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O impacto da vagotomia associada ou nédo a esplenectomia
sobre o tecido adiposo branco de ratos obesos e ndo obesos

Resumo

O nervo vago e o bago representam uma interface complexa entre as fung¢des
neurais e imunoldgicas com repercussao no metabolismo energético e no contetdo
de tecido adiposo branco (TAB). Neste trabalho, avaliamos o efeito da vagotomia
associada a esplenectomia no contetdo do TAB, histologia e expressdo da
interleucina 10 (IL-10) em ratos Wistar machos com obesidade hipotalamica ou néo.
A obesidade hipotalamica foi induzida pela administracdo neonatal de glutamato
monossodico (M; 4g / Kg). Ratos ndo obesos ou controle (CTL) receberam solucéo
salina equimolar. Aos 60 dias de vida, ratos M-obesos e CTL foram distribuidos
aleatoriamente em subgrupos experimentais de acordo com o procedimento
cirdrgico: simulacéo; vagotomia subdiafragmatica (VS); esplenectomia (ESP) e VS
+ ESP (n = 11 ratos / grupo). Aos 150 dias de vida e apds 12h de jejum, os ratos
foram sacrificados, o sangue foi coletado, os depdsitos viscerais e subcutaneos
foram excisados, pesados e submetidos ao processo histolégico, com analises do
namero e tamanho dos adipdcitos e expresséo proteica de IL-10. Os ratos M-obesos
apresentaram maior adiposidade, niveis plasmaticos de IL-10, hiperinsulinemia,
hipertrigliceridemia e resisténcia a insulina em relacédo aos grupos CTL (p <0,05).
Em ratos CTL e M-obesos, 0 VS reduziu o ganho de peso corporal e 0s niveis de
triglicerideos diminuindo o tamanho dos adipdcitos sem alterar a expressao de IL-
10 no TAB (p <0,05). A auséncia do baco previne os efeitos de VS na adiposidade
e metabolismo em animais CTL, mas ndo em ratos M-obesos. A VS aumentou 0s
niveis plasmaticos de IL-10 no grupo CTL, uma resposta evitada pela auséncia do
baco. Nem as cirurgias VS e/ou ESP modificam os niveis plasmaticos de IL10 em
ratos M-obesos. Em concluséo, a vagotomia promove reducéao do peso corporal e
da adiposidade, elevando os niveis plasmaticos de IL-10 em animais nao obesos,
acOes essas que dependem da presenca do baco. Em condi¢cdes de obesidade, a
vagotomia também reduz o peso corporal, a adiposidade e melhora a sensibilidade

a insulina sem alterar os niveis plasmaticos de IL-10. No entanto, observou-se que



em condi¢des de obesidade, 0 bago ndo participa dos efeitos da vagotomia. Assim,
evidenciamos de forma inédita que o metabolismo e a massa gorda sao regulados
por diversos mecanismos de interacdo entre a atividade vagal e esplénica em

condicdes de saude e obesidade.

Palavras-chave: vagotomia, esplenectomia, sistema nervoso autdbnomo,

obesidade.



The impact of vagotomy associated or not with splenectomy on
the white adipose tissue of obese and non-obese rats

Abstract

The vagus nerve and the spleen represent a complex interface between neural and
immunological functions with repercussions on energy metabolism and on the content
of white adipose tissue (WAT). In this work, we evaluated the effect of vagotomy
associated with splenectomy on the content of WAT, histology and expression of
interleukin 10 (IL-10) in male Wistar rats with hypothalamic obesity or not.
Hypothalamic obesity was induced by neonatal administration of monosodium
glutamate (M; 4g / Kg). Non-obese or control rats (CTL) received equimolar saline. At
60 days of age, M-obese and CTL rats were randomly assigned to experimental
subgroups according to the surgical procedure: simulation; subdiaphragmatic
vagotomy (SV); splenectomy (SPL) and SV + SPL (n =11 rats / group). At 150 days of
life and after 12 hours of fasting, the rats were sacrificed, blood was collected, visceral
and subcutaneous deposits were excised, weighed and related to the histological
process, with analysis of the number and size of adipocytes and protein expression of
IL-10. M-obese rats aggregated greater adiposity, plasma levels of IL-10,
hyperinsulinemia, hypertriglyceridemia and insulin resistance in relation to the CTL
groups (p <0.05). In CTL and M-obese rats, SV reduced body weight gain and
triglyceride levels by decreasing the size of adipocytes without altering IL-10 expression
in TAB (p <0.05). The absence of the anterior spleen the effects of VS on adiposity and
metabolism in CTL animals, but not in M-obese rats. SV increased plasma levels of IL-
10 in the CTL group, a response avoided by the absence of the spleen. Neither VS
and/or ESP surgeries modify the plasma levels of IL-10 in M-obese rats. In conclusion,
vagotomy promotes a reduction in body weight and adiposity, increasing plasma levels
of IL-10 in non-obese animals, actions that depend on the presence of the spleen.
Under conditions of obesity, vagotomy also reduces body weight, adiposity and
improves insulin sensitivity without altering plasma levels of IL-10. However, it was

observed that in conditions of obesity, the spleen does not participate in the effects of



vagotomy. Thus, we have shown in an unprecedented way that metabolism and fat
mass are regulated by several mechanisms of interaction between vagal and splenic
activity in conditions of health and obesity.

Keywords: vagotomy, splenectomy, autonomic nervous system, obesity.
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1 INTRODUCAO GERAL

Reconhecida oficialmente como doenca em 1985 pelo National Institute of
Health (DO PRADO et al., 2009), a obesidade é uma patologia cronica e multifatorial
caracterizada pelo excesso de gordura corporal, sendo considerada pela OMS
como um dos maiores problemas de saude em todo mundo (WORLD HEALTH
ORGANIZATION, 2010). Em humanos, a obesidade pode ser definida pelo indice
de massa corporal (IMC) , cujo valor seja igual ou superior a 30 Kg/m? (ANS, 2017).

Atualmente sabe-se que a obesidade n&o apenas reduz a qualidade e a
expectativa de vida, como também esta associada a um risco elevado de vérias
patologias como Doencas Cardiovasculares (DCV), com destaque a hipertensao,
rompimento na homeostase glicémica e Resisténcia Insulina (RI) que favorecem a
instalacdo do Diabetes Mellitus Tipo 2 (DM2), além de diferentes tipos de cancer
(CHU et al., 2018).

De acordo com Rao (2018) mais de 2,1 bilhdes de individuos sdo obesos em
todo o mundo, equivalendo a 30% da populacdo mundial. Simultaneamente, todas
as doencas metabdlicas diretamente relacionadas a obesidade, atingiram
propor¢cdes epidémicas na atualidade. Em concordancia com o panorama mundial,
dados da Vigilancia de fatores de risco e protecdo para doencas cronicas por
inquérito telefénico (VIGITEL) mostram que no Brasil a frequéncia de excesso de
peso é de 55,4% (MINISTERIO DA SAUDE, 2020).

A Associacdo Brasileira para o estudo da Obesidade e da Sindrome
Metabolica (ABESO) (2016), afirma que a etiologia de tal condicédo adv da interacdo
de fatores ambientais, comportamentais, alteracbes endocrinas e aspectos
genéticos. Nesse sentido, destaca-se que o atual modelo socioecondémico, que
favorece ingestéo excessiva de calorias e propicia um ambiente sedentario tem forte
contribuic&o para o ganho de peso ao longo da vida (BLUHER, 2019).

Independente da fase da vida, o excesso de Tecido Adiposo (TA) corporal
sera responsavel pelo rompimento do estado de saude, visto que, além de depdsito
de gordura o TA tem forte acdo endocrina (LACERDA; MALHEIROS; ABREU,

2016). Neste contexto, uma caracteristica frequentemente encontrada na obesidade
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€ o estado inflamatdrio crénico de baixo grau, acarretado pela secrecéo de altas
concentracdes de citocinas pré-inflamatdrias pelos adipocitos do TA. Deste modo,
guanto mais hipertrofiado for o adipécito, maior acdo secretora pro-inflamatéria.
Adicionalmente, a expansdo de depdsitos de TA, em especial na regido visceral,
eleva o o risco para Doencas Crbnicas Nao Transmissiveis (DCNT) quando
comparado a expansdo da massa adiposa subcutanea (GUSTAFSON; SMITH,
2015).

O Tecido Adiposo Branco (TAB) é considerado um dos maiores 6rgaos do
corpo, representando 10% a 20% do peso corporal total em adultos magros,
podendo chegar a 70% em individuos obesos. Tal tecido é distribuido em varios
depdsitos, localizados em compartimentos principais: gordura subcutanea (80% a
90% da gordura corporal) e visceral (10% da gordura corporal). Fisiologicamente,
ao coletar lipidios e glicose em excesso da circulagdo, o TAB protege outros tecidos
do acumulo patolégico de TG. Em contrapartida, quando essa capacidade de
armazenamento esta ineficiente, os lipidios em excesso poderdo ser depositados
em locais ectopicos, tais como figado e musculo esquelético, resultando em
inflamacéo local, RI e problemas metabdlicos (HEINONEN et al., 2020).

O TAB pode se expandir através de um aumento no tamanho dos adipdcitos
(hipertrofia) ou pela elevacédo no numero de tais células (hiperplasia). Sabe-se que
a hipertrofia dos adipocitos esté intimamente ligada a disfungéo do tecido, sendo
um dos principais componentes da sindrome metabdlica (SM) em individuos obesos
(WANG et al., 2013). Esse aspecto morfoldégico do TAB se caracteriza pela elevacao
tanto dos niveis de Proteina C Reativa (PCR), quanto da secrecéo de interleucinas
(IL) pré-inflamatdrias, relacionando-se diretamente ao prognoéstico de risco
cardiometabolico (KLOTING; BLUHER, 2014). Dentre as citocinas pré-inflamatérias
circulantes mais frequentes no TAB hipertrofiado, destacam-se a interleucina 1 (IL-
1) e o Fator de Necrose Tumoral alfa (TNF-a) (CASTILLO-HERNANDEZ et al.,
2017). Em contraste, os niveis de Interleucina 10 (IL-10) e da adiponectina
consideradas anti-inflamatoérias encontram-se frequentemente diminuidos nesse
cenario(PIROLA; FERRAZ, 2017).
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O rompimento da homeostase energética é também frequentemente
acompanhado de alteracbes do Sistema Nervoso Auténomo (SNA), sendo
observado uma reducédo na funcéo simpatica, paralelamente a uma maior atividade
do Sistema Nervoso Parassimpatico (SNP). Resultando, entre outras coisas em
uma constante hiperatividade vagal, com impacto direto no equilibrio energético
(BALBO et al., 2016).

A elevada atividade vagal, em particular para o pancreas endoécrino resulta
em hiperinsulinemia (DEZFULI et al., 2018), que quando persistente provoca
expanséo da massa do TAB e RI, fatores centrais da obesidade e a DM2. Nesse
sentido, a Sociedade Americana de Cirurgia Metabdlica e Bariatrica ressalta que o
nervo vago se relaciona diretamente a secrecdo enddcrina e exdcrina pancreatica
e com o controle glicémico, de forma que seu bloqueio pode resultar em perda de
peso em obesos (PAPASAVAS; EL CHAAR; KOTHARI, 2016).

A vagotomia subdiafragmatica é habil em reduzir a massa do TAB em
diferentes modelos de obesidade em roedores e humanos (DEZFULI et al., 2018).
Adicionalmente, técnicas que modulam a atividade vagal resultaram em melhora na
homeostase glicémica e no controle energético (APOVIAN et al., 2017; SEBAEI;
YOUSOF; ABDO, 2020). Portanto, ha importante efeito mediado pelo nervo vago
sobre o metabolismo e expansao da massa do TAB.

Estudos mais recentes tém indicado que o nervo vago é também importante
regulador da fun¢do imunolégica, sendo considerado um dos principais constituintes
de um mecanismo de reflexo neural - o reflexo inflamatorio. O envolvimento do bacgo
nesse processo vem sendo descrito, onde uma cooperacao entre a fungéo do nervo
vago e a sinalizacdo catecolaminérgica esplénica regula o desenvolvimento da
imunidade humoral, modulando o trafego celular e a arquitetura linféide (PAVLOV;
TRACEY, 2017).

A relacdo entre atividade vagal e resposta imune esplénica apresenta
importante e inovador aspecto na compreensao do estado pro-inflamatério da
obesidade. Neste contexto, o baco sofre alteracdes funcionais diante da obesidade,
incluindo esplenomegalia, acumulo de lipidios no tecido esplénico e altera funcéo

imunoldgica. Por exemplo, a secrecéo esplénica de IL-10, importante citocina anti-
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inflamatoria torna-se diminuida em camundongos obesos por dieta rica em gordura
(GOTOH et al., 2012a). Finalmente, citocinas esplénicas modulam a atividade de
outros o6rgaos, incluindo o TAB e o pancreas enddcrino. Leite e Colaboradores
(2015) ja demonstraram que a esplenectomia foi capaz de atenuar a progressao da
obesidade através de modifica¢des nas func6es moduladoras do pancreas em ratos
obesos induzidos com Glutamato monossdadico (MSG). Logo, parece haver um elo
funcional entre as respostas imunes do TAB e do baco, sendo que ambos o0s

processos podem ser influenciados pela atividade vagal.

1.1 Obesidade: definicdo e epidemiologia

A obesidade caracteriza-se pelo excesso de gordura corporal advinda do
crescimento excessivo dos adipdcitos, em particular do TAB, decorrente do excesso
de calorias ingeridas ou nédo gastas (CARVALHO; CARVALHO; BRITO, 2016).
Considerada um importante fator de risco para as DCNT, a obesidade apresenta
impacto negativo na etiologia e agravo de diversas doencas (ANS, 2017); um
processo que parece estar associado ao padrao de distribuicdo do TAB.

Existem diferentes ferramentas para avaliar a incidéncia de obesidade em
humanos, sendo o IMC o método mais frequentemente utilizado. Todavia, como
ressalta a ABESO (2016), uma importante limitacdo desta medida, € sua
incapacidade de refletir a distribuicAo da gordura corporal. Dessa forma,
recomenda-se associacdo do IMC com outros indicadores, tal como, a medida da
circunferéncia abdominal, ou a ressonancia abdominal, que melhor refletem o
contedado de gordura visceral, visto ser um fator de risco potencial a diversos
problemas de saude, independentemente da gordura corporal total.

O excesso de peso corporal, incluindo a expansdo do TAB, aumenta
proporcionalmente com a idade, alcancando no Brasil 62,7% dos homens e 55,6%
das mulheres entre 51 e 59 anos de idade. Tal quadro origina-se de um balango
energeético positivo, favorecido por alterac6es no estilo de vida contemporaneo que
se caracteriza pelo maior consumo de alimentos processados paralelamente ao
sedentarismo (FLORIDO et al., 2019).

Em 2015 cerca de 600 milhdes de adultos em todo o mundo eram
obesos(COZIER; GOVENDER; BERMAN, 2018). Com a prevaléncia crescente de
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tal patologia estimativas apontam que no mundo mais de 18% dos adultos seréo
acometidos pela obesidade até 2025 (O’'BRIEN et al., 2017), um quadro que se
reproduz na populacdo brasileira. Segundo apontam os dados da VIGITEL no
conjunto das capitais brasileiras juntamente com o distrito federal a frequéncia de
obesidade foi de 20,3% em 2019 (MINISTERIO DA SAUDE, 2020).

O impacto consideravel da obesidade frente a saude publica advém tanto de
sua prevaléncia pandémica, quanto de suas consequéncias frente a
morbimortalidade. Afinal tal quadro aumenta o risco de DCNT, entre as quais, 0
DM2, a doenga hepatica gordurosa, a hipertensdo, o infarto do miocérdio, os
acidentes vasculares encefalico, deméncia, osteoartrite, entre outras patologias que
repercutem diretamente na qualidade de vida (BLUHER, 2019). De acordo com a
OMS, a obesidade ndo é considerada apenas doenca, como também é fator de
risco para diversas doencas, que ndo se restringem agravos fisicos, pois atingem
também a esfera da saude mental. Afinal, o preconceito enfrentado pelo individuo
obeso pode se tornar um fator desencadeante para outros disturbios alimentares,
tais como bulimia nervosa e compulsao alimentar (FLORIDO et al., 2019).

Os multiplos fatores causais da obesidade, que contribuem na grande
complexidade dessa patologia, podem ser agrupados em trés grandes grupos:
bioldégicos, ambientais e comportamentais. Porém os dois ultimos vem sendo
apontados como responsaveis pelo aumento na prevaléncia de obesidade nas
dltimas duas décadas (KADOUH; ACOSTA, 2017). Dessa forma, cerca de 95% dos
casos podem ser atribuidos a habitos dietéticos, sedentarismo e fatores
psicossociais. Enquanto apenas 5% dos individuos obesos exibirdo alguma causa
identificada sendo 2% associados a sindromes genéticas raras, e 0 restante a
causas enddcrinas e secundarias a medicamentos (ANS, 2017).

