,0465"

NS= N&o treinados e sem Ultrassom, NU= N&o treinados e com Ultrassom, TS= Treinados e sem
Ultrassom, TU= Treinados e com Ultrassom, Lee= indice de Lee. Dados expressos como média +
EPM. Andlises paramétricas por Anova two way, 'p valor para treinados vs nao treinados; Yp valor
para terapia ultrassonica vs placebo, pds teste de Bonferroni (p<0,05); 2NU vs NS; °TS vs NS
(p<0,001); °TU vs NU. No indice de Lee, a interacdo entre a terapia ultrass6nica e o treinamento
fisico respondeu por aproximadamente 12,43% do total da variancia.

5.2.3 Massa dos tecidos adiposos mesentérico, epididimal, retroperitoneal,

subcutaneo abdominal, visceral total e marrom

Apesar de a massa corporal final, do TASC e TAME ter diminuido nos
grupos TS e NU, a massa do tecido adiposo epididimal diminuiu apenas com a
associacao do treinamento fisico com a terapia ultrassénica em compara¢do com
0 grupo de animais do grupo TS e a massa do TAR nao sofreu alteracdo em
nenhum grupo experimental. A massa do TAB foi menor no grupo TU em
comparacao com o grupo NS, enquanto a massa do TAV diminuiu nos grupos NU
e TS em comparagcdo com o grupo NS, assim como entre os animais do grupo TU
em relacdo ao grupo NU (Tabela 9). Além disso, a massa do TAV e do TASC foi

correlacionada positivamente com a massa corporal final (Tabela 10).

A massa do TAMAR foi menor nos grupos TS e TU em relagao,
respectivamente, aos grupos NS e NU. A massa do figado dos ratos do grupo TU
foi maior do que no grupo NS e a massa das adrenais maior entre os animais do

grupo TS em comparacgao com os ratos do grupo NS (Tabela 9).
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Tabela 9 - Massa (g/100g de massa corporal) dos tecidos adiposos, figado e glandulas
adrenais dos grupos experimentais NS, NU, TS e TU apds a realizacdo ou ndo do
treinamento fisico e da terapia ultrassonica

Grupos experimentais

NS NU TS TU p valor

TAME 1,0+0,1 0,6+0,12 0,60,1¢ 0,5+0,1 0,0021! 0,0039"0,3146™"
TAE 1,2+¢0,1  1,2+0,1  1,3+0,1 1,0+0,1"  0,3703!0,0703!0,0431"
TAR 1,4+0,2 1,2+0,1  1,2#0,1 0,8+0,1 0,0439! 0,0415"0,5605™"
TASC 1,8+0,1  1,4+0,12 1,240,129 1,1+0,2 0,0020! 0,02940,2333"

TAMAR 11,5+0,7 10,5+0,6 8,8+0,5¢ 7,2+0,5% 0,0002!0,0780"0,6660"

TAV 4,8+0,5 3,3x0,2° 3,1+0,2¢ 2,2#0,2"  <0,00010,0006"0,3079"
TAB 6,1+0,6 4,7+0,3 4,2+0,2  3,3+0,2¢ 0,0010
Figado 2,7+0,2 2,7+0,1 3,1+0,1  3,2+0,1°¢ 0,0246
AD 1,4%0,1 1,4+0,1 1,9+0,2° 1,4+0,1 0,0258

NS= Nao treinados e sem Ultrassom, NU= N&o treinados e com Ultrassom, TS= Treinados e sem
Ultrassom, TU= Treinados e com Ultrassom. TAME= Tecido adiposo mesentérico, TAE= Tecido
adiposo epididimal, TAR= Tecido adiposo retroperitoneal, TASC= Tecido adiposo subcutaneo,
TAMAR= Tecido adiposo marrom em (x102), TAV= Tecido adiposo visceral total, TAB= Tecido
adiposo branco abdominal total; AD= Adrenais direita e esquerda em x10?2. Dados expressos
como média + EPM. Analises ndo paramétricas por Kruskal-Wallis, pés teste de comparacdes
multiplas de Dunns (p<0,05) e paramétricas por Anova two way, 'p valor para treinados vs néo
treinados; Yp valor para terapia ultrassodnica vs placebo, pds teste de Bonferroni (p<0,05); 2NU vs
NS; °NU vs NS (p<0,01); °TS vs NS; TS vs NS (p<0,01); °TU vs NS; TU vs NU; 9TU vs NU
(p<0,01); "TU vs TS. A interacdo entre a terapia ultrassonica e o treinamento fisico responde por
aproximadamente 16,65% do total da variancia na massa do TAE.

Tabela 10 - Associacéo entre a massa corporal, do tecido adiposo subcutédneo abdominal
e visceral total nos grupos experimentais NS, NU, TSe TU

Massa corporal (g)
R IC (95%) p valor

TASC (g/100g de massa corporal) 0,3753 0,114 a 0,663 0,0171*

TAV (g/100g de massa corporal) 0,3457 -0,001 a 0,624 0,0284*

TASC= Tecido adiposo subcutaneo abdominal, TAV= Tecido adiposo visceral total. R= Coeficiente
de correlacé@o de Pearson. IC= Intervalo de confianga. Diferencga significativa: *p<0,05.
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5.2.4 Analise morfométrica dos tecidos adiposos

A interacdo entre o treinamento fisico e terapia ultrassénica diminuiu o
volume dos adipdcitos do TAME em relacdo aos grupos NS e NU e do TAR em
comparacdo ao grupo NS, enquanto que o volume dos adipécitos do TASC foi
menor nos grupos TU, TS e NU em relacdo ao grupo NS. Entretanto, o volume
dos adipécitos do TAE ndo sofreu alteracdo nos grupos experimentais (Tabela
11).

O treinamento fisico isolado (grupo TS) reduziu o volume dos adipdcitos do
TAMAR em relacdo aos grupos NS e NU e no grupo TU, o volume dos adipécitos
do TAMAR foi menor do que no grupo NS. Apesar disso, ndo foram observados
efeitos aditivos da associacdo entre o treinamento fisico e a terapia ultrassénica
sobre o0 volume dos adipécitos do TAMAR e TASC (Tabela 11).

Tabela 11 - Volume dos tecidos adiposos dos grupos experimentais apos realizacdo ou
nao do treinamento fisico e da terapia ultrassénica

Grupos experimentais

NS NU TS TU p valor

TAME (10°mL)  239,3+23,0 176,3+8,0 146,5+5,7  130,8+5,5¢ <0,0001
TAE (10° mL) 304,0+16,0 293,0+17,0 271,8+16,0 266,2+11,1 0,2020
TAR (10°mL) 270,6+17,3 251,0+17,3 239,5+16,6 215,9+12,6° 0,0393
TASC (10°mL) 339,9+18,8 265,2+15,19 268,0+15,6¢ 296,1+13,8¢ 0,0010

TAMAR (10°mL) 8,8+0,6 7,3+0,5 5,1+0,32 6,0+0,4°>  <0,0001

NS= N&o treinados e sem Ultrassom, NU= N&o treinados e com Ultrassom, TS= Treinados e sem
Ultrassom, TU= Treinados e com Ultrassom. TAME= Tecido adiposo mesentérico, TAE= Tecido
adiposo epididimal, TAR= Tecido adiposo retroperitoneal, TASC= Tecido adiposo subcutaneo,
TAMAR= Tecido adiposo marrom. Dados expressos como média + EPM. Analises nao
paramétricas por Kruskal-Wallis, pds teste de compara¢cBes multiplas de Dunns: p<0,05. TS vs
NS, NU; °TU vs NS; °TU vs NS, NU; 9TU, TS, NU vs NS.
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A interacdo entre o treinamento fisico e terapia ultrass6nica diminuiu a
elipticidade dos adipdcitos do TAME em relacdo ao grupo NS, enquanto que no
TASC, a elipticidade dos adipocitos foi menor nos grupos TU, TS e NU em
relagéo ao grupo NS, sem efeitos aditivos da associagao das terapias. Contudo,
no TAR e TAE ndo houve alteraces na elipticidade dos adipécitos em nenhum
grupo experimental. Ademais, a elipticidade dos adipocitos do TAMAR adipdcitos
foi menor nos grupos TS e TU em relagdo ao grupo NS, ndo havendo efeitos da

associacao das terapias (Tabela 12).

Tabela 12 - Elipticidade dos adipécitos nos tecidos adiposos dos grupos experimentais
apos realizacdo ou ndo do treinamento fisico e da terapia ultrassénica

Grupos experimentais

NS NU TS TU P valor

TAME  0,94+0,01 0,88+0,01 0,89+0,01 0,87+0,012 0,0154
TAE 0,91+0,02  0,88+0,01 0,93+0,01 0,85+0,01 0,0631
TAR 0,92+0,01  0,89+0,01 0,88+0,01 0,87+0,01 0,5545
TASC 1,14+0,01 0,96+0,01° 0,98+0,01° 1,01+0,01¢ <0,0001

TAMAR 1,01+0,02  0,92+0,02 0,91+0,02>  0,90+0,02° 0,0041

NS= Nao treinados e sem Ultrassom, NU= N&o treinados e com Ultrassom, TS= Treinados e sem
Ultrassom, TU= Treinados e com Ultrassom. TAME= Tecido adiposo mesentérico, TAE= Tecido
adiposo epididimal, TAR= Tecido adiposo retroperitoneal, TASC= Tecido adiposo subcutaneo,
TAMAR= Tecido adiposo marrom. Dados expressos como média + EPM. Analises néo
paramétricas por Kruskal-Wallis, pds teste de comparac¢des mdltiplas de Dunns (p<0,05); ®TU vs
NS; PTU, TS vs NS; °TU, TS, NU vs NS.

A interacdo entre o treinamento fisico e terapia ultrassénica diminuiu o
namero de adipécitos do TAME e TAE em relacdo a todos os outros grupos
experimentais e a terapia ultrassoénica isolada também determinou a reducdo do
nuamero de adipécitos do TAE em comparacdo com o grupo NS. Enquanto que no
TAR ndo houve diferenca no numero de adipocitos em nenhum grupo
experimental, no TASC, o numero de adipdcitos foi menor nos grupos NU e TU

em relacdo ao TS e NS, mas sem efeitos aditivos das terapias utilizadas (Tabela
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13). Além disso, observou-se associa¢des positivas entre a massa e o volume dos
adipécitos do TAME (R=0,4615, IC= 0,3888 a 0,5285, p<0,0001) e TASC
(R=0,3775, 1C=0,2954 a 0,4541, p<0,0001), assim como entre a massa e 0O
nuamero de adipdcitos do TAE (R= 0,3326, IC= 0,2464 a 0,4136, p<0,0001).

Tabela 13 - Estimativa do numero de adipdcitos nos tecidos adiposos dos grupos
experimentais apoés realizacdo ou ndo do treinamento fisico e da terapia ultrassénica

Grupos experimentais

NS NU TS TU P valor

TAME (x10") 1,07£0,06 1,13+0,05 1,02+0,07  0,78+0,05¢ <0,0001
TAE (x107) 0,44+0,01 0,34+0,04® 0,45+0,06 0,13+0,02¢ <0,0001
TAR (x107) 2,43+0,34 2,45+0,22 2,50+0,24 2,49+0,21 0,1404

TASC (x10")  1,32#0,13 0,91+0,09> 1,37+0,13  0,99+0,07° 0,0002

NS= Nao treinados e sem Ultrassom, NU= N&o treinados e com Ultrassom, TS= Treinados e sem
Ultrassom, TU= Treinados e com Ultrassom. TAME= Tecido adiposo mesentérico, TAE= Tecido
adiposo epididimal, TAR= Tecido adiposo retroperitoneal, TASC= Tecido adiposo subcutaneo.
Dados expressos como média + EPM. Analises ndo paramétricas por Kruskal-Wallis, pds teste de
comparagdes multiplas de Dunns (p<0,05); 2NU vs NS;PNU vs NS, TS; °TU vs NS, TS; 9TU vs NS,
NU, TS.

Assim como o volume e a elipticidade, a area lipidica dos adipécitos do
TAMAR foi menor com o treinamento fisico isolado em comparagdo com o grupo

NS, conforme a figura 12.
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Figura 12 - Area lipidica no tecido adiposo marrom dos grupos experimentais NS, NU, TS e TU
apos a realizagdo ou ndo do treinamento fisico e da terapia ultrassonica, teste de K-W= 9,279;
p=0,0258. Dados expressos como média + EPM. Pos-teste de Comparagdo multipla de Dunn’s

(p<0,05). *TS vs NS.

