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RESUMO

ANDRADE, B.Z. de. Efeito da plataforma vibratéria no perfil bioquimico, estresse
oxidativo e morfologia dos tecidos hepatico e adiposo de ratos Wistar obesos.
100 péginas. Dissertacado (Mestrado). Programa de Pés-Graduagcdo em Biociéncias e
Saude, Centro de Ciéncias Biologicas e da Saude, Campus Cascavel, Unioeste, 2019.

A obesidade é um agravante para doencas associadas e um problema de saude
publica que vem aumentando de forma alarmante. Para o seu controle, varios
tratamentos tém sido utilizados, sendo os exercicios fisicos uma alternativa menos
invasiva. No entanto, devido as cormobidades associadas a obesidade, nem todas as
modalidades séo indicadas e, neste sentido, a vibrag&o de corpo inteiro (VCI) é uma
forma de exercicio fisico que vem ganhando destaque. O presente estudo avaliou o
tratamento da VCI no metabolismo lipidico, estresse oxidativo e morfologia dos tecidos
adiposo e hepatico de ratos Wistar, obesos por glutamato monossédico (MSG). Para
tanto, 38 ratos foram divididos nos grupos: controle sedentario (CTL-SED) e MSG
sedentario (MSG-SED): tratados do 1° ao 5° dia de idade com salina e MSG,
respectivamente, e ndo exercitados com VCI; controle vibracdo (CTL-VB) e MSG
vibracdo (MSG-VB): tratados com salina ou MSG e que foram submetidos ao exercicio
de VCI por oito semanas. Verificaram-se o ganho de peso e a ingestdo alimentar
semanais. Anteriormente ao inicio do exercicio, realizaram-se o Teste Intraperitoneal
de Tolerancia a Glicose (ipGTT) e a dosagem de insulina, que foram repetidos ao final
do tratamento, momento em que também se realizaram o célculo do indice de Lee e,
entdo, a eutanasia. Amostras retiradas das gorduras e do figado foram destinadas as
analises histomorfométricas. Avaliou-se também a trigliceridemia e colesterolemia e,
no figado, realizou-se a quantificacdo de triglicerideos, colesterol, catalase,
superoxido dismutase e lipoperoxidacdo. Quando comparados aos animais controles
(CTL-SED e CTL-VB), os animais obesos (MSG-SED e MSG-VB) apresentaram
reducdo da glicemia no ipGTT no periodo pré-exercicio, porém, a glicemia foi
semelhante entre os grupos no periodo pds-exercicio. Ainda, os animais obesos,
apresentaram normofagia, maiores acumulo de gordura, indice de Lee, trigliceridemia
e colesterolemia e menor ganho de peso. No figado, houveram maiores
concentracfes de triglicerideos, colesterol e lipoperoxidacdo, além de catalase com
atividade reduzida. Na andlise histomorfométrica, houve aumento da area dos
adipécitos retroperitoneais e inicio da deposicao lipidica no figado. A VCI reduziu o
indice de Lee nos animais controle (CTL-VB), mas, exacerbou a trigliceridemia, a
colesterolemia e a lipoperoxidacéo hepatica nos animais obesos (MSG-VB). Por outro
lado, verificou-se heterogeneidade na area dos adipdcitos nos grupos CTL-VB e MSG-
VB. Assim, a VCI teve efeitos pontuais sobre o modelo, indicando que modificagdes
no protocolo poderiam exercer efeito sobre os demais parametros avaliados.

Palavras-Chaves: Glutamato monossodico. Vibracdo de corpo inteiro. Sistema
antioxidante. Figado. Adipécitos.



ABSTRACT

ANDRADE, B.Z. de. Vibratory platform effect on biochemical profile, oxidative
stress and morphology of hepatic and adipose tissues of obese Wistar rats. 100
pages. Dissertation (Master's degree). Programa de Pds-Graduacdo em Biociéncias
e Saude, Centro de Ciéncias Biologicas e da Saude, Campus Cascavel, Unioeste,
2019.

Obesity is an aggravating factor for associated diseases and an alarming public health
problem. In order to control it, several treatments have been used which physical
exercises represent a less invasive alternative. However, not all modalities are
indicated, because of obesity comorbidities associated, in this sense, whole body
vibration (WBV) is a physical exercise form that has been gaining prominence. The
present study evaluated WBV treatment in metabolism lipid, oxidative stress and
morphology of adipose and hepatic tissues of Wistar rats, obese by monosodium
glutamate (MSG). Therefore, thirty-eight rats were divided in groups: Control
Sedentary (CTL-SED) and MSG Sedentary (MSG-SED): treated from the 15t to 5" day
of age with saline and MSG, respectively, and not WBV exercised; Control Vibration
(CTL-VB) and MSG Vibration (MSG-VB): treated with saline or MSG and who
underwent WBYV exercise for eight weeks. Weekly weight gain and food intake were
observed. Before the exercise begin, the Intraperitoneal Glucose Tolerance Test
(ipGTT) and the insulin dosage were executed. Which were repeated at the end of the
treatment and then, performed Lee Index calculation and euthanasia. Samples taken
from fat and liver were used for histomorphometric analysis. Triglyceridemia and
cholesterolemia were also evaluated, besides triglycerides, cholesterol, catalase,
superoxide dismutase and lipoperoxidation quantified in the liver., Obese animals
(MSG-SED and MSG-VB) had a reduction in glycemia in the pre-exercise period when
compared to control animals (CTL-SED and CTL-VB), but similar between the groups
in post-exercise period. In addition, the obese animals presented normofagia, greater
fat accumulation, Lee index, triglyceridemia and cholesterolemia and lower weight
gain. In the liver, there were higher concentrations of triglycerides, cholesterol and
lipoperoxidation, besides catalase with reduced activity. In the histomorphometric
analysis, there was an increase in retroperitoneal adipocytes area and onset liver lipid
deposition. WBV exercise reduced the Lee index in control animals (CTL-VB), but
exacerbated triglyceridemia, cholesterolemia and hepatic lipoperoxidation in obese
animals (MSG-VB). On the other hand, there was heterogeneity in adipocytes area in
the CTL-VB and MSG-VB groups. Thus, the WBV had specific effects on the model,
indicating that protocol modifications could have an effect on others parameters
evaluated.

Key words: Monosodium glutamate. Whole body vibration. Antioxidant system. Liver.
Adipocytes.
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1. INTRODUCAO

A obesidade tem aumentado consideravelmente no ultimo século sendo que
aproximadamente 600 milhdes de pessoas no mundo séo obesas e no Brasil, mais de
50% da populacdo apresenta sobrepeso. Além disso, tem se tornado cada vez mais
frequente o aumento de peso infantil, sendo estimadas cerca de 41 milhdes de
criangas com obesidade. Definida como um acumulo excessivo de tecido adiposo
corporal, a obesidade é uma disfuncdo de causas multifatoriais e frequentemente
agravante de outras doencas sendo uma das causas de grande mortalidade mundial
(WHO, 2018).

O individuo obeso apresenta diversos agravantes na saude, como alteracdes
fisiologicas decorrentes do excesso de calorias ingeridas e nas vias de sinalizagéo
hormonal (TIMPER; BRUNING, 2017). Ainda, em fung&o do maior acimulo de gordura
corporal, o tecido adiposo branco (TAB) possui aumento na area de suas células, os
adipécitos, que sdo responsaveis pelo armazenamento de lipideos na forma de
triglicerideos. Além disso, a secrecao de substancias do TAB é desregulada, sendo
gue ha uma reducéao de adiponectina e aumento de citocinas pro-inflamatorias o que
caracteriza um estado inflamatorio do tecido (CINTI, 2005; KANDA et al., 2006;
TRAYHURN, 2013; WEISBERG et al., 2003; WELLEN; HOTAMISLIGIL, 2003).

Outra condicdo que frequentemente se estabelece no obeso é a doenca
hepéatica gordurosa néo alcéolica (DHGNA), que inclui a esteatose hepética,
caracterizada pelo aumento de depdsitos de gordura nas células hepaticas decorrente
de um excesso de acidos graxos provenientes da dieta, diminuicdo nos gastos dessa
reserva, além de diversos mecanismos bioquimicos que envolvem disfuncdes nas vias
do metabolismo lipidico (WEISS; RAU; GEIER, 2014). Exemplos disso, sédo as
influéncias exercidas por outros mecanismos, como as vias de sinalizacdo e
resisténcia a insulina, bem como o estresse oxidativo, o qual caracteriza-se por um
aumento na geragao de espécies reativas de oxigénio (EROs) (LE LAY et al., 2014,
MARITIM; SANDERS; WATKINS, 2003; MARSEGLIA et al., 2015; SAVINI et al., 2013;
TANGVARASITTICHAI, 2015).
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A obesidade também proporciona complicagdes preocupantes devido a sua
gravidade, como resisténcia a insulina, diabetes mellitus do tipo 2, sindrome
metabdlica (GALLAGHER; LEROITH, 2013; GUO, 2014; KAUR, 2014), doenca
cardiovascular, hipertensao, dislipidemia, cancer e infertiidade (BHUPATHIRAJU;
HU, 2016; FORMIGUERA; CANTON, 2004).

Além dessas doencas, é comum encontrar a atividade de defesa antioxidante
reduzida em individuos obesos, como por exemplo, reducao das enzimas superdxido
dismutase (SOD) e catalase (CAT). Somado a isso, h4 um aumento na producédo de
espécies reativas de oxigénio tal como o0 aumento da reacao de lipoperoxidacao. Esse
desequilibrio caracteriza o chamado estresse oxidativo, o qual contribui para o
desenvolvimento de véarias doengcas humanas como cancer, doencas
neurodegenerativas e até a obesidade (FERNANDEZ-SANCHEZ et al., 2011;
FRANCA et al., 2013; HALLIWELL, 2011). Essas condi¢des interferem diretamente
na qualidade de vida do individuo e, portanto, é necessario compreender 0s
mecanismos envolvidos nessa disfuncdo e propor intervencdes adequadas que
possam melhorar sua qualidade de vida (HRUBY; HU, 2014).

A fim de compreender essas complicacbes bem como as causas da
obesidade, estudos com modelos experimentais sédo frequentemente usados. Alguns
deles utilizam animais de laboratorio modificados geneticamente para apresentar
padrbes especificos, outros utilizam dietas hipercaléricas e hiperlipidicas
(CESARETTI; KOHLMANN JUNIOR, 2006). Sabe-se que na obesidade ocorrem
disfuncdes na comunicacdo hormonal com o centro de integracdo desses sinais, 0
sistema nervoso central, mais especificamente o hipotalamo (VAN DE SANDE-LEE;
VELLOSO, 2012). Com isso, um estudo desenvolveu uma forma de interferir
diretamente nesse centro com o objetivo de induzir obesidade. Este modelo € a
utilizacdo de glutamato monossédico (MSG), um composto que ao ser administrado
no periodo neonatal de roedores € capaz de lesionar regides especificas no
hipotalamo fazendo com que o animal seja obeso na vida adulta, no entanto, ele
possui outras alteracdes, como infertilidade e deficiéncia do crescimento (OLNEY,
1969).

Esses estudos contribuiram para estabelecer métodos de tratamento para a
obesidade e suas comorbidades, entre eles estdo os exercicios fisicos, que ja foram
descritos para a reversao de determinados parametros da obesidade (RIBEIRO et al.,

2014; SVIDNICKI et al., 2015). E importante ressaltar que, além de ser considerada
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eficaz, a prética de exercicios fisicos € um método pouco invasivo com poucos efeitos
colaterais, possui baixo custo e proporciona melhora significativa na qualidade de vida
(TIKKANEN-DOLENC et al., 2017).

Entretanto, a pratica de exercicio deve ocorrer conforme o condicionamento
fisico do individuo considerando que, o obeso esta mais susceptivel a lesdes devido
a sobrecarga mecanica no corpo, além de possuir alteragdes posturais da coluna
vertebral e dos membros inferiores. Assim, modalidades de exercicios com baixo
impacto e de leve intensidade sdo mais indicadas no tratamento da obesidade, a fim
de se previnir outras cormobidades que possam ser geradas ou agravadas durante a
execucao dos mesmos (CALVETE, 2004).

Neste sentido, um método que tem ganhado espaco na pratica de atividades
fisicas consiste na vibracdo do corpo inteiro (VCI). Esta pode ser propiciada pela
plataforma vibratéria, um equipamento que produz vibra¢des que sao dissipadas para
0 corpo promovendo contragdo muscular, o que contribui para o gasto energético
(CARDINALE; WAKELING, 2005; HUANG et al., 2014; OLIVEIRA et al., 2011). Esse
equipamento foi inicalmente proposto para evitar a perda muscular e 6ssea causada
pela auséncia da for¢a gravitacional em astronautas (BOARO et al., 2011; SILVA et
al., 2015). Passou a ser utilizada para fins terapéuticos no final do século XIX na
recuperacdo de lesbes. Por fim, se tornou uma alternativa para pessoas com
limitac@es fisicas, como idosos e pessoas com disturbios neurolégicos (BOARO et al.,
2011), podendo ser considerada como uma alternativa viavel também para o
tratamento da obesidade. Entretanto, pouco se sabe a respeito dos seus reais efeitos,
principalmente no que diz respeito as ac¢des teciduais, bioquimicas e no estresse
oxidativo além de que ndo ha relatos de estudos em ratos com obesidade

hipotalamica, justificando este estudo.
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Avaliar os efeitos da plataforma vibratoria sobre perfis bioquimicos, atividade
do sistema antioxidante e morfologia do tecido adiposo e do figado de ratos Wistar

obesos por glutamato monossodico (MSG).

2.2 Objetivos Especificos

Em ratos Wistar com obesidade induzida por MSG, verificar a influéncia do
tratamento com plataforma vibratoria:
e Nas concentracbes plasméticas e hepaticas de triglicerideos e
colesterol total,
¢ Na glicemia e insulinemia em resposta a glicose;
¢ No sistema antioxidante;

¢ Na morfologia do tecido adiposo e do figado.
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3. REVISAO DE LITERATURA

3.1 Obesidade

Segundo a Organizacao Mundial da Saude (OMS), a obesidade e o sobrepeso
séo caracterizados por um acumulo excessivo de tecido adiposo corporal e que pode
trazer prejuizos a satde. Por meio do indice de Massa Corporal (IMC) é possivel
classificar em categorias os individuos com excesso de peso ou obesos. Esse indice
consiste no calculo do peso da pessoa em quilogramas dividido pelo quadrado da sua
altura em metros (kg/m2?). Em adultos, o diagndstico e separacdo sao feitos da
seguinte forma: um resultado de IMC superior ou igual a 25 é considerado um
individuo com sobrepeso, ja se for superior ou igual a 30 € classificado como obeso
(WHO, 2018). Entretanto, somente com o uso do IMC ndo é possivel saber
exatamente a quantidade de gordura corporal e, embora seja largamente utilizado, as
disfuncbes metabdlicas frequentemente associadas com a obesidade nao
necessariamente apresentam-se em individuos com o IMC elevado (OLIVEROS et al.,
2014).

A obesidade pode ainda ser definida como resultado do desequilibrio
energeético entre calorias consumidas e calorias gastas, 0 que culmina no excesso de
peso. Esse desequilibrio por sua vez € resultado da interacdo de diversos fatores tais
como ambientais, que incluem os fatores socioecondmicos e politicos, ainda fatores
genéticos, fisioldgicos e comportamentais (BHUPATHIRAJU; HU, 2016; HRUBY; HU,
2014; STURM; AN, 2014; WRIGHT; ARONNE, 2012).

O estilo de vida sedentéario e o alto consumo de energia podem entdo ser
considerados fatores ambientais. Nesse contexto, o cotidiano das pessoas evoluiu
para uma grande demanda de trabalho o que ocupa grande parte do tempo e contribui
para a ma alimentacdo. Assim, a escolha de alimentos rapidos e altamente caloricos,
tais como fast-foods prevalece pela maior comodidade, praticidade e baixo custo. O

avanco tecnologico das ultimas décadas promoveu grande industrializacdo na
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producéo de alimentos ultra processados que muitas vezes possuem alto teor
energético. A prevaléncia de obesidade no Brasil, por exemplo, & positivamente
associada a maior disponibilidade desses alimentos (CANELLA et al., 2014).
Adicionalmente, a melhoria no transporte, implica diretamente no sedentarismo que
associado ao alto consumo energético contribui para o desenvolvimento da obesidade
(HRUBY; HU, 2014; VANDEVIJVERE et al., 2015).

As interacbes entre os fatores ambientais mencionados influenciam
diretamente o ambiente obesogénico, o0 que significa que esse ambiente interfere na
genética, fisiologia e comportamento do individuo. Sendo assim, embora os fatores
genéticos controlarem em grande parte a susceptibilidade a obesidade, a expressao
fenotipica é determinada pelo ambiente (VAN DER KLAAUW; FAROOQI, 2015;
WAALEN, 2014).

As diversas modificacbes no metabolismo associadas a obesidade remetem
a um conceito que implica em fatores de risco para desenvolvimento de comorbidades
conhecido como sindrome metabdlica. Esta consiste em um conjunto de fatores
fisiologicos, bioquimicos, clinicos e metabdlicos interconectados que aumentam
diretamente o risco de doenca cardiovascular e diabetes mellitus do tipo 2. Embora
nao exista consenso a respeito das caracteristicas dessa sindrome, para ser
diagnosticado como portador, o individuo deve apresentar pelo menos trés ou mais
das caracteristicas que seguem: circunferéncia abdominal elevada (mais de 102 cm
para homens e 88 cm para mulheres), triglicerideo com concentracfes elevadas,
concentracfes de colesterol HDL reduzidas, glicemia de jejum elevada e hipertensao
(KAUR, 2014; NCEP, 2002).

