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RESUMO

A Fosfatidilcolina (PC) exerce varios efeitos no organismo humano. Este
fosfolipideo é encontrado em abundéncia nas membranas celulares e, juntamente
com a fosfatidiletanolamina, somam mais de 75% do total de fosfolipideos
presentes nestas. A PC vem sendo utilizada em clinicas dermatoldgicas, de
estética e emagrecimento, pois, parece ser eficaz para eliminar gordura localizada,
em especial no abdome, quadril, joelhos, pescogo e palpebras inferiores. Este
trabalho teve por objetivo, estudar os efeitos da PC solubilizada em diferentes
compostos (deoxicolato de sddio, etanol, detergente Tween® 80 e albumina) sobre
os adipdcitos epididimais isolados de ratos machos da linhagem Wistar.
Atualmente, ndo ha estudos cientificos conclusivos liberando o seu uso
farmacoldgico e, portanto, ha a necessidade de mais pesquisas que definam seus
mecanismos de ag¢do. Para atingirmos o objetivo proposto, utilizou-se o0 método de
isolamento e contagem dos adipécitos e também a determinagédo do glicerol no

meio de incubacdo. Sendo assim, o tratamento que obteve maior quantidade de

Vi



glicerol produzido foi o Tween® 80 e Tween® 80 + PC no tempo de incubagao de

15 minutos e o DS + PC no tempo de incubag¢ao de 30 minutos.

Palavras chave: Gordura, Fosfatidilcolina, Adipécitos, Estudo Experimental,

determinacao do glicerol.
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ABSTRACT

The phosphatidylcholine (PC) has severa effects on the human body. This
phospholipid is found in abundance in cell membranes and, together with
phophatidylethanolamine, up over 75% of total phospholipids present in these. The
PC has been used in clinical dermatology, weight loss of aesthetics and therefore
appears to be effective for removing localized fat, especially in the abdomen, hips,
knees, neck and lower eyelids. This work was aimed at, to study the effects of PC
solubilized in different compounds (sodium deoxycholate, ethanol, Tween ® 80
detergent and albumin) on adipocytes isolated epididymis of male rats of Wistar
strain. Currently, there is no conclusive scientific studies drug releasing its use and
therefore there is a need for more research to define its mechanisms of action. To
achieve the proposed objective, we used the method of isolation and counting of
adipocytes and the determination of glycerol in the middle of incubation. Thus, the
treatment they received higher amount of glycerol produced was the Tween ® 80
and Tween ® 80 + PC in the incubation period of 15 minutes and DS + PC in the

incubation time of 30 minutes.

viii



Keywords: Fat, phosphatidylcholine, adipocytes, Experimental Study,

determination of glycerol.
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1. INTRODUGAO

O tecido adiposo € um 6rgao com varias fungdes: isolamento térmico,
barreira fisica ao trauma, armazenamento energético e secre¢ao de proteinas e
peptideos bioativos. A capacidade de armazenamento energético resulta do
aumento das reservas de cada adipécito e da replicacdo e diferenciacdo de pré-
adipocitos. A auséncia de limite representa vantagem adaptativa, em curto prazo,
e desvantagem em longo prazo, traduzida em disfungdo enddécrina/metabdlica

(COSTA & DUARTE, 2008).

A fungado primordial do armazenamento de gordura é servir como reserva
energética do organismo, mas também pode atuar como isolante térmico,
(ajudando na manutengdo da temperatura do corpo) e como protegao contra

choques mecanicos, posicionando-se entre a pele e os 6rgaos internos.

Apesar de possuir uma fungao biolégica importante, o tecido adiposo é

indesejavel em excesso. Em animais sedentarios, quando o gasto de energia com



atividades diarias € menor do que sua ingestao, o organismo transfere a energia
em excesso para a formagao de lipidios, depositados no tecido adiposo. Esse
depodsito aumenta o peso e o volume corporal, implicando em alteracbes
morfolégicas e sobrecarga do coracdo e dos pulmdes, responsaveis pela

oxigenacgao de um volume corporal maior do que o esperado.

Como 6rgao secretor, o tecido adiposo apresenta varias particularidades.
Encontra-se disperso pelo organismo, em depdsitos sem ligacéo fisica entre si,
cuja atividade secretora é regulada por mecanismos humorais e hormonais, nao
totalmente esclarecidos. Nesses depdsitos individuais, encontram-se varios tipos
celulares (macrofagos, fibroblastos, pré-adipdocitos e adipdcitos) com atividade
secretora variavel. As adipocinas sao também produzidas por outros tecidos,
sendo dificil determinar a contribuicdo do tecido adiposo para os niveis de
adipocinas circulantes. Os mecanismos moleculares de sintese e exocitose nao

estdo ainda totalmente esclarecidos (COSTA & DUARTE, 2006).

A gordura localizada € o acumulo de tecido adiposo (gorduroso) em
algumas regides do corpo. E aquela gordura que se mantém quando o individuo

engorda e depois emagrece.

Sendo assim, o indice de massa corporal (IMC) € um método simples e
amplamente usado para estimar a gordura corporal. Ele é calculado dividindo o

peso da pessoa pela sua altura ao quadrado: IMC = peso / (altura)2 (Tabela 01).



Tabela 01 — Classificagao de sobrepeso e da obesidade baseado IMC, onde o
IMC= peso / (altura)®

Classificacao IMC (Kg / m2)

Baixo peso Menor de 18,5
Eutrofia 18,5-24,9
Sobrepeso 25-29,9
Obesidade grau | 30-34,9
Obesidade grau I 35-39,9
Obesidade grau lll  Maior de 40

A pessoa também pode ser classificada como tendo obesidade do tipo
morbida com um IMC maior que 35 e presenga de um outro problema de saude
significativo (co-morbidade). A interpretacdo do IMC também pode levar em conta
a etnia, massa muscular, idade, sexo e outros fatores. O IMC superestima o
gordura corporal de pessoas musculosas e subestimam a de individuos que

perderam massa corporal como os idosos.

Outra forma de determinar a obesidade € medindo o percentual de gordura
corporal. Geralmente é aceito que homens com mais de 25% e mulheres com

mais de 30% de gordura corporal sdo obesos.

A obesidade (do latim obesus, ob = muito, edere = comer) definida como
aumento da quantidade de gordura corporal é uma doenga universal de
prevaléncia crescente, e certamente, hoje assume carater epidémico, como o
principal problema de saude publica na sociedade moderna (HALPERN &

MANCINI, 1998). E, provavelmente, o mais antigo disturbio metabdlico, havendo



relatos da ocorréncia desta desordem em mumias egipcias e em esculturas

gregas (BLUMENKRANTZ, 1997; FRANCISCHI et al., 2000).

Ao longo dos anos, foi evidenciado um importante incremento no consumo

de alimentos, especialmente daqueles mais caldricos e menos nutritivos.

Torna-se evidente as mudancas dos habitos alimentares e o fenébmeno de

transicao nutricional no Brasil (MONDINI, MONTEIRO & COSTA, 2000).

A perda e ganho excessivo de peso estdo associados primariamente a uma
mudanga no tamanho de depdsitos de gordura. Sendo assim, a obesidade é uma

doenca de dificil controle.

Existem alguns tratamentos para o controle da obesidade: 1) dietético; 2)

comportamental; 3) atividade fisica; 4) farmacoldgico; 5) cirurgico; 6) estético.

Nesse trabalho avaliaremos o efeito da fosfatidilcolina em adipdcitos de
ratos adultos da linhagem Wistar no tratamento estético, para eliminagdo de

pequenos depdsitos de gordura.



2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

2.1.1 Estudar os efeitos da fosfatidilcolina (PC) solubilizada em diferentes

compostos sobre os adipdcitos de ratos Wistar.

