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“ Avaliacdo da composicdo corporal de ratos machos apos a administragdo de

fosfatidilcolina”

Resumo

Farmacos tém dado uma forte contribuicdo para o combate e gjuda ao controle da
obesidade. Encontra-se como opcéo a Fosfatidilcoling, sua concentracdo e composi¢ao
parecem influir diretamente na integridade e funcionamento das membranas. Supde-se
que o uso deste fosfolipidio aumente a solubilidade do colesterol, trazendo beneficios
como aterar a composicdo de depositos de gordura e inibir a agregacéo plaquetaria. O
presente estudo objetivou pesquisar a influéncia da fosfatidilcolina na composicéo
corporal e sua acdo hepatotoxica. Foram utilizados 36 ratos machos Wistar, divididos
em trés grupos. Grupo Controle, Grupo Terapéutico — 1mg/Kg corpora de
fosfatidilcolina e Grupo Supra — 2 mg/Kg corporal de fosfatidilcolina, semanal mente
durante 5 semanas apos as 12 semanas do periodo de ganho de peso. Apos o sacrificio,
foram coletadas amostras de sangue para analise das atividades enziméticas plasmatica
da aspartato aminotransferases aanina aminotransferases e gama glutamil trasnferase,
perfil lipidico e creatinina e também determinada a composi¢do corpora dos animais.
Diferencas estatisticas ndo foram encontradas nas andlises enziméticas plasméticas, no
perfil lipidico e também quanto a creatinina. Ja o indice de correlacdo entre a massa
corporal total e a massa de gordura relacionado com intervalo de confianga teve o
coeficiente r’=0,1399 e a correlacéo entre a massa corporal total e a massa magra, teve o
coeficiente r’=0,4877. Os resultados sugerem que a administracdo subcutanea de
fosfatidilcolina na dose de 2 mg/Kg corpora no periodo 5 semanas em aplicacOes
semanais, reduz a massa gorda do peso total. Sabe-se ainda que a administracéo
subcuténea nas doses de 1mg e 2 mg por Kg corporal em 5 semanas com aplicaces
semanais ndo produz efeitos toxicos.

Paavras-chave: Fosfolipidio, massa gorda e Toxidade Hepética.



“BODY COMPOSITION EVALUATION IN MALE RATSAFTER
PHOSPHATIDILCOLINE ADMINISTRATION

Abstract

Drugs have given a heavy contribution to the combat and help of fat control. One of
the choices is Phosphatidilcholine, its concentration and composition seems to
influence directly in membrane integrity and functioning. Supposing that the use of
this phospholipid increases the choslesterol solution, bringing benefits like the
composition change of fat deposits and plague joint inhibition. The present study
amed to search the Phosphatidilcoline influence in body composition and its
hepatotoxics actions. eigtheen male rats Wistar, were studied and divided into three
groups. Control Group, Terapeutic Group — 1 mg/Kg in the body mass of
Phosphatidilcholine and Double Group — 2 mg/Kg in the body mass of
Phosphatidilcholine, weekly during 5 weeks after 12 weeks of the got weight gain
period. Following the sacrifice, blood samples were collected to analyse the plasmatic
enzimatics activities of the aspartate aminotransferase, alanine aminotransferase and
gamma glutamyl transpeptidase, the lipidic profile and creatinine and also assessed the
animals body composition. Statistics differences were not found regarding plasmatic
enzimatic analysis, the lipidic profile and also the creatinine. However the analogic
rate beween tota body mass and fat mass related reached r 2 coeficient of
determination of 0,14 and the relationship between the total body mass and leam mass
thin weight related presented the coeficient r 2 = 0,48. The results suggest that the
subcutaneous administration of Phosphadilcholine in dose of 2 mg/Kg of body mass
during five weeks with weekly aplication reduce the fat mass amount of the total mass.
It is also known that the subcutaneous administration in doses of 1 mg and 2 mg of
body mass during five weeks with weekly aplication do not produce toxics effects.

Key-words: Phospholipid, fat mass and hepatic toxity.
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1. Introducéo

Atuamente vérias pesquisas relacionadas na érea da salide apontam para a busca
da solucéo desta epidemia chamada de “obesidade”, que tém preocupado mundialmente
0s pesquisadores nesta areae a fim de tentar achar uma solugdo para esta, que ja é
considerada uma doenca. (ACMS, 2001).

O aumento da gordura corporal tem preocupado a todos os profissionais da area
da salide, pois este aumento esta rel acionada com doencas que advém deste acimulo de
tecido adiposo (diabetes, hipertensdo arterial, doencas coronarianas e etc) (ACMS,
2001).

No ano de 2000, a obesidade causou mais mortes do que outras doencas
consideradas de riscos, tais como aids e cancer (ACMS, 2001).

Atuamente a farmacologia tem dado uma forte contribuicdo para o combate e
guda ao controle da obesidade. Quando falamos do aumento da gordura corporal
devemos esclarecer estes dados.

Quando se referimos a0 sexo feminino, a taxa de gordura aceitavel € de
aproximadamente entre 20 a 26 % do peso corporal e esta faixa do sexo masculino varia
entre 14 a 21 % do peso corporal (GUEDES; GUEDES, 1998), quando estas taxas sdo
ultrapassadas, o individuo passa a se classificar com sobrepeso corporal e a pertencer ao
gue chamamos de grupo ce risco a salde com probabilidades a doencas ja citadas
anteriormente.

Com toda esta problemética as pesquisas tém voltado para tentar solucionar esta
“epidemia’‘, com as dietas hipocal éricas (reducéo das calorias ingeridas na alimentacdo
didria parareduzir o peso corporal), associadas a praticas de exercicios fisicos regulares,
pesguisando o uso de farmacos, auxiliando no controle da ansiedade, um dos principais
fatores pesguisados e responsavei's pel o apetite descontrolado (GUEDES, 1994).

Um destes f&rmacos pesguisados € o farmaco FOSFATIDILCOLINA, derivada
da soja, muito usada nos exames cardiol 6gicos para a intervencdo na quebra das placas
de ateromas formadas nas paredes de vasos e artérias (acumulo de gorduras, proveniente
do sedentarismo e alimentacéo inadequada, com excesso de gorduras hidrogenadas) e
assim em alguns casos conseguindo resultados satisfatorios (FOX, 1990).

