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RESUMO

Introdugdo: Os aparelhos lipo-redutores de ultrassom sio comumente utilizados em pro-
cedimentos nao-invasivos para a estética corporal por provocarem redug¢des clinicamente
significativas dos depositos de gordura subcutanea.

Objetivo: Avaliar as alteracdes morfologicas induzidas em componentes das células da pele
humana, causadas por ultrassom de alta frequéncia minimamente focado.

Métodos: Amostras de pele de espessura total expostas ou nio a ultrassonografia ex-vivo e
bidpsias de pele de pacientes pré-tratados ou nio com ultrassom antes da cirurgia lipo-re-
dutora foram analisadas para avaliacio de possiveis alteracdes morfologicas em adipdcitos.
Foram analisadas apoptose dos adipdcitos, liberacdo de triglicérides e mudanca clinica apds
tratamento repetitivo com ultrassom, em comparag¢io a tratamentos placebo.

Resultados: Em compara¢io com as amostras-controle, o tratamento de ultrassom induziu
uma reducio significativa no tamanho dos adipdcitos, assim como o aparecimento de mi-
croporos na membrana plasmatica e liberagio de triglicérides, sem alteragdes apreciaveis em
componentes microvasculares, do estroma e da epiderme, assim como no nimero de adi-
pocitos apoptdticos. Clinicamente, o tratamento com ultrassom provocou uma significativa
reducio, tempo-dependente, da gordura abdominal.

Conclusdes: O presente estudo reforca a seguranca e a eficicia do ultrassom transcutaneo
de alta freqliéncia minimamente focado na reduc¢io da gordura localizada, fornecendo evi-
déncia experimental de um possivel mecanismo de a¢io.

Palavras-chave: ablacio por ultrassom focalizado de alta intensidade; adipdcitos brancos;
gordura subcutanea

ABSTRACT

Introduction: Lipo-reductive ultrasound devices are commonly used for non-invasive body sculpting
purposes because they can achieve clinically appreciable subcutaneous fat pad reduction and are safe
and well tolerated by patients.

Objective: This study aims to evaluate the morphological changes induced on the different cell com-
ponents of human skin as a result of weakly focused high-frequency ultrasound.

Methods: Full-thickness skin samples exposed or not to ultrasound ex vivo, and skin biopsies from
patients pre-treated or not with ultrasound before lipo-reductive surgery, were analyzed to evaluate pos-
sible morphological changes of adipocytes. Adipocyte apoptosis and triglyceride release were also assayed.
Clinical evaluation of the effects of repeated ultrasound treatment vs. sham-treatment was also performed.
Results: Compared with the control samples, ultrasound treatment induced an appreciable reduction
in adipocyte size, the appearance of plasma membrane micropores and triglyceride release, without
appreciable changes in microvascular, stromal and epidermal components, and in the number of apop-
totic adipocytes. Clinically, the ultrasound treatment resulted in a time-dependent significant reduction
of abdominal fat.

Conclusions: This study supports the safety and efficacy of trans-cutaneous weakly focused high-frequency
ultrasounds for localized fat reduction, and provides experimental evidence for a possible mechanism of action.
Keywords: adipocytes, white; high-intensity focused ultrasound ablation; subcutaneous fat



US focado no tecido gorduroso

INTRODUCAO

Para atender a crescente demanda por métodos nio
invasivos de reducio de gordura alternativos a lipoaspira¢io,’
inGimeros tratamentos fisicos, especificamente a estimulacio
mecanica e elétrica, a radiofreqiiéncia, e o laser de baixa
intensidade, foram desenvolvidos, porém em sua maioria

