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RESUMO GERAL

O objetivo desse estudo foi avaliar o efeito da vagotomia subdiafragmatica associada ou
nao a esplenectomia sobre a morfologia hepatica em ratos obesos induzidos pelo
glutamato monossédico (MSG). Ratos machos recém-nascidos receberam durante os
cinco primeiros dias de vida injeces de 4 g de MSG/Kg de peso corporal (grupo MSG)
ou 1,25 g de solucao salina/Kg de peso corporal - grupo controle (CTL). Aos 60 dias de
vida os animais obesos MSG foram submetidos a vagotomia subdiafragméatica (MSG
VAG), ou a esplenectomia (MSG ESP), ou a vagotomia associada a esplenectomia (MSG
VAG ESP), ou, a falsa operacdo (MSG FO). Com 150 dias os animais foram
eutanasiados. Os estoques de gorduras perigonadal e retroperitoneal foram maiores nos
animais MSG FO em relacdo ao CTL. O peso da gordura retroperitoneal foi menor nos
MSG VAG, MSG ESP e MSG VAG ESP em relacdo aos grupos MSG FO. O grau de
esteatose hepatica foi menor nos animais MSG VAG quando comparado ao MSG FO.
Assim a vagotomia exerceu um efeito protetor sobre a instalacdo da doenca hepatica
gordurosa nao alcodlica (DHGNA)nos animais obesos MSG. Entretanto a esplenectomia
exacerbou este parametro nos animais do grupo MSG ESP em relagdo ao grupo MSG
FO. Interessantemente o grau de esteatose foi similar entre os animais MSG VAG ESP
e 0 grupo MSG FO. Desta forma, conclui-se que o nervo vago e o baco tem participacao
importante, porém independentes, na instalacdo da DHGNA no modelo de obesidade
induzida pelo MSG.

Palavras-Chaves: Figado, obesidade, baco, nervo vago.



EFFECT OF VAGOTOMY ASSOCIATED OR NOT WITH SPLEECTOMY ON LIVER
HISTOLOGY IN OBESE RATS-MSG

ABSTRACT

The objective of this study was to evaluate the effect of subdiaphragmatic vagotomy
associated or not to splenectomy on the liver morphology in obese rats induced by
glutamate monosodium (MSG). Newborn male rats received during the first five days of
life injections of either 4 g MSG/body weight kg (MSG group) or 1.25 g saline/body weight
kg - control group (CTL). At 60 days of age the MSG obese animals were subjected to
subdiaphragmatic vagotomy (MSG VAG), or splenectomy (MSG ESP) or vagotomy
associated with splenectomy (MSG VAG ESP), or false operation (MSG FO). At 150 days
the animals were euthanized. The perigonadal and retroperitoneal fat stocks were higher
in MSG FO animals compared to CTL. Retroperitoneal fat weight was lower in MSG VAG,
MSG ESP and MSG VAG ESP compared to MSG FO groups. The degree of hepatic
steatosis was lower in MSG VAG animals when compared to MSG FO. Thus the
vagotomy had a protective effect on the installation of the nonalcoholic fatty liver disease
(NAFLD) in obese animals MSG. However, splenectomy exacerbated this parameter in
animals from the MSG ESP group compared to the MSG FO group. Interestingly the
degree of steatosis was similar between the MSG VAG ESP animals and the MSG FO
group. Thus, it is concluded that the vagus nerve and the spleen play an important but
independent role in the installation of NAFLD in the MSG-induced obesity model.

Key words: Liver, obesity, spleen, vagus nerve.
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1. INTRODUCAO

A obesidade pode ser definida como um acumulo de gordura em excesso que
pode apresentar riscos para a saude. Aproximadamente 50% da populacao brasileira
apresenta sobrepeso, e se tornou cada vez mais frequente o aumento de peso infantil,
sendo estimadas cerca de 41 milhdes de criangas com obesidade (WHO, 2016).

Muitas sdo as causas atribuidas ao surgimento dessa epidemia de obesidade
(GEARHARDT et al.,, 2012), uma das principais sdo as mudancas nos habitos
alimentares, que nos ultimos anos passou de alimentos naturais e saudaveis para
alimentos industrializados e mais palataveis, ricos em gorduras e calorias, e pela falta
de atividade fisica aumentando assim o sedentarismo (NUNES et al., 2006; COOK et
al., 2001). Quando a energia consumida excede o gasto, ocorre um estado de balanco
energético positivo, em que o0 excesso de energia € armazenado na forma de gordura
no tecido adiposo (HILL et al., 2012). Devido a estas mudancas, € cada vez maior a
incidéncia de obesidade, a qual afeta praticamente todos 0s grupos socioecondémicos
e idades, tanto em paises desenvolvidos quanto em desenvolvimento (ABESO, 2011).
Esses fatores predispdem para o desenvolvimento de varias comorbidades, tais como
diabetes mellitus tipo 2 (DM2), hipertensédo arterial sistémica (HAS), dislipidemia
(DLP), cancer e doenca hepética gordurosa ndo alcodlica (DHGNA) (MILIC et al.,
2014; MORALES-VILLEGAS, 2013).

A DHGNA ¢é caracterizada pelo acumulo de gordura (principalmente
triglicerideos) nos hepatocitos, resultante da resisténcia a insulina (RI), ndo associado
ao consumo de bebida alcodlica. Esta doenca tem assumido um papel de extrema
importancia por ser a doenca hepatica mais comum no mundo (MILIC et al., 2014).
Ela esta presente em cerca de 80% dos obesos e em até 95% dos obesos mérbidos
(LABRECQUE et al., 2014; VERNON et al.,, 2011). Ela pode variar de esteatose
hepatica simples (EH), até esteato hepatite ndo alcodlica (EHNA), podendo evoluir
para uma cirrose ou carcinoma hepatocelular (CH) (RINELLA, 2015). A DHGNA é
considerada uma manifestacdo hepatica da sindrome metabdlica (SM), estando
relacionada a DM2, RI, hipertensdo e DLP (DIETRICH; HELLERBRAND, 2014;
VERNON et al., 2011).

Véarios mecanismos estdo envolvidos no controle do metabolismo corporal, e
disfungbes no sistema autdbnomo, por exemplo, 0 aumento da atividade

parassimpatica e diminuicdo da atividade simpatica, que pode acarretar no
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desequilibrio da homeostase glicEmica e lipidica, e levar a Rl e hiperinsulinemia, que
pode causar véarias complicacdes resultando no DM2. Licht e colaboradores
mostraram que a hipertrigliceridemia em pacientes com SM esta fortemente
associada com essas disfuncdes na atividade do sistema nervoso auténomo (SNA),
sendo relacionadas com o surgimento e progressao da doenca (LICHT et al., 2010).
O acumulo de lipidios que ocorre na EH desencadeia a inflamacéo sistémica
cronica de baixo grau, associada a um desequilibrio na producédo de citocinas e
alteracdes nas células imunes (GREEVENBROEK et al., 2013; BAFFY, 2009; VAN;
HOTAMISLIGIL, 2006; KREMER et al., 2006; LI et al., 2005; PESTKA et al., 2004).
Estudos investigaram a relagcédo entre o baco e o metabolismo lipidico, e observaram
gue ratos esplenectomizados, exibiram piora na dislipidemia, alteracdes inflamatérias
no tecido adiposo, aumento de triglicerideos nos tecidos e agravo na esteatose
hepatica (INOUE et al.,, 2012b). O baco € necessario na regulacdo da resposta
inflamatéria, e sob influéncia do nervo vago, pode regular a resposta imune e as
concentracfes de citocinas (BORGES et al., 2014; TRACEY, 2012; HUSTON et al.,
2006). No entanto, ainda nao foi identificada uma inervacéo direta no bacgo pelo nervo
vago (ROSAS-BALLINA et al., 2008; MIGNINI et al., 2003; CANO et al., 2001,
BERTHOUD; POWLEY, 1993; BELLINGER et a al., 1989, 1993; NANCE, 1989).
Varios modelos experimentais sdo utlizados para entender melhor as
complicacbes e as causas da obesidade. Um dos modelos é o de obesidade
hipotalamica, induzida por glutamato monossédico (MSG), que em doses elevadas
no periodo neonatal causam lesdes no sistema nervoso central (SNC). Ratos com
obesidade hipotalamica, induzida por MSG, apresentam hiperinsulinemia, resisténcia
a insulina, intolerancia a glicose, dislipidemia e elevadas concentracdes de acidos
graxos livres (AGL) e TG no figado (SOARES et al., 2017). A vagotomia
subdiafragmatica bilateral precoce reduz o acumulo de gordura e melhora a
homeostase glicémica e lipidica em ratos obesos MSG (LUBACZEUSKI, et al., 2015).
Inoue e colaboradores, 2012 demonstraram que ratos esplenectomizados, exibiram
piora na dislipidemia, aumento de TG nos tecidos e agravo na EH (INOUE et al.,
2012a). Ainda ndo se conhece arelacdo entre SNA e o sistema imune esplénico sobre
a instalacdo da obesidade e suas comorbidades. Desta forma este trabalho esta
sendo proposto na tentativa de entender melhor os efeitos da vagotomia e da