Acompanhando esta linha de raciocinio, comegouse a usar este mesmo farmaco

de uma forma local (subcuténea) em alguns pontos antropométricos do corpo humano



onde se localiza maior deposito de tecido adiposo (cintura, abdome,quadril e coxa),e
comecou-se a notar uma certa reducéo destas medidas previamente analisadas. Com
estes resultados e com a fdta de informagdo na literatura existente sobre o farmaco e
sua acdo sobre o tecido adiposo, nos levou a desenvolver esta pesguisa de caréter

experimental para tentar obter uma maior informac&o sobre esta problemética.

1.1 Fosfatidilcolina

A Fosfatidilcolina é o componente predominante de fosfolipidio das membranas
das células e um percussor para acetilcolina, € uma lipoproteina encontrada em
abundancia nas mesmas,. Formas orais de fosfatidilcolina so vendidas nos Estados
Unidos como suplementos nutricionais comercializados para o tratamento de
hiperlipidemia e disfungéo cognitiva. PreparacOes intravenosas de fosfatidilcolina sdo
manufaturadas e prescrevidas na Europa com os nomes comerciais de Lipostabil e
Essentiale (Aventis Pharma, uma subsidiaria do grupo Sanofi- Aventis, Paris, Franca.)
para condigdes cardiovasculares (angina, gordura, embolia e hipercolesterolemia) e
doenca do figado. A fosfatidilcolina usada nestas formulagdes € também chamada
polisaturada- ou polienil — fosfatidilcolina .(RITTES, 2003; VICTOR, 2003).

1.2 Historico: Mesoterapia x Fosfatidilcolina

O uso de cocaina para o controle de dor local foi iniciamente relatado pelo
oftalmologista Karl Koller (1857-1944) em 1884 ap06s seu descobrimento pelo quimico
Albert Niemann (1834-1861). Em 1904, Alfred Einhorn descobriu um anestésico néo
aditivo, procaina (novocaina, do latino novus, significando “nova’ cocaind). Albert
Lemaire (1875-1933), um fisico Belga, aiviou neuralgia usando injecbes locais de
procaing, e mais tarde, Reré Leriche (1879-1955), um cirurgido Francés, similarmente
injetou procaina dentro de um ganglio compreensivo e tendbes inflamados
(ROTUNDA; KOLODNEY, 2006; BALL; WESTHORPE, 2004; HUANG et al.,
1999).



Em 1952, um fisico Francés, Michel Pistor, administrou procaina via intravenosa
para um paciente asmético, o qual teve um impacto limitado em sua doenca respiratoria,
mas deu-se a entender uma melhora na audicdo dele. Com a intengdo de maximizar a
anestesia local e o efeito vasodilatador da procaina, Pistor empregou injecdes de
medicacdo multiplas, locais e superficiais (3-5 mm profundidade) préximo aos ouvidos
dos pacientes, quais foram mais tarde reconhecidos como a aplicagdo origina de
mesoterapia. Embora audicdo ndo tenha sido restaurada, a sindrome de dor na
articulagdo temporo- madibular e equizema foram melhorados em outros pacientes que
receberam estas injecbes. Em 1953, Dr. Mario Lebel inventou uma agulha de 3mm que
facilitou a distribuicdo superficial e subcutanea desse medicamento. Com a sua primeira
publicacdo de técnica num jornal local médico em 1958, Pistor criou o termo
Mesoterapia, 0 qual pode ser estritamente definido como tratamento de mesoderme
(primeira camada da pele) em tecido conectivo, musculo, e sistema circulatorio.
Referindo-se aos efeitos das injecdes de procaina localizadas num grande nimero de
tecidos, Pistor relatou: “a acdo no tecido originado da mesoderme € tdo extensiva que
estes tratamentos merecem o nome global de mesoterapia’ (ROTUNDA; KOLODNEY,
2006; BRYANT, 2004).

Michel Pistor fundou a Sociedade Francesa de Mesoterapia em 1964 e ampliou a
mesoterapia para tratar condigBes gerais, médicas, veterindrias e cosméticas. Em 1976,
no Primeiro Congresso Internacional de Mesoterapia estabeleceu promover a crescente
especididade. A Unica, distribuicdo localizada de misturas heterogéneas de procaina,
antiflamatorios ndo esteroidal (AINES), vasodilatadores, e relaxantes de musculo dentro
de locais de dor musculo esquel éticos complementou a administracdo da dor tradicional
em hospitais locais e foi usado em atletas profissionais. Em 1987, a Academia Nacional
Francesa de Medicina, reconheceu a mesotergpia como uma especialidade oficia de
medicina. A mesoterapia desfrutou seu sucesso inicial na Franga, mas 0 uso comum por
toda Europa seguiu como aplicacbes cosmeéticas adicionais que foram desenvolvidas.
Existem aproximadamente 15.000 mesoterapistas na Franca e mais de 200 clinicos
americanos visitaram a Franca para aprender a técnica da mesoterapia. Dependendo da
indicacdo, cada sessdo deve envolver varias aplicacbes com injegdes administradas em
varios nivels da pele por seringa ou especialmente pistola técnica de distribuicdo
(ROTUNDA; KOLODNEY, 2006).



A mesoterapia recebeu seu avango iniciad dentro da consciéncia Norte
Americana quando uma cantora popular citou que mesoterapia (combinada com uma
dieta compreensiva e uma rotina de exercicios), administrada pelo fisico esteopético,
Dr. Leonel Bissoon, foi responsivel pela melhora da aparéncia da mesma
dramaticamente. “ Centros de Wellness’ e “Spas médicos’ nos Estados Unidos
abragaram a mesotergpia como um novo tratamento para celulite, perda de
peso,envelhecimento. A mesoterapia ndo € uma técnica médica convencional ensinada
nas escolas médicas dos EUA e ndo héa regulamentos federais ou estatais definindo a
liberdade de acéo e prética da mesoterapia, fisicos e ndo fisicos aprendem mesoterapia
ou em escolas de desenvolvimento ou de pegquenos centros em outros paises
(ROTUNDA; KOLODNEY, 2006; BRY ANT, 2004).