nio atenderam as expectativas' *

e alguns também suscitaram
questdes relativas a seguranca.’ Entre as abordagens nio-invasivas
mais promissoras para a lipo-reducio, o ultrassom tem um lugar
fundamental.®” Apesar de sua crescente utilizacio em medicina
estética com resultados satisfatorios, seus mecanismos de a¢io
sobre as células adiposas ainda precisam ser completamente
elucidados e, provavelmente, variam de acordo com o modo
de aplica¢io de ultrassom. De fato, a energia ultrassonica pode
ser transmitida para a pele de forma nio focada ou focada. Na
forma nio focada, a energia decresce com a profundidade:
assim, a quantidade de energia suficiente para atingir a gordura
subcutanea, expde a superficie da pele a intensidade maxima,
podendo causar lesdes. Por outro lado, o ultrassom focado
pode ser concentrado numa zona subcutinea definida para
produzir lise da gordura clinicamente relevante e ao mesmo
tempo limitar os danos nos tecidos superiores.'”!' No entanto,
o ultrassom focado pode induzir aquecimento excessivo,
levando a necrose dos adip6citos na area de tratamento.'? Os
equipamentos lipo-redutores de ultrassom mais recentes sido
especificamente projetados para evitar a lesio tecidual. O

Contour I™

(UltraShape, Yoqneam, Israel), um emissor de
ultrassom focado, foi o primeiro equipamento a realizar a lise
seletiva dos adip6citos e obter reducio clinicamente relevante do
volume dos depdsitos de gordura subcutanea com auséncia de
reacdes adversas significativas.””> O Med2Contour™ (General
Project, Montespertoli, Itilia) tem a vantagem de possuir dois
transdutores angulares nio focais que criam um campo de
ultrassom minimamente focado, onde os dois focos se sobrepdem
dentro dos depdsitos de gordura subcutinea.'*!

Os mecanismos celulares que estio por tras dos efeitos
lipo-redutores do ultrassom nio sio totalmente compreendidos,
sendo matéria para investiga¢cdo. Demonstrou-se que o impacto
do ultrassom nas células adiposas pode induzir a abertura
transitoria de poros na membrana plasmitica e permitir o
vazamento de triglicérides.'*"

O presente estudo tem como objetivo fornecer
evidéncias adicionais da eficicia do ultrassom de alta frequéncia
minimamente focado, emitido pelo Med2Contour™ em lipo-
redugdes nio invasivas e investigar a existéncia de possiveis
indicios morfologicos que possam ajudar a compreender os seus

mecanismos de a¢io sobre as células adiposas.

METODOS
O presente estudo seguiu as diretrizes da Declara¢io de
Helsinque, de acordo com a revisio realizada em Edimburgo
em 2008. Houve aprovagio pelo Comité de Etica da Faculdade
de Medicina da Universidade de Florenca, Itilia. Todos os
participantes assinaram o termo de consentimento esclarecido.
Estudo das amostras de pele humana - Bidpsias de espessura
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total de pele normal com cerca de 15 mm de espessura foram
colhidas de 3 pacientes submetidos a abdominoplastia (1
homem, 2 mulheres, com idades entre 40-65), no momento da
cirurgia. Cada bidpsia foi cortada em duas metades, sendo cada
uma colocada numa placa de Petri sobre gelo, com o tecido
subcutaneo virado para baixo, com a adi¢io de 2 ml de meio de
incubagio pré-oxigenado (meio Eagle modificado de Dulbecco,
DMEM; Gibco Invitrogen, Mildo, Italia). A primeira amostra
foi tratada com ultrassom nio focado usando o dispositivo
Med2Contour™ (General Project, Montespertoli, Italia), de
acordo com os seguintes parametros: 3W de poténcia, frequéncia
de 20kHz, modo pulsado (2 pulsos de 6s cada, separados por
uma pausa de 10s). Um Gnico transdutor do Med2Contour™
foi colocado em contato direto com a epiderme através de uma
fina camada de gel para ultrassom Aquasonic Clear™ (Parker,
Fairfield, EUA). As configuracdes de energia e frequéncia acima
indicadas foram adotadas porque eram semelhantes as que levaram
71415 20 passo que o protocolo de
tempo foi definido de forma a evitar o superaquecimento do

a melhores resultados clinicos,

tecido, dado que os explantes de pele nio possuiam a homeostase
do fluxo sanguineo relacionada a temperatura. A temperatura
do tecido foi monitorada continuamente com um termometro
digital, nio tendo ultrapassado 38°C. A outra amostra foi tratada
com placebo (isto €, foi sujeita a0 mesmo procedimento de
manuseamento, porém sem a emissio de ultrassom) e usada
como controle. No final dos experimentos, fragmentos de tecido
adiposo foram colhidos da parte central das amostras tratadas e
de controle, fixados em glutaraldeido isotonico a 4% e OsO,
a 1%, desidratados e embebidos em resina epoxi Epon (Fluka,
Buchs, Sui¢a), em preparacio para estudos de microscopia Otica
e eletronica.

