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A PARTICIPACAO ESPLENICA E VAGAL NA DEPOSICAO DE
LIPIDEOS NO TECIDO ADIPOSO MARROM DE RATOS OBESOS E
NAO OBESOS

Resumo

O Tecido Adiposo Marrom (TAM) é especializado na termogénese, um
processo que envolve a degradacao de substratos energéticos, em especial os lipidios
e a formacdo de um gradiente eletroquimico mitocondrial que € dissipado pela
proteina desacopladora mitocondrial (UCP1) na forma de calor. Classicamente a
termogénese é estimulada pela atividade do Sistema Nervoso Simpéatico (SNS), o qual
esta reduzido na obesidade. Estudos apontam que o ramo parassimpatico, via Nervo
Vago (NV) é capaz de influenciar a termogénese no TAM. Obesos tem hiperatividade
vagal. O NV também modula a resposta imunoldgica, e seus efeitos anti-inflamatorios
dependem da presenca do baco. No presente estudo foram avaliados os parametros
histolégicos do TAM em roedores obesos e ndo-obesos submetidos a vagotomia
associado a esplenectomia. Para tal, a obesidade foi induzida pela injecdo
subcutédnea de glutamato monossodico (M; 4g/Kg) na primeira semana pds-natal.
Ratos controles (CTL) ou ndo-obesos receberam solugéo salina equimolar. Ratos M
e CTL foram desmamados aos 21 dias, e aos 60 dias de vida randomicamente
distribuidos nos grupos conforme cirurgia: Esplenectomia (spl) — retirada do baco;
vagotomia (vag) — sec¢do NV; spl+vag (ambas as cirurgias) e falso-operados (sham)
— simulacéo estresse cirtrgico (n=6 — 8 ratos/grupo). Aos 150 dias de vida e apos 12h
de jejum, os animais foram pesados e eutanasiados, e 0 TAM da regido interescapular
foi retirado, limpo lavado e pesado. Parte do TAM foi transferida para fixador e
submetida a técnica histolégica e coloragdo com hematoxilina e eosina (HE). Dados
foram expressos como médiatEPM, sendo aplicados o teste t Student’s ou ANOVA
de duas vias com pos teste de Tukey (p<0,05). Ratos M séo obesos, apresentando
maior peso do TAM, no qual h4 maior teor de lipidios em relagdo aos animais CTL
(p<0.05). No grupo CTL a vag reduziu o peso corporal, o peso do TAM e a deposi¢cao
de gordura em relacdo aos sham. A spl reduz o nimero de nucleos e eleva a
deposicao de gordura no TAM de animais CTL. Por outro lado, nos M-obesos a vag
nao altera significativamente nenhum parametro do TAM, enquanto a spl eleva o

namero ndcleos. Assim o presente estudo indica que NV modula o teor de lipidios no



TAM de ratos ndo-obesos, sem interferéncia esplénica. Nos obesos, entretanto, o

efeito do NV parece estar ausente, enquanto o baco, por via ainda ndo conhecida
influencia o TAM de ratos obesos.

Palavras-chave: termogénese, lipidios, nervo vago, baco, obesidade.



SPLENIC AND VAGAL PARTICIPATION IN LIPID DEPOSITION IN
BROWN ADIPOSE TISSUE OF OBESE AND NON-OBESE RATS

Abstract

Brown Adipose Tissue (BAT) is specialized in thermogenesis, a process that
involves the degradation of energetic substrates, especially lipids, and the formation of
a mitochondrial electrochemical gradient that is dissipated by the mitochondrial
uncoupling protein (UCP-1) in the form of heat. Classically, thermogenesis is
stimulated by the activity of the Sympathetic Nervous System (SNS), which is reduced
in obesity. Studies indicate that the parasympathetic branch, via the Vagus Nerve (NV)
is able to influence thermogenesis in BAT. Obese people have vagal hyperactivity. NV
also modulates the immune response, and its anti-inflammatory effects depend on the
presence of the spleen. In the present study, the histological parameters of BAT in
obese and non-obese rodents undergoing vagotomy associated with splenectomy
were evaluated. For this, obesity was induced by the subcutaneous injection of
monosodium glutamate (M; 4g/Kg) in the first postnatal week. Control (CTL) or non-
obese rats received equimolar saline. M and CTL were weaned at 21 days, and at 60
days of life they were randomly assigned to groups according to surgery: Splenectomy
(spl) — removal of the spleen; vagotomy (vag) — NV section; spl+vag (both surgeries)
and false-operated (sham) — surgical stress simulation (n=6 rats/group). At 150 days
of age and after 12 hours of fasting, the animals were weighed and euthanized, and
the BAT of the interscapular region was removed, cleaned, washed and weighed. Part
of the TAM was transferred to a fixative and submitted to histological technique and
staining with hematoxylin and eosin (HE). Data were expressed as meant+SEM, using
the Student's t test or two-way ANOVA with Tukey's posttest (p<0.05). M rats are
smaller, with a higher BAT weight, in which there is a higher lipid content compared to
CTL animals (p<0.05). In the CTL group, vag reduces body weight, BAT weight and
fat deposition n in relation to sham. Spl reduces the number of nuclei and increase fat
deposition in the BAT of CTL animals. On the other hand, in M-obese patients, vag
does not significantly alter any parameter of the SAT, while spl increases the number
of nuclei. Thus, the present study indicates that NV modulates the lipid content in the
BAT of non-obese rats, without splenic interference. In obese subjects, however, the

effect of NV seems to be absent, while the spleen, through an unknown route,



influences the BAT of obese rats.
Keywords: thermogenesis, lipids, vagus nerve, spleen, obesity.
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1. INTRODUCAO GERAL

De acordo com as definicdes da Organizacdo Mundial da Saude (OMS), a
obesidade € considerada uma doenca multifatorial complexa caracterizada por
distarbios nutricionais que predispdem a ocorréncia de patologias crénicas como
Diabetes Mellitus (DM), doencas cardiovasculares, hipertensdo, acidente vascular
cerebral e varias formas de cancer (MARIATH et al., 2007).

No Brasil, o sobrepeso e a obesidade vém aumentando em todas as faixas
etarias em ambos os sexos, sendo a velocidade de crescimento mais expressiva na
populacdo com menor renda familiar. Em adultos, o excesso de peso e a obesidade
atingiram 56,9% e 20,8% da populacdo em 2013, respectivamente. A obesidade
ganhou destaque na agenda publica internacional nas trés ultimas décadas,
caracterizando-se como um evento de proporcdes globais e de prevaléncia crescente
gerando preocupacao aos 0rgaos de saude publica (DIAS et al., 2017).

A crescente prevaléncia da obesidade vem sendo atribuida a diversos processos
biopsicossociais, no qual, ndo apenas o individuo e suas escolhas sdo responsaveis,
mas sobretudo o “ambiente” (politico, econdmico, social, cultural), assume um lugar
estratégico na andlise do problema e nas propostas de interven¢des. Neste contexto,
0 excesso de produtos industrializados, ricos em sédio, acUcares e gorduras, aliado
ao sedentarismo tem contribuicbes importantes para o avanco do sobrepeso e
obesidade no mundo todo (DIAS et al., 2017).

Durante instalacdo da obesidade ocorre desajuste do Tecido Adiposo (TA), com
acelerada expansao da massa adiposa e disfuncdes na sua distribuicéo e fisiologia.
Portanto, compreender a organizacdo e funcdo deste do TA é fundamental ao
entendimento das comorbidades atreladas ao excesso de peso. Segundo Fonseca-
Alaniz et al. (2006), o TA é o principal reservatoério energético do organismo, uma vez
gue os adipdcitos séo as unicas células especializadas no armazenamento de lipidios
na forma de triacilglicerol (TAG) em seu citoplasma, sem que isto seja nocivo para sua
integridade funcional. Deste modo, os adipécitos do TA possuem todas as enzimas e
proteinas reguladoras necessarias para sintetizar acidos graxos (lipogénese) e
estocar lipidios em periodos em que a oferta de energia € abundante, e para mobiliza-
los pela lipolise quando ha déficit calorico. A regulacdo desses processos ocorre por

meio de nutrientes e sinais diferentes dos tradicionais sistemas neurais e hormonais,



17

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

Nos mamiferos, existem dois tipos principais de TA o Tecido Adiposo Branco
(TAB) e o Tecido Adiposo Marrom (TAM), havendo entre eles diferencas na
distribuicdo, histologia e funcdo. O TAB existe em maior quantidade no individuo,
tendo ampla distribuicdo subcutanea e visceral, baixo metabolismo e produz uma série
de adipocinas com efeitos prejudiciais & saide (CORREA; HEYN; MAGALHAES
,2019).

O TAB é especializado no armazenamento de energia, na forma de triglicerideos
(TG), sendo uma de suas caracteristicas a grande capacidade de expansdo. Assim,
nos adipdcitos do TAB ha uma grande e Unica goticula de TG depositada de forma
unilocular e ocupando quase todo o citosol. Por outro lado, adipécitos do TAM, sao
especializados na termogénese, um processo bioquimico de oxidacdo mitocondrial
de lipidios que gera calor (BROETTO; BRITO, 2012). Assim adipécitos no TAM tem
perfil de deposicao lipidica multilocular, havendo varias goticulas de diversos
tamanhos dispersas pelo citosol, abundantes mitocondrias e alta vascularizagéo e
inervagcdo (BROETTO; BRITO, 2012).