A técnica comeca a ampliar e é adotado 0 uso de um novo farmaco na
mesoterapia ja usado nos exames cardiol 6gicos (cateterismo), chamado fosfatidilcolina
InjecOes de fosfatidilcolina intralesionais foram apresentadas primeiras em 1988 no 5°
Congresso Internacional de Mesoterapia em Paris, Franga, como um tratamento. Ao
decorrer das décadas, um nimero de clinicos na Franga, Itdlia e Brasil comegaram usar
Lipostabil e Essentiale (formulado para uso intravenoso) como injegdes subcutaneas
para reduzir colegbes localizadas de tecido adiposo. A Dermatologista brasileira,
Patricia Rittes, € conhecida com a primeira clinica a publicar suas experiéncias usando
injecdes de fosfatidilcolina para blocos de gordura infraorbitais e outras correcoes
localizadas de gordura. As aplicacfes e descobertas dela sdo usadas por um nimero de
outros investigadores. Injecdes de fosfatidilcolina e similares, composi¢des compostas
de fosfatidilcolina s&o comercializadas como as menores aternativas evasivas (embora
menos dramadtica) para liposuccdo, ou como procedimentos de “retoque’ de
posliposuccdo. Estes tratamentos s&o anunciados como Lipodissolve, Lipoterapia,
Lipolyse, Injecdo Magra, Fosfolipon e injecbes de Lipolight (ROTUNDA,;
KOLODNEY, 2006; MOY, 2004; HEXSEL et. al., 2003; RITTES, 2003).

1.3 Efeitos da Fosfatidilcolina

A concentragdo e composi¢do da fosfatidilcolina parecem influir diretamente na

integridade e funcionamento das membranas celulares, principalmente no transporte



através delas. Supbe-se que o uso deste fosfolipidio aumente a solubilidade do
colesterol, trazendo beneficios como alterar a composicdo de depositos de gordura e
inibir a agregacdo plaguetéria, o que diminuiria os riscos de doencas cardiovascul ares.
Terapeuticamente ela tem sido usada em distlrbios mentais, doencas cardiovasculares e
hepéticas induzidas por medicamentos, alcool, poluicdo, viroses e outras toxinas. A
Exposi¢cdo das membranas celulares a substancias toxicas pode causar danos as células
hepaticas, levando a desequilibrios na homeostasia e posteriormente a morte destas
células, o dcool, por exemplo, pode destruir a membrana mitocondrial, prejudicando o
metabolismo de gorduras (LIEBER et. al., 1994; LIEBER et. al., 1996). Nestes casos a
fosfatidilcolina pode gjudar a membrana a se regenerar.
Nos casos de danos ao figado a fosfatidilcolinafoi pesquisada em:
- Ingestdo abusiva de dcool: ha vérios relatos de sucesso, tanto com o uso oral (PANOZ
et. al., 1990; SCHULLER PEREZ et. al., 1985; KNUECHEL 1979) quanto intravenoso
(BUCHMAN et. al., 1992).
- Na recuperacdo hepética apés danos causados por virus, como o da hepatite
(TSYRKUNOV, 1992; FRIEDMAN et. al.,, 1996; MUETING et. al., 1972;
HIRAYAMA et. al., 1978; YANO et. al., 1978; KOSINA et. al., 1981; JENKINS et.
al., 1982; VISCO et. al., 1985; HANTAK et. al., 1990).
- Também ha relatos em pacientes que tiveram problemas relacionados ao tratamento da
tuberculose e foram gjudados pela fosfatidilcolina tanto pela via oral (MARPAUNG et.
al., 1988) quanto intravenosa (KUNTZ et. al., 1978).
- Outras doencas (KUNTZ et. al., 1965; ESSLINGER et. al., 1966; KLEMM, 1964).
Este fosfolipidio € também fornecedor da colina, que por sua vez € essencial na
formagdo da acetilcolina, um importante neurotransmissor envolvido na memoria. Nesta
area pode-se destacar os estudos dos orientais FURUSHIRO et. al. (1997) e CHUNG et.
al. (1995) onde o uso de fosfatidilcolina melhorou a memaoria em animais.

A colina é também necessaria a0 metabolismo de gordura, sendo que a ingestéo
de fosfatidilcolina se mostrou eficiente no tratamento de doencas cardiovasculares e
reducdo dos niveis de colesterol (BIALECKA, 1997; BROOK et. al., 1986;
MEL'CHINSKAIA et. al., 2000; ZEMAN e€t. al., 1995), removendo-o dos tecidos e
evitando a agregacdo de plaguetas. Porém, ha controvérsias sobre estes resultados,

KNUIMAN et. al. afirmaram em 1989 que os beneficios encontrados nestes estudos sdo



artificios causados pelo design experimental e a maneira de analises de dados, sendo
mediados por outras mudancas na dieta ou devido ao acido linoleico. Outro estudo
desanimador foi o de SIMONSSON et. al. (1982), onde dietas ricas em fosfatidilcolina
ndo adteraram  positivamente os niveils plasméticos de lipoproteinas.
Quanto a0 acumulo de gordura encontra-se relato na literatura em animais por
TAKAHASHI et. al., (1982), onde se relacionou a deficiéncia de fosfatidilcolina com
distirbios na liberacdo de lipideos pelas células. Neste estudo japonés, os ratos
recebiam ou dietas ricas ou pobres em colina durante duas semanas, quando a
quantidade de colina era baixa havia disturbios na liberacéo de gordura das células do
intestino para o sistema linfético. A suplementagdo oral de fosfatidilcolina rapidamente
corrigiu esta disfuncéo, confirmando a colina como um fator extremamente importante

na absorc¢ao de gorduras através da membrana celular.