2.2 Objetivo especifico

2.2.1 Determinar a concentracao de PC suficiente para induzir a lipdlise;

2.2.2 Verificar a agao dos compostos utilizados para solubilizagcdo da PC sobre os

adipaocitos.



3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 O tecido adiposo e obesidade

O tecido adiposo € o reservatério energético do organismo e esta
localizado primariamente sob da pele. Existem dois tipos de tecido adiposo: o

marrom e o branco.

O tecido adiposo marrom (TAM) é especializado na produgédo de calor
(termogénese) e, portanto, participa ativamente na regulagcdo da temperatura
corporal. Os depodsitos de TAM estao praticamente ausentes em adultos, mas sao
encontrados em fetos e recém-nascidos. Ja o tecido adiposo branco (TAB) serve
como um repositorio para triacilglicerois; oferece protecdo mecanica contra
choques e traumatismos externos; por ser um excelente isolante térmico, tem
papel importante na manuteng¢ao da temperatura corporal; outra funcao, refere-se
a sua capacidade de armazenar energia com necessidade de pouca agua,
fornecendo mais calorias por grama (9 kcal.g™') em comparacgdo ao carboidrato (4

kcal.g'1), 0 que da ao TAB o status de importante sistema tamponante para o
6



balango energético (MAHAN & ESCOTT-STUMP, 1998; FONSECA-ALANIZ et al.,

2006).

Os adipécitos sao as unicas células especializadas no armazenamento de
lipidios na forma de triacilglicerol em seu citoplasma, sem que isto seja nocivo
para sua integridade funcional. Essas células possuem todas as enzimas e
proteinas reguladoras necessarias para sintetizar acidos graxos (lipogénese) e
estocar triacilglicerol em periodos em que a oferta de energia € abundante, e para

mobiliza-los pela lipdlise quando ha déficit caldrico.

A lipogénese ocorre quando ingerimos carboidratos, estes séao

transformados em glicose, e esta, entra na corrente sanguinea.

Quando a concentragao de glicose depositada no sangue ultrapassa o seu
limite maximo, seu excesso € removido pelo figado, e este, 0 armazena em seu

interior sob a forma de glicogénio.

Diante disso, ¢€é correto afirmar que ao ingerirmos glicose,

consequentemente aumentaremos a concentragao de glicogénio dentro do figado.

Por sua vez, quando em excesso, 0 glicogénio € quebrado pelo figado
tendo seu excedente eliminado no sangue e, consequentemente, a concentragao

de acidos graxos na corrente sanguinea sera aumentada.

O excesso de acidos graxos no sangue € removido pela pele, e esta, o

armazenara dentro de células conhecidas como adipdcitos (células
7



armazenadoras de gordura). Este armazenamento ocorrera sob a forma de

gordura.

A lipdlise é exatamente o processo contrario da lipogénese. Quando o
sangue esta com concentragao de glicose abaixo do normal, ele recebe glicose do

figado resultante da quebra do glicogénio.

O figado, por sua vez, para manter seu nivel de glicogénio estavel, retira

acidos graxos do sangue, transformando-os em glicogénio.

Quando o sangue, que teve os acidos graxos removidos pelo figado, chega
até a pele, esta, quebra a gordura armazenada em seus adipécitos e a introduz no

sangue sob a forma de acidos graxos.

A regulagdo desses processos ocorre por meio de nutrientes e sinais
aferentes dos tradicionais sistemas neurais e hormonais, e depende das

necessidades energéticas do individuo (FONSECA-ALANIZ et al., 2006).

A totalidade de depdsitos de gordura em adipdcitos é capaz de extensa
variagao, consequentemente permitindo mudancas de necessidade do
crescimento, reproducdo e envelhecimento, assim como flutuacbes nas
circunstancias ambientais e fisioldgicas, tais como a disponibilidade de alimentos e

as necessidades do exercicio fisico (MAHAN & ESCOTT-STUMP, 1998).

O tecido adiposo aumenta ou por hipertrofia ou por hiperplasia, sendo que

0 ganho de peso pode ser o resultado de cada um desses isoladamente ou uma
8



combinacgao dos dois. Os depésitos de gordura podem expandir até 1.000 vezes
somente pela hipertrofia, um processo que pode ocorrer em qualquer periodo
enquanto o espaco estiver disponivel no adipdcito. A hiperplasia ocorre,
primariamente, como uma parte do processo de crescimento durante a lactancia e
a adolescéncia, mas também pode ocorrer na fase adulta quando o conteudo de
gordura das células existentes tiver alcancado o limite de sua capacidade

(MAHAN & ESCOTT-STUMP, 1998).

Recentemente, a obesidade esta sendo considerada a mais importante
desordem nutricional nos paises desenvolvidos, tendo em vista o aumento de sua

prevaléncia (FRANCISCHI et al., 2000).

Segundo Sawaya (1997), trés hipdteses sédo objetos de estudo para tentar
explicar o aumento da obesidade. A primeira refere-se aos fatores genéticos
associados a determinados fatores ambientais. A segunda hipotese esta
associada ao declinio do gasto energético em conjunto com a diminuigdo do
consumo de fibras e o aumento do consumo de gorduras e agucares e a terceira e
ultima hipotese discorre que a obesidade ocorreria como uma consequéncia da

desnutricao.

Os principais fatores que contribuiram para esse aumento foram: 1) a
automacgao dos afazeres basicos induzindo ao aumento do sedentarismo com a
diminuicdo da atividade fisica espontanea e da atividade de lazer e 2) as

mudancas inadequadas nos habitos dietéticos. Com um aumento da oferta de



alimentos, principalmente os ricos em lipidios saturados e no numero de refeigbes

e de porgdes (BOUCHARD, 2000).

No caso especifico de paises em desenvolvimento, como o Brasil, é
consideravel o fendmeno da urbanizacdo e o seu impacto sobre os padrbes de
atividade fisica e as caracteristicas da alimentacdo (PINHEIRO, FREITAS &

CORSO, 2004).

Entre outros fatores, a expansio do setor de servigos, com a predominancia
de ocupagbes que demandam baixo gasto energético, sugere que o
desenvolvimento e a modernizacdo do pais associam-se a alteracbes
significativas e negativas na atividade fisica, sendo estas relevantes para explicar
a ascensao da obesidade. Além disso, podemos citar a alimentagao fora do
domicilio, o maior consumo de enlatados, dos lanches e dos refrigerantes, nem
sempre equilibrados do ponto de vista nutricional (PINHEIRO, FREITAS &

CORSO, 2004).

A obesidade pode ser definida primariamente como o acumulo excessivo de
tecido adiposo no organismo. Devido a sua etiologia multifatorial € dificil mensurar
a forga de cada uma das variaveis envolvidas no processo do ganho excessivo de
peso (VASQUES, MARTINS & AZEVEDO, 2004; BERNARDI, CICHELERO &

VITOLO, 2005).
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A perda de peso pode ser alcangcada com dietoterapia, exercicios fisicos
regulares, mudanga de comportamento, entre outros. Porém, isso exige esforgo e

disciplina (HALPERN & MANCINI, 1998; FRANCISCHlI et al., 2000).

Com o passar dos anos surgiram novos medicamentos, cirurgias e
algumas intervengdes estéticas para a correcéo do peso ideal de forma rapida e

sem muito esforco.

Entre elas, podemos citar a lipoaspiragdo que consiste na remogéao cirurgica
de gordura subcutanea, por meio de canulas submetida a uma pressao negativa e
introduzida por pequenas incisbes na pele. A lipoaspiracdo corresponde
atualmente a uma técnica simples, rapida, pouco dispendiosa e, quando bem
indicada, isto €, em adultos saudaveis com gordura localizada, apresenta

excelentes resultados (COLEMAN et al., 2001).

