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RESUMO

Introducdo: A obesidade tornou-se problema de salde publica mundial, devido suas
comorbidades e na atualidade busca-se por recursos que possam contribuir para o tratamento
convencional da mesma. Diante disso, a tecnologia de terapia de ondas de choque
extracorporea (TOCE) ou extracorporeal shock wave therapy (ESWT), utilizada a muitos
anos na medicina foi adaptada, com o intuito de estimular uma possivel resposta fisiologica
dos tecidos tratados. Objetivo: analisar se a ESWT ¢é capaz de estimular efeitos fisioldgicos
no tecido tegumentar e tecido adiposo subcutaneo de individuos portadores de obesidade grau
Il. Métodos: Trata-se de um estudo comparativo de intervencdo baseado em analises
histolégicas e imuno-histoquimicas de amostras do tecido cutdneo e tecido adiposo
subcutaneo, submetidos ao tratamento ESWT. Foram realizadas sete sessdes na regido
abdominal do lado esquerdo e o lado colateral foi utilizado como controle; o tecido foi
coletado no momento da cirurgia bariatrica. Hematoxilina e Eosina, Tricromico de Masson,
Picrosirius Red e os marcadores de imuno-histoquimica foram utilizados para a avaliacéo
morfologica. Resultados: os resultados demonstraram que o tecido submetido a intervencéo
ESWT apresentou aumento significativo de fibroblastos (p <0,0001), fibras de colageno tipo |
e Il (p <0,0002), bem como uma expressao significativamente maior do marcador Ki67 de
proliferacdo celular (p <0,0002). J& na amostra de tecido adiposo subcutaneo evidenciamos
positividade na expressdao de Casp3 (p<0.0001), cCasp3 (p<0.0024), macrofagos CD68+
(p<0.0001), HSL (p<0.0001) e adipofilina (p<0.0013) na amostra intervencdo quando
comparada ao controle. Foi evidenciada positividade na expressdo epidérmica dos marcadores
do processo inflamatério sendo, COX-2, CD3, CD20, células NK, CD68 e CD163 (p<0.0001)
na amostra intervencdo quando comparada aos controles. E houve expressao positiva para 0s
marcadores de angiogénese CD105 e VEGF (p<0.0001) na comparacdo do grupo intervencao
com o controle. Conclusdo: A ESWT foi capaz de estimular um aumento significativo da
proliferacdo celular e expressdo de colageno na pele dos individuos obesos. Além de
estimular a apoptose com consequente lipdlise do tipo autofagica no tecido adiposo e ao

mesmo tempo estimular um processo inflamatorio subclinico local.

Palavras chaves: obesidade; ondas de choque extracorporea; tecido tegumentar; tecido

adiposo subcutaneo.



ABSTRACT

Introduction: Obesity has become a worldwide public health problem, due to its
comorbidities, and currently it is looking for resources that can contribute to its conventional
treatment. Therefore, the extracorporeal shock wave therapy (TOCE) or extracorporeal shock
wave therapy (ESWT) technology, used for many years in medicine, has been adapted in
order to stimulate a possible physiological response of the treated tissues. Objective: to
analyze whether ESWT is capable of stimulating physiological effects on cutaneous tissue
and subcutaneous adipose tissue in individuals with grade Il obesity. Methods: This is a
comparative intervention study based on histological and immunohistochemical analyzes of
skin tissue and subcutaneous adipose tissue samples, submitted to ESWT treatment. Seven
sessions were performed in the left abdominal region and the collateral side was used as a
control; the tissue was collected at the time of bariatric surgery. Hematoxylin and Eosin,
Masson's trichrome, Picrosirius Red and immunohistochemistry markers were used for the
morphological evaluation. Results: the results demonstrated that the tissue submitted to the
ESWT intervention showed a significant increase in fibroblasts (p <0.0001), collagen fibers
type I and Il (p <0.0002), as well as a significantly higher expression of the Ki67 marker of
cell proliferation (p <0.0002). In the sample of subcutaneous adipose tissue, we showed
positivity in the expression of Casp3 (p <0.0001), cCasp3 (p <0.0024), CD68 + macrophages
(p <0.0001), HSL (p <0.0001) and adipophylline (p <0.0013) in the intervention sample when
compared to control. Positivity was evidenced in the epidermal expression of the markers of
the inflammatory process, COX-2, CD3, CD20, NK cells, CD68 and CD163 (p <0.0001) in
the intervention sample when compared to controls. And there was a positive expression for
the angiogenesis markers CD105 and VEGF (p <0.0001) when comparing the intervention
group with the control group. Conclusion: ESWT was able to stimulate a significant increase
in cell proliferation and expression of collagen in the skin of obese individuals. In addition to
stimulating apoptosis with consequent autophagic lipolysis in adipose tissue and at the same

time stimulating a local subclinical inflammatory process.

Keywords: obesity; extracorporeal shock waves; tegumentary tissue; subcutaneous adipose

tissue.
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1. INTRODUCAO

A obesidade tem-se tornado uma preocupagdo crescente na sociedade
mundial, pelo seu crescimento considerado pandémico. A doenca é caracterizada pelo
acumulo excessivo e anormal de gordura, associado a inflamagdo sistémica cronica de
baixo grau, que predispe a doencas metabdlicas aumentando o risco de morte
prematura.l

Segundo o inquérito Vigitel (Vigilancia de Fatores de Risco e Protecdo para
Doengas Cronicas por Inquérito Telefonico)®, promovido pelo Ministério da Satide em
2018, a doenca obesidade voltou a crescer no Brasil, principalmente entre os adultos com
media de idade de 35 a 44 anos, sendo as mulheres com uma taxa ligeiramente maior
20,7% quando comparado aos homens com 18,7%. Ao total o aumento de individuos
com sobrepeso e obesidade evoluiu 67,8 % nos ultimos treze anos, saindo de 11,8% em
2006 para 19,9% em 2018. Este crescimento da obesidade nos ultimos anos no Brasil
segue a linha de todos os outros paises em desenvolvimento como Estados Unidos,
China, india e Egito, que possuem o maior indice de individuos com sobrepeso e
obesidade.>*

Este progresso da obesidade afeta igualmente o custo global com despesas em
salde, gastos relacionados com a menor produtividade de trabalho, associado aos dias de
faltas alusivas as doencas e incapacidade associadas. Estima-se que o custo global com a
satde do individuo obeso ultrapasse a média de US$ 2 trilhdes, equivalente a 2.8% do
produto interno bruto (P1B) mundial.*

Embora esteja mais claro e conhecido que o estilo de vida da sociedade
contemporanea associada aos fatores genéticos, epigenéticos, status socioeconémico
podem contribuir para o desequilibrio entre o consumo de alimentos e gasto energético,
gerando saldo positivo de energia armazenada nas células adiposas, que causa a
hipertrofia e hiperplasia da mesma. Pouco se tem conseguido avancar no tratamento da
obesidade, seja para reversdo, prevencdo e até mesmo na contencdo de sua progressao.
Isso ocorre, dentre outros motivos, porque o equilibrio entre a ingestdo alimentar e o
gasto de energia € controlado pelo sistema nervoso central (SNC) em um complexo
sistema biologico, onde qualquer alteracdo neste pode levar ao surgimento e agravamento
da obesidade. 12->®

Desta forma, é de suma importancia que todos os fatores de predisposicéo

sejam considerados padrdes de avaliaces e tratamento da obesidade, porém ainda ha
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pouca e/ou quase nenhuma atencdo dada aos fatores intrinsecos e aspectos psicolégicos

que podem predispor a cronicidade da doenga.t

Segundo Anderson et al.,” para alguns individuos comer demais representa
uma maneira disfuncional de lidar com eventos perturbadores de seu cotidiano, onde
comportamentos de alimentacdo excessiva e eventuais compensagdes sdo ativados para
reduzir ou bloquear o efeito associado apos a ativacdo de um ponto de desequilibrio, em
seu SNC. De fato, comer demais pode se originar de um comportamento limitado, porém
nem toda disfuncdo comportamental deve gerar um distdrbio alimentar. 8

O desenvolvimento da obesidade € um processo gradual onde o individuo
muitas vezes esta tdo comprometido com suas limitagcdes intrinsecas e extrinsecas que
ndo nota o ganho de peso, ou tenta esconder de si proprio sua doenca pelo fato da
imposi¢do do grande estigma social. Para a maioria dos individuos com obesidade o que
mais incomoda é a percepcao visual de seu corpo em relacdo ao padréo de beleza imposto
pela sociedade, isso prevalece a baixa autoestima e contribui a cronicidade da obesidade e
avanco de seu estagio.'?

A Organizacdo Mundial de Saude — OMS considera um individuo portador de
obesidade a partir do célculo de seu indice de massa corporal (IMC), calculando o peso

em quilos dividido pelo quadrado da altura em metros.® Quadro 1.

Quadro 1: Classificacdo de sobrepeso e obesidade e grau de morbimortalidade

Faixa de
IMC (Kg/m?) Denominagéo Risco de Complicagdes
18,5-24,9 Normal 0
25-29,9 Sobrepeso (Pré-obesidade) Baixo
30-34,9 Obesidade | Moderado
35-39,9 Obesidade 11 Alto
> 40 Obesidade 111 ou Morbida Altissimo

Fonte: Ministério da Salde. Portaria n® 424, de 19 de marco de 2013.°

O IMC atua como uma ferramenta de triagem individual e pode ser utilizado

para determinacdo de fatores de risco, pois, sabe-se que é proporcional a gordura
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corporal, desta forma estda diretamente associado ao desenvolvimento de doengas
associadas a obesidade. No entanto, o IMC néo € o indicador mais fidedigno para avaliar
a obesidade, pois ndo avalia a distribuicdo de gordura e a massa magra. Além do IMC, a
avaliacdo da distribuicdo da gordura abdominal através da medida de circunferéncia de
cintura ou relacdo cintura/quadril ou de forma mais direta através de bioimpedéancia
também sdo avaliacdes de progndstico relacionado ao risco de morte prematura. "°

Para compreender a doenca obesidade, suas complicacdes e qual a possivel
conduta de tratamento, cada caso deve ser abordado de forma individual a fim de,
entender o metabolismo do tecido adiposo.

1.2 Tecido adiposo

O tecido adiposo € representado por tecido conjuntivo frouxo que da suporte
as estruturas e coesdo aos 0rgaos ou sistemas, composto de adipdcitos, pré- adipocitos,
células endoteliais, fibroblastos e leucocitos. Trata-se de um 6rgdo endocrino regulador
da homeostasia energética do metabolismo, por secretar hormdnios que viajam pela
corrente sanguinea para atingir seus tecidos-alvo, além de participar da regulacdo de
processos fisiologicos como imunidade, reproducdo, adipogénese, hemostasia e
manutencdo da temperatura corporal com sua fungéo termogénica. 101!

O tecido adiposo é subdividido em trés tipos, o primeiro é o tecido adiposo
branco (TAB), que contém um unico vacuolo lipidico para armazenamento de 90 a 99.9%
de lipideos em forma de triglicerideos, constituidos por acidos graxos livres (AGL) e
glicerol. O 6rgédo é pouco vascularizado, possui horménios mensageiros que regulam o
metabolismo como o grupo de adipocinas e lipocinas, secreta proteinas relacionadas as
citocinas pro-inflamatdrias e leptina, proteina anorexigena que em altas concentracGes
possui 0 efeito metabolico de equilibrio da ingestdo e gasto caldrico, atuando no
equilibrio do balango energético. 7101

Quando ha hiperleptina, com alta concentracdo de leptina no plasma
sanguineo, ocorre um estimulo ao hipotalamo que responde inibindo a formacdo de
neuropeptideos relacionados ao apetite, quando essa concentracdo diminui a leptina induz
a hiperfagia. No entanto, no individuo obeso ha uma resisténcia a mesma, atribuida a
alteracbes em seu receptor ou deficiéncia em seu sistema de transporte ao atravessar

barreira hematoencefalica (BHC), o que inibe seu efeito metabdlico de saciedade e gera
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um efeito antagénico de aumento na capacidade de armazenamento lipidico no tecido

adiposo e nos drgaos periféricos. 11! Figura 1

% % o
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Figura 1. Génese da obesidade. Adaptado de Friedman et al., 2006.3

Outra caracteristica do tecido adiposo € que este possui a capacidade de se
expandir mais do que qualquer outro tecido, sendo por hiperplasia, aumentando o nimero
de adipocitos e/ ou por hipertrofia, aumento o tamanho dos adipocitos, por estimulo a
diferenciacé@o dos pré-adipdcitos, células precursoras de adipocitos, processo denominado
adipogénese. Os adipdcitos hipertrofiados liberaram uma maior concentracdo de AGL no
plasma e uma proporcéo maior de adipocinas pro-inflamatorias, 0 que causa alteracées no
fluxo sanguineo do tecido e 6rgdos ndo adiposos, num processo denominado como
lipotoxicidade. 1315

O segundo tipo de tecido adiposo é o marrom (TAM), originado das células
precursoras do tecido muscular, também é regulador do metabolismo. Porém, ao
contrario do TAB, ndo armazena energia, e sim dissipa-a através da queima de gordura
por termogénese em virtude da expressao da proteina UCP1 (Uncoupling Protein-1), para
manutencdo do equilibrio da temperatura corporal. E altamente vascularizado, possui alto
conteldo de mitocbndrias e estd presente em maior porcentagem em recém-nascidos e
animais que hibernam, porém ao longo dos anos este TAM ¢ substituido pelo TAB. 13

Alguns estudos relatam que o TAM pode ser 0 novo aliado ao tratamento da
obesidade, considerando sua principal funcdo na preservacdo da temperatura corporal
através de sua alta capacidade e expressao de UCP1, proteina mitocondrial que induz a
sintese de ATP com conversdo do mesmo em energia dissipada como calor. Desta forma,
0 objetivo é direcionar a capacidade termogénica do TAM para aumentar o gasto de

energético e potencialmente melhorar o gerenciamento de peso em humanos. 1318
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Para isso é necessario um treinamento fisico diferenciado para estimulo ativo
do TAB. Segundo Verdejo et al.,*® varios protocolos de exposicio ao frio, podem ser
utilizados, como permanecer em temperatura ambiente em torno de 16 a 17°C, usar
roupas perfundidas com &gua fria, colocar os pés de forma intermitente na agua fria ou no
gelo e usar cobertores perfundidos com &gua fria. Esses protocolos foram capazes de
evidenciar que o TAM quando estimulado a manter a temperatura corporal em ambientes
resfriados gera um aumento de seu metabolismo, favorecendo ao maior gasto energético
com alta captacdo de glicose e acidos graxos, consumo elevado de oxigénio e
consequente producio de calor. 1416

No entanto, sdo necessarios mais estudos para a validacdo destes protocolos
de ativagdo do TAM como um possivel tratamento conservador para a redugdo da
gordura corporal. 1sso ocorre porque a quantidade de TAM no corpo humano adulto é
insuficiente para suportar um equilibrio no balanco energético de todo o corpo, e mesmo
que o TAM seja estimulado por periodos mais longos de exposicédo ao frio, seu nivel de
gasto energético ndo é suficiente para redugdo do peso corporal. 1416

O terceiro tipo de tecido adiposo, € morfologicamente semelhante com o
TAM, possui coloracdo bege, pois, acredita-se que sdo adipdcitos brancos maduros
expostos a condi¢fes ambientais de baixas temperaturas que favorecem a alteracdo de sua
coloracdo. Desta forma possuem um padrdo de expressdo termogénico que reflete maior

gasto de energia e consumo de oxigénio. Figura 2. 1417

Branco Bege

Figura 2: Diferencas entre os tipos de tecido adiposo. Rodriguez et al.,2015. °

O estudo do tecido adiposo e suas funcdes fornecem uma base para a
compreensdo e possivel tratamento da obesidade e seus possiveis distirbios metabdlicos
associados. O desenvolvimento deste 6rgdo € dado pelo crescimento das células adiposas

definidas durante o pré-natal e aumento apds o nascimento e periodo de adolescéncia,
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periodos chaves para o desenvolvimento subsequente da obesidade. Pois, durante a vida
adulta pouco varia a hiperplasia da célula adiposa, na verdade na idade adulta o tecido
adiposo cresce principalmente por hipertrofia adipdcitaria que estd intimamente ligada ao
desenvolvimento de distarbios metabolicos e risco cardiovascular elevado em
obesidade.*%

H& uma correlacdo sobre a obesidade causada pela hipertrofia e pela
hiperplasia, acredita-se que a alguns individuos podem responder a superalimentacdo com
hiperplasia, resultando em um feno6tipo “obeso mais saudavel”, pois a hiperplasia na
regido adiposa visceral e subcutdnea parece ser protetora contra anormalidades dos
lipidios e glicose/insulina, deste modo esta obesidade € caracterizada no subtipo de
heterogeneidade de individuos com sobrepeso ou obesos metabolicamente saudaveis com
auséncia de distirbios metabdlicos.!%%

Ao contrario, a obesidade causada pela hipertrofia dos adipdcitos gera
alteracdes metabolicas, sendo hipertrofia dos adipocitos viscerais ligados a dislipidemia,
enquanto hipertrofia das células adiposas subcutaneas estdo associadas com
comprometimento do metabolismo da glicose e resisténcia a insulina, sendo caracterizada
a obesidade no subtipo de heterogeneidade de obesidade metabolicamente anormal. 920

Outra caracteristica da obesidade é a distribuicdo do tecido adiposo que pode
ser classificada como obesidade central (também conhecida como obesidade visceral)
evidente em um corpo em forma de maca ou andrdide; ou a obesidade periférica onde o
acumulo de gordura ocorre na regido gluteofemoral, dando ao corpo uma forma de péra e
um fenétipo ginecoide.'®2°

Todas essas caracteristicas do tecido adiposo que se prevalecem na obesidade
estdo relacionadas ao risco de doencas associadas, sabe-se que a obesidade pode causar
até 26 tipos de doencas associadas, entre elas doencas metabdlicas, como diabetes tipo I,
hipertensdo, doencas degenerativas articulares, neoplasias, desajustes psicossociais,
apneia do sono, distarbios pulmonares, incontinéncia urinaria, disfuncdes estéticas e
dermatoldgicas e muitas outras.'%22

A maioria das patologias associadas ja conhecidas possui tratamento
conservador que inicialmente estabelece a perda de peso, ou seja, regressdo da obesidade
como padrdo ouro para melhora da condicdo clinica. Nosso corpo esta em constante
processo de lipdlise (quebra da gordura) e lipogénese (armazenamento de gordura), se ha
um equilibrio entre esses processos temos o controle do peso corpéreo e perda de peso.