As fotomicrografias de cortes corados com hematoxilina e eosina

demonstram a reducdo do volume do vacuolo dos adipécitos do TAME (Figura

13.D) e TAR (Figura 13.H) com a associacdo das terapias e do volume dos

adipocitos do TASC com a terapia ultrassonica (Figura 13.N) e treinamento fisico

isolado (Figura 13.0). Nas fotomicrografias 13.S e 13.T é possivel observar a

reducdo do volume do vacuolo dos adipécitos e o aumento da coloracdo granular

eosinofilica do TAMAR.
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Figura 13 - Fotomicrografias ilustrativas dos adipécitos corados com hematoxilina e eosina do
tecido adiposo mesentérico nos grupos NS (A), NU (B), TS (C) e TU (D), retroperitoneal nos
grupos NS (E), NU (F), TS (G) e TU (H), epididimal nos grupos NS (1), NU (J), TS (K) e TU (L),
subcutaneo nos grupos NS (M), NU (N), TS (O) e TU (P) e marrom nos grupos NS (Q), NU (R), TS
(S) e TU (T), em aumento de 20x. Barra contendo a escala equivalente a 14uM na figura 13.T
utilizada como referéncia para todas as imagens. Notar a reducdo do volume do vacutolo do
adipdcito indicado por seta em 13.D, 13.H, 13.N, 13.0, 13.S e 13.T, assim como o destague com
seta espessa para a coloracdo granular eosinofilica em 13.S e 13.T.
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5.2.5 Perfil lipolitico e lipogénico dos tecidos adiposos

Os niveis de RNAmM do receptor PBs-adrenérgico aumentaram no grupo TS
em relacdo ao NS no TAME, TAR e TASC, assim como no grupo TU em
comparacao com o grupo NS no TAR e TAE e em relacédo ao grupo NU no TAME
e TAE. Entretanto, apenas no TAE a associagdo entre o treinamento fisico e a
terapia ultrassbnica determinou efeito aditivo sobre a expressdo génica do

receptor Bz-adrenérgico (Tabela 14).

Em continuidade com a sequéncia de sinalizacao lipolitica, a expresséo
génica de PKA aumentou com o treinamento isolado (grupo TS) em comparacao
com o grupo NS no TAME, TAE e TAR e com o grupo NU no TASC. No grupo TU,
a expressao génica de PKA foi maior em relacédo ao grupo NU no TAE e TASC e
menor do que o grupo TS no TAE, porém sem efeitos aditivos entre as terapias
em nenhum tecido adiposo analisado (Tabela 14). Além disso, as respectivas
expressdes génicas de PKA e do receptor Bs-adrenérgico nos grupos
experimentais foram associadas positivamente no TAME, TAE e TASC (Tabela
15).

A expressdo génica de HSL aumentou no grupo TS em relacdo ao NS no
TAE e TASC, enquanto que no grupo TU a expressao génica dessa proteina foi
maior do que no grupo NU no TAME, TAE e TAR. Além disso, a interagao entre o
treinamento fisico e a terapia ultrassdnica determinou efeitos aditivos de aumento
e diminuicdo da expressdo génica da HSL, respectivamente, no TAME e TASC
em relacdo ao treinamento fisico isolado (Tabela 16). Verificou-se, também, que a
expressao génica dessa proteina no TAME e TASC foi associada negativamente
com as respectivas massas desses tecidos e com a concentracdo de acidos

graxos livres (Tabela 15).
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Tabela 14 - Expressdo génica do receptor Bs-adrenérgico e proteina quinase A nos tecidos adiposos dos grupos experimentais apos
realizacdo ou ndo do treinamento fisico e da terapia ultrassénica

Grupos experimentais

Rec. Bs-adrenérgico (u.d.a) NS NU TS TU P valor
TAME (x10) 0,96+0,03 1,15+0,05 1,58+0,072 1,66+0,01¢ <0,0001! 0,0335"0,3705%"
TAE (x10) 0,70+0,03 0,65+0,03 0,93+£0,04 1,02+0,01°¢ 0,0018
TAR (x10) 0,91+0,01 0,95+0,02 1,080,062 1,08+0,01¢ 0,0040
TASC (x10) 0,62+0,02 0,97+0,02 1,100,032 0,96+0,01 0,0013

Grupos experimentais

PKA (u.d.a) NS NU TS TU P valor
TAME (x10) 2,51+0,38 3,25+0,27 3,63+0,252 2,53+0,05 0,0244
TAE (x10) 1,54+0,05 1,39+0,10 2,350,102 1,94+0,154 <0,0001'0,0178Y0,2371%"
TAR (x10) 2,02+0,02 3,25+0,27 3,72+0,242 2,62+0,01 0,0014
TASC (x10) 2,86+0,03 2,78+0,10 3,74+0,21° 3,67+0,13¢ 0,0018

NS= Nao treinados e sem Ultrassom, NU= N&o treinados e com Ultrassom, TS= Treinados e sem Ultrassom, TU= Treinados e com Ultrassom. PKA=
Proteina quinase A, TAME= Tecido adiposo mesentérico, TAE= Tecido adiposo epididimal, TAR= Tecido adiposo retroperitoneal, TASC= Tecido adiposo
subcutaneo, TAMAR= Tecido adiposo marrom, u.d.a.= Unidades densitométricas arbitrarias. Dados expressos como média + EPM. Andlises néo
paramétricas por Kruskal-Wallis, pos teste de comparacdes multiplas de Dunns (p<0,05); ANOVA two-way, 'p valor para treinados vs ndo treinados; “p

valor para terapia ultrassonica vs placebo, pos teste de Bonferroni (p<0,05). TS vs NS; TS vs NU; °TU vs NS; 9TU vs NU; ¢TU vs NS, NU; fTU vs TS.
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Tabela 15 - Correlacao de Pearson entre a expressao génica do receptor Bs-adrenérgico
e PKA e entre HSL, PKA, as massas dos tecidos adiposos mesentérico, epididimal e
subcutaneo e acidos graxos livres nos grupos experimentais NS, NU, TS e TU

Receptor Bz-adrenérgico (u.d.a.)

R IC (95%) p valor
PKA (TAME) 0,7466 0,2656 a 0,9300 0,0041*
PKA (TAE) 0,6828 0,2827 a 0,8805 0,0018*
PKA (TASC) 0,6404 0,1662 a 0,8740 0,0068*

Lipase horménio sensivel (HSL) (u.d.a)

R IC (95%) p valor
PKA (TAME) 0,8567 0,1479 a 0,9841 0,0147*
PKA (TAE) 0,9323 0,8118 a 0,9767 <0,0001*
PKA (TASC) 0,6331 0,0533 a 0,8936 0,0183*
Massa (TAME) -0,5831 -0,8506 a -0,0759 0,0143*
Massa (TAE) -0,1908 -0,6551 a 0,3782 0,2568
Massa (TASC) -0,6254 -0,0664 a 0,9111 0,0358*
AGL! 0,5585 -0,0624 a 0,8677 0,0371*
AGL? 0,5738 -0,1314 a 0,5378 0,0255*

AGL!= Correlagdo de éacidos graxos livies com HSL no TAME, AGL2= Correlagdo de &cidos
graxos livres com HSL no TASC, HSL= Lipase horménio sensivel, TAME= Tecido adiposo
mesentérico, TAE= Tecido adiposo epididimal, TASC= Tecido adiposo subcutaneo abdominal,
PKA= Proteina quinase A, u.d.a.= Unidades densitométricas arbitrarias, R= Coeficiente de
correlacdo de Pearson, IC= Intervalo de confianca. Diferenca significativa: *p<0,05.

A expressdo génica de ATGL aumentou com a terapia ultrassénica (grupo
NU) e treinamento fisico isolado (grupo TS), respectivamente, no TAME e TASC.
Contudo, a interagdo entre os tratamentos reduziu e aumentou 0s niveis de

RNAmM dessa proteina, respectivamente no TAME e TAR (Tabela 16).

A lipogénese determinada pela expressao génica da LPL diminuiu no TAME
nos grupos TS e TU em relacao, respectivamente, aos grupos NS e NU, assim
como no TASC nos grupos TS e TU e no TAR no grupo NU em comparagdo com
0 grupo NS, porém sem efeitos interativos entre as terapias (Tabela 17). Além
disso, a expressao génica da LPL e HSL no TASC foi associada de forma positiva

e negativa, respectivamente, com a insulina plasmatica (Tabela 18).
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Tabela 16 - Expressdo génica da lipase hormdnio sensivel (HSL) e lipase de ftriglicerideos (ATGL) nos tecidos adiposos dos grupos
experimentais apos realizagdo ou ndo do treinamento fisico e da terapia ultrassdnica

Grupos experimentais

HSL (u.d.a) NS NU TS TU P valor
TAME (x10) 7,20%0,22 7,25%0,17 7,60+0,01 8,49+0,01° 0,0002' 0,0137"0,0250%"
TAE (x10) 5,00+0,22 4,40+0,16 6,03+0,03° 6,02+0,01° <0,0001'0,190740,1992%"
TAR (x10) 6,10+0,06 5,44+0,12 5,65+0,04 6,37+0,02¢ 0,0280
TASC (x10) 5,60+0,06 5,40+0,11 6,88+0,03° 5,90+0,01¢ <0,0001! 0,0025"0,0307%"
Grupos experimentais
ATGL (u.d.a) NS NU TS TU P valor
TAME (x10) 2,70+0,07 3,29+0,082 2,58+0,10 2,2+0,19° 0,0001'0,3899“0,0011t
TAE (x10) 1,92+0,04 1,70+0,09 2,27+0,16 2,05+0,15 0,0107' 0,0890 00,9902
TAR (x10) 2,46%0,17 2,28+0,02 2,93+0,08 3,03+0,21° 0,0068
TASC (x10) 1,87+0,25 2,77%0,29 3,42+0,39° 3,02+0,07 0,0227

NS= N&o treinados e sem Ultrassom, NU= N&o treinados e com Ultrassom, TS= Treinados e sem Ultrassom, TU= Treinados e com Ultrassom. HSL=
Lipase horménio sensivel, ATGL= Lipase de triglicerideos, TAME= Tecido adiposo mesentérico, TAE= Tecido adiposo epididimal, TAR= Tecido adiposo
retroperitoneal, TASC= Tecido adiposo subcutdneo, TAMAR= Tecido adiposo marrom, u.d.a.= Unidades densitométricas arbitrarias. Dados expressos
como média * EPM. Andlises ndo paramétricas por Kruskal-Wallis, pos teste de comparagdes mdltiplas de Dunns (p<0,05); ANOVA two-way, ‘p valor
para treinados vs nao treinados; UYp valor para terapia ultrassonica vs placebo, pds teste de Bonferroni (p<0,05). 2NU vs NS; PTS vs NS; °TU vs NU; 9TU vs
TS; ¢TU vs NU, TS. A interacéo entre a terapia ultrass6nica e o treinamento fisico responde por aproximadamente 11,54%, 3,23%, 8,85% do total da
variancia, respectivamente na expressado génica da HSL no TAME, TAE e TASC e por 27,38% do total da variancia na expressao génica da ATGL no
TAME.
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Tabela 17 - Expressdo génica da lipoproteina lipase (LPL) nos tecidos adiposos dos grupos experimentais apés realizacdo ou n&do do
treinamento fisico e da terapia ultrassénica

Grupos experimentais

LPL (u.d.a) NS NU TS TU p valor
TAME (x10) 2,41+0,17 2,25%0,05 1,84+0,10° 1,72+0,089 0,0001!0,2117"0,8607%
TAE (x10) 1,28+0,03 1,13+0,10 1,32+0,02 1,26+0,02 0,2856
TAR (x10) 1,86+0,06 1,54+0,072 1,77+0,03 1,58+0,05 0,0112
TASC (x10) 8,99+0,69 6,08+0,16 2,60+0,28° 1,98+0,08¢° 0,0006

NS= N&o treinados e sem Ultrassom, NU= N&o treinados e com Ultrassom, TS= Treinados e sem Ultrassom, TU= Treinados e com Ultrassom. LPL=
Lipoproteina lipase, TAME= Tecido adiposo mesentérico, TAE= Tecido adiposo epididimal, TAR= Tecido adiposo retroperitoneal, TASC= Tecido adiposo
subcutdneo, TAMAR= Tecido adiposo marrom, u.d.a.= Unidades densitométricas arbitrérias. Dados expressos como média + EPM. Analises nao
paramétricas por Kruskal-Wallis, pés teste de comparacgdes mdltiplas de Dunns (p<0,05); ANOVA two-way, 'p valor para treinados vs néo treinados; Yp
valor para terapia ultrassonica vs placebo, pos teste de Bonferroni (p<0,05). 2NU vs NS; °TS vs NS; °TU vs NS; 9TU vs NU.

Tabela 18 - Correlacao de Pearson entre a insulina plasmatica e a expressao génica da HSL e LPL no TASC dos grupos experimentais NS,
NU, TSe TU

Insulina plasmatica (ng/mL)

R IC (95%) p valor
HSL (TASC) -0,6829 -0,0476 a 0,9811 0,0213*
LPL (TASC) 0,5812 -0,0765 a 0,8865 0,0390*

HSL= Lipase horménio sensivel, LPL= Lipoproteina lipase, TASC= Tecido adiposo subcutaneo abdominal, R= Coeficiente de correlacéo de Pearson, IC=
Intervalo de confianca. Diferenca significativa: *p<0,05.
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5.2.6 Perfil bioquimico-metabdlico e hormonal

A terapia ultrassonica isolada (grupo NU) aumentou os niveis plasmaticos de
colesterol total, insulina e o indice HOMA-IR, enquanto o treinamento fisico isolado
(grupo TS) néo alterou o perfil bioquimico-metabdlico dos animais do experimento.
Além disso, no grupo TU, a concentracdo dos triglicerideos plasmaticos foi menor do
gue no grupo NU e a interacdo do treinamento fisico com a terapia ultrassénica
determinou a melhora da tolerancia a glicose mensurada pela AUC em comparacéao
com os animais do grupo NU e aumento do LDL-c em relag&o ao grupo NS (Tabela
19).