Ja a lipoescultura consiste na retirada de gordura de determinadas zonas e
reinje¢cdo em outras zonas deprimidas. A gordura reinjetada sofre um processo de
absorcao. Aproximadamente 30% desta gordura injetada € absorvida pelo
organismo, de maneira que € necessaria uma corregao exagerada (em 30%), para

que o resultado final seja adequado (COLEMAN et al., 2001).

Porém essas intervengdes estéticas sé sao eficazes em regides de
depdsito de gordura localizada; onde somente com dietas e exercicios nao
conseguimos um resultado satisfatério. Além disso, elas custam caro e sdo muito

invasivas ao contrario do tratamento estético com o uso do Lipostabil®
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(Fosfatidilcolina). Segundo Mole (2006), a lipdlise ndo substitui uma lipoaspiragao,

por exemplo, mas promove uma redugao nos depdésitos de gordura localizada.

3.2 A fosfatidilcolina

Os fosfolipidios sdo os principais constituintes das membranas bioldgicas,
que formam barreiras de permeabilidade altamente seletiva, desempenhando um
papel importante no transporte de substancias especificas através das

membranas (CAMPBELL, 2000).

A Fosfatidilcolina (PC) é um fosfolipidio que pode ser extraido da lecitina
de soja presente em abundancia nas membranas celulares, tem ativa participagao
na estrutura e no metabolismo das células, e € precursor da acetilcolina. Além
disso, atua como um protetor das células do sistema nervoso, melhorando a
memoria e a fungdo cognitiva; protege e auxilia na recuperagcdo das células
hepaticas expostas aos virus, a ingestdo abusiva de alcool e a outras substancias
toxicas e por fim, melhora a resposta das células musculares a insulina (HEXSEL

et al., 2003; ROTUNDA & KOLODNEY, 2006).

A PC foi isolada primeiramente em Odessa, Ucrania em 1955. Foram
realizadas novas pesquisas na Alemanha e Rdussia, e no momento a PC ¢é

registrada em 53 paises (HASENGSCHWANDTNER, 2005).

A utilizagdo cosmética da PC teve origem na lItalia no final dos anos 80, e

foi anunciada pelo médico italiano Dr. Sergio Maggiori na 5 Reuni&o Internacional
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de Mesoterapia realizada em Paris, Franga (HEXSEL et al., 2003; ROTUNDA et

al., 2004; HASENGSCHWANDTNER, 2005; ROTUNDA & KOLODNEY, 2006).

Lipostabil® € o nome comercial da PC. Embora ndo aprovada pelo FDA
(Food and Drug Administration) para nenhum uso médico nos Estados Unidos,
este vem sendo utilizado por mais de trés décadas na Europa, América do Sul e
Africa do Sul em inimeros tratamentos. No Brasil em 9 de janeiro de 2003, foi
proibido o seu uso pela ANVISA (Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria) devido
a auséncia de estudos clinicos que comprovem sua eficacia e seguranga. O
laboratério que fabricava o Lipostabil (Aventis Pharma) comercializava o produto

em ampolas que continham 250 mg/5mL de PC (YOUNG, 2003).

As injecdes de PC sdo associadas com queimadura imediata, eritema,

urticaria e prurido (ROTUNDA & KOLODNEY, 2006).

O mecanismo de acdo da PC inclui emulsificacdo e transporte de
triglicérides a partir de células de gordura, agdo detergente e estimulagdo da
atividade de lipase. O preciso mecanismo pelo qual a PC causa reducdo de

gordura localizada ainda € objeto de estudo (ROTUNDA et al., 2004).

Porém, alguns pontos permanecem sem uma explicagdo: como essa
gordura é eliminada do organismo? A utilizagdo do Lipostabil® poderia afetar
outros tecidos além do adiposo? Qual a dosagem adequada? Como a PC causa

reducio do tecido adiposo?
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Este capitulo descreve os trabalhos realizados na area em estudo que

sao importantes para o desenvolvimento e compreensao do trabalho.

Em 2001, Rittes usou injecbes de fosfatidilcolina (PC) para reduzir o
tamanho de depésitos de gordura localizada abaixo dos olhos. Ao todo, 30
pacientes entre 30 e 70 anos de idade participaram desse estudo, sendo 22
mulheres e 8 homens. Foram aplicados 0,4 mL de PC (250mg/5 mL) em trés
pontos (central, medial e lateral) da saliéncia. Desses pacientes, dois receberam
um total de 4 aplicacdes, 5 deles um total de 3 aplicagdes, 12 receberam 2
aplicacdes, e 11 deles um total de 1 aplicagdo. Houve um intervalo de 15 dias
entre as aplicacdes. Apds as aplicacdes, todos os pacientes queixaram-se de leve
ardor, notando-se edema e eritema localizado. O edema era notado durante as
primeiras 6 horas e persistia por aproximadamente 72 horas. Foi utilizado
anestésico nesse estudo e o pré e pds-operatorios incluiram o exame do tamanho
da gordura localizada e fotografias obtidas antes e apds as aplicagbes com PC.
Segundo a autora esse estudo ofereceu uma alternativa ndo cirurgica para a
reducdo dos depodsitos de gordura localizada e os resultados cosméticos

observados foram satisfatorios do ponto de vista dermatolégico (RITTES, 2001).

Ja em 2003, Hexsel et al, publicaram um estudo realizado com 213
pacientes dos quais 8 eram HIV positivo. Dos pacientes selecionados, 205 foram
submetidos ao tratamento com PC. Eles fizeram de 1 a 5 sessbes com um

intervalo médio de 15 dias entre as aplicagdes. A PC (250mg/mL) foi injetada pura
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ou diluida em solugédo salina (0,9%), dependendo da extensdo da area a ser

tratada (HEXSEL et al., 2003).

As injegcoes foram aplicadas no tecido subcutédneo, usando-se uma
seringa. A profundidade das aplicagbes foi de 1 a 2 cm abaixo da superficie
cutanea ; 0,2 mL foram aplicados em cada ponto, respeitando-se a distancia de 2
cm entre os pontos. O volume total de PC utilizada variou de acordo com a
quantidade de depdsitos de gordura de cada paciente, mas em todos os casos
nao mais que dois frascos (10 mL) foram aplicados por sessédo. Cada sessao de
tratamento foi registrada com fotos digitais e em alguns casos, a espessura da
gordura foi mensurada com o auxilio de uma régua. Os oito pacientes HIV positivo
foram submetidos de 2 a 5 sessbes de tratamento; com um intervalo de 30 dias
entre elas. A area a ser tratada foi tracada de modo que a distancia entre os
pontos fosse de 1,5 cm e 0,2 mL de PC foram aplicados em cada ponto. O volume
total utilizado variou de acordo com a quantidade de lesbes a serem tratadas, mas
a autora revelou que nao excedeu a dose segura recomendada (HEXSEL et al,

2003).

Algumas recomendacbes foram feitas aos pacientes, exceto aos HIV
positivo, para reduzir os sintomas causados pelas injecbes de PC. A primeira
recomendagao foi de comprimir a area tratada, a segunda foi de tomar analgésico
e a terceira e ultima sugestao foi de fazer drenagem linfatica. Dos 205 pacientes
que participaram desse estudo, 13 deles passaram por testes laboratoriais

(glicose, colesterol, HDL, LDL, triglicérides), sendo que os exames foram
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realizados antes do tratamento com PC, 48 horas depois € 14 dias mais tarde. Os
resultados ndo mostraram alteragdes significativas na funcéo hepatica ou no perfil

lipidico dos pacientes (HEXSEL et al, 2003).