Conforme exposto, a obesidade proporciona diversos efeitos no organismo
bem como na qualidade de vida do individuo. Além disso, a prevaléncia de obesidade
tem aumentado nos ultimos anos, sendo que no ano de 2016 mais de meio bilhdo de
pessoas no mundo e, no Brasil, aproximadamente 25,4% das mulheres e 18,5% eram
obesos (WHO, 2018). Considerando a gravidade da doenca e sua alta incidéncia, é
de fundamental importancia compreender os mecanismos envolvidos na obesidade a
fim de propor intervencdes na tentativa de melhorar a qualidade de vida do individuo
(FORMIGUERA; CANTON, 2004; GALLAGHER; LEROITH, 2013; GUO, 2014;
HRUBY; HU, 2014; MANNA; JAIN, 2015).

Existem diversos modelos experimentais que utilizam animais de laboratério

gue se mostram relevantes na obtencéo de respostas acerca da fisiopatologia da
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obesidade e ainda em intervengdes com intencao de verificar as melhores formas de
tratamento que porventura possam ser aplicaveis a seres humanos. Alguns modelos
se baseiam na adi¢ao de alimentos hipercaléricos ou hiperlipidicos na dieta padrdo do
animal, outros utilizam animais modificados geneticamente para desenvolver
obesidade ou padrdes especificos da disfungcdo. Um modelo bastante utilizado que se
mostra eficaz na inducdo de obesidade é conhecido como MSG. Consiste na
administracdo de uma substancia neurotéxica, o glutamato monossdédico (MSG) no
periodo neonatal de roedores promovendo obesidade hipotalamica no animal
(CESARETTI; KOHLMANN JUNIOR, 2006).

3.2 Obesidade hipotalamica

No sistema nervoso central (SNC), o hipotalamo € conhecido como integrador
dos sinais de fome e saciedade. Experimentos utilizando diferentes tipos de
estimulacdo hipotalamica permitiram identificar ndcleos com ac¢éo funcionalmente
especificas no metabolismo energético. Inicialmente, acreditava-se que 0s nucleos
hipotalamicos ventromediais (NVM) eram responsaveis pela diminuicdo da ingestao
de alimentos e que os nucleos hipotalamicos laterais (NHL) eram responsaveis pelo
aumento. No entanto, sabe-se que lesbes apenas ao NVM por exemplo, nao
produzem hiperfagia (BRAY; YORK, 1979). Além disso, a integracdo do metabolismo
envolve uma série de comunicacdes complexas que incluem outros nucleos
hipotalamicos como o ndcleo arqueado (ARQ), uma vez que lesGes nesse local
possibilitaram o desenvolvimento de obesidade de inicio tardio (OLNEY, 1969).

O ARQ é responsavel por integrar sinais hormonais periféricos e promover
respostas comportamentais e metabdlicas via sistema nervoso autbnomo simpatico
(SNAS) conforme a disponibilidade de nutrientes e de estoque energético. Como
ilustra a figura 1, o ARQ possui dois grupos de neurdnios que regulam a ingestéo
alimentar. O grupo de neurdnios que estimulam a ingestdo de alimentos (orexigenos)
expressa neurotransmissores chamados de NPY (neuropeptideo Y) e AgRP (proteina
relacionada a Agouti). Ja o grupo de neurdnios que bloqueiam a ingestédo de alimentos
(anorexigenos) expressa 0s neurotransmissores POMC (pro-opiomelanocortina) e

CART (transcrito relacionado a cocaina e a anfetamina). Esses neurbnios séo



20

chamados de “neurbnios de primeira ordem”, pois respondem rapidamente a entrada
de hormdnios circulantes agindo nos “neurénios de segunda ordem”, como 0s nucleos
paraventriculares (NPV), NVM e NHL. Assim, horménios periféricos como a leptina e
a insulina interagem com seus receptores nos neurénios no ARC, (rLep; rl), estimulam
POMC/CART e inibem NPY/AgRP. Entretanto, quando h& estimulos de NPY/AgRP
ocorre acdo antagobnica e inibicdo de POMC/CART (JOLY-AMADO et al.,, 2014,
MAIOR, 2012; VAN DE SANDE-LEE; VELLOSO, 2012).

m Ggsto
Alimentar Energético
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Neurdnios
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Ventriculo
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Insulina
Leptina

\ Pancreas

Adiposo

Figura 1 — Esquema da estrutura do Nucleo Arqueado. Adaptado de Niswender e Schwartz (2003).

Lesdes no ARQ e eminéncia mediana tém sido amplamente efetivadas com a
utilizacdo do tratamento neonatal com MSG, um aminoacido neuroexcitatério. O MSG
promove destruicdo de neurbnios prejudicando pricipalmente a sinalizacdo da leptina
e dainsulina afetando o balanco energético (GUIMARAES et al., 2017; HOLZWARTH-
MCBRIDE; HURST; KNIGGE, 1976; OLNEY, 1969; REYES; SAWCHENKO, 2002).
Quando administrado no periodo neonatal de ratos, causa obesidade na vida adulta,

uma vez que esses animais apresentam aumento da lipogénese e reducéo da lipolise
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no tecido adiposo, resisténcia a insulina, hiperinsulinemia, hipertrigliceridemia e
esteatose hepética (COELHO et al., 2018; FRANCA et al., 2014; MACHO et al., 2000).

Por outro lado, o animal apresenta hipoatividade, deficiéncia de horménio do
crescimento (GH), altas concentragdes de hormonios corticosteroides e deficiéncia
reprodutiva (MILLARD et al., 1982; TAMURA et al., 2015; VON DIEMEN; TRINDADE;
TRINDADE, 2006). Acredita-se que a fase inicial do desenvolvimento seja crucial para
o desenvolvimento dessas lesbes neuronais devido a barreira hemato-encefalica ndo
estar totalmente desenvolvida e que a ativagcdo dos receptores de glutamato no
hipotdlamo desencadeie a morte neuronal (BOIS; HUANG, 2007).

Além de ser um modelo eficaz para o desenvolvimento de obesidade no
animal, o MSG pode ser utilizado para avaliar efeitos do exercicio fisico. Treinamentos
jaforam descritos com esse modelo mostrando reducéao significativa de caracteristicas
da obesidade, uma vez que o exercicio promove ativacdo do SNAS, o qual esta
prejudicado no rato tratado com MSG (RIBEIRO et al., 2014; SVIDNICKI et al., 2015).
Entretanto, ndo se sabe se o exercicio de vibracédo do corpo inteiro (VCI) é capaz de
produzir tais efeitos. Sabe-se que em modelos de dieta hiperlipidica ha ligeira reducéo
no peso corporal, nas avaliacdes bioquimicas associadas a obesidade, além de perda
de massa de tecido adiposo (HUANG et al., 2014).

3.3 Tecido adiposo

O tecido adiposo pode ser classificado em branco (TAB) ou unilocular, cujas
células possuem uma Unica goticula lipidica em seu citoplasma, e marrom (TAM) ou
multilocular, cujas células possuem varias goticulas lipidicas e numerosas
mitocdndrias. Também foi demonstrado em roedores e em humanos um tipo de tecido
com o fendétipo intermediario entre 0 TAM e o TAB conhecido como tecido adiposo
bege. Estes adipdcitos intermediarios sdo multiloculares e suas mitocondrias possuem
caracteristicas intermediarias, mas nao expressam a proteina desacopladora-1
(UCP1) (CARPENTIER et al., 2018).

O TAB é um tipo de tecido conjuntivo especializado no armazenamento de
energia sob a forma de triglicerideos, sendo a principal reserva de energia do

organismo. Além disso atua como isolante térmico, modelador da forma corporal e
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absorcéo de choques (JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2013). E inervado principalmente
pelo SNAS cujos estimulos resultam em lipélise no tecido (BARTNESS et al., 2014).
O TAB é altamente vascularizado, apresenta septos de tecido conjuntivo composto
por fibras reticulares, possui células grandes e de formato poliédrico além de
fibroblastos, células endoteliais e macréfagos (REHFELD; NYLANDER; KARNOV,
2017).

As células do TAB sdo denominadas adipdécitos e, além de armazenar lipideos
no seu citoplasma, possuem funcdes secretoras extremamente importantes no
metabolismo. As principais moléculas sintetizadas pelos adipécitos sdo a lipase
lipoproteica e a leptina. Também secreta adiponectina, resistina, interleucinas, fator
de necrose tumoral alfa (TNFa) e proteina quimiotatica para mondcitos (MCP-1). Além
disso, os adipocitos se diferenciam a partir de células mesenquimais denominadas
pré-adipécitos (CHARRIERE et al., 2003; KANDA et al., 2006; KERSHAW:; FLIER,
2004; REHFELD; NYLANDER; KARNQV, 2017).

Os triglicerideos armazenados nos adipécitos podem ser provenientes da
dieta (transportados como quilomicrons até os adipoécitos), do figado (transportados
por lipoproteinas de densidade muito baixa (VLDL)) ou proveniente da sintese na
préopria célula (a partir de glicose, desencadeada pelo estimulo de norepinefrina). A
enzima lipase lipoproteica € responsavel pela quebra dos quilomicrons e das VLDL
plasmaticas, o que libera acidos graxos e glicerol que, por sua vez, sao difundidos
para os adipdcitos e formam novas moléculas de triglicerideos. O tecido adiposo
fornece lipideos para outros tecidos quando a lipase de triglicerideos adiposa (ATGL)
e a lipase sensivel a hormdnio séo ativadas e promovem a liberac&o de acidos graxos
e glicerol, os quais se combinam as moléculas de albumina e séo transportados pela
corrente sanguinea (BARTNESS et al., 2014; ZIMMERMANN, 2004).

Na condicdo de obesidade, o TAB se encontra hipertréfico (aumento do
volume celular) e hiperplasico (aumento no numero de células). Além disso, ha uma
desregulacdo na secrecao de seus componentes metabdlicos. As concentracdes de
adiponectina sdo diminuidas enquanto que as de adipocinas pré inflamatérias, tais
como interleucinas e TNFa sdo aumentadas. Ainda h& estresse do reticulo
endoplasmatico, hipéxia, aumento de espécies reativas de oxigénio e acidos graxos
gue culminam em citotoxicidade. Dessa forma, ha aumento da morte dessas células,

cujos espacos deixados sdo progressivamente ocupados por macrofagos (CINTI,
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2005; KANDA et al.,, 2006; TRAYHURN, 2013; WEISBERG et al., 2003; WELLEN;
HOTAMISLIGIL, 2003).

A distribuicdo anatdbmica do TAB inclui, basicamente, depdsitos intra-
abdominais ou viscerais e depositos subcutaneos (Figura 2). Essa distribuicdo varia
entre 0s sexos, entre individuos, com o envelhecimento e com doencas. Além disso,
os depositos sdo funcionalmente diferentes, uma vez que armazenam e liberam
acidos graxos de forma distinta. A gordura central ou abdominal é frequentemente
associada a um maior risco de desenvolvimento de resisténcia a insulina, hipertensao,
aterosclerose, cancer e mortalidade. A gordura subcutanea armazena com maior
eficiéncia os lipidios provenientes da dieta e € a principal fonte de leptina. Na
obesidade, normalmente aumenta por meio de hiperplasia enquanto que a gordura
visceral geralmente aumenta por hipertrofia (TCHKONIA et al., 2013).
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Figura 2 — Distribuicdo do tecido em roedores e em humanos. Adaptado de Tchkonia, et al. (2013).

O TAM possui macroscopicamente coloragdo marrom devido a abundante
guantidade de mitocéndrias dos adipocitos multiloculares. Geralmente é encontrado
em maior abundancia em recém-nascidos (cerca de 5% da massa corporal) e também
€ encontrado em pequenas quantidades em adultos, principalmente em torno de
6rgdos internos. E um tecido bem vascularizado, também é inervado pelo SNAS,
porém, possui como principal fungdo a producdo de calor (termogénese). A B-
oxidacdo dos acidos graxos nas mitocondrias é o que promove a producéo de calor
gue é regulada pelo SNAS (REHFELD; NYLANDER; KARNOV, 2017).
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No processo de termogénese, a proteina UCP1, presente membrana interna
das mitocondrias das células do TAM, é responsavel por transportar protons
provenientes das reacOes oxidativas do ciclo de Krebs e acumulados no espaco
intermembranoso. Os acidos graxos dessas reacdes se ligam a proteina que entdo
desvia os prétons do complexo ATP sintetase o que faz com que a energia seja
dissipada na forma de calor. Como o TAM possui grande quantidade de proteinas
UCP1, é considerado, portanto o0 Unico 06rgdo capaz de queimar gordura
(CARPENTIER et al., 2018).

Ambos os tecidos, TAB e TAM, possuem caracteristicas em comum, com
armazenamento e liberagcdo de lipidios. Dessa forma, foi proposta a teoria de
transdiferenciacdo: em que os adipdcitos brancos podem se diferenciar em adipocitos
marrons para suprir necessidades termogénicas bem como os adipocitos marrons
podem se tornar adipOcitos brancos quando as células necessitam de maior
capacidade de armazenamento em condi¢cdes de balan¢co de energia positivo, como
no caso da obesidade (SMORLESI et al., 2012).

3.4 Resisténcia ainsulina

A insulina € um hormdnio peptideo secretado pelas células 3 do pancreas em
resposta ao aumento de glicose plasmatica. Interage com seus receptores de
membrana com atividade quinase e, dessa forma, promove auto fosforilagcao (adicdo
de moléculas de fosfatos) de seu receptor e ativacdo de proteinas quinases
intrinsecas de tirosina. Estas, por sua vez, fosforilam outras enzimas, tais como 0s
chamados substratos de receptor de insulina (IRS) que dao continuidade a cascata
de sinalizacdo. A insulina possui como principal funcdo a diminuicdo nas
concentracfes da glicose, que € utilizada pelas células de todos os tecidos. Os
transportadores GLUT4, cuja ativacdo depende da insulina, sdo responséaveis pelo
transporte da glicose na célula (BEALE, 2013; SAMUEL; SHULMAN, 2016).

O figado, tecido adiposo e musculo sdo alvos predominantes da insulina, cuja
acao primaria é promover o metabolismo da glicose. Dessa forma, a insulina possibilita
utilizacdo da glicose (glicélise), sintese de glicogénio (glicogénese), gorduras

(lipogénese) e proteinas. Adicionalmente impede que haja sintese de glicose
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(gliconeogénse), quebra de glicogénio (glicogendlise) e de gordura (lipdlise). Quando
h& excesso de glicose, esta é convertida em glicogénio ou &cidos graxos (SAMUEL;
SHULMAN, 2016).

Os mecanismos envolvidos na resisténcia das células a acdo da insulina
incluem alteragdes na producéo e nas vias de sinalizacado desse hormonio, tais como
mutacdes em genes que expressam proteinas envolvidas em alguma etapa da
sinalizacdo. Além disso, excesso de ingestdo caldrica € outro fator contribuinte.
Lipidios, horménios e leptina sdo alguns fatores circulantes que diminuem a
sensibilidade de tecidos a acdo da insulina e contribuem para a resisténcia. Dessa
forma, quanto maior a massa de tecido adiposo, responsavel pela secrecdo desses
fatores, mais resistentes os tecidos se tornam. A resisténcia a insulina (RI) pode ser
demostrada principalmente quando a insulina, mesmo presente, € funcionalmente
incapaz de promover a captacdo de glicose. A Rl esta presente em individuos com
sindrome metabdlica, obesos e principalmente em individuos com diabetes mellitus
do tipo 2 (BEALE, 2013; BOUCHER; KLEINRIDDERS; RONALD KAHN, 2014).

Um mecanismo que contribui para a Rl € a inflamacao sistémica. Sabe-se que
na obesidade varios tecidos desenvolvem resposta inflamatéria. Inicialmente, a
expansdo do tecido adiposo promove liberacdo de citocinas e outros sinais proé-
inflamatérios, como o TNFa e interleucinas, que atraem macréfagos e que, por sua
vez, ativam ainda mais mecanismos inflamatorios que interferem na via de sinalizacéo
da insulina. O figado possui mecanismo semelhante com a diferenca de que a
resposta inflamatéria se da pelas células de Kupffer (DE LUCA; OLEFSKY, 2007).

3.5 Estresse oxidativo

Um atomo ou molécula pode possuir um elétron desemparelhado em sua
Ultima camada eletrénica e, portanto, é referido como radical livre, sendo esse néo
emparelhamento o que lhe proporciona alta reatividade. A formacao dos radicais livres
ocorre quando estes doam um elétron, tornando-se oxidados, ou recebem um elétron,
tornando-se reduzidos, resultando assim das rea¢des de oxido-reducéo. No entanto,
algumas moléculas nédo possuem esses elétrons desemparelhados, e por serem, na

maioria das vezes, resultantes do metabolismo do oxigénio (O2) podem ser nominados
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como espécies reativas do Oz (ERO). Assim, ERO é um termo coletivo que pode incluir
moléculas derivadas do O3 radicais, como a hidroxila (HO") e o superdxido (O2), e
ndo-radicais, como o peréxido de hidrogénio (H20:). (FERREIRA, A.LA;
MATSUBARA, 1997; HALLIWELL, 1994).