A testosterona total plasmatica aumentou no grupo TS em comparagdo com o
NU e NS, porém a interacdo entre o treinamento fisico e terapia ultrassénica
determinou a reducdo desse hormonio e o aumento do cortisol plasmatico (Tabela
20), o qual foi associado positivamente com a massa das glandulas adrenais (Tabela
21). Além disso, a testosterona foi associada positivamente com a insulina
plasméatica e a expressao génica de HSL no TASC e negativamente com o cortisol

plasméatico e a massa do TASC (Tabela 21).

Apesar da concentracao do estradiol plasmatico nao ter sido alterada entre os
grupos experimentais, a razao entre o estradiol e a testosterona aumentou entre os
animais do grupo NU em relacdo ao grupo NS. A leptina plasmética diminuiu nos

grupos NU e TS em relacdo ao grupo NS (Tabela 20).
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Tabela 19 - Perfil bioquimico-metabdlico dos grupos experimentais apos realizacdo ou nao do treinamento fisico e da terapia ultrassonica

Grupos experimentais

NS NU TS TU p valor
CT (mg/dL) 170,7£2,5 191,4+4,7° 179,0+3,6 190,1+2,1 0,3203!<0,0001Y0,1659%
HDL-c (mg/dL) 76,61£9,4 88,2+3,0 80,4+10,2 76,8+10,0 0,6724'0,6621"0,3942%"
LDL-c (mg/dL) 79,0£2,6 83,0+3,8 86,2+1,2 107,6x7,0° 0,0108
LDL-c/HDL-c 1,0+0,1 0,940,1 1,1+0,1 1,2+0,2 0,2996
TAG (mg/dL) 76,1+6,2 99,7+7,2 60,7+5,3 72,3+5,94 0,0024!0,0102"0,3527%
AGL (x10nmol/L) 1,4+0,3 0,7+0,2 1,2+0,3 1,1+0,4 0,7363'0,282040,2982"
Glicose (mg/dL) 117,9+4,8 134,4+£3,4 117,3+4,2 122,3+3,7 0,0244
AUC (mg/dLx90min) 13407+314 154371632 14110+£840 12918+4314 0,1271'0,473240,0097%"
Insulina (ng/mL) 0,7+0,2 1,9+0,1° 0,8+0,1 1,3+0,2 0,2029! <0,0001Y0,0658%
QUICKI 0,27+0,04 0,27+0,01 0,25%0,04 0,28+0,02 0,9360
QUICKI-R 0,30+0,02 0,27+0,01 0,28+0,01 0,28+0,01 0,6564'0,3358Y0,1817%"
HOMA-IR 9,8+2,3 17,3+0,92 10,3+1,5 13,2+1,9 0,3275' 0,0089"0,2033%"
HOMA-B 274,0£37,5 267,8+£7,9 253,7£39,3 279,0£21,4 0,8964
IL-6 (pg/mL) 46,4+7,0 80,7+4,32 72,6x£1,0 82,2+6,7°¢ 0,0119
PCR (mg/L) 0,63+0,02 0,64+0,02 0,68+0,02 0,68+0,02 0,4264

NS= N&o treinados e sem Ultrassom, NU= N&o treinados e com Ultrassom, TS= Treinados e sem Ultrassom, TU= Treinados e com Ultrassom, CT= Colesterol total, HDL-c= Lipoproteina de alta
densidade, LDL-c= Lipoproteina de baixa densidade, TAG= Triacilglicerol, AGL= &cidos graxos livres, AUC= Area sob a curva do teste de tolerancia a glicose, QUICKI= indice quantitativo de
verificacdo da sensibilidade a insulina, QUICKI-R= indice quantitativo revisado de verificacdo da sensibilidade & insulina, HOMA-IR= Modelo de avaliagdo homeostatica de resisténcia insulinica,
HOMA-B= Modelo de avaliagdo homeostatica da capacidade funcional das células B, IL-6= Interleucina-6, PCR= Proteina C reativa. Dados expressos como média + EPM. Andlises ndo
paramétricas por Kruskal-Wallis, pds teste de comparagdes mdltiplas de Dunns (p<0,05); ANOVA two-way, 'p valor para treinados vs néo treinados; “p valor para terapia ultrassodnica vs placebo,
pos teste de Bonferroni (p<0,05); NU vs NS; °NU vs NS (p<0,001); °TU vs NS; “TU vs NU. A interagdo entre a terapia ultrassénica e o treinamento fisico responde por aproximadamente 21,86%, do

total da variancia da AUC.
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Tabela 20 - Perfil hormonal ap6s realizacdo ou ndo do treinamento fisico e de terapia
ultrassonica

Grupos experimentais

NS NU TS TU p valor
Cortisol (ug/dL)  0,1+0,1 0,2+0,2 0,4+0,2 1,0+0,39 0,0352
T2 (ng/dL) 156,5+31,4 100,1+23,5 240,4+36,1¢ 102,5+12,49 0,0289
E2 (pg/mL) 9,0+0,2 9,840,9 9,0+0,2 9,0+0,2 0,9612
Ea/T2 0,04+0,01 0,11+0,01* 0,04+0,01 0,13+0,03 0,0045
Leptina 58+1,0 2,9+0,32 2,5+0,1° 3,3+0,5 0,0282!
(ng/mL) 0,08900,0890"

NS= Né&o treinados e sem Ultrassom, NU= N&o treinados e com Ultrassom, TS= Treinados sem
Ultrassom, TU= Treinados com Ultrassom, testosterona em ng/dL, E>= Estradiol, T.= testosterona.
Dados expressos como média + EPM. Analises nao paramétricas por Kruskal-Wallis, pés teste de
comparacdes mdltiplas de Dunns (p<0,05); ANOVA two-way, 'p valor para treinados vs ndo
treinados; Yp valor para terapia ultrassdnica vs placebo, pés teste de Bonferroni (p<0,01). 2NU vs
NS; PTS vs NS; °TS vs NU, NS; 9TU vs NS. A interacdo entre a terapia ultrassonica e o
treinamento fisico responde por aproximadamente 27,12% do total da variancia na massa da
testosterona.

Tabela 21 - Correlacdo de Pearson entre a testosterona total e o cortisol, insulina
plasmatica, massa e expressao génica de HSL no TASC, TNF-a no TAME dos grupos
experimentais NS, NU, TSe TU

Testosterona total (ng/dL)

R IC (95%) p valor
Cortisol (pg/dL) -0,5191 -0,8072 a -0,0313 0,0197*
Insulina (ng/mL) 0,5131 -0,4452 a -0,1205 0,0176*
Massa do TASC (g) -0,6845 -0,9184 a -0,0963 0,0145*
HSL no TASC (u.d.a.) 0,6224 0,0358 a 0,8900 0,0204*
TNF-a no TAME (u.d.a) -0,5833 -0,8183 a -0,1243 0,0232*
Cortisol (ug/dL)
R IC (95%) p valor
Massa das Adrenais (Qg) 0,4921 0,1202 a 0,7428 0,0062*

HSL= Lipase horménio sensivel, TAME= Tecido adiposo mesentérico, TASC= Tecido adiposo
subcutaneo abdominal, TNF-a= Fator de necrose tumoral alfa, u.d.a.= Unidades densitométricas
arbitrarias, R= Coeficiente de correlacdo de Pearson, IC= Intervalo de confianga. Diferenca
significativa: *p<0,05.
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5.2.7 Perfil inflamatério sistémico e hepatico

A andlise da concentracdo de proteina C reativa ndo apontou diferencas
entre 0S grupos experimentais, em contraste com 0s niveis plasmaticos de IL-6
gue foram maiores nos grupos NU e TU em comparacdo com o NS, mas sem
efeitos aditivos da interacdo do treinamento fisico com a terapia ultrassénica
(Tabela 19). Nos animais do grupo NU, foi verificada uma associagao positiva

entre a IL-6 e insulina plasmatica (Tabela 22).

Tabela 22 - Correlacdo de Pearson entre a insulina plasmatica e IL-6 plasmatica e
numero de macrdfagos infiltrados no TASC dos grupos experimentais NS, NU, TS e TU

Insulina plasmética (ng/mL)

R IC (95%) p valor
IL-6 plasmatica (pg/mL) 0,9999 0,9988 a 1,0000 <0,0001*
Macré6fagos no TASC 0,5851 -0,0706 a 0,8878 0,0378*

IL-6= Interleucina-6, TASC= Tecido adiposo subcutaneo abdominal, R= Coeficiente de correlacao
de Pearson, IC= Intervalo de confianga. Diferenca significativa: *p<0,05.

Nao foram encontradas alteracées no niumero de micro ou macrovesiculas
de gordura (dados ndo mostrados), assim como de macrofagos marcados com o
antigeno anti-ED1 no figado em nenhum grupo experimental (Figura 14). Da
mesma forma, ndo foram observadas mudangas na expressdo génica de TNF-a

(Figura 15.A) e IL-6 no tecido hepatico (Figura 15.B).
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Figura 14 - Numero de macr6fagos no tecido hepatico dos grupos experimentais NS, NU, TS e
TU ap6s a realizacdo ou ndo do treinamento fisico e da terapia ultrassénica, teste F= 1,22;
p=0,6515 para a variavel treinamento fisico e teste F= 1,29, p=0,6428 para a variavel terapia
ultrassbnica. Dados expressos como média + EPM. Pds-teste de Bonferroni (p<0,05).
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Figura 15 - Expressdo génica de TNF-a (A) e IL-6 (B) no figado dos grupos experimentais NS,
NU, TS e TU apoés a realizagdo ou ndo do treinamento fisico e da terapia ultrassonica, teste F=
2,96; p=0,5231 para a variavel treinamento fisico e teste F= 3,90, p=0,4652 para a variavel terapia
ultrassénica (TNF-alfa) e teste K-W=3,589, p=0,3094 (IL-6). Dados expressos como média + EPM.
Pés-teste de Comparagao multipla de Dunn’s e Bonferroni (p<0,05).
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5.2.8 Perfil inflamatério dos tecidos adiposos

No TAME, a terapia ultrassbnica isolada aumentou o nimero de macréfagos
infiltrados por adipécito/campo de 40x em comparagdo com 0 grupo NS,
enguanto que a associacdo do treinamento fisico com a terapia ultrassénica
aumentou essa contagem em relagdo aos grupos NS e TS e diminuiu em

comparagao com o grupo NU (Figura 16.A).
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Figura 16 - Numero de macrofagos por adipécito, campo de 40x, nos diferentes grupos
experimentais apés 10 semanas de treinamento fisico ou placebo associado ou nédo a terapia
ultrassénica no tecido adiposo mesentérico (A), teste de K-W= 62,29, p<0,0001, epididimal (B),
teste de K-W= 46,50, p<0,0001, retroperitoneal (C), teste de K-W= 3,303, p=0,3473 e subcutaneo
(D), teste de K-W=17,31, p=0,0006. Dados expressos como média + EPM. Pds-teste de
Comparacdo mdltipla de Dunn’s (p<0,05). *NU vs NS; *TS vs NU; *TU vs NU; ¥¥TU vs NS, NU,
TS.
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A interacdo entre o treinamento fisico e a terapia ultrassénica aumentou a
guantidade de macroéfagos infiltrados por adipocito/campo de 40x no TAE em
comparacdo com o grupo NU (Figura 16.B). Entretanto, no TAR ndo houve
diferencas na quantidade de macréfagos em nenhum grupo experimental (Figura
16.C).

No TASC, a interacdo entre as terapias aumentou o numero de macréfagos
infiltrados por adipdcito/campo de 40x em comparacdo com 0s ratos dos grupos
NS, NU e TS (Figura 16.D). Ademais, o numero de macrofagos infiltrados no
TASC foi associado positivamente com a insulina plasmatica (Tabela 22).

Em comparacdo com os animais submetidos a terapia ultrassénica isolada,
0 numero de estruturas crown-like no TAME e TAE entre os animais do grupo TS
foi menor do que no grupo NU (Figura 17.A). O treinamento fisico isolado também
diminuiu 0 nimero de estruturas crown-like no TAE em relacdo ao grupo NS
(Figura 17.B), enquanto que a interacdo entre os tratamentos reduziu o numero
de estruturas crown-like no TASC em comparacdo com o NS (Figura 17.D).
Entretanto, no TAR ndo houve alteracdo da contagem do nimero de estruturas
crown-like em nenhum grupo experimental (Figura 17.C).

Nas fotomicrografias 18.A, 18.B, 18.C e 18.D encontram-se representadas
imagens da imuno-histoquimica para ED-1 no tecido adiposo mesentérico,
respectivamente, dos NS, NU, TS e TU, sendo possivel observar um maior
namero de macrofagos nos adipdcitos dos grupos NU e TU e a presenca de mais
de uma célula ED-1+ em torno de um adipécito no retdngulo em destaque na
figura 18.B. Nas figuras 18.E, 18.F, 18.G e 18.H séo representadas as imagens
da imuno-histoquimica para ED-1 no tecido adiposo retroperitoneal, enquanto que
as figuras 18.1, 18.J, 18.K e 18.L representam as imagens do mesmo experimento
no tecido adiposo epididimal. Nas fotomicrografias 18.M, 18.N, 18.0 e 18.P sao
apresentadas as imagens das laminas da imuno-histoquimica para macréfagos
no TASC, respectivamente, dos grupos NS, NU, TS e TU, sendo possivel a
observacdo do maior numero de macrofagos infiltrados no grupo TU, assim como
a presenca de uma estrutura crown-like em destaque no retangulo da Figura
18.P.