No entanto ambos 0s processos sio complexos.?0-22



25

1.3 Fisiologia do tecido adiposo

Para alterar o tamanho dos adipocitos em relagdo ao acUmulo de
triacilglicerideos € necessario que ocorra sua sintese, lipogénese ou sua mobilizacdo de
gordura, denominada lipGlise. A ativacdo desses processos é dependente do estimulo do
metabolismo basal, onde se dispde de necessidade de maior ou menor gasto energético,
que pode estar relacionado ao estado nutricional do individuo, gestacdo, gasto energético,
sedentarismo, patologias, influéncia hormonios dentre outros. 1% 2326

Em condicGes alimentares de balanco energético negativo como no periodo
de jejum, o metabolismo é controlado por nutrientes ricos em carboidratos e hormdnios
como catecolaminas, insulina e glucagon, quando esses controles estdo em equilibrio ha
uma adequada homeostasia fisiologica do tecido adiposo.?®28

Durante as atividades fisicas, ocorre a necessidade de mais energia para
manutengdo do metabolismo que esta em ascensdo, neste momento as catecolaminas se
tornam efetoras lipoliticas, sendo o principal hormdnio que estimula o processo de
lipdlise. Os hormdnios chegam até o tecido adiposo via adrenalina e noradrenalina e
inicia-se a mediacdo aos receptores B-adrenérgicos. Quando as catecolaminas se ligam a
estes receptores f-adrenérgicos ativam a enzima adenilato ciclase e ocorre aumento dos
niveis intracelulares de AMP ciclico (AMPc), molécula importante na transducéo de sinal
celular que favorece a ativagdo da proteina quinase A (PKA).1% 232

A PKA ativa a fosforilacdo de enzimas lipoliticas, lipase horménio sensivel
(LSH) e perilipina, que induzem os triacilglicerideos a hidrolise em diacilglicerol,
moacilglicerol e glicerol liberando uma molécula de &cidos graxos livre (AGL) em cada
passo, estes sao liberados na circulacdo para serem utilizados como recarga de energia, ou
seja, ATP em outros tecidos.?>?°

Toda fisiologia do tecido adiposo é dependente dos mecanismos moleculares
e hormonais e a inter-relacdo destes com o sistema nervoso central. Além disto, todos os
produtos secretados pelo tecido adiposo podem interferir na funcdo do adipocito
(lipogénese e lipolise) e, também nas vias metabdlicas, por serem produtos secretados
que circulam na corrente sanguinea %23

As vias metabdlicas sdo afetadas principalmente pelas adipocinas secretadas
pelo tecido adiposo, estas podem ser classificadas como uma proteina citocina ou ndo e

sdo altamente diversificadas em relagdo a sua funcéo e denominagdo.®-%4
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Segundo Rodriguez et al,® ao longo das ultimas trés décadas, evidéncias
provaram que as adipocinas influenciam ndo apenas a biologia do tecido adiposo, mas
também a funcdo da secrecdo hormonal via autdcrina, onde o horménio secretado atua
na prépria célula que a secretou e também na secre¢cdo hormonal via paracrina, onde o
hormdnio age nas células préximas daquela que a secretou, estes produtos hormonais sdo
liberados na corrente sanguinea e contribuem na regulacdo dos processos biolégicos do
sistema endocrino. 1926

Sabe-se que o tecido adiposo produz e libera uma variedade de adipocinas,
porém as mais estudas na atualidade sdo as IL-6 (interleucina 6), o TNF-a (fator de
necrose tumoral -a), a leptina e a adiponectina, estas estdo ligadas ao processo
inflamatorio do tecido adiposo e atuam na homeostase vascular, metabolismo lipidico,
glicidico e angiogénese.'®2%

A IL-6 e TNF-a sdo fundamentais na fisiologia do tecido adiposo, ambas
atuam na regulacdo do metabolismo e inflamacdo aguda e cronica do tecido. A IL-6 é
secretada por diversos tipos celulares, aléem de macrofagos e linfocitos, células
endoteliais, adipocitos dentre outras. Sua secrecdo estd correlacionada a quantidade de
massa adiposa, sua funcdo mais conhecida é o estimulo a producédo da proteina C-Reativa
(PCR) pelos hepatocitos, proteina mediadora da fase inflamatoria, sendo uma IL-
glicoproteina importante na regulacdo da diferenciagdo das células T CD4 +, sendo
também um fator de risco para patogénese de doencas cardiovasculares, sindrome
metabdlica, intolerancia a glicose e diabetes melito 2 (DM?2). 24-26:30-33

Associada a IL-6 temos o TNF- a, quando em niveis séricos elevados como
na obesidade, se correlaciona com a infiltracdo de macrdfagos M1 (pro-inflamatério) e
estd relacionada a resisténcia a insulina e consequente etiologia do DM2. Segundo
Winkler et al.,® individuos com IMC acima 27 kg/m? ja apresentam niveis elevados de
TNF-a, e estes sdo inversamente proporcionais ao metabolismo de glicose, o que
corrobora ainda mais para o desenvolvimento da DM2, 24-26:30-33

Coerente com a IL-6, TNF-a, a leptina e a adiponectina também séo
adipocinas e sdo as mais abundantes secretadas pelo tecido adiposo branco subcutéaneo.
Ambas modulam o metabolismo lipidico e a sensibilidade da insulina em varios tecidos
diretamente ou através do SNC. No entanto, em individuos obesos a adiponectina
apresenta niveis séricos baixos, isso ocorre porque a adiponectina é uma adipocina anti-

inflamatoria e em niveis baixos, sua acdo anti-inflamatdria é incapaz de atuar no tecido
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adiposo, desta forma aumenta-se o nivel das adipocinas pré-inflamatorias como IL-6,
TNF-a. 19,24-26, 30-33

A leptina, por sua vez, apresenta-se com niveis séricos elevados e somada a
elevacdo da secrecdo de IL-6, TNF-a, temos um total desequilibrio fisiologico e
metabdlico do tecido adiposo e consequente estimulo ao ndo equilibrio do balango
energético. Assim sendo, todas estas adipocinas possuem fatores interligados a patogenia
da obesidade e sua cronicidade. 1°24%6:39-33 (Figura 3)
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Figura 3. Fatores envolvidos no desenvolvimento da resisténcia a insulina no obeso.
Gallic et al., 2010.34

Em condicBes metabdlicas equilibradas a secrecdo das adipocinas pelo tecido
adiposo ndo sofrem alterac6es, porém no processo de hiperplasia e hipertrofia do tecido
adiposo que justifigue sua expansao patologica, como nas classificacbes da obesidade,
estes produtos sofreram alteracbes que consistem em transtornos morfolégicos e
funcionais, tais como mudancas das funges mitocondriais, mutagdes na membrana das
proteinas, proliferacdo de macréfagos e até mesmo a morte/ apoptose dos adipdcitos.

Estes geram variacdes do sistema enddcrino e consequente processo inflamatdrio crénico
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de baixa intensidade do tecido adiposo, caracteristica da obesidade, que promove a
lipotoxidade gerando desequilibrio metabdlico. 19:24-26.30-33

Outro fator correlacionado a fungdo e fisiologia do tecido adiposo quando em
estado patogénico da obesidade, é o aumento da morte celular dos adip6citos devido a
hipoxia tecidual, estado pro-inflamatorio e a resisténcia a insulina. Nossas celulas ja
sofrem o processo de apoptose programada, sendo que a cada ano 10% dos adipdcitos
sofrem morte celular, para a renovagéo tecidual. 13537

Todavia na obesidade a apoptose dos adipécitos pode ser ativada por dois
mecanismos, sendo a primeira via mitocondrial, com o estimulo da molécula do
citocromo - C e a segunda a ativacdo dos receptores de TNF, que como ja citado
anteriormente, é super expresso pelo tecido adiposo de individuos obesos e também atua
como regulador de apoptose em adipdcitos brancos e marrons, 19 23-26, 33,38, 39

No entanto na obesidade este estimulo a apoptose constitui um evento chave
que contribui para a inflamagdo do tecido adiposo, devido ao aumento de macrofagos
circulantes o que aumenta o quadro de resisténcia a insulina. Essa constante
sistematizacdo de alteracdes da fisiologia do tecido adiposo em obesos, geram um ciclo
vicioso, onde a inflamacao de baixa intensidade causa deformacdes fisiologicas. Estas por
si s0, estimulam ainda mais o processo inflamatério, e com isso surgem os fatores de
risco potentes para os distdrbios metabolicos e desenvolvimento das doencas associadas a
obesidade.*!4?

Estudos demostram que a reducédo de peso em conjunto com a diminui¢do do
tecido adiposo visceral e subcutdneo, podem estimular niveis de adipocinas anti-
inflamatdrias, como adiponectina e IL-10 (interleucina -10). As IL-10 sdo conhecidas
como inibidoras da sintese de adipocinas humanas, pois atuam no bloqueio dos
macrofagos desativando os linfocitos T e linfécitos NKT (natural killers), regulando o
sistema imune, inibindo a expressdo e a producdo de citocinas pro-inflamatérias como
TNF-alfa e IL-6. 334345

Baseado nestes achados, o objetivo primario da equipe multidisciplinar é
estimular a perda de peso do individuo portador da obesidade. Na atualidade tem-se uma
gama de tratamentos conservadores e/ ou cirurgicos que possuem evidéncias cientificas e

seguranca de sua utilizacao.
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1.4 Tratamento da obesidade

Dentre os tratamentos e formas de prevencdo da obesidade, é de suma
importancia considerar todos 0s aspectos de sua etiologia e etiopatogenia; como forma de
garantir o sucesso do tratamento se faz necessario a atuagdo de uma equipe
multidisciplinar formada por medicos, nutricionistas enfermeiros, psic6logos, assistentes
sociais, fisioterapeutas e educadores fisicos. Tal equipe deve acompanhar o individuo
portador da obesidade durante o tratamento, seja ele conservador ou cirdrgico. 464/

Na primeira tentativa, a equipe multidisciplinar sempre opta pelo tratamento
conservador, onde se incluem o tratamento nutricional, orientacfes de atividades fisicas e
atencdo psicolégica. O objetivo principal nesta fase é demonstrar ao individuo que a
obesidade é uma doenca com risco alto de morte prematura, e que para combaté-la séo
necessarias mudancas comportamentais, psicologicas e disciplina rigorosa durante longo
prazo. Porém, conseguir a adesdo dos individuos geralmente € uma tarefa dificil, uma
vez que a anuéncia a este novo modelo de cotidiano repleto de regras e imposicGes
parecem ser extremamente dificeis. 64’

Para aqueles com obesidade e comorbidades que ndo conseguiram reduzir o
peso com a mudanca no estilo de vida, é indicado o tratamento medicamentoso, onde sua
acdo pode ser anorexigena ou inibitoria da lipase, reduzindo a absorcéo intestinal de
gordura e realizando a supressao de apetite. Existem varias op¢des medicamentosas,
porém estas causam efeitos adversos importantes, sendo limitadas suas indicacfes, além
disso estudos evidenciam que o tratamento medicamento ndo apresentam bons resultados
clinicos para a perda de peso a longo prazo. 4648

Desta forma, para casos especificos opta-se pelo procedimento invasivo que é
a cirurgia bariatrica, esta vem se tornando padrdo de tratamento para individuos obesos
morbidos, pois levam a grandes mudancas no estilo de vida, essenciais para bons
resultados como a perda de peso significativa e controle de comorbidades na maioria dos
casos. No entanto, estas também requerem acompanhamento clinico, psicolégico e
nutricional, uso crénico de medicamentos controlados e atividade fisica regular no
periodo pré-operatdrio e pos-operatorio. 40

Segundo Chaim et al.,*® a atengdo ao individuo obeso na fase pré-operatoria
reduz as complicagBes cirlrgicas e promove maior adesdo ao tratamento no pos-
operatorio. Além disso, 0 acompanhamento pré-operatorio estimula o individuo a perda

de peso de forma saudavel e permite o conhecimento educacional em relagdo a doenca, o
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que gera percepcdo de seu estado e motivacdo para a melhora de seus habitos de vida,
mostrando a importancia do acompanhamento com a equipe multidisciplinar para bons
resultados apos a cirurgia. *°

A cirurgia bariatrica tem carater restritivo, disabsortivo ou misto, sendo as
mais comumente realizadas no mundo conhecidas como bypass gastrico em Y de Roux
(RYGB) e gastrectomia vertical (sleeve gastrectomy), que podem ser realizadas por vias
aberta ou laparoscopica, ou até mesmo robotica. A escolha da técnica depende das
caracteristicas de cada individuo obeso e da capacitacdo da equipe cirlrgica, e para
garantir sua eficacia se faz necessario avaliar a durabilidade da perda de peso, reversdo
das doengas associadas e as complicacdes no pos-operatorio. 48

Cazzo et al. *® relatam que apds a cirurgia bariatrica ha uma melhora evidente
na qualidade de vida do individuo obeso, pois é demonstrado que ha uma reducédo de 40%
em todas as doencas associadas, sendo 56% em doencas coronarias, 92% em
complicacbes do diabetes e 60% em qualquer tipo de cancer, além da melhoria na
imagem corporal, diminuicdo da psicopatologia, comportamento alimentar anormal e
aprimoramento do funcionamento psicossocial 465

Todavia, como qualquer cirurgia a mesma também apresenta riscos, e estes
variam de acordo com o tipo de procedimento cirdrgico e a técnica, sendo que as
cirurgias realizadas por métodos minimamente invasivos apresentam menor risco de
complica¢bes quando comparadas a realizada via aberta. Geralmente cerca de 4% a 5%
dos pacientes podem apresentar complicagdes nos primeiros 30 dias de pds-operatério,
sendo que 0,4% desenvolvem quadros de trombose venosa profunda e/ou embolismo
pulmonar e 0,4% a 5% podem ser reoperados; o indice de mortalidade geral reduziu-se
sobremaneira nos dltimos anos, sendo atualmente inferior a 1%. Algumas dessas sao
complicacOes trataveis dento do ambiente hospitalar, diferente de algumas complicacGes
em longo prazo. 460

As complicacdes em longo prazo sdo diagnosticadas anos apés as cirurgias e
algumas dessas estdo ligadas a condi¢bes psicologicas subjacentes. Teorias revelam que
essas disfuncbGes estdo relacionadas a ndo-compreensdo cognitiva das mudancas de
habitos que perduram apds o procedimento cirdrgico, distdrbios psicossociais nao
solucionados dentro do mesmo periodo e a grande mudanca na imagem corporal. Muitos
individuos apresentam altos indices de depressdo, ansiedade, alcoolismo, transtornos

alimentares, distor¢des da imagem corporal, dentre outros. °°2



31

Outra disfuncédo a qual quase nenhuma atencdo € dada e gera complica¢des na
qualidade de vida do individuo apds a cirurgia bariatrica € a alteragdo do seu tecido
tegumentar “pele”. Sofremos constantemente com as alteracdes biomoleculares e
estruturais, advindas do envelhecimento cronoldgico, fotoenvelhecimento, no entanto as
mudancas substanciais nas dimensdes corporais vivenciadas o periodo de obesidade e
principalmente ap0s perdas de peso excessivas sdo extremamente limitantes. Tais
alteracbes geram danos nas fibras de coldgeno e elastina, causando a flacidez ou
frouxiddo da pele. Esse é um dos fatores que mais prejudicam a autoaceitacdo da imagem
fisica e contribui para as distorgdes corporais. °3°°

Tais acometimentos causam o ganho de peso e repetidamente se reinicia o
ciclo vicioso, alteragdes do tecido adiposo e aumento dos fatores de risco de doencas
associadas. %152

Diante disso, conclui-se que ndo ha um tratamento Unico e efetivo até o
momento para a obesidade, uma vez que se trata de uma doenca multifatorial e
heterogénea. Logo, é de suma importancia identificar caracteristicas de cada individuo e
aprofundar a abordagem multidisciplinar comportamental, com o objetivo de
compreender o ser humano portador e quais sdo as possibilidades de tratamentos que
podem contribuir para melhora da obesidade, doencas e disfun¢Ges e associadas e
principalmente da qualidade de vida.>®

Compreendendo a doenca obesidade, muitos pesquisadores tém realizado
estudos experimentais e clinicos com alguns tipos de recursos eletromédicos da medicina
estética, com a finalidade de contribuir para o tratamento e prevencao da obesidade e de
suas doencas associadas, tanto em sua cronicidade quanto apos a perda de peso excessiva.
57,58

O objetivo é encontrar recursos ndo invasivos que possam atuar em dois
sistemas do corpo humano do individuo obeso, 0 sistema tegumentar com a capacidade
de estimulacdo das células de fibroblastos da derme com objetivo de favorecer a
neocolagénese e neoelastogénese. E o tecido adiposo com o propésito de ativar a
fisiologia da célula adiposa, a fim de estimular sua quebra, lipdlise e até mesmo sua
morte, a apoptose, auxiliando no processo de perda de peso. "8

Os pesquisadores acreditam que tais recursos eletromeédicos ja utilizados na
medicina estética podem a contribuir para uma possivel diminui¢do nos fatores de risco
ao desenvolvimento das comorbidades associadas a obesidade, simultaneamente com 0s

tratamentos atuais ndo invasivos e com o minimo de efeitos adversos, visto que estes
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recursos vao atuar diretamente na reducdo do tecido adiposo e melhora na qualidade do

tecido tegumentar. 8

1.5 Recursos Eletromédicos

Recursos eletromédicos consistem em equipamentos medicos de uso em
satde com finalidade médica, odontoldgica, laboratorial ou fisioterapica, utilizados direta
ou indiretamente para diagndstico, terapia, reabilitacdo ou monitorizacdo de seres
humanos e, ainda, os com finalidade de embelezamento e estética. 58°°

Cada um destes equipamentos possuem uma classificacdo de risco quanto ao
potencial de danos a saude de seus usuarios, desta forma para serem devidamente
utilizados e comercializados, necessitam de registros concedidos por agéncias
reguladoras. No Brasil o orgao regulador é a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria
(ANVISA), ja na Unido Europeia é necessario que o equipamento possua a liberagéo pela
CE (Comissdo Europeia) e para comercializacdo de produtos para saude nos Estados
Unidos, os fabricantes precisam registrar seu produto no FDA — Food and Drug
Administration.5®%°

A industria de equipamentos médicos é o setor que mais cresce, e a categoria
que mais gera lucratividade sdo de industrias fabricantes de equipamentos médicos nédo
invasivos para atuacdo na medicina estética. Estes sdo dispositivos médicos ndo invasivos
ou minimamente invasivos que pretendem tratar as disfuncdes estéticas, favorecendo a
melhora do contorno corporal, firmeza da pele, rejuvenescimento dentre outros. %

Essa expansdo de equipamentos médicos para estética ocorre porque a
procura por tratamentos estéticos invasivos ou ndo invasivos aumentou de forma
exponencial. Atualmente o padrdo de beleza imposto aos individuos pela sociedade vem
moldando o ideal de corpo por meio da inter-relacdo entre a cultura, convivio com
diferentes grupos e a reciprocidade das midias sociais. Alguns individuos sejam eles
magros, com sobrepeso ou obesidade tentam acompanhar este estere6tipo e depositam em
si proprios a insatisfagcdo com a imagem corporal. 5164

Atualmente existem numerosos recursos eletromédicos ndo invasivos
indicados para melhora do contorno corporal, tbnus da pele e rejuvescimento. Esses

dispositivos fornecem energia externa, que pode ser mecanica, eletromagnética ou de
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correntes excitatorias, dentre outras. Essas energias possuem a capacidade de gerar
estimulos a alteragdes morfolégicas no tecido tegumentar e no tecido adiposo. 86162

Ao encontro ao crescimento deste seguimento de equipamentos médicos, as
indUstrias procuram a cada ano a tecnologia inovadora para contrapor as disfuncbes
estéticas e até mesmo atuar como um recurso preventivo e também conservador junto ao
tratamento do sobrepeso, obesidade e suas comorbidades para langamento na midia. No
entanto, na maioria das vezes 0s novos recursos ndo possuem evidéncias cientificas sobre
a sua indicacdo, acdo fisiologica e publico alvo. Um desses grandes lancamentos
tecnoldgicos é a terapia de ondas de choque extracorpoérea.