esplenectomia, associadas ou néo, sobre a obesidade-MSG.
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Avaliar o efeito da vagotomia associada ou nao esplenectomia sobre perfis
bioguimicos, homeostase lipidica e morfologia hepética em ratos obesos - MSG;

2.2 Objetivos Especificos

Analisar em ratos obesos submetidos a a vagotomia e/ou esplenectomia 0s
parametros relacionados:
e A obesidade;
e Ao perfil lipidico plasmatico e hepatico;
e Aos aspectos da morfologia hepatica relacionados a presenca de
DHGNA.
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3. REVISAO DE LITERATURA

3.1 Obesidade

A obesidade é uma doenca que se tornou cada vez mais comum, e sua
prevaléncia ja atinge proporc¢des epidémicas (ABESO, 2016). No Brasil, a obesidade
vem aumentando significativamente nos ultimos anos. Segundo levantamentos do
Ministério da Saude (MS), uma em cada cinco pessoas no pais esta acima do peso.
A prevaléncia de obesidade cresceu 60% em dez anos e passou de 11,8%, em 2006,
para 18,9%, em 2016. Estima-se que em 2025, cerca de 2,3 bilhdes de adultos
estardo com sobrepeso e cerca de 700 milhdes apresentardo obesidade. A obesidade
ocupa o quinto lugar no ranking das principais causas de morte no mundo.
Aproximadamente 2,8 milhdes de adultos morrem por ano em decorréncia das
consequéncias do excesso de peso. Devido ao aumento da sua incidéncia, a
obesidade tem sido considerada a mais importante desordem nutricional tanto em
paises desenvolvidos como nos paises em desenvolvimento (WHO, 2014; WHO,
2016).

Definida como acumulo de gordura em excesso, a obesidade € um fator de
risco para o desenvolvimento de véarias doencas tais como o diabetes mellitus tipo 2
(DM2), hipertensdo arterial sistémica (HAS), dislipidemia (DLP), doenca hepéatica
gordurosa nao alcodlica (DHGNA), e alguns tipos de cancer (LOPES, 2007; LEITE-
CAVALCANTI et al., 2009; MORALES-VILLEGAS, 2013; MILIC et al., 2014). A
chance de surgimento de doengas crnicas ndo transmissiveis (DCNT) é claramente
proporcional ao aumento de peso no individuo. Sendo assim, individuos obesos tem
mais chances de desenvolver doencas do que individuos com peso corporal normal
(FISBERG; FIORILLO, 2009).

A obesidade também pode ser caracterizada por um estado inflamatério
cronico de baixo grau no organismo, causado por um desequilibrio energético onde a
energia consumida excede o gasto, levando a um estado de balan¢co energético
positivo, em que o0 excesso de energia € armazenado na forma de gordura no tecido
adiposo (HILL et al., 2012; VELLOSO et al., 2011; HOTAMISLIGIL, 2006).

O tecido adiposo ndo é apenas responsavel pelo armazenamento de energia,
ele é considerado um tecido metabolicamente ativo e responséavel pela regulacdo do
metabolismo corporal (SHUSTER et al., 2012; PERRINI et al., 2008). O excesso de
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tecido adiposo leva a alteracfes metabdlicas associadas a secrecao desregulada de
adipocinas como a interleucina 6 (IL-6), fator de necrose tumoral alfa (TNF-alfa),
leptina, resistina e adiponectina, resultando no estado inflamatério crénico de baixo
grau no organismo, sendo este, considerado diferente da inflamacdo de origem nao
infecciosa (SHOELSON et al., 2007; TILG; MOSCHEN, 2006; HOTAMISLIGIL, 2006).

A producdo em excesso de citocinas pro-inflamatorias no tecido adiposo é
considerado um fator de risco para o desenvolvimento da Rl (LUMENG; SALTIEL,
2007; ODEGAARD et al., 2007), estando relacionado também ao desenvolvimento de
desordens metabdlicas como a DHGNA, DM2, hiperlipidemia, hipertenséo arterial,
aterogénese, que contribuem para a progressdo da sindrome metabdlica (SM)
(KLOTING; BLUHER, 2014; JOHNSON; OLEFSKY, 2013; TRAYHURN; WOOD,
2004; YUDKIN, 2003).

3.2 Metabolismo lipidico hepético e doenca hepatica gordurosa ndo alcodlica
(DHGNA)

O figado é um 6rgdo essencial na regulacdo do metabolismo energético
corporal, e na manutencdo da homeostase de carboidratos, proteinas e lipidios
(KOO, 2013; RUI, 2011).

Os lipideos séo substancias organicas insoliveis no meio aquoso que
possuem um importante papel no fornecimento de energia para o organismo
(QUINTAO et al., 2011). Podem ser armazenados em goticulas de gorduras, e estas
podem ser provenientes da lipogénese, da captacdo de acidos graxos da circulagéo
que foram liberados por outros tecidos através da lipdlise, ou pela captacdo de
gorduras provenientes da dieta, cujo excesso leva a um aumento das concentracdes
plasmaticas de TG e AGL (LEAVENS; BIRNBAUM, 2011; BRADBURY, 2006).

O armazenamento de TG e COL hepatico séo regulados por diversos fatores
e, sob condi¢cdes fisiologicas normais, a captacéo e a liberacdo de lipideos pelos
hepatocitos se mantém de forma equilibrada (RUI, 2014). Quando este equilibrio é
alterado por eventos que aumentam as concentracfes de triglicerideos hepaticos,
resulta na doencga hepatica gordurosa néo alcodlica (DHGNA) (KAWANO; COHEN,
2013). A DHGNA € uma condicéo clinica caracterizada tanto histologicamente quanto
metabolicamente pelo acimulo de lipidios no interior dos hepatdcitos sem associacao
com o consumo de bebida alcodlica. O acumulo de lipidios pode ser derivado de

multiplos fatores, como o aumento da lipdlise das células adiposas ou 0 aumento da



14

ingestao de gordura dietética, seguido pelo aumento de AGL, deficiéncias genéticas
ou RI devido a hiperglicemia e hiperinsulinemia (BRUNT et al., 2015; DONNELLY et
al., 2005). Ela abrange um amplo espectro de doencas, que causam alteracdes
histopatoldgicas e também na funcéo hepatica. Varia de EH, sendo considerada a
forma mais benigna da doenca, até EHNA que é forma mais grave da doenca, pois
envolve dano e inflamacdo dos hepatécitos, além do excesso de gordura que
aumenta as chances de desenvolver cirrose, insuficiéncia hepatica e CH (FABBRINI;
MAGKOS, 2015; RINELLA, 2015; CHAVES et al., 2012; DAY; JAMES, 1998).