Na obesidade ha disfuncdes do TA, e ao longo dos anos os aspectos deletérios
do TAB foram mais estudados e explorados. Entretanto, evidéncias da participacao
do TAM no controle do metabolismo em humanos e seu impacto sobre a salude nos
obesos, tem revelado novos aspectos deste tipo de TA que podem ser relevantes no
combate a obesidade. O TAM estd presente exclusivamente em mamiferos, nos
quais, sua principal funcéo é termorregulacéo via termogénese sem tremores. O TAM
€ encontrado em grande quantidade em recém-natos de mamiferos roedores e
hibernantes, sendo o principal local da termogénese adaptativa, onde ocorre o gasto
de energia e producdo de calor (HALPERN; MANCINI; CORREA, 2014). Durante
muitos anos acreditou-se que o TAM era encontrado apenas em pequenos mamiferos,
animais em hibernacao e recém-nascidos. No entanto, pesquisas recentes mostraram
que o TAM pode estar presente e funcional em humanos adultos, tendo sido
encontrado na regido interescapular e pescoco (CORREA; HEYN; MAGALHAES
,2019).

E no TAM que encontramos grande quantidade de mitocéndria, organela

responsavel pela termogénese. Nas cristas mitocondriais estdo inseridas multiplas
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cOpias da proteina desacopladora 1 ou UCP-1, do inglés Uncoupling Protein — 1,
responsavel pela termogénese. A UCP-1 desacopla a producdo de energia na
mitocondria, desviando o gradiente de prétons do espaco intermembrana e gerando
calor. Por sua vez a UCP-1 é considerada um marcador termogénico nos adipécitos
(HALPERN; MANCINI; CORREA, 2014). A principal fonte de substratos energéticos
para manter o gradiente de prétrons mitocondrial no TAM sé&o os lipidios, os quais sdo
degradados via beta-oxidacédo. A termogénese, incluindo o aumento de mitocéndrias,
maior expressao de UCP1 e beta oxidacéo de lipidios sédo estimulados pelo Sistema
Nervoso Simpatico (SNS) via norepinefrina e ativacdo dos receptores beta
adrenérgicos (SILVEIRA, et al 2011).

Deste modo, a termogénese no TAM esta sobretudo sob o controle do SNS, de tal
modo, que situacgdes fisioldgicas que acionam o ramo simpatico, como frio, jejum ou
exercicio fisico sdo capazes de acionar a termogénese (HALPERN; MANCINI;
CORREA,2014).

Interessantemente, a termogénese também pode ser modulada via dieta, sendo que
dietas ricas em calorias podem causar uma ativacdo do TAM para queimar gordura
(HALPERN; MANCINI; CORREA,2014), um mecanismo que poderia envolver o ramo
parassimpatico. Neste aspecto, novos dados indicam que pode haver um papel do
Nervo Vago (NV), principal ramo parassimpatico, na modulacdo da termogénese no
TAM. O NV, embora ndo inerve diretamente o TAM diretamente, é capaz, via
aferéncias, de controlar os sinais periféricos do SNS para os adipécitos do TAM. A
estimulacdo nervosa do NV gera perda de peso em roedores e ativacdo da
termogénese (VIJGEN GHEJ et al., 2013).

O TAM esta inversamente relacionado com a obesidade e positivamente
relacionado com a energia e supostamente a queima de gordura. Na obesidade ha
reducdo da termogénese, menor expressdo da UCP1 e acumulo de gordura no TAM.
A descoberta de novos papéis do TAM em adultos, trouxe aspectos adicionais sobre
0 impacto deste tecido na saude. Deste modo, descobriu-se que a regulacéo neural
da termogénese era mais complexa, e que o NV teria a capacidade de modular a
termogénese do TAM indiretamente. Estudos posteriores mostraram que o NV era
capaz de captar sinais de nutrientes periféricos e encaminhar ao Sistema Nervoso
Central (SNC) o qual via ramo eferente do SNS alterava a termogénese (CHEN LIU
et al, 2014)

Na obesidade ocorre um desajuste autondmico, caracterizado pela reducdo do
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SNS e aumento da atividade do Sistema Nervoso Parassimpatico (SNP), sobretudo
caracterizada por hiperatividade vagal. A hiperfuncdo do NV €& um evento bem
conhecido na hiperinsulinemia, adiposidade e Resisténcia a Insulina (RI) em obesos
(VIJGEN GHEJ et al., 2013).

O NV é também habil em modular respostas anti-inflamatérias importantes no
metabolismo (VIJGEN GHEJ et al.,, 2013). As acdes anti-inflamatoérias vagais sédo
dependentes de Orgaos imunes, em particular o baco. O baco é um 6érgéo linfoide
relacionado ao mecanismo inflamatérios e obesidade. Diferentes estudos, tém
demonstrado que o bagco pode modular a adiposidade, a secrecao e a acao da insulina
na obesidade (LEITE et al., 2015; WU et al., 2013). Recente nosso grupo de pesquisa
comprovou que NV e o baco interagem para modular o TAB em roedores obesos e
nao obesos (KUCHLER, et al.2021). Se esta interacdo modula a termogénese no TAM
alterando a deposicéo de gordura, ainda € desconhecido.

Roedores tratados neonatalmente com glutamato monossaédico (M) desenvolvem
obesidade, dislipidemia, RI e intolerancia a glicose, sem hiperfagia, sugerindo baixo
metabolismo basal. Importante, roedores M-obesos tem maior deposicdo de gordura
no TAM e baixa termogénese, associado com menor liberacdo das catecolaminas
locais (VOLTERA, et al. 2008).

Este modelo de obesidade hipotalamica, tem conhecida hiperatividade do NV e
disfuncbes esplénicas. A ablacdo do NV (vagotomia) e do baco (esplenectomia)
melhora a adiposidade e comorbidades neste modelo experimental (CHEN L. et al.
2014). Nossa hipotese € que o NV e o baco possam modular a termogénese no TAM
alterando o teor de lipidios depositado no tecido, sendo esta regulacdo diferente em

ratos nao-obesos e ratos M-obesos.

2. OBJETIVOS
2.1 Objetivo geral

Avaliar o efeito da vagotomia associada a esplenectomia sobre os parametros

histologicos e deposicéo de lipidios no TAM de ratos M-obesos e ndo obesos.

2.2 Objetivos especificos

° Avaliar o efeito da vagotomia associada a esplenectomia sobre o peso do TAM
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em ratos M-obesos e n&o obesos.

° Caracterizar aspectos morfologicos de area dos adipocitos e numero de
ndcleos do TAM em ratos vagotomizados e esplenectomizados M-obesos e ndo
obesos.

° Verificar o impacto da vagotomia associada esplenectomia sobre a deposicéo

de lipidios no TAM de ratos M-obesos e ndo obesos.

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),
sendo recorte de um projeto maior intitulado: A participagéo esplénica e vagal na
deposicado de lipideos no tecido adiposo marrom de ratos obesos e ndo obesos.
Coordenado pela Dr2. Sabrina Grassiolli. A amostra foi composta por Rattus
Norvergicus da linhagem Wistar, machos, em um namero de 48 ratos divididos em
obesos (n=24) e ndo-obesos (n=24) submetidos as cirurgias de vagotomia (VAG),
Esplenectomia (ESP) ou Falso-Operados (FO).

Todos os procedimentos foram aprovados pelo Comité de Etica e Uso de
Animais (CEUA) da UNIOESTE no dia 16 de marco de 2017 (ANEXO A). “Ainteracao
bidirecional entre atividade autondmica e esplénica pode modular o controle secretor
de insulina em ratos obesosMSG? ”, coordenado pela Dr2. Sabrina Grassiolli.

3.1 Animais

As ratas prenhas oriundas do biotério central da UNIOESTE, foram alojadas
em caixas individuais, tendo 4gua e ragdo a vontade, permanecendo no biotério
setorial do Laboratérios de Fisiologia Endocrina e Metabolismo (LAFEM), sob
condicbes controladas de luminosidade (12 horas claro — 12 horas escuro) e
temperatura (21 £ 2°C) até o nascimento da prole. No dia do nascimento as ninhadas
foram ajustadas para 6 filhotes machos por ratas, sendo randomicamente

distribuidos em obesos e ndo-obesos como explicado a seguir.

3.2 Inducao da obesidade hipotalamica
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A partir do segundo dia de vida os ratos receberam injec6es de M (4g/Kg de peso
corporal) via subcutanea, com agulha de insulina (n°0,25x6) na regido do dorso do
animal até o sexto dia de vida. Em igual periodo animais do grupo Controle (C) ndo
obesos, receberam salina equimolar. O desmame ocorreu aos 21 dias de vida, e
randomicamente os animais foram distribuidos em subgrupos conforme
procedimentos cirargicos descrito a seguir. Durante todo o desenvolvimento da
pesquisa estes animais permaneceram em caixas plasticas (3 ratos/caixa), com
condicbes controladas de luminosidade (12 horas claro — 12 horas escuro) e

temperaturas (21 +2°C) e receberam racao e agua ad libitum.

3.3 Vagotomia e esplenectomia

A vagotomia subdiafragmética (vag) e esplenectomia (spl) ocorreram aos 60
dias de vida do animal conforme protocolos de Balbo et al. (2007) e Gotho et al. (2012),
respectivamente. Brevemente, o0s animais em jejum (12horas) prévio foram
anestesiados com isofluorano (1%), sob oxigénio a ImL/min em mascara e ventilacao
espontanea. Apos atestada a eficicia da anestesia, para 0os animais realizou-se uma
incisdo ventral (2 cm) logo abaixo do esterno, afastou-se o intestino e o figado para
permitir melhor visualizacdo do es6fago e, com auxilio de uma lupa, os ramos anterior
e posterior do NV foram identificados, afastados da parede do eséfago e amarrados
com fio cirargico sendo imediatamente seccionados.