1.4 Efeitoscolaterais

InjecOes de fosfatidilcolina foram associadas com dor local imediata (duragéo de
menos que 30 minutos), equizema, urticaria transitoria, e degrals variavels de inchagos
localizados. Equizema e a maioria de edemas sdo resolvidas em 2 dias.Os pacientes
podem ter sensibilidade localizada e inchagctes leves por vérias semanas, equimoses, €,
raramente hematomas. Pequenos, nédulos subcuténeos pos-inflamatérios no local da
injecdo foram observados resolvendo-se espontaneamente em 1 més. InjecOes
localizadas muito superficialmente podem causar Ulcera de pele, e uma injecéo evasiva
dentro do musculo foi observada e causou dor imediata durante varios dias, mas néo
persistiu em efeitos clinicos desfavoraveis (ROTUNDA; KOLODNEY, 2006; RITTES,
2003; VICTOR, 2003).

Efeitos sstémicos de fosfatidilcolina subcuténea em humanos ndo foram
adequadamente estudados. Hexel e colegas observaram alteragdes néo significantes no
lipidio, figado,e matérias renais em 13 pacientes durante 2 semanas depois de dois
tratamentos com injecdes de fosfatidilcolina subcuténeas. Vérios autores recomendaram
gue a dose total de fosfatidilcolina fosse limitada a 2,5 m/g durante cada sesséo para
evitar nausea e dor abdominal, embora esses sintomas tenham sido observados com

pouco mais de 1,2 m/gde fosfatidilcolina. Estes sintomas sdo similares aos efeitos



potenciais adversos de Lipostabil oral e intravenoso. A aparéncia de efeitos do lado
gastrintestinal como 0s maiores volumes de solugdo foram administrados para
confirmar efeitos sistémicos gque comprovassem a apreensdo até que os dados de
toxidade fossem avaliados (ROTUNDA; KOLODNEY, 2006; VICTOR, 2003).

Um trabalho recente do Paschoal e colegas do Congresso Brasileiro de Cirurgia
Dermatologica em S0 Paulo aumentou sérios conceitos adicionais sobre o lado
potencial dos efeitos do tratamento de fosfatidilcolina. Nessa reportagem, dez porcos
saudéveis receberam 10 injecOes subcutaneas de fosfatidilcolina semana mente (total de
50mg) por dez semanas, sendo seis placebos. Um animal morreu de hepatite colestética,
cinco animais desenvolveram sangramento mucoso, iquitericia prostética, hematomas, e
Ulcera de pele 2 dias depois da Ultima aplicacdo. N&o se sabe quédo relevante essas
reacOes adversas sdo para 0s humanos, como estes animais possuem metabolizagdo
hepética da fosfatidilcolina diferentemente de humanos, e a producdo de anticorpos ,
também sofre variacBes de liposomos e fosfolipidios. Além disso,a armazenagem de
calor pode decompor fosfatidilcolina dentro de lisofosfatidilcolina, o qual € conhecida
por causar colestase hepatica, elevacdo de enzima, e hemdlise intravascular. A fonte e
pureza da fosfatidilcolina usada neste estudo ndo foi descrito, realgcando que engquanto
mais dados de seguranca forem avaliados, clinicos devem identificar pacientes com
riscos desconhecidos até que eles estejam seguros sobre formulagdes compostas destes
tratamentos (ROTUNDA ; KOLODNEY, 2006).

Sabe-se que os profissionais na &ea de Educagdo Fisica tém trabalhado
atualmente com pessoas que praticam exercicios fisicos voltados para a melhora da
salde e desportistas de uma forma geral.Pode-se observar a auséncia de informacéo
relacionada com o0 uso indiscriminado desta substéncia farmacoldgica.. Assim
observamos a necessidade de aumentar o conhecimento sobre o uso de fosfatidilcolina e
sua resposta ra alteracdo da composi¢do corporal, aém de organizar um protocolo de

aplicacdo para diagnosticar as respostas fisiol0gicas ocorridas



2. Objetivo

O presente estudo teve como objetivo pesquisar a influéncia da utilizagdo do
farmaco fosfatidilcolina na composicéo corporal e sua agdo hepatotoxicas em ratos

machos Wistar.
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3. Metodologia

3.1 Comissao de Etica

A pesguisa experimental foi realizada de acordo com os preceitos do Colégio
Brasileiro de Experimentacéo Animal - COBEA e de acordo com a lei federal 6.638 de
08 de maio de 1979. Comité de Etica em Pesquisa envolvendo Animais sob o registro
CEEA/UNITAU n° 008/2004.

3.2 Tratamento da posologia do produto sob investigacéo

Para a realizacdo do estudo foram utilizados aplicagbes na regido do abddémen
inferior (maior deposito de gordura dos animais roedores)da substancia fosfatidilcolina
(ampola de 5m/l via endovenosa), cujo nome comercial é LIPOSTABIL®, sendo o
mesmo produzido pela empresa Aventispharma, Lote n° 1726, com validade até

06/2009. Os ratos receberam aplicagdes de 1mg/Kg a2 mg/Kg do peso corporal.

3.3 Etapas

Os ratos inicidmente foram divididos de forma aleatéria em grupos
experimentais para que durante um periodo de 12 semanas obtivessem o peso e idade
adequada para o estudo. Nesta etapa foi observada a resposta de pesos dos grupos
experimentais. Apos as 12 semanas foi iniciado o periodo de estudo com aplicagéo do

féarmaco.

3.4 Animais do Experimento:

Foram utilizados 36 ratos machos da linhagem Wistar, com peso inicia de
2185 + 22,5 gramas, com dieta livre mantidos em caixas plésticas individuais e
climatizada a 22° C. Sala de contencdo no Ingtituto de Pesquisa e Desenvolvimento —
IP&D Il — Universidade do Vale do Paraiba - UNIVAP — Séo José dos Campos— SP.

Os animais foram previamente tratados por 12 semanas, a fim de se obter ganho
de peso e atingirem a fase jovem adulta, quando seiniciou o tratamento com o farmaco

. A dosagem terapéutica foi estipulada com base na DL 50 e a supradose foi duas

vezes a dose terapéutica, ja em relacdo ao intervalo entre as doses adotouse a
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administracdo de uma Unica dose semanal durante um periodo de cinco semanas de
tratamento (RITTES, 2003).

3.5 Grupos Experimentais:

- Grupos Controle (GC) — Foram utilizados para o grupo controle 12 animais.