1.6 Histdrico da Terapia de ondas de choque

A primeira descoberta da influéncia das ondas de choque no corpo humano
ocorreu durante a Il Guerra Mundial, quando os submarinos sofriam ataques de bombas e
mantinham-se integros, enquanto seus tripulantes a bordo apresentavam traumatismos
graves com lesGes viscerais e pulmonares, sem lesdes externas. Esses traumatismos foram
atribuidos as ondas sonoras que atravessavam as paredes dos submarinos e propagavam-
se aos tripulantes.53-64

A partir dai, iniciava-se uma nova descoberta tecnologica e na década de
1950, com as primeiras investigacoes sistematicas para o uso de ondas de choque sobre o
tecido biolégico em animais e humanos foram realizadas.®>®’

O efeito da terapia em humanos foi descoberto de forma acidental em 1966.
O fato ocorreu quando pesquisadores estavam realizando um experimento de ondas de
choque atraves de projéteis com alta velocidade que teriam que tocar em uma placa, um
dos pesquisadores tocou a placa no exato momento em que o projétil a atingiu, o impacto
em seu corpo foi tdo alto que o mesmo descreveu que era compativel com um choque
elétrico, e ndo havia eletricidade, os pesquisadores definiram que o impacto do projétil
sobre a placa gerou a onda de choque que interagiu com o tecido do individuo atraves da
sua méo para o corpo. %°%°

Apo6s dois anos desta evidéncia em 1968, o Departamento de Defesa da
Alemanha, financiou um programa de pesquisa para analisar o efeito das ondas de choque
no tecido biol6égico de animais. A investigacdo mostrou que ondas de choque de alta

energia causavam efeitos no organismo bioldgico a longas distancias como musculos e
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0Ss0s e baixos efeitos colaterais nos tecidos por onde a onda mecanica percorria como
tecido subcutaneo e gordura. %85°

Deste entdo a terapia de ondas de choque (TOCE) foi incorporada na &rea
medica, atuando na técnica de Litotripsia extracorpérea. Em 1983 o primeiro
equipamento comercial da Dornier Lithotripter HM3 iniciou sua utilizagdo na Alemanha

e seu objetivo era desintegrar calculos biliares. 571

Essa primeira indicacdo médica da TOCE e o desenvolvimento deste primeiro
recurso s6 foram possiveis porque pesquisadores descobriram a fisiologia da energia
mecanica e como a mesma é dissipada no tecido biolégico. A onda de choque possui um
pulso de alta pressio em um intervalo de tempo extremamente curto (da ordem de
nanosegundos), ou seja, sdo pulsos sénicos caracterizados por presséo alta de pico, de 80
— 100 Mega pascal, com aumento rapido da pressao (<10 ns), curta duracdo (<10 ms) e
uma ampla faixa de frequéncia. 3% (Figura 4)
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Figura 4: Forma "bifasica" tipica das ondas de choque extracorpéreas terapéuticas.
D’ Agostino et al 2015%°

1.7 Adaptacédo da terapia de ondas de choque

Apos sua validacdo como padrdo-ouro para tratamento dos célculos urinarios,
alguns pesquisadores observaram que, ao realizar o procedimento de ondas de choque

para destruicdo dos célculos uretrais inferiores, alguns pacientes apresentavam aumento
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da densidade Ossea na pelve. A partir destas analises, comecaram a utilizar os
equipamentos de Litotripsia adaptados para o tratamento das disfuncbes ortopédicas, o
que deu origem a uma nova tecnologia, de “terapia de ondas de choque extracorpérea”
(extracorporeal shockwave therapy [ESWT]), a qual permitiu graduar a profundidade e

intensidade com que as ondas de choque penetram nos tecidos bioldgicos. 7%

A adaptacdo da terapia surgiu pela necessidade de como a energia mecénica
poderia ser transferida a diferentes tipos de tecidos do corpo humano, com o minimo de
eventos adversos. Desta forma, foram desenvolvidos equipamentos que seguem O

principio fisiologico da energia mecanica advinda das ondas de choque. >4

Para isso foram desenvolvidos os geradores de onda de choque, sendo eles
com sistema eletro-hidraulico, piezoelétrico, eletromagnético ou pneumatico, o que difere
€ 0 modo de geracdo da onda de choque. O gerador pneumatico e eletromagnético sao os
mais utilizados na atualidade. O eletromagnetico possui no interior do aplicador duas
bobinas que quando percorridas por corrente elétrica geram um campo magnético, a acao
do campo faz com que o projétil, situado dentro do aplicador, mova-se rapidamente
chocando-se com a ponteira do aplicador. No choque da bala com a ponteira do aplicador
ocorre a transferéncia de energia do projétil para a ponteira e a mesma transfere a energia
recebida em formas de ondas mecénicas ao local de tratamento. Ja no gerador
pneumatico, o projétil é deslocado em direcdo a ponteira pela pressdo exercida pelo ar

comprimido. "#7® (Figura 5)

Aplicador Eletromagnético Aplicador Pneumatico

/ Entrada de ar comprimido
- -

—~a==Bobina superior

=
Tubo de deslocamento do projétl ==es— Tubo de deslocamento do projétil slem—

Projétil = . Projétil '

~s== Bobina inferior

Parte aplicada ——i Parte aplicada ——*

Figura 5. Sistema eletromagnético: (A) bobinas, (B) projétil, e (C) ponta do aplicador.
Sistema pneumatico: (B) projétil, (C) ponta do aplicador, e (D) entrada de ar comprimido.
Modena et al., 20172
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Estes geradores ainda possibilitam uma diferenca da dissipacdo da onda de
choque no tecido, relacionada ao tipo de onda ofertada que pode ser focada, onde a onda
de choque é mais intensa e profunda, atingindo aproximadamente 12cm abaixo da
epiderme, como na LECO, a Litotripsia Extracorpérea por Ondas de Choque de calculos
uretrais, direcionada ao tecido alvo com o efeito mecénico cavitacional maior. Ja a onda
radial é menos intensa e superficial, atinge até 3 a5 cm abaixo da epiderme e sua energia
diverge sobre a area de tratamento, como a utilizada neste estudo. Os equipamentos de
ESWT podem ser construidos de maneira a emitir esses dois tipos de ondas, ofertando
maior recurso terapéutico, visto que cada tipo de onda € indicado para diferentes

aplicabilidades terapéuticas.”>'""®

A diferenca da dissipacdo da onda de choque no tecido pode ser ainda mais
selecionavel através das escolhas das ponteiras, que sdo utilizadas nos geradores de
ESWT. Ou seja, podemos ter um equipamento focalizado com ponteiras focalizadas,
onde a energia é ofertada em um alvo especifico e podemos ter um equipamento radial
com ponteira radial ou focalizada, onde o terapeuta pode direcionar a energia de
tratamento. Além disto, as ponteiras possuem materiais e tamanhos diferentes, sendo as
de aco inox, possuem uma ac¢ao mais profunda e a de plastico que tem acéo superficial. E
guanto menor sua dimensdo, maior é a concentracdo de energia a ser ofertado para a area

de tratamento.56:75-78

A escolha do equipamento e seus acessorios modulam a forma e entrega de
energia no seu tecido, possibilitando seu efeito fisiolégico em diferentes estruturas, como

musculo, tendo e ossos. 6757 (Figura 6)
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Figura 6. llustracdo esquematica da propagacéo de ondas de choque com caracteristicas
fisicas da terapia extracorporea. A, radial; B, focalizada. Ogden et al., 2001.%
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Do ponto de vista fisico, as ESWT focalizadas e radiais sdo ondas mecanicas,
que diferem relativamente a forma da prépria onda; no entanto, eles compartilham, os
efeitos da mecanoterapia e podem ter aplicagdes clinicas Uteis em alguns disturbios dos
tecidos moles. A importancia de estimulos mecénicos nos seres vivos, bem como a
influéncia que as deformacdes biomecénicas podem exercer sobre biologia celular e
fisiologia em salde e doengas, tem sido recentemente revista na literatura cientifica,

especialmente com o objetivo de possiveis aplicacdes terapéuticas. >

Na atualidade, a ESWT possui varias indicacbes com evidéncias cientificas
de altos niveis de evidéncia (I e IlI) demonstrando sua seguranca e eficacia para o
tratamento de alguns disturbios musculoesqueléticos, porém ainda ha uma divergéncia
sobre qual o melhor tipo de onda de choque para o tratamento destas disfuncdes, pois a
maioria dos estudos utiliza as ondas focalizadas ou radiais. No entanto, para melhor
indicacdo do recurso segue-se a linha da fisiologica da onda mecanica, sendo a focalizada
indicado para tratamentos de disturbios musculoesqueléticos mais profundos e radial para

aquelas mais superficiais.”®"* Quadro 2

Quadro 2. Indica¢bes da ESWT. Kertzman et al.,2015.

Tendinite calcificada de ombro
Fasceite plantar
Tendinopatia de Aquiles
Tendinopatia proximal dos isquiotibiais
Dor Subacromial
Epicondilite lateral e medial
Dor inespecifica de ombro
Tenossinovite bicipital de cabeca longa
Sindrome da dor trocantérica maior
Espasticidade
Tendinopatia patelar
Tendinopatia supra espinhal ndo calcificada
Osteoartrite do joelho
Fratura dssea longa

Tendinite do manguito rotador
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Recentemente, as inddstrias fabricantes da ESWT comecaram a receber
relatos médicos que a tecnologia poderia ser utilizada até mesmo na area da medicina
estética. Isso foi possivel depois de algumas observagdes de resultados cirdrgicos, quando
mulheres portadoras de desordens musculares, ap6s a colocacdo de préteses de quadril
relataram, além da melhora da mobilidade e dor uma melhora no aspecto da pele e no
contorno corporal, sugerindo que houve uma diminui¢do na circunferéncia do corpo da

regido tratada.’>’*

Modena et al. (2017) realizaram um estudo de revisdo descritiva sobre as
evidéncias cientificas sobre a ESWT e seu possivel uso na medicina estética. Foram
encontrados quinze estudos de qualidade moderada sobre seus possiveis efeitos no tecido

tegumentar e subcuténeo. Quadro 3

Quadro 3. Artigos publicados sobre a atuacdo da ESWT na estéetica. Modena et al., 2017.
72

Area de
Autor Ano Protocolo tratamento  Concluséo
ESWT +
Terapia Diminuicdo do estresse oxidativo e
Siems et al. 2005 descongestiva  Coxa melhora das propriedades da pele.
Lateral de Remodelamento do colageno e
Angehrnetal. 2007 ESWT coxa melhora do aspecto da pele.
Coxae Melhora histol6gica da epiderme e
Kuhn et al. 2008 ESWT gluteos matriz extracelular da derme.
Coxae Melhora da elasticidade e firmeza da
Christ et al. 2008 ESWT gluteos pele.
2010 Melhora na textura e elasticidade da
pele, ndmero de depressdes e
Lateral de diminuicdo da espessura do tecido
Adatto et al. 2011 ESWT coxa subcutaneo.
Abdomen,
bracos, Diminuicdo da espessura do tecido
ESWT+ gliteos e adiposo, circunferéncia da érea
Ferraroetal. 2012 Criolipolise coxa. tratada e melhora do aspecto da pele.
ESWT+
Knobloch et Fortalecimento Coxa e

al. 2013 muscular. glateos Melhora do aspecto da celulite.
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Russe- Melhora temporaria do aspecto e
wilflingseder aparéncia da pele e reducdo na
et al. 2013 ESTW Coxa circunferéncia de coxas.

Schlaudraff et Coxae

al. 2014 ESTW gliteos Diminuigdo nos graus de celulite.

Reducdo da circunferéncia da area
tratada, espessura da camada gordura

Nassar et al. 2015 ESTW Coxa e melhora da aparéncia da celulite.
Diminuicédo da circunferéncia da area
Coxae tratada e severidade dos graus de
Hexsel etal. 2016 ESTW glateos celulite.

Desde entdo, novos estudos para a validacdo da terapia na estética tém sido
realizados para o tratamento na melhora no aspecto da pele, reducdo da gordura
localizada, rejuvenescimento facial e flacidez de pele. E novas aplicabilidades
terapéuticas da ESWT vém sendo propostas, como seu uso em disfungdes uro-
ginecologicas masculinas, melhora no aspecto da pele pos queimaduras teciduais, auxilio
no processo de cicatrizagdo de ulceras e quadros de fibrose ap6s cirurgias plésticas.”®"®

Considerando-se todos os achados cientificos sobre a tecnologia ESWT,
relatamos que se trata de um recurso relativamente recente na area terapéutica, tanto
ortopédica quando para terapias de cunho estético. Para as disfuncdes
musculoesqueléticas, muitas evidéncias de nivel alto ja consideram sua eficicia e
seguranca, porém na area da medicina estética existem poucos estudos que abordam a
interacdo fisiologica entre a ESWT e os tecidos bioldgicos para este fim, o que dificulta a
tomada de deciséo sobre o uso da mesma baseada em evidéncias. Baseando nos achados
ja estabelecidos acredita-se que a ESWT € capaz de modular muitos eventos fisiolégicos

através de seu estimulo mecanico. 778!

1.8 Efeitos fisiolégicos da ESWT

As acdes bioldgicas da ESWT sobre o tecido advém de sua capacidade de
ativacdo da mecanotransducdo do sinal, essa conduta é denominada pela habilidade de
algumas células perceberem os estimulos mecanicos da ESWT e adaptar seu

comportamento de acordo com esses sinais. 5°74
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A descoberta deste fendmeno, s foi possivel através do avango tecnologico,
onde pesquisadores comecaram a analisar em detalhes os efeitos do estimulo fisico e
mecénico da ESWT e correlacioné-los com as intera¢des ha varios tecidos e elementos
celulares. Esta ciéncia é chamada de mecanobiologia, estudo da biologia e engenharia da
mecanica, cujo objetivo principal é desvendar a mecanotransducgdo, sua possivel acdo em
uma multiplicidade de tipos de células sensiveis a essa energia, e como essas informacdes
de forgas biomecéanicas sdo convertidas em respostas bioquimicas, influenciando algumas
funcdes celulares fundamentais para a migracao, proliferacdo, diferenciacdo, lip6lise e até
mesmo apoptose. >80

Outro fator que contribui para o efeito da ESWT é a dose da energia aplicada
ao tecido, quanto maior sua energia, maior sera a resposta da mecanotransducao do sinal
no tecido. No tecido a energia mecanica € dissipada e em meio liquido extra ou
intracelular causa um fendmeno denominado cavitacdo, que consiste na formacdo de
microbolhas gasosas em meio liquido. 7883

Existem dois tipos de cavitacdo gerados pela onda mecanica, porém nao se
sabe ao certo qual dessas cavitacbes a ESWT pode estimular. A primeira é a cavitacéo
estavel, onde ha formacdo de microbolhas gasosas que se atritam e reproduzem um
aquecimento tecidual e estimulo ao aumento do metabolismo celular. A segunda
cavitacdo é a instavel que também forma as microbolhas gasosas, promove o
aquecimento, porém a energia depositada € tdo alta que ocorre uma implosdo da
microbolha o que causa um dano celular extenso. 2778

Alguns estudos demostram que a ESWT pode induzir tensdes de
cisalhamento celular e alterar as proteinas citoesqueléticas causando alteracdes na forma
celular, porém esta alteracdo é transitoria, pois as células foram capazes de reorganizar
dentro de trés horas retornando ao seu padrdo. Com isso acredita-se a ESWT possa
desempenhar um papel importante influenciando positivamente algumas funcdes das
células causando homeostase local, condicionando assim a reparagdo do tecido. 58083

Sabe-se que, cada tipo de célula parece responder a ESWT com diferentes
padrdes de respostas biolégicas, no entanto entende-se que todos os estimulos biolégicos
da onda de choque sobre o tecido implicam na capacidade de ativar o processo de reparo
e regeneracéo tecidual.”>78

Isso porque a ESWT atua estimulando a redugédo de varias metaloproteinases
e interleucinas (MMPs e ILs), na regulacdo positiva da vitalidade e proliferagdo celular

com migracéo e diferenciacdo de células-tronco, no estimulo a expressdo de marcadores
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de adipocinas anti-inflamatérios; na proliferacdo e sintese de proteinas, fatores de
crescimento, liberagdo e sintese enddgena de oxido nitrico. 7883

A ESWT também possui um efeito analgésico que advém de duas teorias,
sendo a primeira teoria da comporta, onde se estipula que estimulando mecanoreceptores
sensitivos, aferentes, ndo nociceptivos, os neurénios pré-sinapticos espinais do corno
posterior sdo inibidos, de tal maneira que a transmissdo do impulso doloroso para o
cérebro ndo € possivel. Uma segunda teoria do efeito analgésico das ondas de choque é a
de analgesia por hiperestimula¢do, onde um estimulo forte, duradouro (de segundos, até
varios minutos), aplicados no ponto doloroso, pode reduzir a dor. 77883