As reac0es fisiolégicas do metabolismo aerébico do O geralmente ocorrem
na mitocéndria e consistem basicamente na reducdo tetravalente desta molécula
(Figura 3) o que resulta na formagéo de H-O e, consequentemente, radicais reativos
mediadores para a transferéncia de elétrons como o O>”, a hidroperoxila (HO2"), a

HO’, um dos mais reativos, e 0 H.O2 (FERREIRA, A.L.A.; MATSUBARA, 1997).
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Figura 3 — Reducéo tetravalente do oxigénio molecular (Oz). Fonte: (FERREIRA, A.L.A.; MATSUBARA,
1997).

Também ha a formacao de HO* por meio das reacfes de Fenton e de Haber-
Weiss com patrticipacédo catalitica do ion ferro.

Reacéo de Fenton:

Fe**+ O, < > Fet*™ + Oy
202" + 2H" ————> 02 + H202
Fe™ + H20, ———> Fe™ + OH" + OH*

Reacéo de Haber-Weiss:
Fe*™* " + 02" <

Fe** + H,O»

> Fe™ + Oo

— > Fe™" + OH + OH'
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02"+ HO————> 02+ OH + OH"

As EROs estdo envolvidas em processos de leséo celular que incluem
modificagcdes no DNA, inativacéo de proteinas e destruicdo de membranas bioldgicas.
Esta ultima ocorre quando h& reacdo em cadeia de lipoperoxidacdo que pode ser
iniciada principalmente pelo radical HO® ou radicais alcoxila (LO") sendo que estes
sequestram o hidrogénio do &cido graxo polinsaturado (AGP) da membrana celular
formando o radical de carbono lipidico L°. Este radical resultante sofre rearranjo
molecular para formar um dieno conjugado. Essa conformagao reage com o oxigénio
molecular para formar um radical reativo peroxilico lipidico (LOO"), que pode entédo
abstrair H* de outra espécie lipidica para formar um hidroperéxido lipidico (LOOH)
resultando em uma reagédo em cadeia da peroxidacéo lipidica (Figura 3) (BARBOSA
et al, 2010; FERREIRA, A.LA.;, MATSUBARA, 1997; HALLIWELL, 1994;
HALLIWELL; GUTTERIDGET, 1984).

Cadeia lateral Abstragdo do Rearranjo do Reacdo como Abstragdo do
do AGP hidrogénio radical carbono oxigénio hidrogénio
instavel
| Reacdo em
. cadeia
H H*H >< < 0, RH <
H ERO _A, * —_— N ;. N H L, N + R
Cy ,OOH
& & & 00w
LH L L LOO* LOOH

Figura 4 — Esquema da reacéo de lipoperoxidacdo. Adaptado de Leopold e Loscalzo, (2009).

A reacdo de lipoperoxidacdo também produz compostos como o
malondialdeido (MDA). Derivado da ruptura dos acidos graxos, pode ser utilizado
como um biomarcador de lesdo oxidativa em metodologias que avaliam a reacdo do
MDA com a acido tiobarbittrico (TBA), cujo produto pode ser detectado por meio de
leitura espectrofotométrica (BUEGE; AUST, 1978; FRANCA et al., 2013).
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Além de serem geradas em multiplos compartimentos e por multiplas enzimas
dentro da célula tais como oxidases dos peroxissomos e enzimas citosélicas, cerca
de 90% das EROs séo formadas na mitocondria. ISso ocorre por meio processo de
fosforilagcdo oxidativa, cuja oxidacdo de moléculas de NADH e FADH gera energia
para o fluxo de protons atraves da membrana mitocondrial interna onde ha fosforilagéo
de ADP pelas ATP sintetases. Como ilustrado na figura 4, moléculas de NADH
provenientes do ciclo de Krebs, séo incialmente oxidadas no complexo | e fluem para
0 aceptor de elétrons chamado de Co-enzima Q. Elétrons provenientes do FADH no
complexo Il também fluem para esse aceptor que, por sua vez, doa elétrons ao
citocromo b no complexo Ill. Estes elétrons séo entédo passados para o citocromo cl1
e, em seguida, transferidos ao citocromo c. Este, por sua vez, reduz o citocromo
oxidase no complexo IV que reduz o O molecular em H20 (BALABAN; NEMOTO;
FINKEL, 2005).

Nesses processos, uma pequena quantidade de elétrons € desviada da
cadeia transportadora de elétrons (CTE) ficando entdo disponivel para as moléculas
de O presentes serem reduzidas a O2". A formagédo desse radical também pode
ocorrer quando ha disfungcdes no complexo I, quando ha transferéncia eletronica
reversa, onde a Co-enzima Q transfere os elétrons de volta para o complexo | ou
guando o potencial de membrana se encontra excessivamente alto (BALABAN;
NEMOTO; FINKEL, 2005; MCMURRAY; PATTEN; HARPER, 2016).
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Figura 5 — Esquema da CTE e formacado de radicais O2-+. Adaptado de McMurray; Patten; Harper
(20186).

A neutralizacdo das ERO ocorre por meio da acdo do sistema de defesa
antioxidante como ilustrado na figura 5. Esse sistema pode atuar antes das ERO
causarem leséao ou reparando a lesdo ocorrida. No primeiro caso, sdo responsaveis a
glutationa reduzida (GSH), a superéxido-dismutase (SOD), catalase (CAT) e
glutationa-peroxidase (GPX). Quando ha lesao, a glutationa-redutase (GR) e a GPX
atuam nos devidos reparos. A neutralizacdo do radical Oz ocorre pela catalizac&o da
dismutacdo desse radical pela enzima SOD em H20.. J& a reducdo do H20>, ocorre
pela agdo da enzima CAT em H20 e Oz e por meio da atividade da GPX com a
oxidacdo da GSH. A GSH possui capacidade redutora devido ao grupamento -SH
presente em sua estrutura molecular e também pode ser oxidada a glutationa
dissulfeto (GSSG) quando ha acéo do agente oxidante. A GR, por sua vez, € capaz
de reverter esse processo reduzindo a GSSG novamente a GSH (FERREIRA, A.L.A;;
MATSUBARA, 1997; PENG et al., 2014).



30

SOD
O,.- + Oye- +2H" > 0, + H,0,
CAT
H202 e H202 > 2H20 + 02
GPx
H,0, + 2GSH > 2H,0 + GSSG
GR

Figura 6 — Esquema do sistema antioxidante. Superéxido dismutase (SOD), catalase (CAT), glutationa
peroxidase (GPx), glutationa reduzida (GSH), glutationa dissulfeto (GSSG) e glutationa redutase (GR).
Adaptado de Peng et al., (2014).

Quando ha um desequilibrio entre a geracdo de EROs e a protecéo
antioxidante em favor da primeira e consequente geracdo de danos oxidativos
excessivos ha uma condicdo chamada de estresse oxidativo. Os danos oxidativos
contribuem para o desenvolvimento de varias doencas humanas como cancer,
doencas neurodegenerativas e até a obesidade (HALLIWELL, 2011). Estudos
associam o aumento de EROs ao excesso de substratos energéticos em individuos
obesos, uma vez que estes acarretam disfuncdo mitocondrial. Ainda, acredita-se que
fatores ligados a resisténcia a insulina como as quinases JNK séo reguladas e
ativadas pelas EROs (MCMURRAY; PATTEN; HARPER, 2016).

Estudos indicam que estresse oxidativo no tecido adiposo acumulado leva a
producdo desregulada de adipocinas que também aumenta a producdo de EROs
sistémicas e que isso medeia 0 desenvolvimento de sindrome metabdlica associada
a obesidade. Ainda sugere-se que o0 estresse oxidativo esta direta e indiretamente
associado a patogénese da resisténcia a insulina por meio da inibicdo dos sinais de
insulina (FURUKAWA et al., 2004).

Outro fator importante para o processo de estresse oxidativo é o excesso de
glicose e acidos graxos livres (AGL) que sao caracteristicos em individuos obesos.
Uma vez que had um excesso de glicose e AGL no interior das células, ha uma maior
oxidacdo destas moléculas culminando no aumento da geracdo de doadores de
elétrons na CTE mitocondrial o que facilita o processo de doacdo de elétrons ao
oxigénio molecular (MATSUDA; SHIMOMURA, 2013).
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Além disso, na condicdo de inflamacé&o cronica da obesidade os adipdcitos
produzem citocinas como TNFa, interleucina 1 (IL-1) e interleucina 6 (IL-6) que sao
estimuladoras para a produgédo de oxigénio reativo por macréfagos o que, por outro
lado, fazem com que haja um aumento na infiltracdo de macréfagos no tecido adiposo.
Assim, na obesidade, o estresse oxidativo pode contribuir para o estabelecimento de
um ciclo vicioso que promove aumento da inflamag&o (FERNANDEZ-SANCHEZ et al.,
2011; MATSUDA; SHIMOMURA, 2013).

Em individuos obesos é comum encontrar atividade reduzida de enzimas
antioxidantes como a SOD, a CAT e a GPx quando comparados com pessoas
saudaveis implicando em problemas de salde associados (FERNANDEZ-SANCHEZ
et al.,, 2011). Além disso, ha um aumento na lipoperoxidacdo nesses individuos por
diversos mecanismos como aumento do consumo de oxigénio e consequente
producéo de EROs devido a um metabolismo do miocardio aumentado. Ainda, uma
dieta rica em lipideos pode alterar o metabolismo do oxigénio, uma vez que as
moléculas de AGL sédo vulneraveis a reacdes oxidativas e consequentemente podem
levar a peroxidacdo lipidica (FRANCA et al., 2013).

3.6 Doenca hepatica gordurosa nao alcéolica (DHGNA)

O figado, considerado o segundo maior 6rgdo e a maior glandula do corpo
humano, € responsavel pelo processamento e armazenamento de nutrientes
absorvidos da dieta e producdo de proteinas plasmaticas. Morfologicamente é
composto por células epiteliais hepéticas, denominadas hepatdcitos, circundadas por
vasos capilares sanguineos denominados sinusoides. Os hepatdcitos séo
interconectados em I6bulos denominados I6bulos hepaticos. Além disso, a
composicdo tecidual inclui tecido conjuntivo entre os lébulos juntamente com o
sistema vascular e secretor composto por veias, artérias, vasos linfaticos e ductos
biliares que, por sua vez, convergem em espacos denominados porta (JUNQUEIRA;
CARNEIRO, 2013).

Os hepatoécitos sdo responséaveis pelas funcdes do 6rgdo e em resposta a
condicbes ambientais podem sofrer modificacbes na busca da homeostase. A

obesidade é uma das alteracfes que desencadeia essas modificacdes. Assim, o
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aumento de depdsitos de gordura afeta o hepatdcito de maneira que este passa a
armazenar o excesso de lipidios no seu citoplasma, principalmente pelo excesso de
glicose convertido a acidos graxos e diminuicdo da exportacdo dos mesmos pelas
VLDL. Essa condicdo é definida como esteatose hepética que, por sua vez, é
caracterizada pela ocorréncia de depdésitos lipidicos em mais de 5% dos hepatdcitos,
consumo excessivo de alcool, drogas e o virus da hepatite C (PAVLIDES; COBBOLD,
2015). Os depdsitos formam vesiculas lipidicas que podem ser classificadas em
grandes (macrovesicular) e pequenas (microvesicular). A classificacdo da esteatose
varia de acordo com a gravidade de 0 a 3 e de acordo com a porcentagem de vesiculas
lipidicas: grau 0 (normal) = < 5%; grau 1 (leve) = 5% - 33%; grau 2 (moderada) = 34%
-66%; e grau 3 (grave) = > 67% dos hepatdcitos contendo esteatose macrovesicular
(KLEINER et al., 2005).

A esteatose hepatica € uma das anormalidades presentes na Doenca
Hepéatica Gordurosa N&o Alcéolica (DHGNA). Esta, por sua vez, abrange um amplo
espectro de disturbios hepaticos que comegcam com a acumulacdo de gordura no
figado, a esteatose, que pode desencadear processos de necrose e inflamacéo e
evoluir para esteatohepatite, fiborose e até mesmo cirrose (WEISS; RAU; GEIER,
2014). Com prevaléncia global estimada em aproximadamente 25%, a DHGNA é
geralmente assintomatica, e pode ser evidenciada em exames de imagem e por meio
de biopsia. Esta ultima permite a diferenciacdo da esteatose simples da
esteatohepatite e da fibrose (GOMES; JARDIM; ALVES, 2014; PAVLIDES;
COBBOLD, 2015; YOUNOSSI et al., 2016).

A DHGNA é intimamente relacionada com a sindrome metabdlica e
resisténcia a insulina o que influencia na regulacdo da homeostase no organismo. A
resisténcia a insulina hepatica desregula as funcdes anabdlicas e catabodlicas do
figado promovendo excesso de glicose, oxidacéo reduzida e acumulo aumentado de
lipidios. Este tem contribuicdo do aumento de AGL provenientes do tecido adiposo
disfuncional e resistente a insulina. Esses AGL causam efeito lipotdéxico que ativa vias
inflamatérias envolvendo as células de Kupffer e que desencadeiam a fibrose e
resisténcia a insulina no tecido. Somado a esses fatores, se ndo houver bloqueio
completo da lipélise no tecido adiposo, ocorre hidrélise aumentada de triglicerideos e
maior quantidade de AGL disponiveis para captagdo pelo figado (CUSI, 2012;
HASHIMOTO; TANIAI; TOKUSHIGE, 2013; LEAVENS; BIRNBAUM, 2011; YKI-
JARVINEN, 2014).
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Conforme a DHGNA evolui é preocupante o fato de que o individuo venha a
desenvolver carcinoma. Os mecanismos biologicos envolvidos na evolu¢do da doencga
nao estdao bem definidos, mas, estudos relacionam a falha na regeneracao do tecido
devido a peroxidacéo lipidica aumentada e lipotoxicidade causada por &cidos graxos
além de uma maior producao de espécies reativas de oxigénio que danificam a célula
(TARIQ; GREEN; HODSON, 2014; YOUNOSSI et al., 2015).

3.7 Tratamento da obesidade

Diversas formas de tratamento s&o bem estabelecidas para pacientes obesos.
A primeira delas € a mudanca do estilo de vida que deve ser apoiada por meio de
aconselhamento e baseada em terapias, dieta, atividade fisica e mudanca do
comportamento (RODRIGUEZ-CRISTOBAL et al., 2017). Adicionalmente, a pratica de
exercicios fisicos associada a mudancas nos habitos alimentares é um conjunto
eficiente na diminuicdo do peso em diferentes faixas estarias além de possibilitar
diminuicdo dos riscos associados a patologia (BEAVERS et al., 2014; ROSS et al.,
2015; SWIFT et al., 2013).

Se o individuo ndo obtém sucesso pode-se optar pelo uso de farmacos
relacionados a perda de peso. Em ultimos casos e mais imediatamente efetivo é
possivel realizar procedimento cirargico, conhecido como cirurgia bariatrica que
consiste em modificacdes na cavidade gastrica ou trato intestinal a fim de diminuir a
ingestao e a absorcado de alimentos (KUSHNER, 2013; MARTIN; MANI; MANI, 2015).

A pratica de exercicio fisico, associada ou independente das outras formas de
tratamento tem se mostrado um método eficaz para o gasto cal6rico, perda de peso,
aumento de forca muscular, melhora no controle glicémico, reducdo do acumulo de
gordura e reduc&o do risco de doencas cardiovasculares. E um método n&o invasivo,
efeitos colaterais como lesdes articulares podem ser evitados e, quando possui, seus
custos sao relativamente baixos (ANDERSON et al., 2016; COLBERG et al., 2016;
HOUGHTON et al., 2017; HUANG et al., 2017; TIKKANEN-DOLENC et al., 2017).
Esse método também é indicado para individuos portadores de resisténcia a insulina,
uma vez que promove aumento da captacdo de glicose por meio da atividade

muscular. Também tem se mostrado eficaz na reducdo de lipidios hepaticos,
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circunferéncia da cintura e IMC (ARAUJO et al.,, 2016; HASHIDA et al., 2016;
HOUGHTON et al.,, 2017; KAPRAVELOU et al., 2015; MOTAHARI-TABARI et al.,
2015; QI et al, 2016; RAO et al., 2013; ROMERO-GOMEZ; ZELBER-SAGI;
TRENELL, 2017).

O exercicio fisico tem se mostrado, por si so, eficiente na reducdo EROs a
longo prazo. Embora em excesso as EROs sejam tOxicas ao organismo, sao
importantes na sinalizagdo para a ativagéo do sistema antioxidante, e o exercicio fisico
promove essa ativacdo ao aumentar a demanda de O». As espécies reativas de
oxigénio geradas durante a contragdo muscular tém um papel fisioldgico na adaptacao
ao exercicio. Baixas concentragfes de EROs, induzem a expressdo de enzimas
antioxidantes e outros mecanismos de defesa sugerindo que exposi¢cdes frequentes
ao exercicio possibilitam menos dano oxidativo uma vez que ocorre uma resposta
adaptativa que resulta dos efeitos cumulativos de repetidas sessbes de exercicio
(GOMEZ-CABRERA; DOMENECH,; VINA, 2008; PESTA; RODEN, 2017).