A expansao da massa adiposa tem como principais caracteristicas fisiopatoldgicas
o rompimento da homeostase glicEmica e lipidémica, ambos resultados da RI.
Assim a obesidade é considerada precursora do DM2, visto que, a maioria dos
individuos que desenvolvem esta patologia sdo obesos ou tem excesso de peso
(SALTIEL et al.,, 2017; SMITH; KAHN, 2016). A obesidade também contribui

significativamente para o surgimento da dislipidemia (O'BRIEN et al., 2017). Tal
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alteracdo no perfil lipidico acarreta alteragbes patoldgicas ao endotélio arterial,
responsavel pelo desenvolvimento de 56% das doencas cardiacas, estando
associada a um terco dos casos de mortalidade a nivel mundial (SILVA et al., 2018).

Em paralelo ao panorama do pais, de acordo com o estudo da VIGITEL,
realizado na capital do Paran4, estima-se uma frequéncia 19,4% de adultos obesos
no estado em 2019 (MINISTERIO DA SAUDE, 2020). Ressalta-se que por sua
estreita relacdo com a condicdo de salude, a obesidade tem impacto também na
esfera econbmica. No Brasil os custos de todas as doencas associadas a tal
condigéo totalizam cerca de 2,1 bilhdes de ddlares por ano (CHU et al., 2018).
Nesse sentido, a Federacdo Mundial da Obesidade ( 2017) afirma que o custo do
tratamento de doencas relacionadas a obesidade sera de 1,2 trilhdo de dolares ao
ano a partir de 2025, quando mais de 2,7 bilhdes de pessoas serdo obesas ou terdo
sobrepeso. Portanto, é evidente a necessidade da manutencéo e aprofundamento
dos estudos envolvendo a questdo da massa adiposa, sua expanséo e a saude dos

individuos.

1.2 Obesidade Hipotalamica

O balanco energético € regulado por diferentes fatores metabdlicos que
sinalizam para o sistema nervoso o status energético do organismo. Tais sinais sao
integrados pelo hipotalamo através de circuitos neuronais envolvendo distintos
nacleos interconectados. Dada a importancia de tal 6rgdo ao metabolismo
energético, sabe-se que a obesidade hipotalamica pode ocorrer em humanos
(KREUTZER et al., 2017) e pode ser reproduzida, experimentalmente, por lesdes,
eletrolitica ou quimica, em regides hipotalamicas (CANTELLI et al., 2017). Entre os
modelos de lesdo quimica, destaca-se aquele obtido pela administracdo neonatal
de glutamato monossaodico (MSG), o qual promove degeneracao neural do Nucleo
Argueado (ARQ). O ARQ é sede de controle da ingestdo alimentar e do gasto
energético, em particular por regular a atividade endécrina e autonémica periférica
(TIMPER; BRUNING, 2017). Consequentemente, a destruicdo do ARQ via MSG
provoca, um desarranjo autonémico, com elevacdo da atividade vagal para o
pancreas e instalacdo de um quadro de hiperinsulinemia. Devido ao efeito

lipogénico da insulina, ha expansdo do TAB, com RI, resultando em alteragbes
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como dislipidemia, intolerancia a glicose, e hiperleptinemia (COELHO et al., 2019).
Por sua excessiva adiposidade e desenvolvimento de comorbidades similares a SM
vista em humanos, este tem se tornado um importante modelo para estudo da
fisiopatologia da obesidade (LEITE et al., 2015) (Leite et al. 2015).

Como mencionado anteriormente, a lesédo no ARQ induzida pelo MSG,

provoca elevacao da atividade parassimpatica ou hiperatividade vagal, a qual tem
importante papel na excessiva adiposidade neste modelo. Neste contexto, a
vagotomia subdiafragmética realizada em animais jovens (30 dias de vida) atenua
a deposicdo de TAB em ratos MSG adultos (BALBO et al., 2007; SOUZA et al.,
2001). A vagotomia subdiafragmatica em ratos MSG promove normalizacdo da
insulina e reduz a massa adiposa adiposa (DEZFULI et al., 2018). Adicionalmente,
diante desse modelo o ramo simpatico parece estar reduzido, como demonstrado
por Martins e colaboradores (MARTINS et al., 2004). Nesse sentido, a reducéo
simpatica implica em menor lipdlise e menor gasto energético, contribuindo portanto
para o ganho de peso e adiposidade em roedores MSG (ZENG et al., 2015).
A expansao da massa adiposa em roedores MSG é caracterizada por alteracbes
histologicas e funcionais dos adipdcitos. Zubiria et al. (2014) ressaltam que na
obesidade MSG, ha diminuic&o significativa na densidade celular do TAB, devido
a um aumento no tamanho dos adipdcitos no depdsito retroperitoneal. Além disso,
também foram observados no TAB de ratos MSG aumento da infiltracdo de
macréfagos, e maior expressao de TNF-a e IL-6, sugerindo estado pro-inflamatério
local. Paralelamente, animais obesos apresentaram maiores concentracfes
plasmaticas de TG, insulina, TNF-a e IL-6, evidenciando também um estado pro-
inflamatério sistémico (FURUYA et al., 2010). Adicionalmente, neste modelo ha
reducdo na concentracdo plasmatica de IL10 (FALALYEYEVA et al., 2017).

Diante do modelo MSG, a literatura descreve alteracdes frente a histologia
esplénica onde observa-se um aumento na espessura de nédulos linfaticos, e uma
reducdo na regido de centro germinativo desse tecido (PAULO; AMORIM;
GRASSIOLLI, 2019). Nesse contexto, Leite e Colaboradores (2015) evidenciaram
que a esplenectomia de animais obesos MSG acarretou diminuicdo na

hipersecrecdo de insulina, estabilizacdo da resposta do 6xido nitrico nas ilhotas
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pancreéaticas, melhora na sensibilidade a insulina e hipertrofia reduzida de
adipécitos do TAB e ilhotas, quando comparados com ratos MSG néo operados. Os
resultados apontaram que tal procedimento pode atenuar a progressdo da
obesidade através de modifica¢des nas fungbes moduladoras do pancreas em ratos
obesos com MSG, demonstrando a sinergia importante e funcional entre o baco e

0 pancreas endacrino.

1.3 Tecido adiposo: Morfologia e fisiologia

O TA é um tipo de tecido conjuntivo altamente especializado na reserva e na
producdo energética. Frente a sua origem embrionaria, o TA abdominal e
subcutaneo do tronco e membros advém do folheto mesoderma. Durante o
desenvolvimento embrionario, tal folheto diferencia-se originando os mesodermas
paraxial e lateral, onde o paraxial ir4 formar adip6citos multiloculares, presentes no
TAM e bege, enquanto TAB que ocorre na regido abdominal origina-se da
mesoderma lateral (BILLON et al., 2007; SYMONDS, 2017).

Apesar de ser conhecido previamente apenas por sua funcéo relacionada ao
isolamento térmico e reserva energética, a partir de 1987 o TAB passou a ser
identificado como o maior sitio de metabolizacdo de hormdnios esteroides (DE;
PINTO, 2014). Com descoberta da leptina na década de 90, a compreensdo dos
aspectos morfolégicos e fisioldgicos de tal tecido tem aumentado significativamente,
de modo que estudos que descreveram a secrecdo dessa e diversas adipocinas
possibilitaram sua caracterizagdo como 6rgdo enddécrino (LACERDA; MALHEIROS;
ABREU, 2016). Deste modo, nas ultimas décadas, foi revelado o papel endécrino
do TAB, tendo seus adipdcitos capacidade de secretar varios tipos de proteinas
denominadas adipocinas, revelando um aspecto altamente dinamico e
metabolicamente ativo do TA (VAN MEIJEL; BLAAK; GOOSSENS, 2019).

As adipocinas atuam nos niveis autocrino, paracrino e enddcrino, com a
capacidade de modular diversos parametros metabdlicos, como controle da
ingestdo alimentar, balanco energético e sensibilidade periférica a insulina
(SMITKA; MARESOVA, 2015). Tais substancias produzidas e liberadas pelo TAB
estdo também relacionadas a diversos aspectos fisioldégicos, a saber: resposta

imunoldgica, controle da pressao arterial; homeostase glicEmica, e angiogénese
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(DE; PINTO, 2014). Nesse sentido, o adipdcito promove a expressdo, sintese e
secrecdo de fatores inflamatorios, onde destacam-se o TNF alfa e a IL-6, como
adipocinas voltadas a promocdo de um contexto pré-inflamatério (LACERDA;
MALHEIROS; ABREU, 2016). Enquanto substancias como IL-10 sao descritas
como uma das principais citocinas anti-inflamatérias (POLARI et al., 2018).

O TAB tem distribuicdo generalizada pelo organismo, atuando como protetor
contra choques mecanicos, envolvendo tecidos e 6rgdos sem comprometer sua
integridade funcional, também atuando como isolante térmico. Esse tecido
apresenta variagdes de acordo com sua deposi¢do anatdomica, sendo classificado
em: tecido adiposo subcutaneo (TAB-S), que fica abaixo da pele, principalmente ao
redor da cintura, na &rea subescapular e nas éareas glutea e femoral,
correspondendo a aproximadamente 80% de toda a gordura corporal; e em tecido
adiposo visceral (TAB-V) responsavel por 10 a 20% da gordura total, estd no
abdbémen, principalmente no omento e no mesentério, mas também nos depdsitos
perirrenal, gonadal, epicéardico e retroperitoneal (PALMER; CLEGG, 2015).

Adipdcitos do TAB-V apresentam aspectos metabolicos e funcionais distintos
do TAB-S. A exemplo disso, enquanto o TAB-V estd diretamente associado a
doencas metabdlicas como DM 2 e doencas cardiovasculares, 0 mesmo nao se
aplica ao TAB-S (BILLON; DANI, 2012). Tais diferencas podem ser evidenciadas
pelo distinto perfil secretor que tais tecidos apresentam, visto que quando
comparado ao TAB-S, o TAB-V é mais pro-inflamatério e imunologicamente
dinamico, com uma concentracao significativa de leucdcitos
residentes(GUSTAFSON; SMITH, 2015).

Dentre as diversas peculiaridades apresentadas pelo TAB, destaca-se sua
elevada plasticidade, onde seu contetdo é determinado por sua celularidade, ou
seja, pelo tamanho e numero de seus adipécitos. Nesse sentido, sua expansao
pode ocorrer por consequéncia da ingestao crénica de energia excessiva, podendo
depender do aumento do tamanho de suas células (hipertrofia) e/ou pelo aumento
do numero das mesmas (hiperplasia), processos com relevancia fisiopatolégica
distinta (WHITE; RAVUSSIN, 2019).
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Nesse contexto, caracteristicas morfolégicas do TAB podem diferir
substancialmente no equilibrio de energia e homeostase, sendo determinantes
criticos na SM advinda da obesidade. Enquanto a hiperplasia advém da formacao
de novos adipdcitos através da adipogénese, a hipertrofia estéd intimamente ligada
a disfuncdo do TA sendo um dos principais componentes da SM em individuos
obesos (WANG et al, 2013). Estudo transversal conduzido por Arner e
Colaboradores (ARNER et al., 2010) ja evidenciou que adipocitos hipertroficos
estdo associados a Rl e a DM 2, enquanto tais consequéncias ndo se aplicam a
hiperplasia, considerada protetora.

No organismo humano, o numero total de adipdcitos é determinado durante

a infancia e adolescéncia e que independe do peso corporal. Tal fato sugere que a
hipertrofia dos adipOcitos representa 0 mecanismo mais importante para a
expansao do TA frente ao ganho de peso, estando também diretamente relacionada
com a perda da sensibilidade a insulina e prejuizos no metabolismo glicidico e
lipidico. Em contrapartida, a expansdo adiposa que ocorre através da hiperplasia
adipocitaria associa-se ao subfendtipo obeso metabolicamente saudéavel, visto que
esse evento celular é descrito como protetor contra anormalidades de
glicose/insulina na obesidade (KLOTING; BLUHER, 2014).
Fisiologicamente, a hipertrofia adipocitaria € uma resposta adaptativa diante do
excesso de nutrientes, e também proteger outros tecidos da lipotoxicidade. Porém
frente a obesidade, tal hipertrofia se correlaciona diretamente com elevado IMC e a
doenca metabdlica em humanos e roedores. Haja visto que a expanséao do adipdcito
além de um diametro de 100 microbmetros pode acarretar hipdxia, estresse oxidativo,
inflamacdo em tal tecido, relacionando-se diretamente a disfungdo metabdlica
(MUIR et al., 2016). Diante da hipertrofia dos adipdcitos, as toxinas podem se
acumular e induzir estresse intracelular acarretando autofagia ou apoptose para
protecdo dos mecanismos celulares. Esses mecanismos podem contribuir para
hipoxia tecidual e comprometimento da adipogénese. Esse conjunto de alteracbes
desfavoraveis poderia finalmente causar danos aos 6rgaos secundarios nos tecidos
alvo, como cérebro, figado, musculo esquelético, ilhotas pancreaticas e outros
6rgdos (KLOTING; BLUHER, 2014).



23

Diante da hipertrofia adipocitaria, pode ocorrer elevacdo dos niveis de
Proteina C Reativa (PCR) além do aumento da secrecdo de interleucinas proé-
inflamatorias. Dessa forma, apesar da diferenciacdo entre obesidade hipertrofica e
hiperplasica ser dificil diante da prética clinica, as diferencas na secrecéo de tal
tecido podem futuramente nortear o diagnéstico de tais subfenétipos, permitindo a
previsdo de risco cardiometabdlico (KLOTING; BLUHER, 2014).

Destaca-se dessa forma que o TA assume uma funcao altamente importante
no controle metabdlico. Logo, no cendrio da obesidade, sua disfuncdo esta
associada a uma infinidade de fatores metabodlicos e distirbios enddcrinos,
incluindo comprometimentos no metabolismo lipidico e glicémico, inflamacéao
sistémica e alteraces no padrao de secrecdo de adipocinas, de modo a acarretar
diversos efeitos deletérios ao individuo acometido (VAN MEIJEL; BLAAK;
GOOSSENS, 2019).

Dentre as inumeras citocinas liberadas pelo TA, o TNF-a destaca-se por seus
efeitos pro-inflamatérios de grande relevancia nos aspectos tanto imunoldgicos
quanto inflamatorios, sendo uma proteina envolvida na Rl e na dislipidemia em
individuos obeso. Essa citocina esta relacionada a eventos como apoptose,
citotoxicidade, e producao de outras citocinas como interleucina 1 (IL-1) (LACERDA;
MALHEIROS; ABREU, 2016). Estudos ja evidenciaram que concentracfes
elevadas do TNF-a no individuo obeso, podem diminuir proporcionalmente a perda
de peso (CASTILLO-HERNANDEZ et al., 2017).

Em contrapartida, o TAB em condi¢bes saudaveis, produz também proteinas
de acédo anti-inflamatdria, com destaque para adipocina e a Interleucina 10 (IL-10).
A IL10 é considerada uma das principais citocinas anti-inflamatérias, sendo também
produzida por células imunes como macréfagos e linfocitos, em particular no baco
(POLARI et al., 2018). A IL-10 tem peso molecular de 17 kDa, tendo por principal
funcdo a inibicdo da sintese de citocinas pro-inflamatorias através de agao contra
regulacéo negativa (SPERETTA,; LEITE; DUARTE, 2014).

Frente a obesidade, evidenciam-se niveis reduzidos da producéo de IL-10,

acarretando alteragdo nos mecanismos de controle imunologico e consequente
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contribuicdo para a inflamagéo cronica de baixo grau presente nessa patologia, bem
como Rl e DM 12 (PIROLA; FERRAZ, 2017).

A insulina aciona nos adipécitos a sintese de lipidios, por estimular a
captacdo de glicose e AGL e ativar a enzima lipase hormonio sensivel (LHS) com
consequente aumento da lipogénese. Dessa forma, a hiperinsulinemia induzida pela
maior atividade vagal favorece a lipogénese e a adipogénese, visto que, a insulina
estimula a captacao de glicose e AGL pelo adipdcito, além de ativar as enzimas da
sintese de TG(FREITAS; CESCHINI; RAMALLO, 2014). Nesse sentido, Kulyte e
Colaboradores (2017) ao analisar os efeitos da insulina sobre o TAB subcutaneo
abdominal de um grupo de 129 sujeitos obesos, correlacionaram positivamente 0s
efeitos de tal horménio ao estimulo da lipogénese. Deste modo, a hiperinsulinemia
tende a resultar em hipertrofia e hiperplasia da massa adiposa, fator que a longo
prazo favorece o desequilibrio da producdo de agentes pro e anti-inflamatorios
favorecendo o rompimento da homeostase glicEmica e lipidica(SAKAGUCHI et al.,
2017).

A regulacdo do TAB ocorre através de uma interagdo complexa entre
diversas citocinas, neuropeptidios sinalizadores, juntamente de uma notavel
participacdo do sistema nervoso autbnomo, que exerce um controle direto nos
niveis celular e molecular da adiposidade (MESSINA et al., 2017). Recentemente,
também tem sido descrita a influéncia do sistema imunolégico frente a capacidade
dos adipdcitos em armazenar e liberar lipidios (DISPIRITO; MATHIS, 2015).