Para a retirada do bago, os animais foram anestesiados e a incisdo realizada
de forma semelhante ao procedimento feito para a vag. O baco foi localizado,
exteriorizado da cavidade abdominal, com auxilio de uma pinca, 0s vasos
sanguineos amarrados com fio de algodao (0,10) e seccionados para retirada do
orgdo. Para os animais vag +spl, os procedimentos foram realizados em ato cirdrgico
anico.

Nos animais selecionados para a falsa-operagcdo (sham), realizamos a
laparotomia exploratéria, manuseando e afastando o NV do es6fago, porém nao o
seccionando, o0 baco foi exteriorizado, porém néo retirado. As incisdes cirargicas
musculares foram fechadas com fio de sutura absorvivel, enquanto a incisao cutanea
feita com fio de sutura nylon. Durante o periodo de recuperagdo dos procedimentos
cirurgicos os animais ficaram alojados em caixas individuais por aproximadamente 7
dias, garantindo uma melhor cicatrizagéo. Posteriormente reagrupados em caixas (3

ratos/caixa) conforme grupo experimental abaixo:
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= Ratas prenhas em caixas individuais

e O-filhotes por ninhada

e D0 2°ao0 6 °diadevida receberam via subcutanea

. Animais M: MSG

‘ Animais CTL: Salina

Aos 21 dias de vida foram separados ramdomicamente em 8 grupos de
acordo com o procedimento o qual seriam submetido

l
I T T [ T T 1
CTL-sham CTL-spl CTL-vag CTL-vag+spl M-vag+spl

e Procedimento cirurgico aos 60 dias de vida

Eutanasia aos 150 dias de vida

ey Retirada do tecido adiposo marrom para analise histoldgica

Figura 1: Delineamento experimental.
Os animais controles foram divididos em: Controle Falso Operado, Controle Vagotomizado, Controle
Esplenectomizado e Controle Vagotomizado + Esplenectomizado. Obeso Falso Operado, Obeso
Vagotomizado, Obeso Esplenectomizado e Obeso Vagotomizado + Esplenectomizado. Destes foram
selecionados randomicamente 5-6 animais por grupo para analise do TAM feita no presente estudo.
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3.4 Coleta e Preparo de Amostras de Tecido Adiposo Marrom para Histologia dos
adipdcitos

Aos 150 dias de vida os animais foram eutanasiados e os depoésitos TAM
excisados, pesados e um fragmento imediatamente transferido para Alfac, solucao de
fixac@o histolégica constituida por uma mistura de alcool (80%), formol (10%) e acido
aceético glacial (5%) durante 24h. ApoOs esse periodo, as amostras de TAM foram
transferidas para solugédo de alcool (70%) até os procedimentos histologicos. Para
isso, os depositos de TAB foram diafanizados em xilol, desidratados em solucéo 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 (HE). Cinco a seis ratos por grupos foram usados
para montar 3 fatias por ratos contendo pelo menos 3 cortes por fatia. Posteriormente
as laminas foram colocadas em estufa a 40°C, até secarem e, por fim fixada laminulas.
As laminas foram analisadas em fotomicroscépio (OLYMPUS BX60) em aumento de
40x. O tamanho dos adipdcitos (um2) e o numero (numero/campo) foram medidos
usando um sistema de andlise de imagem (Image J 1.39f, NIH - Bethesda, MD, EUA).
Um total de 50 adipdcitos foram medidos por secdo (KUCHLER, 2021; SIQUEIRA,
2019).
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Abstract: The vagus nerve (VN) and spleen can influence metabolism and adipose tissue
mass. Thermogenesis is a biochemistry process of lipids degradation that results in heat
production, contributing to energy expenditure and body weight control. Brown adipose tissue
(BAT) is the primary site of thermogenesis and the VN can influence this process. Herein, we
evaluated the impact of vagotomy associated with splenectomy on BAT histology and lipids
deposition in non-obese and hypothalamic obese male rats. For this, obesity was induced by

neonatal glutamate monosodium (M; 4g/Kg) administration while non-obese or Control (CTL)
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rats received equimolar saline. At 60 days of life, M and CTL groups were randomly distributed
at subgroups, according to surgical process: vagotomy (vag); splenectomy (spl); vag+spl; and
sham. At 150 days of life, the animals were weighed, measured, and euthanized t removal of
white adipose retroperitoneal (WAT-R), BAT depots, and blood analysis. BAT depots were
submitted to histological process and were evaluated nuclei number, adipocytes area, and
gualitative description of lipids droplets fat. Elevated adiposity, hyperinsulinemia, and smaller
growth were found in M-obese in relation to CTL. Vagotomy reduced the WAT-R content in CTL
and M-obese. Despite vag reduces the BAT weight, no was modified nuclei number or brown
adipocyte area in BAT from CTL animals. The absence of vag effects was found in the BAT of
M-obese rats. The spl reduced the nuclei number and increased lipids deposition in BAT from
CTL rats. In the contrast, M-obese submitted to spl showed a reduction in nuclei number and
lipids deposition in BAT. Thus, we concluded that VN ablation no modified histology or lipids
deposition in BAT, suggesting the absence of the vagal effects in thermogenesis at
thermoneutrality conditions. However, the spleen can modulate lipids deposition and nuclei
proliferation in BAT, exerting opposite effects in non-obese and M-obese states.

Keywords: Hypothalamic obese. Glutamate monosodium. Thermogenesis. Vagotomy.

Splenectomy. Adipocyte.

Introduction

Adipose tissue is a complex organ that modulates energy metabolism, regulates body
temperature, besides exert important endocrine action via adipokines®. The white adipose tissue
(WAT) and brown adipose tissue (BAT) are principal adipose tissue depots having a direct
impact on health2. In this sense, despite smaller quantity, the BAT depot is able, in human and
rodents, to influences energy expenditure, modulating lipids and carbohydrates homeostasis®.
Obesity can impact the amount and activity of BAT contributing to the installation of
comorbidities such as diabetes and cardiovascular diseases*. The BAT amount and activity
were reported to be 4-fold higher in lean individuals than overweight/obese individuals,
suggesting BAT's role in weight control. Moreover, the inverse relationship between BAT activity

and body fatness suggests that BAT, because of its energy dissipating activity, is protective
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against body fat accumulation®.

Brown adipocyte organization and the profile of lipids deposition determine the
functional state and directly reflect innervation, thermogenesis activity, and the neuronal control
of BAT?. Since the recent rediscovery of BAT in adult humans, this thermogenic tissue has been
attracting increasing interest, in particular, in controlling energy metabolism®. In this regard, in
health conditions the intracellular lipid droplet (LD) accumulated in brown adipocytes present
profile multilocular of deposition, being observed small and numerous lipids droplets dispersed
in cytosol’. Moreover, normally active BAT shows higher mitochondria content, elevated nuclei
number, and augmented presence of innervation and vascularization®. In the contrast, at obesity
state the brown adipocytes can present large unilocular LD in which the area of the contact site
of the LD with lipase becomes small, resulting in the restriction of lipolysis and high lipids
deposition®. Thus, at health states the brown adipocytes can quickly oxidize their fat stores and
circulating substrates, thus producing heat and increasing metabolic rate, a process nominated
thermogenesis3. BAT is the major thermogenic organ in rodents and humans®. Thermogenesis
in BAT is possible due to the elevated expression of the tissue-specific uncoupling protein 1
(UCP1) found in mitochondrial internal membranel®. The UCP1 protein effectively conducts
thermogenesis by uncoupling substrate oxidation and adenosine triphosphate production
through the proton leak™. In this respect, the fatty acids released from brown adipocyte LDs by
lipolysis are thought to activate and fuel UCP1-mediated thermogenesis Thus, BAT functions to
facilitate adaptive thermogenesis or the uncoupling of ATP production and substrate oxidation?2.

Important, BAT thermogenic process is regulated by the sympathetic nervous system
(SNS) which via norepinephrine (NE) and beta-adrenergic receptor stimulates mitochondrial
beta-oxidation guarantying energy substrates to sustain thermogenic processl. However, more
recent data have indicated that the parasympathetic nervous system (PNS), in particular, the
vagus nerve (VN) could also modulate BAT activity and function?.

The VN is an important agent in metabolism control. High vagal activity is intimately
related to hyperinsulinemia, insulin resistance (IR), and glucose intolerance in several obesity
models. Moreover, reduction of WAT content and restoring in lipids homeostasis is found in

rodents and human obese submitted to vagotomy?3. However, the role of VN in modulating the
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thermogenic process is unclear. In this point, a study of Szekely*4 showed that viscerosensory
afferents, with axons in the VN, synapsing on second-order neurons in the nucleus of the
solitary tract (NTS) can also influence BAT activity. Similarly, was demonstrated that vagal
afferents played a role in BAT thermogenesis in humans, showing that VN stimulation
significantly increases whole-body energy expenditure in parallel with BAT activity®3. In rats,
peripherally administered cholecystokinin (CCK) activates the SNS—BAT axis via the CCK
receptor and vagal afferent nerves. Interestingly, vagal sensory neurons promote diet-
induced thermogenesis (DIT) and may serve as an early protective mechanism against HFD-
induced weight gain®. The SNS and SNP interact at multiple levels along the neural axis and
NTS neurons not only receive and integrate metabolic signals from vagal afferents but also
regulate sympathetic output through relay circuits within the ventrolateral medulla®. In this
respect, ghrelin induces NE liberation in BAT, an event blocked by vagotomy?5.