No campo mais recente de atuacdo da ESWT, a medicina estética, este tipo de
onda de choque demonstra grande eficiéncia terapéutica em muitas disfungbes, como por
exemplo, feridas cronicas, queimaduras, Ulceras diabeticas, celulite, gordura localizada e
flacidez de pele, com resultados significativos na melhora da hidratagdo cutanea,
drenagem, ativacdo de fibroblastos, melhora do trofismo subcutaneo, entre outros. >7883

Dentre os efeitos causados pela ESWT, supde-se que a mesma causa um
processo inflamatorio no tecido tegumentar provendo a proliferacdo de fibroblastos. Este
processo pode levar a producédo do neocolageno e neoelastina que garante a estabilidade
da dermo-epiderme, este efeito melhora a aparéncia e o trofismo do tecido tegumentar,
podendo reduzir quadros de flacidez de pele. 788083

Outro fator ainda muito questionado é como a ESWT pode ativar a reducgéo
do tecido adiposo, alguns pesquisadores acreditam que a onda mecéanica é capaz de
estimular a cascata lipolitica e induzir a lipolise dos adipdcitos, outros avaliam que o
impacto da onda é alto € desta forma a mesma pode levar até mesmo a morte da célula
apoptose. No entanto ambos 0s questionamentos permanecem sem respostas com
validacio cientifica.’®8083

Destes dados experimentais e clinicos semelhantes, parece possivel concluir
que a ESWT melhoraria ndo apenas a regeneracdo tecidual, mas é capaz de remodelar e
reorganizar funcdes celulares, e estimular até mesmo o metabolismo de substratos dos

adipdcitos.
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1.9 ESWT X Obesidade

A obesidade também causa alteracdes fisiologicas na epiderme, derme e seus
anexos, desde a perda de agua transepidermica interferindo na hidratacdo epidérmica;
atividade aumentada da glandula sebécea e sudoripara, e estado pré-inflamatorio que
predispde a infeccBes e inflamacBes cutaneas; alteracdo metabdlicas e hormonais, como
cortisol aumentado que interfere nas fibras de colageno e elastina, resisténcia a leptina
que contribui para a ma cicatrizacao de feridas; e o proprio excesso de peso que altera a
estrutura do colageno e elastina, dado que, suas fibras ndo sdo capazes de corresponder
ao aumento da superficie da pele o que leva a um diminuicdo da resisténcia mecanica e
rompimento tanto das fibras de colageno e fibras de elastina. 4%

Todas essas alteracdes da fisiologia do tecido adiposo e sistema tegumentar
do individuo obeso comprometem o funcionamento metabolico, o que interfere em sua
capacidade de auto- reparacdo celular, compreender esses sinais clinicos e os disturbios
sistémicos subjacentes podem facilitar o tratamento e prevencdo de sequelas da
obesidade. 23278486

Considerando a experiéncia como parte da equipe multidisciplinar do
tratamento de obesidade e correlacionando a doenca, sua severidade de complicacdes e a
falta de estudos sobre métodos ndo invasivos que podem auxiliar no tratamento de uma
possivel reducdo do tecido adiposo e melhora no aspecto clinico do tecido tegumentar
durante a obesidade, emagrecimento e até mesmo ap0Os perda de peso excessiva, foi
proposta esta pesquisa.

Esta pesquisa, se justifica pelas referéncias ja evidenciadas sobre a ESWT e
seus possiveis efeitos fisioldgicos, a fim de contribuir no tratamento conservador da
obesidade em relacdo a epiderme, derme e tecido adiposo subcutaneo. Desta forma este é
0 primeiro estudo que visa avaliar o efeito fisiologico da ESWT no tecido tegumentar e

adiposo de individuos obesos, através de uma analise histoldgica e imuhistoquimica.
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2. OBJETIVOS

e Analisar os efeitos mecéanicos da ESWT no tecido tegumentar e tecido
adiposo subcuténeo de individuos obesos.

2.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Analisar em individuos obesos submetidos a ESWT:

e Se ha alteracdo morfoldgica e histoquimica do tecido tegumentar, com
consequente estimulo a neocolagénese e proliferagdo de fibroblastos da
epiderme e derme;

e Estimulo lipdlise e ou apoptose do tecido adiposo subcutaneo;
e Estimulo ao processo inflamatdrio subclinico;
e Neoangiogénese;

e Efeitos adversos.
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3. METODOLOGIA

3.1 Desenho do estudo

Trata-se de um estudo clinico de intervengdo comparativo.

3.2 Consideracdes éticas

A pesquisa foi aprovada pelo Comité de Etica em Pesquisa da Universidade
Estadual de Campinas-Unicamp, segundo a resolucdo 466/2012 pelo parecer n°
2.281.487, em acordo com a declaracdo de Helsinki. (Anexo 1).

A pesquisa foi realizada entre 2017 e 2020, as quintas-feiras no periodo da
manha no ambulatorio de Clinica Cirargica, localizado no 22 andar do Hospital de
Clinicas - da Universidade Estadual de Campinas - Unicamp, no Distrito de Barao
Geraldo, Campinas, Sao Paulo.

3.3 Populacéo do Estudo

O recrutamento dos participantes foi realizado enquanto 0s mesmos
participavam do Programa multidisciplinar de preparo pré-operatério para cirurgia
bariatrica do Hospital de Clinicas — Unicamp. Os critérios de elegibilidade foram
mulheres, portadoras de obesidade graus Il e I11, que apresentaram perda de peso de pelo
menos 10% do peso inicial com indicacdo para cirurgia bariatrica. Como critérios de
inelegibilidade, foram excluidas as mulheres que apresentavam diabetes mellitus, com
lesbes cutaneas como dermatite e dermatose, com histdrico de trombose venosa profunda,
fumantes ou que possuiam implantes eletrénicos, como marcapassos cardiacos.

As participantes incluidas na pesquisa foram esclarecidas dos objetivos e
métodos, assim como riscos e beneficios, apos a leitura do Termo de Consentimento
Livre e Esclarecido para pesquisa em seres humanos (TCLE), e concordancia em

participar do estudo. (Anexo 2)
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3.4 Procedimento da ESWT

As participantes foram avaliadas e receberam o tratamento com a ESWT na
regido abdominal, com o equipamento THORK Shock Wave® - IBRAMED - IndUstria
Brasileira de Equipamentos Eletromédicos EIRELI, equipamento aprovado pela Anvisa
n°10360319013. Anexo 3

Com a participante deitada em decubito dorsal a area abdominal foi
subdividida com demarcacdo de caneta permanente, sendo lado esquerdo considerado
como éarea de tratamento e lado contralateral direita sem tratamento considerado como
controle.

As participantes receberam sete sessdes terapia de ESWT, nimero médio de
sessOes evidenciado no estudo de revisdo de Modena et al., 2017, sendo duas vezes na
semana e a setima sessdo foi realizada minutos antes do procedimento cirirgico da
cirurgia bariatrica, a terapia foi realizada em uma area de 150cm? do lado esquerdo da
regido abdominal seguindo linha alba, com os pardmetros descritos na Quadro 4. Para a

deslizamento da ponteira foi utilizado uma Loc¢do Neutra Thork ® RMC. Figura 13.

Quadro 4: Parametros de tratamento da ESWT

Parametros da ESWT para tecido adiposo subcuténeo

Ponteira (mm) 15 - Aco inox (dourada)
Frequéncia (Hz) 15

Energia (mJ) 180

Disparos (mil) 4.000

Parametros da ESWT para tecido tegumentar

Ponteira (mm) 15 — Plastico (preta)
Frequéncia (Hz) 15

Energia (mJ) 100

Disparos (mil) 2.000

*mm- milimetros; Hz- Hertz; mJ- milijoule.
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Figura 13. Aplicacdo da ESWT.

3.5 Procedimento cirdrgico

Para coleta de material biolégico do tecido tegumentar e subcutaneo foi
levado em conta que o participante iria realizar o procedimento de cirurgia bariatrica e
quando 0 mesmo se encontrava sob anestesia geral venosa e em ventilagdo mecénica, no
momento da incisdo cirargica os médicos especialistas em gastrocirurgia do Hospital de
Clinicas- Unicamp retiraram dois fragmentos de tecido tegumentar com tamanho médio
de 2 cm de diametro.

Para compreensdo médica da area onde a coleta do tecido biolégico deveria
ser realizada, optou-se por demarcar com azul de metileno a area abdominal do lado
esquerdo que recebeu o tratamento com ESWT, no lado direito ndo houve demarcacéo,
pois, o cirurgido poderia escolher a melhor area para coleta, visto que ndo houve
procedimento nesta regido do abdémen.

Ap0s a coleta as amostras foram preparadas, lavadas e depois fixadas em uma
solucdo de formaldeido a 10% tamponado por 48 horas, processadas histotecnicamente,
embebidas em parafina e cortadas com um micrétomo rotativo em se¢des de 3-5 um de

espessura. Figura 14.
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Figura 14. A, amostras fixadas em uma solucdo de formaldeido a 10% tamponado por 48
horas; B, processadas histotecnicamente, embebidas em parafina; C, e cortadas com um

microtomo rotativo em sec¢Ges de 3-5 um de espessura.

3.6 Avaliacao histoldgica do tecido tegumentar

Para a avaliacdo da capacidade da ESWT em favorecer a formacgédo de
neocolagénese através do estimulo das células de fibroblastos da epiderme e derme das
participantes obesas, foi realizada a analise morfolégica.

Onde as laminas foram coradas com Hematoxilina e Eosina (HE) e Masson
Trichrome (ab150686, Abcam, Cambridge, Reino Unido). E avaliadas por microscopia
Optica com microscopio binocular (Nikon YS 100, Japao), adaptado com ocular WSCF
10X/ 18 e lentes objetivas Nikon 4X /0,10, 10X /0,25, 40X / 0, 65 e 100X / 1,25.

Para a diferenciacdo dos tipos de fibras colagenas, foi utilizada a coloracao
Picrosirius Red (ab150681, Abcam). Apds a coloracdo, as laminas foram analisadas sob
luz polarizada com o microscopio DMR (Leica) e as fotografias foram tiradas com
ampliacdo de 400 x, as fibras coladgenas foram diferenciadas por meio de sua coloragéo.
As fibras de colageno tipo | aparecem na coloragdo amarelo-laranja e tipo 11l na cor
verde.

Para quantificacdo das andlises, foi utilizado o software ImageJ® (NIH,
Bethesda, EUA). Todas as analises foram realizadas com base em estudos anteriores e

seguiram os protocolos padronizados do laboratério de patologia.
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3.7 Avaliacdo imunohistoquimica do tecido tegumentar e tecido adiposo subcutaneo

Os tecidos foram submetidos a processos de desparafinizacdo, reidratacdo e
bloqueio enddgeno da peroxidase. A recuperacdo do antigeno foi realizada com
etilenodiamina tetra-acética (EDTA), em panela de presséo elétrica por 15 minutos.

Apobs preparacdo das laminas, as mesmas foram analisadas com microscopio
DMR (Leica) e fotografias foram tiradas com ampliagdo de 400x%, para quantificacdo das
analises foi utilizado o software ImageJ® (NIH, Bethesda, EUA).

Todas as reacBes de imuno-histoquimica foram realizadas segundo o0s
protocolos dos fabricantes e padronizadas pelo laboratério de analises patologicas do
Hospital de Clinicas da Unicamp.

Para a analise imuno-histoquimica foram utilizados os anticorpos descritos na
Quadro 5.

Quadro 5. Lista de Anticorpos utilizados

Objetivo Anticorpo/Marcador Marca
Fator de crescimento de FGF1 Anticorpo sc-55520, Santa Cruz
fibroblastos Biotechnology, EUA.
FGF2 Anticorpo sc-365106, Santa Cruz
Biotechnology, EUA.
FGFR1 Anticorpo sc-121, Biotecnologia
Santa Cruz, EUA.
FGFR2 Anticorpo sc-122, Biotecnologia
Santa Cruz, EUA.
Proliferacédo celular Ki67 Anticorpo ab92742, Abcam,
Abcam, Cambridge, MA, EUA.
Presenca e distribuicéo das Anti-COX- 2 Clone CX-294, Agilent,
celulas inflamatdrias Califérnia, EUA.
CD3 Policlonal, Agilent, California,
EUA.
CD20 Clone L 26 (1,2), Agilent,
Califérnia, EUA.
CD163 Clone 10D6, Novocastra,EUA.
NK Clone TB01, Dako, EUA.
Angiogénese CD 34 Clone QBENd-10, Dako, EUA.
CD 105 Clone SN6H, Dako, EUA.
VEGF Clone VG1, Dako, EUA.
Lipolise ANTI-HORMONE Clone G-7, ref. sc-74489, Santa
SENSITIVE LIPASE Cruz Biotechnology, USA.
—HSL
ADIPOPHILIN Clone 2C5A3, ref. ab181463,

Abcam, Cambridge, USA.

Apoptose ANTI-CASPASE 3 Polyclonal; ref. 9662S; Cell


https://www.google.com/search?rlz=1C1GCEU_pt-BRBR821BR821&sxsrf=ALeKk01UuLTs94vuScedx1DYwEH-CkTsCw:1597058571269&q=Santa+Clara+(Calif%C3%B3rnia)&stick=H4sIAAAAAAAAAOPgE-LUz9U3MDTNMbBQ4gAxi8ySK7S0spOt9POL0hPzMqsSSzLz81A4VhmpiSmFpYlFJalFxYtYJYMT80oSFZxzEosSFTScE3My0w5vLsrLTNTcwcoIAEIzEt1iAAAA&sa=X&ved=2ahUKEwjsqc3mwpDrAhV6IbkGHRJzDawQmxMoATAVegQIDxAD
https://www.google.com/search?rlz=1C1GCEU_pt-BRBR821BR821&sxsrf=ALeKk01UuLTs94vuScedx1DYwEH-CkTsCw:1597058571269&q=Santa+Clara+(Calif%C3%B3rnia)&stick=H4sIAAAAAAAAAOPgE-LUz9U3MDTNMbBQ4gAxi8ySK7S0spOt9POL0hPzMqsSSzLz81A4VhmpiSmFpYlFJalFxYtYJYMT80oSFZxzEosSFTScE3My0w5vLsrLTNTcwcoIAEIzEt1iAAAA&sa=X&ved=2ahUKEwjsqc3mwpDrAhV6IbkGHRJzDawQmxMoATAVegQIDxAD
https://www.google.com/search?rlz=1C1GCEU_pt-BRBR821BR821&sxsrf=ALeKk01UuLTs94vuScedx1DYwEH-CkTsCw:1597058571269&q=Santa+Clara+(Calif%C3%B3rnia)&stick=H4sIAAAAAAAAAOPgE-LUz9U3MDTNMbBQ4gAxi8ySK7S0spOt9POL0hPzMqsSSzLz81A4VhmpiSmFpYlFJalFxYtYJYMT80oSFZxzEosSFTScE3My0w5vLsrLTNTcwcoIAEIzEt1iAAAA&sa=X&ved=2ahUKEwjsqc3mwpDrAhV6IbkGHRJzDawQmxMoATAVegQIDxAD
https://www.google.com/search?rlz=1C1GCEU_pt-BRBR821BR821&sxsrf=ALeKk01UuLTs94vuScedx1DYwEH-CkTsCw:1597058571269&q=Santa+Clara+(Calif%C3%B3rnia)&stick=H4sIAAAAAAAAAOPgE-LUz9U3MDTNMbBQ4gAxi8ySK7S0spOt9POL0hPzMqsSSzLz81A4VhmpiSmFpYlFJalFxYtYJYMT80oSFZxzEosSFTScE3My0w5vLsrLTNTcwcoIAEIzEt1iAAAA&sa=X&ved=2ahUKEwjsqc3mwpDrAhV6IbkGHRJzDawQmxMoATAVegQIDxAD
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Signaling Technology, USA.

ANTI-CLEAVED Clone (Asp175) (5A1); ref.
CASPASE 3 9664S; Cell Signaling
Technology, USA.
ANTI-CD68 Clone KP1; ref. ab955; Abcam,

Cambridge, USA.

Todas as reagdes foram feitas seguindo o protrocolo dos fabricantes e
padronizadas pelo laboratério de analises patolgicas do Hospital de Clinicas da
Unicamp. A quantificacdo da imunomarcacdo foi realizada considerando o nimero de

células positivas e a intensidade, com os escores finais variando de 0-300.

3.8 Analise estatistica

Todas as fotografias foram tiradas com ampliacdo de 400x e as analises
foram realizadas com software ImageJ® (NIH, Bethesda, EUA).

Foram realizados testes de normalidade D’Agostino, Pearson e/ou Shapiro-
Wilk. Apos os dados foram analisados pelo test t student, e os dados com distribuicao
ndo-normal com o teste de Mann-Whitney. O nivel de significancia adotado foi de 5% (p
=0,05).



50

4. RESULTADOS

4.1 Caracteristicas demograficas

Vinte mulheres participaram da pesquisa, porém somente quatorze
finalizaram o tratamento, seis foram excluidas por ndo seguirem o protocolo interno do
programa pré-operatdrio para cirurgia bariatrica do Hospital de Clinicas da Unicamp. Das
participantes incluidas na pesquisa todas realizaram o procedimento de cirurgia bariatrica,
sendo oito participantes com cirurgia via laparotomia e seis por videolaparoscopia. Figura

15

Participantes do programa de preparo pré-operatorio para cirurgia
bariatrica da Unicamp.
n:60

Participantes elegiveis de acordo com
os critérios de inclusdo
n:20

Participantes excluidos por ganho de
peso no decorrer da pesquisa
n:6

Participantes que finalizaram o
tratamento
n:14

Figura 15. Diagrama da logistica da pesquisa

A média de idade foi de 35.0 + 8.6 anos, peso inicial de (kg) 110.0 £ 5.2, peso
final (kg) 95.2 + 6.3, altura (cm) 1.63+0.05, indice de massa corporea inicial (IMC)

kg/cm?, foi 41.4+2.2, e IMC final foi de 35.8+2.1 considerado obesidade grau IlI.
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Nenhuma das participantes apresentavam doengas associadas como diabetes e
hipertensdo. Anexo 4. Tabela 1

Tabela 1. Dados antropométricos dos participantes

Participantes Meédia (DP) Classificacao
Idade (anos) 35.0+£8.6
Peso Inicial (Kg) 110.0 £5.2
Peso Final (Kg) 95.2+6.3
Altura (cm?) 1.63 £ 0.05

IMC Inicial 41.442.2 Obesidade 111

IMC final 35.8+2.1 Obesidade 11

4.2 Andlise morfologica do tecido tegumentar

Para a analise morfologica as amostras foram coradas pela técnica HE e
revelaram um aumento significativo p<0.0001 para o nimero de células de fibroblastos,
fibras de coladgeno densas na derme e células inflamatorias na epiderme e derme do lado
tratado quando comparado ao lado ndo tratado, que ndo recebeu a ESWT, como

demostrado na figura 16.
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Figura 16. Fotomicrografias do grupo controle e tratado. A, na derme superficial, o
grupo controle apresentou tecido fibroso relativamente frouxo, com aspectos de
normalidade. B, o grupo tratado demonstrou uma quantidade maior de fibras colagenas
densas, maior nimero de fibroblastos e células inflamatérias. Além disso foi observada
uma epiderme com discreta hiperplasia de queratindcitos. C, na derme profunda o grupo
controle tinha fibras coldgenas maduras com pouca celularidade. D, o grupo tratado
apresentou uma quantidade maior de fibras colagenas imaturas e aumento de celularidade
com maior nimero de fibroblastos e células inflamatorias. As médias de nimero de
fibroblastos e células inflamatorias apresentaram diferencgas estaticamente significativas,

como demonstrado nos gréficos.