Atualmente é considerada uma das mais frequentes doencas hepéticas, sendo
um grave problema de saude publica (SOUZA et al., 2012). Estima-se que 0s casos
de DHGNA tenham dobrado nos ultimos 20 anos, e que sua prevaléncia na populacéo
em geral seja entre 3% e 24% e superior a 80% em individuos obesos e diabéticos e
em até 95% dos obesos morbidos (LABRECQUE et al., 2014; SILVA; ESCANHOELA,
2012; WGO, 2012; VERNON et al., 2011).

O aumento da incidéncia da obesidade foi considerado um dos fatores de risco
para o desenvolvimento de DHGNA, principalmente devido aos habitos sedentarios e
de dietas com alta densidade calérica. A DHGNA é considerada a principal
manifestacdo hepética da SM, devido ao seu amplo espectro de doencgas relacionas
com a obesidade, como a RI, o DM2, DLP e a HAS (DUMAS et al., 2014; DIETRICH
et al., 2014; MILIC et al., 2014; VERNON et al., 2011; TINIAKOS et al., 2010;
BELLENTANI; MARINO, 2009; COTRIM, 2009; LAU et al.,, 2007). Depois da
obesidade, o DM2 foi considerado o fator de risco que mais se relacionou a presenca
de DHGNA, independentemente de outros fatores relacionados a DHGNA. Em
pacientes com DM2 a DHGNA é mais intensa e ha um risco maior de progressao da
doenca, com consequente aumento na taxa de mortalidade (ORTIZ-LOPEZ et al.,
2012; FERREIRA et al., 2010; CUSI et al., 2009; BOSQUES et al., 2008).

Os mecanismos envolvidos na etiologia da DHGNA ainda ndo foram totalmente
esclarecidos. Atualmente a teoria mais aceita para explicar a progresséao da DHGNA,
€ denominada de “duplo hit” de hipdteses, proposta por Day e James (1998). No
“primeiro hit” a Rl associada a obesidade, predispdem o acumulo de TG nos
hepatdcitos, que ocasiona um desequilibrio de fatores locais e sistémicos que
controlam o balanco entre a entrada e a saida de lipidios hepaticos. Tal fato aumenta
a suscetibilidade de acontecer o “segundo hit”’, que pode estar relacionado a diversos

fatores, como o aumento do estresse oxidativo, desequilibrio na producéo de citocinas
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inflamatérias e outros mecanismos relacionados com o excesso de lipidios nesse
orgdo. Consequentemente, esses fatores causam danos nos hepatocitos e

inflamacéo, e estéo relacionados a progressao da DHGNA (DAY; JAMES, 1998).

Primeiro Hit
Actimulo de lipidios

Segundo Hit
Estresse oxidativo

1 Citocinas pro-
inflamatorias
Disfuncé@o mitocondrial

Figura 1 — Esquema da hip6tese de “duplo hit”. Adaptado de Chen et al. (2018).

3.3 Sistema Nervoso Autbnomo e sua acdo sobre o metabolismo lipidico
hepético

O sistema nervoso autbnomo (SNA) é composto pelo sistema nervoso
simpéatico (SNS) e sistema nervoso parassimpético (SNP). O SNA trabalha em
estreita colaboragdo com o sistema nervoso central (SNC) para manter a homeostase
do corpo e regular funcdes como ingestdo alimentar, balango energético, homeostase
da glicose, processos inflamatorios e secrec¢des glandulares (SILVERTHORN, 2017;
PAGE; KENTISH, 2014; LEWELLYN-SMITHI, 2011; JANIG, 2008).

As fibras vagais possuem um papel crucial na regulacdo da homeostase
corporal (BERTHOUD, 2008a). O nervo vago, o principal nervo da divisdo
parassimpatica do SNA, consiste de aproximadamente 80% de fibras aferentes e 20%
de fibras eferentes. Possui papel fundamental na saciedade e metabolismo regulando
a fisiologia intestinal, cardiovascular, respiratéria, imunologica e enddcrina
(JOHNSON; WILSON, 2018; BROWNING et al., 2017; YU et al., 2008; BERTHOUD,
2008Db).

Existem varios mecanismos complexos envolvidos no controle do metabolismo
corporal (FRIEDMAN, 2004). Estudos mostram que humanos e animais obesos



16

apresentam disfungdes no SNA, apresentando diminuicdo da atividade simpatica e
aumento da atividade parassimpatica. O aumento da atividade vagal pode levar ao
aumento no armazenamento de gordura, perturbando a homeostase energética
corporal (STEARNS et al., 2012; WEHRWEIN et al., 2011; PERSSON-SJOGREN et
al., 2004; INOUE; BRAY, 1977). Inoue e Bray em 1997, verificaram que a vagotomia
subdiafragmatica reverte a obesidade produzida por lesdes hipotalamicas em ratos.
A vagotomia ocasiona perda de peso significativa, reducdo da secrecédo de insulina e
melhora da homeostase glicémica em modelos animais de obesidade
(LUBACZEUSKI et al., 2017; BALBO et al., 2016; STEARNS et al., 2012; KRAL et al.,
2009).

As ilhotas pancreaticas sao ricamente inervadas por nervos parassimpaticos
que potencializam a secrecdo de insulina das células B pancreaticas e nervos
simpaticos que inibem a secrecéo de insulina (AHREN, 2000; BLOOM; EDWARDS,
1975). Assim, disfungbes no SNA levam a uma diminuigdo na acéo da insulina,
causando um desequilibrio na homeostase da glicose, produzindo hiperinsulinemia
durante os estados de jejum e alimentacdo, o que pode causar varias complicacées
resultando no DM2 (KALSBEEK et al., 2010; GREENFIELD; CAMPBELL, 2008;
SHAFRIR, 1996; LAUTT, 1980).

A insulina possui um papel crucial na manutencdo da homeostase de
carboidratos e lipidios hepéaticos, pois suprime a producdo de glicose e promove a
sintese lipidica (POSTIC; GIRARD, 2008; BROWN; GOLDSTEIN, 2008). O figado &
um dos principais 6rgéos envolvidos na manutengdo da homeostase metabdlica, ele
€ responsavel pela producao de glicose hepatica (HGP) e captacéo de glicose, sendo
regulado pelo hipotalamo por meio de mecanismos mediados pelo nervo vago, que é
um dos reguladores essenciais da acao normal da insulina no metabolismo da glicose
(KALSBEEK 2010; BERTHOUD, 2004; LAUTT, 1999; SHIMAZU et al., 1976).

Evidentemente, o SNA possui um papel importante na regulagcdo do
metabolismo lipidico hepético. Licht e colaboradores mostraram que a
hipertrigliceridemia em pacientes com sindrome metabdlica estd fortemente
associada com disfuncdes na atividade do SNA (LICHT et al., 2010). Estudos
mostraram que disfun¢cdes autondmicas sdo comuns em pacientes com doenca
hepatica, sendo relacionadas com o surgimento e progressao da doenca (SABATH
et al., 2015; KAWANO; COHEN, 2013; OLIVER et al., 1997). A vagotomia hepatica

pode alterar o metabolismo lipidico, diminuindo significativamente a concentragao
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basal de TG plasmaticos e a secrecdo de Lipoproteina de Muito Baixa Densidade
(VLDL). Segundo Gao e colaboradores ela também previne a EHNA e normalizou a

expressao de proteinas envolvidas na sintese de AGL (GAO et al., 2015).

3.4 Acdo do baco sobre o processo inflamatdério e o perfil lipidico e suarelacéo

com o sistema nervoso autbnomo

O baco é o maior 6rgéo linfoide do corpo e desempenha um papel importante
na resposta imune, uma vez que € responsavel por filtrar o sangue de particulas
antigénicas e de células anormais e envelhecidas. E organizado em duas regibes
chamadas polpa vermelha e polpa branca, a polpa vermelha contém muitos
macrofagos que agem como um filtro capturando e destruindo material estranho
circulante no sangue. A polpa branca é o local de armazenamento para linfocitos T e
B que protegem o organismo contra doengas e infecgdes, desempenhado assim um
papel fundamental na modulacdo de respostas imunoldgicas e inflamatorias
(BRONTE; PITTET, 2013; TARANTINO et al., 2013; TARANTINO et al., 2011).