- Grupos Terapéuticos (GT) — Foram utilizados neste grupo 12 animais que foram
submetidos a aplicacdo de 1mg/Kg por peso corporal de fosfatidilcolina
semana mente durante 5 semanas apds as 12 semanas do periodo de ganho de
peso.

- Grupo Supra (GS) — Foram utilizados neste grupo 12 animais que foram
submetidos a aplicagcéo de 2 mg/Kg corpora de fosfatidilcolina semana mente

durante 5 semanas apods as 12 semanas do periodo de ganho de peso.

3.6 Coleta de dados:

Para a realizacdo dos experimentos, os animais foram primeiramente sedados
comdietil éter, via inalatéria e posteriormente anestesiados com Ketamina (100mg/Kkg;
I.m.) para a realizagdo da laparotomia, para pungéo da veia cava inferior onde foram
coletados 5ml de sangue para andlise bioquimica e seguido do processo de eutanésia,
com a administracdo intra-cardiaca de Cloreto de Potéssio a 10%. Considerando que o
éter ndo provoca disfuncéo e toxicidade no tecido hepatico, promovendo apenas uma
acao depressora no SNC, tendo sido aplicado em diversos trabalhos nos quais estudou
se a funcdo hepdtica (ABRAHAM, WILFRED, RAMAKRISHNA, 2002; OHTA,
SAHASHI, 2002).

3.6.1 Andlise Bioguimica:

Foram coletadas amostras de sangue, da veia cava inferior com auxilio
de seringa de 5 ml empregando agulha de calibre 25x8. Posteriormente as
amostras foram centrifugadas a 3.000 r.p.m. por 15 min. 4 C. Em seguida,
foram anadlisadas as atividades enziméticas plasmaticas de Aspartato
Aminotransferases (AST), Alanina Aminotransferases (ALT) e Gama GT
(GGT), o perfil lipidico (Colesterol, HDL, LDL, VLDL) e Creatinina.
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Todas as andlises foram realizadas pelo laboratério de andlises clinicas
VALECLIN, situado a avenida Adhemar de Barros, 118 - Vila Ruby — S0 José
Campos-SP.

3.6.2 Analise da Composicéo Corporal

Ap6s o sacrificio dos animais, foram retiradas todas as visceras e
coletado o valor do peso da carcaca (P1). Logo apds, a carcacafoi colocada para
secar em estufa de 100 a 120° C, durante uma semana, para desidratar. Apdés este
procedimento, foi novamerte realizada a pesagem (P2). Ao termino deste, foi
adicionado no processo 200 ml de &gua em um liquidificador, acrescentada a
carcaca seca € em seguida, adicionado 200 ml de solvente organico (éter de
petréleo), visando a remocgdo da gordura. Foi realizada a trituracdo até obter uma
mistura homogénea. Com a gjuda de uma peneira, foi dispensada toda a fase
liquida e repetido o0 processo por mais duas vezes. Desta forma, foi levado para a

estufa de 100 a 120° C por uma semana e pesado (P3) (WATERLOW,;
MENDES, 1957).

Cdculos:
(P1-P2) x 100/P1= % de &gua
(P2-P3) X 100/P1= % de gordura
3.7Andlise estatistica

Foi utilizada andlise de variancia (ANOV A) seguida do teste de Tukey para

amostras independentes. O nivel de significancia menor que 5% (p<0,05) foi adotado.
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4. Resultados

Os dados a seguir apresentados representam a Média + Desvio Padréo (D.P.).
Nenhuma diferenca estatistica pode ser observada em resposta a enzima AST entre 0s
grupos experimentais. Os valores estéo expressos em U/mL. Controle (60,0 £+ 20) versus
Terapéutica (50,0 + 15) e Supra (44,0 + 12), Figura 01.

AST
751
—_1Controle
N Terapéutica
504 N Supra
—
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25-
0

Figura 01 — Média da Concentracdo Plasmética da enzima AST obtida a partir do soro de ratos Wistar
apbs a administracdo de Fosfatidilcolina para os diferentes grupos experimentais. Os dados representam a
meédia+ D.P., n=36.

A Figura 02 representa a concentragcdo da enzima ALT (U/mL) onde podemos
observar que a enzima ALT n&o apresentou diferenca estatisticamente significativa
quando comparada o0s grupos exerimentais. Os valores estdo expressos em U/mL.
Controle (50,50 + 18,5) versus Terapéutico (49,2 £ 11,9) e Supra (38,4 + 9,6).



14

ALT
75+
[_1controle
B Terapéutica
50 Il Supra
£
-}
25
0

Figura 02 — Média da Concentracdo Plasmética da Enzima ALT obtida a partir do soro de ratos Wistar
ap6s a administracdo de Fosfatidilcolina para os diferentes grupos experimentais. Os dados representam a
média+ D.P., n=36.

Quando comparamos a concentracdo da enzima GGT nos diferentes grupos
experimentais ndo pode ser observado nenhuma difererca estatistica, Figura 03. Os
valores estdo expressos em U/L. Controle (1,8 = 1,0) versus Terapéutico (1,8 + 0,80) e
Supra (3,0 + 2,1).
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Figura 03 — Média da Concentracdo Plasmética da Enzima GGT obtida a partir do soro de ratos Wistar
ap0s a administracdo de Fosfatidilcolina para os diferentes grupos experimentais. Os dados representam a
média+ D.P., n=36.
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Tabela 01 - Média da Concentragdo Plasmatica da ALT, AST e GGT obtida a partir do soro de ratos

Wistar apds a administracdo de Fosfatidilcolina para os diferentes grupos experimentais. Os dados
representam a média+ D.P.