O SNA possui significativa importancia frente a regulacédo do anabolismo e
catabolismo, realizando manutencdo da homeostase glicémica, entre outros meios
através do controle da secrecao de insulina. A inervacdo das ilhotas pancreaticas
ocorre através das fibras vagais colinérgicas e simpaticas. O sistema nervoso
parassimpatico (SNP) potencializa a secrecdo de insulina pela liberacdo de
acetilcolina, enquanto, o efeito do adrenalina liberada o sistema nervoso simpatico
(SNS) leva a uma diminuicdo da concentracao de insulina no sangue (LEIBIGER;
BERGGREN, 2017).

O SNS desempenha uma funcdo de comando no ajuste de reservas de

energia lipidica. As catecolaminas, especialmente a epinefrina sédo consideradas o
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principal estimulo a lipélise do TAB em mamiferos (BARTNESS et al., 2014), fato
esse ja evidenciado pelo aumento da lipdlise in vitro em adipdocitos brancos
incubados com concentracdes fisiologicas de noradrenalina (GIUDICELLI, 1983).
Nesse sentido, ja se observou que a destruicdo cirdrgica ou farmacoldgica das fibras
simpéticas inibiu a resposta lipolitica do TAB (ZENG et al., 2015).

Apesar do TAB ndo apresentar uma vasta inervagao, visto que apenas
8+4,6% dos adipdcitos estdo em contato direto com o0s terminais neuronais
simpaticos (ZENG et al., 2015) o teor de lipidio no TAB é modulado em parte pelo
Sistema Nervoso Simpatico (SNS) ou via catecolaminas (adrenalina e
noradrenalina) liberadas pela ativacdo do eixo simpato-adrenal (RYU et al., 2017).
A ativacao simpética, como aquela que ocorre no jejum ou exercicio fisico resulta
em aumento da lipdlise no TAB, resultado da acdo da adrenalina e/ou
noraderenalina sobre receptores beta adrenérgicos nos adipdcitos (REILLY et al.,
2020). Adicionalmente, as termina¢des nervosas simpaticas e sensoriais atreladas
a conversa cruzada entre adipdcitos e neurdnios hipotalamicos, de modo que juntos,
tais mecanismos resultam no controle da secregcdo de adipocinas (SMITKA,
MARESOVA, 2015).

O ramo parassimpatico ndo exerce efeitos diretos sobre o TAB, todavia por
modular a secrecdo de insulina pancreéatica e por influenciar a resposta anti-
inflamatodria sistémica, a acdo vagal parassimpéatica e capaz de modular o
metabolismo e a funcdo endocrina dos adipécitos (BERTHOUD; NEUHUBER,
2019).

E bem reconhecido que o suprimento parassimpatico exerce efeitos de
estimulacdo nas células beta pancreaticas, sendo capaz de aumentar a secrecao,
e portanto, a concentracdo plasmatica de insulina, além de estimular a proliferacéo
das células beta pancreaticas (RODRIGUEZ-DIAZ et al., 2012). Por sua vez, a
insulina tem como importante fungédo favorecer o armazenamento de energia no
TAB (GUARINO et al., 2017). Logo, frente o estimulo insulinico o TAB aumenta a
sintese de lipidios e bloqueia a lipdlise (SEOANE-COLLAZO et al., 2015), fator que
contribui para expansdo da massa adiposa (BALBO et al., 2007).
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1.4 Nervo Vago e Bago: repercussdes sobre o TAB

Frente ao SNP, durante muito tempo pensou-se que o TAB néo recebia nervos
parassimpaticos, contudo mais recentemente tal sistema vem sido descrito por
realizar a modulacdo da captacdo de glicose mediada por insulina no TA e no
metabolismo de acidos graxos livres (AGL), evidenciando seus efeitos anabdlicos
sobre os depdsitos do TAB (MESSINA et al., 2017).

O nervo vago, X (10°) par craniano, € o principal ramo do SNP, com papel de
destaque entre o cérebro e trato gastrointestinal, sendo considerando um nervo
misto, com componentes motores (eferentes) e sensitivos (aferentes). Por esta
razao, e pela extensa inervacao vagal visceral, em particular de 6rgdos importantes
para o metabolismo, como pancreas, figado e intestino, o nervo vago desempenha
papel central na integracéo de sinais nutricionais, hormonais e metabdlicos centrais
e periféricos(STARUP-LINDE et al., 2016).

Na obesidade parece haver um desequilibrio na atividade dos ramos
autondmicos, o qual, pelo menos em termos metabdlicos, se reflete em uma
reducdo na funcdo simpdtica, paralelamente a uma maior atividade do SNP
(COHEN et al., 2013). A hiperatividade parassimpatica, para o pancreas enddécrino
resulta em maior secre¢cdo de insulina, devido a hiperfuncdo das ilhotas
pancreaticas, acarretando ruptura da homeostase e consequentemente
contribuindo para o surgimento de comorbidades frequentes na obesidade (BALBO
et al., 2016; MIRANDA et al., 2014).

A participacdo da atividade parassimpatica na obesidade é explorada pela
técnica de seccdo do principal nervo parassimpatico, o nervo vago; um
procedimento denominado vagotomia subdiafragmatica. Diversos estudos em
modelos experimentais em roedores, e também em humanos, tem mostrado os
efeitos da vagotomia sobre a hiperinsulinemia e massa adiposa (DEZFULI et al.,
2018). Apovian e Colaboradores (2017) em estudo com 172 pacientes,
evidenciaram que os efeitos do bloqueio do nervo vago ndo se restringem a

resultados agudos, pois tal procedimento continua a resultar em perda de peso com
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um perfil de seguranca significativo, mesmo apo6s dois anos dos primeiros
resultados favoraveis.

Assim, estudos que investigaram efeitos da sec¢do desse importante ramo
do SNP ja descreveram o impacto de tal inibicao frente ao metabolismo energético,
com resultados voltados a reducédo do peso da gordura perigonadal, melhora a
tolerancia a glicose e do perfil lipidico plasmatico (SEBAEI; YOUSOF; ABDO, 2020).
Esse resultado atrelado a diminuicdo significativa do TAB em animais
vagotomizados, sugere que a hiperinsulinemia e hiperatividade vagal, entre outros
fatores, contribuem para o acumulo maci¢co de gordura no nesse tecido (BALBO et
al., 2007).

Um estudo clinico conduzido em seres humanos, concluiu que o nervo vago
tem a capacidade de regular a quantidade de TA, resultando em uma reducédo da
gordura visceral em individuos submetidos a vagotomia seletiva na gastrectomia. O
mesmo estudo, sugere a consideracdo desse procedimento como possibilidade de
tratamento para a obesidade excessiva(MIYATO et al., 2012).

Interessantemente, alguns estudos vém mostrando que o nervo vago além
de regular o metabolismo, € habil em influenciar a resposta imunolégica, um
processo que exige a participacdo esplénica. Ja evidenciou-se que a administracdo
da citocina IL-1B no sistema portal hepatico do rato resulta em aumento da atividade
do nervo vago eferente e aferente, bem como do nervo esplénico, sugerindo
interacao reflexiva (NIIJIMA, 1996). Outras pesquisas ja descreveram que a
estimulacao elétrica do nervo vago é capaz de inibir a liberagcdo de TNF e outras
citocinas proé-inflamatérias (BOROVIKOVA et al., 2000). Em conjunto, esse circuito
neuronal € denominado 'via anti-inflamatéria colinérgica’ (PAVLOV; TRACEY,
2017).

Dessa forma, evidencia-se que apesar de exercer uma significativa
participacdo no metabolismo do TAB, a regulacdo desse tecido nao se limita ao
sistema nervoso, afinal a influéncia do sistema imunologico frente a capacidade dos
adipécitos em armazenar e liberar lipidios, responder a insulina e desempenhar
suas fun¢des enddcrinas (via secrecéo de adipocinas) ja esta fortemente descrita
na literatura (DISPIRITO; MATHIS, 2015).
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Frente a imunologia o baco é considerado um 6rgdo de suma importancia,
mas que também vem atraindo destaque nos ultimos anos com relacdo a sua
participacdo no metabolismo lipidico, apesar do conhecimento acerca do
mecanismo de acéo dessa participacdo ser ainda limitado (Al et al., 2018). Sendo
caracterizado como maior 6rgéo linféide do corpo humano, o baco tem papel
relevante na liberacdo de citocinas pré6 e anti-inflamatérias. Tais aspectos
fisiologicos alteram-se diante da obesidade, onde a secrecao esplénica de IL-10,
(uma citocina de perfil voltado a supressdo de respostas inflamatorias) torna-se
diminuida, sem que tal alteracdo ocorra nas citocinas pro-inflamatérias (GOTOH et
al., 2017).

Ainda sobre as alteragcdes esplénicas frente a obesidade, Gotoh e
colaboradores (GOTOH et al., 2012b) evidenciaram que devido ao estresse
oxidativo ou a apoptose, a sintese de IL-10 esplénica diminuiu em animais obesos,
guando comparada aos ndo obesos. Tal frequente supresséo da sintese esplénica
dessa potente citocina anti-inflamatéria, pode resultar, entre outras complicacdes,
em respostas inflamatérias no péancreas e distirbios metabdlicos. A mesma
pesquisa, ao realizar um tratamento com IL-10 concluiu que essa citocina derivada
do baco pode impedir o acimulo de gordura induzida pela obesidade e a inflamacéo
cronica de baixo nivel no pancreas.

Estudos em pacientes esplenectomizados indicaram que o baco pode
modular o metabolismo lipidico e a aterogénese. A exemplo disso, King (1914)
mostrou que a esplenectomia acarreta aumento dos niveis de colesterol plasmatico
em caes. Similarmente, Demuner e Colaboradores (2015) descreveram uma
significativa associacao entre parametros lipidicos elevados e remocéo cirdrgica do
baco em roedores. Além de um aumento significativo nos niveis de triglicerideos, a
remocao cirurgica do baco é também descrita como responsavel por induzir maiores
niveis séricos de leptina e insulina em ratos, independente da dieta (ROSA et al.,
2015).

Evidéncias da participagdo esplénica no metabolismo lipidico em seres
humanos também ja encontram-se relatadas na literatura, onde através de uma

observacéo a longo prazo dos veteranos da segunda guerra mundial submetidos a
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esplenectomia traumatica, concluiu-se que 0S mesmos se apresentaram
consideravelmente mais suscetiveis a doenca cardiaca coronariana, na qual o
desenvolvimento aumentado de lesdo aterosclerética pode ser o elemento causal
(DENNIS ROBINETTE; FRAUMENI, 1977).

Apesar da existéncia de evidéncias da participacdo esplénica sobre o
metabolismo lipidico, seu mecanismo de acdo ainda ndo esta bem esclarecido, de
modo que a teoria mais comum e popular se baseia ha comparac¢ao do baco a um
reservatorio lipidico. Nesse sentido, diante do hiperesplenismo ocorre um acumulo
de grande proporcdo de gordura pelos macréfagos esplénicos, mediada pelo
processo de fagocitose hiperativa, acarretando um quadro de hipolipidemia. Outra
explicacdo para a reducdo lipidica mediada pelo baco advém de seu efeito
imunitario do sistema mononuclear fagocitario contra estruturas encontradas nas
lipoproteinas de baixa densidade (LDL), resultando em sua depuracao plasmética.
Logo, em um cenario de esplenectomia total evidencia-se elevacdo dos niveis
séricos de LDL e colesterol total, com reducdo da concentracdo de high-density
lipoprotein (HDL) sérico, comprovando a fungédo do baco como reserva de lipidios
(GONCALVES et al., 2014).

Além das alteracBes relacionadas ao aumento de triglicerideos, LDL, e
diminuicao de HDL, estudos ja descreveram que camundongos esplenectomizados
apresentaram maiores niveis de leptina bem como de insulina sérica. Destaca-se
que, as mesmas alteracées no metabolismo lipidico associadas a esplenectomia
podem ser observadas em individuos obesos que geralmente apresentam
funcionalidade imune comprometida (ROSA et al., 2015).

Diante do cenario da obesidade os efeitos esplénicos sobre o metabolismo
energético também sofrem alteracdes. Essas, tem a capacidade de amenizar ou
agravar o desenvolvimento da inflamagédo crénica de baixo grau associada a
obesidade e disfuncdo metabdlica (DISPIRITO; MATHIS, 2015). Nesse sentido, um
estudo de Wu e Colaboradores (2014) demonstrou que a esplenectomia exacerba
a resisténcia a insulina associada a obesidade. O impacto desse procedimento
sobre o TAB visceral se baseou em uma elevacdo da secrecdo de celulas pro-

inflamatorias paralela a diminuicdo de células anti-inflamatorias, desencadeando
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um ambiente antagonista da insulina, e por consequéncia interferindo nas vias
metabdlicas normais.

Observa-se que o ciclo de feedback neural entre o TA e o cérebro
desempenha um papel crucial em varios fenémenos fisiologicos, principalmente na
regulacdo da homeostase energética e da massa de gordura corporal, visto que
evidéncias sobre a influéncia parassimpatica sobre o crescimento do TAB ja se
encontram descritas(MIYATO et al.,, 2012). Entretanto como pode-se observar,
nesse ciclo também inclui-se a fungéo imunoldgica, visto que o baco apresenta-se
como importante regulador do metabolismo lipidio (Al et al., 2018) podendo ter
impacto frente secrecéo de insulina, também frente a morfologia do TAB (LEITE et
al., 2015).

O NV, considerado um importante ramo parassimpatico, também modula
aspectos do sistema imune, tendo importantes a¢des anti-inflamatérias(SERHAN;
LEVY, 2018). Curiosamente, sabe-se que as células imunes esplénicas estao
também envolvidas na possibilidade de desenvolvimento da aterosclerose, e que
seu status inflamatorio e controlado pelo reflexo anti-inflamatério colinérgico
(KOOIJMAN et al., 2015).

De encontro com os fatos expostos, pesquisas ja descreveram uma
importante interacdo bidirecional entre SNA e sistema imunoldgico, em particular
sobre o importante efeito anti-inflamatoério vagal mediado pelo bagco. A exemplo
disso, Huston e colaboradores(2006) ja relataram que a estimulacao do nervo vago
nao consegue inibir a producéo de TNF-a em animais esplenectomizados durante
a endotoxemia, indicando um papel essencial para o baco na via anti-inflamatéria
colinérgica.

Assim, sabe-se que a obesidade esta associada a alteracdes no SNA
(DEZFULI et al., 2018), imunoldgico, (LAMAS; MARTI; MARTINEZ, 2002) e na
resposta anti-inflamatéria esplénica (SAVASTANO et al., 2011). Isso posto, estudos
tem apontado para uma acdo bidirecional entre baco e o SNA, visto que a
hiperatividade vagal que pode estar presente na obesidade relaciona-se a uma
expansdo do TAB, atrelada a mudancas morfologicas dos adipécitos (MARTIN;

MANI; MANI, 2015), e que esse mesmo tecido de reserva energética, pode sofrer
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influéncia esplénica (WU et al., 2014). Deste modo, seria possivel que o nervo vago
e 0 baco estariam associados funcionalmente e exerceriam efeitos sobre a massa
de TAB.

Mais recentemente tem sido demonstrado que a inflamag&o crbnica da
obesidade, também envolve a participacédo de outros setores do organismo, entre
0S quais vem recebendo atencdo a atividade esplénica (ROSA et al., 2015).
Interessantemente, 0os ramos autondmicos exercem importantes efeitos sobre a
resposta imunoldgicas esplénica o que poderia influenciar a libera¢éo de citocinas
e a resposta metabdlica do TAB. Todavia, até o presente momento, ndo ha estudo

explorando a relacédo vagal e esplénica com a massa adiposa.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Avaliar o impacto da vagotomia associada ou ndo a esplenectomia sobre o

tecido adiposo branco de ratos obesos e nao obesos.

2.2 Objetivos especificos

e Avaliar o impacto das intervencgdes cirargicas VAG e ESP sobre o contetudo
do TAB visceral e subcutaneo em animais obesos e n&o obesos;

e Descrever o efeito das intervencdes cirdrgicas VAG e ESP nos parametros
bioquimicos e biométricos de animais obesos e ndo obesos;

e Observar as consequéncias das intervencgdes cirdrgicas VAG e ESP sobre a
hiperplasia e hipertrofia do TAB visceral e subcutaneo em animais obesos e
nao obesos;

e Conhecer a impliacacdo das intervencdes cirurgicas VAG e ESP frente
expressado de e IL10 no TAB visceral e subcutaneo de animais obesos e nao

obesos;
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3 METODOLOGIA

Trata-se de uma pesquisa de cunho experimental basica, quantitativa,
descritiva e laboratorial, realizada na Universidade Estadual do Oeste do Parana
(UNIOESTE) em parceria com Universidade Estadual de Campinas (UNICAMP),
fazendo parte de um recorte de um projeto maior intitulado: “A interacao bidirecional
entre atividade autondmica e esplénica pode modular o controle secretor de insulina
em ratos obesos-MSG?”, coordenado pela Dra. Sabrina Grassiolli. A amostra foi
composta por 88 ratos, Rattus Norvergicus, da linhagem Wistar divididos
inicialmente em Controles (CTL) ou MSG (M) e subsequentemente, distribuidos de
acordo com procedimento cirdrgico Vagotomia (VAG), Esplenectomia (ESP),
Vagotomia+esplenectomia (VAG+ESP) e Falsa Cirurgia (FC), tendo cada subgrupo
11 ratos cada; conforme explicado no item a seguir.