98

- - B
o Mesentérico o Epididimal
© 0.0025+ © 0.006+
Ne) Rl
=2 o
S » 0.0020- -|_ 8 x
T
x Y x ¥ 0,004+ T
T 3 0.00151 o=
z E s E
o® o®
5 © 0.0010+ 5 ©
°5 o 5 0.0021 -
T - o
o 0.0005- . o
9] @
E 00000 — r E  oonodt— v
Z NS NU TS TU 4 NS NU TS TU
Grupos Grupos
Retroperitoneal 3 D
o o Subcutaneo
‘o 0.010+ ‘© 0.010+
Ne) e
= o
® x 0.0084 & x 0.008+
i) TS
50w | £l T
- 8_ 0.006+4 < 8 0.0064
S € S E
2
o ® o®
5 © 0.0044 T 5 © 0004
o 9 o ©
T 2 - o $
° 0.002+4 o 0.002+
@ @
E  oooodl— T E 000044 r
Z NS NU TS TU Z NS NU TS TU
Grupos Grupos

Figura 17 - Numero de estruturas crown-like por adipécito, campo de 40x, nos diferentes grupos
experimentais apds 10 semanas de treinamento fisico ou placebo associado ou néo a terapia
ultrassénica no tecido adiposo mesentérico (A), teste de K-W= 7,589, p=0,0226, epididimal (B),
teste de K-W= 8,949, p=0,0300, retroperitoneal (C), teste de K-W= 5,221, p=0,0735 e subcutaneo
(D), teste de K-W= 5,605, p=0,1325. Dados expressos como média + EPM. Pés-teste de
Comparacdo multipla de Dunn’s (p<0,05). *TS vs NU; **TS vs NS, NU; *TU vs NS.
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Figura 18 - Fotomicrografias ilustrativas da imuno-histoquimica para macréfagos no tecido
adiposo mesentérico nos grupos NS (A), NU (B), TS (C) e TU (D), no tecido adiposo
retroperitoneal nos grupos NS (E), NU (F), TS (G) e TU (H), no tecido adiposo epididimal nos
grupos NS (1), NU (J), TS (K) e TU (L), e no tecido adiposo subcutaneo nos grupos NS (M), NU
(N), TS (O) e TU (P) em aumento de 40x. Exemplos da marcacéo de células ED-1 positivas
indicadas com setas preenchidas com preto e estruturas semelhantes a crown-like indicadas por
um retangulo em destaque no aumento de 40x em 19.B e 19.P. Barra contendo a escala
equivalente a 14uM na figura 19.P utilizada como referéncia para todas as imagens.

A expressao génica do marcador inflamatério IL-6 aumentou no TAME em
relacdo ao grupo NS, enquanto que no TASC, a expressao génica de IL-6 foi
maior no grupo NU e TU, respectivamente em relacdo ao grupo NS e TS, mas
sem efeitos interativos entre as terapias utilizadas. No TAE, a expressao génica
desse marcador inflamatorio diminuiu apds o treinamento fisico isolado (grupo
TS) em comparacédo com os grupos NS e NU e a interacdo entre os tratamentos
empregados aumentou a expressao génica de IL-6 em compara¢cdo com 0 grupo
TS (Tabela 23).



100

A IL-6 plasmética foi associada positivamente com a expressao génica da
IL-6 no TASC nos grupos experimentais (Tabela 24), além de com a expressao
génica desse marcador inflamatorio no TAME (R=0,6236, IC= 0,0356 a 0,6943,
p=0,0492) no grupo NU. Ainda nesse grupo especifico, a expressao génica de
IL-6 foi associada positivamente com o respectivo niumero de macréfagos no
TAME e com a insulina plasméatica no TAE e TASC (Tabela 25). Salienta-se que a
expressao génica de IL-6 no TAME, TAE e TASC também foi correlacionada

positivamente com a massa dos seus respectivos tecidos adiposos (Tabela 26).

A realizagéo do treinamento fisico, isoladamente, determinou a reducéo da
expressao génica do TNF-a no TAE em comparacédo com o grupo NS, no TAME e
TASC em comparacdo com o grupo NS e NU. No TAE, a expressao génica do
TNF-a no grupo TU foi menor do que no grupo NU, mas sem efeitos aditivos da
interag&o entre as terapias utilizadas. Em contraste, no TAME, a interag&o entre o
treinamento fisico e a terapia ultrassdnica determinou o aumento da expressao
desse marcador inflamatério em comparacdo com a realizacdo apenas do

treinamento fisico (Tabela 23).

A expressdo génica de TNF-a no TAME foi negativamente associada aos
niveis plasmaticos de testosterona (Tabela 21) e positivamente com o namero de
macrofagos neste tecido nos grupos experimentais (Tabela 24). Entre os animais
do grupo TU, houve fortes associacdes entre a insulina plasmatica e a expressao
génica de TNF-a no TAE e TASC (Tabela 27) e no grupo TS, entre a expressao
génica desse marcador inflamatério no TAME com a leptina plasmética (R=
0,9166, IC= 0,1790 a 0,9946), p=0,0143. Ademais, a expressao génica de TNF-a
no TAME, TAE, TAR e TASC foi correlacionada positivamente com a massa dos

seus respectivos tecidos adiposos (Tabela 26).
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Tabela 23 - Expressao génica de IL-6 e TNF-alfa nos tecidos adiposos dos grupos experimentais apds realizacdo ou ndo do treinamento
fisico e da terapia ultrassonica

Grupos experimentais

IL-6 (u.d.a) NS NU TS TU P valor
TAME (x100) 3,84+0,18 4,39+0,062 4,08+0,11 4,12+0,28 0,0409

TAE (x100) 4,68+0,31 4,41+0,22 2,29+0,11°¢ 3,60+0,19¢ <0,0001! 0,0306"0,0026%
TAR (x100) 3,44+0,27 4,06+0,12 3,99+0,08 4,54+0,22 0,0148' 0,0075"0,8399%
TASC (x100) 4,91+0,15 5,82+0,252 4,22+0,18 5,48+0,33° 0,0004! 0,0513"0,4802%"

Grupos experimentais

TNF-a (u.d.a) NS NU TS TU P valor

TAME (x100) 3,09+0,19 3,35+0,04 2,53+0,12°¢ 3,36+0,15¢ 0,0177

TAE (x100) 2,78+0,11 3,21+0,21 1,87+0,12° 2,20+0,16¢ <0,0001! 0,0290" 0,7656%
TAR (x100) 2,86%0,29 2,88%0,36 2,70+0,10 3,55+0,09 0,1004

TASC (x100) 4,40+0,16 4,54+0,20 2,44+0,11° 3,48+0,04 0,0014

NS= N&o treinados e sem Ultrassom, NU= N&o treinados e com Ultrassom, TS= Treinados e sem Ultrassom, TU= Treinados e com Ultrassom. IL-6=
Interleucina-6, TNF-a= Fator de necrose tumoral alfa, TAME= Tecido adiposo mesentérico, TAE= Tecido adiposo epididimal, TAR= Tecido adiposo
retroperitoneal, TASC= Tecido adiposo subcutaneo, TAMAR= Tecido adiposo marrom, u.d.a.= Unidades densitométricas arbitrarias. Dados expressos
como média + EPM. Andlises ndo paramétricas por Kruskal-Wallis, pds teste de comparacées multiplas de Dunns (p<0,05); ANOVA two-way, 'p valor
para treinados vs néo treinados; Yp valor para terapia ultrassonica vs placebo, pos teste de Bonferroni (p<0,05). 3NU vs NS; PTS vs NS; TS vs NS, NU;
9TU vs NU; °TU vs TS. A interagdo entre a terapia ultrassonica e o treinamento fisico responde por aproximadamente 14,61% do total da variancia na

massa da expressao génica de IL-6 no TAE.
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Tabela 24 — Associacdes entre IL-6 plasméatica e a expressédo génica de IL-6 no tecido
adiposo branco e entre a expressdo génica de TNF-a e o numero de macréfagos infiltrados
no tecido adiposo branco dos grupos experimentais NS, NU, TS e TU

IL-6 plasmética (pg/mL)
R IC (95%) p valor

Expressao génica de IL-6 no TAME (u.d.a.) 0,0784 -0,5473 a 0,6479 0,4093

Expresséo génica de IL-6 no TAE (u.d.a.)

Expresséo génica de IL-6 no TAR (u.d.a.)

-0,1365 -0,7056 a 0,5396 0,3535
-0,1832 -0,7056 a 0,4682 0,2949

Expressao génica de IL-6 no TASC (u.d.a.) 0,5475 0,1385a0,7970 0,0062*

Expresséo génica de TNF-a no TAME (u.d.a.)

R IC (95%) p valor

Macroéfagos infiltrados no TAME

0,6296 -0,0002 a 0,9018  0,0255*

Expresséao génica de TNF-a no TAE (u.d.a.)

R IC (95%) p valor

Macréfagos infiltrados no TAE

-0,1434 -0,7703 a 0,6245 0,3674

Expresséo génica de TNF-a no TAR (u.d.a.)

R IC (95%) p valor

Macrofagos infiltrados no TAR

0,0015 -0,2820 a 0,6847 0,3995

Expresséo génica de TNF-a no TASC (u.d.a.)

R IC (95%) p valor

Macroéfagos infiltrados no TASC

-0,2647 -0,8171 a 0,5410 0,2632

IL-6= Interleucina-6, TAE= Tecido adiposo epididimal, TAME= Tecido adiposo mesentérico; TAR=
Tecido adiposo retroperitoneal, TASC= Tecido adiposo subcutédneo abdominal, TNF-o= Fator de
necrose tumoral alfa, u.d.a.= Unidades densitométricas arbitrarias, R= Coeficiente de correlacdo de
Pearson, IC = Intervalo de confianca. Diferenca significativa: *p<0,05.
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Tabela 25 — Associa¢gBes entre a expressao génica de IL-6 e macréfagos infiltrados no
tecido adiposo branco e insulina plasméatica do grupo experimental NU

Expressao génicade IL-6 (u.d.a)

R IC (95%) p valor
Macrofagos infiltrados no TAME 0,8665 0,1849 a 0,9852 0,0128*
Macrofagos infiltrados no TAE 0,2393 -0,9374a0,9760  0,3803
Macroéfagos infiltrados no TAR 0,1962 -0,9427 a 0,9737  0,4019
Macrofagos infiltrados no TASC -0,5817 -0,9896 a 0,8605 0,2091

Insulina plasmatica (ng/mL)

R IC (95%) p valor
Exp. génica de IL-6 no TAME (u.d.a) -0,7374  -0,9940a0,7681  0,1313
Exp. génica de IL-6 no TAE (u.d.a) 0,947 0,7636 a 0,9999 0,0026*
Exp. génica de IL-6 no TAR (u.d.a) -0,1414  -0,9706 a 0,9487 0,4293
Exp. génica de IL-6 no TASC (u.d.a) 0,8548 -0,1119 a 0,9903  0,0325*

Exp.= Expressao, IL-6= Interleucina-6, TASC= Tecido adiposo subcutédneo abdominal, TAME= Tecido
adiposo mesentérico, u.d.a.= Unidades densitométricas arbitrarias, R= Coeficiente de correlacédo de
Pearson, IC = Intervalo de confianga. Diferenca significativa: *p<0,05.

Tabela 26 - Correlagdo de Pearson entre a massa dos depdsitos adiposos e a respectiva
expressao génica de IL-6 e TNF-alfa dos grupos experimentais NS, NU, TS e TU

Massa do tecido adiposo (g)

R IC (95%) p valor
Expressao de IL-6 TAME (u.d.a) 0,9937 0,9838 a 0,9976 <0,0001*
Expresséo de IL-6 TAE (u.d.a) 0,9935 0,9833 a 0,9975 <0,0001*
Expresséo de IL-6 TAR (u.d.a) 0,9938 0,9840 a 0,9976 <0,0001
Expresséo de IL-6 TASC (u.d.a) 0,9936 0,9834 a 0,9975 <0,0001*
Expresséo de TNF-a TAME (u.d.a) 0,5296 -0,0638 to 0,8463 0,0383*
Expressdo de TNF-a TAE (u.d.a) 0,5193 -0,0445 a 0,8322 0,0345*
Expresséo de TNF-a TAR (u.d.a) -0,3022 -0,6940 a 0,2278 0,1277
Expresséo de TNF-o TASC (u.d.a) 0,4787 -0,0445 a 0,7959 0,0355*

IL-6= Interleucina-6, TNF-o= Fator de necrose tumoral do tipo alfa, TAME= Tecido adiposo
mesentérico, TAE= Tecido adiposo epididimal, TASC= Tecido adiposo subcutaneo abdominal, R=
Coeficiente de correlacéo de Pearson, IC= Intervalo de confianca. Diferenca significativa: *p<0,05.
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Tabela 27 — Associagdes entre a expressdo génica de TNF-a no tecido adiposo branco e

insulina plasmatica do grupo experimental TU

Insulina plasmatica (ng/mL)

R

IC (95%)

p valor

Exp. génica de TNF-a no TAME (u.d.a.) _g 3707
Exp. génica de TNF-a no TAE (u.d.a.) 0.8665

Exp. génica de TNF-a no TAR (u.d.a.) 0,2683
Exp. génica de TNF-a no TASC (u.d.a.) 0,9896

-0,8111 a 0,3379

-0,0673 a 0,9911
-0,4818 a 0,7915

0,5834 a 0,9998

0,1458

0,0287*
0,2425

0,0052*

Exp.= Expressdo, TAE= Tecido adiposo epididimal, TAME= Tecido adiposo mesentérico, TAR=
Tecido adiposo retroperitoneal, TASC= Tecido adiposo subcutdneo abdominal, TNF-a= Fator de
necrose tumoral alfa, u.d.a.= Unidades densitométricas arbitrarias, R= Coeficiente de correlacdo de
Pearson, IC = Intervalo de confianga. Diferenca significativa: *p<0,05.
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6 DISCUSSAO

6.1 Projeto piloto

Nos trés grupos experimentais US1, US2 e US3, apés as 10 sessbes de
terapia ultrassonica, independente da poténcia ultrassoénica utilizada, houve reducéo
do ganho de massa corporal o que corrobora com Gongalves et al. (2009a). A
reducdo do ganho de massa corporal foi associada positivamente com a diminui¢géo
da massa do TASC, algo que também foi verificado por Moreno-Moraga e
colaboradores (2007).