Mediu-se o tamanho dos adipdcitos das sec¢des semi-
finas (2 mm de espessura) através de morfometria auxiliada por
computador de fotomicrografias digitais. A area de superficie
dos vactiolos lipidicos dos adipdcitos foi medida a partir de 10
micrografias escolhidas aleatoriamente (irea de teste: 65.700
mm) de cada amostra, utilizando o software de anilise de
imagem Image] 1.33 (http://rsb.info.nih.gov/1j), mediante a
fixacio de um limiar adequado que levasse apenas a inclusio dos
vactiolos lipidicos osmiofilicos dos adipdcitos. Perfis vacuolares <
1.000 mm? consistentes com as sec¢des polares foram excluidos.
Os dados foram registrados como valores médios (+ SEM) dos
grupos de controle e tratado. Para a microscopia eletronica de
transmissao, cortes ultrafinos foram corados com acetato de
uranilo e subnitrato alcalino de bismuto,observados e fotografados
através de um microscépio eletronico de transmissio JEM 1010
(Jeol, Toquio, Japao).

Estudo in vivo - Foi realizado em 3 voluntarios obesos
(2 homens, 1 mulher, com faixa etiria de 34-53 anos)
programados para passar por cirurgia lipo-redutora abdominal,
tendo sido submetidos a ultrassom minimamente focado de
alta freqtiéncia utilizando o Med2Contour™ configurado da
seguinte forma: 2W de poténcia, modo pulsado, frequéncia de
20kHz, 15 minutos de tratamento. Em cada paciente, a area de
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teste foi o hipogastrio direito enquanto o hipogastrio esquerdo
foi submetido ao tratamento simulado. Dois pacientes receberam
4 tratamentos (a 27,20, 12 e 1 dia antes da cirurgia). O paciente
restante recebeu 3 tratamentos (a 27, 20 e 12 dias antes da
cirurgia): este protocolo teve como objetivo estudar se os efeitos
do ultrassom seriam mantidos com o tempo. No momento da
cirurgia, os fragmentos de tecido adiposo subcutineo foram
colhidos a partir da parte central das areas de teste e de controle,
sendo processados para exame ultraestrutural, tal como descrito
acima. Da mesma forma que no experimento com os explantes
de pele, a morfometria do tamanho dos adipdcitos foi realizada
em cortes semi-finos e a analise ultra estrutural foi realizada em
secoes ultra-finas dos espécimens incorporados em Epon.

Mais 3 pacientes com sobrepeso (2 homens, 1 mulher,com
idades entre 30-33 anos) foram incluidos para avaliagio da massa
de tecido adiposo subcutaneo como controle e pele abdominal
tratada com ultrassom. Tais pacientes foram submetidos a 4
tratamentos semanais de ultrassom, de forma semelhante ao
protocolo acima descrito. Antes de cada tratamento e 1 semana
ap6s o ultimo tratamento, a espessura do depdsito de gordura
subcutanea nas areas de controle e de teste foi avaliada através da
medida da profundidade das dobras da pele com um adipoémetro
Harpenden (FitnessAssist, Wrexham, UK). Para normalizar
as diferencas individuais, os valores foram expressos como
percentual de mudanc¢a em relagio as medidas iniciais.

Andlise estatistica - Os parametros quantitativos do ensaio
clinico foram analisados estatisticamente com software estatistico
Graph Pad Prism 4.03 (GraphPad, San Diego, CA, EUA),
assumindo pacientes individuais como unidades da amostra (n
= 3). A significancia estatistica das diferencas entre os grupos foi
avaliada pelo teste f de Student desemparelhado; um p < 0,05 foi
considerado significativo.