The VN also modulates inflammatory condition, exerting, via splenic tissue, an anti-
inflammatory vagal reflex that improves comorbidities associated with obesity and diabetes?®.
The spleen is an important immune and hematological organ whose activity can affect
metabolism, including glucose and lipids homeostasis'’. Interesting splenic signals can
influence BAT thermogenesis having the potential to modulate UCP1 expression as well as
brown adipocytes development8. Thus, VN and spleen may interact to modulate BAT lipids
deposition. Thus, in the present work, we evaluated the impact of vagotomy associated with

splenectomy on BAT lipids deposition in non-obese and hypothalamic obese male rats.

Material and methods

Animal Care

The present study was used Wistar male rats, maintained sob-controlled conditions de
luminosity (12h dark/light) and temperature (23 £2 oC) and free access to water and food intake.
The project was previously approved by Animal Ethical Commit (CEUA) of State University of
West Parana (UNIOESTE), Cascavel — Brazil on 09/06/2017, respecting the Brazilian Animal

Care Law established by the National Council for the Control of Animal Experimentation
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(CONCEA) and conforming to the principles and regulations of ARRIVES guidelines.

Obesity hypothalamic induction

Ten Wistar pregnant rats were allocated in local bioterium of Laboratory of Endocrine
and Physiology and Metabolism (LAFEM) — Unioeste — Cascavel — Brazil until the offspring
birth. At birth, the offspring size was adjusted to 6 pups by dams to guarantee adequate milk
ingestion. Only male pups were maintained to avoid hormonal sex female influences. Twenty-
four male pups were randomly selected and received from 2" to 6" post-natal days
subcutaneous injections of monosodium glutamate (MSG) in a diary dose of 4g/Kg of body
weight (BW) according to originally proposed by Onley?!® with adaptations. At the same period
and via non-obese or Control (CTL; n= 24 rats) rats received saline (NaCl) hyperosmolar
solution at a dose of 1.25g/Kg/BW. The CTL and M rats were weaned at 21 days of life and
distributed in cages (n=3 — 4 rats/cages) and received water and rodent chow (Biobase; Santa
Catarina; Brazil) ad libitum, being maintained sob-controlled conditions de luminosity (12h

dark/light) and temperature (23 £2 °C) until of 60 days of life.

Vagus Nerve and splenic ablation

At 60 days of life and after 12h of fasting 6 rats of CTL and M groups were randomly
selected for surgical procedures as described below. The subdiaphragmatic vagotomy (SV) was
performed according to the protocol established by Balbo et al.?°. Briefly, the animals in the
previous fasting (12 hours), were anesthetized with isoflurane (1%), under oxygen at 1mL/min in
a mask and spontaneous ventilation. In next, the abdominal wall was laparotomized and the
liver and stomach separated to facilitate access to the vagus nerve (VN) in the esophagus wall.
Thus, VN was isolated and cut. After vag, the abdominal muscle and skin were sutured. The
spleen ablation, splenectomy (spl), was performed according to the protocol established by
Balbo et al.?° e Gotoh et al.?%. Briefly, after anesthesia and abdominal laparotomy the spleen
was located, the blood vessels tied, and the organ was excised. After spl, the abdominal muscle
and skin were sutured. Some animals received VN and spl at the same surgical procedures.
Sham-operated rats were used as surgical control. After VN and spl surgeries the animals were

transferred to individual cages received water and rodent chow ad libitum for 7 days. Thus,
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considering obesity and surgeries procedures were originated 8 experimental groups (6
rats/group): CTL-sham: non-obese sham-operated; CTL-vag: non-obese submitted at
subdiaphragmatic vagotomy; CTL-spl; non-obese splenectomized; CTL-vag+spl: non-obese
submitted at subdiaphragmatic vagotomy and splenectomized; M-sham: obese sham-operated;
M-vag : obese submitted at subdiaphragmatic vagotomy; M-spl: obese splenectomized and M-
vag+spl: obese submitted at subdiaphragmatic vagotomy and splenectomized. After 7 post-
surgical days, the animals were regrouped (3 rats/cages) and received water and food intake ad

libitum.

Biometric, adiposity, and plasma biochemistry analysis

Next, the rats were desensitized with CO2 and decapitate. The blood was collected in
heparinized tubes, centrifuged (5000 rpm/15min, 10°C) and plasma separated to glucose and
insulin dosage. Glucose was measured by colorimetric kit and insulin by radioimmunoassay
technical. Immediately the interscapular BAT was excised, cleaned, and weighted, being
transferred to fixation solution (ALFAC) by 24h. Moreover, the visceral WAT retroperitoneal

(WAT-R) depot was excised and weighted to adiposity analysis.

Brown adipose tissue histological procedures and analysis

Twenty-four hours after fixation of the BAT, the tissue exemplars (n=6 rats/group) were
transferred to alcohol (70%) and submitted to histological procedures. Briefly, the samples were
dehydrated in growing alcohol solution (80 — 100%), diaphanized in xylol, and embedded in
paraplast (McCormickTM; Leica Microsystems Pty Ltd; Australia). Next, the tissue was
sectioned at microtome (Microsystems Inc., Wetzlar, Germany) to obtain 3 -5 cuts of 5-7 ym-
thick sections. Dewaxed sections are then stained with hematoxylin and eosin (H&E) and
photographed using an Olympus BX51 (Olympus Microscope, Shinjuku, Japan), and digital
photographs were taken with a digital still 36-bit color camera, 1280x1024 pixels, with a DP71
Controller (Olympus). The ImageJ 1.42q software (National Institutes of Health [NIH], Bethesda,
Md), available from the NIH site (http://rsb.info.nih.gov/ij, accessed on January 18, 2019). For
this, in each cut of BAT tissue was selected a quadrant 20.0000 pm? and photomicrography

registered. Inside of quadrant were evaluated nuclei number and brown adipocyte area (um?).
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Moreover, a qualitative description of the droplet’s fat profile was done.

Statistical Analysis

The data are presented as meanz standard error mean (SEM). All data were submitted
to the Shapiro Wilk normality test and submitted to two-way analysis of variance to obtain F
values to vag, spl, and interaction (vag versus spl). The Tukey post-test was used to analyze
mean differences. Two-way ANOVA and Tukey post-test were performed to inside of non-obese
(CTL) and obese (M) groups. Student t-test was used to evaluate the obesity effect, comparing

CTL and M rats. In all statistical analyses p<0.05 was adopted as the significant criterion.

Results

M-obese rats presented massive adiposity, hyperinsulinemia, smaller growth, in
comparison to CTL, confirming hypothalamic obesity characteristics (Table 1). Moreover, M-
obese showed increased BAT weight, associated with a reduction in nuclei number and higher
lipids deposition in relation to BAT of CTL rats, as demonstrated in Figure 1 and respective
photomicrographs (Figure 1d and 1e). BAT from CTL animals showed elevated nuclei density,
vascularization, and adipocytes containing numerous and small LD disperses at cytosol (Figure
1d). In contrast, smaller nuclei density and elevated unilocular LD profile were observed in BAT
from M-obese animals (Figure 1 €). In non-obese rats (CTL) was noted vagotomy influences
BW (F 20) = 9.789; p=0.0053) and WAT-R content (F.19) = 4.624; p=0.0446). Thus, BW
reduction was found in CTL-vag rats concerning CTL-sham (p = 0.0381; Table 2).

Despite of reduction in WAT-R, CTL-vag not was statistically different of CTL-sham at
post-test (p=0.1186). Neither vagotomy nor splenectomy influences fasting glucose levels in
CTL rats. However, interaction (vag x spl) was noted (F (1,200 = 6.539; p=0.0188). Thus, CTL-spl
rats had reduction of fasting glucose in comparison to CTL-vag+spl animals (0.0492).
Splenectomy no affected fasting insulin. On contrast, vagotomy influences insulin plasma levels
(F @120 = 9.71; p=0.0089); but without significant effect at post-test. In M-obese rats neither
vagotomy (F,20=0.04536; p=0.8335) nor splenectomy influences BW (F(1,20= 0.1092;

p=0.7445). However, vagotomy (F,20) = 14.01; p=0.0013) alter WAT-R content. In this regard,
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M-vag (p=0.0019) and M-vag+spl (p= 0.0026) groups presented significant reduction in WAT-R
content in relation to M-sham animals (Table 3). Moreover spleen (F (1.20) = 4.855; p=0.0394)
and interaction (F (1.20) = 5.813; p=0.0256) also modified WAT-R in M-obese group. Thus, M-spl,
MSG-vag and MSGvag+spl groups showed smaller WAT-R in relation to M-sham rats. Neither
vagotomy nor splenectomy altered significantly fasting glucose and insulin values in M-obese
groups.

The impact of vagotomy and/or splenectomy in BAT weight and histology from non-
obese and M-obese rats are shown in Figures 2 and 3, respectively. In CTL groups was
observed vagotomy effect in BAT weight (F(,20) = 1.242; p=0.2783) having CTL-vag and CTL-
vag+spl groups smaller BAT weight in relation to CTL-spl rats. Splenectomy (F (1,20) = 6.493;
p=0.0192) and interaction (F(,20) = 4.773; p=0.0410) effects were found in nuclei number of
BAT from CTL animals (Figure 2a). Thus, CTL-spl rats had smaller nuclei numbers in relation to
CTL-sham and CTL-vag groups (Figure 2b). Moreover, splenectomy (F(,20) = 4.692;

p=0.0426) influences adipocyte area in BAT of non-obese animals, but without
significant effect at post-test. Qualitative histological analysis of BAT confirms these data. Thus,
it is possible to note that BAT from CTL-spl rats have high nuclei number and rises in LD
infiltration in comparison to BAT from CTL-sham (Figure 2).