4.3 Andlise da neocolagénese

Na analise com a coloracdo especial com Picrosirius red o lado tratado pela
ESWT apresentou aumento das fibras colagenas tipo | e 11l com significancia de p<
0.0002, ja o lado ndo tratado apresentou uma quantidade balanceada de colageno tipo | e

tipo 111.
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Apesar do aumento dos tipos de colageno apresentarem valores de p iguais,
nota-se pela figura 16 que houve maior aumento das fibras de colageno tipo | do que tipo

[11, que pode indicar um turnover do processo de neocolagénese induzido pela ESWT.

Figura 17
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Figura 17: Representacdo grafica da quantificacdo de colagenos tipo | e Il nos grupos
controle e tratado. A, Grupo controle com quantidades moderadas de colageno tipo | (em
vermelho) e tipo 111 (em verde). B, Grupo tratado com predominancia de fibras colagenas

tipo I. (A, B, Picrosirius red, luz polarizada, aumento original 400X).
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4.4 Proliferacéo de fibroblastos

Na imunohistoquimica as amostras foram coradas com varios antigenos
marcadores de FGFs e seus receptores para avaliacdo de suas possiveis atuacfes no
estimulo ao processo fisiol6gico gerado pela ESWT.

Foram identificadas expressdes significativas dos marcadores FGF1, FGF2,
FGFR1 para estimulo da proliferagdo celular na epiderme e derme demostrando o
aumento de numero de células epidermais, de fibroblastos e células endoteliais
inflamatérias do lado tratado com ESWT, sendo p<0.0002, 0.0017, <0.0001,
respectivamente. J& o0 marcador FGFR2 ndo apresentou expressdo significativa. Figura 18

e 19.

Control

Figura 18: Imagens representativas da imunomarcagdo para FGF1, FGF2, FGFR1 em
amostras dos grupos controle e tratado. Todos o0s marcadores apresentaram
imunomarcacao positiva no citoplasma de células da epiderme, assim como em células da

derme e vasos sanguineos. A expressdo de FGF1, FGF2 e FGFR1 foi maior no grupo
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tratado (B, D e F, respectivamente) que no grupo controle (A, C e E, respectivamente),

aumento original 400x para todas as imagens.
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Figura 19: Representacdo grafica da quantificacdo da imunoexpressdo de FGF1 (A),

FGF2 (B), FGFR1 (C) e FGFR2 (D) nos grupos controle e tratado.

Ainda na analise imuno-histoquimica as amostras foram coradas com
Ki67 marcador de proliferacdo celular, houve expressdo significante do lado tratado de
p<0.0002, confirmando que a ESWT pode estimular a proliferacdo celular na fase ativa
do ciclo celular, quando comparado ao lado controle, identificado na figura 20 pela

demonstracdo da nao expressdo em células quiescentes.

I Control | | Treated |

Ki67 (proliferation % index)
15+

10

Figura 20. Expressao nuclear de Ki67 em células da derme dos grupos controle e tratado.
A gquantidade de células Ki67-positivas foi maior no grupo tratado que no grupo controle,

conforme ilustrado no gréfico.
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Morfologicamente, o tecido adiposo no grupo controle demonstrou uma

uniformidade nas células adiposas maduras, com tamanhos similares. O grupo tratado

mostrou células adiposas de diferentes tamanhos, desorganizadas, muitas vezes com

processo de degeneracdo. No grupo tratado também foi observado um processo

inflamat6rio do tipo crénico com fibrose, indicando processo de reparo e remodelacéo na

derme profunda.

A expressdo de Caspase 3 (Casp3) e Cleaved Caspase 3 (cCasp3) foi

observada em células adiposas e inflamatorias adjacente ao tecido adiposo (Figura 21).

Os escores de ambos marcadores foram maiores no grupo tratado, comparado ao grupo

controle (p<0.0001 para Casp3 e p<0.0024 para cCasp3).
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Figura 21. Imunoexpressdo de Caspase 3 (Casp3) e Caspase 3 clivada (cCasp3) no tecido

adiposo e em células inflamatérias. C e D, foi possivel observar um aumento significativo
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da expressdo de Casp3 (p<0.0001) e cCasp3 (p<0.0024) no tecido adiposo do grupo
tratado comparado com o grupo controle A, B. Indicando processo de apoptose no tecido

adiposo do grupo tratado.

Quanto a expressdo de CD68, foi evidenciado auséncia de macréfagos e de
células inflamatorias HSL-positivas na amostra controle. No entanto, no grupo tratado foi
observado uma quantidade moderada de macr6fagos (CD68+) e células inflamatdrias
positivas para HSL na regido adjacente ao tecido adiposo. Os escores tiveram diferencas
estatisticamente significativas (valores de p <0.0001 para macr6fagos CD68+, p<0.0001

para HSL). Figura 22
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Figura 22. Imunoexpressdo de CD68 e Hormone-sensitive lipase (HSL). Foi possivel
observar que o grupo tratado apresentou um aumento significativo de células
macrofagicas positivas para CD68 (B, p<0.0001) e HSL (D, p<0.0001). Esses processos

biolégicos confirmam que no grupo tratado ha maior processo de degeneracao do tecido

adiposo (lipdlise).
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A adipofilina demonstrou imunopositividade em glandulas sebéaceas,
macrofagos e células inflamatdrias presentes na derme. Apos quantificacdo, foi possivel
observar um aumento significativo do nimero de células adipofilina+ no grupo tratado

comparado com o grupo controle (p<0.0013). Figura 23
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Figura 23. Analise da imunoexpressdo de adipofilina. Foi possivel observar, positividade
de adipofilina em células inflamatérias adjacentes ao tecido adiposo e as glandulas
sebaceas, B. Esse processo indica que o grupo tratado apresentou maiores niveis de

lipdlise e reabsorcdo de tecido adiposo que o grupo controle, A. (valor de p<0.0013).

4.6 Andlise do processo inflamatério

De acordo com a analise quantitativa, foi possivel observar uma maior
expressdo epidérmica e dérmica de COX-2 no grupo tratado comparado com o controle
(p<0.0001), como ilustrado na Figura 24.

A gquantidade de células positivas para os marcadores de linfocitos T CD3,
linfocitos B (CD20), e de NK cells (Natural Killer) também foi significativamente maior
no grupo que recebeu aplicacdo de ESWT, comparado ao controle sem intervencao
(p<0.0001), como ilustrado na Figura 25,27.

Os marcadores de macréfagos CD68 e de macrdéfagos pro-inflamatérios
CD163 também apresentaram maior positividade no grupo que recebeu intervencdo em

comparagdo com o controle (p<0.0001). Figura 26
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Figura 24. Expressdo de COX-2 no tecido tegumentar de individuos tratados com ESWT
e controles. Na epiderme COX-2 foi expressa em queratinécitos, apresentando um padrédo
difuso no grupo tratado e focal no grupo controle. Na derme, foi possivel observar a
presenca de fibroblastos e células inflamatdrias positivas para COX-2 no grupo tratado
em comparacdo com o controle. Os graficos representam a quantificacdo da intensidade

de marcacdo, indicando maior expressao no grupo controle.
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Figura 25. Marcadores linfocitarios (CD3 e CD20) no tecido tegumentar de individuos
tratados com ESWT e controles. A quantidade de linfécitos T (positivos para CD3) e de
linfocitos B (positivos para CD20) foi significativamente maior no grupo que recebeu

intervengdo quando comparado com o grupo controle. Os graficos apresentam a

quantidade de células positivas por mmz,
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Figura 26. Marcadores macrofagicos (CD68 e CD163) em tecido tegumentar de
individuos tratados com ESWT e controles. O nimero de macrofagos na derme de
individuos tratados foi significativamente maior que no grupo controle, conforme

representado nos gréaficos.
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Figura 27. Presenca de células Natural Killer (NK) no tecido tegumentar de individuos
tratados com ESWT. O nldmero de células positivas para o marcador NK foi
significativamente maior no grupo tratado, comparado com o controle, conforme imagens

e representacdo grafica.

4.7 Andlise da neoangiogénese

Foram usados dois marcadores de angiogénese (CD34 e CD105). A
quantidade de vasos, calculada por microdensidade vascular (MVD), baseando-se na
expressdo de CD34 ndo teve diferenca estatisticamente significativa entre o grupo
controle e tratado (p=0.2731).

Por outro lado, a MVD de vasos por expressaio CD105 positivos foi
significativamente maior no grupo tratado quando comparado ao grupo controle

(p<0.0001). Além disso, de maneira semelhante, a expressdo do fator de crescimento
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endotelial vascular (VEGF) também foi significativamente maior no grupo que recebeu
intervencdo, quando comparado ao controle (p<0.0001).

Esses resultados indicam um processo de indugdo de angiogénese no tecido
que recebeu a terapia, indicando a formagdo de novos vasos sanguineos na derme e maior
expressao de VEGF em fibroblastos e células inflamatérias que produzem tal fator de

crescimento. Figura 28

_»

VEGF] - - e
N s b MRS

£ 23 4
'[reated E;_ ) ‘4,5 i
Y .

oo
R e RN 1

o

& 'v o
7|

S 7 ¢ : -
~1¢_‘_"1; B 5 £ 2R .;. “".0' r{: \.:é
ST e 2 AT ARt A~ A s ?
CDI05 lous &N ent " (D103 = ».’-;#f/,.,\ger 5
IR G v N 1 AW, A TR o K e R ¢ SN - T
MVD-CD34 MVD-CD105 VEGF - IHC score
E 150- E 150 300
= -
g 100 I_—l—_I | & 100 E 8 200 @
] §
——
1 g =
=, , $ | om——
& td § . N N
& > > & & >
& & of /\8’ o‘t &

Figura 28. Expressdo de marcadores angiogénicos no tecido tegumentar de individuos
tratados com ESWT e controles. A quantidade de vasos CD34-positivos foi semelhante
entre o grupo tratado e controle, sem diferencas estatisticamente significativas. A MVD
calculada pela quantidade de vasos neoformados CD105-positivos foi significativamente
maior no grupo tratado, em compara¢do com o grupo controle. VEGF apresentou uma
expressao citoplasmatica em células da derme, que foi significativamente maior no grupo

tratado do que no controle.
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4.8 Tabela dos resultados

Tabela 2. Resultados de acordo com os marcadores imunohistoquimicos utilizados

Objetivo Anticorpo/Marcador Resultados
Fator de crescimento de FGF1 p<0.0002
fibroblastos FGF2 p< 0.0017
FGFR1 p< 0.0001
FGFR2 p<0.1000
Proliferacéo celular Ki67 p<0.0002
Presenca e distribuicao das Anti-COX- 2 p<0.0001
células inflamatdrias CD3 p<0.0001
CD20 p<0.0001
CD163 p<0.0001
NK p<0.0001
Angiogénese CD 34 p=0.2731
CD 105 p<0.0001
VEGF p<0.0001
Lip6lise ANTI-HORMONE p<0.0001
SENSITIVE LIPASE —
HSL
ADIPOPHILIN p<0.0013
Apoptose ANTI-CASPASE 3 p<0.0001
ANTI-CLEAVED p<0.0024
CASPASE 3
ANTI-CD68 p<0.0001

4.9 Reac0es adversas

Houve ocorréncia de eritema, petéquias e edema na regido tratada em
14,28% (2) dos participantes, entretanto nenhuma dessas reacdes foi considerada
contraindicacdo para o tratamento cirirgico e tratam de reacfes adversas transitorias e

reversiveis.
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Figura 29. Reacdo adversa causada pela ESWT representada em uma voluntaria da
pesquisa.
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5. DISCUSSAO

A presente pesquisa avaliou os possiveis efeitos mecénicos da ESWT no
tecido tegumentar e tecido adiposo subcuténeo de individuos obesos, os resultados
demostraram-se satisfatérios, porém se faz necessario a compreenséo e a interpretacdo de
cada um dos mesmos evidenciados e qual seu possivel efeito benéfico no tratamento
conservador dos disturbios de pele e do tecido adiposo causado pela obesidade.

Desta forma vamos discutir os resultados de forma isolada, respeitando o
objetivo geral e realizando a argumentacdo de cada objetivo especifico, por conseguinte
vamos analisar o efeito da ESWT em sua capacidade de causar uma alteragédo
morfologica e histoquimica do tecido tegumentar através do estimulo da proliferacdo de
fibroblastos na epiderme e derme e consequente neocolagénese no tecido tegumentar dos
individuos obesos.

Sabe-se obesidade é uma doenca que causa alteracbes estruturais na
epiderme, derme e seus anexos, desde a perda de &gua transepidermica que gera
desidratacdo do estrato corneo e interfere na hidratacdo epidérmica; atividade aumentada
da glandula sebacea e sudoripara; estado pro-inflamatorio que predispde a infeccdes e
inflamacGes cutaneas; alteracdo metabdlicas e hormonais, como cortisol aumentado que
interfere nas fibras de colageno e elastina, resisténcia a leptina que contribui para a ma
cicatrizacdo de feridas; e o proprio excesso de peso que altera a estrutura do colageno,
dado que, suas fibras ndo sdo capazes de corresponder ao aumento da superficie da pele,
0 que leva a diminuicdo da resisténcia mecanica e rompimento tanto das fibras de
colageno e fibras de elastina.848°

Todas essas alteracdes da fisiologia do sistema tegumentar do individuo
obeso compromete o funcionamento do sistema e sua capacidade de auto reparacéo,

compreender esses sinais clinicos e os distdrbios sistémicos subjacentes podem facilitar o
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tratamento e prevencdo de sequelas, uma vez que, tais consequéncias da obesidade na
pele sdo ainda subestimadas na atualidade.

Em nosso estudo utilizamos a terapia de ESWT eletromagnética onde a
propagacdo de energia proveniente da geracdo de um campo magnético percorrido por
eletricidade, essa energia desloca o projétil presente dentro do aplicador, a partir deste
momento ocorre a transferéncia de energia do projétil para a ponta do aplicador e essa
energia é transformada em ondas mecénicas que favorecem a cavitacdo (formacdo de
microbolhas gasosas em meio liquido intersticial) e os efeitos fisiolégico no tecido
alvo.> 8

Observamos que a ESWT foi capaz de estimular a proliferacéo das células de
fibroblastos na derme e celulas inflamatorias na epiderme e derme dos individuos obesos,
visto pela andlise morfologica da técnica HE, na figura 16 que demonstra a maior
quantidade de fibras de colageno, melhor organizacdo e disposicdo das células
epidérmicas, da juncdo derme e epiderme e derme papilar.