Nas primeiras 24 a 48 horas, a regidao onde foram feitas as aplicagdes,
apresentou edema de moderado a grave; eritema e ardor localizado. O
desconforto relatado era leve e foi minimizado com a administracdo de
analgésicos. Os anti-inflamatérios foram prescritos para alguns pacientes nas
primeiras 48 horas. Alguns pontos mostraram regressdo espontanea de
hematomas de 7 a 10 dias apds as aplicagdes. Alguns pacientes relataram coceira
de leve a moderada em alguns pontos das aplicagdes. A regressao dos edemas
era evidente em todas as areas tratadas. A maioria dos pacientes teve reducéo de
medidas em 5 aplicagdes, com intervalo médio de 15 dias entre elas. No caso dos
pacientes HIV positivos, as lesbes comecaram a retroceder depois da primeira
sessdo. Depois da terceira sessao uma consideravel melhora era notada e apds a
quinta sessdo o progresso era de aproximadamente 80 % e em alguns casos, a

completa remissédo de algumas lesdes era observada (HEXSEL et al, 2003).

No ano de 2003, Rittes publicou um novo estudo sobre o uso da PC.
Participaram desse estudo, 40 mulheres e 10 homens com idades entre 25 e 60
anos. As inje¢des foram aplicadas com intervalos de 15 dias. Este intervalo foi
necessario para que os edemas causados pelas inje¢cdes desaparecessem
completamente. O método utilizado foi a aplicagédo de 5 mL (250 mg/ 5mL) de PC,

distribuida em uma area de 80 cm?. A PC era injetada na gordura, localizada no
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abdémen, pescogo, bragcos ou coxas, baseado na necessidade individual; n&o foi
necessario o uso de anestesia local segundo a autora. Imediatamente apds as
aplicacbes, notava-se edema e eritema; e os pacientes relatavam leve sensacao
de ardor. Inchaco e vermelhidao localizados eram notados entre 6 e 72 horas apos
as aplicacdes. O autor revelou que poderia ocorrer a formagao de nddulos e
hematomas e que estes levariam entre 15 e 30 dias para desaparecerem o0s
sintomas. Em 35 das 50 pessoas participantes do estudo, foram feitas 4
aplicagdes com PC; em outras 10 pessoas foram feitas 2 aplicacbes e nos 5
participantes restantes foram feitas 1 unica aplicagdo. O numero de injeg¢des
adicionais, segundo a autora, era determinado pelo volume do depésito de
gordura. A area a ser tratada era dividida em 6 partes, e aproximadamente 0,8 mL
era injetado; e 0 0,2 mL restante era distribuido em areas com maior depdsito de
gordura. Os pacientes foram fotografados antes e apds o tratamento para que
houvesse uma comparacdo e comprovacao dos resultados alcancados. A autora
fez um acompanhamento por cerca de 4 anos com esses pacientes e pode
observar que néo houve o retorno dos depdsitos de gordura, eliminados com o

tratamento descrito acima (RITTES, 2003).

Em 2004, Rotunda et al tinham por objetivo, pesquisar o componente
ativo e mecanismo de acdo da PC no uso clinico; para isso, eles utilizaram cultura
de células. Os autores mensuraram a viabilidade celular por espectrofotometria

(490nm) e todo o estudo foi realizado em triplicata.
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Eles também investigaram os efeitos da formula de PC e do deoxicolato
de sddio (DS) isolado na cultura de células. Um dos primeiros resultados obtidos
nesse estudo foi que na concentracédo 0,05 e 0,5 % houve uma significativa e
similar queda na viabilidade celular de ambas PC e DS, revelando um aumento
progressivo da morte celular com a elevagao da concentragdo de ambos os

componentes (ROTUNDA ET AL, 2004).

Para investigar se o efeito detergente € mecanismo de morte celular, os
autores mensuraram apos a incubacdo com PC e DS, a lise celular; para isso eles
utilizaram a analise de lactato desidrogenase. Como resultado, eles observaram
uma minima liberagdo de lactato desidrogenase nas células controle e naquelas
incubadas com diluicdo de 0,005 % de ambos os componentes. Havia
progressivamente mais lactato, liberado em 0,05 e 0,5 % em ambos (PC e DS),
demonstrando aumento da lise celular com a elevagao de concentracao de ambos

os componentes (ROTUNDA ET AL, 2004).

Os autores também utilizaram pele fresca para determinar se o efeito
dessa substancia detergente, na cultura de células, era similar ao do tecido. A
férmula injetavel de PC (PC-5%, DS-4,75%, Etanol-0,9 % e Agua-100 ml) e 5% de
DS demonstraram morte celular em torno de 5%. Este achado foi comparado com
o efeito do detergente Triton a 5%, na amostra de gordura. Os autores também
quantificaram a diferenca da viabilidade de células de gordura entre as solugdes,

mensurando a absorbancia (490 nm). Todos os reagentes tiveram efeito
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significativo na viabilidade de células de gordura do tecido fresco (ROTUNDA ET

AL, 2004).

Em 2004, Ablon e Rotunda realizaram um estudo com 13 pacientes,
sendo 10 mulheres e 3 homens com idades entre 42 e 71 anos. Esse estudo teve
o objetivo de avaliar a eficacia e seguranga da injecdo de PC aplicada na gordura

localizada na parte inferior da palpebra.

Antes do procedimento, foi examinado o local a ser tratado e mensurado
o tamanho da gordura infraorbital, além disso, foi investigado se os pacientes
possuiam algum tipo de patologia periocular e doengas sistémicas. Nesse estudo
foi utilizado a PC injetavel na concentragcdo de 50 mg/mL. O procedimento
consistia em sentar o paciente, puxar a pele infraorbital para baixo com o dedo, e
pressionar o globo ocular para realgar a visualizagdo da gordura. Decorrido cinco
minutos apos a aplicacao da PC, foram feitas compressas a fim de minimizar os
possiveis efeitos colaterais causados pela injegdo de PC. Foram aplicados 0,4 mL
de PC, usando o critério da distribuicdo individual de gordura. Sendo assim, as
injecoes de PC foram distribuidas entre o centro, meio e lateral dos depdsitos de
gordura. Os pacientes foram instruidos a permanecerem na posig¢ao vertical nas
primeiras 4 horas apds o procedimento, a nao realizar atividade fisica e a dormir
com a cabeca elevada na noite em que foi realizado o tratamento. Em um intervalo
de 14 dias, 7 pacientes receberam 5 injecbes de PC; um paciente recebeu 4
injecdes; dois pacientes receberam 3 injegdes; um paciente recebeu 2 injegdes e 2

pacientes receberam 1 inje¢do. Os trés pacientes que receberam de uma a duas
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injecoes foram excluidos do estudo. Um deles, os autores referiram ter perdido o
contato, o outro segundo os autores, perdeu o interesse pelo tratamento e o
ultimo, mudou-se para um lugar muito distante. Permaneceram nesse estudo, 7

mulheres e 3 homens.

Os resultados do tratamento foram avaliados de trés formas: a primeira,
avaliou a evolugdo da gordura localizada antes e apds o tratamento; nesse caso,
os médicos notaram a melhora em 8 pacientes (80%). Ja na avaliacédo dos
pacientes, somente 7 (70%) relataram melhora da gordura localizada. Entre os
efeitos adversos foram notados no local das inje¢cdes: queimacdo, eritema e
inflamacéao; e para finalizar foi realizado um questionario com duas perguntas: a
primeira era se o paciente recomendaria a inje¢ao de PC a um amigo, 80 % disse
que sim e a segunda pergunta era se as pessoas que participaram do estudo,
pagariam pelas injecbes se tivessem condi¢cdo, 70% respondeu que pagariam

(ABLON E ROTUNDA, 2004).