In M-obese animals were not observed effects of vagotomy neither in BAT weight (F
,20) = 3.444; p=0.0783; Figure 3 e) and nuclei (F (1,200 = 3.199; p=0.0888; Figure 3 e) nor in
brown adipocytes area (F (1,200 = 1.100; p=0.3069; Figure 3 g). Similar, BAT weight (F (1,20) =
1.521; p=0.2318) and adipocytes area (F @.20) = 1.462; p=0.2407) no were affected by
splenectomy in M-obese groups. However, the BAT nuclei number was influenced by
splenectomy (F (1,20) = 16.52; p=0.0006), presenting M-spl animals higher nuclei number in BAT
in relation to M-sham and M-vag groups. Qualitative histological analysis pointed higher nuclei

number in BAT from M-spl rats compared to BAT of M-sham animals (Figure 3).

Discussion

A high dose of monosodium L-glutamate administered at first post-natal days induces
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obesity and metabolic abnormalities at long of a life as confirmed at present work?2, Insulin is a
primary lipogenic hormone, thus, hyperinsulinemia has a central role in adiposity in M-treated
rats23. Moreover, M-treated rats have hypothalamic ARC lesions resulting and diminished GH
secretion?*, event-related with smaller NAL and BW in these animals, as also shown here. M-
treated rats do not have hyperphagia and lower resting metabolism has greater influences on
adiposity induced by M-treatment. In this sense, the BAT is an important energy expenditure
tissue?s. The BAT hypoactivity has been registered in rodents M-treated (Virtue e Vidal-Puig,
2013).

Corroborating, we showed increased BAT weight associated with higher lipids
deposition, suggesting a reducing thermogenesis process. Important, to record, that
thermogenesis activity oscillates according to temperature?®.Thus, decreases in BAT
mitochondrial GDP binding and oxygen consumption as well as lowered resting metabolic rate
were found in M-treated mice at thermoneutrality condition?’. However, at cold exposition
increased norepinephrine turnover and normal thermogenesis were noted in mice M-treated28:2°,
M-treated rodents present reduce sympathetic flux and this process can justify smaller
thermogenesis activity in this obese model. In addition, insulin stimulates glucose and lipids
uptake in brown adipocytes favoring thermogenesis=°.

As demonstrated by our research group M-treated rats are IR an event that can
contribute to higher BAT lipids deposition3!. Activated brown adipocytes dissipate energy,
resulting in heat production. Thus, BAT burns fat and increases the metabolic rate, promoting a
negative energy balance. For this metabolic profile, BAT activity can alleviate metabolic
complications like dyslipidemia, IR, and type 2 diabetes®2.

The anti-obesity contribution of BAT thermogenesis has been well documented in
rodent-obesity models. More recently studies human studies showed that BAT specific depots
could be reactively contributing to energy balance and body weight control. In this, sense obese
subjects present diminished BAT activation®3. Here we noted that vagotomy promoted WAT-R
depot reduction in non-obese and M-obese states, but this effect was more accented in M-
treated rats. Vagal hyperactivity is a common characteristic of M-obese animals33, an event that

can explain the greater effect of VN ablation in WAT from the M-obese group. Hyperinsulinemia
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and high vagal activity have a relationship with WAT content in M-treated rats34. Moreover,
while splenectomy does not affect WAT-R content in non-obese, in M-obese animals the spleen
ablation provoked a reduction in WAT-R content, suggesting splenic participation in WAT
visceral regulation. This data, confirm previous findings published by us and others splenectomy
modify adiposity and metabolic state34. As above mentioned, BAT thermogenesis is directly
stimulated by SNS and norepinephrine. However, parasympathetic activity, via VN is also able
in modulates BAT function, a mechanism unclears®.

According to our data, in non-obese rats the vagotomy reduced BAT weight without
modified lipids or histologic aspects of BAT. Moreover, in M-obese we did not note the effect of
vagotomy in BAT weight, brown adipocytes size, and lipids deposition from M-obese animals.
Taken together, these finding appears to indicate that VN no modulates lipid deposition in BAT,
in contrast, those indicated by several studies state3*. It is well recognized the VN does not
direct innervate the brown adipocytes. However, VN afferent signals to NTS appear to be
important to BAT stimulus and vagal thermogenic effects3®. In this regard, many anti-diabetic
and anti-obesity agents directly act on vagal afferents neurons, including agonists for the
glucagon-like peptide 1 (GLP1) receptor and cannabinoid 1 receptor (CB1)%. A recent study by
Hibi et al.38 has shown that selective VN afferent interruption signals can modulate BAT
thermogenesis induced by a high-fat diet. Thus, BAT thermogenesis may action by VN afferent
signal be more relevant to DIT or cold-induced thermogenesis?8. |s important, to record that in
the present work, animals consumed regular chow rodents and were maintained at
thermoneutrality conditions. Interestingly, we observed that spleen ablation modifies BAT
histology and lipids depaosition, exerting contrary effects in obese and non-obese states®.

In this sense, elevated BAT weight, with reduced nuclei number and higher lipid
deposition was noted in non-obese splenectomized rats. Gotoh et al.?! have demonstrated that
splenectomy elevated lipids deposition in the liver, in special in the presence of a high-fat diet.
Moreover, while removal of the spleen intends to alter lipid values, especially with an elevated
LDL, splenic auto-transplantation can normalize this lipid alteration*°. Uptake of circulating lipids
into thermogenic adipocytes is necessary for body temperature regulation and whole-body lipid

homeostasis*'. Thus, spleen ablation may promote lipids redistribution favoring lipid deposition
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in BAT.

In contrast, the spleen ablation in M-obese increased nuclei number and apparent
reduced lipids infiltration at this tissue, suggesting distinct splenic participation in thermogenesis
in the obesity. Spleen tyrosine kinase (SYK) is critical for survival, differentiation, and activation
of several types of hematopoietic cells being required for 3-adrenergic stimulated upregulation
of UCP1 in mature brown adipocytes®. BAT-specific deletion to SKY decreased proliferation
and differentiation of brown adipocyte precursors in vitro and prevented normal BAT
development!®. M-treated rats have reduced spleen weight and altered the organization of white
pulp*2. Further studies are necessary to evaluate if SKY splenic expression or function are
altered in M-treated. VN and spleen interactions are essential to anti-inflammatory vagal reflex
and these neuro-immune circuits have been well established to reduce the severity of several
immunopathologies, such as diabetes and obesity!2. In the present work was no confirming
interaction effects on BAT histology or lipids deposition, suggesting the VN-spleen axis does not
modulate BAT. In contrast, we previously demonstrated that WAT content is modulated by

bidirectional interaction between spleen and VN4°,

Conclusion

In the present work, we revealed that VN no modified histology and lipids deposition in
BAT from non-obese and M-obese rats at thermoneutrality and normal chow diet. However,
while in non-obese the spleen ablation results in high lipids deposition in BAT, in M-obese
condition splenectomy improves proliferation and reduces lipids deposition suggesting a distinct

role of the spleen in BAT in obesity state.
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Table 1: Biometric. adiposity and metabolic profile of M-obese rats

40

CTL-sham M-sham p-value
BW (g) 412.7 + 18.47 291.5 + 15.95 <0.0001
NAL (cm) 23.25+0.17 19.42+0.33 0.0022#
WAT-R (9) 196 +£0.21 6.05+1.33 0.0111
Glucose (mg/dL) 71.17 £ 3.84 68.50 £ 5.40 0.0708
Insulin (LU/mL) 2.34 £ 0.55 4.50 + 0.86 0.0305

Notes: Data are mean + SEM; (n= 6 rats/group). Student’s t test. #Mann-whitney.

Abbreviations: BW: body weight; NAL: naso-anal length; WAT-R: white adipose tissue —

retroperitoneal.

Table 2: Biometric. adiposity and metabolic profile of non-obese (CTL) rats submitted to VAG and/or

SPL surgeries

CTL- CTL-vag CTL-spl CTL-
p-value
sham vag+spl
Y S I
412.7 + 344.0 + 386.3 + 351.3+
BW (g) 0.0034 0.1831 0.2783
18.47° 18.532 8.07 18.66
1.96 + 0.92 + 1.82+ 149+
WAT-R (9) 0.0446 0.4939 0.2798
0.21 0.23 0.39 0.41
Glucose 71.17 + 65.83 + 55.17 + 73.67
0.1731 0.3913 0.0188
(mg/dL) 3.84 3.44 3.444 3.96¢
Insulin 234+ 4.67 + 149+ 4.87 +
0.0089 0.7283 0.5724
(LU/mL) 0.55 1.08 0.45 1.30

Notes: Data are mean + SEM; (n= 6 rats/group). The p-value column shows the F effect in two-way

Anova. V: vagotomy; S: splenectomy; I: interaction. Letters above of number indicate Tukey post-test

(p<0.05). aCTL-sham; PCTL-vag; cCTL-spl; ¢CTL- vag+spl. Abbreviations: BW: body weight; WAT-R:

white adipose tissue — retroperitoneal.
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Table 3: Biometric, adiposity and metabolic profile of M-obese rats submitted to VAG and/or SPL

surgeries
M-sham M-vag M-spl M-vag+spl p-value
\% S I
2915+ 290.7+ 289.3% 285.3 +
BW (g) 0.8335 0.7445 0.8904
15.95 7.33 4.84 13.55
6.05 + 1.83 + 2.89 + 1.97 +
WAT-R (g) 0.0013 0.0394 0.0256
1.33kcd  Q.112 0.252 0.21a
Glucose 6850+ 8050+ 675+ 70.33
0.0968 0.2044 0.2944
(mg/dL) 5.40 3.12 4.30 3.89
Insulin 4.50 + 3.80 = 5.30 + 5.26 £ 0.70
0.5667 0.0958 0.6076
(LU/mL) 0.86 0.41 0.47

Notes: Data are mean = SEM; (n= 6 rats/group). The p-value column shows the F effect in Two-way
Anova. V: vagotomy; S: splenectomy; I: interaction. Letters above of number indicate Tukey post-test
(p<0.05). aM-sham; bM-vag; °M-spl; IM-vag+spl. Abbreviations: BW: body weight; WAT-R: white

adipose tissue — retroperitoneal.