Todos os procedimentos foram aprovados pelo Comité de Etica e Uso de
Animais (CEUA) da UNIOESTE em reunido no dia 09 de junho 2017 (ANEXO A).

3.1 Animais

Ratas Wistar prenhas (n= 10 ratas) foram obtidas no biotério central da
Universidade do Oeste do Parana (UNIOESTE) sendo transferidas para biotério
setorial do Laborat6rio de Fisiologia Endocrina e Metabdlica (LAFEM), alocadas em
box individuais e recebendo agua e racdo para roedores (Biobase; SC; BR) ad
labium até o nascimento da prole. Ao nascimento, o tamanho da prole foi ajustado
para 6 a 8 filhotes machos pelas maes que foram mantidas sob ciclo de controle de
luminosidade (12h claro-escuro) e temperatura (23 + 2°C) durante a fase de
lactac@o. Todos os procedimentos experimentais foram aprovados pelo Comité de
Etica Animal local (CEUA) em dados de 16 de margo de 2017, de acordo com as
diretrizes brasileiras do Conselho Nacional de Controle de Experimentagédo Animal
(CONCEA).

3.2 Obesidade Hipotalamica
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No segundo dia apds o nascimento, metade da prole (n= 30 ratos) recebeu
injecdo subcutanea de glutamato monossodico (MSG) na dose de 4g / Kg de peso
corporal (pc) durante cinco dias consecutivos de acordo com protocolo previamente
estabelecido por Olney (1969) . Doses neonatais elevadas de MSG provocam
lesbes hipotalamicas, induzindo o desenvolvimento de obesidade ao longo da vida
(COELHO et al., 2019; TIMPER; BRUNING, 2017). Esse grupo foi denominado M-
Obeso. No mesmo periodo, o grupo nédo obeso ou controle (CTL; n = 30 ratos)
recebeu solucdo salina equimolar. Apés o desmame (21 dias de vida) os animais
M-Obesos e CTL foram distribuidos aleatoriamente em caixa (3 ratos / caixa) e aos
60 dias de vida subdivididos em subgrupos de acordo com os procedimentos

cirdrgicos descritos a seguir.

3.3 Protocolos de cirurgia

Aos 60 dias de vida, os grupos M-Obeso (n=44 ratos) e CTL (n=44 ratos) foram
submetidos a vagotomia subdiafragmatica (VS) e / ou esplenectomia (ESP)
segundo protocolos de Balbo et al. (2007) e Gotoh et al.(2012) respectivamente.
Resumidamente, ap6s 12h de jejum os animais foram anestesiados com isoflurano
(1%) e mantidos em ventilacdo espontanea com oxigénio (1mL / min). Em seguida,
a cavidade abdominal foi aberta através de uma incisdo (+2cm) realizada
imediatamente abaixo do esterno e o figado foi movido do local e o ramo anterior e
posterior do NV visualizado na parede do estfago. Esses ramos NV estavam
afastados da parede esofagica, amarrados e seccionados posteriormente. Para a
cirurgia esplénica, a incisdo abdominal foi feita, conforme descrito acima, o baco foi
localizado, o vaso sanguineo amarrado e o 6rgdo excisado e pesado. Alguns
animais receberam cirurgias de VS e ESP no mesmo procedimento cirargico. Além
disso, a cirurgia simulada foi realizada em outros ratos. Assim, foram originados oito
grupos experimentais, conforme fluxograma apresentado na Figura 1. Apds o0s
procedimentos cirtrgicos todos os ratos foram transferidos para caixas individuais,
recebendo agua e racéo para roedores ad libitum durante 1 semana para garantir a
recuperacao cirurgica. Apés esse periodo, os animais foram reagrupados (3 ratos/

caixa) conforme protocolo cirargico até 150 dias de vida.
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1 ‘ Ratas prenhas em caixas individuais

| 6-8 filhotes machos por ninhada |

Do 2° ao 6° dia de
vida, receberam
via Sc

| Animais M: MSG

| @

| Animais CTL: Salina
Aos 21 dias de vida, separados randomicamente em 8 grupos
de acordo com o procedimento a qual seriam submetidos
CTLec CTlesp CTlyvac CTLyac-se
N=11 N=11 N=11 N=11
Mec Mesp Myag Mvyag-£sp
N=11 N=11 N=11 N=11

| Procedimentos cirurgicos aos 60 dias de vida

T

| Eutanasia aos 150 dias de vida

Figura 1: Delineamento experimental.

Animais CTL foram divididos em: Controle falsa-cirurgia (CTLec), controle
esplenectomizado (CTLesp), controle vagotomizados (CTLvac), controle
vagotomizado+esplenectomizado (CTLvac+esp); E 0s animais M subdivididos em MSG
falsa-cirurgia (Mec), MSG esplenectomizado (Mesp), MSG vagotomizados (Mvag), MSG
vagotomizado+esplenectomizado (Mvac+esp). N=nlmero de animais. Sc=subcutéaneo.

3.4 Parametros biométricos e de plasma

Dos 70 aos 150 dias de vida, os ratos machos foram pesados para o ganho
de peso corporal calculado (g). Aos 150 dias de vida foi avaliado o comprimento
nasoanal (CNA; cm) e ap6s 12h de jejum os ratos foram sacrificados, o sangue total
coletado em tubos heparinizados e o plasma utilizado para dosagem de glicose,
triglicerideos e colesterol total por kits enzimaticos (Bioloquid, empresa SC). A

insulina plasmatica foi dosada por radioimunoensaio. Os valores de glicose e
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triglicerideos em jejum foram utilizados para calculo do indice TyG por meio das
férmulas: Log (triglicerideos (mg / dL) * glicose (mg/dL)/ 2) (GOTOH et al., 2012c).
O plasma também foi usado para a dosagem de IL10 usando ensaio
imunoenzimético (ELISA) de acordo com as instrugbes do fabricante.
Imediatamente ap0s a eutanasia, a cavidade abdominal foi aberta, o estbmago foi
excisado, limpo e pesado. O peso do estdmago foi utilizado como parametro para
avaliar a eficacia da VS ja demonstrada (GUERRERO-ROMERO et al., 2010). Em
ratos ndo esplenectomizados, o baco também foi excisado, limpo e pesado. O peso
corporal final e o NAL foram usados para obter o indice de Lee [3Vpeso corporal (g)
/ NAL (cm)] proposto por Patterson (1968).

3.5 Analise Histologica WAT

ApOs a eutanasia os depdsitos TAB mesentérico (TAB-M) e inguinal (TAB-I)
foram excisados, pesados e um fragmento imediatamente transferido para Alfac,
solucéo de fixacao histologica constituida por uma mistura de alcool (80%), formol
(10%) e acido acetico glacial (5%) durante 24h. Apos esse periodo, as amostras de
tecido TAB foram transferidas para solucao de alcool (70%) até os procedimentos
histoldgicos. Para isso, 0s depdsitos de TAB foram diafanizados em xilol,
desidratados em solucao de alcool e incluidos em paraplast (McCormickTM) sendo
submetidos a procedimentos de microtomia. Foram realizados cortes semisseriais
(5um) que foram corados pela técnica de hematoxilina e eosina (H&E). Cinco a seis
ratos por grupos foram usados para montar 3 fatias por ratos contendo pelo menos
3 cortes por fatia. As laminas foram registradas em fotomicroscépio (OLYMPUS
BX60) em aumento de 40x. O tamanho dos adipécitos (Um2) e o numero
(numero/campo) foram medidos usando um sistema de analise de imagem (Image
J 1.39f, NIH - Bethesda, MD, EUA). Um total de 50 adipécitos foram medidos por
secao.

3.6 Western Blotting

Os fragmentos de depésitos TAB-I E TAB-M foram homogeneizados com 200
pL de tampéo de lise (EDTA 10 mM, base tris 100 mM, pirofosfato de sodio 100 mM,
fluoreto de soédio 100 mM, ortovanadato de sodio 10 mM, fluoreto de
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fenilmetilsulfonil 2 mM, triton 1% X-100 e 1 ug / mL de aprotinina). A concentragao
de proteina foi medida usando reagentes de Bradford (SIGMA, B6916). Em seguida,
30 ug de amostras de proteina foram homogeneizadas e fervidas (5 min a 100 ° C)
em um tampéo de Laemmli. As proteinas foram entdo separadas por eletroforese
em gel de poliacrilamida 15%. A transferéncia para membranas de nitrocelulose foi
realizada em transferéncia Trans Blot por 2 h em 110 V, com tampao tris/glicina. As
membranas foram blogueadas em solu¢éo salina tamponada com tris (base tris 10
mM, NaCl 150 mM e 0,25% (vol./vol.) De tween 20) contendo 5% (peso/vol.) apos,
leite por 1 hora a temperatura ambiente. Em seguida, as membranas foram
incubadas durante a noite a 4 ° C com anticorpos primarios contra IL-10 e Tubulina,
e posteriormente com anticorpos secundarios apropriados. A deteccdo de bandas
foi realizada por quimioluminescéncia em revelador (LOCCUS). Para quantificar as
intensidades de banda, a densitometria O6ptica foi utilizada no programa
LablmagelD.

3.7 Andlise estatistica

Os dados séo apresentados como média + erro padréo médio. Os grupos CTL
e M-Obeso foram comparados pelo teste t de Student (p <0,05). O desfecho
principal foi analisado com a ANOVA de dois fatores, com pés-teste de Tukey (p
<0,05). Os tamanhos de efeito Delta Glass (ES) também foram calculados e a
relevancia fisiologica foi interpretada como pequena (d= 0,2), média (d= 0,5) ou
grande (d=0,8).
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5 ARTIGO CIENTIFICO

THE VAGUS NERVE AND SPLEEN: INFLUENCE ON WHITE
ADIPOSE MASS AND HISTOLOGY OF OBESE AND NON-OBESE
RATS

Abstract

The vagus nerve and spleen represent a complex interface between neural and
immunological functions, affecting both energy metabolism and white adipose tissue
(WAT) content. Herein, we evaluated the effect of vagotomy, associated with
splenectomy, on WAT content, histology and interleukin 10 (IL10) expression in
obese and non-obese male Wistar rats. Hypothalamic obesity was induced by
neonatal monosodium glutamate administration (M; 4g/Kg). Non-obese or Control
(CTL) rats received equimolar saline. At 60 days of life, M-Obese and CTL rats were
randomly distributed into experimental subgroups according to the following surgical
procedures: sham; subdiaphragmatic vagotomy (SV); splenectomy (SPL); and
SV+SPL (n= 11 rats/group). At 150 days of life and after 12h of fasting, rats were
euthanized, blood was collected, and visceral and subcutaneous WAT depots were
excised. WAT depots were weighted and histologically evaluated for number and
size of adipocytes as well as IL10 expression. M-Obese rats showed higher
adiposity, IL10 plasma levels, hyperinsulinemia, hypertriglyceridemia, and insulin
resistance when compared to CTL groups (p<0.05). In CTL and M-Obese rats, SV
reduced body weight gain and triglycerides levels, diminishing adipocyte size
without changes in IL10 expression in WAT (p<0.05). Splenectomy prevented the
effects of SV on adiposity and metabolism in CTL animals but not in M-Obese rats.
SV increased IL10 plasma levels in the CTL group, a response that was impaired
by the absence of spleen. Neither SV nor SPL surgeries modified the plasma levels
of IL10 in M-Obese rats. In conclusion, vagotomy promotes body weight and
adiposity reduction, elevating IL10 plasma levels in non-obese animals, in a spleen-
dependent manner. Under obesity conditions, vagotomy also reduces body weight,
adiposity, and improves insulin sensitivity without changes in IL10 plasma levels.
However, the spleen does not contribute to the effects of vagotomy in obese

animals.



1. Introduction

White adipose tissue (WAT) exerts a central role in energy homeostasis, a
function related to the endocrine activities of adipocytes (1). Adipocytes present a
narrow associations between metabolism (lipogenesis and lipolysis), cell size (larger
and small cells) and adipokine secretion (pro or anti-inflammatory substances) (2).
Thus, in obesity conditions, the pronounced WAT expansion is primarily
characterized by increased lipogenesis, adipocyte hypertrophy, and increases in
pro-inflammatory proteins, such as tumor necrosis factor- alpha (TNFa) and
interleukin 1 beta (IL1B), with simultaneous reduction of anti-inflammatory
substances, such as IL10 and adiponectin (3). Several co-morbidities associated
with obesity are related with the WAT pro-inflammatory state, in particular, insulin
resistance, hyperglycemia, dyslipidemia, and hypertension, characterizing the
metabolic syndrome (MS) (4,5).

The metabolic and secretory dysfunctions in the WAT from obese subjects
are well established events, however, the causes involved in these processes are
unknown. In this sense, neuronal and immunological interrelations seem to have an
important role in obesity, an evident mechanism in the interplay between the vagus
nerve (VN) and spleen, impacting WAT function (6-8).

Autonomic nervous system (ANS) unbalance is commonly observed in
obesity, with VN hyperactivity involved in hyperinsulinemia, insulin resistance,
glucose intolerance, and excessive WAT mass expansion (9,10). Studies developed
in more recentdecades have demonstrated that the VN is also able to modulate
immunological responses, an anti-inflammatory vagal reflex, where splenic activity
is necessary for this vagal-immunomodulatory action (7). WAT vagal innervation is
a matter of discussion for several research groups (7,11). In this regard, some argue
a lack of significant vagal innervation in WAT, while (11) reporting the presence of
a parasympathetic input in WAT. Independently of these discussion points, it is clear
that VN ablation (vagotomy) induces WAT mass reduction, a response observed in
human (12) and rodent obesity models (13).

Interestingly, more recent data have demonstrated that a reduction in brain-
melanocortin signaling actively promotes fat mass gain, by activating the lipogenic
program in adipocytes and the proliferation of endothelial cells in WAT depots. Both
mechanisms occur regardless of caloric intake via efferent nerve fibers conveyed
by the common VN hepatic branch (14). Moreover, it is possible that the VN
modulates WAT content by controlling the sympathetic peripheral tonus via central

nervous system (CNS). In this sense, subdiaphragmatic vagotomy impairs the



brown adipose tissue (BAT)-mediated diet-induced thermic response (15), while
acute VN stimulation increases norepinephrine concentrations and transmission in
the rat brain (16).

As above mentioned, anti-inflammatory vagal action may be dependent on
the splenic activity (17). The VN innervates the celiac ganglion (18) being
functionally relevant for the control of sympathetic tone to the spleen (17). As such,
the sympathetic nervous system (SNS) and the VN synergically act through the
splenic nerve, to inhibit the release of TNFa by macrophages in the spleen (7).

Besides of the known neuro-immune responses involving the spleen, this
organ also affects energy homeostasis (8,19). Splenectomy changes WAT content,
glucose and lipids homeostasis, and insulin sensitivity in obese rodents (20).
Obesity provokes fat accumulation and induces higher inflammatory responses in
the spleen (21). Centrally administered leptin increases SNS flux to the spleen (22).
Moreover, the spleen plays an important role in the occurrence and development of
diabetes. Infusion of adipose tissue-derived stem cells (ADSCs) reduces
hyperglycemia and insulin resistance in diabetic rats, a response that may be
partially mediated by promoting spleen-derived anti-inflammatory cytokine IL-10
expression (23). Obesity is hypothesized to suppress the synthesis of IL-10,
resulting in chronic inflammation in WAT (24).

Taken together, these data indicate that the VN and the spleen could play a
bi-directional interaction with WAT . Thus, in the present work, we evaluated the
effect of vagotomy associated with splenectomy on WAT content, histology and IL10
expression in hypothalamic obese and non-obese male Wistar rats.

2. Material and Methods
2.1 Animals

Pregnant Wistar rats (n=10) were obtained from the central animal facility of
the Western Parana State University (Unioeste) and transferred to the sectorial
animal facility of the Laboratory of Endocrine and Metabolic Physiology (LAFEM).
Animals were allocated into individual cages and received water and rodent chow
(Biobase; SC; BR) ad labitum until the birth of offspring. At birth, the offspring size
was adjusted to 6- 8 male pups per dam, which were maintained under controlled
luminosity cycles (12h light-dark) and temperature (23£2°C) during the lactation
phase. All experimental procedures were approved by the local Ethics Committee



on Animal Use (CEUA) on March 16th, 2017, according to the Brazilian guidelines
of the National Council for the Control of Animal Experimentation (CONCEA).

2.2 Hypothalamic Obesity

On the second day after birth, the offspring were divided into two groups. One
group(n=44) received a daily subcutaneous injection of monosodium glutamate
(MSG) in a dose of 4g/Kg of body weight (bw) during five consecutive days
according to a previously established protocol (25). Elevated MSG doses to
neonates provoke hypothalamic lesions, inducing lifelong obesity (26,27). This
group was denominated M-Obese. As controls, non-obese rats (CTL; n =44)
received equimolar saline solution. After weaning (21 days of life), M-Obese and
CTL animals were randomly distributed into cages (3 rats/cages) and at 60 days of

life subdivided according to the surgical procedures described below.