A diminuicdo da massa de diferentes tecidos adiposos (TASC, TAME, TAE) e a
manutencdo do TAR, tecido adiposo mais profundo, demonstra a influéncia do
ultrassom de 3MHZ em diferentes profundidades no percurso de seu campo de
atuacdo, o qual atinge profundidades de meio valor de 0,8 a 1,6cm (DRAPER;
CASTEL; CASTEL, 1995).

A reducgédo da massa do TASC, TAME e TAE foi acompanhada por diminui¢ao
do volume dos respectivos adipdcitos, demostrando que a acdo da terapia
ultrassodnica esta relacionada com o trofismo celular. A associacdo dos efeitos
cavitacionais do ultrassom sobre a destruicio mecéanica de adipécitos ja é bem
estabelecida (BROWN et al., 2009), mas a terapia ultrassénica também desencadeia
efeitos lipoliticos no tecido adiposo por meio do aumento da secrecdo de
norepinefrina pelas terminacdes nervosas simpaticas da regidao do corpo irradiada

por esse recurso fisioterapéutico (MIWA et al., 2002).

O aumento dos &cidos graxos livres com a terapia ultrassénica de 3W/cm?,
assim como a sua associacdo negativa com a massa de TASC, sugere a influéncia
adrenérgica do ultrassom. Além disso, é possivel que o aumento dos acidos graxos
livres seja decorrente da lipdlise do TASC, o qual contribui com a maior parte dos

acidos graxos da circulacéo sistémica (HOROWITZ, 2003).
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Uma parte dos acidos graxos e glicerol liberados pela hidrolise dos
triglicerideos apds a estimulagcdo com a terapia ultrassénica pode ter sido utilizada
para a producéo de energia e com consequente, reducédo da gordura corporal. Isto &
possivel, pois a energia sonora emitida pelo cabecote ultrassénica é bem absorvida
pelo musculo esquelético (DRAPER; SUNDERLAND, 1993) e determina o0 aumento
na expressao génica de UCP3 e UCP2 (KOGURE et al., 2005).

Outra parte dos acidos graxos liberados com a estimulacdo ultrassonica e
mantidos circulantes na circulacdo sanguinea sistémica pode ter determinado o
aumento da glicose plasmatica nos grupos sob terapia ultrassénica. O aumento dos
acidos graxos livres promovidos pela lipdlise apds a estimulacdo ultrassbnica em
ratos parece contribuir para a diminuicdo da tolerancia a glicose e desenvolvimento
de resisténcia insulinica (GONCALVES et al., 2009a). Nesse estudo piloto foi
observada a tendéncia de desenvolvimento de intolerancia a glicose e aumento da
resisténcia a insulina em ratos inaptos fisicamente, avaliada pelo indice HOMA-IR
com a poténcia de 3W/cm?, além de diminuicdo da sensibilidade a insulina (QUICKI-
R) nos grupos US1 e US3.

A resisténcia insulinica esta relacionada com doencgas cardiovasculares e é um
dos sinais da sindrome metabdlica, a qual inclui ainda, hipertensdo arterial e
dislipidemia (QUEIROZ et al., 2009). A estimulacdo ultrassdnica como recurso
lipolitico tem apresentado resultados controversos em relagéo ao perfil lipidico apos
a realizacdo da terapia (MORENO-MORAGA et al.,, 2007; GONCALVES et al,
2009a). Nesse estudo, todas as poténcias ultrassbnicas utilizadas reduziram o HDL-
c, enquanto que apenas as poténcias de 1 e 2W/cm? aumentaram a relacdo LDL-
c/HDL-c. Além disso, o aumento do LDL-c no grupo US1 foi associado,
negativamente, com a diminuicdo da massa de distintos tecidos adiposos, o que
demonstra que apesar da melhora estética por reducao do ganho de massa corporal
e de TASC, o ultrassom pode contribuir para o surgimento de fatores de risco para

doencas cardiovasculares e metabdlicas.

Apesar de a poténcia de 3W/cm? ter determinado alteracbes no metabolismo
da glicose e homeostase da insulina, foi a Unica que reduziu a massa e 0 volume
dos adipocitos do TASC, o principal alvo das terapias de reducdo da adiposidade

abdominal. Sendo assim, admitiu-se a potencia de 3W/cm? para ser utilizada na
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terapia ultrassénica a ser associada ou ndo ao treinamento fisico de intensidade

moderada.

6.2 Treinamento fisico associado ou néo a terapia ultrassénica

No presente estudo, foi testada a hipétese de que tanto o treinamento fisico
guanto a terapia ultrassonica reduziriam a massa corporal e dos tecidos adiposos
abdominais, mas que o0s animais submetidos a terapia ultrassbnica isolada e
treinamento fisico poderiam apresentar, respectivamente, alteracdes negativas e
positivas no metabolismo da glicose, homeostase da insulina, perfil inflamatério e
lipidico. Sendo assim, a realizacdo simultdnea destas terapias poderia reverter
esses agravos a saude dos animais. Para tal, foram investigadas as diferencas na
concentracao, resisténcia e sensibilidade a insulina, dislipidemias, niveis sistémicos
de IL-6, proteina C reativa, quantificacdo de macréfagos e expressao génica de IL-6
e TNF-alfa no tecido adiposo e hepatico, e sinalizacdo lipolitica com o treinamento

fisico em esteira e terapia ultrassonica.

O treinamento fisico em esteira isolado aumentou a performance fisica, a
expressdo génica de marcadores lipoliticos nos tecidos adiposos viscerais e
subcutaneo, a testosterona total e reduziu a massa corporal final, dos tecidos
adiposos visceral e subcutaneo, expresséo génica de LPL TAME e TASC, estruturas
crown-like e expressao génica de IL-6 e TNF-a no TAE, assim como de TNF-a no
TASC e TAME. Em contrapartida, a terapia ultrassénica isolada diminuiu a massa
corporal final, dos tecidos adiposos visceral e TASC, a expressao génica de LPL no
TAR e aumentou o colesterol total, a insulina e IL-6 plasmética, resisténcia a
insulina, numero de macrofagos no TAME, expresséo de IL-6 no TAME e TASC e

nao alterou a expresséo génica dos marcadores lipoliticos.

A associacao do treinamento fisico com a terapia ultrassénica reduziu o volume
dos adipécitos do TAME e TAR, a testosterona total plasméatica e aumentou o LDL-c,
cortisol e o numero de macroéfagos infiltrados no TAME e TASC, mas diminuiu o
namero de estruturas crown-like no TASC. Em comparagdo com o grupo submetido

a terapia ultrassonica isolada, a interacdo entre as terapias reduziu o volume dos
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adipécitos do TAME, a expressao génica de ATGL no TAME, o numero de
macrofagos infiltrados no TAME e aumentou a tolerancia a glicose, a expressao
génica do receptor Bs-adrenérgico no TAE, HSL no TAME, ATGL no TAR e o
namero de macrofagos infiltrados no TAE e TASC. Em relacdo ao treinamento fisico
isolado, a associagao dos tratamentos diminuiu a massa do TAE, mas aumentou a
expressao génica de HSL no TAME e TASC, de IL-6 no TAE e TNF-a no TAME e o

namero de macrofagos infiltrados no TAME e TASC.

A escolha de realizar o presente estudo com ratos baseou-se na evidéncia que
esses animais mimetizam as respostas dos parametros bioquimicos plasmaticos
(GOUTIANOS et al.,, 2015) e teciduais avaliados com as terapias utilizadas em
nosso estudo. A semelhanca fisiolégica das respostas ao exercicio em esteira
elétrica entre ratos e humanos indica que o uso de dados bioquimicos e teciduais de
ratos para a pesquisa em fisiologia é justificado. Além disso, a necessidade de
controle da alimentacédo, temperatura e de realizacdo de atividades fisicas da vida
diaria, justificam a necessidade do uso de cobaias na pesquisa dos efeitos da

terapia ultrassbnica sobre o metabolismo do tecido adiposo.

A selecdo dos animais aptos para esse estudo desprezou o0s animais
considerados como de baixo desempenho (inaptos), de forma que foram incluidos
na amostra os animais (58,82%) que corriam na esteira elétrica por um tempo
minimo de 5 min a 10 m/min com a esteira inclinada a 15° sem interrupcdes por
mais que 10 segundos. Essa sele¢do € de suma importancia a fim de excluir os
animais que possam ter sofrido a influéncia da selecdo natural de forma a preservar
caracteristicas de baixa capacidade aerdbica intrinseca (QUINTAO JUNIOR et al.,
2012). Maiores medidas de massa corporal tém sido correlacionadas com baixo
desempenho fisico em ratos em relacdo a distancia corrida e essa caracteristica é

originada por um componente genético pleiotropico (KOCH; BRITTON, 2001).

Durante o primeiro teste de exaustéo, a performance fisica avaliada pelo tempo
de exercicio necessario para fadiga ndo diferiu entre 0s grupos experimentais,
porém depois de 4 e 8 semanas do protocolo de treinamento fisico em esteira, 0s
animais apenas treinados aumentaram a capacidade fisica, enquanto que a
incipiente reducdo da performance fisica nos animais sedentarios e submetidos a
terapia ultrassoénica foi revertida com a associagdo com o treinamento fisico desde

as 4 primeiras semanas de exercicio. O protocolo de treinamento fisico foi adaptado
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de estudo prévio (NUNES-SILVA et al., 2014), sendo que a realizacdo do exercicio
com 60% de intensidade é considerada como de intensidade moderada
(CARNEIRO-JUNIOR et al., 2013) e 100% de duracédo garante que a adaptacdo ao
treinamento de endurance seja alcancado (LIMA; COIMBRA; MARUBAYASHI,
1998).

Justifica-se a realizacdo de trés testes de exaustdo tanto pelo ajuste da
capacidade fisica individual com o treinamento quanto pelo fato das terapias
utilizadas interferirem com a massa corporal dos animais. Isto ocorre, pois, a massa
do animal no dia da avaliacgdo é considerada no calculo do desempenho,
diferentemente de protocolos que consideram apenas o0 tempo total ou distancia
percorrida durante o exercicio. Além disso, esta equacao considera todas as forcas
e velocidades proporcionais, respectivamente, a massa corporal e a velocidade de
corrida, possibilitando que a energia mecéanica se torne igual ao produto da
velocidade pela massa e o desempenho fisico do rato seja medido por uma
guantidade proporcional ao trabalho mecéanico (OLIVEIRA, 2013). Nesta equacéo, a
exaustdo foi considerada quando o animal interrompeu a sessao de treinamento
fisico (10 segundos sem manter a corrida) devido as altas intensidades de exercicio
atingidas que ndo permitem o suprimento de oxigénio suficiente para as altas taxas
de trabalho dos musculos, promovendo a anaerobiose da musculatura esquelética e

a subsequente interrupcao do exercicio (NOAKES, 2000).

Neste estudo foi usado um protocolo de corrida em esteira com velocidade
inicial de 10m/min com aumentos de 1m/min a cada 3 minutos. A escolha de um
protocolo de exercicio progressivo, com aumentos rapidos e constantes da
velocidade, associado a inclinacdo de 15° da esteira, possibilitou a diminuicdo do
tempo total de exercicio (média de 22 minutos), bem como a possibilidade de lesdes
nas patas e unhas dos animais durante a corrida e permitiu que os ratos corressem
proximos de sua velocidade maxima ao final do protocolo de treinamento
(MITCHELL; SPROULE; CHAPMAN, 1958; COSTILL; THOMASON; ROBERTS,
1973; DRUMMOND, 2014). Ademais, o protocolo de exercicio progressivo atende a
premissa de que o consumo de oxigénio aumenta linearmente em funcdo da
velocidade da corrida em ratos (BROOKS; WHITE, 1978).

A eficécia do protocolo de exercicio progressivo utilizado neste estudo pode ser

averiguada, pelos resultados dos testes de exaustdo como descrito anteriormente,
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mas também, pela avaliagdo da massa das adrenais que aumentou entre 0s animais
treinados fisicamente. A hipertrofia das glandulas adrenais também foi observada
com o treinamento fisico progressivo de baixa intensidade (50% do VO:2max) apos 12
semanas com 5 sessdes semanais (LANA; PAULINO; GONCALVES, 2006).