Figure 1. M-treatment modulates BAT histology.

Data are mean+SEM (n=6 rats for the group). Weight of BAT (Figure 1a); BAT nuclei (Figure 1b) and
Brown adipocytes area (Figure 1c¢). Representative BAT photomicrographs (Figure 1d; CTL and
Figure 1e M-obese), HE stained showed in grayscale; 40x (magnification). P values in Student’s t test

(p<0.05).

Figure 2. Histological changes induced by vagotomy and splenectomy surgeries in BAT from
non-obese rats.

Data are mean+SEM (n=6 rats/group). Weight of BAT (Figure 2a); BAT nuclei (Figure 2b) and Brown
adipocytes area (Figure 2c). Representative photomicrography of BAT, HE stained, showed in
grayscale, 40x magnification (Figure 2d-g). Arrows indicate nuclei and dashed circle droplet lipids. The
capital letter above lines indicates the F effect in the Anova-two way. vag: vagotomy; spl:
splenectomy; I: interaction. The letter above the bar showed a significant effect at Tukey-posttest

(p<0.05). aCTL-sham; PCTL-vag; cCTL-spl and 4CTL-vag+spl.



42

Figure 3. Histological changes induced by vagotomy and splenectomy surgeries in BAT from
M-obese rats.

Data are mean+SEM (n=6 rats/group). Weight of BAT (Figure 3a); BAT nuclei (Figure 3b) and Brown
adipocytes area (Figure 3c). Representative photomicrography of BAT, HE stained, showed in
grayscale, 40x magnification (Figure 3d-g). Arrows indicate nuclei and dashed circle droplet lipids. The
capital letter above lines indicates the F effect in the Anova-two way. vag: vagotomy; spl:
splenectomy; I: interaction. The letter above the bar showed a significant effect at Tukey-posttest

(p<0.05). 2aM-sham; ®M-vag; °M-spl and M-vag+spl.
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Resumo

Realizou-se uma revisdo sistematica da literatura nacional e internacional sobre
a expansao do Tecido Adiposo (TA) sendo fator central na obesidade e suas
comorbidades. Ha multiplos subtipos do TA, sendo o Tecido Adiposo Marrom
(TAM) importante para o combate a obesidade. Objetivou-se abordar
descobertas do TAM e sua importancia na queima de gordura e regulacdo de
peso corporal, consequentemente a diminui¢cao de doencas relacionadas a esse
distarbio metabolico. Apos delimitacdo dos critérios de inclusdo, excluséo e
busca manual nas bases Scielo e PubMed, dez estudos foram selecionados. Os
artigos mostram que o TAM, pode ser o principal responsavel pelatermogénese,
processo no qual ha queima de lipidios com geracéo de calor, contribuindo para
elevar o gasto energético favorecendo a perda de peso e combate as
comorbidades. O TAM pode ser reativado na vida adulta, em particular frente a
estimulos simpaticos, como frio e exercicio fisico. Além disso, a presenca de
adipocitos intermediarios (bege) indica que em adultos, é possivel sobre
estimulos simpéaticos elevar a conversdo destes a adipocitos marrom. Dos
artigos, grande parte relatam a termogénese como elemento fundamental e
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necessario para a perda de peso, norteando a pesquisa cientifica para a
descoberta de novos farmacos que atuam como termogénicos.

Palavras-chave: Obesidade, Mitocondria, Tecido Adiposo Marrom e Termogénese.

Abstract

The present study carried out a systematic review of the national and
international literature on the expansion of adipose tissue (AT), which is a central
factor in obesity and its comorbidities. Recently, it has been discovered that
there are multiple subtypes of AT, with brown adipose tissue (TAM) being an
important target for combating obesity. The present exploratory study of
systematic review aims to address findings of TAM and its importance in burning
fat and regulating body weight, consequently the reduction of diseases related
to this metabolic disorder. After considering the inclusion, exclusion and manual
search criteria in the article references, eleven studies were reviewed in the
Scielo, PubMed and. The articles show that TAM, may be the main responsible
for thermogenesis, a process in which lipids burn with heat generation,
contributing to increase energy expenditure, favoring weight loss and
combating comorbidities. Interestingly, TAM can be reactivated in adulthood,
particularly in the face of sympathetic stimuli, such as cold and physical
exercise. In addition, the presence of intermediate adipocytes, called beige
adipocytes, indicates that in adults, it is possible on sympathetic stimuli to
increase their conversion to brown adipocytes. Of the articles read, most of them
report thermogenesis as a fundamental and necessary element for weight loss,
guiding scientific research for the discovery of new drugs that act as
thermogenic.

Keywords: Obesity, Mitochondria, Adipose Tissue Brown and Thermogenesis

Introducao

Observou-se no Brasil, que o aumento do sobrepeso e da obesidade ocorrem
de maneira independente do sexo e da faixa etéria, no entanto, ha um maior
crescimento na populacdo de menor renda familiar . Entre os anos 2003 e 2019,
observou-se um aumento de 12,2% para 26,8% de pessoas obesas em idade adulta
e 43,3% para 61,7% em excesso de peso?.

A obesidade ganhou destaque na agenda publica internacional nas trés ultimas
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décadas, caracterizando-se como um evento de proporcdes globais e de
prevaléncia crescente gerando preocupacéo aos 6rgédos de salde publica®.

Um claro exemplo deste impacto, vem sendo a elevada taxa de mortalidade e
morbidade observada em obesos contaminados com Sarscov-22.

De acordo com as definicbes da Organizacdo Mundial da Saude (OMS), a
obesidade é considerada uma doenca multifatorial complexa caracterizada por
distarbios nutricionais no qual consequentemente leva a ocorréncia de patologias
cronicas como diabetes, doencgas cardiovasculares, hipertenséo, acidente vascular
cerebral e vérios tipos de cancer. Desta forma fatores como o nivel de atividade fisica
e a alteracdo na ingestao cal6rica sdo importantes agentes desencadeadores da
obesidade3. E uma doenca que traz agravantes como o aumento da concentracéo de
lipidios na circulacao, e um risco maior de mortalidade e morbidades, trazendo riscos
para a saude em funcao de dificuldades metabdlicas, dentre elas, aumento da presséo
arterial, resisténcia a insulina, niveis de colesterol e triglicerideos3->.

Segundo Fonseca-Alaniz e colaboradores6, o tecido adiposo (TA) é o principal
reservatorio energético do organismo.

Os adipécitos séo as Unicas células especializadas no armazenamento
de lipidios na forma de triacilglicerol (TAG) no citoplasma, sem que prejudique a
integridade funcional.

Nos mamiferos, existem dois tipos principais de TA, o Tecido Adiposo Branco
(TAB) e o Tecido Adiposo Marrom (TAM). O adipécito branco maduro armazena o
TAG em uma Unica e grande gota lipidica que ocupa de 85-90% do citoplasma e
empurra o nucleo e uma fina camada de citosol para a periferia da célula e o TAM é
composto por adipdcitos com inumeras mitocondrias e por inUmeras goticulas de

gordura sendo inervado pelo sistema nervoso simpatico (SNS). O TAM é encontrado
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em recém natos, roedores e mamiferos hibernantes, e é o principal local da
termogénese adaptativa, onde ocorre o0 gasto de energia e producdo de calor7.
Adicionalmente, a descoberta recente de adipdcitos denominados de Bege, com
caracteristicas intermediarias entre o TAB e TAM, e sua possivel conversao para
adipdcitos marrom, favorecendo o gasto energético e a perda de peso, resgataram o
interesse na termogénese como estratégia no combate a obesidade. Esse tecido
possui grande versatilidade, podendo sair de sua forma de TAB para TAM ou bege
num processo chamado de Brite (também conhecido como tecido adiposo marrom
induzivel), mas também pode voltar para seu estado inicial dependendo do estimulo.
Essa versatilidade do tecido adiposo € considerada uma alternativa para a ciéncia
médica e indUstria farmacéutica na busca de novos farmacos®.

Em 2010 um estudo de Langin®, apontou que o TAM pode ajudar no controle
da obesidade, pois ele aumenta a eficacia metabdlica justamente por ser um tecido
especializado na termogénese, a qual é induzida pela exposicdo ao frio, exercicios
fisicos ou a bioativos da dieta.

Inicialmente, acreditava-se que a TAM era encontrada apenas em pequenos
mamiferos, animais em hibernacao e recém-nascidos. No entanto, pesquisas recentes
mostraram que esse tecido funcional estd presente em adultos em locais limitados,
como a regido interescapular e pescoco®. Neste sentido, pessoas adultas expostas a
condicdo de estimulo simpatico crénico, como baixas temperaturas, apresentam
aumento da massa do TAM, favorecendo a redugdo do peso. Contudo,
interessantemente o processo de reativacdo do TAM parece estar prejudicado em
obesos.