Resultado semelhante foi encontrado por Kuhn et al., 2008 que analisaram
os efeitos da ESWT sobre a pele de uma mulher ndo obesa com 50 anos de idade, foram
realizadas quatro aplicacbes ESWT e logo apos a ultima terapia amostras de pele da area
tratada e de uma area ndo tratada foram coletadas para analise morfologica via técnica
HE. Os pesquisadores relataram que o lado que recebeu a terapia ESWT, houve melhor
disposicdo anatdmica da derme e epiderme com aumento do tecido conjuntivo e fibras de
colageno e elastina, indicando inducgdo de neocolagénese e neoelastinogénese.®’

Segundo Aguilera-Saez et al., 2019 este efeito da ESWT no tecido
tegumentar é possivel, visto que, a onda de choque é capaz de realizar o estimulo a
mecanotransduc¢do, capacidade da energia mecanica em alterar o potencial da membrana

e ativar os processos de sinalizacdo de mediadores e por fim atuar na regulacdo da
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migracdo e proliferacdo celular de queratindcitos e fibroblastos. Desta forma pode-se
inferir que o comportamento da ESWT é de estimular a autorregenera¢do no tecido
bioldgico. 890

Na diferenciagdo dos tipos de coldgeno presentes na pele apds o
procedimento com ESWT, houve a expressdo aumentada de dois tipos de colageno,
sendo tipo I, principal colageno da derme responsavel por formar as fibras densas da
derme reticular e colageno tipo I, que forma as fibras mais espessas e sdo encontradas
em musculos, tenddes.®

Segundo Woodley et al.,2017 a proporcao de colageno | para o colageno 111 é
de aproximadamente 4 a 1 na pele adulta, porém na pele adulta o colageno tipo Ill pode
aumentar suas fibras temporariamente no processo de regeneracdo tecidual pds leséo,
com a formacéo de neoderme.®®

Essa correlacdo da proporcdo de colageno se manteve na analise do tecido
que ndo recebeu o tratamento, e ficou ainda mais evidente na amostra de tecido que
recebeu a ESWT, onde aléem da maior quantidade de fibras de colageno tipo I,
observamos o realinhamento e espessamento das fibras. Esse estimulo a neocolagénese e
neoelastogénese favorece a melhora da firmeza e elasticidade da pele dos individuos
obesos e confirma os achados encontrados por alguns estudos 8769 que ainda
complementam que a melhora na qualidade da pele é progressiva, visto que o efeito da
ESWT pode ser mantido por até 6 meses ap0s a Gltima sessdo de tratamento.’8 9

Esse efeito prolongado da ESWT sobre a pele pode ser de extrema
importancia aos individuos obesos, Gallo et al., 2019 avaliaram as diferencas clinicas de
composicdo proteica da pele em trés grupos de pacientes, sendo, individuos com
obesidade morbida, individuos com excesso de perda de peso sem cirurgia e individuos

que realizaram a cirurgia bariatrica, a fim de encontrar caracteristicas clinicas do tecido



68

tegumentar que podem favorecer ao desenvolvimento de complicacBes ap0ds
procedimento cirtirgico.%

Os resultados descritos por Woodley et al.,2017, demonstram que esses
individuos apresentam alteracbes das proteinas relacionadas ao colageno e altas
expressdes da proteina Haptoglobin (HP) marcador de inflamacdo, o que indica que o
quadro de inflamac&o sistémica presente nesses individuos permanece presente no tecido
tegumentar mesmo apds perda de peso excessiva e principalmente em individuos pos-
bariatricos.®

Este achado foi de extrema relevancia, visto que ap0s a perda de peso
excessiva a flacidez de pele € uma complicacdo preocupante, sendo fator de risco para o
desenvolvimento de doencas de pele e grande limitante para qualidade de vida, por esse
motivo os pesquisadores do estudo alertam que é necessario o desenvolvimento de
protocolos ndo invasivos capazes de combater o processo inflamatorio na pele dos
individuos portadores de obesidade, a fim de reduzir os efeitos deletérios da inflamacéo
na fisiologia do sistema tegumentar e por conseguinte melhorar as caracteristicas das
propriedades viscoelasticas da pele otimizando as condigGes clinicas. &

Assim sendo, a ESWT pode ser benéfica para este tipo de paciente pela
confirmacdo de seus beneficios sobre a melhora nas propriedades do tecido tegumentar e
juntamente pelo seu efeito anti-inflamatorio, quando utilizada em baixas energias, que
vem sendo demostrado em alguns estudos, '27677: 92,95

A fim de elucidar de maneira clara o estimulo da ESWT no tecido tegumentar
e a capacidade do tecido de responder sintetizando seus produtos, também foram
realizadas analises imuno-histoquimicas com antigenos marcadores de FGFs e seus

receptores.
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Existem dezoitos proteinas na familia de FGFs em humanos que s&o
estimuladas e sinalizadas naturalmente pelas células e interagem diretamente com a
matriz extracelular e se ligam a receptores FGFR, como a proteina tirosina quinase, a fim
de regular os processos celulares mediando as funcfes metabdlicas de diferenciacéo,
maturacdo celular, reparo e regeneragéo tecidual, esse processo ocorre desde o estimulo
intrinseco até a sintetizacdo dos produtos é chamado de transducgdo do sinal. %6-%

Utilizamos os antigenos marcadores de FGF1 e FGF2 potentes estimuladores
de reparacdo dérmica, pois possuem efeito mitogénico para as células de fibroblastos e
queratindcitos e empregamos também seus receptores FGFR1 e FGFR2, os resultados
evidenciaram a expressao aumentada de FGF1, FGF2, FGFR1 na epiderme e derme do
lado tratado pela ESWT. Esses resultados correlacionam com os achados anteriores do
presente estudo e reafirmam a capacidade da terapia na estimulacéo celular e a eficiéncia
fisiologica do tecido tegumentar dos individuos obesos em responder a esses estimulos e
promover a proliferacio celular dos queratinécitos e fibroblastos. 9919

Além disso conseguimos correlacionar a via de estimulo intrinseco fisiolégico
dado pela transducdo do sinal com a via de estimulo extrinseco da ESWT pela
mecanotransducdo do sinal; capacidade das células residentes perceberem o estimulo
mecanico extrinseco e transmiti-los sobre as células que constituem as propriedades da
matriz extracelular e realizar a homeostase mecénica, ou seja, a ESWT tem a habilidade
de estimular a via fisiolégica natural de auto reparacéo tecidual de individuos obesos. %
100

Lima et al., avaliaram o efeito da ESWT na pele de quarenta e cinco ratos
fémeas com analises histoldgicas e imuno-histoquimicas e da mesma forma

comprovaram que a ESWT foi capaz de aumentar a espessura da epiderme e derme,
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houve superexpressdo de FGF2 e expressdo moderada de FGF1 e consequente aumento
na producéo de colageno.!

Varios recursos eletromédicos estdo presentes ou tém sido desenvolvidos com
objetivos similares ao da ESWT, o mais conhecido é a radiofrequéncia (RF), que
demostra efeitos fisiologicos eficazes e seguros no tratamento e prevencéo da flacidez de
pele, inclusive ha estudos experimentais que confirmaram a capacidade da RF de
estimular o aumento na expressdo de FGF2 e consequente proliferacdo de fibroblastos e
seus produtos, melhorando o aspecto e qualidade da pele. Porém trata-se de uma
tecnologia que promove o estimulo térmico no tecido tegumentar e ndo estimulo
mecanico como a ESWT e, todavia, ndo ha nenhum estudo que correlaciona a terapia
com individuos portadores de obesidade. 102-104

Avaliamos também o marcador Ki67 muito utilizado na oncologia para
indicar proliferacdo de células tumorais, aos poucos vem sendo empregado em outros
tipos de pesquisas, dado que estudos recentes vem constatando que trata-se de um
marcador que demostra a progressdo do ciclo celular, desde seu inicio até a fase de
quiescéncia; Segundo Miller et al., os niveis de Ki67 decaem constantemente em células
inativas, desta forma pode ser um importante marcador de avaliagdo de estimulo da
atividade celular, 105106

Obtivemos a expressdao do marcador Ki67 indicando uma proliferacdo das
células de fibroblastos, inflamatérias e endoteliais no lado tratado pela ESWT, e
conseguimos correlaciona-los com os resultados do nosso estudo demostrado pelo
aumento de células de fibroblastos e células inflamatdrias, na diferenciacdo dos tipos de
colageno e no aumento da expressdo dos FGF1, FGF2 e FGFR1.

Diante dos resultados obtidos, constatamos que a ESWT possui a capacidade

de estimular alteragdes morfologicas através do aumento na proliferacéo de fibroblastos e
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consequente neocolagénese no tecido tegumentar dos individuos obesos. Tais efeitos
contribuem para recuperacao tecidual e prevencdo da flacidez de pele nos individuos que
estdo em processo de perda de peso.

Outro objetivo avaliado em nosso estudo foi a atuacdo da ESWT no tecido
adiposo subcutaneo. O rapido aumento da prevaléncia global de obesidade é um fato
preocupante e um grave problema de salde publica. As alterages moleculares que
ocorrem no individuo obeso resultam em desregulacdo do metabolismo da glicose e
lipidios e no desenvolvimento de outras doengas metabdlicas, incluindo resisténcia a
insulina, hiperglicemia, esteatose hepatica, dislipidemia e inflamacdo crénica. Em
resumo, as principais consequéncias da obesidade sdo aumento da prevaléncia e
gravidade de Diabetes tipo Il e doencas cardiacas cronicas, doencas que geram
comorbidades e que estdo envolvidas no processo da morte prematura desses
individuos,107-108

A lipolise é um processo biologico complexo que é mediada por diversas vias
moleculares. Dentre essas vias, a via apoptotica esta diretamente associada a diminuicao
do tecido adiposo. A apoptose pode ser considerada crucial para manutencdo da
homeostase em diversos tecidos, regulando a morte celular programada e
consequentemente evitando desequilibrio energético. Ha varios estimulos enddgenos que
podem levar a apoptose e cada célula responde de acordo com a energia e intensidade
desse estimulo levando a ativacdo das proteases denominadas ‘“‘caspases” e conforme a
intensidade do estimulo a célula pode até sofrer a necrose. Apds a apoptose ou necrose,
os restos celulares sdo fagocitados e digeridos pelos macréfagos e ocorre a reducdo do
nimero de células. 109112

A partir do conhecimento dos eventos fisiologicos end6genos e rotineiros em

nosso organismo e o crescente avango da obesidade de forma alarmante, as grandes
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empresas de equipamentos eletromédicos comecgaram a investir em ciéncia e tecnologia
para o desenvolvimento de equipamentos que poderiam estimular a lipdlise e/ou apoptose
da célula adiposa através de recursos extracorporeos de forma a contribuir no auxilio ao
processo de perda de peso e reducgdo das comorbidades associadas a doenga. 112114

Uma dessas tecnologias é a ESWT, que em nosso estudo demostrou que foi
capaz de alterar o metabolismo da célula adiposa com consequente estimulo a liplise
autofagica via apoptdtica, aumentando o nimero de células apoptéticas, bem como
induzindo inflamacdo controlada e expressdo de adipofilina e HSL em macr6fagos. Em
conjunto, esses resultados podem indicar um possivel beneficio da ESWT no tratamento
conservador da obesidade e suas comorbidades, sendo capaz de estimular o processo de
lipdlise por meio da via apoptotica.

Sabe-se que a ESWT produz energia mecanica de alta intensidade que leva a
ativacdo da mecanotransducdo do sinal e mobilizacdo celular, que respondem ao efeito
indireto de cavitacdo, fendbmeno conhecido pela formacdo de microbolhas gasosas em
meio fluido. No entanto ha dois tipos de cavitacdo, estavel onde essas microbolhas se
formam e ndo sofrem a implosdo, e a cavitacdo instavel, onde ocorre implosdo das
microbolhas; cada tipo de cavitacdo possui uma intensidade de atuacéo fisiologica, sendo
a estavel capaz de estimular o processo de lipdlise e a instavel que possui a capacidade de
causar a morte celular. No presente estudo demostramos que seu estimulo fisiologico
pode ocorrer através do processo bioldgico da lipdlise por via apoptotica. 72 117

Evidenciamos que o tecido tratado com ESWT apresentou um aumento
significativo de células adiposas positivas para Caspase-3 e para Cleaved Caspase-3. A
caspase-3 € ativada na célula apoptotica tanto por vias extrinsecas (mediada por
receptores celulares) quanto intrinsecas (mitocondriais).?* Assim, a expressdo de caspase-

3 no tecido adiposo indica que a ESWT ¢é capaz de ativar vias apoptoticas e
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consequentemente estimular o processo de lipdlise. Esses resultados estdo de acordo com
estudos publicados previamente, 112118-120

Demostramos também que, nos tecidos tratados com ESWT, ocorreu aumento
do nimero de macrofagos CD68+, principalmente nas areas adjacentes ao tecido adiposo.
Segundo Cingolani et al., (2016) os macrofagos desempenham um papel central no
processo de lipdlise e sua presenca indica a inflamacdo durante a lipdlise autofagica, ou
seja, durante o mecanismo de autodestruicdo celular via apoptose, processo bem
reconhecido e estabelecido cientificamente, 121123

Estas evidéncias demostram que a ESWT ¢ capaz de estimular a morte da
célula adiposa e consequente lipolise, essa habilidade pode estar correlacionada a dose de
energia utilizada durante o procedimento. Em nosso estudo utilizamos a dose de 180mJ
com uma ponteira de aco inox de 15mm, o que gerou uma concentracao alta de energia
mecanica na area de tratamento, promovendo a cavitacdo instavel, desta forma os danos
sdo maiores levando a alteracGes morfoldgicas da célula, ruptura da membrana celular e
consequente apoptose e lipdlise da célula adiposa. 87124

No entanto € importante ressaltar que outros processos biologicos tambem
estdo associados ao processo de lipolise autofagica, tais como necrose e autofagia devido
outros mecanismos. Assim, é primordial estudar outros processos para esclarecer a exata
acdo da ESWT durante a lipélise via apoptotica. 121124

Outro achado interessante que confirma a presenca de lipolise autofagica é a
presenca de células positivas para HSL e adipofilina em &reas adjacentes ao tecido
adiposo. HSL ¢é uma enzima presente no metabolismo do adipécito, que quando ativada
realiza a quebra de triacilglicerideos (TAG), desta forma esse marcador positivo no tecido
adiposo indica quando ha o processo de lipolise, logo podemos afirmar que a ESWT

estimula a lipdlise da célula adiposa na via apoptdtica. 12°12°
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A adipofilina é uma das principais proteinas induzida nos estagios iniciais da
diferenciacdo de adipocitos, além disso, essa proteina desempenha um papel importante
no metabolismo de acidos graxos, colesterol e no armazenamento de lipidios neutros.
Ambos marcadores, expressados principalmente em células inflamatérias adjacentes ao
tecido adiposo do grupo que teve intervencdo da ESWT, demostram que ha um processo
de fagocitose das goticulas lipidicas confirmando o processo de lipGlise autofagica.
121,127,129.

Partindo do principio que a ESWT é capaz de realizar a cavitacdo instavel e
antes deste fenbmeno temos a cavitacdo estavel em meio liquido, podemos inferir que a
ESWT estimula a apoptose por meio da cavitagédo instdvel em uma area concentrada e por
consequéncia a onda mecanica é dissipada em menor intensidade ao redor da area que
recebeu o tratamento, e nestas regifes, ha o estimulo da cavitacdo estavel que gera o
processo de lipolise.”>"”

Nosso resultado pode corroborar com os estudos clinicos, que evidenciaram
que a ESWT pode contribuir para a reducdo da espessura do tecido adiposo e
consequentemente diminuir a circunferéncia corporal de regides que foram submetidas ao
tratamento, os estudos relataram que foram necessarios uma media de 6 a 12 sessdes de
terapia, com altas energias (150 a 200mJ) a para validacdo dos resultados, porém os
autores ndo demostraram quais foram as vias de estimulo fisiolégico da ESWT. 130133
Desta forma, este é o primeiro estudo que confirma o real efeito fisiologico da terapia na
célula adiposa.

A obesidade é uma condicdo inflamatoria crénica de baixo nivel, tal fenotipo
¢ um fator de risco na etiologia de doencas cardiovasculares, diabetes mellitus tipo 2,
canceres e doencas metabdlicas associadas, no entanto, o processo inflamatorio

observado em individuos com obesidade difere da resposta inflamatéria classica em
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outras circunstancias, pois trata-se de um processo inflamatdrio sistémico.*®1% Isso pode
ser verificado no presente estudo, pois na analise da amostra controle do tecido adiposo a
mesma ndo apresentou presenca de infiltrados inflamatérios e positividade dos
marcadores avaliados, em razdo de ndo serem marcadores especificos encontrados na
doenca obesidade.

Analisados, os dados do presente estudo demonstram que o tratamento com
ESWT favorece a morte e a quebra da célula de gordura, uma hipotese seria que a terapia
também poderia inferir na prevengdo ou diminuicdo da inflamacdo sistémica causada pela
obesidade, ja que causa a diminui¢do do numero de células adiposas e por consequéncia
teriamos menor risco no desenvolvimento de comorbidades como a resisténcia a insulina.
Porém maiores estudos devem ser realizados para que a ESWT possa ser uma tecnologia
indicada como terapia associativa no tratamento da obesidade ou durante a perda de peso.

Por ultimo é valido entendermos qual o papel da ESWT na inflamacdo dos
tecidos avaliados e principalmente nos individuos participantes da pesquisas, pois
sabemos que individuos obesos sofrem constantemente com as alterac6es fisiologicas do
tecido tegumentar, desde 0 excesso de peso que altera a estrutura das fibras de colageno e
elastina causando diminuicdo da resisténcia mecanica, o proprio estado inflamatorio do
tecido adiposo e a limitacdo da higienizacdo que predispdem a infeccBes e inflamacdes
cutaneas. Em um contexto geral, esses fatores geram um obstaculo a capacidade de auto
reparacao tecidual, causando complicacdes dermatoldgicas durante a obesidade e no
decorrer do processo de perda de peso como a flacidez de pele. 135136

Poucos sdo os profissionais de saude que atuam com individuos em
tratamento de obesidade e que classificam a pele como um fator preditivo associado ao

sucesso no tratamento. No entanto, dar a devida importancia ao mais extenso 6rgao do
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corpo humano, que nos individuos obesos esta em constante sofrimento, é crucial na
manutencio fisiologica da homeostase, apresenta extrema relevancia.t®’

Diante dos resultados do presente estudo foi evidenciado que o tratamento
com ESWT foi capaz de induzir a ativagdo de células inflamatorias e dérmicas
incentivando mediadores celulares do processo de neoangiogénese. De maneira clara, um
aumento na expressdao de COX-2, uma enzima pré-inflamatéria, e VEGF, um fator de
crescimento estimulante de angiogénese, esteve diretamente associado a uma maior
producdo de colageno e de vascularizagdo, processos importantes para a regeneragdo
tecidual. E importante destacar que o tratamento com ESWT estimula uma inflamagao
subclinica sem sintomatologia, com consequente aumento no nimero de vasos, que é um
evento importante para aumentar a nutricdo local, favorecendo a proliferacdo e
regeneracao celular. Dessa maneira é imprescindivel entender como ocorre o estimulo da
energia mecanica da ESWT no tecido tegumentar desses individuos até o incentivo a
reparacio tecidual. 135138

O processo de reparo e regeneracdo tecidual envolve uma complexidade de
fatores vasculares, celulares e bioquimicos. Esses fatores induzem uma resposta
inflamatdria complexa que é caracterizado pelo recrutamento, proliferacdo e ativacao de
uma variedade de fatores hematopoiéticos e células ndo hematopoiéticas, como linfocitos
T, neutrdfilos, macrofagos, células NK, células endoteliais, dentre outros, % 93137

No entanto, o processo de reparo e regeneracao tecidual no individuo com
obesidade estd comprometido e a resposta inflamatdria enddgena pode ndo apresentar
éxito, pois 0 excesso do tecido adiposo subcutaneo, causa uma hipoperfusao tecidual, ou
seja, o tecido € menos vascularizado, oxigenado e desnutrido, consequentemente ha um
desequilibrio da demanda com o fornecimento de oxigénio o que pode comprometer o

processo de regeneracéo tecidual, particularmente na pele. 727888
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As ondas de choque realizam o estimulo ao processo inflamatdrio subclinico
de forma extracorpdrea. No presente estudo, utilizamos as ondas de choque
eletromagnéticas que conduzem a energia mecanica de forma eficaz ao tecido alvo, o que
gera a ativagéo de fatores de crescimento que atuam no processo de inflamagéo. "1 116:140

Segundo d’ Agostinho et al., 2015 as ondas de choque podem ser definidas
como mecanoterapia capazes de reduzir e reverter a lesdo de tecidos danificados ou
promover a homeostase de tecidos saudaveis por meio ao estimulo mecénico no nivel
molecular, nivel celular ou tecidual. Esses efeitos induzem a proliferacdo, migracao e
diferenciacdo de células-tronco, celulas endoteliais, fibroblastos, expressdo precoce de
fatores de crescimento relacionados a angiogénese, incluindo Oxido nitrico, sintese
endotelial (eNOS), fator de crescimento vascular endotelial (VEGF) que associados
contribuem significativamente para a cicatrizacdo e regeneracio dos tecidos. "1116.141, 142