Segundo Parizkova e Stankova (1964), o aumento da massa das glandulas
adrenais € um indicador confiavel para verificar o efeito estressor do exercicio fisico.
Apés a realizacdo do treinamento fisico por varias semanas, a amigdala é
estimulada e entdo, ha liberacdo do horménio liberador de corticotropina pelo
hipotdlamo (RIVEST; RICHARD, 1990), seguido pela rapida ativacdo do sistema
hipofise-adrenais e o aumento da massa das glandulas adrenais (SOTHMANN et al.,

1996), principalmente na regido cortical fascicular e reticular.

O aumento da massa das glandulas adrenais é caracterizado pelo aumento do
namero de mitocdndrias e suas respectivas cristas mitocondriais, citocromos,
reticulo endoplasmatico e polissomos, 0s quais Sdo 0s principais sintetizadores de
corticoides (VIRU, 1985). Apesar do aumento da massa das adrenais pelo
treinamento, a concentracdo plasmatica do cortisol ndo sofreu alteracdo
corroborando com as evidéncias de que, em exercicios de baixa e moderada
intensidade, a concentracdo de cortisol se altera pouco (PEDERSEN; HOFFMAN-
GOETZ, 2000). E possivel, também, que esses valores ndo tenham sido alterados
devido a eutanasia dos animais ter ocorrido apés 48 horas da ultima sesséo de
treinamento fisico, ultrapassando, assim, o tempo de meia-vida plasméatica de 80
minutos desse hormoénio (CASTRO; MOREIRA, 2002).

O treinamento fisico progressivo de intensidade moderada, isoladamente,
diminuiu a massa corporal com a reducéo do TASC e visceral total, sem alteracdo do
consumo alimentar (dados né&o mostrados). Resultados semelhantes de
treinamentos com exercicio fisico (HASHIMOTO; SATO; IEMITSU, 2013) foram
associados ao aumento da demanda energética (MORO et al., 2014) durante ou
apos a atividade fisica, sem alteracbes da ingestdo caldrica por compensacao
(ZHAO et al., 2011).

A reducdo da massa do TAV e TASC com o treinamento fisico isolado foi
acompanhada por um menor volume e elipticidade dos adipdcitos do TASC,
semelhante ao observado por De Matteis e colaboradores (2013). Entretanto, ndo

houve alteracbes do numero de adipocitos no TASC e nos trés tipos de tecidos
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adiposos viscerais analisados. Assim, o efeito do treinamento fisico de intensidade
moderada sobre o tecido adiposo, neste estudo, pode estar relacionado com a
diminuicdo da sua atividade lipogénica e aumento da lipolise (HOROWITZ; KLEIN,
2000; HOROWITZ, 2003; MORO et al., 2014).

Nos tecidos adiposos abdominais, o treinamento fisico aumentou a expressao
génica dos receptores Pz-adrenérgicos (TAME, TAR e TASC) e das enzimas
lipoliicas HSL (TAE e TASC) e ATGL (TASC). Segundo Stallknecht et al. (2001), o
maior estimulo para a ativacdo da lipdlise durante o exercicio € o aumento da
secregcdo de catecolaminas, com subsequente estimulagdo [-adrenérgica,
fosforilacdo e ativacdo da HSL. A expressdo génica da enzima HSL foi
negativamente associada com a massa do TASC. Aumentos na expressao proteica
e atividade da HSL no tecido adiposo ocorrem com o treinamento fisico de
endurance (DONSMARK et al., 2004; HASHIMOTO; SATO; IEMITSU, 2013;
OGASAWARA et al., 2015), sendo esta a lipase de maior acdo na lipolise estimulada
por catecolaminas (FERNANDEZ et al., 2008). Entretanto, a ATGL também possui
acao na lipdlise de triglicerideos e junto com a HSL é responsavel por 95% da
lipélise de triglicerideos (SCHWEIGER et al., 2006).

O treinamento fisico isolado aumentou a expressao génica da PKA em todos
os tecidos adiposos analisados. O aumento da atividade lipolitica do tecido adiposo
pelo treinamento fisico é dependente do aumento da capacidade oxidativa
mitocondrial para o fornecimento da energia necessaria para a formagdo de AMPCc e,
posterior ativacdo da PKA e fosforilagdo da HSL (FLACHS et al., 2013). A reducéao
da massa e 0 aumento da expressdo génica da HSL no TASC entre os animais
treinados fisicamente foi correlacionada, respectivamente, de forma negativa e
positiva com 0 aumento dos niveis plasméaticos de testosterona total. Ha evidéncias
gue o treinamento fisico com sessdes de curta duragdo aumenta 0s niveis
plasméaticos de testosterona (VIRU et al., 1998). Este hormonio reduz o ganho de
massa corporal por aumentar a atividade da HSL no tecido adiposo (XU et al., 1993)
e diminuir a atividade da LPL (GRAY et al., 1979), cuja expresséo génica foi menor
no TAME e TASC nos animais que foram submetidos ao treinamento fisico em

nosso estudo, semelhante ao descrito por TESSIER et al. (2010).

Além de atuar sobre o metabolismo do tecido adiposo, a testosterona esta

associada com o aumento da massa muscular (HOYOS et al., 2012), que apesar de
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nao ter sido avaliada nos nossos animais, pode ter sido maior entre os ratos
treinados em comparacao com os sedentarios e consequentemente, influenciado na

massa corporal final, de forma que os seus valores ndo fossem ainda menores.

Apesar dos indicativos de aumento da mobilizacéo lipidica (pelos marcadores
lipoliticos) nos tecidos adiposos analisados, a concentragdo dos acidos graxos livres
nao foi alterada com o treinamento fisico nos ratos analisados. O treinamento fisico
de endurance determina melhora na coordenacéo entre a mobilizacdo, captacéo e
oxidacado de acidos graxos, evitando assim, prejuizos na captacdo de glicose e
alteragbes da sinalizacdo insulinica (HOROWITZ, 2003). As evidéncias de
correlacdo entre a testosterona e a expressao génica de marcadores de fosforilagéo
oxidativa (PITTELOUD et al., 2005), permite-nos inferir a possibilidade de o aumento
da testosterona entre os ratos treinados ser um dos mecanismos que pode ter
influenciado o possivel aumento da oxidacdo de AGL nos musculos esqueléticos e

favorecido a reducao dos depdsitos adiposos analisados.

Em ratos saudaveis e eutroficos, a manutencao da concentracao plasmatica de
insulina, assim como dos indices de avaliacdo da sensibilidade (QUICKI e QUICKI-
R) e resisténcia a insulina (HOMA-IR) confirmam que o treinamento fisico de
endurance mantém os mecanismos de regulacdo da glicose e da homeostase da
insulina. Em individuos com sobrepeso, o treinamento fisico de endurance promove
melhora do perfil lipidico plasmatico ao diminuir a concentragdo de triglicerideos e
LDL-c e aumentar a concentracdo de HDL-c, com possiveis beneficios
cardiovasculares (KRAUS et al.,, 2002). Entretanto, nossos resultados com ratos
machos saudaveis ndo apontaram quaisquer alteracbes no perfil lipidico apés o
treinamento fisico. Os efeitos do treinamento fisico sobre o perfil lipidico podem ser
mediados pela reducdo na massa de gordura visceral, mas também pela inducéo de
um ambiente anti-inflamatério em cada sessdo de exercicio (PETERSEN;
PEDERSEN, 2005; MATHUR; PEDERSEN, 2008).

A realizacdo de treinamento fisico progressivo de intensidade moderada
determinou a diminuicdo da expressao génica de IL-6 no TAE e de TNF-a no TAE,
TAME e TASC. Esses dados sdo semelhantes as evidéncias de que a pratica
regular de exercicio diminui os niveis de adipocinas inflamatdrias, tais como a IL-6,
TNF-a (OUNIS et al., 2009; MUJUMDAR et al., 2011; EL-KADER; GARI; SALAH EL-

DEN, 2014). Estas citocinas inflamatérias sdo envolvidas na inflamacé&o, apoptose,
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citotoxidade e induz a resisténcia insulinica (FONSECA-ALANIZ et al., 2007).
Ademais, existe uma correlagcéo inversa entre o TNF-a e 0 metabolismo da glicose,
ja que o TNF-a suprime a sinalizacao insulinica, reduz a fosforilagdo do IRS-1 e da
PI3K e a subsequente sintese e translocacdo do transportador de glicose GLUT4

para a membrana plasmatica (ARNER, 1995).

A reducdo da expressdo génica de IL-6 e TNF-a pelo treinamento fisico
ocorreu em associacdo com a diminuicdo da massa dos depdsitos adiposos
analisados, assim como o observado por Mujumdar e colaboradores (2011).
Possivelmente, a reducdo da expressdo génica de IL-6 ocorreu por um efeito
paracrino do TNF-o (GRUNFELD; FEINGOLD, 1991). Existem evidéncias de que o
treinamento fisico inibe a infiltracdo de mondcitos e macrofagos no tecido adiposo de
camundongos obesos (KAWANISHI et al., 2010), ndo sendo este efeito observado

em ratos eutroficos.

Os nossos resultados também mostraram que o treinamento fisico de
endurance reduziu o volume, a elipiticidade, a area lipidica e aumentou a coloracéo
granular eosinofilica dos adipocitos do TAMAR. A diminuicdo da massa (SEGAWA et
al., 1998), do tamanho das goticulas de lipidios (DE MATTEIS et al., 2013; SLOCUM
et al., 2013) e da area dos adipocitos no TAMAR ja foi relatada apos a realizacéo de
treinamento fisico de intensidade moderada (DE MATTEIS et al., 2013) e pode ser
relacionada com a ativagdo desse tecido por meio do aumento da expressao de
genes relacionados a funcéo e biogénese mitocondrial (SLOCUM et al., 2013).

O aumento de atividade simpatica no TAMAR apds o treinamento fisico de
intensidade moderada, por meio da fosforilagdo da PKA, fosforila a p38 MAPK que
ativa a PGC-1a (HARMS; SEALE, 2013), a qual é responsavel pela regulacdo da
biogénese mitocondrial, expressdo de proteinas mitocondriais, ativacdo dos
receptores [Bs-adrenérgicos, da AMPK (SLOCUM et al., 2013), enzimas
desacopladoras da mitocondria do tipo 1 (UCP1l) e outros componentes
termogénicos no tecido adiposo (HASHIMOTO; SATO; IEMITSU, 2013). Esses
fatores sao relacionados com o aumento do gasto energético e subsequente, perda
de massa corporal em humanos (SAITO et al.,, 2009). Além disso, apesar da
presenca de browning nos tecidos adiposos branco analisados nao ter sido avaliada,

€ possivel que essa transformacdo tenha ocorrido. Wu e colaboradores (2014)
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apontaram que o treinamento fisico de endurance progressivo determinou o
aumento da proteina contendo o dominio 5 da fibronectina (FNDC5) no tecido
adiposo subcutaneo de forma a aumentar o gasto energético por termogénese em

ratos.

Da mesma forma que o treinamento fisico isolado, a terapia ultrassénica
reduziu a massa corporal, do TASC e do TAV. A reducao de massa corporal (MIWA
et al., 2002), de tecido adiposo subcutaneo em ratos saudaveis (GONCALVES et al.,
2009a) e humanos eutrdficos (PALUMBO et al., 2011; MILANESE et al., 2014;
NASSAR et al., 2015) ou mesmo do TAR (GONCALVES et al., 2009a) com a terapia
ultrassonica ja foi descrita, porém nao encontramos relatos de alteragcdes na massa
do TAV e TAME em roedores ou em humanos. Partindo do pressuposto que a
gordura visceral mesentérica nos ratos analisados estava a uma profundidade
inferior a estimativa de profundidade de meio valor para o tecido adiposo (17mm)
com a aplicacao de ultrassom de 3MHz (DOWSETT et al., 2006), é possivel que as
ondas sonoras tenham sido absorvidas parcialmente por estes tecidos e promovido

a diminuicdo da massa dos mesmos.

Apesar da terapia ultrassonica ter determinado a redugcao das massas corporal
e dos tecidos adiposos descritos, reducdes do trofismo foram apresentadas apenas
em relacdo ao volume e a elipticidade dos adipdcitos do TASC. Bani et al. (2013)
verificaram que a terapia ultrassénica nao focada, pulsada, frequéncia de 20KHz,
com poténcia de 3W/cm? sobre o TASC de mulheres reduziu as medidas das dobras
cutdneas nas regides do abdome e o tamanho dos vacuolos lipidicos dos
respectivos adipécitos. Da mesma forma, esses autores verificaram in vitro a

reducdo dos vacuolos de lipidios nos adipocitos tratados com o ultrassom.

Como né&o houve alteracdo nas medidas de estimativa de consumo alimentar
(dados ndo mostrados), ndo € possivel creditarmos uma possivel diminuicdo da
ingestéo alimentar como motivo para as redugdes de medidas de massas corporal,
de tecido adiposo e volume dos adipdcitos descritas anteriormente. Entretanto,
existem evidéncias de que a terapia ultrassbnica determina efeitos lipoliticos por
meio da secrecdo de norepinefrina nas terminacdes nervosas simpaticas na regiao
do corpo irradiada (MIWA et al., 2002).