E importante ressaltar que a prescricdo de exercicios deve ocorrer conforme
o condicionamento fisico, sendo geralmente aconselhados exercicios de baixo
impacto e intensidade leve. Também se deve levar em consideracdo que excesso de
peso facilita a ocorréncia de lesbes ortopédicas, e também que a sobrecarga
mecanica no corpo pode promover ainda mais alteracbes posturais da coluna
vertebral e dos pés em obesos, sendo que esses individuos possuem maiores
dificuldades nas atividades locomotoras (CALVETE, 2004).

3.8 Vibracéo do corpo inteiro (VCI)

Tal como exposto, atividades fisicas tém sido uma estratégia bastante
utilizada e efetiva no tratamento da obesidade e suas comorbidades, pois baseia-se
em movimentos corporais produzidos pela musculatura que aumentam o gasto
energético. Um tipo de atividade € a vibracdo corporal que atua como auxiliar no
treinamento e reabilitagcdo de forga, flexibilidade, resisténcia e poténcia. A plataforma
vibratéria € um equipamento que vem ganhando popularidade em academias e
clinicas fisioterapéuticas, capaz de gerar essas vibracdes, uma vez que produz

movimentos oscilatérios e repetitivos e que podem ser regulados manualmente
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(CASPERSEN; POWELL; CHRISTENSON, 1985; HALLAL; MARQUES;
GONGCALVES, 2010; OLIVEIRA et al., 2011; SILVA; SCHNEIDER, 2011).

Inicialmente, a plataforma vibratdria foi criada com intengéo de evitar a perda
muscular e 6ssea causada pela auséncia da for¢a gravitacional em que os astronautas
eram submetidos no espaco (BOARO et al., 2011; SILVA et al.,, 2015). Para fins
terapéuticos, a utilizacdo da vibracdo corporal j4 existia na antiga Grécia com o
objetivo de recuperar lesbes e passou a ser investigada no final do século XIX, na
década de sessenta, pelo médico John Harvey Kellogg, o cientista alemao W.
Biermann e o cientista russo Vladimir Nazarov. Com o passar do tempo, as
plataformas vibratérias se tornaram uma alternativa para individuos impossibilitados
de realizar atividades fisicas, como idosos e pessoas com disturbios neurologicos
(BOARO et al., 2011).

O exercicio de vibracdo € uma oscilacao forcada, onde a energia € transferida
de um atuador (o dispositivo de vibra¢éo) para um ressonador (o corpo humano). A
plataforma vibratéria representa um atuador, onde a vibracdo pode ser tridimensional
nas direcdes vertical, frontal e sagital. A vibracdo produzida é chamada de oscilacao
sinusoidal sendo que a frequéncia de vibracédo representa o numero de vezes de
repeticdo do movimento (ciclos) por segundo cujos valores sdo expressos em hertz
(Hz) enquanto que a amplitude representa o deslocamento das ondas provocadas
pelo movimento. Essas variaveis em conjunto representam a intensidade da vibracao
produzida pelo aparelho que podem variar de 15 Hz a 60 Hz e amplitudes de 1 mm a
10 mm alcancando aceleracdo de até 15 g (CARDINALE; BOSCO, 2003;
CARDINALE; WAKELING, 2005; OH et al., 2014).

O corpo posicionado sobre a plataforma vibratéria esta sujeito a uma carga
resultante do préprio peso adicionado a gravidade em conjunto com a aceleracao da
vibracédo e, portanto, € acelerado causando uma forca reativa dentro e fora do corpo.
Além disso, a vibracéo dissipada pelo corpo pode sofrer efeito de ressonancia, isto €,
uma amplificacdo na amplitude dentro do ressonador (corpo) que poderia causar
danos aos tecidos. Entretanto, o sistema muscular atua no amortecimento dessas
oscilacbes sendo assim, a quantidade de energia de vibracdo transmitida depende da
rigidez e amortecimento musculoesqueléticos (CARDINALE; WAKELING, 2005; OH
et al., 2014; RITTWEGER, 2010).

A vibracdo produzida é dissipada pelo corpo do individuo e promove a

contracdo muscular ocasionando alteragdes no comprimento musculotendineo. Esse
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estimulo é detectado por receptores sensoriais no fuso muscular e pelo Orgéo
Tendinoso de Golgi (OTG) e, por sua vez, € transmitido pelas fibras aferentes do tipo
la, que provém do fuso muscular, e do tipo Ib, que provém do OTG, para 0s moto
neurdnios a eferentes. Por fim, estes causam uma contracdo reflexa do mesmo
musculo que originou o sinal, caracterizando assim, o reflexo ténico de vibracéo
(MUSUMECI, 2017).

Alguns estudos vém sendo realizados para investigar os efeitos causados
pelo uso da plataforma vibratoria. Alvarez-Alvarado e colaboradores (2017), avaliaram
o efeito da vibracdo corporal exercida por exercicios dindmicos sob plataforma
vibratéria na funcdo arterial e forca muscular em mulheres adultas, obesas e
sedentarias por um periodo de 6 semanas. Esses autores encontraram melhora
significativa na rigidez arterial (adrtica, da perna e sistémica), na pressdo sanguinea
e aumento na forca muscular das pernas. Corroborando com esses resultados
Figueroa e colaboradores (2012), encontraram diminui¢cao da rigidez arterial sistémica
em mulheres obesas e sugeriram que o tratamento com plataforma vibratéria pode
beneficiar a funcdo arterial e a forca muscular em individuos com baixo
condicionamento fisico e que ndo podem realizar exercicios convencionais.

Outro estudo avaliou a utilizacao de plataforma vibratéria associado com uma
dieta de restricao caldrica o que resultou em uma melhora na sensibilidade a insulina
promovida pelo treino na plataforma quando comparado com a dieta sozinha. O
tratamento foi executado 3 vezes por semana durante um periodo total de 8 semanas
com frequéncia de 30 Hz. Cada sesséo teve duracdo de 20 min sendo 1 minuto de
vibracdo alternado com 1 minuto de repouso (BELLIA et al., 2014).

Além disso, outra pesquisa comparou o treino aerObico com o treino de
vibracdo corporal em mulheres obesas de meia idade, ambos associados com uma
dieta para perda de peso prescrita por nutricionistas. O treino de vibracdo corporal
nesse estudo durou 9 meses, sendo sessdes de uma vez por dia e 5 vezes por
semana. Os resultados sugeriram que o tratamento de vibracdo em conjunto com o
programa de dieta, é tao eficaz quanto o exercicio aerébio com um programa de dieta
na reducado do peso corporal (NAM et al., 2016).

Ja& em um modelo animal, o treino de vibragc&do corporal aplicado 15min / dia,
durante 5 dias por semana, com duracao total de 6 semanas e com frequéncias de
5,6 ou 13 Hz a camundongos obesos, promoveu melhora no desempenho do exercicio

e fadiga além de prevenir a acumulacdo de gordura e alteracbes bioquimicas
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associadas a obesidade. Ressalta ainda que este treino pode ser efetivo para a
promocdo e prevencdo da saude especialmente para a populacdo obesa que néo
tolere exercicios intensos no inicio do tratamento (HUANG et al., 2014).

Outro experimento com animais envolvendo camundongos modificados
geneticamente e resistentes a insulina constatou que a plataforma vibratéria
possibilitou melhora na resisténcia a insulina, atenuacdo de marcadores de estresse
oxidativo e melhora na esteatose hepatica. Os autores atribuem a essa melhora entre
outras coisas, a diminuicdo da expressao da proteina SREBP1c que € um fator de
transcricdo que regula a expressado de genes responsaveis pelo controle da sintese
de &cidos graxos e colesterol (LIU et al., 2016).

Cristi-Montero e colaboradores (2013) revisaram sobre a eficacia do
tratamento na perda de peso e concluiram que esta € promovida por inibicdo da
adipogénese, reducédo da massa gorda, aumento do gasto energético e aumento da
massa muscular. Esses autores concluem que o treino de vibracdo corporal parece
ser um método seguro e benéfico principalmente no que diz respeito a massa
muscular.

Evidentemente, estudos ja relatam os beneficios do tratamento com
plataforma vibratoria no perfil bioquimico tanto de humanos como animais obesos,
entretanto existem variados modelos quanto a frequéncia e ao tempo de aplicacéo,
além de dados relativamente escassos na literatura. Nesse sentido, o presente estudo
pretende entender os efeitos que a plataforma vibratéria possa causar no perfil
bioquimico e morfolégico, relacionados as disfuncdées em um modelo de obesidade
hipotalamica, na tentativa de contribuir com os achados da literatura e com aplicacfes

desse método terapéutico para melhorar a qualidade de vida de populacdes obesas.
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4. METODOLOGIA

A metodologia utilizada na presente pesquisa esta descrita na metodologia do
artigo cientifico no item 5 (RESULTADOS E DISCUSSAO).



5. RESULTADOS E DISCUSSAO

Esta secdo contempla os resultados da pesquisa, 0s quais serao
apresentados e discutidos no formato de um artigo cientifico que sera enviado para
publicacdo na revista Physiology & Behavior, cujas normas estdo anexadas nesta
dissertacdo (ANEXO 2).

Artigo. Vibracao de corpo inteiro em ratos obesos: perfil bioquimico, extresse

oxidativo do figado e morfologia dos tecidos adiposo e hepatico
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Resumo

A Vibracdo de Corpo Inteiro (VCI) ganhou notoriedade nas &reas de, reabilitacdo, esportes e
fitness pois pode aumentar a forga, flexibilidade e resisténcia. Estudos também mostraram que
a VCI pode diminuir a adipogénese em ratos e massa gorda em humanos, no entanto, 0s
mecanismos fisioldgicos subjacentes a esses efeitos ainda ndo estdo claros. Neste estudo,
investigamos o efeito da VCI em parametros fisiolégicos usando o modelo de glutamato
monossodico (MSG) de obesidade. Especificamente, medimos 0s niveis plasmaticos de
colesterol total e triglicerideos, homeostase glicémica, estresse oxidativo hepatico, deposi¢cdo
de gordura no figado e tecido adiposo de ratos controle e obesos MSG que foram expostos a
VCI em uma plataforma vibratoria (freqiiéncia de 60 Hz, amplitude de 2 mm, trés vezes /
semana, 10 min / dia, durante oito semanas, de PN80 a PN136). Nos animais MSG, a VCI
induziu um aumento adicional nos trigliceridos do sangue e nos triglicéridos e lipoperoxidagéo
hepaticos além de uma reducdo na atividade da enzima catalase hepatica (CAT) em comparacéo
com os animais controle. Nenhum parametro dos animais controle foi alterado pela VCI. Apesar
de ndo haver reducdo no peso da gordura, os adipdcitos dos ratos obesos apresentaram
heterogeneidade na area celular promovida pela VCI. Em conjunto, nossos resultados sugerem
que a VCI nao melhora ou reverte os efeitos induzidos pelo MSG. Além disso, a VCI promove
um aumento da lipoperoxidacdo hepatica e nas concentragdes plasmaticas de triglicerideos
induzidas pela obesidade. Associados a diferencas no aspecto morfolégico dos adipécitos, esses
resultados sinalizam uma alteracdo no metabolismo lipidico induzida pela VCI, ndo sendo
indicada e / ou eficiente, na frequiéncia, amplitude e periodicidade aplicadas, como tratamento

das alteracdes fisiologicas induzidas pela obesidade.

Palavras chave: Vibracdo de Corpo Inteiro, obesidade, adipdcitos, figado, estresse oxidativo

1. Introducéo

A obesidade resulta do desequilibrio entre o consumo e o gasto de energia que leva a
um actmulo excessivo de gordura corporal [1]. Essa disfuncdo promove alteraces fisiologicas
e morfoldgicas em varios 6rgdos envolvidos na manutencdo da homeostase, [2], podendo levar
ou agravar comorbidades como a sindrome metabélica [1,3]. Além disso, o aumento do tecido
adiposo unilocular ou branco (TAB) observado com a obesidade pode alterar o metabolismo
celular, o que pode contribuir para 0 aumento do conteudo lipidico hepatico e levar a esteatose

hepética, além de induzir resisténcia periférica a insulina [2]. Ademais, individuos obesos



frequentemente apresentam vias oxidativas alteradas, resultando em um desequilibrio entre a
protecdo antioxidante e a geracdo de moléculas reativas capazes de produzir dano celular [4,5].

O exercicio fisico representa um dos tratamentos alternativos mais eficientes para a
obesidade, com a vantagem de ser um método de baixo custo e ndo invasivo [6,7]. Considerada
uma modalidade de exercicio fisico, a Vibracdo de Corpo Inteiro (VCI) consiste em vibracdes
transmitidas ao corpo posicionado sobre um equipamento vibratério. Essas vibracfes sdo
geralmente sinusoidais, com grande diversidade de parametros como freqiéncia, amplitude,
aceleracdo e duracdo. Além disso, eles ativam 0s musculos esqueléticos pelo reflexo de
vibrag&o tonica, que induz rapidas contragdes involuntarias na tentativa de amortecer as ondas
de vibragéo [8].

Alem dos efeitos positivos observados em individuos saudaveis, atraveés do aumento
da forca e da forca muscular, a VCI também se mostrou benéfica para individuos com varios
problemas de satde, como esclerose multipla, acidente vascular cerebral, doencga de Parkinson
e osteoartrite [9]. Dentro do contexto da obesidade, a VCI é capaz de aumentar o controle
glicémico, promover a liberacdo do horménio do crescimento (GH), que geralmente € reduzido
em individuos obesos, e reduzir a gordura corporal [10]. Em modelos animais de obesidade,
como a dieta hiperlipidica ou camundongos geneticamente modificados (db / db), o exercicio
de VCI promoveu reducdo dos depositos de gordura, melhora na resisténcia a insulina, reducéo
do estresse oxidativo e esteatose hepatica [11,12].

A administracdo de glutamato monossodico (MSG) durante a infancia € um modelo
animal bem estabelecido de obesidade que, além da obesidade [13-15], também induz elevacao
dos triglicerideos plasmaticos [14] e deposicao de gordura no figado [16]. Efeitos benéficos de
diferentes modalidades de exercicio em parametros fisiologicos foram avaliados usando o
modelo de obesidade MSG [17-21]. No entanto, ndo ha relatos de como o exercicio de VCI
pode afetar as mudancas fisioldgicas observadas no contexto da obesidade induzida por MSG.
Assim, neste estudo, avaliamos como o exercicio de VCI pode afetar os perfis bioquimicos,
atividade hepatica antioxidante e morfologia do tecido hepatico e adiposo de ratos Wistar

obesos por MSG.
2. Metodologia
2.1 Animais e inducéo da obesidade

Todos os experimentos relatados neste estudo foram conduzidos de acordo com a

legislacdo nacional e internacional [diretrizes do Conselho Nacional de Experimentacao



Animal (CONCEA) e da Politica de Atencdo Humanitaria e Uso de Animais de Laboratério
(Politica de PHS)] e com a aprovacdo do Comité de Etica no Uso de Animais (CEUA) da
Universidade Estadual do Oeste do Parana (protocolo n® 08/18). Do dia pés-natal (PN) 1 ao
PN5, ratos Wistar machos (n = 38) receberam diariamente inje¢cdes subcutaneas de MSG (4
mg.g™ de peso corporal, grupo MSG) ou salina equimolar (12,5%) (1,25 mg. g* de peso
corporal, grupo Controle (CTL)) [22]. Ap6s o desmame (PN21), os machos de ambos 0s grupos
foram alojados aos pares e divididos aleatoriamente em dois grupos experimentais: animais nao
submetidos a VCI, MSG-SED (MSG Sedentério) e CTL-SED (Controle Sedentéario) e animais
exercitados com VCI, MSG-VB (MSG Vibragdo) e CTL-VB (Controle Vibragdo). Todos os
animais foram alojados em gaiolas padrdo (41 cm de comprimento x 34 cm de largura x 17 cm
de altura) a uma temperatura constante (22 £+ 1 °C), em ciclo claro-escuro de 12h-12h e acesso
livre a &gua e racao de laboratorio padrdo (BioBase, Santa Catarina, SC, Brasil). O consumo
alimentar e o peso corporal foram medidos semanalmente desde o desmame (PN21), até o final
do experimento, PN142, para acompanhar o ganho de peso e a ingestdo alimentar. O desenho

experimental € mostrado na Fig. 1.
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Figura 1 — Esquema representativo com a linha do tempo das etapas realizadas no experimento. CTL-SED:
Controle Sedentério; CTL-VB: Controle Vibracdo; MSG-SED: MSG Sedentério; MSG-VB: MSG Vibrago.

2.2 Vibracao de corpo inteiro (VCI)

O protocolo utilizado foi adaptado de um estudo anterior [23] que consiste na Vibragéo
de Corpo Inteiro (VCI) em uma plataforma Vibro Oscilatéria triplanar, (60 Hz e vibracbes
alternadas com uma amplitude de 2 mm, por 10 min, trés vezes por semana em alternativa dias,
durante oito semanas (PN80 a PN136).



Para contencdo dos animais sob a plataforma e realizagdo simultéanea do treinamento,
um aparelho com oito divisorias foi confeccionado em painel de fibras brancas de média
densidade (MDF) (compartimentos de 13 cm de largura, 19 cm de comprimento e 25 cm de
altura [24]) (Fig. 1). Os animais foram alternados nos compartimentos no sentido horario e em
cada sessdo de treinamento, a fim de minimizar possiveis diferencas nos padrdes de vibracdo

nas varias areas da plataforma.