ALT AST GGT

(U/mL) (U/mL) (U/L)

n=12 n=5 n=12
Controle 46,5+ 14 60+ 20 24+15
Terapéutica 458+ 11,2 50+ 15 2,0+0,6
Supra - dose 425+ 8,8 44 + 12 28+18

Ao comparar os valores do HDL entre 0s grupos experimentais ndo ocorreu
diferenca estatisticamente significante. Os valores estéo expressos em mg/%. Controle
(38,7 £ 3,9) versus Terapéutico (35,5 £ 6,9) e Supra (34,8 + 3,8), Figura 04.
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Figura 04 — Média da Concentragédo Plasmatica do HDL obtida a partir do soro de ratos Wistar apés a

administracdo de Fosfatidilcolina para os diferentes grupos experimentais. Os dados representam a média
+D.P.,n= 36.
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Ao comparar os valores do LDL entre os grupos experimentais ndo ocorreu
diferenca estatisticamente significante. Os valores estdo expressos em mg/%. Controle
(27,3 £ 7,5) versus Terapéutico (44 + 19,7) e Supra (39 £+ 7,5), Figura 05.

LDL
751
1 Controle
B Terapéutiva
i Bl Supra
80
I
S
B
25
0

Figura 05 — Média da Concentragdo Plasmética do LDL obtida a partir do soro de ratos Wistar apds a

administracdo de Fosfatidilcolina para os diferentes grupos experimentais. Os dados representam a média
+D.P.,n=36.

A Figura 6 exibe a corcentracdo plasmética da lipoproteina VLDL (mg/%)
onde podemos observar que ndo apresentou diferenca estatisticamente significativa

guando comparada os grupos experimentais. Controle (13,7 + 3,9) versus Terapéutico
(13+ 3,0) eSupra(11 £ 2,5).
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Figura 06 — Média da Concentragdo Plasmética do LDL obtida a partir do soro de ratos Wistar ap6s a

administracéo de Fosfatidilcolina para os diferentes grupos experimentais. Os dados representam a média
+D.P.,,n=36.



17

Tabela 02 - Média da Concentragao Plasmatica de HDL, LDL e VLDL obtida a partir do soro de ratos

Wistar apés a administracdo de Fosfatidilcolina para os diferentes grupos experimentais. Os dados
representam ameédia+ D.P.

HDL LDL VLDL
(m/g%) (m/g%) (m/g%)
n=12 n=12 n=12

Controle 368+4,4 294+72 11,1+42
Terapéutica 36,3+ 6,1 38,3+ 16,3 127+3
Supradose 324+39 35+115 105+2

Nenhuma diferenca estatistica pode ser observada ao compararmos os diferentes
grupos experimentais em relaco a concentracdo plasmatica do colesterol. Os valores

estdo expressos em mg/%. Controle (84,7 = 11,9) versus Terapéutico (92,5 + 24,1) e
Supra (84,8 £ 9,2), Figura 07.
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Figura 07 — Média da Concentracdo Plasmatica do Colesterol obtida a partir do soro de ratos Wistar apés
a administracdo de Fosfatidilcolina para os diferentes grupos experimentais. Os dados representam a
média+ D.P., n=36.
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A Figura 08 mostra a concentracdo plasmética de creatinina onde ndo pode ser

observada diferenca estatistica. Os valores estdo expressos em mg/%. Controle (0,80
0,10) versus Terapéutico (0,80 + 0,10) e Supra (0,80 £ 0,10).

CREATININA

L1 Controle
B Terapéutica
Hl Supra

Figura 08 — Média da Concentragcdo Plasmética de Creatinina obtida a partir do soro de ratos Wistar apés
a administraco de Fosfatidilcolina para os diferentes grupos experimentais. Os dados representam a

média+D.P., n = 36.

Tabela 03 - Média da Concentragéo Plasmética do Colesterol e Creatinina obtida a partir do soro de ratos

Wistar apés a administracdo de Fosfatidilcolina para os diferentes grupos experimentais. Os dados

representam ameédia+ D.P.

COLESTEROL CREATININA
(m/g%) (m/g%)
n=12 n=12
Controle 78,8+ 12 08+0,1
Terapéutica 88,8 + 20,9 0,8+0,1
Supradose 799+ 14,7 08+0,1

A Figura 09 mostra a Média £+ DP da massa corporal total (gramas) nos diferentes

periodos experimentais.
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Figura 09 — Valores médios da Massa Corporal nos diferentes Periodos Experimentais obtidas em ratos
apbs a administracdo de Fosfatidilcolina para os diferentes grupos experimentais. Os dados representam a
média+ D.P., n = 36.* p<0,05 quando comparado o Grupo Supra (Semana 1) vs. Grupo Supra (Semana 4

e Semanab).

Tabela 04 — Vaores médios da massa corporal total obtida em ratos apds a administracdo de

Fosfatidilcolina para os diferentes grupos experimentais. Os dados representam a média + D.P., n= 06. *

p<0,05 quando comparado o Grupo Supra (Semana 1) vs. Grupo Supra (Semana 4 e Semana 5).

N=6 1 Semana 2 Semana 3 Semana 4 Semana 5 Semana
Controle 3964 + 135 3993+ 151 398,3+ 14,0 396,6 + 145 400,1 +18,0
Terapéutica 446,7+ 157 | 4418+ 2240 | 430,8 £24,17 | 425,00 + 22,20 416,4 £ 24,0
Supra 466,2 + 21,40 | 460,0 £ 19,40 | 440,7 + 19,60 | 428,0+ 19,70 | 4157 + 13,40

A Figura 10 demonstra os valores do Peso da Massa Magra obtidos ao comparar

0S grupos experimentais ndo havendo diferenca estatisticamente significante. Os valores

s80 demonstrados em gramas. Controle (351,4 + 25,2) versus Terapéutico (365 + 10,2)
e Supra (371,2 £ 8,97).
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PESO MASSA MAGRA
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Figura 10 — Valores médios do Peso da Massa Magra obtida em ratos apds a administraco de
Fosfatidilcolina para os diferentes grupos experimentais. Os dados representam amédia+ D.P., n = 36.

Nenhuma diferenca estatisticamente significante pode ser observada no peso
total dos animais desidratados ao compararmos os grupos do experimento. Os valores
estéo expressos em gramas. Controle (252,1 + 20,6) versus Terapéutico (261,7 + 8,08) e
Supra (269,9 + 5,47), Figura11.
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Figura 11 — Valores médios do Peso Total sem Agua obtida em ratos apds a administraciio de
Fosfatidilcolina para os diferentes grupos experimentais. Os dados representam amédia+ D.P., n = 36.