2.3 Surgery protocols

At 60 days of life, M-Obese (n=22) and CTL (n=22) groups were submitted
to subdiaphragmatic vagotomy (SV) and/or splenectomy (SPL) (28,29). Briefly, after
12h of fasting, animals were anesthetized with isoflurane (1%) and maintained in
spontaneous ventilation with oxygen (1mL/min). Then, the abdominal cavity was
opened throughout a incision (x2cm) performed immediately bellow the sternum.
Liver was moved for visualization of the anterior and posterior VN ramus in the
esophagus wall. The VN ramus were placed away from the esophageal wall, tied
and posteriorly sectioned. For splenic surgery, the abdominal incision was done as
described above, the blood vessel connected to the spleen was tied and the organ
excised and weighted. A group of animals had both SV and SPL surgeries
performed in the same procedure, while another group was submitted to a sham
surgery. At the end, eight experimental groups were originated (n=11 rats), as
illustrated in Figure 1. After the surgical procedures, all rats were transferred to
individual cages, receiving water and rodent chow ad libitum for 1 week, to
guarantee postoperative recovery. After this period, animals were regrouped (3

rats/cage) according to the surgical protocol until 150 days of life.
2.4 Biometric and plasma parameters

From 70 to 150 days of life, rats were weighted for body weight gain (g)

calculation. At 150 days of life, the naso-anal length (NAL; cm) was evaluated, and



after 12h of fasting, rats were euthanized, total blood was collected in heparinized
tubes, and plasma used for dosage of glucose, triglycerides and total cholesterol by
enzymatic kits (Bioloquid, SC company). Plasma insulin was measured by
radioimmunoassay. Glucose and triglycerides values in fasting were used for TyG
Index calculation using the formula: Log (triglycerides (mg/dL)*glucose (mg/dL)/2)
(31). Plasma samples were also used for IL10 dosage by enzyme-linked
immunosorbent assay (ELISA), according to the manufacturer’s instructions.
Immediately after euthanasia, abdominal cavity was opened, the stomach was
excised, cleaned and weighted. Stomach’s weight was used as a parameter of SV
efficacy (32). In non-splenectomized rats, the spleen was also excised, cleaned and
weighted. The final body weight and NAL were used to obtain the Lee index [3vVbody
weight (g)/NAL (cm)] as previously proposed by another author (33).

2.5 WAT Histological Analysis

After euthanasia, the mesenteric (WAT-M) and inguinal (WAT-1) WAT depots
were excised, weighed, and a fragment was immediately transferred to Alfac, a
histological fixation solution constituted by a mixture of alcohol (80%), formol (10%),
and glacial acetic acid (5%), during 24h. After this period, the WAT tissue samples
were transferred to an alcoholic (70%) solution for histological procedures. For this,
WAT depots were diaphanized in xylol, dehydrated in alcoholic solution and
embedded in paraplast (McCormickTM), being finally submitted to the microtomy
procedures. Semi-serial cuts (5um) were performed and stained with hematoxylin
and eosin (H&E). Tissues from five to six rats per group were used to assemble the
slides for histology (three slides per rat, containing at least 3 slices each). Images
of the slides were captured using a photomicroscope (OLYMPUS BX60) at a
magnification of 40x. Adipocytes size (um2) and number (number/field) were
measured using an image analysis system (Image J 1.39f, NIH — Bethesda, MD,

USA). A total of 50 adipocytes were analyzed per section.
2.6 WAT Western Blotting

Fragments of WAT-M and WAT-I depots were homogenized in 200uL of lysis
buffer (10 mM EDTA, 100 mM tris base, 100 mM sodium pyrophosphate, 100 mM
sodium fluoride, 10 mM sodium orthovanadate, 2 mM phenylmethylsulfonyl fluoride,
1% triton X-100, and 1 pg/mL aprotinin). Protein concentration was measured using
Bradford reagents (SIGMA, B6916). Then, 30 ug of protein samples were
homogenized and boiled (5 min at 100 °C) in Laemmli buffer. Proteins were then



separated by electrophoresis in a 15% polyacrylamide gel. The transfer to
nitrocellulose membranes was performed in Trans Blot transfer for 2 h at 110 V, with
tris/glycine buffer. Membranes were blocked in a tris-buffered saline (10 mM tris
base, 150 mM NaCl and 0.25% (vol./vol.) of tween 20) containing 5% (wt./vol.) of
non-fat milk for 1 hour at room temperature. After blocking, membranes were
incubated overnight at 4 °C with primary antibodies against IL-10 and Tubulin.
Detection of specific protein bands was performed by incubating membranes with
appropriate secondary antibodies and bands detection was performed by measuring
chemiluminescence (LOCCUS). Bands intensity was quantified by optical

densitometry using the software LablmagelD.
2.7 Statistical analysis

Data are presented as mean * standard error of the mean (SEM). CTL and
M-Obese groups were compared using Student’s t test (p<0.05). The main outcome
measurements were analyzed by two-way ANOVA, followed by Tukey post hoc test
(p<0.05). Glass’s Delta, for effect size (ES) evaluation, was also calculated and
physiological relevance was interpreted as small (d = 0.2), medium (d = 0.5), or
large (d = 0.8).

3. Results
3.1 Hypothalamic obesity

As shown in Table 1, hypothalamic lesions induced by M neonatal treatment
had a large effect (higher ES values) on biometric and biochemical parameters
throughout life. At 150 days of life, M-Obese rats had lower body weights (29%; ES
= -3.83), NAL (16%; ES =-10.30) and spleen weights (26%; ES = -1.29) compared
to the CTL group (p <0.05). In contrast, M-Obese rats showed higher Lee index (6%;
ES= 2.59) compared to CTL animals (p<0.05). Moreover, despite normoglycemia
(ES=-0.78), the M-Obese group presented elevated plasma values of triglycerides
(44%; ES= 2.44) and hyperinsulinemia (48%; ES= 1.60) compared to CTL rats
(p<0.05). The TyG index was approximately 6% (ES= 2.01) higher in the M-Obese
group than in CTL animals. The stomach weight (ES= 0.55) as well as IL10 plasma
levels (ES=0.68) were similar between M-Obese and CTL groups (Table 1; p>0.05).



High fat content was observed in WAT-M (ES = 7.89) and WAT-I (ES = 3.12)
deposits of M-Obese rats compared to the CTL group (Table 1; p <0.05). Confirming
the intense adiposity, adipocyte hypertrophy (WAT-I, ES= 2.19 and WAT-M, ES=
17.67) and reduction in adipocytes number (WAT-I: - 2.35 and WAT-M: - 4.67) were
observed in WAT deposits of M-Obese rats compared to the CTL group (Figure 2;
p<0.05).

3.2 Effect of the vagus nerve and/or spleen ablation on biometric, metabolic

and adiposity in non-obese (CTL) rats

As a consequence of the SV surgery, the stomach weight was 53% (ES=
12.37) and 52% (ES = 11.76) higher in CTLSV and CTLSV+SPL groups,
respectively, in comparison to CTLSHAM animals (p<0.0001; Table 2 and
Supplementary table S1). The SV surgery significantly affected body weight gain (F
(1.40) = 0.0823; p=<0.0001) and NAL (F (1.30) = 11.10; p <0.0023). Thus, the body
weight gain was reduced by 34.2% (ES= -3.25) and 34.6% (ES= -3.23) in CTLSV
and CTLSV+SPL, respectively, compared to CTLSHAM group (p<0.05). Similar
results were also observed when compared to CTLSPL group (Table 2). Moreover,
the CTLSV and CTLSV+SPL rats also displayed significant reductions in NAL when
compared to non vagotomized groups (CTLSHAM and CTLSPL; p<0.05). However,
the Lee index was not affected by SV surgery. In contrast, spleen ablation did not
affect body weight gain or NAL, but influenced in the Lee index (F (1.28) = 5.033;
p=<0.0330). The spleen weight was similar between CTLSHAM and CTLSV groups
(ES=-0.46, p>0.05; Supplementary Table S1 and Table 2).

SV surgery modified the fasting glycemia (F (1.31) = 13.33; p= 0.0010) with
interaction between SV surgery and spleen ablation in this variable (F (1.31) =81.96;
p= 0.075). Thus, CTLSV+SPL rats showed hyperglycemia in relation to other
experimental groups (p<0.001). In addition, IL10 plasma levels were modified by SV
(ES=3.13) and SPL (ES= 0.69) IL10 plasma levels were significantly elevated in
CTL-SV rats compared with other groups. In association, SV+SPL provoked a
reduction in IL10 plasma levels (ES= -0.58; p<0.001; Table 2 and supplementary
Table s1).

The impact of SV and/or SPL surgeries on adiposity content and histology
from non-obese rodents are presented in Figures 3 (a-f) and 4 (a-f). The adiposity
content was significantly influenced by SV surgery in both WAT-M (F (1.28) = 16.50;
p 0.0004) and WAT-I (F(1. 40) = 7.341; p 0.0099) depots (Figures 3a and 4a). Thus,
the weight of WAT-M in CTL-SV group was reduced by 35% and 40% respectively,



in relation to CTLSHAM and CTLSPL rats (p<0.05; Figure 4a). Moreover, CTLSV
animals also presented smaller WAT-I weight in comparison to CTLSPL rats (Figure
3d; p<0.05). Spleen ablation alone did not alter the WAT content and the CTL-
SV+SPL group did not show any significant reduction in WAT-M and WAT-I content
(figure 3d and 4d; p>0.05). Thus, in WAT-M depots from CTL-SV rats, we observed
significant reduction in adipocytes size (ES= - 4.14; p<0.05; Supplementary table 1
and Figure 4e) and a consequently higher adipocytes number (ES= 4.74; p<0.05;
Supplementary table and Figure 4f) in comparison with CTLSHAM animals, as
illustrated in Figure 4a. Similarly, in WAT-I depots from the CTL-SV group, we
observed a reduction in adipocytes size (ES= - 1.09; p<0.05; Supplementary table
S1 and Figure 3e) and an increase in adipocytes number (ES= 3.21; p<0.05;
Supplementary table and Figure 3f), as showed in Figure 3a. Spleen ablation alone,
did not change adipocytes size or number in WAT-M or WAT-I depots. However,
the effects of vagotomy were not observed in the SV+SPL groups, (Figure 2 and 3).
Despite a reduction in IL10 expression and a moderate effect observed in WAT-M
(SE= -0.50) and WAT-I (SE= -0.70) from CTLSV group, no statistical differences
were found (Figure 3 b-c and Figure 4 b-c). The size effect of all surgeries in non-

obese rats is shown in supplementary table S1.

3.3 Effect of the vagus nerve and/or spleen ablation on biometric, metabolic

and adiposity in M-Obese rats.

The VN ablation induced significant increases in stomach weight in M-
ObeseSV (ES=4.67) and M-ObeseSV+SPL (ES= 7.24) rats in relation to M-Obese
sham groups (p<0.0001), confirming gastric stasis (Table 3 and supplementary
table 1). In the M-Obese groups, we observed influence of SV (F (1.36) = 25.75; p=
<0.0001) and SV+SPL surgeries (F (1. 36) = 4.963; p= 0.0322; Table 3). Thus, the
M-ObeseSV (ES= -1.57) and M-Obesesp (ES= -0.54) groups showed significant
reduction of approximately 24% in body weight gain in comparison to M-Obese
sham rats (p<0.05, Table 3 and supplementary table 1). Neither SV nor SPL
surgeries altered NAL and spleen weight in M-Obese animals. However, SV surgery
affected the Lee index (F (1. 26) = 7.933; p= 0.0091) resulting in smaller Lee index
value in M-ObeseSV+SPL rats compared to M-ObeseSHAM animals (ES=-2.40;
p<0.05; Table 3 and supplementary table 1). Fasting values of glucose and total
cholesterol were not modified by SV and/or SPL surgeries (p>0.05). In contrast, SPL
surgery affected insulin fasting plasma levels (F(1. 23) = 7.862; p= 0.0101) resulting

in lower levels in M-ObeseSV animals when compared with the M-ObeseSV+SPL



groups (p<0.05; Table 3). Moreover, SV surgery also affected plasma triglycerides
levels (F (1. 17) = 6.573; p= 0.201), promoting significant reductions in M-Obese SV
(ES=-2.02) and M-Obese SV+SPL (ES=-1.88) groups in comparison with M-Obese
sham rats (p<0.05, Table 3 and supplementary table S1). Thus, the TyG index was
influenced by SV surgery (F (1. 15) =25.67; p=0.0001). Therefore, we found smaller
values of TyG index in M-ObeseSV (ES=-2.17) and M-ObeseSV+SPL (ES=-2.01)
groups in relation to M-SHAM rats (p<0.05; Table 3 and supplementary table S1).
M-Obese rats did not show significant changes in IL10 plasma levels in any of the
surgical procedures.

The influence of SV and/or SPL surgeries on adiposity content and histology
of M-Obese rats are shown in Figures 5 and 6. SV surgery altered only WAT-M
content and adipocytes size (F (1. 20) = 9.012; p= 0.0070) and number (F (1. 20) =
12.42; p= 0.0021) in M-Obese groups. M-ObeseSV (ES= -1.21) and M-Obese
SV+SPL (ES=-1.24) groups showed reduction in WAT-M weight (p<0.05, Figure 6d
and supplementary table 1). Moreover, M-ObeseSV (ES= -1.17) and M-Obese
SV+SPL rats (ES= -1.44) showed smaller adipocyte size and increased adipocytes
number (ES= 2.83 and 3.50, respectively) compared to WAT-M depots from M-
ObeseSHAM rats (Figure 6f and supplementary Table S1), as shown by
representative H&E photomicrography (Figure 6a).

Although no significant effect of SV and SPL surgeries on WAT-I content
(figure 5) was found, SV surgery affected adipocytes size F (1.16) = 13.83; p=
0.0019) and number F (1.17) = 16.25; p= 0.0009). M-Obese SV rats displayed
smaller adipocyte size (SE= - 2.88) and increased adipocyte number (SE= 3.96) in
relation to M-ObeseSHAM animals (Figure 5 and supplementary table 1), as
evidenced by H&E photomicrography (Figure 5a). IL10 expression (Figures 5b-c
and 6b-c, respectively) was not modified neither by SV nor SPL ablation in both
WAT depots. The ES of all surgeries in M-Obese groups is shown in the
supplementary table S1.

4. Discussion

Confirming previous studies published for by us (34) and others (20),
neonatal MSG administration promoted massive adiposity, insulin resistance,
hypertriglyceridemia and hyperinsulinemia. Obesity was characterized by adipocyte
hypertrophy in visceral and subcutaneous depots. Elevated insulin lipogenic action

(35), reduced SNS activity, and consequent smaller lipolytic responses, associated



with higher cortisol and reduced growth hormone (GH), are all elements involved in
adipocyte hypertrophy in this obesity model. Moreover, autonomic unbalance, with
higher vagal hyperactivity and lower sympathetic tonus, are evident phenomena in
M-Obese treated rodents (27). In addition, herein we confirmed the reduction of
spleen weight, also related with histological alterations in white and red pulp in this
organ, as previously demonstrated by our research group (36). Despite the spleen
atrophy observed in the present study, we did not observe significant reductions in
IL10 plasma levels in obese rats, in contrast to a previous study (37).

ANS and immunological functions are differently modulated in obesity and
non-obesity conditions (10,24) thus in the present work the effects of SV and/or SPL
surgeries were compared for CTL (non-obese) and M-Obese groups, as mentioned
bellow. Our data corroborate previously published studies, showing that SV surgery
reduces body weight gain and lowers adiposity in CTL and M-obese animals
(38,39). The lower body weight gain and adiposity in vagotomized groups cannot be
attributed to a reduction in food intake, since we found no alteration in food intake
in vagotomized rats (data not shown). The impact of VN ablation on food intake
presents contradictory results, and time and technique surgery procedure are
important aspects to consider when interpreting these results (39). In this regard,
SV causes a reduction in stomach motility and consequent gastric stasis, with higher
food accumulation in this organ (39). Herein, the stomach weight from vagotomized
rats (M-obese and CTL) was significantly higher in relation to sham animals,
indicating SV surgery efficacy. CTLsv rats showed significant reduction in growth,
suggesting an impact of VN in GH action or secretion. Moreover, ghrelin is a GH-
releasing factor, altered by gastric stasis (40). Our findings corroborate with a study
by (41), which demonstrated that vagotomized animals down-regulate GHRH
MRNA in the arcuate nucleus of the hypothalamus and a down-regulate both GHRH
and GHS receptors' mRNA at the pituitary level, which are essential for the full GH-
releasing effect of ghrelin. These responses were not observed in M-Obese animals
due to extensive ARC lesions and a well-recognized reduction in GH releasing in
M-Obese treated rats (27).

The VN has important role in glucose homeostasis, in particular by
modulating insulin secretion in pancreas (38). In the present work we noted several
effects on fasting parameters between CTL and M-Obese animals. Thus, fasting
glucose elevation was a consequence of VN ablation in CTL rats and was
accentuated by the absence of a spleen, suggesting the participation of both VN

and spleen in glucose homeostasis. Recently, we demonstrated that spleen ablation



at 60 days of life reduces fasting glycemia in CTL rats without altering glycemia or
insulin during intravenous glucose tolerance test (ivGTT) (42). In contrast, in the
same study we showed a reduction in insulin release and improvement in insulin
sensitivity in splenectomized M-obese rats. These data indicate that regulation of
glucose homeostasis in obesity and non-obesity conditions is differently modulated
by the VN and spleen. It is known that M-Obese rats show VN hyperactivity and
spleen dysfunctions (9). In the present study, SV surgery reduced fasting insulin and
improved insulin sensibility in M-Obese rats, but not in CTL animals. It is well-
recognized that vagal hyperactivity is associated with hyperinsulinemia and insulin
resistance in M-Obese rodents (10,43). SV surgery provoked a reduction in
triglycerides plasma levels, with more pronounced effects in M-obese rats,
confirming that vagal dysfunctions impact lipids metabolism (44). Additionally, the
VN also can control triglycerides by afferent vagal signals (45). Thus, chronic VNS
resulted in a reduction in triglycerides in the plasma of rats (46).