2.3 Teste Intraperitoneal de Tolerancia a Glicose e coleta de sangue para dosagem de insulina

O Teste Intraperitoneal de Toleréncia a Glicose (ipGTT) foi realizado 48 horas antes
do primeiro dia do exercicio VCI (PN77) e 48 horas ap6s o ultimo dia do exercicio de VCI
(PN139) (Fig. 1). O ipGTT foi realizado ap0s oito horas de jejum e consistiu em pequeno corte
na cauda dos animais seguido pela coleta de amostras de sangue para medir a glicose com o
auxilio de um glicosimetro da marca Accu Chek (Roche Diabetes Care Brasil LTDA, Séo
Paulo, SP, Brasil). O sangue foi coletado em jejum (tempo 0) e 15, 30, 60 e 90 min apos a
injecdo ip de uma sobrecarga de glicose (2 g.kg? de peso corporal). Amostras de sangue
adicionais foram coletadas com capilares de vidro heparinizados e, em seguida, centrifugadas
a 4 °C, e 12.000 G por 10 min. O sobrenadante foi armazenado em freezer a -80 °C para

posterior dosagem de insulina por radioimunoensaio [25].

2.4 Eutanasia e coleta de material biologico

No dia PN142, o peso corporal (g), o comprimento nasal-anal (cm) e o indice de Lee
(/ peso corporal / comprimento nasal-anal x 1000) [26] foram medidos. Os animais foram ento
dessensibilizados numa camara de dioxido de carbono (CO.) e depois eutanasiados por
decapitacdo. O sangue foi coletado em tubos heparinizados e centrifugado a 4 °C, e 12.000 G
por 10 min para mensurar as concentracdes plasmaticas de colesterol total (COL) e triglicérides
(TG). O figado, baco, rim direito e esquerdo, coracdo, pancreas e gorduras retroperitoneal,
perigonadal e marrom foram removidos, pesados e normalizados para g.100 g* de peso

corporal.

2.5 Extracdo de lipidios, determinacdo de colesterol total e triglicerideos plasmaticos e
hepaticos

Aproximadamente 500 mg do I6bulo medial esquerdo do figado foram coletados e
armazenados a -80 °C. As amostras analisadas foram descongeladas e, em seguida, os lipidios

foram extraidos pelo método Folch [27]. O extrato foi evaporado e depois diluido em



isopropanol. Lipidos extraidos do figado e do plasma foram armazenados a -20 °C. O COL e 0
TG foram determinados pelo método colorimétrico, de acordo com as instrucdes do fabricante
(Bioliquid).

2.6 Quantificacdo de biomarcadores de estresse oxidativo

Fragmentos de aproximadamente 100 mg do figado foram homogeneizados em
tampao Tris HCI (50 mM, pH 7,4). O homogenato resultante foi centrifugado a 12.000 G por
10 min, a 4 °C e o sobrenadante foi congelada a -20 °C e utilizado para determinacdo de

biomarcadores de estresse oxidativo.

2.6.1 Dosagem proteica
A quantificacdo de proteina das amostras foi determinada pelo método de Bradford,
utilizando albumina de soro bovino como padréo [28]. Todas as amostras foram normalizadas

para 1 mg de proteina . mL?

2.6.2 Determinacéo da substancia reativa ao acido tiobarbitarico (TBARS)

A determinacdo de TBARS foi realizada para quantificacdo indireta de perdxidos,
refletindo a intensidade da peroxidacéo lipidica (LPO) [29]. Para tanto, utilizou-se o método do
acido tiobarbiturico (TBARS) [30], realizando comparac@es de absorbancia com a curva padréo
de malondialdeido (MDA), principal subproduto celular da peroxidacéo lipidica.

Para preparagdo da amostra, 0 meio contendo aliquota de 0,33 mg . mL* de proteina,
da amostra em 4cido tricloroacético (TCA) 6,7% em volume final de 180 puL, foi agitado em
vortex, acondicionado em banho de gelo por 5 min e centrifugado por 5 mina 12.000 G e a 4
°C.

Para a dosagem das substancias reativas ao TBARS, 40 pL do sobrenadante, assim
como de diferentes concentracdes de MDA, foram adicionados em microplaca, em triplicata,
com meio de reacdo contendo 21,42 mM de TBA, 17,86 mM de NaOH, 0,73 M de TCA, 0,032
mM de BHT, etanol 3% tampéo PBS. A leitura da reacéo foi realizada a 22 °C, ap6s 60 min de
incubacdo a 60 °C, em uma absorbancia de 535 nm. Os resultados da peroxidacéo lipidica foram

expressos em nmol MDA . min . mg de proteina.

2.6.3 Atividade da enzima superdxido dismutase (SOD)
A atividade da SOD foi determinada de acordo com o método descrito por Crouch

Crouch et al. (1981) [31], com modificag¢fes. O principio dessa analise consiste em quantificar



o complexo formado entre o superdxido e azul de tetrazolium (NBT), mensurada a 560 nm
durante 1,5 hora. Uma aliquota de 0,75 mg . mL de proteina™ dissolvida em etanol 25% foi
preparada em volume de 800 pL e centrifugada a 12.000 G (4 °C), durante 20 min. A partir do
sobrenadante, o0 meio de reacdo foi preparado em microplaca de 96 pocos, em triplicatas, e
volume final de 200 pL, contendo 0,1 mg de proteina.mL?, 0,09 mM de NBT, 0,015 mM de
EDTA, 34,78 mM de sulfato de hidroxilamina, 79 mM de tampao carbonato de sodio pH 10,2.
A leitura da placa foi realizada a 22 °C. A expressdo da unidade de SOD foi dada em U . min°
!, mg de proteina™

2.6.4 Atividade da enzima catalase (CAT):

A tividade da CAtT foi acompanhada pelo decréscimo da absorbéancia a 240 nm [32],
a partir do principio de dismutacdo do perdxido. 3 pL das amostras normalizadas foram
pipetadas em microplacas para leitura em espectrometria em ultravioleta, e adicionados 297 ul
do sistema de reacéo (2,5 ml de Tampéo Tris-HCI (1,0 M), EDTA (5,0 mM, pH 8,0)); 47,32 ml
de agua deionizada e 70 pl de H202). Posteriormente, a absorbancia foi mensurada a 240 nm,
por 2 min em intervalos de 10 segundos. Os resultados da atividade da enzima catalase foram

expressos em mmol . mint. mg de proteina™.

2.7 Histologia

Para a analise morfologica, amostras de aproximadamente 4 mg da gordura
retroperitoneal, perigonadal e marrom da regido escapular e do lobo lateral esquerdo do figado
foram coletadas e fixadas em solucdo de Metacarn (metanol a 70%, cloroférmio a 20% e acido
acetico glacial 10%) durante 24 horas. Em seguida, foram condicionados em alcool a 70%, para
posterior processamento histoldégico. Amostras de tecidos armazenados foram submetidas a
desidratacdo em bateria alcodlica, diafanizacdo em alcool n-butilico, inclusdo em parafina
histoloégica. Em seguida, laminas histologicas com cortes de 5 um de espessura foram
confeccionadas e coradas com Hematoxilina e Eosina (HE) e analisadas por microscopia de
luz, sendo observadas as caracteristicas morfolégicas padrao dos tecidos

Para as analises morfométricas do tecido adiposo, as laminas foram fotomicrografadas
obtendo-se 10 fotos por corte e, com o programa Image Pro Plus 6.0, foi mensurada a area de
100 adipécitos por animal nos tecidos adiposo retroperitoneal e perigonadal e, realizada a
contagem de ndcleos no tecido adiposo marrom. Ainda, foi estimada a porcentagem de lipideos

no tecido adiposo marrom com o auxilio do programa GIMP 3.0.



Para a verificacdo de esteatose hepatica, foi realizada a avaliagdo qualitativa com base
em um escore para doenca hepética gordurosa ndo alcdolica, em que a esteatose é classificada
por meio da porcentagem de hepatdcitos que contém goticulas lipidicas, onde < 5% (grau 0);
5% a 33% (grau 1); > 33% a 66% (grau 2) e > 66% (grau 3) [33]. Para demonstracdo da
morfologia do tecido foram fotomicrografados cortes representativos de cada grupo e

apresentados na forma de pranchas morfoldgicas.

2.8 Andlise estatistica

Os dados foram expressos e analisados por meio da estatistica descritiva e inferencial
nos programas R 3.5.1 e Statistica 7.0. Os dados outliers foram avaliados pela distancia de Cook
e excluidos [34].

Para a escolha do teste estatistico apropriado, os dados foram avaliados quanto a
normalidade (teste de Shapiro-Wilk) e homocedasticidade (teste de Bartlett) e, quando as
hipdteses foram aceitas, foi avaliada a area sob a curva (AUC) pelo teste t para amostras
independentes, nos dados do periodo pré-exercicio; no periodo pds-exercicio e apos a eutanasia,
analisamos pelo teste de Anova de duas vias seguido pelo teste post-hoc Least Significant
Difference (LSD). Quando ndo foram aceitas as hipoteses de normalidade e homocedasticidade
para os dados, no periodo pré-exercicio, foi aplicado o teste ndo paramétrico de Mann-Whitney-
U e, nos dados pos-exercicio e pds-eutanasia, o teste ndo paramétrico de Kruskal-Wallis. Além
disso, essas variaveis foram avaliadas pelo teste Anova para medidas repetidas, seguida pelo
teste post hoc LSD entre os grupos, em caso de significancia.

As variaveis significativas analisadas a priori foram unidas em matrizes e analisadas
pela Analise de Componentes Principais (PCA). A PCA define as cargas fatoriais, que sao
correlacdes lineares (Pearson) de cada variavel com a composicéo fatorial, sendo o fator uma
nova variavel definida pelo conjunto de cargas fatoriais. As cargas fatoriais resultantes dos
componentes principais foram avaliadas por Anova de duas vias, seguida pelo teste post hoc

LSD. Em todos os casos, 0 nivel de significancia adotado foi de 5%.

3. Resultados

3.1 Efeito do exercicio de VCI sobre parametros corporais
A obesidade induzida por MSG resultou em uma reducdo do peso corporal dos grupos
MSG-SED e MSG-VB, quando comparados aos grupos CTL-SED e CTL-VB (principal efeito

do MSG, F1 = 47,02; p <0,01). Por outro lado, o exercicio de VCI ndo alterou o peso corporal



(efeito principal da Vibracédo, F1 = 0,42; p = 0,52), ndo havendo interacdo significativa entre os
fatores MSG e Vibracdo (F1, 32 =0,01; p =0,93) (Tabela 1).

Semelhante ao peso corporal, 0 comprimento nasal-anal dos grupos MSG-SED e
MSG-VB foi maior quando comparado aos grupos CTL-SED e CTL-VB, respectivamente (F:
= 95,88; p < 0,01). Os grupos classificados de acordo com o exercicio (CTL-VB e MSG-VB)
apresentam médias equivalentes aos grupos CTL-SED e MSG-SED (F1 = 2,56; p = 0,12) e ndo
ha interacdo significativa entre os fatores MSG e Vibracdo (F1,32 = 0,00; p = 0,95) (Tabela 1).

O indice de Lee foi significativamente reduzido pelo MSG (F = 6,90; p = 0,01),
independentemente da VCI. Além disso, a exposicdo a VCI aumentou significativamente o
indice de Lee (F = 5,21; p = 0,03), independentemente do tratamento com MSG. No entanto,
ndo houve interacao significativa entre os fatores MSG e Vibracdo (F = 0,00; p = 0,96) (Tabela
1).

Para confirmar a obesidade induzida pelo MSG, foram mensurados 0s pesos das
gorduras retroperitoneal e perigonadal. O MSG resultou no aumento do peso das gorduras
retroperitoneal e perigonadal em relacdo aos respectivos controles (F1 = 38,73; p <0,01; F1 =
12,78; p <0,01, respectivamente). Por outro lado, o exercicio de VCI ndo teve efeito sobre 0s
pesos da gordura retroperitoneal (F1 = 0,38; p = 0,54) e perigonadal (F1 = 0,19; p = 0,67), e
nenhuma interacéo entre o0 MSG e Vibracéo foi evidenciada (F1,34 = 0,28, p = 0,60; F1,34 = 1,34,
p =0,25) (Tabela 1).

O peso da gordura marrom foi maior no grupo MSG do que no grupo CTL. (F1 = 37,35;
p <0,01), os grupos submetidos a VCI ndo diferiram dos respectivos controles (CTL-SED;
MSG-SED) (F1 = 0,38; p = 0,54), e ndo héa interacdo significativa entre os fatores (F1,34 = 0,51
p =0,48) (Tabela 1).



Tabela 1 — Efeito da VCI sobre os parametros corporais de ratos Wistar.

Grupos p-valor
CTL-SED CTL-VB MSG- MSG-VB MSG VB interacdo
SED

Peso corporal® 407,33 + 400,00 + 317,60 + 307,78+ <0,01 0,52 0,93
38,56" 55,30" 28,555 34,5382

Comprimento 2511+ 25,56 + 22,30 £ 22,78 + <0,01 0,12 0,95
nasoanal® 0,93% 0,68" 1,065 0,835

indice de Lee 295,21 + 285,62 + 306,18 + 296,16+ 0,01 0,03 0,96
12,2082 15,4780 14,64 9,127

Gordura 1,17 + 1,18 + 1,88 + 2,02 + <0,01 0,54 0,60
retroperitoneal®  0,35" 0,26 0,46 0,43%

Gordura 1,39+ 1,30 + 1,69 + 1,89 + <0,01 0,67 0,25
perigonadal® 0,28 0,45 0,355 0,415

Gordura 0,09 + 0,08 + 0,12 + 0,13 + <0,01 0,54 0,48
marrom?® 0,017 0,024 0,028 0,025

Legenda: Dados expressos como média + desvio padrdo da média. Letras mailsculas e diferentes representam
significancia isolada do fator MSG; letras minusculas e diferentes representam significancia isolada do fator VB.
CTL-SED: Controle Sedentario; CTL-VB: Controle Vibragdo; MSG-SED: MSG Sedentario; MSG-VB: MSG
Vibragdo; MSG: fator MSG; VB: fator vibracdo. *Peso expresso em gramas (g); 2Comprimento expresso em
centimetros (cm); 3massas dos 6rgéos expressas em % de peso corporal. n=9-10 por grupo.

O figado (F1 = 5,35; p = 0,03), o0 bago (F1 = 11,49; p < 0,01) o rim direito (F. = 8,72;
p < 0,01) e esquerdo (F1 = 8,99; p < 0,01) apresentaram menor peso nos grupos MSG -SED e
MSG-VB do que seus grupos controle, CTL-SED e CTL-VB. Por outro lado, 0 MSG néo
alterou o peso do pancreas (F1 = 1,77; p = 0,19) ou do corac¢do (F1 = 0,00; p = 0,99). J& o
exercicio de VCI ndo influenciou nos pesos (figado — F1 = 0,34; p = 0,56; baco — F1 = 2,82; p
= 0,10; rim direito — F1 = 0,06; p = 0,81; rim esquerdo — F1 = 0,94; p = 0,34; pancreas — F; =
2,16; p = 0,15; coracdo — F1 = 0,21; p = 0,65). Além disso, ndo houve interacdo significativa
entre os fatores MSG e Vibragéo (figado — F1,34 =0,77; p = 0,39; bago - F1,34 = 0,71; p = 0,40;
rim direito - F1, 34 = 1,12; p = 0,30; rim esquerdo - F1,34 = 0,00; p = 0,97; pancreas - Fi1,34 =
0,00; p = 0,97, coragéo - F1,34 = 0,07; p = 0,80) (Tabela 2).



Tabela 2 — Efeito da VVCI sobre os pesos dos érgaos de ratos Wistar.

Grupos p-valor
CTL-SED CTL-VB MSG-SED MSG-VB MSG VB interagdo

Figado 2,56 + 2,54 + 2,36 + 2,46 £ 0,03 0,56 0,39
0,15 0,22 0,16°% 0,23%

Coragéo 0,39 + 0,40 £ 0,39 + 0,40 + 0,99 0,65 0,80
0,08 0,06 0,07 0,06"

Baco 0,15+ 0,13 + 0,13+ 0,12 + <0,01 0,10 0,40
0,01 0,02 0,01°2 0,01%2

Rim 0,30 = 0,29 £ 0,27 £ 0,27 + <0,01 0,81 0,30
direito 0,02 0,03 0,03%2 0,03%

Rim 0,31+ 0,30 £ 0,27 £ 0,26 £ <0,01 0,34 0,97
esquerdo 0,03 0,03 0,045 0,03%

Pancreas 0,36 = 0,33 0,37 = 0,35+ 0,19 0,15 0,97
0,04 0,05 0,04 0,05"

Legenda: Dados expressos como média * desvio padrdo da média. Letras mailsculas e diferentes representam
significancia isolada do fator MSG; letras minusculas e diferentes representam significancia isolada do fator VB.
CTL-SED: Controle Sedentario; CTL-VB: Controle Vibragdo; MSG-SED: MSG Sedentario; MSG-VB: MSG
Vibracdo; MSG: fator MSG; VB: fator Vibracdo. As massas dos 6rgaos estdo expressas em % de peso corporal.
n=9-10 por grupo.