Em 2005, Duncan publicou um estudo realizado com 43 pacientes adultos
com idades entre 19 e 73 anos que segundo a autora foi baseado no protocolo de
tratamento de duas organizagbes (European Network Lipodissolve (ENL) e a

American Society For Aesthetic Lipodissolve (ASAL)).

No protocolo de estudo, haviam fotos tiradas antes do tratamento com PC
e um termo de consentimento. Os pacientes combinaram de retornar para uma
sequéncia de tratamento, se indicado, e foram advertidos que de 2 a 4 injegbes

seriam necessarias para um melhor resultado. Um intervalo de 4 a 8 semanas foi
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mantido entre as sessbes. Nesse estudo, segundo o autor, a dose maxima
utilizada foi de 100 mL de PC (2500 mg de PC). As areas a serem tratadas
incluiam a face, a parte superior do torso e abaixo do torso. Dos 43 pacientes
tratados, 13 relataram melhora dramatica de seus depésitos de gordura, e 29
disseram que tiveram melhora de leve a moderada. Um deles relatou que nao teve
mudanca visivel. Os pacientes nao relataram complicagdes do tipo: hematoma,
reacao alérgica, infecgdo, pele com contornos irregulares, etc. Quando utilizado,
altas dosagens para areas maiores os menores efeitos relatados incluiam:
nauseas ou diarréia que persistiram por menos de 24 horas. Coceira, queimadura,
eritema, hematoma e vermelhidao faziam parte do processo de tratamento e
persistiram de 3 a 10 dias. Trés pacientes relataram sensibilidade prolongada na
area tratada por aproximadamente um més. A redugao dos depdsitos de gordura

foram notadas em 42 dos 43 pacientes tratados (DUNCAN, 2005).

Ha varias teorias a respeito do exato mecanismo de acido dos
componentes da PC usados na redugdo de depdsitos de gordura subcutanea.
Para testar a histologia em vivo, o autor injetou em um voluntario uma féormula
padrdo para dissolver a gordura da regido abdominal. O exame microscoépico
mostrou a arquitetura normal dos adipécitos. As paredes das células ndao estavam
rompidas e, ndo havia inflamagao. Este achado sugere que o mecanismo de agao
da solugcdo de PC sao quatro: a primeira seria a parede da célula rompida; a
segunda seria o transporte enzimatico e lipoprotéico de triglicérideos e acidos
graxos para fora dos adipdcitos, resultando em adipdcitos menores; o terceiro

seria uma inflamacgao, causando retragao dos tecidos; e a quarta a formagao de
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novos colagenos, causando retracdo da pele e uma pele com caracteristica firme
e densa. Uma bidpsia em vivo com uma longa duragao pode ser necessaria para
entender melhor os efeitos dos componentes da PC na gordura subcutanea sobre

um periodo de um més (DUNCAN, 2005).

Bons resultados segundo o autor, dependem da selecéo dos pacientes e
da habilidade, experiéncia e decisao do injetor. A formula apropriada, injetada no
local correto, usando a técnica e a dosagem apropriada € crucial para o0 sucesso

do tratamento (DUNCAN, 2005).

O artigo em questdo relata que a Network Lipolysis estd ganhado
destaque por estar realizando um estudo com 5000 pacientes que tera duracéo de
10 anos. Esta falando também que até o final de 2004 mais 400 médicos de 29
paises foram treinados pela Network Lipolysis. Esta organizacdo mostrou os
efeitos colaterais mais comuns e a duracdo desses em dias de aproximadamente
753 tratamentos realizados entre 2004 e 2005. Os mais duradouros foram: os
hematomas que costumam durar 5 dias, seguidos de sensibilidade ao toque, com
duracéo de 4,2 dias, vermelhiddo com 3,3 dias e etc. Segundo o artigo, a lipdlise
nao substitui a plastica, mas faz parte de uma terapia efetiva para reduzir

pequenas areas de gordura na face e no corpo (DUNCAN, 2005).

Em 2006 Rittes et al, dirigiram um estudo com coelhos para investigar

através da histologia, a ac¢ao local da formula de PC no tecido adiposo.
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Foi um estudo randomizado no qual os coelhos foram divididos em dois
grupos com 10 animais em cada um deles. No grupo A foi injetado 0,8 mL de PC
mais 0,2 mL de lidocaina e no grupo B foi injetado 0,8 mL de solugao fisiolégica

mais 0,2 mL de lidocaina (RITTES et al, 2006).

O procedimento descrito era sempre repetido no mesmo local e as
injecbes eram aplicadas quatro vezes por dia durante quatro dias; quatro dias
depois da ultima injegdo, os animais foram anestesiados intramuscularmente; a
area foi marcada e cortada com uma tesoura para a melhor visualizacido da
gordura, a regiao foi fotografada e uma amostra foi removida para o estudo
histolégico. O grupo controle foi tratado de maneira similar. Todos os animais
foram mortos com uma injegao de cloreto de potassio. Os autores concluiram que
imediatamente apds as injegdes, ocorreu intensiva necrose no tecido gorduroso
seguida por um processo inflamatorio. A evolugao desse processo levou a fibrose
quando utilizada a PC ao passo que com as inje¢cdes de solugdo fisiologica

resultaram em minima fibrose do tecido gorduroso (RITTES et al, 2006).

Ja em 2006, Salles et al apresentaram um estudo experimental também
com coelhos, a sua evolugao histologica e os efeitos da PC no tecido adiposo,
baseado em evidéncias de necrose, inflamacdo e fibrose em aplicagdes
localizadas. Para a realizacdo do experimento foram utilizados coelhos brancos
dessecados a fim de encontrar um depdsito constante de gordura que poderia ser
usado em um modelo experimental. O depésito de gordura foi identificado na

regido dorsal cervical toraxica, denominado corpo adiposo interscapular, a parte
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central pode ser encontrada na jungdo dos pontos de duas escapulas no meio da
linha dorsal. Esta estrutura anatémica estava presente como uma constante em 15
coelhos dissecados. A andlise histologica dos depdsitos de gordura de trés
coelhos identificou um tecido adiposo normal apés o uso desses animais como
grupo controle. A média de peso desses coelhos era de 401,62 g +/- 2,374 e a

média de peso dos depdsitos de gordura era de 4,89 g +/- 10,84.

Para o inicio do estudo, os coelhos foram divididos em dois grupos: grupo
1 com 7 animais recebendo inje¢dbes com PC e o grupo 2 com 5 animais
recebendo injecbes com solugdo salina a 0,9 %. A PC usada era disponivel na
concentragdo de 50 mg/mL . Os coelhos eram pesados nos dias das injegdes e
antes da biopsia. Nao foi aplicado anestesia durante os tratamentos. Depois das
injecdes, o grupo 1 recebeu 125 mg da mesma substancia dividida em 5 vezes de
25 mg cada, enquanto que o grupo 2 recebeu 5 aplicagdes de solugao salina. Para
a biopsia, dos 5 coelhos do grupo controle, 1 coelho foi morto respectivamente no
terceiro, sétimo e vigésimo primeiro dia e 2 coelhos no décimo quarto dia
enquanto que no grupo PC, 2 coelhos foram mortos no terceiro, sétimo e décimo
quarto dia e 1 coelho no vigésimo primeiro dia. O corpo adiposo interscapular foi
isolado para o estudo e em seguida fragmentado para analise. A analise
histolégica foi baseada na evolugéao da inflamacao e da fibrose. Foi utilizada uma
escala semiquantitativa na qual o zero (0) significa auséncia, 1 (leve), 2
(moderado), 3 (intenso) e 4 (grave). Em relagdo ao peso dos animais, nenhuma
diferenca estatistica foi observada entre os dois grupos em nenhum momento.