RESULTADOS

A microscopia Otica e a analise morfométrica das secgdes
semi-finas de tecido adiposo subcutineo dos explantes de
pele ex vivo (n = 3) mostrou que o tratamento com ultrassom
Med2Contour™  induziu uma diminuicio considerivel e
estatisticamente significativa (-23%) no tamanho de vactiolos
lipidicos dos adipdcitos (Figura 1). Achado semelhante foi
observado nas bidpsias de gordura subcutinea colhidas na
cirurgia (tanto do grupo submetido ao procedimento simulado
como daquele que teve a pele abdominal pré-tratada com o
Med2Contour™) (Figura 2). Nas biopsias realizadas 1 dia apds a
ultima aplicacdo do ultra-som (n = 2), verificou-se uma reduc¢io
significativa (-26%) do tamanho de vactolos lipidicos dos
adipdcitos. Nas biopsias feitas 12 dias apds a tGltima aplicagdo do
ultra-som (n = 1), o tratamento induziu uma reduc¢io ainda mais
acentuada (-47%) dos vactolos lipidicos dos adipocitos. Nio
foram observadas diferencas entre as bidpsias tratadas de forma
simulada de 3 pacientes (dados ndo exibidos).

A anilise ultra-estrutural do tecido adiposo de explantes
ex vivo de pele tratados de forma simulada demonstrou
adipdcitos normais, evidenciando um grande vactolo lipidico
osmiofilico com uma borda periférica elétron-lucente contigua
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FIGURA 1: Achados histoldgicos e morfométricos dos adipdcitos
subcutaneos dos explantes de pele ex vivo

Comparado com o tratamento simulado, o tratamento de ultrassom utilizan-
do o Med2Contour provoca uma redugdo estatisticamente significativo da
drea média da superficie de sec¢do transversal de vactiolos lipidicos, corre-
lacionada com o volume global dos adipdcitos (teste t de Student). Fixa¢do/
coloragdo com OsO4 e corante de contraste com azul de toluidina. Barras =
10 um.

a uma fina camada citoplasmatica contendo escassas organelas,
microvesiculas de pinocitose e goticulas lipidicas (Figura 3). As
células estavam cercadas por uma membrana basal continua.
Microvasos sanguineos — principalmente capilares — e tecido
conjuntivo intersticial composto por matriz frouxa contendo finas
fibras de colageno, apresentaram aparéncia normal (dados nio
exibidos). Caracteristicas normais de adipdcitos e componentes
do estroma também foram observados nas bidpsias do tecido
adiposo que foram retiradas das dreas tratadas de forma simulada
nos 3 pacientes inclusos no estudo (dados nio disponiveis). Por
outro lado, o tecido adiposo subcutineo de amostras de pele
ex vivo tratado com ultrassom apresentou diferencas bastante
visivels se comparado as amostras tratadas de forma simulada.
Em particular, muitos adipdcitos mostraram alteracdes peculiares
consistindo de aglomerag¢io de goticulas lipidicas e rupturas
focais da borda citoplasmatica periférica (Figura 4).Tais rupturas
(de aproximadamente 0,5-1,5 mm de diametro) estavam
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FIGURA 2: Os achados histoldégicos e morfométricos de adipdcitos
subcutaneos de bidpsias de pele abdominal colhidas nos instantes
experimentais apds o tratamento

Comparado com o tratamento simulado, o tratamento de ultrassom utilizan-
do o Med2Contour provoca uma redugdo estatisticamente significativa da
drea média da superficie da seccdo transversal de vactiolos lipidicos, corre-
lacionada com o volume global dos adipdcitos (teste t de Student). Fixagdo/
coloragdo com 0sO4 e corante de contraste com azul de toluidina. Barras =
10 um.