As analises de ganho de peso (fig. 2a) e consumo alimentar semanal (fig. 2c¢) revelaram
que, durante o periodo pré-exercicio, 0s animais MSG apresentaram menor peso (area sob a
curva: W =0,34; df = 3; p < 0,01 (Fig. 2 b) e maior consumo de alimento (area sob a curva: t =
4,17; df = 36 p < 0,01 (fig. 2 d) comparado ao grupo CTL. No periodo pos-exercicio, 0 ganho
de peso dos animais MSG-SED e MSG-VB (fig. 2 e) permaneceram mais baixos quando
comparados ao ganho de peso dos grupos CTL-SED e CTL-VB (area sob a curva: X2 = 23,06;
df = 3; p <0,01 (fig. 2 f)). No entanto, a ingestdo de alimentos (Fig. 2g) dos grupos MSG-SED
e MSG-VB foi semelhante em comparagdo aos grupos CTL-SED e CTL-VB (area sob a curva:
X2 =4,24; df = 3; p=0,24 (Fig. 2 h).
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Figura 2 — Evolugdo do Peso Corporal (a) e consumo alimentar (c) e suas respectivas areas abaixo da curva (b e
d) no periodo prévio ao inicio do exercicio de VCI. Evolucéo do Peso Corporal (e) e consumo alimentar (g) e suas
respectivas areas abaixo da curva (f e h) durante a realizacdo do exercicio de VCI. Letras sobre os boxplots e
diferentes representam significancia estatistica entre os grupos. * Diferenca entre os grupos MSG-SED e MSG-
VB e os grupos CTL-SED e CTL-VB. Os simbolos ®; 0; o e O representam significancia estatistica do grupo CTL-
VB (o), MSG-SED (¢), CTL-SED (o) ¢ MSG-VB (0) em relagdo aos demais grupos; CTL-SED: Controle
Sedentério; CTL-VB: Controle Vibragdo; MSG-SED: MSG Sedentario; MSG-VB: MSG Vibragdo. n= 9-10 por

grupo.



3.2 Efeito do exercicio de VCI sobre parametros bioquimicos

Os grupos MSG (MSG-SED e MSG-VB) apresentaram aumento nos niveis de TG em
relacdo aos grupos CTL (CTL-SED e CTL-VB) (F1 = 20,27; p < 0,01) e, considerando a
interacdo entre os fatores (F1,34=0,04; p = 0,04), os animais MSG submetidos ao exercicio de
VCI (MSG-VB) apresentaram concentragdo de TG maior que os animais que ndo foram
exercitados (MSG-SED) (F1= 37,14; p < 0,01). Por outro lado, ndo houve efeito semelhante de
VCI em animais controle (CTL-VB) (F: = 3,17; p = 0,08). Diferentemente das concentracdes
plasmaticas de TG, o CHOL total foi semelhante entre os grupos submetidos ao MSG (MSG-
SED e MSG-VB) ou salina (CTL-SED e CTL-VB) (F1 = 2,38; p = 0,13), independentemente
do exercicio de VCI (F1 = 0,05; p = 0,83) e ndo houve interacdo entre os fatores MSG e
Vibration (F1, 34 = 0,01; p = 0,93) (Tabela 3).

Tabela 3 — Efeito da VVCI sobre triglicerideos e colesterol total plasmaticos de ratos Wistar.

Grupos p-valor
CTL-SED CTL-VB MSG-SED MSG-VB MSG VB interacao
Triglicerideos 101,34 + 96,69 + 141,08 + 202,01+ <0,01 0,08 0,04

(mg/dL) 24,6380 36,3380 36,297 80,49
Colesterol 106,33+ 107,31+ 117,20 + 119,48+ 0,13 0,83 0,93
(mg/dL) 17,79 34,24%2 16,77 16,2772

Legenda: Dados expressos como média + desvio padrdo da média. Letras mailsculas e diferentes representam
significancia isolada do fator MSG; letras mindsculas e diferentes representam significancia isolada do fator VB.
CTL-SED: Controle Sedentéario; CTL-VB: Controle Vibragdo; MSG-SED: MSG Sedentario; MSG-VB: MSG
Vibragdo; MSG: fator MSG; VB: fator Vibragdo. n=9-10 por grupo.

Antes do inicio do exercicio de VCI, os animais MSG mostraram uma reducdo na
curva glicémica (Fig. 3a) em comparacdo ao grupo CTL, conforme indicado pela area sob a
curva (Fig. 3b; t =-2,54; df = 36; p = 0,02). Além disso, a Anova para medidas repetidas revelou
concentragBes mais baixos de glicose no momento 15 dos animais MSG comparado ao grupo
CTL (p < 0,05, fig. 3a). Por outro lado, apos o exercicio de VCI, nenhuma diferenca entre a
area sob a curva de glicose foi evidenciada (F1 = 1,15; p = 0,29 (Fig. 3f), embora a Anova para
medidas repetidas tenha mostrado uma maior glicemia dos animais MSG-SED no tempo 15 em
comparacdo com 0s outros grupos (p < 0,05) (Fig. 3 e). Nenhuma interacdo significativa entre
os fatores MSG e Vibragdo (area sob a curva: F1,32=0,77; p = 0,39).

Alem disso, ndo houve diferenca entre os grupos MSG ou CTL antes (fig. 3c) (area
sob a curva: t =-1,54; df = 36; p = 0,13; fig. 3d) e apds (fig. 3g) o exercicio de VCI (area sob a

curva: F1 = 3,56; p = 0,07; fig. 3h) na curva insulinémica. A curva de insulina permaneceu



semelhante entre os grupos exercitados ou ndo exercitados (&rea sob a curva: F1 = 0,71; p =
0,41; fig. 3g) e ndo houve interacdo significativa entre os fatores MSG e Vibracdo (&rea sob a
curva: F1,34=0,81; p = 0,38; fig. 3h). Apesar disso, medidas a Anova para medidas repetidas
mostrou que somente no tempo 30, o grupo CTL-VB apresentou média maior que 0s demais
grupos (Fig. 3 g; p <0,05).
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A analise do TG hepatico (Fig. 4f) e do COL total (Fig. 4g) mostrou um aumento
nesses parametros em animais obesos MSG (MSG-SED e MSG-VB) (TG - F1 =5,17; p = 0,04;
COL - F1=29,54; p <0,01) em comparacdo com os grupos CTL. Além disso, um efeito isolado
da VCI no COL total (TG - F1 =0,01; p =0,93; COL - F; = 14,88; p < 0,01) foi evidenciado.
No entanto, ndo houve interacdo significativa entre os fatores para o contetdo de TG no figado
(F1,34=3,14; p = 0,10) ou o conteudo total de COL no figado (F1,34 = 0,67; p = 0,43).

3.3 Efeito da VCI sobre o sistema antioxidante

Na avaliacdo das proteinas hepéticas totais, 0s grupos MSG-SED e MSG-VB
apresentaram valores medios mais elevados que os grupos CTL-SED e CTL-VB (F1 = 4,97; p
= 0,03). A analise do efeito do exercicio de VCI néo revelou diferenga (F1 = 0,00; p = 0,98) ou
interacdo entre os fatores MSG e Vibracdo. (F1,32 = 2,98; p = 0,09) (Tabela 4).

Os grupos MSG-SED e MSG-VB apresentaram maior reacdo de lipoperoxidacao em
comparagéo aos grupos controle (CTL-SED e CTL-VB) (F1 = 18,14; p < 0,01). Nenhum efeito
do exercicio de VCI (F1 = 2,87; p = 0,10) e uma interagdo entre os fatores MSG e Vibragéo (Fy,
34 = 4,84; p = 0,03) (Tabela 4) foram evidenciados.

A atividade da enzima superoxido dismutase (SOD) foi semelhante entre todos os
grupos (MSG - F1 = 3,26; p = 0,08; Vibragdo — F1 = 3,12; p = 0,09), e nenhuma interagdo (Fi,
34 =0,61; p = 0,44) entre MSG e a vibracao foi mostrada. Por outro lado, a atividade da enzima
catalase (CAT) foi maior nos grupos MSG-SED e MSG-VB (F1 = 4,20; p = 0,05), mas o
exercicio de VCI ndo influenciou essa atividade (F1 = 0,27; p = 0,61), e nenhuma interacgéo
entre os fatores MSG e Vibragdo (Fz,34 = 0,73; p = 0,40) (Tabela 4). foram mostrados.



Tabela 4 — Efeito da VVCI sobre o sistema antioxidante hepatico de ratos Wistar.

Grupos p-valor
CTL-SED CTL-VB MSG-SED MSG-VB MSG VB Interagio

PTN 1,74 + 1,78 + 1,82 + 1,79 + 0,03 0,98 0,09
0,075 0,075 0,047 0,06

LPO 27,83 + 27,12 + 30,83 + 36,30 + <0,01 0,10 0,03
3,51B° 2,518° 3,817 6,60

SOD 6,82 + 7,44 + 6,60 + 6,84 + 0,08 0,09 0,44
0,78 0,59 0,85 0,76

CAT 374,86+ 360,99+ 256,05+ 313,00 + 0,06 0,61 0,40

119,77/ 143,462 94,738 1454882

Legenda: Dados expressos como média + desvio padrdo da média. Letras mailsculas e diferentes representam
significancia isolada do fator MSG; letras minUsculas e diferentes representam significancia isolada do fator EX.
CTL-SED: Controle Sedentario; CTL-VB: Controle Vibragdo; MSG-SED: MSG Sedentario; MSG-VB: MSG
Vibragdo; MSG: fator MSG; VB: fator Vibragdo. PTN: Poteinas hepéticas (1 mg PTN . mL-!); LPO:
lipoperoxidagdo (nmol MDA . min® . mg de PTN); SOD: Superoéxido dismutase (U . min. mg de proteina™®);
CAT: Catalase (mmol . mint. mg de proteina™). n= 9-10 por grupo.

3.4 Efeito do exercicio de VCI sobre parametros morfoldgicos

A partir do corte histologico do tecido adiposo retroperitoneal e perigonadal dos ratos
Wistar (Figura 4 a) pode-se verificar que todos os grupos apresentaram morfologia
caracteristica do tecido adiposo unilocular, sendo este composto por agregados de células
grandes denominadas adipocitos, circundados por capilares sanguineos contendo hemaécias no
seu interior. Os adipdcitos apresentaram formato poliédrico com uma fina camada de
citoplasma em torno de grandes espacos oriundos de goticulas lipidicas, antes da sua remocao
durante o processamento histoldégico. O nucleo desta ceélula se apresentou achatado e
comprimido pela goticula lipidica, com localizacao periférica (Figura 4 a).

Apesar de todos os grupos apresentarem morfologia celular caracteristica, 0s grupos
MSG-SED e MSG-VB apresentaram maior area celular no tecido adiposo retroperitoneal
(Figura 4 a), que pode ser verificada morfologicamente e confirmada pela analise morfométrica
(Figura 4 b) do tecido, visto que a area dos adipOcitos retroperitoneais apresentou-se maior do
que area desses adipocitos nos grupos submetidos a salina, CTL-SED e CTL-VB (F1 = 16,84;
p < 0,01). Quando avaliados quanto ao exercicio ou ndao de VCI, observou-se variacdo no
tamanho das células, ou seja, uma heterogeneidade evidenciada morfologicamente mostrando
que alguns adipocitos se apresentavam reduzidos em relacdo a outros (Figura 4 a). Apesar dessa
observacao e, embora a area dos adipdcitos dos animais exercitados com VCI tenha sido menor
do que a dos ndo exercitados, ndo houve diferenca estatisticamente significativa das médias da
area dos adipocitos entre os grupos (F1 = 0,39; p= 0,54) bem como ndo houve interacdo

estatisticamente significativa entre fatores MSG e Vibragdo (F1,20 = 0,48; p = 0,50).



Em contrapartida, no tecido adiposo perigonadal (Figura 4 a) ndo foi verificada
diferenca significativa no tamanho celular (Figura 4 c) seja por efeito do MSG (F1 =0,49; p =
0,49) ou do exercicio de VCI (F1 = 1,65; p = 0,21) e sem interagdo entre 0 MSG e o0 Vibracéo
(F1,20 = 1,15; p = 0,30).

Com relacdo ao tecido adiposo multilocular, ou marrom (TAM) (Figura 4 a), foi
observado uma organizacao tecidual caracteristica onde estdo presentes agregados de células
de formato poligonal, com a borda indistinta, circundadas por capilares sanguineos. O tamanho
da célula apresentou-se relativamente menor do que as do tecido adiposo unilocular, com
citoplasma contendo muitas pequenas goticulas lipidicas, vistas como vactolos brancos
(vazios) e nucleo central de formato oval.

N&o foi verificada diferenca entre as médias de porcentagem de lipideos entre os

grupos dos animais tratados ou ndo com MSG (F1 = 3,71; p = 0,07) e também ndo houve

1,17; p = 0,29) bem como n&o houve

influéncia do exercicio de VCI nesse parametro (F1
interacéo significativa entre 0 MSG e o Vibragdo (Fz,20 = 0,99; p = 0,33) (Figura 4 d). A mesma
condicdo foi observada para a contagem de ndcleos celulares (MSG — F1 = 2,37; p = 0,14;
Vibragdo — F1 = 0,76; p = 0,39; Interacdo — F1, 20 = 1,07; p = 0,31) (Figura 4 e)

A partir da analise morfoldgica do figado (Figura 4 a), foi possivel observar que 0s
grupos CTL-SED e CTL-VB apresentaram organizacdo tecidual hepatica normal, com
agregados de células hepaticas, denominadas de hepatdcitos, circundadas por tubos envoltos
por células endoteliais fenestrados, os capilares sinusoides. Estes sdo povoados por macrofagos
residentes, as células de Kupffer. Os hepatocitos possuiam citoplasma, nucleo e nucléolo bem
delimitados. Ja nos grupos MSG-SED e MSG-VB, evidenciou-se alteracdo na morfologia
tecidual. Os hepatdcitos aparentaram area maior, bem como diferenca tintorial no citoplasma e
0 inicio de formacdo de microvesiculas lipidicas. Por outro lado, o grau de esteatose
considerado em todos os grupos foi “grau 0, ou seja, os animais ndo apresentaram esteatose

hepatica, quando considerada a escala de Kleiner, et al. [33].
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Figura 4 — Fotomicrografias do tecido adiposo (TAB e TAM) e hepético de ratos Wistar em corte sagital,
coloragdo Hematoxilina e Eosina (a) e dados da histomorfometria (b — €) e contetdo total de TG e COL hepéticos
(f; 9). Letras maiusculas e diferentes no topo dos boxplots representam significancia isolada do fator MSG; letras
minusculas e diferentes representam significancia isolada do fator VB. CTL-SED: Controle Sedentario; CTL-
VB: Controle Vibra¢do; MSG-SED: MSG Sedentario; MSG-VB: MSG Vibragdo. Ad: adipécito; Nu: nucleo; CS:
capilar sanguineo; VL: vacuolo lipidico; Si: capilar sinusoide; Ku: célula de Kupffer; Mv: microvesicula lipidica;
Hp: hepatdcito. n= 6 por grupo e para TG e COL= 3-5.



3.5 Analise dos Componentes Principais (PCA)

Na andlise integrativa das varidveis consideradas significativas entre 0s grupos
experimentais, foi possivel verificar a sumarizacdo em duas varidveis latentes principais, as
quais foram assim denominadas: a) Modelos de Obesidade (eixo x); b) Grupos exercitados (eixo
y)-

Entre os modelos de obesidade, foram sumarizadas as variaveis “peso corporal”,
“comprimento nasoanal”, “indice de Lee”, massas percentuais das gorduras ‘“marrom”,
“retroperitoneal” e “perigonadal”, “area dos adipocitos retroperitoneais”, “triglicerideos
séricos” e ‘“‘colesterol total hepatico” e ‘“catalase hepatica”, apresentando um percentual de
explicabilidade de 38% (autovalor = 2,52). Nesta avaliacdo é possivel observar que 0s grupos
MSG-VB e MSG-SED apresentam maiores valores de “indice de Lee”, “triglicerideos séricos”,
“colesterol total hepatico”, “gordura marrom”, “gordura retroperitoneal” e “gordura
perigonadal”, bem como os menores valores de “peso corporal”, “comprimento nasoanal” e
“catalase hepatica”, indicando, portanto, efeito do modelo MSG (F1 = 173,323; p < 0,0001)
sobre a metabolismo lipidico e auséncia de efeito do exercicio (F1= 1,48; p = 0,231).

Em relacdo aos grupos exercitados (eixo y), foram sumarizadas as variaveis massas
percentuais do “figado”, “bago”, “rim direito”, “rim esquerdo”, “proteinas hepaticas”,
“lipoperoxidacao hepatica” e “triglicerideos hepaticos”, com um percentual de explicabilidade
de 16% (autovalor = 1,61). Observou-se que o grupo MSG-VB apresentou 0s maiores valores
de “lipoperoxidacao hepatica” e “triglicerideos hepaticos”, assim como os maiores valores de
massa dos 6rgdos (“figado”, “baco”, “rim direito” e “rim esquerdo”), mostrando que estas

variaveis foram elevadas pelo exercicio no modelo de obesidade MSG (F1=5,13; p = 0,030).
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Figura 5 — Analise dos componentes principais com a distribuicdo das variaveis significativas de ratos Wistar:
eixo x: modelos de obesidade; eixo y: grupos exercitados. PTN: Proteinas hepaticas; LEE: indice de Lee; TG:
Triglicerideos; LCOL.: Colesterol total hepético; RF: Gordura retroperitoneal; BAT: tecido adiposo marrom; PF:
Gordura perigonadal; RFA: Area adipécitos retroperitoneais; LPO: Lipoperoxidacdo hepéatica; LTG:
Triglicerideos hepaticos; CAT: Catalase hepética; BW: Peso corporal; NAL: Comprimento nasoanal; S: Baco;
KL: Rim esquerdo; KR: Rim direito; L: Figado; CTL-SED: Controle Sedentario; CTL-VB: Controle Vibracéo;
MSG-SED: MSG Sedentério; MSG-VB: MSG Vibracao.