The reduction of body weight and triglycerides levels may be partially
explained by the reduction of adiposity observed in CTL and vagotomized M-obese
rats. However, WAT reduction induced by vagotomy was more evident in CTL
animals, with significant diminution in adipocyte size in visceral and subcutaneous
WAT depots. These data suggested that, in the healthy state, the VN has a greater
impact in fat mass regulation.

Insulin is a central hormone for adipocyte lipogenesis and proliferation (47).
Considering that in CTL rats, neither insulin levels nor insulin sensibility were
affected by SV surgery, we believe that VN ablation in this case favors SNS lipolytic
action in WAT. The VN appears to be able to affect peripheral SNS flux by a
modulatory action on the nucleus of the solitary tract (NTS) and hypothalamic
nucleus (48). In this regard, auricular vagal neural stimulation (VNS) elevates
norepinephrine levels in WAT depots (46). Moreover, as demonstrated by another
study (49), the VN exerts effect on lipogenic pathways in WAT via melanocortin
system responses at the hypothalamic level, suggesting that increased VN activity
may have a role in the gain of fat mass.

In M-Obese animals, insulin fasting and insulin sensibility were improved by
VN ablation, explaining the adipocyte size reduction (12,38). SV surgery in M-obese
rats probably corrects vagal hyperactivity by restoring insulin action and exerting
anti-adiposity effects, as suggested in other studies (38). Similarly, clinical studies

have demonstrated that surgical ablation of the abdominal VN can result in



considerable reduction of body weight (32) and vagal denervation has also been
linked to increased weight loss following gastrectomy (13).

Nevertheless, in obesity, vagal afferent signals are disturbed, thus vagal
blocking therapy can provide significant weight loss in obese patients (12,50).
Vagal-dependent signals are sufficient to mediate the increased WAT lipogenesis
in response to reduction in brain melanocortin signaling without diminishing the local
SNS tone (14). Finally, VNS is able to increase brown adipose tissue thermogenesis
and promote brightening in WAT depot of obese rodents, favoring elevated energy
expenditure and fat reduction (3).

In the present study, we also noted that, in M-obese animals, the visceral
WAT depot was more responsive to VN ablation, presenting higher reduction in
adipocyte size. As previously observed (13), selective vagotomy in gastrectomy
results in preferential reduction of visceral WAT, indicating that VN locally regulates
the amount of intra-abdominal fat tissue and that surgical denervation of VN may be
considered as a reasonable treatment for obesity (13).

We (42) and others (17,51) have demonstrated that the spleen can
participate in glucose homeostasis and fat mass distribution. Interestingly, the VN
and spleen are involved in common responses, especially immunological and anti-
inflammatory activities (8,52,53). Our data indicate, for the first time, that vagal-
splenic signals could be participating in WAT mass control. In this context, the vagal
reduction in WAT fat content, including diminished adipocyte size, was blockaded
in the absernce of the spleen, in particular in CTL rats. The spleen has already been
reported as an important site of IL10 production (24). According to the authors, IL10
is reduced in splenectomized rats, favoring adipocyte inflammation. In contrast, our
study found that splenectomy did not promote significant reductions in IL10 plasma
levels in neither CTL nor in M-Obese rats. Interestingly, we observed that, in CTL
animals, exclusively, there is a rise in IL10 plasma levels after vagotomy surgery,
an effect that does not occur when vagotomy surgery is associated with spleen
ablation. The anti-inflammatory effects of SNS on the spleen have been previously
observed (54), and involve I1L10 production via the beta adrenergic receptor. Thus,
we speculate that in vagotomized CTL animals there is an augmented SNS to
spleen rate, stimulating IL10 production. This hypothesis is supported by another
study that found higher levels of norepinephrine in the spleen after vagotomy (55).

Increased plasma levels of IL10 observed in vagotomized CTL animals does
not appear to be dependent of WAT, since IL10 protein expression in visceral or

subcutaneous WAT were not influenced by SV surgery. The role of IL-10 in WAT is



largely unknown. Some studies have suggested that IL-10 might create an anti-
inflammatory milieu by promoting the activity of M2 macrophages (56-58). In
contrast, IL10 adipogenic and pro-inflammatory effects have also been reported
(59).

In our study, neither SV nor SPL promoted significant alterations in IL10
plasma levels or IL10 expression in WAT from M-Obese rats, indicating that other
factors may be mediating WAT reduction in obesity condition. Moreover, in M-Obese
rats, the absence of spleen associated with vagotomy did not influence WAT mass
and histology, suggesting that the vagal-splenic circuits are interrupted in obesity.
Similarly, other studies have not supported an anti-obesity role for IL-10 as well
(60,61). In this sense, loss of IL-10 in mice increased energy expenditure and
protected against diet-induced obesity, and did so in the absence of overt systemic
or adipose inflammation (62) .

We have previously demonstrated that the spleen of M-Obese rats display
altered histological distribution of white splenic pulp (36), suggesting splenic
dysfunction in this obesity model. However, to date, IL10 production in the spleen
of M-Obese rats has not been studied. In addition, the participation of other
cytokines in adipocyte vagal-splenic responses cannot be discharged. For example,
the IL17 response by spleen cells has been demonstrated to be dependent on the
presence of adipocyte-derived mediators (63), suggesting that multiple cytokines
participate in cross-directional interactions between spleen and adipocytes.

In conclusion, SV surgery is able to induce WAT mass and adipocyte size
reduction in obesity and non-obesity conditions. However, in the healthy state,
increased IL10 plasma levels and presence of spleen are necessary for the anti-
adiposity effects of vagotomy. In contrast, in M-Obese animals, reductions in
triglycerides and insulin plasma levels as well as an improvement in insulin
resistance, are important elements for anti-adiposity responses to vagotomy. Thus,
metabolism and fat mass are regulated by several interactive mechanisms between

vagal and splenic activities in healthy and obesity conditions.
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Tables:

Table 1: Adiposity, biometric and metabolic profile of M treated rats.

Parameters CTL M-Obese p-value Effect size

BOdy(;")’e'ght 43349 30645 <0.0001 -3.83
NAL 23.26+£0.11  19.362028  <00001  -10.30
(cm)

Lee Index 0.32+0.02 0.34+0.02 0.0008 259
WAT-I 0.27+ 0.03 0.55+ 0.05 0.0007 3.12
(9/1009)

. 7.89

WAT-M 0.99+0.060  2.26+0.25 0.0004
(9/1009)

Stomach 0.55
(4/1000) 0.48+0.01 0.49+0.02 0.6064
Spleen
(311000) 0.14+0.01 0.10+0.01 0.0049 -1.29

Insulinemia 009+002  0.18+0.02 0.0206 1.60
(ng/mL)
Glucose -0.78
(m/dL) 93+8 75+6 0.1124
: : 244
Triglycerides 121.1+16 217.1+35 0.0337
(mg/dL)
2.01
TyG 2.00+0.03 2.13+0.04 0.0157
Cholesterol 113+3.8 146+16.4 0.0722 3.25
(mg/dL)
IL-10
39.31+457  50.13 +3.94 0.1122 0.68
(pg/mL)

Data are mean + SEM, n = 8-11 rats per group. NAL - nasoanal length; TyG: Triglycerides
and glucose index; IL10: Interleukin 10; g, grams; cm, centimeters; mg, milligrams; dL,
deciliters; ng, nanogram; mL, milliliters; CTL: control, M-Obese: MSG; WAT-I: Inguinal
white adipose tissue; WAT-M: Mesenteric white Adipose Tissue; Student's t test (p <0.05).




Table 2. Effects of SV and/or SPL surgeries on biometric and biochemical parameters from non-obese
rats (CTL)

p-value
CTLsHam CTLspL CTLsv CTLsv+sp  SPL SV |

Bogdgir\]’\g)ght 14945164 129+4.8°0  0847.43b  98+108b 02290 0.0001 0.2098
'(\(':fn'g 23.1640.14° 23.00£0.26 22.1240.28% 22.44+0.25 07521 0.0023 0.3186

Lee Index  0.32+0.002 0.31+0.004 0.32+0.003 0.31+0.002 0.0330 0.7143 0.8095

Stomach cd ed ab ab <

(l00g  04B:001°7 0525003 104:0.06° 1020.05° 08762 oo 0.4618
Spleen

@00g 0144001 N/A 0.13+0.01 N/A 0.2828
Glucose d d d ab.d <

o/l 9348 7445 103+119  152+17 0.2085 o000 0.0075
'”(S#;}rrm'a 009+0.02  0.1040.03  0.19+0.03 0.19+0.02 09126 0.0049 0.8911
Cholesterol

(mg/dL) 113438 2024352 147+23 179428 00304 0.8226 0.2928
Triglycerides 54,13 129+10¢ 88+5.7 78+14> 09433 0.0018 0.4220
(mg/dL)

TyG 203+0.03  1.97+0.02 1.96+0.03 2.05:0.02 0.6856 0.9318 0.0102
[;Ig_;/rlnol 30.1743.205 36.17+4.042¢ 56.43+10.72 25.11+2.18" 0.0271 0.1537 0.0027

CTLsHam, Sham surgery control; CTLspc, splenectomized control; CTLsy, subdiaphragmatic vagotomy control;
CTLsv+spL, Subdiaphragmatic vagotomy + splenectomized control; SPL, splenectomy; V, subdiaphragmatic
vagotomy; |, Interaction; NAL, naso-anal length; TyG, Triglycerides and glucose index; I1L-10, Interleukin 10;
g, grams; cm, centimeters; mg, milligrams; dL, deciliters; ng, nanogram; mL, milliliters; N/A, not applicable.
Data are mean = SEM, (n = 8-11/ group. Different letters indicate statistical differences between groups — (a)
CTLsHawm; (b) CTLsp; (c) CTLsv; (d) CTL sv+spL. Two-way ANOVA, Tukey post-test (p <0.05).



Table 3: Effect of SV and/or SPL surgeries on biometric and biochemical parameters of M-Obese

animals
p-value
M-Obesesiam M-Obesesp. M-Obesesy  M-Obesesv+spr. SPL SV |

We'g(ggga'” 132+9 ¢d 117+3°¢ 88+52b 100452 0.7855 0.0001  0.0322
NAL
o) 19.3+0.28 108403  20.1+0.4 108404 08143 0.3359  0.3096
Lee Index  0.343+0.003¢ 0.334+0.003 0.329+0.005 0.327+0.003% 0.1047 0.0091  0.3600
?;7{88‘;'; 0.49+0.02¢d  0.45+0.01¢¢ 0.85+0.068° 1.04+0.103P 0.2008 <0.0001 0.0441
Spleen 4 10240.002 N/A  0.100£0.003 N/A 0.6974
(9/1009)

Glucose 7546 81+5 85+6 89+2 0.3650 0.0961  0.8604
(mg/dL)

Insulinemia 10,0 0) 0214001  0.13$0.02¢  023:0.02¢ 00101 04676 0.1309
(ng/mL)

Cholesterol 146+16 131+33 116+26 126+32 09420 0.6015 0.7203
(mg/dL)

Triglycerides )44 236432 145427 150423 0.6945 0.0201  0.8149
(mg/dL)
TyG 2.16+0.03%4  2.1040.02 2.00+0.022  2.00+0.022  0.2878 0.0002  0.2017
IL-10

gD 53.58+5.85 57.56+7.62 61.53+8.67 61.37+14.95 05635 05042 0.8985
pg/m

M-Obesesiam Sham  surgery MSG; M-ObesespL

splenectomized MSG; M-Obesesv

subdiaphragmatic vagotomy MSG; M-Obesesv+sp. subdiaphragmatic vagotomy + splenectomized
MSG; SPL, splenectomy; V, subdiaphragmatic vagotomy; I, Interaction; NAL, nasoanal length;

TyG, Triglycerides and glucose index; IL-10, Interleukin 10; g, grams; cm, centimeters; mg,

milligrams; dL, deciliters; ng, nanogram; mL, milliliters; N/A, not applicable. Data are mean +
SEM, (n =8-11/ group. Letters above numbers represent statistical difference between groups — (a)
CTLshawm; (b) CTLsp; (c) CTLsy; (d) CTL sv+spL. Two-way ANOVA, Tukey post-test (p <0.05).




Supplementary table S1: Effect of splenectomy versus vagotomy versus splenectomy and
vagotomy on body and metabolic parameters in non-obese or M-obese animals.

CTL M-Obese
PARAMETERS SPL SV SV+SPL | SPL SV SV+SPL
VS VS VS Vs VS VS
SHAM SHAM SHAM | SHAM SHAM SHAM
Biometric ES ES ES ES ES ES
Body weight gain -1.242 -3.25 -3.23 -054  -157 -1.15
NAL -0.38 -2.41 -1.67 0.64 1.00 0.61
Lee index -0.91 0.28 -0.85 -1.39 -2.0 -2.40
WAT-I 0.95 -0.80 -0.49 0.28 0.67 -0.00
WAT-M 0.02 -2.58 -1.47 0.25 -1.21 -1.24
Stomach 0.93 12.37 11.76 -0.60 4.67 7.24
Spleen N/A -0.46 N/A N/A N/A
Biochemical
Glycemia -0.82 0.41 2.60 0.31 0.53 0.74
Insulin 0.13 1.74 1.72 0.13 1.74 1.72
Cholesterol 8.69 3.36 6.50 -0.34  -0.70 -0.47
Triglycerides 0.24 -0.88 -1.17 0.55 -2.02 -1.88
TyG index -0.69 -0.95 0.084 -0.84  -2.17 -2.01
IL-10 plasma 0.69 3.13 -0.58 0.30 0.61 0.60
IL-10 WAT-I -0.15 -0.70 -0.20 0.94 1.82 1.28
IL-10 WAT-M -0.03 -0.50 0.24 -0.15  -0.76 -0.28
Histological
Adipocytes size WAT-I 0.22 -1.09 0.50 -1.27  -2.88 -2.33
Adipocytes number WAT-I 0.35 3.21 0.33 -0.45 3.96 2.11
Adipocytes size WAT-M -1.61 -4.14 -2.06 -0.82 -1.17 -1.44
Adipocytes number WAT-M 0.65 4.74 2.32 0.67 2.83 3.50

M, Monosodium glutamate; D, SPL, splenectomy; SV, vagotomy; d, Cohen's d effect size; NAL,
Naso-anal length; WAT-I, Inguinal white adipose tissue; WAT-M, Mesenteric white adipose
tissue; IL, Interleukin; N/A, not applicable. The delta Glass values were defined as the difference
between the means, divided by SD of CTL relevance was interpreted as small (delta = 0.2),
medium (delta = 0.5), or large (delta = 0.8).



FIGURAS:

Figure 1: Experimental design.

CTL animals were divided into CTLsHam, Sham surgery control; CTLspc, Splenectomized control;
CTLsy, subdiaphragmatic vagotomy control; CTLsv+spe, Subdiaphragmatic vagotomy +
splenectomized control; M-Obesesnam, simulated surgery MSG; M-Obesespr, Splenectomized
MSG; M-Obesesy, subdiaphragmatic vagotomy MSG; M-Obesesv+spr, subdiaphragmatic
vagotomy + splenectomized MSG N = number of animals. The dashed line indicates the events at
long of time (from birth to euthanasia), with vertical arrows evidencing specific points.

Figure 2: Effects of hypothalamic obesity on the histology of white adipose tissue

(A) : Representative photomicrographs of WAT-1 and WAT-M, respectively, stained with H&E,
under light microscopy, 40-fold magnification; (B) and (D) illustrate the average adipocyte size;
(C) and (E) Number of adipocytes per field in WAT-1 and WAT-M, respectively. The adipocyte
nuclei are indicated by arrows, and the deposition of fat in the cytosol is marked by the star. CTL:
control, M-obese: MSG; WAT-I: Inguinal white adipose tissue; WAT-M: Mesenteric white
adipose tissue; ES, effect size (Delta Glass). Data are mean + SEM (n = 6/group). Asterisk (*)
represent statistical differences between the groups. Student's T-Test (p <0.05).

Figure 3: Effects of SV and/or SPL surgeries on WAT subcutaneous depot histology and 1L10
expression in non-obese rats.