Ao comparar os valores do Percentual de Agua entre os grupos experimentais
ndo ocorreu diferenca estatisticamente significante. Os valores estédo expressos em %.
Controle (62,6 + 3,2) versus Terapéutico (62,8 = 1,9) e Supra (65,2 = 1,7), Figura 12.
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Figura 12 — Vaores médios do Percentual de Agua obtida em ratos apés a administracdo de
Fosfatidilcolina para os diferentes grupos experimentais. Os dados representam amédia+ D.P., n = 36.

A Figura 13 exibe a média da quantidade de gordura do peso total (gramas) onde
podemos observar que ndo apresentou diferenca estatisticamente significativa quando
comparada 0s grupos experimentais. Controle (50,8 + 15,7) versus Terapéutico (51,42 £
10,2) e Supra (35,4 + 11,7).
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Figura 13 — Valores médios + DP da quantidade de gordura em relacdo a Massa Corporal Total obtida
em ratos (n = 36) apds a administracéo de Fosfatidilcolina nos diferentes grupos experimentais.
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Tabela 05 — Valores médios + DP da massa magra, peso desidratado, % de agua e peso de gordura obtida

em ratos apos a administracdo de Fosfatidilcolina para os diferentes grupos experimentais.

N=5 Massa magra S H20 % H20 Gordura
Controle 3514+ 25,2 252,2 + 20,6 62,7+ 33 50,9+ 15,8
Terapéutica| 3669+ 10,3 2618+8,1 62,9 £20 51,5+ 10,3
Supra 371,2+9,0 2650+ 5,5 65,3+ 20 354+11,7

Figura 14 exibe a correlacéo entre a massa corpora total e o peso da gordura

relacionado com intervalo de confianca e o coeficiente r.

5007
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r’ =0.1399

50 75

160 155
Peso de Gordura ()

Figura 14 — Intervalo de Confianca e Coeficiente da quantidade da Massa Total Corporal em relagdo ao
Peso de Gordura em ratos ap6s a administragdo de Fosfatidilcolina para os diferentes grupos

experimentais. n= 36.

A Figura 15 exibe a correlagéo entre a massa corpora total e o peso da massa

magra rel acionado com intervalo de confianca e o coeficiente r°.
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Figura 15 — Intervalo de Confianca e Coeficiente da quantidade da Massa Total Corporal em relagdo ao
Peso da Massa Magra em ratos apds a administracdo de Fosfatidilcolina para os diferentes grupos
experimentais. n = 36.
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5. Discussao

Diversos estudos tem sido realizados em relacdo ao farmaco Fosfatidilcolina
Estes trabalhos abordam tanto pesquisas relacionadas a hepatotoxicidade bem como
estudos envolvendo o metabolismo de lipdlise. Nos estudos relativos a hepatotoxicidade
demonstrou-se uma melhora da integridade das céulas hepéticas (LIEBER et al., 1994,
LIEBER et. al., 1996), no que tange ao processo de toxicidade devido ao uso excessivo
de & cool e de outras substancias téxicas. Ja na area do metabolismo Bialeck (1997) e
Zeman et d.(1995) avaliaram a acdo deste composto no tratamento de doencas
cardiovasculares, uma vez que este farmaco atua no processo de lipdlise de gordura,
promovendo uma alteracdo dos niveis de colesterol, fator relevante na prevencéo de
doencas cardiovascul ares.

Baseado nas evidencias de que a fosfatidilcolina exerca uma acéo direta na
integridade e funcionamento das membranas celulares, principamerte no transporte
transmembrana, através do aumento da solubilidade do colesterol, seguido do advento
da mesoterapia adotourse a administracdo localizada de diversos farmacos no
tratamento de condicBes gerais, médicas, veterinarias e cosméticas. Esta experiéncia
possibilitou 0 emprego de injecdes de fosfatidilcolina para blocos de gordura
infraorbitais e outras correcoes localizadas da mesma. Estes tratamentos sdo anunciados
como Lipodissolve, Lipoterapia, Lipolyse, Injecdo Magra, Fosfolipon e injecdes de
Lipolight (ROTUNDA; KOLODNEY, 2006; MOY, 2004; HEXSEL et. al., 2003;
RITTES, 2003).

Desta forma verificouse a acdo deste f&rmaco na ateracdo da composicdo
corporal e possiveis alteragdes bioquimicas das enzimas hepéticas apds a administracéo
de duas diferentes doses subcutaneas (Terapéutica e supradose) em ratos machos Wistar
(LIEBER e€t. al., 1994; LIEBER e€t. al., 1996). Para isto alotouse alimentacéo e &gua
livre, afim de ndo promover qualquer influéncia na diminuicdo do peso corporal, ja que
foi comprovado por Guedes e Guedes (1998), que a reducéo da alimentacdo (ingesta
caldrica), influéncia diretamente na diminuicdo do peso corpora e por consegléncia
altera o acimulo de gordura.

Com relacdo a forma de administracéo da fosfatidilcolina, adotouse a aplicacéo

local subcuténea. Foi selecionada a regido de maior depdsito de gordura (regido do
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abdbmen inferior), sendo dividida em duas partes a fim de se evitar a aplicagdo do
farmaco na mesma regido (ZUNG, 1994).

Foram coletados os dados da massa corporal dos animais semana mente (peso
corporal) e as aplicactes foram executadas pelo mesmo avaliador, sempre no periodo da
tarde com os animais devidamente alimentados.

Em relacdo as modificagdes na composicdo corpora, foi encontrada uma
diminuicdo significativa do peso corporal semanal dos animais a0 compararmos a
primeira semana de administragdo em relagdo a quarta e quinta semana do grupo supra
dose. Essa diminuic¢éo ocorreu devido a uma reducéo de 3% a menos do peso total de
gordura corpora dos animais que receberam a supra dose, confirmado pela andlise do
exame de carcaga animal (peso corporal total subtraido do peso da &gua, viceras e massa
muscular). Esse resultado encontrado € confirmado pelo estudo de Takahashi e
colaboradores (1982), que afirma que o uso da fosfatidilcolina aumenta a
permeabilidade da membrana celular, e assim aumentando o mecanismo de retirada de
gordura da célula pelo sistema linfatico. Em relagdo ao grupo controle observouse que
a administracdo de fosfatidilcolina ndo promoveu uma diminuicdo estatisticamente
significativa nos diferentes periodos experimentais.