4. Discussao

Diferentes modalidades de exercicio fisico exercem efeitos positivos sobre os efeitos
deletérios da obesidade induzida pelo MSG na fungcdo metabdlica [17-21]. No entanto, este
estudo relata pela primeira vez os efeitos da VCI no modelo MSG. Nossos resultados indicam
que a VCI promove o0 estresse oxidativo devido ao aumento da reacdo de peroxidacdo lipidica
hepatica, além de aumentar as concentracdes plasmaticas de triglicérides e produzir diferencas
morfoldgicas nos adipdcitos, sugerindo que ha alteracdo no metabolismo lipidico. No entanto,
na freqiiéncia, amplitude e periodicidade aplicada, a VCI ndo melhora os efeitos do MSG.

Animais obesos MSG (MSG-SED e MSG-VB apresentaram caracteristicas resultantes
da baixa secre¢do do horménio do crescimento (GH), aumento no indice de Lee e reducédo do
percentual de massa hepatica, baco e rins, refletindo as lesbes hipotalamicas causadas pelo
MSG [14,35-38]. Assim, animais MSG apresentaram retardo de crescimento e reducdo de
massa desses 0rgdos, alteracdes que ndo foram alteradas pelo protocolo de VCI utilizado em
nosso estudo. Além disso, os animais MSG geralmente apresentam reducdo de ganho de peso
[39], também evidenciada em nossos animais MSG a partir da 7% semana até o final do

experimento, independentemente do exercicio. Os animais MSG também apresentam hipofagia



[14], ou seja, apresentam reducdo da ingestdo alimentar ou normofagia [39]. Na presente
pesquisa, 0s animais MSG apresentam normofagia a partir da 12% semana até o final do
experimento. Como descrito anteriormente [11], o exercicio de VCI ndo influenciou a ingestéo
alimentar, corroborado por nossos resultados mostrando nenhuma alteragdo na ingestdo de
alimentos em nenhum grupo ou periodo estudado, embora se saiba que outras modalidades de
exercicios fisicos, como aerobica, geralmente restauram o controle da ingestdo de alimentos na
obesidade [40].

Os grupos MSG-SED e MSG-VB apresentaram acumulo significativo de gordura, o
que caracteriza a obesidade [13-15]. A andlise histomorfométrica também evidenciou um
aumento significativo na area de adipdcitos retroperitoneais em nossos animais MSG, o que
mostra um aumento na deposicdo de lipidios nessas células [41-44]. Embora a gordura
perigonadal dos animais MSG tenha sido semelhante aos controles neste estudo, sugerimos que
houve apenas um crescimento hiperplasico, ou seja, um numero maior de células[44], apoiado
pela maior massa de gordura perigonadal nos animais MSG-SED, diferindo do crescimento
hipertréfico da gordura retroperitoneal evidenciado pelos nossos resultados.

Os animais obesos MSG também apresentaram triglicerideos plasmaticos aumentados
e nenhuma alteracdo nas concentracfes plasmaticas totais de colesterol, caracteristica de
animais obesos MSG [14]. A elevacgéo dos triglicérides provavelmente induziu o aumento do
conteddo de triglicérides no figado de ratos MSG, como evidenciado em nossos resultados, ja
que o figado é um orgéo alvo de controle de lipidios sanguineos desempenhando um papel
chave no metabolismo de lipoproteinas e triglicerideos hepéticos geralmente derivados de
acidos graxos circulantes, que sdo absorvidos pelo figado de uma maneira dependente da dose
[45].

Além disso, a obesidade promove disfun¢Ges mitocondriais e aumenta a producéo de
espécies reativas de oxigénio (ERO), caracterizando o estado de estresse oxidativo, que reflete
na toxicidade das células hepaticas [46], as quais desempenham um papel fundamental na
manutencdo da homeostase sistémica [47]. Encontramos esse efeito toxico por uma maior
peroxidacdo lipidica e uma atividade reduzida da enzima antioxidante CAT no figado, sem
alteracdo no conteudo da enzima antioxidanteSOD nos animais obesos MSG. A enzima SOD
desempenha um papel fundamental no sistema antioxidante, uma vez que é responsavel pela
neutralizacdo do superoxido ROS (O2). Esta reagdo resulta na liberagdo de outra ERO, o
peroxido de hidrogénio (H202), que é reduzido pela CAT [48]. Nossos resultados sinalizam um

aumento parcial da oxidagdo, que provavelmente resulta em um acimulo de H > O > e



peroxidacdo lipidica refletindo um estado de lesdo oxidativa derivado da ruptura de &cidos
graxos [4,48].

A anélise do ipGTT revelou que os animais MSG exibiram uma reducéo da glicemia
no periodo pré-exercicio sem alteracdo nas concentrac@es plasmaticas de insulina, diferindo de
estudos prévios que mostram um ipGTT e normoglicemia mais altos (concentracdo glicémica
normal) em funcdo da hiperinsulinemia (concentracdo elevada de insulina) [11,12,14]. Nos
sugerimos que esses animais poderiam apresentar um atraso na captacdo de glicose
administrada por via intraperitoneal, provavelmente devido a grande quantidade visceral de
gordura e considerando que, ao longo do tempo, as concentragdes de glicose mostraram um
aumento similar aqueles dos animais controle.

Alguns estudos investigaram os efeitos da VCI na obesidade em humanos e modelos
animais. Em geral, esses estudos mostraram que a VVCI promove efeitos em certos parametros
da doenca, como melhora significativa na rigidez arterial, pressao arterial alem de promover
aumento da for¢ca muscular [49,50]. Outros estudos mostraram que a VCI resulta numa melhora
da sensibilidade a insulina [51] e reducdo do peso corporal [52]. Em modelos animais ndo é
diferente, a VCI impede o acUimulo de gordura e alteracdes bioguimicas associadas a
obesidade[11]. A literatura também mostra atenuacdo de marcadores de estresse oxidativo e
melhora na esteatose hepatica pela VCI [12].

Sun et al. [53] mostraram que o exercicio de VCI foi capaz de reduzir o ganho de peso
em camundongos com obesidade por dieta hiper lipidica com um treinamento de intensidade
del5 min por sessdo, duas vezes ao dia, cinco dias por semana durante oito semanas. No
entanto, o protocolo do exercicio de VCI no presente estudo ndo reduziu oganho de peso, 0
indice de Lee ou as gorduras retroperitoneal e perigonadal, aumentadas pela obesidade induzida
por MSG. Sugerimos que dois fatores poderiam explicar essa discrepancia: os diferentes
protocolos de VCI e 0 modelo de obesidade. O modelo MSG é excelente para o estudo da
obesidade, considerando que promove grandes depdsitos de gordura, 0 que caracteriza a
obesidade [13-15]. No entanto, as alterac@es induzidas pelo MSG podem ser muito incisivas e,
possivelmente, o atual protocolo VCI ndo foi eficaz em reverter esses parametros.

Apesar de ndo ter sido induzida reducdo do peso adiposo visceral pelo exercicio de
VCI, nossos resultados mostraram alteracGes morfologicas qualitativas nas gorduras
perigonadal e retroperitoneal, caracterizadas por uma grande heterogeneidade na area das
células dos ratos MSG-VB. Esse resultado indica que a VCI conseguiu mobilizar, pelo menos
parcialmente, os lipidios das gorduras viscerais para promover 0 gasto energético. Embora

usando diferentes parametros de exercicio com VCI, Sun et al. [53] também mostraram uma



reducdo significativa na area de adipdcitos retroperitoneais em camundongos obesos com dieta
hiperlipidica, sugerindo que a mobilizacdo lipidica de gorduras viscerais ¢ uma das
consequéncias do exercicio de VCI e que a intensidade e / ou frequéncia de exercicio é um fator
importante a ser considerado no protocolo quando o objetivo € reduzir a gordura corporal.

No ipGTT, nenhuma alteracdo foi induzida pelo exercicio de VCI em todos 0s grupos.
O exercicio de VCI, usado neste experimento, promoveu apenas um aumento no tempo 30 nos
niveis plasmaticos de insulina dos animais CTL, o que ndo foi associado com uma reducao nos
niveis de glicose e ndo teve o0 mesmo efeito nos animais obesos, dificultando a compreensdo
dessas alteracdes. A hiperinsulinemia associada a resisténcia a insulina se desenvolve na fase
estacionaria da obesidade [37], que poderia estar subjacente a esses resultados.

Curiosamente, os ratos MSG submetidos a VCI mostraram um aumento adicional nas
concentracdes de triglicerideos no plasma, sugerindo uma mobilizacdo das células do tecido
adiposo para permitir o uso de sua reserva lipidica. No entanto, os ratos MSG-VB ndo
apresentaram reducdo nos pesos de gorduras retroperitoneais e perigonais, indicando uma
oxidacao derivada de outras fontes de triacilglicerois, como os triglicerideos musculares [54].

O treino de VCI aumentou ainda mais a quantidade de colesterol total no figado. O
colesterol total inclui colesterol de lipoproteina de baixa densidade (LDL), que indica excesso
de lipidios plasmaticos e lipoproteina de alta densidade (HDL), pode ser usado como um
indicador de boa funcao cardiovascular [55], assim, sugerimos que a VCI tenha aumentado as
concentracdes de HDL em nosso estudo. Considerando que o exercicio exerce efeitos sobre os
diferentes tipos de colesterol, geralmente aumentando o HDL e reduzindo o LDL [56],
levantamos a hipdtese de que o exercicio VCI pode estar induzindo aumento de HDL no figado
e, assim, o colesterol total de animais obesos no presente estudo.

Embora os animais obesos MSG obesos ndo tenham apresentado esteatose hepatica
guando comparados com seus respectivos grupos CTL-SED e CTL-VB, pequenas alteractes
qualitativas na coloracdo e no volume de hepatdcitos foram evidenciadas, sugerindo o inicio da
deposicdo lipidica, uma vez que animais obesos MSG geralmente apresentam aumento
contetido de TG no figado[38], o que poderia resultar posteriormente em esteatose hepatica,
caracteristica de animais obesos MSG.

Além disso, nossos resultados mostram uma oxidacéo lipidica adicional no figado de
animais obesos MSG. O exercicio fisico geralmente reduz o conteldo lipidico hepatico e a
oxidacdo. Liu et al., [12] demonstraram que a VCI eliminou o acimulo de lipidios hepéticos,
que, segundo os autores, sdo causados pelo aumento de EROs ou, a deposi¢édo de lipidios e a

formacéo de esteatose hepéatica também podem ser um fator causal para 0 aumento de EROs.



Os autores ainda demonstraram que houve um aumento da lipoperoxidagdo em camundongos
obesos e que foi reduzida em aproximadamente 30% pelo exercicio de VCI, indicando que a
homeostase redox foi melhorada. Além disso, 0s teores de enzimas antioxidantes da glutationa
reduzida (GSH) e da glutationa peroxidase (GPX) aumentaram, enquanto a atividade da SOD
e CAT néo foi alterada pelo treinamento. Segundo os autores, esses resultados indicaram que o
exercicio de VCI atenua o estresse oxidativo para melhorar a esteatose hepética e, em seguida,
melhora a resisténcia a insulina de camundongos obesos db / db. J& o treinamento fisico pode
fornecer adaptac@es prévias para todo o sistema antioxidante [57], pela alta demanda de O [58]
para reduzir o estresse oxidativo, a questdo é se 0 aumento da lipoperoxidacdo induzida pela
VCI é uma adaptacdo prévia a um aumento posterior na atividade das enzimas SOD e / ou CAT,
entretanto, permanece incerto se isso € pertinente ou aplicavel.

Juntos, esses resultados mostraram que as variaveis séo influenciadas principalmente
pelo modelo da obesidade e néo pelo exercicio de VCI. Este fato pode ser confirmado pela PCA
e ilustrado na figura 5, onde ha uma separacdo dos grupos de acordo com as variaveis quanto
ao modelo de obesidade, mas mesmo havendo uma tendéncia a separacdo, ha uma sobreposicao
entre os grupos quanto a VVCI. Entretanto, algumas alteracdes no metabolismo e peroxidacdo de
lipideos, ainda que sutis, representam um importante estimulo para discussdes e novos estudos,

considerando a lacuna da literatura para esse fim.
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70

CONSIDERACOES FINAIS

A realizacdo desta pesquisa permitiu avaliar os efeitos de um tratamento
alternativo para a obesidade. Os animais obesos apresentaram depdositos de gordura
elevados, aumento significativo no indice de Lee, aumento nas concentracdes
plasmaticas e hepaticas de lipideos, na area dos adip6citos no TAB, além de dano
oxidativo e reducéo do sistema antioxidante hepatico. Sendo assim, o MSG foi capaz
de induzir a obesidade nos animais.

Ja o tratamento com a VCI reduziu o indice de Lee e o colesterol total
hepatico, somente nos animais controle. Nos animais obesos, o tratamento induziu
mobilizacao parcial nos lipideos do TAB, uma vez que, os adipOcitos se apresentaram
com tamanho celular variado. Por outro lado, o tratamento exacerbou a trigliceridemia
e a lipoperoxidacdo no figado, fato que poderia resultar na adaptacdo do sistema
antioxidante para reparar os danos celulares a longo prazo.

E importante ressaltar que o modelo MSG possui consideradas limitacdes,
uma vez que, induz leses hipotalamicas e consequentemente alteracoes fisiologicas
muito caracteristicas. Deste modo, o modelo pode néo ter sido ideal para esclarecer
os efeitos do tipo de tratamento utilizado sobre as alteracbes encontradas na
obesidade. Além disso, o protocolo utilizado para o tratamento com o exercicio de VCI
ndo esclareceu todas as questdes levantadas. Sugere-se que novas adaptacdes no
protocolo, como alteracdes na intensidade e duracdo utilizadas sejam avaliadas em

futuros estudos.
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submission and navigate the publication process with ease.
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a mixture of these). Authors who feel their English language manuscript may require
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Submission
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As part of the Your Paper Your Way service, you may choose to submit your
manuscript as a single file to be used in the refereeing process. This can be a PDF
file or a Word document, in any format or lay-out that can be used by referees to
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References

There are no strict requirements on reference formatting at submission. References
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author(s) name(s), journal title/book title, chapter title/article title, year of publication,
volume number/book chapter and the article number or pagination must be present.
Use of DOI is highly encouraged. The reference style used by the journal will be
applied to the accepted article by Elsevier at the proof stage. Note that missing data
will be highlighted at proof stage for the author to correct.

Formatting requirements

There are no strict formatting requirements but all manuscripts must contain the
essential elements needed to convey your manuscript, for example Abstract,
Keywords, Introduction, Materials and Methods, Results, Conclusions, Artwork and
Tables with Captions.

If your article includes any Videos and/or other Supplementary material, this should
be included in your initial submission for peer review purposes.

Divide the article into clearly defined sections.

Figures and tables embedded in text

Please ensure the figures and the tables included in the single file are placed next to
the relevant text in the manuscript, rather than at the bottom or the top of the file. The
corresponding caption should be placed directly below the figure or table.

Peer review

This journal operates a single blind review process. All contributions will be initially
assessed by the editor for suitability for the journal. Papers deemed suitable are then
typically sent to a minimum of two independent expert reviewers to assess the
scientific quality of the paper. The Editor is responsible for the final decision
regarding acceptance or rejection of articles. The Editor's decision is final. More
information on types of peer review.

REVISED SUBMISSIONS


https://www.elsevier.com/reviewers/what-is-peer-review
https://www.elsevier.com/reviewers/what-is-peer-review

Use of word processing software

Regardless of the file format of the original submission, at revision you must provide
us with an editable file of the entire article. Keep the layout of the text as simple as
possible. Most formatting codes will be removed and replaced on processing the
article. The electronic text should be prepared in a way very similar to that of
conventional manuscripts (see also the Guide to Publishing with Elsevier). See also
the section on Electronic artwork.

To avoid unnecessary errors you are strongly advised to use the 'spell-check’ and
‘grammar-check’ functions of your word processor.

Article structure

Short Communications

Short communications are limited to 3000 words and are not subdivided. The paper
should contain an abstract, main body and references, and contain no more than 4
figures or tables, combined. The abstract is limited to 100 words. A guide to
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figures/tables/eqgns as:
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title.
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section numbering). Use this numbering also for internal cross-referencing: do not
just refer to 'the text'. Any subsection may be given a brief heading. Each heading
should appear on its own separate line.

Introduction
State the objectives of the work and provide an adequate background, avoiding a
detailed literature survey or a summary of the results.

Material and methods

Provide sufficient details to allow the work to be reproduced by an independent
researcher. Methods that are already published should be summarized, and
indicated by a reference. If quoting directly from a previously published method, use
guotation marks and also cite the source. Any modifications to existing methods
should also be described.

Results
Results should be clear and concise.

Discussion
This should explore the significance of the results of the work, not repeat them. A
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combined Results and Discussion section is often appropriate. Avoid extensive
citations and discussion of published literature.