Disfuncbes do sistema imunolégico esplénico podem ocorrer na obesidade,
devido ao acumulo de lipidios que desencadeiam uma inflamacao sistémica cronica
de baixo grau de origem néo infecciosa (VAN GREEVENBROEK et al., 2013;
HOTAMISLIGIL, 2006; PESTKA et al., 2004). Varios tipos de células do sistema
imune participam da inflamacéo desencadeada pela obesidade (LUMENG; SALTIEL,
2011). Estudos mostraram que ratos obesos apresentam expressdo aumentada de
citocinas pro-inflamatérias, como IL 6 e TNF-a e uma diminuicdo da producédo de
citocinas anti-inflamatoérias, como a interleucina 2 (IL2) e interleucina 10 (IL10)
(GOTOH et al., 2012; LAMAS et al., 2004; LAMAS et al., 2002).

A inflamacé&o induzida pela obesidade ocorre em vérios tecidos envolvidos na
homeostase energética como o pancreas, tecido adiposo, SNC e o figado (INCIO et
al., 2016; BUCKMAN et al., 2014; PARK et al., 2010; XU et al., 2003). Nesses tecidos,
a inflamacéo possui um papel crucial na progressdo e desenvolvimento de varias
comorbidades associadas a obesidade, como DM2, doencas cardiovasculares e
DHGNA (CHANG et al., 2008; TARGHER et al., 2008; HOTAMISLIGIL, 2006; LI et
al., 2005).

Na esteatose hepatica as vias de sinalizacdo envolvidas na inflamacao sao

aumentadas, o acumulo excessivo de lipidios causa danos nos hepatdcitos, ativando
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a resposta inflamatéria, semelhante ao que ocorre obesidade, estando assim,
associada ao aumento nas citocinas pro-inflamatorias e nas células imunes (WREE
et al., 2014; BAFFY, 2009; KREMER et al., 2006; LI et al., 2005). O baco possui uma
correlacdo anatdbmica com o figado. Alguns estudos analisaram a relacdo entre o
metabolismo lipidico e o baco e demonstraram que o bagco desempenha um papel
importante no metabolismo lipidico, evidenciando que as atividades metabdlicas dos
dois tecidos podem estar ligados (KERAMIDA et al., 2018; PAULO et al., 2009;
PAULO et al., 2007; PETROIANU et al., 2006; BROWN, 1992).

Estudos investigaram a relacéo entre o baco e o metabolismo lipidico usando
roedores esplenectomizados e alimentados com dieta rica em gordura. Observaram
gue apos a esplenectomia 0s animais apresentaram um aumento no acumulo de
lipidios hepaticos (INOUE et al., 2012a; PAULO et al., 2009; FATOUROS et al., 1995).
Inoue e colaboradores mostraram que ratos esplenectomizados, exibiram piora na
dislipidemia, alterac¢des inflamatorias no tecido adiposo, aumento de triglicerideos nos
tecidos e agravo na EH (INOUE et al., 2012b).

Estudos demonstraram que o sistema imunolégico € influenciado pelo SNC por
meio do nervo vago, sugerindo que 0 nervo vago serve como uma via informativa
para sinais inflamatérios que se originam fora do cérebro. O nervo vago atinge
diferentes orgaos, incluindo o baco, um 6rgdo necesséario para o controle da
inflamac&o, através da via anti-inflamatoria colinérgica, regulando a resposta imune e
as concentracfes de citocinas através de um receptor nicotinico de acetilcolina
contendo a subunidade a7 (PAVLOV; TRACEY, 2012; TIN et al., 2012; WANG et al.,
2003).

A acetilcolina (ACh) é o principal neurotransmissor vagal, e através da sua
ativacao, o nervo vago controla a producéo de citocinas pré-inflamatérias (HUSTON
et al.,, 2006; WANG et al., 2003; BOROVIKOVA et al., 2000). Borovikova e
colaboradores evidenciaram que a ACh atenuou significativamente a liberacdo de
citocinas proé-inflamatérias, mas nao alterou a liberagédo de IL-10, mostrando assim o
efeito inibitério da ACh sobre a producdo de citocinas proé-inflamatorias
(BOROVIKOVA et al., 2000).

A influéncia do nervo vago sobre o baco é necesséria para a regulagdo de
citocinas (HUSTON et al., 2006). Um estudo com modelo experimental mostrou que
a esplenectomia reduziu significativamente os niveis séricos de TNF-a em 80%,

sugerindo que o baco € um dos principais contribuintes para a producao sistémica de
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TNF-a. Também foi relatado que a estimulacdo do nervo vago néo foi capaz de inibir
a producao de TNF-a em camundongos esplenectomizados (HUSTON et al., 2006).
Estas evidéncias indicam a ocorréncia de interconexdes funcionais entre os sistemas
imune e nervoso, no entanto, ainda néo foi identificada uma inervacao direta do baco
pelo nervo vago (ROSAS-BALLINA et al., 2008; MIGNINI et al., 2003; CANO et al.,
2001; BERTHOUD; POWLEY, 1993; BELLINGER et a al.,1989; NANCE, 1989).

3.5 Modelo de inducéo de obesidade por glutamato monossédico (MSG)

Véarios modelos experimentais de obesidade sdo utilizados para o estudo de
alterac6es metabodlicas. Um deles é o de obesidade hipotalamica, induzida por
glutamato monossodico (MSG), que em doses elevadas causam lesées no SNC.
Quando administrado na fase neonatal, onde a barreira hematoencefalica ainda néo
se encontra totalmente desenvolvida, o MSG provoca lesbes em regides
hipotalamicas, principalmente no Nucleo Arqueado (ARQ) e na eminéncia mediana
(EM) do hipotalamo devido ao acesso facilitado da substancia no SNC, levando ao
desenvolvimento de disturbios metabdlicos (CUNHA et al., 2010; CESARETTI;
KOBLMANN-JUNIOR, 2006; MACHO et al., 2000; OLNEY, 1969; OLNEY; SHARPE,
1969). Essas lesbes induzem reducao na concentragcdo do horménio do crescimento
(GH), resultando em um retardo no crescimento e reducdo do peso corporal e da
maioria dos 6rgdos (MAITER et al., 1991; KLINGBERG et al., 1987). Este modelo tem
sido descrito por assemelhar-se, pelo menos em partes, a situacdo clinica de
sindrome metabdlica. Animais MSG sao caracteristicamente obesos apresentando
normo ou hipofagia, Rl e DM. Além disso, apresentam aumento nas concentracoes
plasmaticos de TG e AGL, que levam a alteracdes hepaticas semelhantes a esteatose
hepatica em humanos (NARDELLI et al., 2011; CUNHA et al., 2010; SASAKI et al.,
2009; NAKANISHI et al., 2008; BALBO et al., 2007; MACHO et al., 2000; HIRATA et
al., 1997).

A participacdo do SNA neste modelo experimental € muito importante, visto
gue seu funcionamento € prejudicado pela lesédo hipotalamica. Alteragdes dos ramos
autonbmicos como diminuicdo da atividade simpatica e elevada atividade
parassimpatica contribuem diretamente para aumentar a secrecdo de insulina,
diminuir a lipdlise no tecido adiposo e estimular a lipogénese sendo essa uma das
causas da obesidade (ANDREAZZI et al., 2011; INOUE & BRAY, 1977;



20

JEANRENAUD et al, 1992; BRAY, 1991; JEANRENAUD, 1985; ROHNER-
JEANRENAUD et al., 1983).