No presente estudo utilizamos varios marcadores que demostram a expressdo
de fatores inflamatorios para verificagdo da possivel positividade do processo na
epiderme e derme e cada um desses representa diferentes tipos de células inflamatdrias,
que sdo importantes, pois delimitam a real forma de atuacéo e estimulo. Os marcadores
CD3, CD2 foram positivos na amostra intervencdo p<0.0001, indicando a ativacdo das
células especializadas linfocitos T e suas moléculas solUveis entre elas citocinas e
guimiocinas, células do sistema imunolégico que contém os antigenos que sao capazes de
regular a inflamacdo dos tecidos, ou seja neste primeiro momento tem-se a instalacao da
inflamac&o subclinica. 1143

Os marcadores CD68 e CD163 também expressaram positividade na amostra
intervencdo p<0.0001, estes indicam a presenca de macrofagos que potencializam a
ativacdo dos linfocitos T e coordenam a evolucdo da resposta inflamatoria local. Os

macro6fagos podem manter a cronicidade da lesdo se o fator causal persistir ou se o
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causador da lesdo for cessado eles fornecem os estimulos para a resolugdo da leséo, e
possuem essa funcdo, pois podem permanecer no tecido por meses a anos, atuando como
verdadeiras sentinelas, controlando a mudanca da inflamagdo aguda para as fases de
cronicidade ou resolugio-140: 143-145

A capacidade do estimulo causado pela ESWT é de extrema importancia em
processos de cura e reparacao tecidual em individuos com obesidade ou em processo de
perda de peso, pois a terapia estimula uma inflamacdo local subclinica, a partir da
habilidade em entregar a energia mecanica de forma controlada, mediando os
biomarcadores inflamatérios de forma contida, por isso a tecnologia apresenta bons
resultados nos tratamentos de disfungbes de tecidos moles, esse poder de modular a
expressdo de macréfagos € capaz de agudizar um quadro crénico e estimular o processo
de reparo reorganizado, ou até mesmo estimular precocemente o reparo na fase aguda da
lesdo ou simplesmente estimular a cura tecidual. ™% 116, 140-142

Em nosso estudo a dose de ESWT utilizada no tratamento foi capaz de
estimular as células inflamatorias da pele e modular as respostas fisioldgicas. Tal acdo
também € vista em investigacdes clinicas que utilizam a ESWT com doses semelhantes
no tratamento de distarbios estéticos. Modena et al, 2017 realizam um estudo de revisdo
da atuacdo de ESWT na gordura localizada, celulite e flacidez de pele, dos 11 estudos
incluidos na pesquisa, foi observado que em 7 deles indicaram a melhora nas
propriedades viscoelasticas da pele comprovada em estudos clinicos e histolégicos. "

Os macréfagos também ativam as NK cells, consideradas células assassinas
que realizam a apoptose de células infectadas, em nosso estudo houve a expressao
aumentada de NK cells p<0.0001 na amostra intervencao.

Segundo Lee et al., 2019 NK cells possuem a capacidade de estimular fatores

que modulam as matrizes de metaloproteases, inibindo sua fungdo de degradacéo e
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gerando um estimulo a sintese de colageno e a migracdo de fibroblastos durante o
processo de reparo e regeneracdo tecidual. O aumento da expressao deste marcador nas
amostras intervencdo da pele dos individuos obesos, corrobora com a capacidade da
ESWT em atuar diretamente no processo de reparo tecidual com a ativacdo de vias
celulares especificas que contribuem para melhora no estado e qualidade do tecido
tegumentar. 103,144,147.

Outra citocina que retroalimenta o processo inflamatorio € a COX-2, a qual é
um enzima pro-inflamatéria conhecida como prostaglandina-endoperido-sintase (PGHS)
Segundo Meyer et al., 2017 e Pavelecini et al., 2019 a expressao da COX-2 pode induzir
os fatores de crescimento que estimulam uma resposta tecidual, resultando em
proliferacdo de fibroblastos e neocolagénese. Na andlise da expressdo da COX-2 em
nosso estudo observamos que a mesma ocorreu tanto na epiderme quanto na derme
p<0.0001 da amostra intervencdo, favorecendo a inflamacéo subclinica e estimulando
também o processo de regeneragio. 103147

Ainda no processo de reparo e regeneracao tecidual a ESWT tem um papel
importante no aumento da circulacdo sanguinea local, pois o efeito mecéanico da terapia
causa uma tensdo de cisalhamento endotelial, gerando uma forca de atrito na superficie
do epitélio vascular. Isso gera um aumento do fluxo sanguineo pois se torna um estimulo
poderoso a producdo de Oxido nitrico endotelial, aumento da expressdao de eNOS e
inducdo da expressdo do VEGF, estes atuam na facilitacdo da neovascularizacdo e
estimulam a neoangiogénese. ">

Nosso estudo corrobora com esses achados pois evidenciamos a expressao
dos marcadores CD105 p<0.0001 que indica a formacdo de novos vasos sanguineos na
derme e a expressdo VEGF p<0.0001 em fibroblasto e células inflamato6rias das amostras

intervencgdo, porém ndo houve expressao do marcador CD34 p<0.2731 que é expresso em
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todos 0s vasos sanguineos. Esses resultados indicam um processo de revascularizacéo
tecidual e o estimulo ao fator de crescimento de fibroblasto que ir& favorecer a produgdo
de neocolageno e neoelastina.

Esses resultados demostram a capacidade da ESWT em atuar no processo de
reparo e regeneracgdo tecidual de um tecido sobrecarregado e desorganizado em relagéo a
sua homeostasia em individuos com obesidade, e confirma a importancia no cuidado da
pele durante o processo de obesidade e principalmente no processo de perda de peso, cuja
pele sofre com a flacidez, desidratacéo e perda do vigor.

Em relacdo aos efeitos adversos relatamos que trata a ESWT € segura e
toleravel, pois foram observados minimos efeitos adversos, como eritema, petéquias e
edema na regido tratada, porém os mesmos foram solucionados logo apds as primeiras
sessdes de tratamento.

Relatamos neste estudo que a ESWT € benéfica para o tecido tegumentar de
individuos com obesidade grau Il, pois, possui a competéncia de estimular as células por
meio da mecanotransducdo do sinal e favorecer um processo inflamatério subclinico sem
sintomatologia no local, de forma controlada, mediando e modulando a acdo bioquimica
celular dos mediadores inflamatdrios, e desta forma, induzindo a neocolagénese e fatores
de crescimento relacionados a proliferacdo de fibroblastos, angiogénese e VEGF que
atuam como gatilho provocando alteracdes morfolégicas e bioquimicas do tecido
tegumentar responsaveis por atuar no processo de reparo e regeneracdo tecidual, com
isso, a ESWT pode atuar de forma segura no tratamento do reparo e regeneracdo pele de
individuos obesos e de forma preventiva no processo de perda de peso.

Outro achado evidenciado em nosso estudo é a capacidade da ESWT
estimular o metabolismo celular, gerando apoptose na area de concentracdo de energia e

lipdlise autofagica das células adiposas. Este resultado na andlise imunohistoquimica
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corrobora com estudos clinicos de reducéo de tecido adiposo 7, desta forma podemos
sugerir que a ESWT pode ser uma terapia auxiliar no tratamento da obesidade
contribuindo com a reducédo do tecido adiposo subcutaneo.

No entanto acreditamos que para esta indicacdo novos estudos clinicos devem
ser realizados, a fim de analisar se realmente a ESWT é capaz de realizar a reducdo do
tecido adiposo subcutédneo permanente com consequente auxilio na perda de medidas
localizadas. No mais, 0 que este estudo mais nos evidenciou é a grande capacidade da
ESWT em atuar no processo de reparo e regeneracdo tecidual, sendo uma ferramenta
possivelmente Gtil para o tratamento da afeccéo estética da flacidez de pele de individuos

em processo de perda de peso.

6. CONCLUSAO

A Terapia ESWT:

e Foi capaz de alterar de forma benéfica o mecanismo fisioldégico do tecido
tegumentar e do tecido adiposo subcuténeo, atuando na melhora no processo de

reparo e regeneracao tecidual e possivel reducédo do tecido adiposo subcutaneo.

Estimula um aumento significativo da proliferacdo celular, expressdo de coldgeno

na pele dos individuos obesos.

e Foi capaz de estimular a apoptose com consequente lipdlise do tipo autofagica no

tecido adiposo.
e Estimula uma inflamacéao subclinica sem sintomatologia.

e Auxilia a neoangiogénese favorecendo o processo de revascularizacdo tecidual

associado ao estimulo ao fator de crescimento de fibroblasto.

e Gera efeitos adversos minimos.
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8. ANEXOS

8.1 ANEXO 1. Parecer consubstanciado do comité de ética em pesquisa — CEP
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PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP
DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: Efeito mecanico e fisiologico da terapia de ondas de choque extracorpdrea no tecido
biolégico- analise histolégica e imuno-histoquimica.

Pesquisador: DEBORA APARECIDA OLIVEIRA MODENA
Area Tematica:

Versdo: 2

CAAE: 72364317.1.0000.5404

Instituigao Proponente: Hospital de Clinicas - UNICAMP
Patrocinador Principal: Financiamento Préprio

DADOS DO PARECER

Numero do Parecer: 2.281 487

Apresentagio do Projeto:

Resumo informativo: a terapia de ondas de choque extracorporea (ESWT) e um novo metodo para o
tratamento afeccoes esteticas dentro da area de medicina estetica, seus mecanismos de acao e efeitos
fisiologicos prometem combater o acumulo de gordura localizada, melhorar o aspecto da pele, favorecer a
neocolagenase e a neovascularizacao. Atualmente ha poucos estudos sobre ESWT que podem afirmar este
beneficio, mas a terapia tem se mostrado segura e nao gera reacoes adversas aos individuos. Objetivo:
avaliar os efeitos fisiologicos e os mecanismos de atuacac ESWT no tecido adiposo subcutaneo e estruturas
adjacentes atraves de um estudo expenmental. Metodos: sera realizado um estudo clinico experimental
randomizado, em 30 mulheres portadoras de obesidade grau |, Il e lll participantes do grupo multidisciplinar
de preparo pre-operatorio para cirurgia bariatrica com cirurgia previamente agendada. As participantes
receberao a aplicacao da ESWT poucas horas antes da cirurgia, ou nas semanas antecedentes a cirurgia
bariatrica, durante o procedimento cirurgico sera retirado uma peguena amostra de tecido adiposo
subcutaneo para a analise histologica e imuno-histoquimica. Hipoteses: atraves da analise histologica e
imuno-histoquimica da amostra do tecido adiposo subcutaneo, podemos identificar qual real efeito fisiologico
e mecanismo de atuacao a ESWT no

tecido adiposo subcutaneo, epiderme e estruturas adjacentes, assim confirmando os beneficios da
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terapia. Analise estatistica: sera feita inicialmente uma analise descritiva dos resultados obtidos nas analises
histologicas, com tabelas de frequencia para variaveis categoricas e descritivas (media, desvio padrao,
mediana, valores minimo e maximo) para as variaveis continuas ou numericas. A fim de se comparar as
variavels principais entre os grupos e numero de sessao, sera utilizada a analise de variancia (Anova) para
medidas repetidas. Para comparacao entre grupos sera utilizado o teste de Tukey. O nivel de significancia
adotado para os testes estatisticos sera de 5% ou p < 0,05.

Objetivo da Pesquisa:

Objetivo Primario:

Analisar o efeito da ESWT no tecido adiposo subcutaneo, epiderme, derme e estruturas adjacentes de
individuos obesos atraves de um estudo experimental.

Objetivo Secundario:

- Avaliar se a ESWT pode gerar a morte celular da celula adiposa (apoptose, piroptose ou necrose) ou
lipolise do tecido adiposo subcutaneo,

- Avaliar se a ESWT pode gerar a inflamacao do tecido adiposo subcutaneo;

-Avaliar se ha estimulo na proliferacao e ativacao de fibroblastos, colageno e neovascularizacao; - Avaliar se

ha liberacao de oxido nitrico.

Avaliagdo dos Riscos e Beneficios:

De acordo com a pesquisadora:

Riscos: Aos sujeitos da pesquisa, os riscos inerentes ao estudo praticamente inexistem, uma vez que os
procedimentos propostos sao fundamentados pela literatura. Em relacao a terapia de ondas de choque
extracorporea o participante pode apresentar um leve desconforto durante o procedimento e referir ao
pesquisador, que ira diminuir a dose da energia ate que o participante se sinta confortavel com o
procedimento, o participante pode apresentar hiperemia no local da terapia que desaparecera apos alguns
minutos. Cirurgia bariatrica: durante a participacao no programa multidisciplinar os participantes e seus
familiares recebem crientacoes sobre o procedimento cirurgico e assinam o termo cirurgico. A coleta do
material sera realizada durante o procedimento cirurgico, os riscos associados a colefa sao: sangramento
(<1%), infeccao local (<1%), embolia gordurosa (migracao de particulas de gordura para o sangue com risco
de causar obstrucao de vasos sanguineos - <0,01%), dor no local (~5%) e hematomas (acumulo de
coagulos de sangue no local - <1%).

Beneficios: Os participantes da pesquisa poderao ser beneficiados, pois a avaliacao do perfil
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dermatologico podera diagnosticar alteracoes ocultas, e assim, direcionar os mesmos a especialidade em
guestao (e.g. Dermatologia) visando amenizar ou corrigir tais alteracoes. Os participantes que nao puderem
compreender ou se recusarem a participar da presente pesquisa terao seu direito assegurado sem nenhum

prejuizo ao tratamento dos mesmos.

Comentarios e Consideragoes sobre a Pesquisa:

Este protocolo se refere ao Projeto de Pesquisa de intitulado “Efeito mecanico e fisiologico da terapia de
ondas de choque extracorporea no tecido biologico- analise histologica e imuno-histogquimica” que sera
desenvolvido pela pesquisadora responsavel Debora Aparecida Oliveira Modena. A pesquisa foi
enquadrada na Area de Ciencias da Saude e embasara a Tese de Doutorado da Pesquisadora. A Instituicao
Proponente e o Hospital das Clinicas da UNICAMF. Segundo as Informacoes Basicas do Projeto, a
pesquisa tem orcamento estimado em R$ 10000,00 (Dez mil reais) e o cronograma apresentado contempla
inicio do estudo para abril de 2017, com inicio da coleta de dados em novembro de 2017 e com termino em
marco de 2018. Trata-se de um estudo clinico experimental randomizado, onde os pacientes serao
abordados pela pesquisadora responsavel que explicara os objetivos, assim como os riscos e beneficios de
se participar do presente estudo. Farao parte do presente estudo pacientes com diagnostico de obesidade
grau |, Il e 11l participantes do Grupo multidisciplinar de preparo pre-operatorio de cirurgia bariatrica do
Ambulatorio de Clinica Cirurgica do HC/UNICAMP com cirurgia bariatrica previamente agendada. Os

participantes serao submetidos a coleta de dados e sera realizada aplicacao da terapia de ondas de choque

extracorporea — ESWT com uso do gel condutor neutro em regiac abdominal. Ao todo serao inicialmente 30
participantes da pesquisa que apos coleta de dados serao randomizados e divididos em grupos. O
participante sera submetido a uma avaliacao clinica que constara de anamnese, exames fisicos,
procedimentos esses que sao de rotina do programa antes da realizacao da cirurgia. A terapia de ondas de{
chogue extracorporea- ESWT sera aplicada com gel condutor neutro na regiao do abdomen dos
participantes, nos dias antecedentes a cirurgia e poucas horas antes da cirurgia. Durante o procedimento os
medicos farao a coleta de uma pequena amostra de tecido adiposo subcutaneo para analise histologica e
imuno-histoquimicas. Serao incluidos no estudo pacientes: Genero feminino, maiores de 18 anos de idade;
Com obesidade grau I, Il e Ill; Paciente com indicacao cirurgica para cirurgia bariatrica; Frocedimento
cirurgico do tipo derivacao gastrica em Y de Roux; Que concordem em participar e assinarem o TCLE;
Serao excluidos do estudo os pacientes: Genero masculino; Tabagismo; Limitacoes cognitivas; Portadores
diabetes mellitus; Realizaram tratamento estetico na abdominal no ultimo mes; Pacientes com lesoes de

pele, como dermatites e dermatoses; Pacientes com
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terapéutica oferecida a um dos grupos da pesquisa, isto €, somente em caso de necessidade de acdo
imediata com intuito de proteger os participantes.

- O CEP deve ser informado de todos os efeitos adversos ou fatos relevantes que alterem o curso normal do
estudo. E papel do pesquisador assegurar medidas imediatas adequadas frente a evento adverso grave
ocorrido (mesmo que tenha sido em outro centro) e enviar notificacdo ao CEP e a Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitaria — ANVISA — junto com seu posicionamento.

- Eventuais modificacGes ou emendas ao protocolo devem ser apresentadas ao CEF de forma clara e
sucinta, identificando a parte do protocolo a ser modificada e suas justificativas e aguardando a aprovacéo
do CEP para continuidade da pesquisa. Em caso de projetos do Grupao | ou |l apresentados anteriormente a
ANVISA, o pesquisador ou patrocinador deve envia-las também & mesma, junto com o parecer aprovatorio
do CEP, para serem juntadas ao protocolo inicial.

- Relatarios parciais e final devem ser apresentados ao CEP, inicialmente seis meses apds a data deste
parecer de aprovacdo e ao término do estudo.

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequagdes:

Todas as pendéncias foram devidamente respondidas. Na atual versdo, o projeto esta apto para o
desenvolvimento em seres humanos

Consideragdes Finais a critério do CEP:

- O participante da pesquisa deve receber uma via do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido, na

integra, por ele assinado (quando aplicavel).

- O participante da pesquisa tem a liberdade de recusar-se a participar ou de retirar seu consentimento em
gualquer fase da pesquisa, sem penalizacdo alguma e sem prejuizo ao seu cuidado (quando aplicavel).

- O pesquisador deve desenvolver a pesquisa conforme delineada no protocolo aprovado. Se o pesquisador
considerar a descontinuacéo do estudo, esta deve ser justificada e somente ser realizada apos analise das
razdes da descontinuidade pelo CEP que o aprovou. O pesquisador deve aguardar o parecer do CEP
guanto a descontinuagdo, exceto quando perceber risco ou dano ndo previsto ao participante ou quando
constatar a superioridade de uma estratégia diagndstica ou
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trombose venosa profunda aguda (TVFP); Sobre ou proximo a lesoes cancerigenas; Pacientes com marca-
passo cardiaco ou outro dispositivo eletronico implantado.