: A
FIGURA 3: Imagens de microscopia eletronica representativas de tecido
adiposo de explantes de pele ex vivo tratados de forma simulada

A) Um dos adipdcitos evidenciando goticulas lipidicas de diferentes tamanhos
no citoplasma periférico. B) Detalhe da imagem anterior (seta) mostrando o
citoplasma intacto e membrana plasmatica continua margeada por uma lami-
na basal (setas). Barras = 1 um.
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FIGURA 4: Imagens de microscopia eletronica representativas de tecido

adiposo de explantes de pele ex vivo tratados com ultrassom
Med2ContourTM

A) Adipécito evidenciando agrupamento de goticulas lipidicas no citoplasma
marginal. B) Detalhe da imagem anterior (seta) mostrando o agrupamento
de goticulas. C) Uma gota lipidica prestes a romper a borda citoplasmdtica
(seta). D e E) Rupturas citoplasmdticas (setas), permitindo o vazamento de
goticulas de triglicérides no intersticio (asteriscos); cf: fibras de coldgeno.
Barras =1um.

geralmente restritas a pequenas areas da superficie da célula, mas
eram suficientemente grandes para permitir o vazamento de
goticulas de triglicérides do vactolo citoplasmica interior para
o espaco extracelular. Faz-se importante notar que nio foram
observados sinais de morte dos adipdceitos ou restos celulares.
Também ¢é importante notar que os componentes celulares e
intercelulares do estroma possuiam uma aparéncia normal, sem
sinais de danos (dados nio exibidos).

O exame ultrastrutural das bidpsias de gordura subcutanea
colhidas durante a cirurgia nas areas de pele abdominal pré-
tratadas
daquelas dos espécimes ex vivo. Imagens de vazamento de

com ultrassom mostrou caracteristicas diferentes
triglicérides de adipocitos ndo foram detectados em nenhum dos
pacientes examinados, independentemente das bidpsias terem
sido feitas 1 ou 12 dias ap6s a Gltima aplica¢io de ultrassom. Os
componentes do estroma intersticial demonstraram aparéncia

Surg Cosmet Dermatol 2015;7(2):138-43.



142 Bani D, Li AQ, Lo Russo G

normal (dados nio exibidos). No entanto, os adipdcitos que
haviam sido expostos ao ultrassom, consistentemente mostraram
perfis irregulares e sinuosos assim como multiplas goticulas
lipidicas agrupadas na borda citoplasmatica (Figura 5). Estas
caracteristicas nunca foram encontrados nos adip6citos tratados
de forma simulada e sio consistentes com a significativa redu¢io
do volume celular, possivelmente relacionada com a liberagio de
triglicérides.

A avaliacgio da massa de tecido adiposo subcutineo
através de plicometria evidenciou uma diminui¢do dos
valores medidos nas regides de pele abdominal tratada com
ultrassom correlacionada ao tempo, em comparagio as areas
correspondentes tratadas de forma simulada (Tabela 1). Uma
observacio importante é a de que a tendéncia decrescente nas
regides tratadas com no Med2Contour continuou durante 1
semana ap6s o dltimo tratamento (periodos mais longos nio
foram analisados).

DISCUSSAO

Os achados do presente estudo indicam que o ultrassom
de alta frequéncia minimamente focado aplicado pelo dispositivo
Med2Contour™ na pele humana pode levar a uma redugio
substancial da gordura subcutanea e do tamanho das células
adiposas, confirmando as observagdes clinicas e histologicas
anteriores do significativo efeito lipo-redutor desta técnica. '*1
O presente estudo fornece indicios morfologicos adicionais
para melhor compreender o mecanismo de a¢io do ultrassom
em adipdcitos. De fato, a exposi¢io de explantes de pele de
espessura total a 2 ciclos curtos de ultrassom (6 seg. cada),

N

em nivel de energia semelhante a utilizada para fins clinicos,

resultou numa diminuigio estatisticamente significativa de

FIGURA 5: Imagens de microscopia eletrénica representativas do tecido
adiposo de areas de pele abdominal que foram sujeitas a pré-tratamento
de ultrassom (1 dia) utilizando o Med2ContourTM

A) Adipdcito evidenciando mdiltiplas goticulas lipidicas agrupadas na borda
citoplasmadtica. B) Adipdcito evidenciando perfis irregulares e sinuosos, e duas
goticulas lipidicas periféricas; um capilar préximo (C) evidencia caracteristicas
normais. Barras = 1 um.
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TABELA 1: Alteracdao percentual da massa de tecido adiposo avaliada
com plicometro na quarta semana de tratamento e uma semana apos a

ultima sessdo de tratamento (+1).