O TAM, presente exclusivamente em mamiferos, tem como funcgéo principal a

termorregulagéo via termogénese sem tremores. A termogénese ocorre devido a uma
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Unica e especifica proteina, chamada UCP-1 do inglés uncoupling protein 1, esta
proteina desacopla a producéo de energia na forma de ATP na mitocéndria, desviando
o gradiente de protons e gerando calor. Portanto, a UCP-1 € a proteina que promove
0 vazamento de proétons, dissipando seu gradiente eletroquimico e liberando a energia
na forma de calor. Este processo € regulado pela norepinefrina liberada pelos
terminais do sistema nervoso central e via ativacdo de receptores beta adrenérgicos’.

Estudos relatam que a termogéneses adaptativa é o caminho para a perda de
peso, pensando nisso foram propostos alguns testes de ativacdo do TAM, como a
exposicao ao frio, dieta e regulacéo de alguns horménios como os tiroidianos. A partir
desses fatores foi possivel o escurecimento do TAM, os adipdcitos bege “brite”,
com capacidade de realizar termogéneses?©,

Levando em conta essa resposta adaptativa do TAM, o estudo de Marlatt e
Ravussin!®, demonstrou um retardo no crescimento da placa aterosclerética com
apenas 8 semanas de exposicao ao frio. No entanto, isso pode ter sido o resultado de
uma exposicao rapida em vez de uma aclimatacdo gradual. Essa exposicdo ao frio
resultou numa alta expressao de UCP1, aumento do consumo de energia e diminuicéo
de triglicerideo.

Intervencdes farmacologicas j4 existem para ativar a TAM e entre esses
agentes estdo os agonistas do adrenoreceptor B3, os quais sdo bem conhecidos por
induzir a expressdo da UCP1 e termogénese in vivo em roedores e in vitro em
adipdcitos marrons isolados.

Dessa forma a presente revisdo tem como principal objetivo relatar as novas
descobertas sobre o TAM enfatizando o aumento da UCP1 e consequentemente o
aumento da termogénese como caminho para a perda de peso e diminuicdo da

obesidade.
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Métodos

Trata-se de uma Revisdo Sistematica de Literatura, que sumariza os resultados
de outros trabalhos cientificos, possibilitando usar os dados para uma conclusao geral
sobre o problema apresentado. A busca ocorreu no més de maio de 2021, nos bancos
de dados eletronicos Pubmed, a base de dados eletrénica e Scientific Electronic
Library Online (SciELO), com a seguinte estratégia de pesquisa no Pubmed:
(((Adipose Tissue)) AND (AND (Brown))) AND (thermogenesis); no SciELO: (adipose
tissue) AND (brown) AND (thermogenesis).

Os critérios de inclusdo foram os textos disponiveis em inglés e portugués,
publicados entre 2011 e 2021, realizados com seres humanos e animais sobre
obesidade, tecido adiposo marrom e termogénese. Foram excluidos os estudos que
ndo abordavam o tema, relacionado com a condicao de peso do individuo com tecido
adiposo marrom, textos incompletos e que nao estivessem integralmente disponiveis

na busca on-line. Os artigos duplicados foram contados somente uma vez.

Artigos inicialmente identificados PubMed: 1669
(n=1678) SciElo: 9

Artigos excluidos pelo titulo
ou resumo (n = 1663)

"
Artigos selecionado para

avaliagao mais detalhada - PubMed: 10
(n=15) SciElo: 5

Artigos completos excluidos

(n=235)
Artigos incluidos na revisdo PubMed: 7
(n=10) SciEle: 3

Figura 1 - Diagrama de fluxo da literatura pesquisada
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Resultados

A busca realizada encontrou 1669 artigos no PubMed e nove na base Scielo.

Os trabalhos em duplicata foram descartados e ap0s a aplicacdo dos critérios de

inclusdo e exclusdo, 10 foram selecionados para leitura na integra e ndo foram

excluidos artigos de revisao.

Com o aumento das doencas relacionadas ao acumulo de gordura no

organismo, é importante ressaltar a capacidade formidavel do TAM para o gasto de

energia. Seu papel no metabolismo dos &cidos graxos e da glicose é indispenséavel

para a perda de peso, dessa forma considera-se um potencial terapéutico promissor

para combater a obesidade!".

Tabela 1 — Caracterizacdo geral dos artigos selecionados

Titulo do Perié_dicoNde Tipo de Populacéao Principais
Autor publicacéo/ estudo/
estudo : do estudo resultados
ano metodologia
FGF6 and Ratos A perda de FGF9
FGF9 prejudica a
C57Bl / 6J ~
regulate termogénese TAM.
(stock o ~
UCPlexpr Nature 1.°000664) A administracéo in
ession SHAMSI . .. | Estudo ' vivo de FGF9
. Communicati , foram
independe | et al. experimental . aumenta a
on s/ 2020 adquiridos ~
nt of expressao de
no The
brown UCP1 e a
adipogene Jackson capacidade
: Laboratory. o
sis termogénica.
- Em cada caso, os
Origins P
indices de
and early vidad
developm atividade e
capacidade BAT
ent of the ;
(conteudo
concept . .
mitocondrial,
that brown ligacdo do PIB
adipose TRAYHU | 5. .. . Estudo de gaca ’
: Biochimie / o1 Ratos e | quantidade de
tissue RN, analise s
2017 o humanos UCP1) indicou que
thermogen | PAUL historica g
i . o] tecido
SIS IS desempenha um
linked to P
ener papel na DIT e que
gy a oObesidade ¢
balance .
and caracteflzada por
obesit termogénese
Y reduzida.
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Brown

adipose Uma correlacéo
Tissue, positiva (P <0,05)
Whole- foi encontrada
Body YONES _ entre o aumento
Energy H IRO et Obesity Ensaio clinico | Humanos induzido  pelo frio
Expenditur al 2011 no gasto de energia
e, and | e a atividade BAT
Thermoge gquantificada a partir
nesis in da
Healthy captacao de FDG.
Adult Men
Os adipécitos
termogénicos
impulsionam a
producdo de calor
New por meio da
Advances coordenacao
in estreita do
Adaptive CHOUC | Cell . Estudo de | Humanos e | suprimento de
HANI et | Metabolism / X
Thermoge al 2019 revisao ratos substrato com o
nesis: ' maquinario
UCP1 and oxidativo
Beyond mitocondrial e os
efetores que
controlam a taxa
de oxidagdo do
substrato.
A identificagdo do
tecido adiposo
Brown
) marrom em adultos
adipose
: i com o]
tissue: desenvolvimento e
what have | HALPER .
uso da tomografia
we N, Ar Bras de emissdao de
learned MANCIN a Estudo de .
; : Endocrinol - positron  marcado
since its || E Revisao
Metab/2014 com 18-
recent HALPER -
identificati | N fluorodesoxiglicose
on in (PET-FDG) gerou
guestdes sobre sua
human ; .
real importancia
adults
para NOSso
metabolismo.
The AItera(;Pes na
secrecao de
Impact of N
the citocinas e
. adipocinas  pelos
Adipose o NP o x
CORRE Lo adipécitos no orgéao
Organ Estudo de | Animais e .
- A LH. et | Cells/ 2019 o adiposo podem
Plasticity revisdo humanos . .
al. influenciar a
on
. resposta do
Inflammati ;
sistema
on and imunologico ue
Cancer gico, q

esta relacionada a
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Progressio
n

um pior prognostico
no
desenvolvimento
do cancer.
Aumentar o TAM
seria uma forma de
diminuir essas
comorbidades.

O desenvolvimento
de tecnologias de
imagem em relagao
a fome, saciedade,
referéncias

alimentares,

percepgéo do
sabor e a producao
de calor aplicavel a
estudos humanos
também é visto
como um desafio

Challenge .
S in PALOU Nutr. = Hosp | Estudo de Humanos gsesiﬁzzgwsa bedrz
obesity /2013 revisao '
research como . 0
desenvolvimento
de novos métodos
ndo invasivos ou
microinvasivos
técnicas para
analise de
composicao de
tecido e o]
fornecimento de
biépsias de tecido
para estudos
Omicos.
De fato, varios
The role of estudos relataram
the que 0
, polimorfismos -
;”gr%fgi';”l 3826A /G, -1766A /
(UCP1) on | BROND G e -112A / C na
Arq Bras regido do promotor,
the ANI, . Estudo de
developm | LA ot Endocrinol revisio Humanos Ala64Thr no exon 2
s Metab/2012 e Met299Leu no
ent of | al.
obesity exon 5 do gene
UCP1 estao
and type 2 ;
. possivelmente
diabetes iad N
mellitus associados a
obesidade e / ou
DM2.
Quantificat Utilizando esta
ion of | PORTER | Adipocyte Estudo de | Humanos e | abordagem, dados
UCP1 C. /2017 revisao animais recentes
function in demonstraram que
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human as mitocOndrias

brown BAT
adipose supraclaviculares
tissue humanas tém

UCP1 funcional, e
que a funcdo UCP1
em humanos e
roedores BAT séo
comparaveis.

A degradacao

autofagica das

mitocondrias

parece ser
The role of importante para a
autophagy | CAIRO inativacéo da
in brown | M, J Physiol Estudo de | Humanos e gorduramarrom e a
and beige | VILLARR | Biochem revisio animal transi¢cdo do tecido
adipose OYA J. /2020 adiposo bege para
tissue branco. Além disso,
plasticity a desregulacéo

autofagica do
tecido adiposo tem
sido associada a
obesidade.