Para comparar o peso do depédsito de gordura entre os dois grupos, os autores
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usaram a relagao peso do depdsito de gordura com o peso do coelho em gramas.
A comparagao entre os dois grupos mostrou uma diferengca nao significativa
estatisticamente (p = 0,167); ndo foi observada necrose em nenhum grupo. No
grupo com solugdo salina, ndo foi observada inflamagao enquanto que no grupo
PC observou-se. A diferenca encontrada foi considerada estatisticamente

significativa (p= 0,026) (SALLES et al, 2006).

A presenca de inflamagao no grupo PC aumentou progressivamente do
terceiro ao décimo quarto dia, mas nao foi observada apds o vigésimo primeiro
dia. Alguns graus de fibrose foram observados em todas as bidpsias, de todos os
coelhos. O grupo controle apresentou a média (comparagdo da inflamagéao e
fibrose entre dois grupos) de 1,87 +/ 4+ quando comparado com a média de 2,81
+/ 4+ do grupo PC. Essa diferenca foi entdo considerada estatisticamente
significativa. Quanto a fibrose, a biopsia de diferentes dias foram comparadas
dentro de um mesmo grupo e sé o grupo PC teve uma diferenga no décimo
primeiro dia (menos fibrose). No entanto, esta redugdo foi considerada
estatisticamente significante somente quando comparado o terceiro e décimo

quarto dia (p= 0,028 e 0,016, respectivamente) (SALLES et al, 2006).

Em 2007, ODO et al estudaram a agcdo do Deoxicolato de sddio no tecido
subcutaneo de humanos. Participaram desse experimento, 30 voluntarios; estes
foram divididos em 3 grupos: No primeiro grupo foi aplicado o DS a 1%, no
segundo grupo a 2,5% e no terceiro grupo 0 % (placebo). Ao todo foram feitas 4

aplicagdes. Os autores concluiram que em ambas as dosagens, o DS induz a uma
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resposta inflamatdria. A microscopia revelou a existéncia de necrose no tecido
adiposo, dissolugdo de gordura e reagdes inflamatérias. No grupo placebo as

injecdes nao induziram a mudangas histologicas.

Assim, o presente trabalho visa investigar a acao (lipdlise) da PC

solubilizada em DS, Etanol, Tween® 80 e Albumina em diversas concentracoes

sobre os adipdcitos dos ratos da linhagem Wistar.
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4. MATERIAIS E METODOS

Foram utilizados 30 ratos machos adultos da linhagem Wistar recém-
desmamados (21 a 23 dias), provenientes do Centro Multidisciplinar de
Investigacao Bioldgica (CEMIB-UNICAMP). O primeiro passo foi pesa-los, os ratos
que tinham atingido no minimo 150 gramas, foram mortos por deslocamento
cervical e o tecido adiposo (epididimo) foi removido e pesado (Rodbel, 1964)

(Figura 03).

Figura 01 — Animais criados em gaiolas individuais.
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Esse procedimento foi aprovado pela Comissdo de FEtica na
Experimentacdo Animal (CEEA) — IB- UNICAMP em 27 de fevereiro de 2007 sob o

protocolo n® 1197-1.
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Figura 02 — Em detalhe o acondicionamento dos animais.

Figura 03 — Remoc¢ao do epididimo.
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O tecido adiposo coletado foi colocado em um recipiente estéril contendo
solugédo fria de KREBS-RINGER-HEPES (KR-HEPES), pH 7,4. O preparo do
tampao KR-HEPES, envolve duas etapas. A primeira delas é a preparacdo do
tampao KREBS-RINGER, que é constituido por 300 mL de NaCl (0,154M), 12 mL

de KCI (0,154M), 9 mL de CaCl2.2H20 (0,110M), 3 mL de KHoPO4 (0,154M), e 3

mL de MgS0O4.7H20 (0,154M). Em seguida, é feito uma mistura deste tampao KR

com 9 mL de NaHCO3 (0,154M). Para completar o tamp3o é adicionado 0,108
gramas de glicose e 0,238 gramas de Hepes, esse novo tampao recebeu o0 nome

de KRB (KREBS-RINGER BICARBONATO).

A digestdo do tecido foi realizada em tubos de polietilieno (50 mL) tipo
falcon, contendo cada um, tecido adiposo, 6 mL de KRB e 0,006 gramas de

colagenase (tipo 2, Clostridium histoliticum).

Os tubos foram agitados em 60 ciclos por minuto a 37 °C, durante 45
minutos. A suspensao celular resultante foi filtrada através de uma malha de nylon
para um novo tubo com auxilio de uma canula acoplada a uma seringa de vidro, o
sobrenadante foi removido, permanecendo no interior do tubo apenas as células
(Figura 04). Em seguida adicionamos o tampado KRB e esperamos 2 minutos até
que a maioria das células adiposas flutuasse. Seguiu-se uma nova aspiracao do
precipitado (PPT) e uma nova lavagem das células. Este procedimento foi repetido
por trés vezes. Apds a ultima lavagem das células, diluimos a suspensao celular,

com o KRB, em seis vezes (CREGE, 2007).
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Figura 04 — Filtracdo da suspensao celular através de malha de nylon.

Apos a preparagao dos adipdcitos, uma aliquota da suspensao celular final
foi observada no microscoépio a fim de constatar a integridade e realizar a
contagem das células adiposas em camara de Mallassez para ajuste da

concentracdo celular, descrito por Faintrenie & Géloén (1996).

Apos o isolamento e contagem dos adipdcitos as células foram incubadas em
duplicata; solubilizou-se a fosfatidilcolina (PC) em diferentes compostos, para
verificar seu efeito sobre os adipdcitos. Nos dois primeiros tubos Eppendorfs
incubamos a PC com a albumina a 10 % (0,1 g de albumina, 1 mL de KR e 0,05g

de PC); em outro tubo colocou-se somente a albumina a 10 % (0,1g de albumina,
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1 mL de KR) repetiu-se o procedimento com o etanol (1 mL e 0,05g de PC ), com
o detergente Tween®80 a 4,75% (0,05 g de Tween®80, 0,95 mL de KR e 0,05g de
PC) e com o Deoxicolato de sédio (DS) a 4,75 % (0,05g de DS, 0,95 mL de KR e
0,05g de PC), nesse experimento foram utilizados mais dois tubos: um deles,
chamou-se de gelo e o outro de basal. O tratamento gelo teve por objetivo verificar
a quantidade de glicerol produzida devido a manipulagado dos adipdcitos durante

as etapas que precedem a incubagao dos mesmos.

Os tubos foram agitados em 60 ciclos por minuto a 37°C, durante os tempos
15, 30 e 60 minutos (Figura 05). Ao final do periodo de incubagédo, colocaram-se
os tubos Eppendorf em gelo por no minimo 40 minutos. Apés isso, retirou-se 200
ML do infranadante e armazenou-se em tubos tipo Eppendorfs enumerados e
estes foram armazenados em freezer a - 20°C para analise posterior de glicerol. A
parte restante foi mantida em gelo e levada para observar em microscopio de

captura imagem (Figura 06).
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Figura 05 — Agitagao dos tubos em banho maria.