Ao analisar os efeitos da terapia ultrassénica sobre a expressdo génica de

marcadores lipoliticos, observou-se que o ultrassom ndo determinou alteracdes na
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expresséo de receptores Pz adrenérgicos, PKA e HSL em nenhum deposito adiposo
abdominal sendo que apenas a expressdo génica de ATGL aumentou no TAME.
Quanto ao perfil antilipogénico observou-se a reducéo dos niveis de RNAm da LPL
apenas no TAR. Esses resultados limitados de diminuicdo da lipogénese (reducéo
da LPL no TAR) e aumento da lipolise (elevacdo da ATGL no TAME) podem até ter
contribuido para a diminuicdo da massa do TAV, mas possivelmente, ndo foram
suficientes ou determinantes para a reducdo desse tecido. Assim, ndo é possivel
inferir que o efeito liporedutor da terapia ultrassdnica de alta poténcia empregada em

nosso estudo seja decorrente da ativacao das vias lipoliticas adrenérgicas.

Apesar de ndo haver evidéncias sobre alteracbes na expressao génica dos
marcadores lipoliticos e lipogénicos apds realizacdo da terapia ultrassbnica nao
focada de alta intensidade, o potencial do ultrassom focado pulsado e de alta
intensidade em determinar alteracbes da expressao génica, particularmente, de
marcadores inflamatérios ou relacionados com o ciclo celular de células tumorais de

camundongos ja foi anteriormente demonstrado (HUNDT et al., 2013).

Considerando os efeitos antilipoliticos da insulina em decorréncia da ativacao
da PKB e posterior desativacdo da PKA (GATHERCOLE et al., 2013), o aumento
dos niveis plasmaticos de insulina entre os animais submetidos apenas a terapia
ultrassodnica pode ter inibido a acdo da HSL no TASC por ser esse tecido mais
sensivel a insulina do que os tecidos adiposos viscerais. Também ha relatos de acéo
inibitéria da insulina sobre a expressao génica da ATGL (KERSHAW et al., 2006;
KIM et al., 2006) sendo sugerido para tal, um mecanismo dependente da diminuicéo
de PPARYy (KIM et al., 2006).

A lipdlise no tecido adiposo subcutaneo contribui, principalmente, para o fluxo
sistémico de acidos graxos (HOROWITZ, 2003), mas o aumento da insulina pode ter
influenciado na manutencdo dos niveis plasmaticos de acidos graxos apos o
emprego da terapia ultrassbnica em ratos aptos fiscamente. Esse resultado foi
diferente do que ocorreu em nosso estudo piloto realizado com animais inaptos, em
gue o uso do ultrassom também com poténcia de 3W/cm? aumentou a concentracdo

de acidos graxos livres.

A manutencdo da massa, volume, elipticidade e area lipidica do tecido adiposo

marrom impede que os resultados dos acidos graxos livres sejam associados com a
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influéncia desse tecido em um possivel mecanismo de termogénese apos a terapia
ultrassonica isolada. Um possivel aumento local na expressdo génica de UCP2 e
UCP3 na musculatura esquelética apds a terapia ultrassdnica como descrito por
Kogure et al. (2005) pode ter contribuido para os niveis inalterados de acidos graxos
livres encontrados em nosso estudo, ja que eles podem ter sido oxidados por esse

mecanismo.

A terapia ultrassbnica isolada determinou a diminuicho do numero de
adipdcitos no TAE e TASC, efeito ndo observado apos a realizacao do treinamento
fisico isolado nem descrito na literatura cientifica pesquisada, mas que pode ter
contribuido para a reducdo da massa corporal total, do TASC e TAV entre o0s
animais em que apenas a terapia ultrassénica foi aplicada. Embora ndo avaliados
em nosso estudo, os efeitos cavitacionais do ultrassom de alta poténcia (DUBINSKY
et al., 2008; BROWN et al., 2009; BANI et al., 2013), assim como a influéncia de
uma possivel reducdo na expressdo génica de PPARy subsequente a terapia
ultrassoénica (KIM; CHOI, 2011) podem ser citados como as possiveis causas da

reducdo do numero de adipocitos.

O uso da terapia ultrassénica com a poténcia de 3W/cm? induz o
desenvolvimento de bolhas de gas micrométricas nos tecidos (FRENKEL; KIMMEL;
IGER, 2000; NYBORG, 2001) durante os picos positivos e negativos da onda
sonora, caracteristicas tipicas de um processo cavitacional (KHOKHLOVA et al.,
2006). Na sequéncia, as altas pressdes na regido externa e altas temperaturas
internamente nas bolhas, forcam o colapso das mesmas (DUBINSKY et al., 2008) e
podem provocar alteragdo histoldégica com liberacdo de gordura ou mesmo apoptose
como consequéncia desse processo mecanico (PALUMBO et al., 2011). Em
estimulacdo ultrassdnica com poténcia semelhante, Brown e colaboradores (2009)
observaram a formacédo de cavitagBes no tecido adiposo de suinos e destruicdo
mecéanica de adipdcitos com preservacdo do tecido conjuntivo. Em cortes
histologicos de adipocitos humanos submetidos a terapia ultrassdnica com
frequéncias e poténcias semelhantes, foram observadas rupturas dos adipocitos e
retracao das fibras colagenas (FERRARO et al., 2008).

Além de fatores de crescimento e quimicos, a estimulacdo mecanica por
alongamento, contragdo muscular ou mesmo a terapia ultrassénica pode influenciar

a proliferacéao e diferenciacdo de varios tipos de células (LUU, 2009; HUANG et al.,
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2010), porém os mecanismos de sinalizagdo celular desse tipo de estimulagéo sobre
as células tronco permanecem desconhecidos. Kim e Choi (2011) observaram que a
estimulagdo ultrassénica de 1MHz, poténcia de 100 mW/cm? tem efeitos inibitérios
sobre a diferenciacdo dos adipoécitos associado com a reducao da expressao génica
de PPARy. Da mesma forma, Kusuyama e colaboradores (2014) verificaram que a
aplicacdo do ultrassom de 1,5MHz a 30 mW/cm? suprimiu a diferenciacéo
adipogénica, diminuiu a expressao génica do PPARy2 e proteina do tipo 4 ligadora
de acidos graxos (FABP4). Apesar de ndo terem sido encontrados trabalhos sobre a
influéncia da terapia ultrassénica de alta poténcia sobre os niveis de RNAmM de
PPARYy, é possivel que a expressao génica desse receptor nuclear e a de C/EBP
tenha diminuido e influenciado na reducdo do numero de adipocitos do TAE e TASC
(DE QUEIROZ et al., 2009).

A reducdo da massa, volume e elipticidade dos adipdcitos do TASC apos a
realizacao isolada da terapia ultrassénica ou do treinamento fisico foi associada com
a reducdo dos niveis plasmaticos de leptina. A leptina € uma adipocina associada
com o consumo alimentar (KAIYALA et al., 2015) e com o volume do tecido adiposo,
especialmente, o subcutaneo (BRADLEY; CLEVELAND; CHEATHAM, 2000). A
expressao génica de leptina neste tecido esta positivamente relacionada com a
concentracdo sérica desse horménio (MANTZOROS; FLIER; ROGOL, 1997) e
negativamente com o aumento da atividade dos receptores Bs-adrenergicos, como
ocorre no exercicio fisico (COILLARDE et al., 2002). A reducéo da leptina plasmatica
também foi associada com a diminuicdo da expressao génica de TNF-a entre os
animais apenas treinados fisicamente. Evidéncias apontam que o TNF-a aumenta a
expressao génica e os niveis plasmaticos da leptina por meio do receptor p55 de
TNF-a (FINCK; JOHNSON, 2000).

A associagdo do treinamento fisico com a terapia ultrassonica reduziu a massa
do TAE de forma associada com a diminuicdo do numero de adipocitos em
comparacao com a realizacdo do treinamento fisico isolado. Contudo, a interacdo
entre os tratamentos nédo foi suficiente para alterar o volume dos adipdécitos, apesar
da maior expressdo génica de receptores Pz-adrenérgicos no TAE. Da mesma
forma, o efeito aditivo da interacdo entre as terapias sobre a reducdo do numero de

adipécitos do TAE comparado aos grupos NS e NU e a expressao génica dos
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receptores Psz-adrenérgicos em relacdo ao grupo NS ndo determinaram a diminuigdo

da massa nesse tecido em relacéo a esses dois grupos experimentais.

Apesar da interacdo entre as terapias utilizadas ter acarretado, no TAME, a
reducdo do volume dos adipécitos em relacdo ao grupo NS e NU, da elipticidade
comparado ao grupo NS e do namero dos adip4citos comparados aos outros grupos
experimentais, a massa desse tecido ndo foi alterada. Assim como no TAME, a
massa do TASC e TAR néao foi influenciada pela interacdo do treinamento fisico e
terapia ultrassénica, sendo que neste Ultimo tecido, apenas o volume foi menor do
gue o grupo NS. O unico estudo encontrado, até a data atual, sobre os efeitos da
combinacéo dessas duas técnicas sobre o tecido adiposo, apontou a diminuicao da
espessura do tecido adiposo subcutaneo na regidao interna da coxa de homens sob
efeitos agudos do exercicio fisico, e ainda assim, os efeitos na regido abdominal ndo
foram avaliados (MIWA et al., 2002).

O aumento da expressdo génica da HSL no TAME com a interacdo entre as
terapias, comparado aos grupos NU e TS pode ter influenciado na reducdo do
volume dos adipdcitos desse tecido. Em contrapartida, as terapias associadas
aumentaram os niveis de RNAm desse marcador lipolitico no TASC comparado ao
grupo TS n&o implicando em alteragcbes do volume ou massa desse tecido. No
TAME e TAR A associacdo do ultrassom com o treinamento fisico determinou efeitos
contrarios na expressao génica da ATGL, respectivamente, de reducdo e aumento
em relacdo a terapia ultrassénica isolada, porém esta ndo € a principal via de
hidrélise de triglicerideos em roedores (SCHWEIGER et al., 2006). Ao contrario dos
marcadores lipoliticos, a interacdo entre os tratamentos ndo alterou a expressao
génica da LPL, sendo que a inexisténcia de estudos, até a presente data, sobre a
expressdo génica dos marcadores lipoliticos e lipogénicos apdés a associacdo do
treinamento fisico com a terapia ultrassénica, impossibilita que comparacdes sejam

realizadas.

A reducdo do numero de adipdcitos, que é um fator associado a deposicao de
gordura ectopica (GHOSH, 2014), ndo determinou o surgimento de micro e
macrovesiculas no tecido hepético entre os animais analisados, semelhante ao
observado por Moreno-Moraga e colaboradores (2007) em ratos submetidos a
apenas a terapia ultrassénica. A realizacdo do estudo com ratos adultos submetidos

a dieta normocaldrica (DANTAS, 2011) também podem ter auxiliado a néo
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deposicao ectépica no figado, apesar do aumento da massa do referido 6rgdo no
grupo de animais submetidos ao treinamento fisico associado a terapia ultrassénica

comparado aos animais do grupo controle.

Os animais submetidos a associagdo dos dois procedimentos experimentais
apresentaram elevacdo da concentracdo plasmatica do cortisol em comparagdo o
grupo NS porem sem alteracdo da massa das glandulas adrenais. O cortisol, como
descrito anteriormente, pode ser sintetizado em situacdes de aumento de estimulos
sobre o eixo hipotalamo-hipofise-adrenal (COUTINHO et al., 2006). Sendo assim, o
aumento do cortisol nesses ratos pode ter decorrido da sintese nos adipdcitos dos
tecidos adiposos viscerais por meio da enzima 11-beta-hidroxiesterdide
desidrogenase tipo | (11B-HSD1), responsavel por gerar cortisol ativo a partir de
cortisona (COUTINHO et al., 2006).

Os niveis plasméticos elevados de cortisol no grupo TU podem ter influenciado
a reducdo da testosterona total sérica, que foram associados negativamente. O
cortisol pode inibir o processo estereidogénico testicular induzido pelo LH ou reduzir
a producdo de AMPc nos testiculos (LU et al., 1997). Nossos resultados apontaram
uma associacdo negativa da testosterona total com a insulina plasmética e com a
expressdo de TNF-a no TAME, e positiva da expressao génica de TNF-a no TAE e
TASC com a insulina sérica. Evidéncias sugerem que a diminuicdo da
testosterona pelo TNF-a decorra de sua acéo inibitdria sobre a atividade do eixo
hipotalamico-hipofisario-gonadal (JONES, 2010) e que o0s niveis plasmaticos
elevados de TNF-a (VIGNOZZI et al., 2012), insulina (PINTANA; CHATTIPAKORN,;
CHATTIPAKORN, 2015) e de resisténcia a insulina s&do relacionados,
negativamente, com a concentracao plasmatica de testosterona (PITTELOUD et al.,
2005).

Neste sentido, os teores elevados de testosterona total plasmatica, nos animais
apenas treinados, podem estar relacionados com a diminuicdo da massa e da
expressdo de TNF-a nos tecidos adiposos abdominais e manutengdo da
sensibilidade a insulina. Da mesma forma, a reducéo da concentracdo plasmatica de
testosterona total no grupo TU pode estar relacionada com o efeito aditivo da
interacdo do treinamento fisico com a terapia ultrassonica que determinou o
aumento da expressdo génica de TNF-a no TAME em comparagdo com 0s animais

apenas treinados fisicamente.
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Apesar de nossos resultados apontarem diferencas nos niveis plasmaticos de
estradiol, a razéo entre o estradiol e a testosterona aumentou entre 0os animais do
grupo NU, os quais apresentaram maiores valores de HOMA-IR e insulina
plasmatica. Na resisténcia a insulina, ha aumento da expressdo da enzima
aromatase (COHEN 2001), a qual converte a testosterona em estradiol e, portanto,
reduz os niveis plasmaticos de testosterona (VIGUERAS-VILLASENOR et al. 2011).
A diminuicdo da sensibilidade a insulina tem sido associada ao aumento da razéo
entre o estradiol e a testosterona (PITTELOUD et al., 2005; XIA et al., 2015).