(A) Representative photomicrographs of the broad WAT-I, stained with H&E, magnification 40X;
adipocyte nuclei (arrow) and fat deposition (asterisk); (B) Representative WB band densitometry;
50 kDa region (tubulin); 17 kDa region IL10; In graphical data are mean =+ SEM (C) IL-10
expression (n = 4 rats/group); (D) weight of WAT-I (n= 6rats/group); (E) size of adipocytes; (F)
number of adipocytes (n=6 rats/group). The line and symbols (SPL, SV and I) above bars show
significant F effect in Two-way Anova with letters representing statistical difference between
groups — (a) CTLsnam; (b) CTLsp; (¢) CTLsy; (d) CTL sv+spL in Tukey posttest (p<0.05). CTLsHam,
simulated surgery control; CTLspL, splenectomized control; CTLsy, subdiaphragmatic vagotomy
control; CTLsv+spL, subdiaphragmatic vagotomy + splenectomized control; WAT-I: white adipose
tissue - inguinal; IL-10, Interleukin 10; I: interaction.

Figure 4: Effects of SV and/or SPL surgeries on WAT visceral depot histology and IL10
expression in non-obese rats

(A) Representative photomicrographs of the broad WAT-M, stained with H&E, magnification
40X; adipocyte nuclei (arrow) and fat deposition (asterisk); (B) Representative WB band



densitometry; 50 kDa region (tubulin); 17 kDa region IL10; In graphical data are mean £ SEM (C)
IL-10 expression (n = 4 rats/group); (D) weight of WAT-I (n= 6rats/group); (E) size of adipocytes;
(F) number of adipocytes (n=6 rats/group). The line and symbols (SPL, SV and I) above bars show
significant F effect in Two-way Anova with letters representing statistical difference between
groups — (&) CTLsnawm; (b) CTLsp; (€) CTLsy; (d) CTL sv+spL in Tukey posttest (p<0.05). CTLsHam,
simulated surgery control; CTLspL, splenectomized control; CTLsv, subdiaphragmatic vagotomy

control; CTLsv+spL, Subdiaphragmatic vagotomy + splenectomized control; WAT-I: white adipose
tissue - inguinal; 1L-10, Interleukin 10; I: interaction.

Figure 5: Effects of SV and/or SPL surgeries on WAT subcutaneus depot histology and 1L10
expression in rats M-Obese.

(A) Representative photomicrographs of the broad WAT-I, stained with H&E, magnification 40X
adipocyte nuclei (arrow) and fat deposition (asterisk); (B) Representative WB band densitometry;
50 kDa region (tubulin); 17 kDa region IL10; In graphical data are mean + SEM (C) IL-10
expression (n = 4 rats/group); (D) weight of WAT-1 (n= 6rats/group); (E) size of adipocytes; (F)
number of adipocytes (n=6 rats/group). The line and symbols (SPL, SV and 1) above bars show
significant F effect in Two-way Anova with letters representing statistical difference between
groups — (a) M-Obesesnam; (b) M-Obesespr; () M-Obesesy; (d) Obesesv+spL in Tukey posttest
(p<0.05). M-Obesesnam, simulated surgery MSG; M-Obesesp, Splenectomized MSG; M-
Obesesv, subdiaphragmatic vagotomy MSG; M-Obesesv+spL, Subdiaphragmatic vagotomy +
splenectomized MSG; WAT-I: white adipose tissue - inguinal; IL-10, Interleukin 10; I: interaction.

Figure 6: Effects of SV and/or SPL surgeries on WAT visceral depot histology and 1L10
expression in rats M-Obese.

(A) Representative photomicrographs of the broad WAT-M, stained with H&E, magnification
40X; adipocyte nuclei (arrow) and fat deposition (asterisk); (B) Representative WB band
densitometry; 50 kDa region (tubulin); 17 kDa region 1L10; In graphical data are mean £ SEM (C)
IL-10 expression (n = 4 rats/group); (D) weight of WAT-I (n= 6rats/group); (E) size of adipocytes;
(F) number of adipocytes (n=6 rats/group). The line and symbols (SPL, SV and I) above bars show
significant F effect in Two-way Anova with letters representing statistical difference between
groups — (a) M-Obesesnam; (b) M-Obesespr; () M-Obesesy; (d) Obesesv+spL in Tukey posttest
(p<0.05). M-Obesestam, simulated surgery MSG; M-ObesespL, Splenectomized MSG; M-
Obesesy, subdiaphragmatic vagotomy MSG; M-Obesesv+spi, subdiaphragmatic vagotomy +
splenectomized MSG; WAT-I: white adipose tissue - inguinal; IL-10, Interleukin 10; I: interaction.
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6. ANEXOS

ANEXO | - Autorizacdo do CEUA

U unioeste

Universidade Estodual do Oeste do Parana

Pro-Reitoria de Pesquisa e Pés-Graduagdo
Comité de Etica no Uso de Animais - CEUA

Autorizacao

O protocolo intitulado “A interacao bi-direcional entre atividade
autondémica e esplénica pode modular o controle secretor de insulina
em ratos obesos-msg?”, sob a responsabilidade de Sabrina Grassiolli
que envolve a produgdo, manutencdo ou utilizagdo de animais
pertencentes ao filo Chordata, subfilo Vertebrata, para fins de pesquisa
cientifica encontra-se Aprovado para execugdo, estd de acordo com as
Normas editadas pelo Conselho Nacional de Controle de Experimentacgao
Animal (CONCEA) e foi aprovado pelo Comité de Etica no Uso de Animais
(CEUA) do UNIOESTE em reunido de 09/06/2017.

FINALIDADE Pesquisa Cientifica

Vigéncia da autorizagdo 20/06/2017 - 01/08/2018
Espécie/linhagem/raga Ratos Wistar

N. de animais 40

Peso/ldade 150 a 200g (Prenhas)

Sexo Feminino

Origem Biotério Central Unioeste — Campus Cascavel

Profa. Dra. Luciana Oliveira de Farifia
Coordenadora do CEUA
Portaria n® 3730/2016 - GRE




ANEXO Il - Normas publicacéo revista
5.1 1. Padrbdes gerais

5.1.11.1. Tipo de Artigo

A Frontiers requer que os autores selecionem cuidadosamente o tipo de artigo
apropriado para seu manuscrito e cumpram as descri¢cdes de tipo de artigo definidas
na pagina "Tipos de artigo" da revista, que pode ser vista no menu "Para autores"
em qualquer pagina da revista Frontiers. Preste muita atencdo aos limites de
contagem de palavras.

5.1.21.2. Modelos

Se estiver trabalhando com o Word, use nossos modelos do Frontiers Word . Se
vocé deseja enviar seu artigo como LaTeX, recomendamos nossos modelos
Frontiers LaTeX .

Para arquivos LaTeX, certifique-se de que todos os arquivos manuscritos relevantes
sejam carregados: arquivo .tex, PDF e arquivo .bib (se a bibliografia ainda néo estiver
incluida no arquivo .tex).

Durante a revisao interativa , 0s autores sao incentivados a fazer upload de versoes
usando "Rastrear alteracdes". Editores e revisores podem apenas baixar o arquivo
PDF do manuscrito submetido.

5.1.31.3. Comprimento do manuscrito

A Frontiers encoraja 0s autores a seguirem de perto os tamanhos de contagem de
palavras dos artigos fornecidos na pagina “Tipos de artigos” das revistas. O
comprimento do manuscrito inclui apenas o corpo principal do texto, notas de rodapé
e todas as citacdes nele contidas, e exclui o resumo, titulos das secdes, legendas de
figuras e tabelas, declaracdo de financiamento, agradecimentos e referéncias na
bibliografia. Por favor, indique o nimero de palavras e o niumero de figuras e tabelas
incluidas em seu manuscrito na primeira pagina.

5.1.41.4. Edicao de linguagem

A Frontiers exige que 0s manuscritos enviados atendam aos padrdes internacionais
da lingua inglesa sejam considerados para publicacéo.

Para os autores que desejam que seu manuscrito receba edicdo ou revisao
linguistica para melhorar a clareza do manuscrito e ajudar a destacar sua pesquisa,


https://www.frontiersin.org/Design/zip/Frontiers_Word_Templates.zip
https://www.frontiersin.org/design/zip/Frontiers_LaTeX_Templates.zip
https://www.frontiersin.org/design/zip/Frontiers_LaTeX_Templates.zip
https://www.frontiersin.org/about/how-to-peer-review

a Frontiers recomenda os servicos de edicdo linguistica fornecidos pelos seguintes
parceiros externos:

Editage

A Frontiers tem o prazer de recomendar o servi¢o de edi¢do linguistica fornecido por
nosso parceiro externo Editage para autores que acreditam que seus manuscritos
se beneficiariam de uma edicdo profissional. Esses servicos podem ser
particularmente Uteis para pesquisadores para 0s quais o inglés ndo € o idioma
principal. Eles podem ajudar a melhorar a gramética, a sintaxe e o fluxo do seu
manuscrito antes do envio. Os autores do Frontiers receberdo um desconto de 10%
acessando o seguinte link: https://editage.com/frontiers/ .

The Charlesworth Group

A Frontiers recomenda os servigos de autoria do Charlesworth Group, que possui
um histérico de longa data em edicdo e revisdo de idiomas. Este € um servico
terceirizado para o qual os autores do Frontiers receberdo um desconto de 10%
visitando o seguinte link: https://www.cwauthors.com/frontiers/ .

Fronteiras. : www.cwauthors.com.cn/frontiers/ .

Observe que o envio de seu manuscrito para edicdo no idioma ndo implica ou
garante que ele sera aceito para publicacdo por um periédico da Frontiers. As
decisbes editoriais sobre o contetdo cientifico de um manuscrito sdo independentes
se ele recebeu edicdo ou revisdo linguistica pelos servicos de parceiros ou outros
servicos.

5.1.51,5. Estilo de Linguagem

O estilo de idioma padrdo na Frontiers é o inglés americano. Se vocé preferir que
seu artigo seja formatado em inglés britanico, especifique isso na primeira pagina do
seu manuscrito. Para qualquer duvida sobre estilo, a Frontiers recomenda aos
autores que consultem o Chicago Manual of Style.

5.1.61.6. Otimizacdo de mecanismos de pesquisa (SEO)

Existem algumas maneiras simples de maximizar a descoberta do seu artigo. Siga
as etapas abaixo para melhorar os resultados da pesquisa de seu artigo:

e inclua algumas das palavras-chave do seu artigo no titulo do artigo;

e nao use titulos longos de artigos;


https://editage.com/frontiers/
https://www.cwauthors.com/frontiers/
https://www.cwauthors.com.cn/frontiers/

e escolha 5 a 8 palavras-chave usando uma combinacéo de termos genéricos e
mais especificos sobre o (s) assunto (s) do artigo;

e usar o maximo de palavras-chave nas 2 primeiras frases do resumo;

e use algumas das palavras-chave nos titulos de nivel 1.

5.1.71.7. Politica CrossMark

CrossMark é uma iniciativa de varios editores para fornecer uma maneira padréo
para os leitores localizarem a versdo atual de um determinado contetdo. Ao aplicar
o logotipo da CrossMark, a Frontiers se compromete a manter o conteudo que
publica e a alertar os leitores sobre as mudancas, se e quando elas ocorrerem. Clicar
no logotipo da CrossMark informaréd o status atual de um documento e também
podera fornecer informacgBes adicionais de registro de publicagdo sobre o
documento.

5.1.81.8. Titulo

O titulo deve ser conciso, omitindo termos implicitos e, quando possivel, ser uma
declaracdo do resultado principal ou conclusdo apresentada no
manuscrito. Abreviacdes devem ser evitadas no titulo.

Titulos espirituosos ou criativos sdo bem-vindos, mas apenas se relevantes e dentro
dos limites. Considere se um titulo que pretende ser instigante pode ser mal
interpretado como ofensivo ou alarmante. Em casos extremos, a redagao pode vetar
um titulo e propor uma alternativa.

Os autores devem tentar evitar, se possivel:

o titulos que sdo mera pergunta sem dar a resposta;

e titulos pouco ambiciosos, por exemplo, comecando com "Em dire¢ao", "Uma
descricdo de", "Uma caracterizacao de", "Estudo preliminar sobre;"

o titulos vagos, por exemplo, comecando com "Funcéo de ...", "Link entre ...",

"Efeito de ..." que ndo especificam a funcéo, vinculo ou efeito;

e incluatermos que estdo fora do lugar, por exemplo, a afiliacdo taxonémica além
do nome da espécie.

Para corrigenda, resenhas de livros, comentarios gerais e editoriais, o titulo do seu
manuscrito deve ter o seguinte formato:

"Corrigenda: Titulo do Artigo Original”


https://www.crossref.org/crossmark/index.html

« "Resenha de livro: titulo do livro"
¢ Comentarios Gerais

o "Comentario: Titulo do Artigo Original”
"Resposta: Comentario: Titulo do Artigo Original”
"Editorial: Titulo do Tépico de Pesquisa”

O titulo corrente deve ter no maximo 5 palavras.

5.1.91.9. Autores e Afiliagdes

Todos 0s nomes sao listados juntos e separados por virgulas. Forne¢ca nomes de
autores exatos e corretos, pois eles serdo indexados em arquivos oficiais. As
afiliacdes devem ser digitadas no nome do autor com nameros sobrescritos e listadas
da seguinte forma: Laboratorio, Instituto, Departamento, Organizacdo, Cidade,
abreviatura do Estado (apenas para Estados Unidos, Canada e Australia) e Pais
(sem informacbes detalhadas de endereco, como cédigos postais de cidades ou
nomes de ruas).

Exemplo: Max Maximus *

! Departamento de Exceléncia, International University of Science, New York, NY,
Estados Unidos.

Correspondéncia:

Os autores correspondentes devem ser marcados com um asterisco na lista de
autores. Forneca o endereco de e-mail de contato exato do (s) autor (es)
correspondente (s) em uma secao separada.

Exemplo: Max Maximus
maximus@iuscience.edu

Se algum autor deseja incluir uma mudanca de endereco, liste o (S) endereco (s)
presente (s) abaixo dos detalhes da correspondéncia usando um simbolo sobrescrito
exclusivo ligado ao autor (es) na lista de autores.

Contribuigfes iguais:

Os autores que contribuiram igualmente devem ser marcados com um simbolo (T)
na lista de autores dos arquivos doc / latex e pdf do manuscrito carregado no
momento da submisséao.

Declaracdes padréo a serem incluidas na lista de autores:



Exemplo: Max Maximus 1 T, John Smith2 T e Barbara Smith1

T Esses autores contribuiram igualmente para este trabalho e compartilham a
primeira autoria

5.1.101,10. Consorcio / Grupo e Autores Colaborativos

Autoria de consorcio / grupo deve ser listada no manuscrito com o (s) outro (s) autor
(es).

Nos casos em que a autoria é retida pelo consércio / grupo, o consorcio / grupo deve
ser listado como um autor separado por “,” ou “€”. O nome do consdrcio / grupo
aparecera na lista de autores, na citacdo e nos direitos autorais. Se fornecido, os
membros do consorcio / grupo serao listados em uma secdo separada no final do

artigo.

Para que os colaboradores do consorcio / grupo sejam indexados no PubMed, eles
nao precisam estar inseridos no sistema de submissdo do Frontiers
individualmente. Porém, no préprio manuscrito, fornecer uma se¢cdo com o nome do
consorcio / grupo como titulo seguido da lista de colaboradores, para que possam
ser devidamente etiquetados e indexados adequadamente.

Exemplo: John Smith, Barbara Smith e The Collaborative Working Group.

Nos casos em que o trabalho é apresentado pelo (s) autor (es) em nome de um
consarcio / grupo, ele deve ser incluido na lista de autores separados com a mengao
‘para” ou “em nome de”. O consorcio / grupo ndo mantera a autoria e s6 aparecera
na lista de autores.

Exemplo: John Smith e Barbara Smith em nome do The Collaborative Working
Group.

5.1.111,11. Resumo

Como objetivo principal, o resumo deve tornar o significado geral e o avango
conceitual do trabalho claramente acessivel a um amplo leitor. No resumo, minimize
0 uso de abreviaturas e néo cite referéncias, figuras ou tabelas.

Para artigos de ensaios clinicos, inclua o identificador Unico e o URL do site de
acesso publico no qual o ensaio esta registrado.

5.1.121,12. Palavras-chave

Todos os tipos de artigo requerem um minimo de 5 e um maximo de 8 palavras-
chave.



5.1.131,13. Texto

Todo o documento deve ter espacamento simples e deve conter nimeros de pagina
e linha para facilitar o processo de revisdo. O manuscrito deve ser escrito usando
Word ou LaTeX. Para modelos, consulte 1.2. Modelos .

5.1.141,14. Nomenclatura

e O uso de abreviagBes deve ser minimo. Abrevia¢des fora do padrdao devem ser
evitadas, a menos que aparecam pelo menos quatro vezes e sejam definidas
na primeira utilizacdo no texto principal. Considere também fornecer uma lista
de abreviagbes n&o padronizadas no final, imediatamente antes dos
Agradecimentos.

« As equacdes devem ser inseridas em formato editavel no editor de equacdes.