Figura 06 — Amostras mantidas em gelo para posterior observagao em

microscopio.
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Para conseguir observar o numero de células coradas e nao coradas ao
microscépio, foi utilizado o corante Tripan blue a 1% , solubilizado em &gua

(DEMARCO et al., 1998) (Figura 07 e 08).
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Figura 07-Camara de Malassez contendo adipécitos isolados para realizagao
de contagem (tratamento de Etanol — 15 minutos). Imagem obtida

em micréscopio 6ptico em aumento de 50 vezes.
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Figura 08—Camara de Malassez contendo adipécitos isolados para realizagao
de contagem (tratamento de DS + PC (0,05g de DS, 0,95 mL de KR
e 0,05g de PC) — 30 minutos). Imagem obtida em micréscopio

optico em aumento de 50 vezes.

4.1 Determinacgao do Glicerol no meio de incubagao

Ao final dos cinco experimentos foi realizada a determinagéo do glicerol no
meio de incubacgado, pois o indice de lipdlise avalia a quantidade de glicerol

produzida.

Este glicerol foi quantificado por meio de reacdes catalisadas pelas enzimas
glicerol quinase, glicerol fosfato oxidase e peroxidase (kit Laborlab de

triacilglicerois, adaptado por CREGE, 2007).

Em seguida foi preparado o reativo de trabalho (kit), medindo 30 mL do

reativo tampao e adicionamos ao reativo enzimatico.
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Antes da analise do glicerol o espectrofotometro foi zerado com agua
deionizada; em seguida foi feita a leitura do padrdo 1 e 2 (100uL reativo padrao
(RP) : 500 puL reativo de trabalho (RT)); depois do branco 1, 2 e 3 (600uL RT); e
do zero 1, 2 e 3 (100uL KRB : 500uL RT); depois disso foram feitas curvas com
concentragdo conhecida de glicerol. Para isso, preparou-se quatro tubos
Eppendorf contendo o reativo padrao e o tampao KRB (25 ug, 50 ug, 75 pug e 100
Mg para um volume final de 400uL). Em seguida foram preparados dois tubos
contendo 100uL do concentrado de 25uL : 500uL de RT e este procedimento foi
repetido para concentragdes de 50 pg, 75 ug e 100 ug. Logo depois foram feitas
as leituras das amostras seguindo o seguinte padrao 100ul de cada amostra:

500puL de RT (Figura 09).

Figura 09 — Equipamento utilizado na leitura das amostras —

Espectrofotometro.

35



Os tubos tipo Eppendorfs foram incubados por 30 minutos em banho-maria
a 37°C com agitagao leve (60 ciclos por minuto). Decorrido este tempo a reagao
foi interrompida adicionando 500 uL de agua deionizada gelada em todas as
escavacgoes, e imediatamente apos a adigdo da agua, foi realizada a leitura da
concentragdo de glicerol através de um espectrofotdmetro em comprimento de

onda de 540 nm (CREGE, 2007).

4.2 Analise Estatistica

Foi realizado o teste t de Student, Anova seguido de Tukey, Bonferroni e
Dunnett afim de comparar as amostras com nivel de significancia de 5 %. Para
tais andlises foi utilizado o software Prisma (Graphpad Software Inc.,USA). A
diferenca foi considerada significativa quando os valores de p foram menores que

5%.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

A analise dos resultados para a liberagado de glicerol foi feita da seguinte
forma: em primeiro lugar, observou-se a quantidade desse marcador liberada em
cada um dos tratamentos realizados, descritos na metodologia; em seguida foi
feito a média e desvio padrdo agrupando as amostras por tempo (15, 30 e 60

minutos).

Ao todo foram realizados cinco experimentos com +/- 6 ratos cada e o

volume final de cada amostra foi acertado para 1 mL.
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Tabela 02 - Glicerol (mmol) liberado em meio de incubagado de 15 minutos e
valores de p (Teste t de Student).

Tratamento Médi Desvio Basal x tratamento (p) Efeito PC*
15 minutos edia Padrao (p)
Basal 1,63 0,73 - -
DS 3,01 1,76 0,2440
DS +PC 5,13 0,36 0,5860 0,2863
Etanol 1,91 0,47 0,7015
Etanol + PC 2,59 0,04 0,2178 0,4563
Tween® 80 6,28 0,56 0,0498
Tween® 80 + PC 3,84 0,54 0,0240 0,2791
Albumina 2,20 0,51 0,5951
Albumina + PC 2,38 1,80 0,4820 0,8955

*Efeito de lipdlise causado pela PC no mesmo agente de solubilizagdo (DS x DS + PC;
etanol x etanol + PC; Tween x Tween + PC e albumina x Albumina +PC).

Os valores estao expressos em média mais desvio padrao.

A andlise estatistica dos dados foi realizada com o teste t de Student.

Liberacao de glicerol em 15 min.
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Figura 10 — Glicerol (mmol) liberado por adipécitos epididimais isolados de
ratos. Os adipocitos foram incubados durante 15 minutos com
deoxicolato de soédio (DS); DS + Fosfatidilcolina (PC); etanol;
etanol + PC; Tween®80; Tween® 80 + PC; albumina e albumina +

PC (* diferente estatisticamente em relagao ao basal).
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Foram encontradas diferengas estatisticas (*p < 0,05) em Basal x Tween®
80 e em Basal x Tween® 80 + PC. Nos demais tratamentos em meio de
incubacado de 15 minutos, ndo foram encontrados diferengas estatisticas (Tabela

02).

Realizou-se também a analise estatistica, Anova seguida de Tukey,
Bonferroni e Dunnett. Em Dunnett observou-se diferenca estatistica entre os

tratamentos Basal x Tween® 80.

Quando observamos o grafico, percebemos que o DS e o DS + PC tem
uma maior liberagcéo de glicerol que o basal, porém esse efeito ndo € significativo
estatisticamente. Ja o detergente Tween® 80 tem uma maior liberagao de glicerol
que o Tween® 80 + PC. Sera que PC tem efeito protetor? Se compararmos o DS

e o Tween® 80 percebemos efeitos opostos.

Tabela 03 — Glicerol (mmol) liberado em meio de incubagao de 30 minutos e

valores de p (Teste t de Student).

Tratamento Médi Desvio Basal x tratamento (p) | Efeito PC*
30 minutos edia Padrao (p)
Basal 1,98 1,76 - -
DS 3,21 0,07 0,4167
DS + PC 5,26 2,40 0,0475 0,2688
Etanol 3,87 0,95 0,3129
Etanol + PC 4,51 1,08 0,0665 0,7404
Tween® 80 5,23 1,73 0,1567
Tween® 80 + PC 5,57 3,21 0,0770 0,8959
Albumina 1,89 0,47 0,9292
Albumina + PC 3,67 0,35 0,3248 0,2949

*Efeito de lipdlise causado pela PC no mesmo agente de solubilizagdo (DS x DS + PC;
etanol x etanol + PC; Tween x Tween + PC e albumina x Albumina +PC).
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Os valores estdo expressos em média mais desvio padrdo. A analise estatistica dos
dados foi realizada com o teste t de Student.

Liberacao de glicerol em 30 min.
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Figura 11 — Glicerol (mmol) liberado por adipécitos epididimais isolados de
ratos. Os adipoécitos foram incubados durante 30 minutos com
deoxicolato de sédio (DS); DS + Fosfatidilcolina (PC); etanol;
etanol + PC; Tween®80; Tween® 80 + PC; albumina e albumina +

PC (* diferente estatisticamente em relagao ao basal).

Quando observamos o grafico, percebemos que todos os tratamentos, com
excecgao da albumina tém uma maior liberacao de glicerol que o basal, porém essa

diferenca s6 foi significativa em basal x DS + PC.

Observou-se também que em meio de incubagao de 30 minutos, o DS e o

DS + PC apresentaram a mesma tendéncia de liberagado de glicerol que em 15

minutos.
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Sendo assim, encontramos diferenga estatistica (p < 0,05) somente em
Basal x DS + PC. Nos demais tratamentos em meio de incubacdo de 30 minutos,

nao foram encontrados diferengas significativas estatisticamente (Tabela 03).