Semana Tratamento-placebo = Med2Contour  Teste t de Student
1* 100 100

2 101.6 + 0.5 94.1£ 1.1 p<0.01

3 100.1+ 1.5 85.8+2.4 p<0.001

4 101.2+0.8 77.2+0.5 P<0.001

+1 100.4 1.5 77.7 1.0 P<0.001

* Os valores mensurados ap6s o primeiro tratamento foram

considerados como sendo 100%.

adipécitos subcutineos. A microscopia eletrdnica, o tratamento
de ultrassom pareceu causar a desestabilizacio do citoplasma dos
adipdcitos e da membrana plasmatica que envolve o vactiolo
lipidico, possivelmente pela coalescéncia de goticulas lipidicas.
Por sua vez, este fendomeno provoca rupturas focais do citoplasma
dos adipdcitos (aprox. 0,5-1,5 mm de didmetro), que permitem
o vazamento de lipideos do vactiolo interior para o espaco
extracelular. Resultados similares foram observados em biopsias
de tecido adiposo obtidas de pacientes que foram tratados com
Med2Contour™. Em particular, em comparacio as areas tratadas
de forma simulada, o tamanho médio de adipdcitos subcutaneos
foi significativamente reduzido 1 dia apés o Gltimo tratamento,
com esse resultado mantendo-se claramente observavel apos
12 dias. Ultraestruturalmente, ja nio foi mais possivel observar
imagens de vazamento de triglicérides dos adipo6citos em
nenhum dos pacientes estudados, embora os adipdcitos ainda
possuissem caracteristicas ultra-estruturais compativeis com o
esvaziamento de triglicérides.

Digno de nota é o fato de que em ambos os experimentos
(ex vivo e in vivo), a liberagio de lipideos nio foi acompanhada
por quaisquer sinais morfologicos de danos adipdcitos ou
inflamacio intersticial. Além disso, os efeitos do tratamento
com ultra-som parecem estar restritos a adipdcitos, enquanto
que os vasos sanguineos e o estroma intersticial mostraram
caracteristicas normais, como observado nos controles tratados
de forma simulada. Tais observa¢des estio de acordo com
estudos in vivo anteriores realizados em porcos e em humanos,
com ambos os equipamentos Contour I™ e Med2Contour™,
quando foi demonstrado que os tratamentos de ultra-som
causaram a redugio seletiva de células adiposas sem lesionar a
pele, vasos, nervos, ou tecido conjuntivo.” > Os resultados do
presente estudo sugerem que o tratamento com ultrassom de alta
frequéncia minimamente focado, com configura¢des adequadas
de pardmetros e timing, nio cria condi¢des adversas locais que
podem favorecer lesdo tecidual e reagio inflamatéria ou fibrética
subsequente. Por outro lado, a integridade dos componentes
vasculares do tecido adiposo pode favorecer a remogio de
goticulas de gordura intersticiais e supostos mediadores pro-
inflamatoérios liberados dos adipocitos, possivelmente devido a
drenagem linfatica. '
A observagio de que o tratamento de ultra-som induz
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o vazamento de triglicérides do interior dos adipocitos para
o estroma intersticial implica no questionamento sobre o seu
destino final. Os triglicérides possivelmente seriam absorvidos
e metabolizados por lipases endogenas, ao glicerol e a icidos
graxos livres, bem como incorporados no conjunto total
de lipoproteinas. E importante notar que os lipideos séricos

permaneceram inalterados 7'

ou ligeiramente elevados, mas
ainda dentro da faixa normal, P tanto em animais experimentais
como em pacientes submetidos a tratamentos lipo-redutores com
ultrassom, sendo substancialmente responsaveis pela seguranca
deste procedimento do ponto de vista metabolico. Em desacordo

com um estudo anterior, °

nio foram observados quaisquer
sinais de desarranjo da rede de colageno do tecido adiposo ou
induc¢io de apoptose dos adipdcitos — porém esta discrepancia
provavelmente foi devida a exposi¢do consideravelmente mais
longa (10 min.) das amostras de pele ao ultrassom utilizado no

presente estudo. ¢
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Em conclusio, o presente estudo refor¢a ainda mais a
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uma ferramenta eficaz e segura para fins de lipo-redugio.
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