Todas as alteracdes caracteristicas que ocorrem no modelo MSG citadas
acima, se assemelham as encontradas em pacientes com obesidade hipotalamica, o

gue o torna um bom modelo para o estudo dessas alteragdes.
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Resumo

O objetivo desse estudo foi avaliar o efeito da vagotomia subdiafragmatica associada
ou ndo a esplenectomia sobre a morfologia hepatica em ratos obesos induzidos pelo
glutamato monossédico (MSG). Ratos machos recém-nascidos receberam durante
0s cinco primeiros dias de vida injecbes de 4 g de MSG/Kg de peso corporal (grupo
MSG) ou 1,25 g de solugéo salina/Kg de peso corporal - grupo controle (CTL). Aos 60
dias de vida os animais obesos MSG foram submetidos a vagotomia subdiafragmatica
(MSG VAG), ou a esplenectomia (MSG ESP), ou a vagotomia associada a
esplenectomia (MSG VAG ESP), ou, a falsa operacdo (MSG FO). Com 150 dias os
animais foram eutanasiados. Os estoques de gorduras perigonadal e retroperitoneal
foram maiores nos animais MSG FO em relacdo ao CTL. O peso da gordura
retroperitoneal foi menor nos MSG VAG, MSG ESP e MSG VAG ESP em relagéo aos
grupos MSG FO. O grau de esteatose hepatica foi menor nos animais MSG VAG
guando comparado ao MSG FO. Assim a vagotomia exerceu um efeito protetor sobre
a instalagcdo da doenca hepética gordurosa ndo alcodlica (DHGNA) nos animais
obesos MSG. Entretanto a esplenectomia exacerbou este parametro nos animais do
grupo MSG ESP em relacdo ao grupo MSG FO. Interessantemente o grau de
esteatose foi similar entre os animais MSG VAG ESP e o grupo MSG FO. Desta
forma, conclui-se que 0 nervo vago e o baco tem participacdo importante, porém
independentes, na instalacdo da DHGNA no modelo de obesidade induzida pelo
MSG.
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Abstract

The objective of this study was to evaluate the effect of subdiaphragmatic vagotomy
associated or not to splenectomy on the liver morphology in obese rats induced by
glutamate monosodium (MSG) .Newborn male rats received during the first five days
of life injections of either 4 g MSG/body weight kg (MSG group) or 1.25 g saline/body
weight kg - control group (CTL). At 60 days of age the MSG obese animals were
subjected to subdiaphragmatic vagotomy (MSG VAG), or splenectomy (MSG ESP) or
vagotomy associated with splenectomy (MSG VAG ESP), or false operation (MSG
FO). At 150 days the animals were euthanized. The perigonadal and retroperitoneal
fat stocks were higher in MSG FO animals compared to CTL. Retroperitoneal fat
weight was lower in MSG VAG, MSG ESP and MSG VAG ESP compared to MSG FO
groups. The degree of hepatic steatosis was lower in MSG VAG animals when
compared to MSG FO. Thus, the vagotomy had a protective effect on the installation
of the nonalcoholic fatty liver disease (NAFLD) in obese animals MSG. However,
splenectomy exacerbated this parameter in animals from the MSG ESP group
compared to the MSG FO group. Interestingly the degree of steatosis was similar
between the MSG VAG ESP animals and the MSG FO group. Thus, it is concluded
that the vagus nerve and the spleen play an important but independent role in the
installation of NAFLD in the MSG-induced obesity model.
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Introducéo

Disfuncbes na atividade do Sistema Nervoso Autondmico (SNA) estédo
fortemente associadas a obesidade e a sindrome metabdlica (SM). Animais obesos
apresentam reducado da atividade simpatica e aumento da atividade parassimpatica
gue pode acarretar em aumento do armazenamento de gordura, afetando desta forma
a homeostase energética corporal 123, Estudos mostram que a vagotomia
subdiafragmatica reverte a obesidade induzida por lesdes hipotalamicas em ratos e
melhora o metabolismo lipidico, diminuindo significativamente as concentracdes
plasmaticos de triglicerideos (TG) ©@4),

A doenca hepatica gordurosa ndo alcodlica (DHGNA) é caracterizada pelo
actmulo de lipidios no interior dos hepatécitos ®). Esta condicdo ativa respostas
inflamatérias que culminam com o aumento na concentracdo de citocinas pro-
inflamatérias ¢7). O bago desempenha um papel importante no metabolismo lipidico.
No entanto, a sua relacdo no desenvolvimento da esteatose permanece incerto. Inoue
e colaboradores mostraram que ratos alimentados com dieta rica em gordura e
submetidos a esplenectomia apresentam aumento no acumulo de lipidios hepéticos
e agravo na dislipidemia e na esteatose hepatica ®). O baco é necessario na regulacéo
da resposta inflamatoria, e com a influéncia do nervo vago, pode regular a resposta
imune e as concentragdes de citocinas 19, No entanto, ainda n&o foi identificada
uma inervacao direta no baco pelo nervo vago @9,

Roedores submetidos a administracdo de altas concentracdes de glutamato
monossodico (MSG) durante o periodo neonatal apresentam lesfes hipotalamicas
gue causam varias alteracdes neuroenddcrinas. Os animais apresentam desbalanco
do SNA, com aumento da atividade parassimpatica e reducao da atividade simpatica,
e sdo caracterizados por desenvolverem obesidade, hiperinsulinemia, resisténcia a
insulina, intolerdncia a glicose, dislipidemia e elevadas concentracbes de éacidos
graxos livres (AGL) e triglicerideos (TG) no figado 2. A relacdo entre SNA e o
sistema imune esplénico, e, sua influéncia sobre a instalagéo da obesidade e suas
comorbidades é desconhecida. Desta forma o objetivo deste trabalho € avaliar o efeito
da vagotomia associada ou ndo a esplenectomia sobre a morfologia hepética em

ratos obesos — MSG.

Metodologia
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Animais e inducéo da obesidade

Todos os procedimentos experimentais foram aprovados pelo Comité de Etica
no Uso de Animais (CEUA) da Unioeste. Ratos Wistar machos recém-nascidos,
receberam injecdo subcutadnea de MSG (4 g/Kg de peso corporal, grupo MSG) ou
solucédo salina (12,5 %) equimolar (1,25 g/Kg de peso corporal, grupo CTL), do
segundo ao sexto dia pos-natal. Aos 21 dias de idade os animais foram desmamados
e tiveram acesso agua e ragdo padrdo para roedores. Os ratos foram alojados em
caixas (3 ratos/caixa) e mantidos no biotério setorial do Laboratério de Fisiologia
Endocrina e Metabolismo (LAFEM) da Unioeste, sob condi¢cdes de luminosidade (ciclo

claro/escuro de 12 horas) e temperatura (22 + 1°C) controladas.

Vagotomia e esplenectomia

Aos 60 dias de vida os animais do grupo MSG foram submetidos a vagotomia
(VAG) elou a esplenectomia (ESP), distribuidos em quatro grupos: MSG falso
operado (MSG FO), MSG vagotomizado (MSG VAG), MSG esplenectomizado (MSG
ESP) e MSG esplenectomizado e vagotomizado (MSG VAG ESP), com 11 animais
por grupo.

Para isso, os animais ficaram em jejum (12 horas) e posteriormente foram
anestesiados com isofluorano (1%), sob oxigénio a 1mL/min em mascara e ventilacdo
espontanea. Apos anestesia, os animais do grupo MSG VAG foram submetidos a
vagotomia. Com auxilio de uma lupa, os ramos anterior e posterior subdiafragmaticos
do nervo vago foram identificados e posteriormente afastados da parede do esdfago
e seccionados. Para a realizacédo da esplenectomia, os animais foram anestesiados
semelhantes ao procedimento feito para a VAG. O baco foi localizado e exteriorizado
da cavidade abdominal e, com auxilio de uma pinga 0s vasos sanguineos foram
amarrados com fio de algodao (0,10) e seccionados para a retirada do 6rgdo. Para
os animais do grupo VAG e ESP, ambos os procedimentos foram realizados durante
a cirurgia, sendo a VAG realizada antes da ESP, mantendo o procedimento individual
descrito anteriormente para cada cirurgia. Nos animais selecionados para a falsa-
operacado (MSG FO), foi realizado a laparotomia exploratéria, sendo o nervo vago

apenas manuseado e afastado do esbfago, porém nao seccionado e o baco
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exteriorizado, porém nao retirado. As incisées cirargicas musculares foram suturadas
com fio de sutura absorvivel, enquanto a incisédo cutanea foi feita com sutura simples

e fio de algodao nao absorvivel.