Consideragées sobre os Termos de apresentagio obrigatdria:

Foram analisados os seguintes documentos de apresentacao obrigatoria:

1 - Folha de Rosto Para Pesquisa Envolvendo Seres Humanos: Foi apresentado o documento
"folhaderostro.pdf" devidamente preenchido, datado e assinado.

2 - Projeto de Pesquisa: Foram analisados os documentos "Projetodetalhado.pdf" e
"PB_INFORMACOES_BASICAS_DO_PROJETO_955127.pdf" de 06/09/2017. Adequado
3 - Orcamento financeiro e fontes de financiamento: Informacoes sobre orcamento financeiro incluidas no
documento "PB_INFORMACOES_BASICAS_DO_PRCOJETO_955127 pdf" de 06/09/2017. Adequado.

4 - Cronograma: Informacoes sobre o cronograma incluidas nos documentos "Projetodetalhado.pdf” e
"PB_INFORMACOES_BASICAS_DO_PROJETO_955127.pdf" de 06/09/2017. Adequado

5 - Termo de Consentimento Livre e Esclarecido: Foi apresentado o documento "TCLE pdf" de 06/09/2017.
Adequado.

6 - Carta de resposta as pendéncias "CARTARESPOSTA pdf' de 06/09/2017. Adequada

-Lembramos que segundo a Resolugdo 466/2012 | item X1.2 letra e, “cabe ao pesquisador apresentar dados
solicitados pelo CEP ou pela CONEF a qualguer momento”.

-O pesquisador deve manter os dados da pesquisa em arquivo, fisico ou digital, sob sua guarda e

responsabilidade, por um periodo de 5 anos apds o término da pesquisa.

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

10:30:23 |APARECIDA
OLIVEIRA MODENA

Tipo Documento Arquivo Postagem Autor Situagdo
Informacgées Basicas|PB_INFORMACOES_BASICAS_DO_P | 06/09/2017 Aceito
do Projeto ROJETQO 955127 pdf 10:30:40
Qutros CARTARESPOSTA pdf 06/09/2017 |DEBORA Aceito

TCLE / Termos de | TCLE pdf 06/09/2017 |DEBORA Aceito
Assentimento / 10:29:16 | AFARECIDA
Justificativa de OLIVEIRA MODENA
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Auséncia TCLE.pdf 06/09/2017 |DEBORA Aceito
10:29:16 |APARECIDA
OLIVEIRA MODENA
Projeto Detalhado / | Projetodetalhado._pdf 06/09/2017 |DEBORA Aceito
Brochura 10:28:39 |APARECIDA
Investigador OLIVEIRA MODENA
Folha de Rosto folhaderostro pdf 10/07/2017 |DEBORA Aceito
10:43:54 |APARECIDA
OLIVEIRA MODENA

Situagdo do Parecer:
Aprovado

Necessita Apreciagdo da CONEP:

Nio

CAMPINAS, 18 de Setembro de 2017

Assinado por:

Renata Maria dos Santos Celeghini

(Coordenador)

99



100

8.2 ANEXO 2. TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

“Efeito mecénico e fisioldgicos da terapia de ondas de choque extracorpdrea no
tecido bioldgico- anélise histolégica e imuno-histoquimica.
Nome do (s) responsavel (is): Debora Aparecida Oliveira Modena
Dr Everton Cazzo
Dr Elinton Adami Chaim
Numero do CAAE: 72364317.1.0000.5404

Vocé estd sendo convidado a participar como voluntario de uma pesquisa. Este
documento, chamado Termo de Consentimento Livre e Esclarecido, visa assegurar seus
direitos como participante e € elaborado em duas vias, uma que devera ficar com vocé e
outra com o pesquisador, ambas estardo rubricadas e assinadas pelo participante e
pesquisador.

Por favor, leia com atencéo e calma, aproveitando para esclarecer suas davidas. Se
houver perguntas antes ou mesmo depois de assina-lo, vocé podera esclarecé-las com o
pesquisador. Se preferir, pode levar este Termo para casa e consultar seus familiares ou
outras pessoas antes de decidir participar. Ndo havera nenhum tipo de penalizacdo ou
prejuizo se vocé ndo aceitar participar ou retirar sua autorizagcdo em qualquer momento.

Justificativa e objetivos:

O objetivo da pesquisa é avaliar o efeito da terapia de ondas de choque
extracorporea no tecido biolégico adiposo subcutaneo e estruturas adjacentes, a fim de
verificar se a terapia pode ativar a formacdo de fibroblastos, coldgeno, angiogénese,
liberacdo de oxido nitrico e inducdo de lipdlise e ou apoptose das células adiposas.
Afirmando assim a eficacia da terapia como um tratamento conservador para o
tratamento de afecgdes inestéticas causadas pelo excesso de peso.

Procedimentos:

Participando do estudo vocé esta sendo convidado: a continuar seguindo as

orientacdes e regras do grupo multidisciplinar de preparo para cirurgia bariatrica do HC
da Unicamp, ou seja, participar uma vez na semana ao grupo multidisciplinar, com perda
de peso de um quilo ou mais e seguir as orientagcdes da equipe multidisciplinar. Quando a
cirurgia bariatrica estiver previamente agendada, nos dias em gque VOcé comparecer para a
participacdo no grupo, vocé receberd a terapia de ondas de choque extracorpdrea. O
tempo da terapia é de 10 minutos, e vocé ndo precisara se deslocar para o local da
pesquisa outros dias da semana, para receber a aplicacdo, pois esta sera feita nos dias que
estiver participando do grupo e nos dias em que tiver exames pré-operatorios agendados.
Assim que voceé internar para a realizacdo da cirurgia bariatrica, nos dias antecedentes e
horas antes da cirurgia vocé recebera a terapia de ondas de choque, a fim de totalizar 6 ou
10 sess0es totais da terapia de ondas de choque.
Durante o procedimento cirargico serdo retirados fragmentos de tecido gorduroso
subcutaneo da regido abdominal (pele e tecido adiposo), apés a incisdo cirlrgica para
realizacdo da cirurgia bariatrica. Cada fragmento terad cerca de 2 cm de didmetro; seréo
colhidos 02 fragmentos em cada, vocé ficara apenas com a cicatriz proveniente da
cirurgia bariatrica.

Rubrica do pesquisador: Rubrica do participante:
O material bioloégico colhido serd armazenado apds consentimento do voluntario no
laboratério de anatomia patoldgica situado no 22 andar do HC da Unicamp, durante o
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periodo vigente da pesquisa, ou seja, de 6 a 12 meses, apds este periodo serd descartado
conforme procedimento do laboratdrio de anatomia.

Desconfortos e riscos:

Vocé néo deve participar deste estudo se for do género masculino, tabagista, se
for portador de limitagdes cognitivas, portadores diabetes mellitus, se realizou algum
tratamento estético na regido abdominal no Gltimo més, se possui lesdes de pele: como
dermatites e dermatoses, tiver histérico de trombose venosa profunda aguda (TVP), se
tiver lesBes cancerigenas, se for portador de marca-passo cardiaco ou outro dispositivo
eletronico implantado, e ndo seguir as orientacdes do grupo multidisciplinar de preparo
pré-operatdrio para cirurgia bariatrica.

Em relacdo a terapia de ondas de choque extracorpérea o participante pode
apresentar um leve desconforto durante o procedimento e referir ao pesquisador, que ird
diminuir a dose da energia até que o participante se sinta confortdvel com o
procedimento, o participante pode apresentar hiperemia no local da terapia que
desaparecera apds alguns minutos.

Cirurgia bariatrica: durante a participacdo no programa multidisciplinar os participantes
e seus familiares recebem orientacGes sobre o procedimento cirdrgico e assinardo o termo
cirargico.

Os riscos associados a coleta do material bioldgico que sera realizado durante
0 procedimento cirurgico, sdo: sangramento (<1%), infeccdo local (<1%), embolia
gordurosa (migracdo de particulas de gordura para o sangue com risco de causar
obstrucdo de vasos sanguineos - <0,01%), dor no local (~5%) e hematomas (acumulo de
coagulos de sangue no local - <1%). A coleta do material ndo ira interferir no tempo de
cirurgia.

Beneficios:

Os participantes da pesquisa poderdo ser beneficiados, pois a avaliacdo do
perfil dermatolégico podera diagnosticar alteracBes ocultas, e assim, direcionar 0s
mesmos a especialidade em questao (e.g. Dermatologia) visando amenizar ou corrigir tais
alteracdes. Os participantes que ndo puderem compreender ou Se recusarem a participar
da presente pesquisa terdo seu direito assegurado sem nenhum prejuizo ao tratamento dos
mesmaos.

Acompanhamento e assisténcia:

O tratamento que vocé, participante, vem recebendo no programa sera
exatamente 0 mesmo, caso Vocé participe ou ndo deste estudo. O pesquisador
compromete-se a informar os resultados das avaliagdes para os participantes logo que 0s
mesmos forem avaliados, explicando ao voluntario o significado de cada resultado
observado.  Se acaso for encontrado indicios que necessitem de uma atencdo médica
psicoldgica, fisioterapica 0s mesmos serdo encaminhados o0s responsaveis de cada area de
tratamento.

Rubrica do pesquisador: Rubrica do participante:
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Sigilo e privacidade:

Aos participantes também sera assegurado o direito de desisténcia
independente do momento da pesquisa e sigilo sobre as informagdes obtidas, que serdo
utilizados somente com o objetivo cientifico e académico. A participagdo neste protocolo
de pesquisa é voluntéria, estando os participantes livres para revogar 0s termos deste
documento e cancelarem sua participacdo nesta pesquisa no momento em que desejarem
fazé-lo.

O pesquisador garante aos participantes a total confidencialidade das informagdes obtidas
e geradas por esta pesquisa, ndo havendo nenhuma possibilidade de divulgagdo de
resultados individuais e identificacdo pablica de participantes.

Ressarcimento e Indenizagéo:

N&o havera qualquer custo ou forma de pagamento para o participante pela
sua participacao no estudo, pois o0 estudo ocorrera durante a rotinha de acompanhamento
do grupo multidisciplinar pré-operatério para cirurgia bariatrica. Vocé ter a garantia ao
direito a indenizacgéo diante de eventuais danos decorrentes da pesquisa.

Armazenamento de material:

No caso de armazenamento de material biologico (resolucdo 441/2011 CNS/MS):
O material biologico colhido serd armazenado apds consentimento do voluntario no
laboratério de anatomia patologica situado no 22 andar do HC da Unicamp, durante o
periodo vigente da pesquisa, ou seja, de 6 a 12 meses, apos este periodo sera descartado
conforme procedimento do laboratorio de anatomia.

() concordo em participar do presente estudo, porém NAO

AUTORIZO o armazenamento do meu material biolégico, devendo o mesmo ser

descartado ao final desta pesquisa.

() concordo em participar do presente estudo e AUTORIZO o
armazenamento do meu material biolégico, sendo necessario meu consentimento

a cada nova pesquisa, que devera ser aprovada pelo CEP institucional e, se for o

caso, pela CONEP.

O descarte do material armazenado sera autorizado nas seguintes situacdes: apos o
periodo de termino da pesquisa, seguindo os procedimentos do laboratorio de anatomia
patologica do HC da Unicamp.

Em caso de falecimento ou condicdo incapacitante, os direitos sobre o material
armazenado deverdo ser dados a:

(pedir para o participante indicar o nome de uma pessoa a ser contatada).

Contato:

Em caso de duvidas sobre a pesquisa, vocé podera entrar em contato com a
pesquisadora Debora Aparecida Oliveira Modena; local: Ambulatério de Cirurgia 22
Andar; endereco: Cidade Universitaria Zeferino Vaz - R. Vital Brasil, 251 - Cidade
Universitaria, Campinas - SP, 13083-888; Telefone 19-35217615; e-mail
de_modena@yahoo.com.br.

Rubrica do pesquisador: Rubrica do participante:
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Em caso de dendncias ou reclamacdes sobre sua participacdo e sobre questfes éticas
do estudo, vocé podera entrar em contato com a secretaria do Comité de Etica em
Pesquisa (CEP) da UNICAMP das 08:30hs as 11:30hs e das 13:00hs as 17:00hs na Rua:
Tessalia Vieira de Camargo, 126; CEP 13083-887 Campinas — SP; telefone (19) 3521-
8936 ou (19) 3521-7187; e-mail: cep@fcm.unicamp.br.

Rubrica do pesquisador: Rubrica do participante:

O Comité de Etica em Pesquisa (CEP).

O papel do CEP é avaliar e acompanhar os aspectos éticos de todas as pesquisas
envolvendo seres humanos. A Comissdo Nacional de Etica em Pesquisa (CONEP), tem
por objetivo desenvolver a regulamentacdo sobre protecdo dos seres humanos envolvidos
nas pesquisas. Desempenha um papel coordenador da rede de Comités de Etica em
Pesquisa (CEPs) das instituicfes, além de assumir a fungdo de 6rgao consultor na area de
ética em pesquisas

Consentimento livre e esclarecido:

Apos ter recebido esclarecimentos sobre a natureza da pesquisa, seus objetivos,
métodos, beneficios previstos, potenciais riscos € o0 incOmodo que esta possa acarretar,
aceito participar:

Nome do (a) participante:

Data: / / .
(Assinatura do participante ou nome e assinatura do seu RESPONSAVEL LEGAL)

Responsabilidade do Pesquisador:

Asseguro ter cumprido as exigéncias da resolucdo 466/2012 CNS/MS e
complementares na elaboracdo do protocolo e na obtencdo deste Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido. Asseguro, também, ter explicado e fornecido uma via
deste documento ao participante. Informo que o estudo foi aprovado pelo CEP perante o
qual o projeto foi apresentado. Comprometo-me a utilizar o material e os dados obtidos
nesta pesquisa exclusivamente para as finalidades previstas neste documento ou
conforme o consentimento dado pelo participante.

(Assinatura do pesquisador)

Data: / /

Rubrica do pesquisador: Rubrica do participante:



mailto:cep@fcm.unicamp.br
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8.3 ANEXO 3. Registro do equipamento Thork Shock Wave

Sh N

<

N°179, da-fetra, 17 de bro de 2018
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Diario Oficial da Uniao - suplemento ISSN 1677-7042 25 %
GERENCIA-GERAL DE TECNOLOGIA DE PRODUTOS PARA A SAUDE

Tees

RESOLUCAO-RE N* 2.480, DE 12 DE SETEMBRO DE 201§

O Gerente-Geral de Tecnologia de Produtos para Saude no uso das atribuigdes que lhe foram conferidas pela Portaria n® 383, de 8 de margo de 2017, aliado ao disposto no art. 54, I § 1° do Anexo
1 da Resolugdo da Diretona Colegiada - R.DC n® 61, de 3 de fevereiro de 2016, resolve:

Art. 1° Defenr as al das a Geré Geral de T gia de Produtos para a Saude, na conformidade do anexo.
Art. 2° Esta Resolugdo entra em vigor na data de sua publicagio.

LEANDRO RODRIGUES PEREIRA
RESOLUCAO-RE N* 2.500, DE 13 DE SETEMBRO DE 2018 ANEXO

O Gerente-Geral de Tecnologia de Produtos para Saude no mm ——
uso das atibuices que lhe foram conferidas pela Portaria n° 383, de  NUMERO DO PROCESSO / REGISTRO
8 de marco de 2017, aliado ao disposto no art. 54, I, § 1° do Anexo  PETICAO(OES) / EXPEDIENTE(S)

: " 8052 - EQUIPAMENTO - Registro de Familia de Equipamentos para
:.“mwc. I“”"""“‘"""‘ EDCMORUSIGEBNEED .. e Medio ¢ Pequeno Porte / 0520002182 ¥
Art. 1° Defenr as peticdes relacionadas a Geréncia-Genal de %WA BRASILEIRA DE EQUIPAMENTOS
Tecologa de Prodtos par » S, 5a conformidde do aneso.  MEDICOS - EIRELT /00133 3411000177
L Tt Bt Raaotuchs enfraem  vigre e [ da{de sy zsaslmmoumlmmu
publicagdo. 8057 - % de Equipamento para Saude /
LEANDRO RODRIGUES PEREIRA s

Este & pode ser venficado no endereco eletrd http:/Awww.in gov br/autenticidade html, Documento assinado
pelo codigo 05312018091700025
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8.4 ANEXO 4. Dados das participantes voluntarias na pesquisa

PESO | PESO IMC__ | IMC
IDADE | INICIAL | FINAL |ALTURA| INICIAL | FINAL
N HC NOME (anos) (kg) (ko) (m?) (Kg/lcm?) | (Kg/cm?)
1/12068228] N-G-R-A 46 012 | 91.2 1.73 30.47 |30.47
2|12928369| C-DEF-RV 1 o 102.7 95 1.59 40.62 |37.58
3|12241055| © DEAR 52 89.2 | 796 1.58 35.73 |31.89
4| 6736239 . DAS 50 1043 | 942 1.73 34.85 |31.47
5| 4951772 S-B 36 995 | 86.6 1.59 39.36 | 34.25
612900953 M.A.F 42 1095 | 89.8 1.55 4558 |37.38
71 6247250 V.A 45 106.4 | 106.4 | 1.67 38.15 |38.15
8|12028383| © DOSS.D 30 1039 | 83.6 1.58 4162 |33.49
o| 9682502 | - DOSSM 35 117 08 1.78 36.93 |30.93
10| 9890765 C.p 36 95 82 1.67 34.06 |29.40
11| 4356789 FR. M 32 120 102 1.62 45.72 |38.87
12| 8769543|  A.DES 42 08 90 1.55 40.79 |37.46
13| 9876042| M.L.A.C 36 116 08 1.67 4159 |35.14
14| 1245987 N.A L 34 128 101 1.58 51.27 |40.46
PARTICIPANTES QUE NAO FINALIZARAM A PESQUISA
15 M. E. DAF 22 128 108 1.69 4482 | 3781
16 M. L. DE M 27 104.6 08 1.55 4354 | 40.79
17 T.DEL 36 130 100 1.73 43.44 | 3341
18 A PDAS 36 99.8 90 1.59 30.48 | 35.60
19 REV.B 18 1248 | 102.2 1.7 4318 | 3536
20 V.S. S 36 1336 | 1095 | 1.62 5091 | 41.72