As lesbes celulares decorrentes dos efeitos cavitacionais (FERRARO et al.,
2008; BROWN et al., 2009) e a subsequente producdo de citocinas inflamatorias
(SHALOM et al., 2013) pode ser um elo entre a realizacdo isolada da terapia
ultrassbnica de alta poténcia e o desenvolvimento de resisténcia insulinica. Foram
observadas associacdes positivas entre a insulina plasmatica e a expressao génica
de IL-6 e entre a insulina plasmatica e a expressdo génica de TNF-a.no TAE e
TASC, respectivamente, no grupo NU e TU, assim como entre a insulina plasmatica
e 0 numero de macrofagos no TASC em todos os grupos experimentais. Nao foram
encontrados estudos relacionando os efeitos da terapia ultrassonica de alta poténcia
sobre a expressao génica de IL-6 e TNF-a em tecidos adiposos. Contudo, o uso de
ultrassom de baixa poténcia, em cultura de tecido adiposo abdominal humano,
determinou menor expressdo génica de TNF-a (PARK et al.,, 2010) e em Ulceras
varicosas, a reducdo da expressao de IL-6 e TNF-a (ESCANDON et al., 2012; YAO
et al., 2014).

Apesar da IL-6 e TNF-atambém serem secretados pelos mondécitos e
macroéfagos, a secrecdo dessas citocinas aumenta no TAB sob resisténcia a insulina
(HAUNER, 2004). Os nossos resultados de terapia ultrassonica isolada, em que a
resisténcia a insulina foi configurada por meio do aumento do HOMA-IR, apontaram
0 aumento dos niveis plasmaticos de IL-6, assim como da expressao génica de IL-6
no TAME e TASC. A associacdo do aumento dos niveis plasméaticos de IL-6 com a
expressao génica desta citocina no TAME e TASC entre os animais submetidos
apenas a terapia ultrassénica corrobora com as evidéncias de que parte da IL-6
provém do TAB (KERSHAW; FLIER, 2004; STELZER et al., 2012). Em adigao,
observamos que o aumento da IL-6 plasmatica também foi fortemente associado

com a elevacdo da insulina plasmatica nesse grupo de animais, semelhante a
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correlacdo dessas duas variaveis descrita por Kershaw e Flier (2004) e Stelzer e
colaboradores (2012).

Os membros das MAPK como a JNK, ERK e a p38MAPK, kB quinase (ARKAN
et al.,, 2005; VALLERIE et al., 2008) ou a PKC (HAASCH et al., 2006) podem ser
ativados pelo acoplamento das citocinas produzidas pela cavitagdo induzida pelo
ultrassom no tecido adiposo sob o seu campo acustico. A ativacdo dessas vias
determina a resisténcia a acao da insulina, incluindo bases moleculares como a
inibicio da capacidade de sinalizagdo da IRS-1 através da ativagdo de
serinoquinases (GALIC; OAKHILL; STEINBERG, 2010) ou mesmo a translocacao de
fatores de transcricdo nuclear, tais como o NFkB e C-Jun que se ligam a sequéncias
especificas de genes promotores e estimulam a transcricdo de genes de citocinas
inflamatorias (SAMAAN, 2011).

O aumento da expressdo de citocinas inflamatérias nos tecidos adiposos
visceral e TASC ativa as células inflamatérias presentes no tecido adiposo,
predominantemente linfcitos tipo T e macréfagos regulatérios M1 (HUBER et al.,
2008) e induzem a transformacéo dos macrofagos regulatérios do tipo M2 (M2) em
M1(KRATZ et al., 2014). Além disso, o0 aumento de citocinas favorece que os pré-
adipécitos originem macréfagos (KOSTELI et al., 2010) e os mondécitos que migram
para o tecido adiposo e sdo expostos a essas mesmas condicdes ambientais,
diferenciem-se em macrofagos (LUMENG et al., 2007; LUMENG et al., 2008).

Nossos resultados apontaram uma relacdo direta entre a expressao génica de
TNF-a. € 0 numero de macréfagos no TAME em todos 0s grupos experimentais
evidenciando uma associacdo entre o aumento de citocinas inflamatérias e o
namero de macrofagos. Entre os animais submetidos apenas a terapia ultrassénica,
percebeu-se forte associacdo entre a expressdo génica de IL-6 e 0o numero de
macréfagos no TAME, o que nos permite inferir que a expresséo génica de citocinas
pode ter atuado de forma paracrina propagando a inflamag¢do no tecido adiposo

como verificado por Bergman e Ader (2000) e Sell e Eckel (2009).

Com a terapia ultrassonica isolada, observou-se o aumento do nimero de
macréfagos no TAME, mas esse tratamento ndo implicou na formacéo de estruturas
do tipo crown-like em nenhum tecido adiposo ou no tecido hepatico. Entretanto, a

associacdo do ultrassom com o treinamento fisico atenuou a elevagcao da contagem
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de macréfagos no TAME, assim como diminuiu o nimero de estruturas crown-like no
TASC. Possivelmente, a melhora da tolerancia a glicose e a tendéncia de
normalizacdo do HOMA-IR neste grupo experimetal em comparacdo com 0 grupo
NU determinaram a melhoria da inflamac&o nesses tecidos. A interacdo entre as
terapias também determinou o aumento de estruturas crown-like no TAE em relacao
ao treinamento fisico isolado, do niumero de macrofagos no TAME comparado aos
grupos NS e TS, assim como no TAE em relacéo a terapia ultrassonica isolada e no

TASC em relacdo a todos 0s outros grupos experimentais.

A necessidade de transporte de lipidios e debris celulares, subsequente a
realizacdo de terapia ultrassénica de alta poténcia pode ter ocasionado o aumento
do numero de macrofagos nos tecidos adiposos (JEWELL; DESILETS; SMOLLER,
2011; SHALOM et al., 2013), mesmo com a incipiente melhora da homeostase da
insulina determinada pela interacdo entre as terapias comparado ao uso apenas do
ultrassom. Considerando-se que o anticorpo utilizado na avaliacdo por imuno-
histoquimica foi o anti-ED1, ndo distingue o tipo de macréfago, ndo é possivel
afirmar qual o tipo de macrofago teve a sua prevaléncia aumentada neste tecido e
assim, o aumento do ndmero de macrofagos no TAE e TASC no grupo TU em

relacéo ao grupo NU, pode ter sido de macréfagos do tipo M2.

Fatemi (2010) descreveu que a reducdo do volume local de tecido adiposo
subcutaneo ap0s uma unica sesséo de terapia ultrassonica focada de alta poténcia,
em homens e mulheres, ndo implicou em alteracdes dos lipidios plasmaticos apés 1
dia, 1, 2, 4, 8, 12 e 16 semanas da sessdo de ultrassom. Contudo, apds trés
aplicacbes de terapia ultrassbénica focada de alta poténcia em humanos, com
intervalo de 30 dias, foi observado o aumento dos triglicerideos plasmaticos dentro
dos limites de referéncia (MORENO-MORAGA et al., 2007). Em nosso estudo, a
terapia ultrassbOnica de alta poténcia ndo focada isolada determinou apenas o
aumento do colesterol total em relacdo ao perfil lipidico, enquanto que a interacao
com o treinamento fisico ocasionou 0 aumento do LDL-c comparado ao grupo NS,

possivelmente, por a aplicacéo do ultrassom ter ocorrido por dez dias consecutivos.

Apesar da terapia ultrassonica isolada ter determinado o aumento da IL-6
plasmatica, que é a principal responsavel pela sintese da proteina C reativa no
figado (MCLAUGHLIN et al., 2002), ndo houve alteracdo de proteina C reativa

plasmatica, ao contrario do verificado por Goncalves et al. (2009b) ao utilizar a
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terapia ultrassonica pulsada a 20% e poténcia de 1W/cm?. A manutencdo dos niveis
plasméaticos da proteina C reativa, provavelmente, se deve ao tempo decorrido de 48
horas entre a eutanasia dos animais e a realizacdo da Ultima sessao de terapia
ultrassénica, ja que esse € um marcador inflamatério de fase aguda e os seus niveis
séricos aumentam em torno de 4 a 6 horas ap6s uma leséo tecidual ou inflamacéo e
declinam rapidamente com a resolucao do processo inflamatério (BLAKE; RIDKER,
2001).

Diante do exposto, os efeitos do uso isolado da terapia ultrassonica de alta
poténcia e do treinamento fisico de intensidade moderada sobre os tecidos adiposos
e hepatico e o perfil bioquimico-hormonal foram compilados, respectivamente, nas
Figuras 19 e 20.
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Figura 19 - Esquema sobre os efeitos do uso isolado da terapia ultrassénica de alta poténcia sobre
os tecidos adiposos e hepético e o perfil bioquimico-hormonal. ATGL= Lipase de triglicerideos; Ba=
Receptor B3 adrenérgico; HOMA-IR= Modelo de avaliacdo de homeostase da resisténcia a insulina;
HSL= Lipase horménio sensivel; IL-6= Interleucina-6; LPL= Lipoproteina lipase; PPARy= Receptor do
tipo gama ativado por peroxissomo proliferador; TAE= Tecido adiposo epididimal; TAMAR= Tecido

adiposo marrom; TAME= Tecido adiposo mesentérico; TAR= Tecido adiposo retroperitoneal; TASC=
Tecido adiposo subcutaneo; TAV= Tecido adiposo visceral total.
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Figura 20 - Esquema sobre os efeitos do uso isolado do treinamento fisico progressivo de moderada
intensidade sobre os tecidos adiposos e hepatico e o perfil bioquimico-hormonal. ATGL= Lipase de
triglicerideos; PBs= Receptor B3 adrenérgico; CL= Estruturas tipo crown-like; HSL= Lipase horménio
sensivel; IL-6= Interleucina-6; LPL= Lipoproteina lipase; PKA= Proteina quinase A; TAE= Tecido
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total.
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A associacao do treinamento fisico com a terapia ultrassonica ndo determinou
melhora do perfil inflamatério, com manutencédo dos niveis plasmaticos de IL-6,
aumento da expressdo génica de IL-6 no TAE, TNF-a. no TAME, do numero de
macréfagos no TAE, TAME e TASC. Ademais, a interacdo entre as terapias apenas
diminuiu 0 nimero de macréfagos no TAME e de estruturas crown-like no TASC.
Apesar da manutencdo da inflamacdo com a associacdo de ultrassom e
treinamento, a incipiente melhora na sensibilidade a insulina pode ter sido
determinante para a melhora dos triglicerideos e da tolerancia a glicose. Essa
inferéncia é possivel baseada no fato de os niveis plasmaticos de triglicerideos e
insulina, HOMA-IR e AUC do teste de tolerancia a glicose que foram maiores entre
0S animais apenas submetidos a terapia ultrassonica, terem sido reduzidos com a

associacdo com o treinamento fisico.

Os efeitos do uso associado da terapia ultrassonica de alta poténcia e do
treinamento fisico de intensidade moderada sobre os tecidos adiposos e hepético e
o perfil bioquimico-hormonal encontram-se descritos de forma esquematica na

Figura 21.
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Figura 21 - Esquema sobre os efeitos da interac@o da terapia ultrassdnica de alta poténcia com o
treinamento fisico progressivo de moderada intensidade sobre os tecidos adiposos e hepético e o
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Tecido adiposo retroperitoneal; TASC= Tecido adiposo subcutaneo; 11-p-HSD1= 11-beta-
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7 CONCLUSAO

O treinamento fisico e a terapia ultrassénica, isoladamente, reduzem a massa
corporal, e dos tecidos adiposos viscerais e subcutaneos abdomiais, sem alterar os
teores de AGL. Contudo, enquanto o treinamento fisico apresenta evidéncias
termogénicas e de melhora do perfil inflamatorio, a terapia ultrassénica aumenta o
colesterol total, a inflamacdo sistémica e dos depdsitos adiposos abdominais e
prejudica a homeostase da insulina. Sendo assim, considerando o perfil inflamatério
e metabdlico, o treinamento fisico isolado apresenta vantagens em relacao a terapia

ultrassoénica.

A aplicacdo da terapia ultrassbnica em ratos treinados fisicamente em
comparacao com a aplicacdo em sedentarios melhora a tolerancia a glicose, reduz
os triglicerideos plasmaticos, aumenta a expressdo de marcadores lipoliticos e
inflamatorios, contudo ndo determina efeitos aditivos de reducdo da massa dos
tecidos adiposos visceral e subcutdneo abdominais. A associacdo das terapias
comparada ao treinamento fisico isolado também ndo diminui a massa dos tecidos
adiposos visceral e subcutaneo abdominais e ainda determina aumento de

marcadores inflamatoérios no tecido adiposo.

Assim, conclui-se que a associacdo dos tratamentos, em ratos Wistar
eutréficos, em relagdo a terapia ultrassonica isolada, evita alteracdes da homeostase
da glicose, mas ndo demonstra vantagens quando comparada a realizagdo do

treinamento fisico isolado.
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