A fim de se verificar a existéncia de uma possivel correlacdo entre a massa
corporal total (g) e o peso de gordura (g), redizouse o céculo do coeficiente de
Pearson e a andlise de regressao linear, onde se observouum valor para Pearson de 0,36,
com p = 0,208, portanto ndo houve uma correlagdo positiva entre as variavels
analisadas. Deste modo pode-se deduzir que ndo ocorreu uma correlacéo direta entre o
aumento da massa corporal total em relagdo a quantidade de gordura. Ja ao avaliarmos a
correlacdo existente entre a massa corporal total e a massa magra, podemos observar um
valor correspondente para o coeficiente de Pearson de 0,69, com p = 0,0079,
apresentando uma correlagdo positiva significativa entre as variaveis. Deste modo
sugere-se que a diminuicdo da massa corporal total pode ser decorrente da perda de
gordura. 1sso explicaria a correlagéo direta entre 0 aumento da massa corporal total com
a massa magra quando comparado a0 grupo que ndo recebeu a administracdo de
supradosagem.

As alteracOes hepaticas associadas a0 uso dos farmacos abrangem um aspecto

que inclui desde alteragcBes bioquimicas e estruturais adaptativas, até a lesdo hepética
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decorrente da administracdo de elevadas concentracBes plasméticas. Existem até o
momento pelo menos 1007 féarmacos conhecidos que podem causar algum tipo
hepatotoxicidade. Estas substancias podem produzir lesdo hepatica através de, pelo
menos, quatro tipos gerais de mecanismos, que incluem: Alteracdo direta da integridade
funcional hepatica; Presenca de metabdlito com potencia capacidade de alterar a funcdo
do hepatécito; Ligacdo do metabdlito da droga a proteinas hepéticas, produzindo
determinantes antigénicos;, capacidade de desencadear uma resposta sistémica de
hipersensibilidade que pode envolver o figado.

Considerando que os sinusoides hepéticos ndo possuem membrana basal e os
endotélios apresentam vasta porosidade, as aminotransferases sdo liberadas dos
hepatdcitos para 0 sangue rapidamente. Estas disposicbes anatdmicas do figado é
provavelmente o0 motivo mais importante pelo qual, durante o dano hepatocelular,
observa-se uma alteragdo precoce da concentracdo enzimatica no plasma das
aminotransferases, sinalizando o dano agudo causado pela alministracéo de agentes
toxicos (GAYOTO, ALVES; 2001; MOTTA, 2003). Ao analisarmos 0 comportamento
destas transaminases em relacdo a administracdo do Lipostabil, observou-se que ndo
houve alteracOes significativas paraa AST e ALT.

Outra pesquisa bioguimica est4 relacionada a elevagdo sérica da fosfatase
acalina, estando esta elevacdo relacionada com a sintese de novas enzimas, fator que
ocorre entre 24 a 48 horas apés a instadacdo de um quadro de lesdo.(MATTOS,
DANTAS, 2003). Destaforma o aumento da fosfatase alcalina pode evidenciar também
0 aumento de sintese enzimaica nos hepatocitos, na tentativa de restabelecer a
homeostasia.

De acordo com Mattos e Dantas (2003), a enzima gama-glutamiltransferase
(GGT), que também esta relacionada ao dano hepético, tém seus niveis elevados em
resposta a indugéo de medicamentos ou toxinas. Analisando os valores encontrados em
relacdo a esta enzima, podemos deduzir que ndo houve ateracBes significantes no
sistema hepatobiliar (MOTTA, 2003).

A magnitude da excrecdo de diferentes substancias na urina representa o
resultado de trés processos nefréticos: (1) filtracdo glomerular, (2) reabsorcéo tubular, e
(3) secrecéo tubular. Assim, produtos finais do metabolismo tém de ser removidos do

corpo para garantir a continuagdo do metabolismo protéico normal. As concentragdes
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destes compostos, especialmente da creatinina, podem estar elevadas, fornecendo um
meio importante de avaliar a funcéo renal. A creatinina € impermeavel & membrana
tubular e quase nenhuma creatinina € reabsorvida, de modo que toda a creatinina filtrada
pelos capilares glomerulares é excretada na urina.(BRZOSKA et al., 2003).
Considerando que os valores obtidos em relacdo a Creatinina ndo apresentaram
ateracOes significativas, pode-se concluir que as doses administradas de Lipostabil ndo
promoveram alteracdes no funcionamento do sistemarenal (MOTTA, 2002).

Analisando o colesterol total e as fragOes, podemos observar que ndo foram
encontradas alteragdes significativas em relacdo aHDL, LDL e VLDL.

E importante ressaltar que se faz necessario a histologia das células hepéticas
para confirmar todos os dados coletados e apresentadas, para concluirmos com
seguranca todas as respostas obtidas.

Também é importante destacar o papel da atividade fisica, como instrumento e
meio pelo qual conseguimos alterar a composicdo corpora e assim modificarmos os

valores enziméticos, ndo se fazendo necessé&rio o uso de farmacos.(GUEDES,1998)
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6. Conclusao

Conclui-se mediante os resultados apresentados que a administracéo subcutanea
de fosfatidilcolina, na dose de 2 mg/Kg, no periodo de cinco semanas em aplicaces
semanais ndo produziu uma reducéo significativa da quantidade de gorduratotal. Ainda
conclui-se que a administragcéo subcutanea nas doses de 1mg e 2 mg por Kg corporal
durante cinco semanas com aplicacBes semanais ndo produziu efeitos hepatotdxicos
durante o tempo de administracdo estudado. Desta forma conclui-se que a reducéo de
trés pontos percentuais na massa gorda total torna-se irrelevante quando comparada aos
resultados obtidos a partir de programas de condicionamento fisico, bem como

mudancas no estilo de vida.
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