A ma alimentacéo e o sedentarismo geram varios problemas de saude, quando
relacionados com a obesidade, sobrecarga de TAB, principalmente nas visceras e
associado a complicacdes metabdlicas e a problemas cardiovasculares. A obesidade
pode levar ao desenvolvimento de resisténcia a insulina, que é fator do diabete mellitus
Il e esté totalmente ligado a riscos de problemas cardiovasculares. O tecido adiposo
armazena um numero grande de condi¢cdes que estdo envolvidas na modulacédo da
resisténcia a insulina como a leptina e adiponectina, secretados pelos adipdcitos?!?.

Na revisdo de Cairé e Villarroya'® os autores descrevem que a gordura marrom
ou bege ativa, aumenta o gasto energético e estd associada a reducdo da
hiperglicemia e hiperlipidemia, enquanto sua atrofia e inativacdo tém sido
associadas a obesidade e ao envelhecimento, sendo de extrema importancia manter
esse tecido metabolicamente ativo.

O TAM foi ha muito tempo considerado ausente ou insignificante, mas estudos

recentes usando emissdo de positron-fluorodeoxiglicos em combinacdo com
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tomografia computadorizada onde demonstrou a existéncia de TAM metabolicamente
ativo em humanos adultos saudaveis'“. Yoneshiro e colaboradores'® que analisaram
as diferencas entre individuos TAMpositivos e TAM-negativos, relatou que TAM-
sujeitos positivos ndo ganharam peso com a idade por outro lado TAM-negativos,
como é em humanos, aumentou o IMC, a gordura corporal total massa e massa de
gordura abdominal, apoiando a nocéo que o tecido adiposo marrom ajuda a proteger
contra o peso ganho e o desenvolvimento da obesidade.

E importante ressaltar também que o papel dos horménios na remodelacéo do
TAM é de extrema importancia tanto nas vias paracrinas quanto nas autdcrinas. Entre
esses horménios esta as catecolaminas, os horménios tiroidianos que regulam o
processo de escurecimento aumentando a termogénese levando ao emagrecimento.
Hormonios peptidicos, como o fator de crescimento de fibroblasto 21 (FGF21), sdo
amplamente produzidos em temperaturas mais baixas e podem se ligar ao receptor
B3adrenérgico, induzindo o fenoétipo de adipdcito marrom no TAB, ou seja, 0 processo
de escurecimento do tecido adiposo branco se inicia com a ativacdo simpatica e
liberagcao de norepinefrina que atuara pela ligagédo aos receptores -3 adrenérgicos no

tecido adiposo®.

Discussao

A obesidade no Brasil e no mundo vem sendo um fator de preocupacéo pubica,
estando associada a inumeras comorbidades. Nos artigos avaliados o TAM é
considerado uma expectativa para a medicina no combate dessas doencas
relacionadas ao aumento do tecido adiposo. O TAM é composto por inumeras

mitocondrias capazes de fazer termogéneses. Associado a TAM temos o0 SNC,
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horménios e fatores externos como o frio. Esses fatores auxiliam na estimulacéo da
TAM para a queima de gordura.

Além da exposicao ao frio, estimulo dos receptores B3-adrenérgico, atividade
fisica e alimentacdo. Esses hormdnios sdo produzidos em resposta para ativar o
receptor B3adrenérgico, promover o escurecimento do tecido adiposo e ativar o
mecanismo de termogénese através da UCP18,

Estudos revelam que a estimulagdo externa do TAM mostra a capacidade
termogénica dessas células, tanto em cultura quanto in vivo. Um estudo experimental
em mamiferos e humanos mostrou que o frio ambiental foi um gatilho poderoso para
0 aumento da termogéneses?®.

Muitos estudos baseados no uso de drogas falam que ativar o receptor B3
adrenérgico no sistema nervoso simpatico era o principal trigger de ativacao e inducéo
da UCP1. A UCP1 também foi expressa ectopicamente no esqueleto, musculos de
camundongos, e esses animais mostraram melhora na tolerancia a glicose apos
serem alimentados com uma dieta rica em gorduras, quando em comparagcdo com
camundongos do tipo selvagem?’.

Além da expressao estabelecida de UCP1 induzida por 3-adrenérgicos em
adipdcitos castanhos maduros ou bege/brite, achados revelam uma via ndo candnica
para aregulacdo da expressdo de UCP1 em progenitores adiposos™?.

A UCPL1 foi logo identificada e isolada do tecido adiposo humano e anticorpos
produzidos contra ele para fornecer uma ferramenta para a exploracéo subsequente
da extensdo em que a TAM esta presente em humanos adultos?®.

Shamsi e colaboradores!! descobriram duas adipocinas que regulam a
expressao de UCPL1 nos adipécitos de camundongos e humano, chamadas de FGF6

e FGF9. No entanto, a regulacdo coordenada de ligantes FGF, receptores e
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transcricdo downstream por exposicao ao frio no tecido adiposo de camundongo e a
forte associacao entre a expressao de FGF9/FGFR3 e UCP1 na gordura do pescoco
humano destacam um papel significativo dessas adipocinas nas vias da
termorregulacdo e potencialmente, na homeostase energética em roedores e
humanos.

Em estudo realizado por Porter'®, as mitocondrias do TAM n&o sdo
convencionais, pois ndo produzem ATP em grande quantidade. Portanto, o0s
ensaios desenvolvidos para determinar a funcdo bioenergética em mitocondrias
acopladas podem ndo ser particularmente Uteis ao avaliar a funcdo das mitocéndrias
no TAM.

Boon e Lichtenbelt?® pesquisaram roedores e esclareceram que o tecido
responsavel pela NST (termogénese sem tremor) é o TAB, que a queima dos acidos
graxos em direcao ao calor em um processo chamado desacoplamento mitocondrial,
onde a UCPL1 desacopla o transporte de elétrons em cadeia, causa um aumento do
vazamento de prétons sobre a membrana interna mitocondrial. Isso resulta na

producdo de energia térmica extra ao invés de ATP.

Conclusao

O aumento do sobrepeso e da obesidade ocorre de maneira independente do
sexo e da faixa etdria sendo associado a varias patologias como Diabetes
Mellitus, doencas cardiovasculares, doencas inflamatorias entre outras complicacdes
metabdlicas.

Atualmente, estudos recentes tém buscado direcionar receptores de adipécitos
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brancos capazes de induzir o processo de escurecimento dessas células, dando
origem ao tecido marrom com potencial de realizar a queima de gordura através da
producdo de calor e gasto de ATP, reduzindo assim o acumulo excessivo de gordura
a fim de promover a homeostase metabdlica e diminuir o indice de doengas e
comorbidades relacionadas a obesidade.

Depreende-se também que os horménios na remodelacdo do TAM séo de
extrema importancia tanto nas vias paracrinas quanto nas autocrinas. Além da
exposicdo ao frio, estimulo dos receptores (3-adrenérgico, atividade fisica e
alimentacdo. Esses hormonios sdo produzidos em resposta para ativar o receptor
B3adrenérgico, promover o escurecimento do tecido adiposo e ativar o mecanismo de
termogénese através da UCP1.

Existem pesquisas de cunho terapéutico que permitem a expressao de UCP-1
em células do tecido bege, aumentando o gasto de energia, 0 que parece ser uma
excelente escolha de tratamento. Essas caracteristicas do tecido adiposo vém sendo
alvo de pesquisa, pois suas células tém capacidade de remodelacédo podendo ser uma

alternativa para o tratamento da obesidade.
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ANEXOS

ANEXO A: Coloracdo HE

Coloracdo HE:

Xilol [ 5
minutos
Xilol Il (hidratagdo) — ---------=-=-m-m-mmemmmmmm oo ------5
minutos
Xilol [l (hidratagao) ------------------------ mememememememeoeeo ------5
minutos
Alcool  100%  (hidrataglio) —---------==========mmmmmmmememo oo 2
minutos
Alcool  90%  (hidratagBo) -----------===--===mmmmmmee- -2
minutos
Alcool 80%  (hidratag&o)--------- e 2
minutos
Alcool  70%  (hidrataG&o) ---------=======mmmmmmmmmmmmm e 2
minutos
Agua corrente(hidratagao)-------------=-=-==-=-=-==mmemumuv --- -5
minutos
Agua deionizada 2X (lavagem) e 3
minutos
Hematoxilina (coloragao) -----------=-m-mmmmmmmmm oo - 7
minutos
EOSINA  —-mmmmmme e e - 5
minutos
Agua COMENEE  -=mmmmmmmmmmmmmemee e mmmmmmmmmemmee e 3
minutos
Alcool (0 3
minutos
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Alcool  80%------nmmmmmmmmmeeeennneeee e 5
minutos
AICOOI  90Ybrnnmmrmmmmrmmmmemmmmmem e .2
minutos
AICOOl  100% | —ommmmmmmm e 2
minutos
Y 1o Yo B0 10 S | [ ———— S - 2
minutos
Alcool  100% NI ——oommmmmmmmeee e S 2
minutos
Xilol | e 5
minutos
<1 o 10
minutos
Xilol [I]  mmmmmm e e 10
minutos
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ANEXO C: Autorizacdo do CEUA

w unioeste

Universidade Estadual do Oeste do Parana

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

Autorizagao

O protocolo intitulado “A interagao 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, manutengdo ou utilizagdo de animais
pertencentes ao filo Chordata, subfilo Vertebrata, para fins de pesquisa
cientifica encontra-se Aprovado para execugdo, est4d de acordo com as
Normas editadas pelo Conselho Nacional de Controle de Experimentagao
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
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