Conclusions

The main conclusions of the study may be presented in a short Conclusions section,
which may stand alone or form a subsection of a Discussion or Results and
Discussion section.

Essential title page information

« Title. Concise and informative. Titles are often used in information-retrieval
systems. Avoid abbreviations and formulae where possible.

* Author names and affiliations. Please clearly indicate the given name(s) and
family name(s) of each author and check that all names are accurately spelled. You
can add your name between parentheses in your own script behind the English
transliteration. Present the authors' affiliation addresses (where the actual work was
done) below the names. Indicate all affiliations with a lower-case superscript letter
immediately after the author's name and in front of the appropriate address. Provide
the full postal address of each affiliation, including the country name and, if available,
the e-mail address of each author.

» Corresponding author. Clearly indicate who will handle correspondence at all
stages of refereeing and publication, also post-publication. This responsibility
includes answering any future queries about Methodology and Materials. Ensure
that the e-mail address is given and that contact details are kept up to date by
the corresponding author.

* Present/permanent address. If an author has moved since the work described in
the article was done, or was visiting at the time, a '‘Present address' (or 'Permanent
address’) may be indicated as a footnote to that author's name. The address at which
the author actually did the work must be retained as the main, affiliation address.
Superscript Arabic numerals are used for such footnotes.

Highlights

Highlights are mandatory for this journal. They consist of a short collection of bullet
points that convey the core findings of the article and should be submitted in a
separate editable file in the online submission system. Please use 'Highlights' in the
file name and include 3 to 5 bullet points (maximum 85 characters, including spaces,
per bullet point). You can view example Highlights on our information site.

Abstract

A concise and factual abstract is required. The abstract should state briefly the
purpose of the research, the principal results and major conclusions. An abstract is
often presented separately from the article, so it must be able to stand alone. For this
reason, References should be avoided, but if essential, then cite the author(s) and
year(s). Also, non-standard or uncommon abbreviations should be avoided, but if
essential they must be defined at their first mention in the abstract itself.

Graphical abstract
Although a graphical abstract is optional, its use is encouraged as it draws more


https://www.elsevier.com/authors/journal-authors/highlights

attention to the online article. The graphical abstract should summarize the contents
of the article in a concise, pictorial form designed to capture the attention of a wide
readership. Graphical abstracts should be submitted as a separate file in the online
submission system. Image size: Please provide an image with a minimum of 531 x
1328 pixels (h x w) or proportionally more. The image should be readable at a size of
5 x 13 cm using a regular screen resolution of 96 dpi. Preferred file types: TIFF, EPS,
PDF or MS Office files. You can view Example Graphical Abstracts on our
information site.

Authors can make use of Elsevier's lllustration Services to ensure the best
presentation of their images and in accordance with all technical requirements.

Keywords

Immediately after the abstract, provide a maximum of 6 keywords, using American
spelling and avoiding general and plural terms and multiple concepts (avoid, for
example, 'and’, 'of). Be sparing with abbreviations: only abbreviations firmly
established in the field may be eligible. These keywords will be used for indexing
purposes.

Drugs
Proprietary (trademarked) names should be capitalized. The chemical name should
precede the trade, popular name, or abbreviation of a drug the first time it occurs.

Acknowledgements

Collate acknowledgements in a separate section at the end of the article before the
references and do not, therefore, include them on the title page, as a footnote to the
title or otherwise. List here those individuals who provided help during the research
(e.g., providing language help, writing assistance or proof reading the article, etc.).
Please seek permission from individuals before acknowledging them in your article.

Formatting of funding sources
List funding sources in this standard way to facilitate compliance to funder's
requirements:

Funding: This work was supported by the National Institutes of Health [grant numbers
XXXX, yyyy]; the Bill & Melinda Gates Foundation, Seattle, WA [grant number zzzz];
and the United States Institutes of Peace [grant number aaaa).

It is not necessary to include detailed descriptions on the program or type of grants
and awards. When funding is from a block grant or other resources available to a
university, college, or other research institution, submit the name of the institute or
organization that provided the funding.

If no funding has been provided for the research, please include the following
sentence:

This research did not receive any specific grant from funding agencies in the public,
commercial, or not-for-profit sectors.
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Units
Follow internationally accepted rules and conventions: use the international system
of units (SI). If other units are mentioned, please give their equivalent in Sl.

Math formulae

Please submit math equations as editable text and not as images. Present simple
formulae in line with normal text where possible and use the solidus (/) instead of a
horizontal line for small fractional terms, e.g., X/Y. In principle, variables are to be
presented in italics. Powers of e are often more conveniently denoted by exp.
Number consecutively any equations that have to be displayed separately from the
text (if referred to explicitly in the text).

Anesthesia

In describing surgical procedures on animals, the type and dosage of the anesthetic
agent should be specified. Curarizing agents are not anesthetics; if these were used,
evidence must be provided that anesthesia of suitable grade and duration was
employed.

Footnotes

Footnotes should be used sparingly. Number them consecutively throughout the
article. Many word processors build footnotes into the text, and this feature may be
used. Should this not be the case, indicate the position of footnotes in the text and
present the footnotes themselves separately at the end of the article.

Artwork

Electronic artwork

General points

» Make sure you use uniform lettering and sizing of your original artwork.

* Preferred fonts: Arial (or Helvetica), Times New Roman (or Times), Symbol,
Courier.

* Number the illustrations according to their sequence in the text.

* Use a logical naming convention for your artwork files.

* Indicate per figure if it is a single, 1.5 or 2-column fitting image.

» For Word submissions only, you may still provide figures and their captions, and
tables within a single file at the revision stage.

* Please note that individual figure files larger than 10 MB must be provided in
separate source files.

A detailed guide on electronic artwork is available.

You are urged to visit this site; some excerpts from the detailed information are
given here.

Formats

Regardless of the application used, when your electronic artwork is finalized, please
'save as' or convert the images to one of the following formats (note the resolution
requirements for line drawings, halftones, and line/halftone combinations given
below):

EPS (or PDF): Vector drawings. Embed the font or save the text as 'graphics'.

TIFF (or JPG): Color or grayscale photographs (halftones): always use a minimum of
300 dpi.

TIFF (or JPG): Bitmapped line drawings: use a minimum of 1000 dpi.
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TIFF (or JPG): Combinations bitmapped line/half-tone (color or grayscale): a
minimum of 500 dpi is required.

Please do not:

* Supply files that are optimized for screen use (e.g., GIF, BMP, PICT, WPG); the
resolution is too low.

* Supply files that are too low in resolution.

» Submit graphics that are disproportionately large for the content.

Color artwork

Please make sure that artwork files are in an acceptable format (TIFF (or JPEG),
EPS (or PDF) or MS Office files) and with the correct resolution. If, together with your
accepted article, you submit usable color figures then Elsevier will ensure, at no
additional charge, that these figures will appear in color online (e.g., ScienceDirect
and other sites) in addition to color reproduction in print. Further information on the
preparation of electronic artwork.

Figure captions

Ensure that each illustration has a caption. A caption should comprise a brief title
(noton the figure itself) and a description of the illustration. Keep text in the
illustrations themselves to a minimum but explain all symbols and abbreviations
used.

Text graphics
Text graphics may be embedded in the text at the appropriate position. See further
under Electronic artwork.

Tables

Please submit tables as editable text and not as images. Tables can be placed either
next to the relevant text in the article, or on separate page(s) at the end. Number
tables consecutively in accordance with their appearance in the text and place any
table notes below the table body. Be sparing in the use of tables and ensure that the
data presented in them do not duplicate results described elsewhere in the article.
Please avoid using vertical rules and shading in table cells.

References

Citation in text

Please ensure that every reference cited in the text is also present in the reference
list (and vice versa). Any references cited in the abstract must be given in full.
Unpublished results and personal communications are not recommended in the
reference list, but may be mentioned in the text. If these references are included in
the reference list they should follow the standard reference style of the journal and
should include a substitution of the publication date with either 'Unpublished results'
or 'Personal communication'. Citation of a reference as 'in press' implies that the item
has been accepted for publication.

Reference links
Increased discoverability of research and high quality peer review are ensured by
online links to the sources cited. In order to allow us to create links to abstracting and
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indexing services, such as Scopus, CrossRef and PubMed, please ensure that data
provided in the references are correct. Please note that incorrect surnames,
journal/book titles, publication year and pagination may prevent link creation. When
copying references, please be careful as they may already contain errors. Use of the
DOl is highly encouraged.

A DOl is guaranteed never to change, so you can use it as a permanent link to any
electronic article. An example of a citation using DOI for an article not yet in an issue
is: VanDecar J.C., Russo R.M., James D.E., Ambeh W.B., Franke M. (2003).
Aseismic continuation of the Lesser Antilles slab beneath northeastern Venezuela.
Journal of Geophysical Research, https://doi.org/10.1029/2001JB000884. Please
note the format of such citations should be in the same style as all other references
in the paper.

Web references

As a minimum, the full URL should be given and the date when the reference was
last accessed. Any further information, if known (DOI, author names, dates, reference
to a source publication, etc.), should also be given. Web references can be listed
separately (e.g., after the reference list) under a different heading if desired, or can
be included in the reference list.

Data references

This journal encourages you to cite underlying or relevant datasets in your
manuscript by citing them in your text and including a data reference in your
Reference List. Data references should include the following elements: author
name(s), dataset title, data repository, version (where available), year, and global
persistent identifier. Add [dataset] immediately before the reference so we can
properly identify it as a data reference. The [dataset] identifier will not appear in your
published article.

References in a special issue
Please ensure that the words 'this issue' are added to any references in the list (and
any citations in the text) to other articles in the same Special Issue.

Reference management software

Most Elsevier journals have their reference template available in many of the most
popular reference management software products. These include all products that
support Citation Style Language styles, such as Mendeley. Using citation plug-ins
from these products, authors only need to select the appropriate journal template
when preparing their article, after which citations and bibliographies will be
automatically formatted in the journal's style. If no template is yet available for this
journal, please follow the format of the sample references and citations as shown in
this Guide. If you use reference management software, please ensure that you
remove all field codes before submitting the electronic manuscript. More information
on how to remove field codes from different reference management software.

Users of Mendeley Desktop can easily install the reference style for this journal by
clicking the following link:
http://open.mendeley.com/use-citation-style/physiology-and-behavior
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When preparing your manuscript, you will then be able to select this style using the
Mendeley plug-ins for Microsoft Word or LibreOffice.

Reference formatting

There are no strict requirements on reference formatting at submission. References
can be in any style or format as long as the style is consistent. Where applicable,
author(s) name(s), journal title/book title, chapter title/article title, year of publication,
volume number/book chapter and the article number or pagination must be present.
Use of DOl is highly encouraged. The reference style used by the journal will be
applied to the accepted article by Elsevier at the proof stage. Note that missing data
will be highlighted at proof stage for the author to correct. If you do wish to format the
references yourself they should be arranged according to the following examples:

Reference style

Text: Indicate references by number(s) in square brackets in line with the text. The
actual authors can be referred to, but the reference number(s) must always be
given.

Example: '..... as demonstrated [3,6]. Barnaby and Jones [8] obtained a different
result ...."

List: Number the references (numbers in square brackets) in the list in the order in
which they appear in the text.

Examples:

Reference to a journal publication:

[1] J. van der Geer, J.A.J. Hanraads, R.A. Lupton, The art of writing a scientific
article, J. Sci. Commun. 163 (2010) 51-59. https://doi.org/10.1016/j.S¢.2010.00372.
Reference to a journal publication with an article number:

[2] Van der Geer, J., Hanraads, J.A.J., Lupton, R.A., 2018. The art of writing a
scientific article. Heliyon. 19, e00205. https://doi.org/10.1016/j.heliyon.2018.e00205.
Reference to a book:

[3] W. Strunk Jr., E.B. White, The Elements of Style, fourth ed., Longman, New York,
2000.

Reference to a chapter in an edited book:

[4] G.R. Mettam, L.B. Adams, How to prepare an electronic version of your article, in:
B.S. Jones, R.Z. Smith (Eds.), Introduction to the Electronic Age, E-Publishing Inc.,
New York, 2009, pp. 281-304.

Reference to a website:

[5] Cancer Research UK, Cancer statistics reports for the UK.
http://www.cancerresearchuk.org/aboutcancer/statistics/cancerstatsreport/, 2003
(accessed 13 March 2003).

Reference to a dataset:

[dataset] [6] M. Oguro, S. Imahiro, S. Saito, T. Nakashizuka, Mortality data for
Japanese oak wilt disease and surrounding forest compositions, Mendeley Data, v1,
2015. https://doi.org/10.17632/xwj98nb39r.1.

Journal abbreviations source
Journal names should be abbreviated according to the List of Title Word
Abbreviations.

Data visualization
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Include interactive data visualizations in your publication and let your readers interact
and engage more closely with your research. Follow the instructions here to find out
about available data visualization options and how to include them with your article.

Research data

This journal encourages and enables you to share data that supports your research
publication where appropriate, and enables you to interlink the data with your
published articles. Research data refers to the results of observations or
experimentation that validate research findings. To facilitate reproducibility and data
reuse, this journal also encourages you to share your software, code, models,
algorithms, protocols, methods and other useful materials related to the project.

Below are a number of ways in which you can associate data with your article or
make a statement about the availability of your data when submitting your
manuscript. If you are sharing data in one of these ways, you are encouraged to cite
the data in your manuscript and reference list. Please refer to the "References”
section for more information about data citation. For more information on depositing,
sharing and using research data and other relevant research materials, visit

the research data page.

Data linking

If you have made your research data available in a data repository, you can link your
article directly to the dataset. Elsevier collaborates with a number of repositories to
link articles on ScienceDirect with relevant repositories, giving readers access to
underlying data that gives them a better understanding of the research described.

There are different ways to link your datasets to your article. When available, you can
directly link your dataset to your article by providing the relevant information in the
submission system. For more information, visit the database linking page.

For supported data repositories a repository banner will automatically appear next to
your published article on ScienceDirect.

In addition, you can link to relevant data or entities through identifiers within the text
of your manuscript, using the following format: Database: xxxx (e.g., TAIR:
AT1G01020; CCDC: 734053; PDB: 1XFN).

Mendeley Data

This journal supports Mendeley Data, enabling you to deposit any research data
(including raw and processed data, video, code, software, algorithms, protocols, and
methods) associated with your manuscript in a free-to-use, open access repository.
During the submission process, after uploading your manuscript, you will have the
opportunity to upload your relevant datasets directly to Mendeley Data. The datasets
will be listed and directly accessible to readers next to your published article online.

For more information, visit the Mendeley Data for journals page.

Data in Brief
You have the option of converting any or all parts of your supplementary or additional
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raw data into one or multiple data articles, a new kind of article that houses and
describes your data. Data articles ensure that your data is actively reviewed, curated,
formatted, indexed, given a DOI and publicly available to all upon publication. You
are encouraged to submit your article for Data in Brief as an additional item directly
alongside the revised version of your manuscript. If your research article is accepted,
your data article will automatically be transferred over to Data in Brief where it will be
editorially reviewed and published in the open access data journal, Data in Brief.
Please note an open access fee of 500 USD is payable for publication in Data in
Brief. Full details can be found on the Data in Brief website. Please use this
template to write your Data in Brief.

Data statement

To foster transparency, we encourage you to state the availability of your data in your
submission. This may be a requirement of your funding body or institution. If your
data is unavailable to access or unsuitable to post, you will have the opportunity to
indicate why during the submission process, for example by stating that the research
data is confidential. The statement will appear with your published article on
ScienceDirect. For more information, visit the Data Statement page.

After Acceptance
Online proof correction

Corresponding authors will receive an e-mail with a link to our online proofing
system, allowing annotation and correction of proofs online. The environment is
similar to MS Word: in addition to editing text, you can also comment on
figures/tables and answer questions from the Copy Editor. Web-based proofing
provides a faster and less error-prone process by allowing you to directly type your
corrections, eliminating the potential introduction of errors.

If preferred, you can still choose to annotate and upload your edits on the PDF
version. All instructions for proofing will be given in the e-mail we send to authors,
including alternative methods to the online version and PDF.

We will do everything possible to get your article published quickly and accurately.
Please use this proof only for checking the typesetting, editing, completeness and
correctness of the text, tables and figures. Significant changes to the article as
accepted for publication will only be considered at this stage with permission from the
Editor. It is important to ensure that all corrections are sent back to us in one
communication. Please check carefully before replying, as inclusion of any
subsequent corrections cannot be guaranteed. Proofreading is solely your
responsibility.

Offprints

The corresponding author will, at no cost, receive a customized Share Link providing
50 days free access to the final published version of the article on ScienceDirect. The
Share Link can be used for sharing the article via any communication channel,
including email and social media. For an extra charge, paper offprints can be ordered
via the offprint order form which is sent once the article is accepted for publication.
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Both corresponding and co-authors may order offprints at any time via

Elsevier's Webshop. Corresponding authors who have published their article gold
open access do not receive a Share Link as their final published version of the article
Is available open access on ScienceDirect and can be shared through the article DOI
link.

Author Inquiries

Visit the Elsevier Support Center to find the answers you need. Here you will find
everything from Frequently Asked Questions to ways to get in touch.

You can also check the status of your submitted article or find

out http://service.elsevier.com/app/answers/detail/a_id/5981/kw/5981/p/13783/suppor
thub/publishing">when your accepted article will be published.
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