« Italico simbolos de genes e usar a nomenclatura de genes aprovada onde
estiver disponivel. Para genes humanos, consulte o HUGO Gene
Nomenclature Committee ( HGNC ). Novos simbolos de genes devem ser
apresentados aqui . Aliases de genes alternativos comuns também podem ser
relatados, mas ndo devem ser usados sozinhos no lugar do simbolo
HGNC. Comités de nomenclatura para outras espécies estao listados aqui . Os
produtos proteicos ndo estao em italico.

e« NOs encorajamos o uso de Unidades Internacionais Padrdo em todos os
manuscritos.

e Os compostos quimicos e biomoléculas devem ser referidos utilizando
nomenclatura sistematica, preferencialmente utilizando as recomendacdes da
IUPAC.

e Os objetos astrondmicos devem ser referidos usando a nomenclatura fornecida
pela Unido Astrondmica Internacional fornecida aqui .

o ldentificadores de Ciéncias da Vida (LSIDs) para nomes registrados no
ZOOBANK ou atos nomenclaturais devem ser listados no manuscrito antes das
palavras-chave. Um LSID é representado como um nome de recurso uniforme
(URN) com o seguinte formato: urn: Isid: <Authority>: <Namespace>:
<ObjectID> [: <Version>]

Para obter mais informagdes sobre LSIDs, consulte a se¢cdo Codigo .
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5.1.151,15. Sec¢des

O manuscrito esta organizado por titulos e subtitulos. Os titulos das sec¢des devem
ser 0s apropriados para 0 seu campo e para a propria pesquisa. Vocé pode inserir
até 5 niveis de titulo em seu manuscrito (ou seja, 3.2.2.1.2 Titulo do titulo).

Para artigos de pesquisa original, € recomendado organizar seu manuscrito nas
seguintes se¢des ou seus equivalentes para sua area:

INTRODUCAO
Sucinto, sem subtitulos.
MATERIAIS E METODOS

Esta secao pode ser dividida por subtitulos e deve conter detalhes suficientes para
gue, quando lida em conjunto com as referéncias citadas, todos os procedimentos
possam ser repetidos. Para experimentos que relatam resultados em pesquisas com
animais ou seres humanos, uma declaracdo de aprovacéao de ética deve ser incluida
nesta secao (para obter mais informacdes, consulte a secéo de Bioética ).

RESULTADOS

Esta secdo pode ser dividida por subtitulos. Notas de rodapé nao devem ser
utilizadas e devem ser transferidas para o texto principal.

DISCUSSAO

Esta secao pode ser dividida por subtitulos. As discussdes devem cobrir as principais
descobertas do estudo: discutir qualquer pesquisa anterior relacionada ao assunto
para colocar a novidade da descoberta no contexto apropriado, discutir as possiveis
deficiéncias e limitacbes em suas interpretacfes, discutir sua integracdo na
compreensao atual do problema e como isso avanca as visfes atuais, especula
sobre a direcdo futura da pesquisa e postula livremente teorias que poderiam ser
testadas no futuro.

Para maiores informagdes, consulte as descricbes definidas na pagina "Tipos de
artigos" da revista, que pode ser vista no menu "Para autores" de qualquer pagina
da revista Frontiers.

5.1.161,16. Agradecimentos

Este € um pequeno texto para agradecer as contribuicdes de colegas, instituicdes ou
agéncias especificas que auxiliaram os esforcos dos autores. Caso o conteudo do
manuscrito ja tenha aparecido online anteriormente, como em uma tese ou pré-


https://www.frontiersin.org/about/policies-and-publication-ethics#Bioethics

impressao, isso deve ser mencionado aqui, além de listar a fonte na lista de
referéncias.

5.1.171,17. Contribuicdo para a declaragcdo de campo

Ao enviar seu manuscrito, vocé deverad resumir brevemente em 200 palavras a
contribuicdo de seu manuscrito e sua posicdo na literatura existente em sua
area. Isso deve ser escrito evitando qualquer linguagem técnica ou acrénimos nédo
padronizados. O objetivo deve ser transmitir o significado e a importancia desta
pesquisa a um néo especialista. Enquanto a Frontiers avalia os artigos usando
critérios objetivos, ao invés de impacto ou novidade, sua declaragéo deve enquadrar
as questdes que vocé abordou em seu trabalho no contexto do corpo de
conhecimento atual, fornecendo evidéncias de que as descobertas - sejam positivas
ou negativas - contribuir para o progresso em sua disciplina de pesquisa. Isso
ajudara os Editores Chefes a determinar se 0 seu manuscrito se encaixa no escopo
de uma especialidade, conforme definido em sua declaracdo de missao;

Exemplo de declaracdo sobre: Markram K e Markram H (2010) The Intense World
Theory - uma teoria unificadora da neurobiologia do
autismo. Frente. Zumbir. Neurosci. 4: 224. doi: 10.3389 / fnhum.2010.00224

Os transtornos do espectro do autismo sdo um grupo de transtornos do
neurodesenvolvimento que afetam até 1 em cada 100 individuos. Pessoas com
autismo exibem uma série de sintomas que abrangem processamento emocional,
sociabilidade, percepcédo e memodria, e apresentam-se de forma tdo Unica quanto o
individuo. Nenhuma teoria sugeriu uma Unica neuropatologia subjacente para
explicar esses diversos sintomas. A Teoria do Mundo Intensa, aqui proposta,
descreve uma patologia unificadora que produz o amplo espectro de manifestacdes
observadas em autistas. Essa teoria se concentra no neocortex, fundamental para
as funcdes cognitivas superiores, e no sistema limbico, chave para o processamento
de emocdes e sinais sociais. Com base em descobertas em modelos animais e
estudos de neuroimagem em individuos com autismo, propomos como uma
combinacdo de genética, a exposi¢do a toxinas e / ou estresse ambiental podem
produzir hiper-reatividade e hiper-plasticidade nos microcircuitos envolvidos com
percepcao, atencdo, memoria e emocionalidade. Esses circuitos hiperfuncionantes
acabardo por dominar seus vizinhos, levando a hipersensibilidade aos estimulos que
chegam, superespecializacgdo em tarefas e uma sindrome de
hiperprefeitura. Argumentamos que esta teoria da funcéo cerebral aprimorada no
autismo explica muitos dos resultados passados variados e resolve descobertas e
visdes conflitantes e faz algumas previsdes experimentais



testaveis. superespecializacao em tarefas e uma sindrome de
hiperprefeitura. Argumentamos que esta teoria da funcéo cerebral aprimorada no
autismo explica muitos dos resultados passados variados e resolve descobertas e
visdes conflitantes e faz algumas previsdes experimentais
testaveis. superespecializacao em tarefas e uma sindrome de
hiperprefeitura. Argumentamos que esta teoria da funcéo cerebral aprimorada no
autismo explica muitos dos resultados passados variados e resolve descobertas e
visdes conflitantes e faz algumas previsdes experimentais testaveis.

5.2 2. Diretrizes de Figura e Tabela

5.2.12.1. Licenca CC-BY

Todas as figuras, tabelas e imagens serdo publicadas sob uma licenca Creative
Commons CC-BY , e deve-se obter permisséo para o uso de material protegido por
direitos autorais de outras fontes (incluindo figuras republicadas / adaptadas /
modificadas / parciais e imagens da internet) . E responsabilidade dos autores
adquirir as licencas, seguir as instrucbes de citacdo solicitadas por terceiros
detentores de direitos e arcar com os custos adicionais.

Para obter informacdes adicionais, consulte a secdo Manipulacdo de imagem .

5.2.22.2. Requisitos de figura e diretrizes de estilo

« O Frontiers exige que as figuras sejam submetidas individualmente, na mesma
ordem em que sé&o referidas no manuscrito; as figuras serao automaticamente
incorporadas ao final do manuscrito submetido. Certifique-se de que cada
figura é mencionada no texto e em ordem numérica.

o Para figuras com mais de um painel, os painéis devem ser claramente
indicados com etiquetas (A), (B), (C), (D), etc. No entanto, ndo incorpore as
etiquetas das pecas sobre qualquer parte da imagem, essas etiquetas sera
substituido durante a composi¢cdo de acordo com o estilo de diario da
Frontiers. Para graficos, deve haver uma etiqueta autoexplicativa (incluindo
unidades) ao longo de cada eixo.

« Para arquivos LaTeX, as figuras devem ser incluidas no PDF fornecido. Em
caso de aceitacao, nosso Escritério de Producéo pode exigir arquivos de alta
resolucao das figuras incluidas no manuscrito em formato EPS, JPEG ou TIF /
TIFF.


https://creativecommons.org/licenses/by/4.0/
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« Para poder carregar mais de uma figura por vez, salve as figuras (rotuladas em
ordem de aparecimento no manuscrito) em um arquivo zip e carregue-as como
'‘Apresentacdo de material suplementar'.

Observe que 0s numeros que ndo estiverem de acordo com as diretrizes causarao
um atraso substancial durante o processo de producao.

5.2.2.1 2.2.1. Legendas

As legendas devem ser precedidas da etiqueta apropriada, por exemplo "Figura
1". As legendas das figuras devem ser colocadas no final do manuscrito. Painéis de
figuras sao referidos por letras mailsculas em negrito entre colchetes: (A), (B), (C),
(D), etc.

5.2.2.2 2.2.2. Requisitos de tamanho e resolucao de imagem

As figuras devem ser preparadas com o layout PDF em mente. As figuras individuais
nao devem ultrapassar uma pagina e ter uma largura que corresponda a 1 coluna
(85 mm) ou 2 colunas (180 mm).

Todas as imagens devem ter resolucdo de 300 dpi no tamanho final. Verifique a
resolucdo da sua figura ampliando-a para 150%. Se a imagem parecer borrada,
irregular ou tiver um efeito de escada, a resolucdo estad muito baixa.

o O texto deve ser legivel e de alta qualidade. O menor texto visivel ndo deve ter
menos de 8 pontos de altura quando visto em tamanho real.

e As linhas sélidas ndo devem ser quebradas. Todas as linhas do grafico ndo
devem ter menos de 2 pontos de largura.

Observe que salvar uma figura diretamente como um arquivo de imagem (JPEG,
TIF) pode afetar muito a resolucdo da imagem. Para evitar isso, uma opcéo €&
exportar o arquivo como PDF e, em seguida, converter para TIFF ou EPS usando
um software grafico.

5.2.2.3 2.2.3. Formato e modo de imagem colorida

e Os seguintes formatos séo aceitos: TIF / TIFF (.tif / .tiff), JPEG (.jpg) e EPS
(.eps) (mediante aceitacao).

« Asimagens devem ser enviadas no modo de cores RGB.



5.2.2.4 2.2.4. Estruturas Quimicas

As estruturas quimicas devem ser preparadas usando ChemDraw ou um programa
semelhante. Se estiver trabalhando com ChemDraw, use nosso template Frontiers
ChemDraw . Se estiver trabalhando com outro programa, siga as diretrizes
fornecidas abaixo:

o Configuracdes de desenho: angulo da corrente, espacamento de ligacdo de
120 °, largura de 18%; comprimento fixo, 14,4 pt; largura em negrito, 2,0
pt; largura da linha, 0,6 pt; largura da margem, 1,6 pt; espacamento hash, 2,5
pt. Ajustes de escala 100% Atom Label: fonte, Arial; tamanho, 8 pt.

e Atribua a todos os compostos quimicos um namero arabico em negrito na
ordem em que 0s compostos sdo apresentados no texto do manuscrito.

5.2.32.3. Requisitos de tabela e diretrizes de estilo

« As tabelas devem ser inseridas no final do manuscrito em formato editavel. Se
vocé usa um processador de texto, construa sua tabela no Word. Se vocé usa
um processador LaTeX, construa sua tabela em LaTeX. Uma linha em branco
deve ser deixada antes e depois da mesa.

e As legendas das tabelas devem ser colocadas imediatamente antes da
mesa. As legendas devem ser precedidas da etiqueta apropriada, por exemplo
"Tabela 1". Por favor, use apenas um Unico paragrafo para a legenda.

o Certifigue-se de que cada tabela € mencionada no texto e em ordem numeérica.

o Observe que tabelas grandes cobrindo varias paginas ndo podem ser incluidas
no PDF final por motivos de formatacdo. Essas tabelas serdo publicadas como
material complementar.

Observe gue as tabelas que néo estdo de acordo com as diretrizes causarao atrasos
substanciais durante o processo de producao.

5.2.42.4. Acessibilidade

A Frontiers incentiva os autores a tornarem as figuras e elementos visuais de seus
artigos acessiveis para os deficientes visuais. O uso eficaz da cor pode ajudar as
pessoas com baixa acuidade visual, ou daltonismo, a compreender todo o conteudo
de um artigo.

Essas diretrizes sdo faceis de implementar e estdo de acordo com as Diretrizes de
Acessibilidade de Conteudo da Web W3C (WCAG 2.1) , o padréao para as melhores
préaticas de acessibilidade da web.
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A. Garanta contraste suficiente entre o texto e seu fundo

Pessoas com baixa acuidade visual ou daltonismo podem ter dificuldade em ler
textos com cores de fundo de baixo contraste. Tente usar cores que fornegcam
contraste maximo.

WC3 recomenda 0s seguintes niveis de razdo de contraste:

e Nivel AA, relacéo de contraste de pelo menos 4,5: 1

e« WebAIM

o Corsequra

B. Evite usar indicadores vermelhos ou verdes

Mais de 99% das pessoas daltonicas tém deficiéncia visual para as cores vermelho-
verde.

C. Evite usar apenas cores para comunicar informacdes

Elementos com informacdes complexas como tabelas e graficos podem ser dificeis
de ler quando apenas a cor é usada para distinguir os dados. Tente usar outros
aspectos visuais para comunicar informac¢des, como forma, rétulos e tamanho. A
incorporacao de padrbes nos preenchimentos de forma também torna as diferencas
mais claras; para um exemplo, veja abaixo:

5.3 3. Material Suplementar

Dados que ndo sdo de importancia primaria para o texto, ou que nao podem ser
incluidos no artigo porque sdo muito grandes ou o formato atual ndo permite (como
videos, rastreamentos de dados brutos, apresentacdes em PowerPoint, etc.), podem
ser carregado como material suplementar durante o procedimento de submisséo e
sera exibido junto com o artigo publicado. Todos os arquivos suplementares sao
depositados no Figshare para armazenamento permanente e recebem um DOI.

O material suplementar ndo é formatado, portanto, certifique-se de que todas as
informacdes sejam apresentadas de forma clara, sem alteragbes rastreadas / texto
destacado / numeros de linha, e que a legenda apropriada seja incluida no
arquivo. Para evitar discrepancias entre o artigo publicado e o material suplementar,
por favor, ndo adicione o titulo, lista de autores, afiliacbes ou correspondéncia nos
arquivos suplementares.

O material suplementar pode ser carregado como folha de dados (arquivos Word,
Excel, CSV, CDX, FASTA, PDF ou Zip), apresentacdo (arquivos PowerPoint, PDF
ou Zip), imagem (CDX, EPS, JPEG, PDF, PNG ou TIF / TIFF), Tabela (Word, Excel,


https://webaim.org/resources/contrastchecker/
http://colorsafe.co/

CSV ou PDF), Audio (MP3, WAV ou WMA) ou Video (AVI, DIVX, FLV, MOV, MP4,
MPEG, MPG ou WMV).

Para modelos de Material Suplementar (LaTeX e Word), consulte nossos modelos
de Material Suplementar .

5.4

4. Referéncias

Todas as citagbes no texto, figuras ou tabelas devem constar da lista de
referéncias e vice-versa.

Os nomes dos seis primeiros autores seguidos de et al. e o DOI (quando
disponivel) deve ser fornecido.

A lista de referéncias deve incluir apenas artigos publicados ou aceitos.

Dados nédo publicados, manuscritos submetidos ou comunicagbes pessoais
devem ser citados apenas no texto, para os tipos de artigos que permitem tais
inclusodes.

Para trabalhos aceitos, mas néo publicados, use "no prelo" em vez de nimeros
de pagina.

Os conjuntos de dados que foram depositados em um repositério online devem
ser incluidos na lista de referéncia. Inclua a verséo e o identificador exclusivo
quando disponivel.

As comunicacdes pessoais devem ser documentadas por uma carta de
permissao.

URLSs de sites devem ser incluidos como notas de rodapé.

Qualquer incluséo de texto literal deve estar entre aspas e fazer uma referéncia
clara a fonte original.

As pré-impressdes podem ser citadas desde que um DOI ou URL de arquivo
esteja disponivel, e a citagdo menciona claramente que a contribuicdo é uma
pré-impressao. Se existir uma publicacdo em periddico revisado por pares para

0 mesmo pré-impresso, a publicacdo em periodico oficial é a fonte
preferida. Consulte a secdo Pré - impressdes para obter mais informacoes.

5.4.14.1. Revistas de Ciéncias, Engenharia e Humanidades e Sustentabilidade

( Lista completa de periddicos e estilo de referéncia correspondente )
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54.1.1 4.1.1. CitagOes no texto

o Para obras de um unico autor, incluir o sobrenome, seguido do ano.
o Para obras de dois autores, incluir os dois sobrenomes, seguidos do ano.

o Para trabalhos com mais de dois autores, incluir apenas o sobrenome do
primeiro autor seguido de et al., Seguido do ano.

o Para artigos de Humanidades e Ciéncias Sociais, inclua os numeros das
paginas.

541.2 4.1.2. Lista de referéncia

ARTIGO EM UM DIARIO DE IMPRESSAO

Sondheimer, N. e Lindquist, S. (2000). Rngl: um modificador epigenético da funcéo
da proteina na levedura. Mol. Célula. 5, 163-172.

ARTIGO EM UM DIARIO ONLINE
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