Eutanasia e coleta do material biolégico

Antes da eutanasia, os animais foram pesados e o comprimento naso-anal
(CNA) foi medido para obtencéo do indice de Lee (IL), que foi calculado por meio da
raiz cubica do peso corporal (g) dividido pelo CNA (cm). Aos 150 dias de vida, os
animais foram eutanasiados e posteriormente foi coletado o sangue em tubos
heparinizados e centrifugado para obtencdo do plasma e posterior dosagem de
colesterol (COL) e triglicerideos (TG). O figado, a gordura retroperitoneal e
perigonadal foram coletadas, pesados e normalizadas para g/100g de peso corporal.
No momento da eutanasia o estdbmago foi retirado, limpo e pesado, para confirmar

efetividade da vagotomia subdiafragmatica 13,

Processamento histolégico do figado

Foi retirado um fragmento do lobo esquerdo no sentido transversal do 6rgéao,
da periferia para o centro, de modo a obter melhor analise do tecido como um todo.
Imediatamente apds a coleta, o fragmento do figado retirado foi fixado em formol de
Carson por 24 horas. Ap6s a fixacdo, o tecido foi armazenado em alcool 70% para
posterior processamento histolégico. As amostras do figado armazenadas passaram
pelo processo de desidratacdo em bateria ascendente de alcool, diafanizadas em xilol
e em seguida, embebidas em paraplast histologico (SIGMA-ALDRICH, Brasil). Por
meio de um micrétomo (Olympus) foram realizados cortes seriados 4 um de
espessura no tecido de para montagem das laminas. A coloracao foi realizada pela
técnica de Hematoxilina e Eosina (HE), sendo analisado um corte por animal em
microscopia de luz. Para a quantificacao de EH, a avaliacéo foi feita com base em um
escore adaptado para DHGNA, em que a esteatose € 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) @4, Imagens representativas

dos grupos experimentais foram utilizadas para a confec¢do da prancha histologica.
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Andlises plasmaticas

Amostras de sangue foram coletadas da cauda dos animais para serem
utilizadas para mensurar a glicose em jejum, utilizando um glicosimetro Acucheck
Performa Il. A partir do sangue total coletado e centrifugado apés a eutanésia, o soro
obtido foi utilizado para dosagens de TG e COL plasmaticos, sendo que, 0 método

utilizado foi o colorimétrico, conforme instru¢des do fabricante (Bioliquid).

Andlise estatistica

Os dados foram expressos como média * erro padrdo, a significancia
estatistica entre as médias foi avaliada utilizando o teste da analise de variancia
(ANOVA) fator duplo, seguido pelo pés-teste de Tukey. O teste t de Student também
foi usado. O nivel de significancia foi estabelecido em p <0,05.

Resultados

Efeitos da aplicagdo neonatal de MSG sobre os parédmetros biométricos e

bioquimicos

Para caracterizacdo do modelo MSG, foram analisadas as variaveis da
tabelal. O peso corporal, o CNA e o peso do figado foram 29%, 17% e 17%,
respectivamente menores no grupo MSG FO em relacéo ao grupo CTL. No entanto,
animais MSG FO apresentaram aumento de 6% no IL, 79% no depédsito de tecido
adiposo retroperitoneal e 101% na gordura perigonadal em comparacao ao grupo
CTL. A concentragdo de TG plasmatica foi 69% maior nos animais MSG em relacéo
aos animais dos grupos CTL. Os valores de COL plasmaticos foram semelhantes
entre os grupos MSG e CTL (Tabela 1).

Tabela 1 — Efeitos da administracdo neonatal de MSG sobre os parametros biométricos e

bioquimicos.

CTL MSG FO p-valor
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Peso corporal (g) 423,45+ 11 301,64 £ 10 <0,01
Comprimento naso- 23,14 +0,12 19,59 + 0,21 <0,01
anal (cm)
indice de Lee 324,24 + 2,32 341,91 +2,21 <0,01
Gordura 0,95+0,19 1,71 +0,24 < 0,05
retroperitoneal
(g/100g9)
Gordura 1,24 + 0,15 2,49 £ 0,10 <0,01
perigonadal (g/100g)
Figado (g/100g) 2,68 + 0,48 2,22 +0,13 <0,01
Colesterol (mg/ dL 173 £ 22,00 201 £ 15,70 0,32
figado)
Triglicerideos (mg/ 128 + 10,95 217 £ 35,63 <0,05

dL figado)

Representacao dos parametros corporais de ratos Wistar. Dados expressos como media + erro padréao
da média, n=8-11. CTL: Controle; MSG FO: MSG Falso Operado. Teste T de Student (p<0.05).

Efeitos da vagotomia ou esplenectomia, associadas ou néo, sobre os

parametros biométricos e plasmaticos em animais obesos-MSG

O peso corporal e comprimento naso-anal foram semelhantes entre os grupos
MSG FO, MSG VAG, MSG ESP e MSG VAG ESP, sem influéncia do fator VAG (F=
1,42, p=0,24; F= 0,98, p=0,33 respectivamente), do fator ESP (F= 0,92, p= 0,34; F=
0,02, p= 0,90 respectivamente) e sem interacdo entre fatores VAG e ESP (F= 0,84;
p= 0,37; F= 1,17, p= 0,29 respectivamente). Apesar da vagotomia no grupo MSG-
VAG ter influenciado o indice de Lee (F=5,98; p < 0,05), néo foi observado diferenca
estatistica no pés-teste. Nao houve influéncia da esplenectomia no grupo VAG ESP
(F=0,42; p=0,52) e nem interag&o significativa entre os dois fatores VAG e ESP (F=
0,51; p=0,82) no grupo MSG VAG ESP (Tabela 2).

Em relacéo ao peso da gordura retroperitoneal houve reducéo de 60%, 47% e
58% nos grupos MSG VAG, MSG ESP e MSG VAG ESP respectivamente, quando
comparados ao grupo MSG FO. Assim, houve interacao significativa entre os fatores
VAG e ESP (F=7,66; p < 0,01), sendo observado o efeito isolado da VAG (F= 15,84,
p< 0,01) e também da ESP (F= 6,16; p < 0,01). No depdésito de gordura perigonadal
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foi observado somente o efeito isolado da vagotomia (F= 7,90; p <0,01), apresentando
reducéo de 42% no grupo MSG VAG em comparacao ao grupo MSG FO, o fator ESP
nao alterou este parametro (F= 0,17; p= 0,69) e ndo houve interacdo entre os dois
fatores VAG ESP (F= 0,61; p= 0,44), conforme dados apresentados na tabela 2.

O peso do estomago foi 71% e 118% maior nos grupos MSG VAG e MSG VAG
ESP, respectivamente, em relacdo ao grupo MSG FO. Houve interacao significativa
entre os fatores entre VAG e ESP (F= 6,66; p <0,05), também foi observado o efeito
isolado da VAG (F=89,19; p <0,01), entretanto o fator ESP né&o alterou este parametro
(F= 3,42; p= 0,07). O peso do figado foi semelhante entre os grupos, nao foi
observada influéncia da VAG (F= 2,50; p= 0,12), da ESP (F= 3,76; p= 0,06) ou

interacdo significativa entre os dois fatores (F= 0,26; p= 0,62). (Tabela 2).