Tabela 04 — Glicerol (mmol) liberado em meio de incubagao de 60 minutos e

valores de p (Teste t de Student).

Tratamento Médi Desvio Basal x tratamento (p) Efeito PC*
60 minutos edid Padrao (p)
Basal 2,26 1,44 - -
DS 4,55 0,90 0,4479
DS +PC 2,28 0,44 0,9883 0,4152
Etanol 2,76 3,33 0,8324
Etanol + PC 3,87 2,89 0,4135 0,6554
Tween® 80 6,03 1,13 0,2112
Tween® 80 + PC 4,45 0,36 0,1813 0,5636
Albumina 1,13 0,33 0,3948
Albumina + PC 2,30 0,67 0,9755 0,1024

*Efeito de lipdlise causado pela PC no mesmo agente de solubilizagdo (DS x DS + PC;
etanol x etanol + PC; Tween x Tween + PC e albumina x Albumina +PC).

Os valores estdo expressos em média mais desvio padrdo. A analise estatistica dos
dados foi realizada com o teste t de Student.
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Liberacao de glicerol em 60 min.
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Figura 12 — Glicerol (mmol) liberado por adipécitos epididimais isolados de
ratos. Os adipécitos foram incubados durante 60 minutos com
deoxicolato de sodio (DS); DS + Fosfatidilcolina (PC); etanol;

etanol + PC; Tween® 80; Tween® 80 + PC; albumina e albumina +
PC.

O DS e o Tween® 80 tem uma maior liberagdo de glicerol (tempo de 60

minutos) quando n&o esta solubilizado a PC. O efeito contrario ocorreu com o

etanol e a albumina.

Porém, nao foram encontradas diferengas estatisticas significativas entre os

tratamentos em meio de incubacgao de 60 minutos (Tabela 04).
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Tabela 05 — Valores de p (Teste t de Student) para o tratamento Basal

Teste t P
Basal 15 x Basal 30 0,6747
Basal 15 x Basal 60 0,0586
Basal 30 x Basal 60 0,1018

A analise estatistica dos dados foi realizada com o teste t de Student.

Ndo foram encontradas diferengcas estatisticas significativas quando

comparamos os valores de p dos basais (Tabela 05).

Para a analise dos dados da contagem de adipdcitos, utilizou-se o seguinte
critério: a viabilidade celular foi obtida através do método da excluséo de células
coradas pelo azul de Tripan, pois, quando aplicamos o azul de Tripan, ele penetra

na membrana de células mortas corando-as (DEMARCO et al., 1998).
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Figura 13 — Contagem de células nao coradas ( Gelo / Basal 15, 30 e 60

minutos).
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Na figura 13 podemos observar uma maior porcentagem de células n&o-

coradas no gelo e uma quantidade muito proxima de células ndo coradas no basal

30 minutos.
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Figura 14 — Contagem de células nao coradas (DS / DS + PC nos tempos 15,

30 e 60 minutos).

Na figura 14 observamos que o tratamento de DS + PC teve um aumento
gradual de células nao-corada nos tempos 15, 30 e 60 minutos, demonstrando-se

mais eficiente que o tratamento somente com o DS.
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Figura 15 — Contagem de células ndo coradas (Etanol / Etanol + PC nos

tempos 15, 30 e 60 minutos).

Quando utilizado somente o etanol como tratamento podemos observar um
melhor efeito nos tempos 30 e 60 minutos, porém temos um efeito oposto no
tempo de incubacgéo de 15 minutos, onde o etanol + PC tem um efeito considerado

melhor (Figura 15).
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Figura 16 — Contagem de nao coradas (Tween / Tween + PC nos tempos 15,

30 e 60 minutos).

No tratamento onde foi utilizado, somente o detergente Tween® 80,
obtivemos uma maior porcentagem de células ndo coradas se comparado com o

Tween® 80 + PC (Figura 16).
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Contagem de Adipocitos
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Figura 17 — Contagem de células nao coradas (Albumina / Albumina + PC

nos tempos 15, 30 e 60 minutos).

Quando utilizado o tratamento com albumina percebemos que os
tratamentos com PC nos tempos 15 e 30 tiveram um efeito superior ao da
albumina utilizada sozinha e um efeito contrario pode ser observado no tempo de

incubac&o de 60 minutos (albumina > albumina + PC) (Figura 17).

Sendo assim, ao compararmos os diferentes tratamentos pelo método de
contagem dos adipocitos, observamos que: o DS + PC teve um melhor resultado
se comparado com o DS; ja o etanol teve um resultado satisfatorio nos tempos 30
e 60 minutos e também no tratamento de etanol + PC (15 minutos); com o

detergente Tween® 80 (15, 30 e 60 minutos) observou-se um melhor resultado
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quando este nao foi solubilizado a PC e por ultimo analisamos a albumina obtendo
resultado satisfatério no uso desse tratamento no tempo de 60 minutos e também

quando associada a PC (15 e 30 minutos).

Nos artigos utilizados para a revisao bibliografica, observamos que dois
deles, utilizaram DS para a realizacdo dos experimentos. Em Rotunda et al, 2004
os autores utilizaram DS mais PC e chegaram a conclusdo que o DS é o maior
componente ativo da formula. E afirmaram que sé chegaram a essa conclusao
baseado no fato de que os sais biliares sao potentes solubilizadores das
membranas celulares. Ja ODO et al.,2007, utilizou somente o DS e afirmou que
houve dissolugao de gordura quando diluiu o DS a 1% e a 2,5%. Em Hexsel et al.,
a PC foi utilizada pura e também diluida em solugao salina (0,9%), ja no estudo de
Ablon & Rotunda, optou-se pelo uso de uma férmula adquirida pronta que continha
sodio em sua composicao ambos os autores relataram reducdo das medidas nas

areas tratadas.
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6. CONCLUSAO

Apds analisarmos os dados de liberagao de glicerol através do teste T e do
Anova seguida de Tukey, Bonferroni e Dunnett e da microscopia de captura de
imagem (viabilidade celular), concluimos que: nos tratamentos em meio de
incubacao de 15 minutos foram encontradas diferengas estatisticas (p < 0,05) em
Basal x Tween® 80 e em Basal x Tween® 80 + PC. Em Dunnett observou-se
diferenca estatistica entre os tratamentos Basal x Tween® 80. Ja no meio de
incubacao de 30 minutos encontramos diferenga estatistica (p < 0,05) somente em
Basal x DS + PC. Nos tratamentos em meio de incubagdo 60 minutos, ndo foram
encontradas diferengas estatisticas significativas. Sendo assim, o tratamento que
obteve maior quantidade de glicerol produzido foi o Tween® 80 e Tween® 80 +
PC no tempo de incubagao de 15 minutos e o DS + PC no tempo de incubagao de

30 minutos.

Ao compararmos os diferentes tratamentos pelo método de contagem dos
adipdcitos, observamos que: o DS quando solubilizado a PC teve um melhor

resultado se comparado com o DS (15, 30 e 60 minutos); ja o etanol teve um
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resultado satisfatério nos tempos 30 e 60 minutos e também no tratamento de
etanol + PC (15 minutos); com o detergente Tween® 80 (15, 30 e 60 minutos) o
efeito foi oposto do que ocorreu com o DS (Tween® 80 > Tween® 80 + PC) e por
ultimo analisamos a albumina obtendo resultado satisfatorio no uso desse
tratamento no tempo de 60 minutos e também quando associada a PC (15 e 30

minutos).
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