Tabela 2 - Representagdo dos parametros corporais de ratos obesos — MSG

Grupos p-valor
MSG MSG MSG MSG VAG ESP Interacéo
FO VAG ESP VAGESP

Peso 301,64 298,18 301,00 27564+ 024 034 0,37
Corporal (g) 10 +12 +10 9
19,59+ 20,09+ 19,73+ 19,73+ 0233 090 0,29
CNA(CM) 920 033 030 0,33
indicede 341,91 33247 339,87 329,95+ <0,05 0,52 0,82
Lee +221 470 +£5,07 3,03

Gordura 1,71 0,69+ 0,91+ 0,71 <0,01 <0,01 <0,01
Retrope-

. 0,24b.cd 0,052 0,052 0,42
ritoneal
(9/100q9)
2,48 + 145+ 214+ 1,55 + <0,01 0,69 0,44
Gordura

Perigonadal  0,10°  0,25% 0,22

(9/100g) 0.15

222+ 230+ 205% 2,19 + 0,12 0,06 0,62
Figado 0,07 0,06
(9/1009) : 0,09 ; 0,06
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049+ 084+ 046= 1,07 + <0,01 0,07 <0,05

Estomago 0,02bd 0,012 0,06bd (Q,092bc
(9/1009)

cd

Dados expressos como média + erro padrdo da média. n= 8-11 por grupo. MSG FO: MSG falso
operado; MSG ESP: MSG esplenectomizado; MSG VAG: MSG vagotomizado; MSG VAG ESP: MSG
vagotomizado e esplenectomizado. Letras diferentes representam diferenca estatistica entre os
grupos. ANOVA Two-way, poés teste Tukey (p<0.05). @MSG FO, P MSG VAG, ¢ MSG ESP, ¢ MSG VAG
ESP.

Parametros bioquimicos plasmaéaticos

Observa-se na tabela 3 que apesar da vagotomia no grupo MSG VAG ter
influenciado a concentracdo plasmatica de triglicerideos (F= 18,83; p<0,01), néo foi
observado diferenca estatistica no pos-teste. Ndo houve efeito do fator ESP (F= 0,04;
p= 0,85), bem como da interacdo entre os fatores VAG e ESP (F= 0,46; p= 0,50),
indicando somente o efeito da vagotomia sobre a trigliceridemia. A concentragéo de
colesterol plasmatico (tabela 3) foi semelhante entre os grupos MSG FO, MSG VAG,
MSG ESP e MSG VAG ESP. Néao houve efeito da VAG (F= 0,001; p= 0,97) ou da
ESP (F= 0,001; p= 0,97) isoladas, bem como da interacdo entre os fatores VAG e
ESP (F=0,07; p=0,79).

A glicemia de jejum (tabela 3) foi influenciada pela VAG (F=6,52; p < 0,05), no
entanto ndo foi observada diferenca estatistica no pds-teste. Nao foi constatada
influéncia da ESP (F= 0,56; p= 0,46) ou interacao significativa entre os fatores VAG e
ESP (F=0,36; p= 0,55).

Tabela 3 - Parametros plasmaticos de ratos obesos — MSG

Grupos p-valor

MSG MSG MSG MSG VAG ESP interagéo
FO VAG ESP VAG
ESP
Triglicerideos 217,2+ 145,99 238,12+ 134,41+ <0,01 0,85 0,50
(mg/dL) 18,619 +12,72¢ 13,72°d4 11,94ac
Colesterol 200,7+ 207,97 206,36+ 200,71+ 0,97 0,97 0,79

total (mg/dL 14,20  +20,95 20,79 28,85
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Glicemiaem 69+ 76 * 64 + 75 + <0,05 0,46 0,55

jejum 3,99 2,63 2,89 4,47

Dados expressos como média + erro padrdo da média. n= 8-11 por grupo. MSG FO: MSG falso
operado; MSG ESP: MSG esplenectomizado; MSG VAG: MSG vagotomizado; MSG VAG ESP: MSG
vagotomizado e esplenectomizado. Letras diferenes representam diferenca estatistica entre os grupos.
ANOVA Two-way, pos-teste Tukey (p<0.05). @MSG FO, " MSG VAG, ¢MSG ESP, ¢MSG VAG ESP.

Morfologia hepética

Na tabela 4 e na figura 1 € possivel observar que o citoplasma dos hepatdcitos
dos animais dos grupos MSG FO, MSG VAG, MSG ESP e MSG VAG ESP
apresentaram inumeros vacuolos lipidicos, predominantemente microvesicular,
caracteristico de esteatose hepatica microvesicular. Assim, 50% dos animais do
grupo MGS FO e MSG VAG ESP nao apresentaram esteatose, 12,5% apresentaram
esteatose grau 1 e 37,5% grau 2. Nos animais do grupo MSG ESP observou-se que
75% nado apresentaram esteatose hepatica e 25% apresentaram grau 2. Destaca-se
gue 75% dos animais dos grupos MSG VAG nao apresentaram esteatose e somente
25% apresentaram grau 1, indicando que a vagotomia, exerce efeito protetor sobre a

instalacdo da esteatose nos animais obesos MSG.

Tabela 4 - Representagdo do grau de esteatose no figado de animais MSG.

Grupos Grau O Grau 1 Grau 2 Grau 3
MSG FO 50% 12,5% 37,5% 0%
MSG VAG 75% 25% 0% 0%
MSG ESP 75% 0% 25% 0%
MSG VAG ESP 50% 12,5% 37,5% 0%

MSG FO: MSG Falso Operado; MSG VAG: MSG Vagotomia; MSG ESP: MSG Esplenectomia e MSG
VAG ESP: MSG Vagotomia Esplenectomia. n= 8.

Figura 1 - Fotomicrografias do figado de ratos obesos-MSG
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Figura 1 - Fotomicrografias do figado de ratos obesos-MSG, submetidos a vagotomia e/ou
esplenectomia. A: MSG FO; B: MSG VAG; C: MSG ESP e D: MSG VAG ESP. Nucleo (seta); Sinusoide
(asterisco) e goticula lipidica (cabeca de seta). Coloragdo Hematoxilina e Eosina (HE). n=8
animais/grupo.

Discussao

Roedores com obesidade hipotalamica, decorrente da administragédo neonatal
de MSG, sdo muito utilizados para estudar diferentes comorbidades associadas a
essa doenca (131516.17.18) Corroborando com os dados da literatura, o presente estudo
demonstrou que os animais MSG apresentaram reducdo no peso corporal e no peso
do figado, aumento no Iindice de Lee, maior acimulo de gordura nos depdsitos de
tecido adiposo retroperitoneal e perigonadal e hipertrigliceridemia (13.19.20.21.22) = A
reducdo do peso corporal, do comprimento naso-anal e do peso de 6rgdos nos
animais obesos-MSG é decorrente da lesdo no nucleo arqueado, induzida pelo MSG
em alta concentracao no periodo neonatal. Esse nucleo é responsavel pela producao
do hormonio liberador do hormonio de crescimento. Animais obesos-MSG

apresentam baixa concentracdo de horménio de crescimento plasmatico 3.
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Como demonstrado nesse estudo e de acordo com relatos de outros autores,
tanto a vagotomia como a esplenectomia em ratos obesos-MSG néo alteraram o peso
corporal, comprimento naso-anal e o indice de Lee. Embora n&o tenha alterado o
peso corporal, animais submetidos a vagotomia apresentaram grande distensdo do
estdmago, confirmando a eficacia da cirurgia (13:24.25),

A vagotomia foi eficaz na reducdo do acumulo de gordura no tecido adiposo
retroperitoneal e perigonadal. Embora a fisiopatologia da obesidade seja complexa e
nao foi totalmente esclarecida, evidéncias sugerem que disfuncbes no SNA, com
aumento na atividade parassimpatica e reducdo na atividade simpatica, estdo

relacionadas a hiperinsulinemia e ao inicio da obesidade (26:27:28),

O figado também esté envolvido na obesidade e distlrbios metabdlicos. Varios
estudos relatam que o acumulo de gordura no figado é caracteristico da distribuicao
de gordura, devido a relacdo entre os niveis elevados de acido graxo livre (AGL) e 0
metabolismo lipidico ©%31, Foi demonstrado que a vagotomia reduz os depdsitos de
gordura visceral e o acimulo de gordura no figado . Martin e colaboradores
mostraram que a vagotomia hepatica reduz a atividade lipogénica, diminuindo os
estoques de gordura devido a alteracdes na sensibilidade hepatica a insulina ¢2. A
reducdo dos depositos de gordura e melhora na dislipidemia em animais MSG VAG
indica que a comunicacdo adequada do nervo vago com o figado é importante para

manutengao da atividade lipogénica.

O nervo vago é bem conhecido por desempenhar um papel essencial na
manutencdo da homeostase metabdlica e na regulacéo das respostas imunes inatas
(933,34 A ruptura na homeostase metabdlica e imune esta associada a hiperglicemia,
resisténcia a insulina, dislipidemia ©. Atualmente, é bem aceito que existe uma
estreita relacdo entre o sistema imunolégico e o desenvolvimento da obesidade. No
presente estudo a esplenectomia reduziu os depdsitos de gordura retroperitoneal e
aumentou a concentracdo plasmatica de TG. Estudos demonstram que a
esplenectomia prejudica o metabolismo lipidico tanto em animais obesos-MSG
guanto nos obesos por dieta rica em gordura 825, Em um estudo semelhante, Gotoh
e colaboradores mostraram que a esplenectomia reduziu os depdsitos de gordura e
aumentou a concentracdo plasméatica de TG em animais alimentados com dieta
padrdo. No mesmo estudo, porém com animais alimentados com dieta rica em

gordura, houve aumento no contetido de TG hepético apds a esplenectomia ©%. A
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dislipidemia induzida pela esplenectomia pode ser causada pela falta de macréfagos
esplénicos ). A producéo de IL-10 pelos macréfagos € fundamental na manutencao
do metabolismo lipidico @ 29, Sugere-se que animais obesos MSG ESP tenham
reducéo de IL-10 com consequente aumento na lipolise e na concentracao plasmatica
TG. Animais obesos-MSG, sem qualquer intervencdo, ja apresentam reducdo na
concentracdo de IL-10 G7).

No presente estudo os animais MSG apresentaram alteracdes histolégicas nos
hepatocitos, compativeis com a DHGNA. Observou-se que animais do grupo MSG
FO, MSG ESP e MSG VAG ESP apresentaram aumento de goticulas lipidicas no
interior dos hepatdcitos com agravamento na esteatose hepéatica microvesicular.
Destaca-se que os animais MSG VAG também apresentaram esteatose, porém em
menor grau que os demais grupos. Stearns e colaboradores também demonstraram
que a vagotomia reduz a esteatose hepatica (V). Curiosamente animais dos grupos
MSG VAG ESP apresentaram grau mais elevado de esteatose hepética quando
comparados aos grupos MSG VAG e MSG ESP. Desta forma sugere-se que 0 nervo
vago e 0 baco tém participacdo importante, porém independentes, na instalacédo da
DHGNA no modelo de obesidade induzida pelo MSG.
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Preparing for Submission

PAGE CONTENTS

1. General Principles
2. Reporting Guidelines
3. Manuscript Sections
1. Title Page
Abstract
Introduction
Methods
Results
Discussion
References
Tables

lllustrations (Figures)
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10. Units of Measurement

11. Abbreviations and Symbols
1. General Principles

The text of articles reporting original research is usually divided into Introduction,
Methods, Results, and Discussion sections. This so-called “IMRAD” structure is not
an arbitrary publication format but a reflection of the process of scientific discovery.
Articles often need subheadings within these sections to further organize their content.
Other types of articles, such as meta-analyses, may require different formats, while
case reports, narrative reviews, and editorials may have less structured or

unstructured formats.

Electronic formats have created opportunities for adding details or sections, layering
information, cross-linking, or extracting portions of articles in electronic versions.
Supplementary electronic-only material should be submitted and sent for peer review

simultaneously with the primary manuscript.

2. Reporting Guidelines
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Reporting guidelines have been developed for different study designs; examples
include CONSORT for randomized trials, STROBE for observational
studies, PRISMA for systematic reviews and meta-analyses, and STARD for studies
of diagnostic accuracy. Journals are encouraged to ask authors to follow these
guidelines because they help authors describe the study in enough detail for it to be
evaluated by editors, reviewers, readers, and other researchers evaluating the medical
literature. Authors of review manuscripts are encouraged to describe the methods
used for locating, selecting, extracting, and synthesizing data; this is mandatory for
systematic reviews. Good sources for reporting guidelines are the EQUATOR
Network and the NLM's Research Reporting Guidelines and Initiatives.

3. Manuscript Sections

The following are general requirements for reporting within sections of all study

designs and manuscript formats.
a. Title Page

General information about an article and its authors is presented on a manuscript title
page and usually includes the article title, author information, any disclaimers, sources
of support, word count, and sometimes the number of tables and figures.

Article title. The title provides a distilled description of the complete article and should
include information that, along with the Abstract, will make electronic retrieval of the
article sensitive and specific. Reporting guidelines recommend and some journals
require that information about the study design be a part of the title (particularly
important for randomized trials and systematic reviews and meta-analyses). Some
journals require a short title, usually no more than 40 characters (including letters and
spaces) on the title page or as a separate entry in an electronic submission system.

Electronic submission systems may restrict the number of characters in the title.

Author information: Each author's highest academic degrees should be listed,
although some journals do not publish these. The name of the department(s) and
institution(s) or organizations where the work should be attributed should be specified.

Most electronic submission systems require that authors provide full contact


http://www.consort-statement.org/
http://strobe-statement.org/
http://prisma-statement.org/
http://www.equator-network.org/reporting-guidelines/stard/
http://www.equator-network.org/home/
http://www.equator-network.org/home/
http://www.nlm.nih.gov/services/research_report_guide.html
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information, including land mail and e-mail addresses, but the title page should list the
corresponding authors' telephone and fax numbers and e-mail address. ICMJE
encourages the listing of authors’ Open Researcher and Contributor Identification
(ORCID).

Disclaimers. An example of a disclaimer is an author's statement that the views
expressed in the submitted article are his or her own and not an official position of the

institution or funder.

Source(s) of support. These include grants, equipment, drugs, and/or other support
that facilitated conduct of the work described in the article or the writing of the article

itself.

Word count. A word count for the paper's text, excluding its abstract,
acknowledgments, tables, figure legends, and references, allows editors and
reviewers to assess whether the information contained in the paper warrants the
paper's length, and whether the submitted manuscript fits within the journal's formats

and word limits. A separate word count for the Abstract is useful for the same reason.

Number of figures and tables. Some submission systems require specification of the
number of Figures and Tables before uploading the relevant files. These numbers
allow editorial staff and reviewers to confirm that all figures and tables were actually
included with the manuscript and, because Tables and Figures occupy space, to
assess if the information provided by the figures and tables warrants the paper's length
and if the manuscript fits within the journal's space limits.

Conflict of Interest declaration. Conflict of interest information for each author needs
to be part of the manuscript; each journal should develop standards with regard to the
form the information should take and where it will be posted. The ICMJE has
developed a uniform conflict of interest disclosure form for use by ICMJE member
journals and the ICMJE encourages other journals to adopt it. Despite availability of
the form, editors may require conflict of interest declarations on the manuscript title
page to save the work of collecting forms from each author prior to making an editorial

decision or to save reviewers and readers the work of reading each author's form.


http://www.icmje.org/conflicts-of-interest/
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b. Abstract

Original research, systematic reviews, and meta-analyses require structured
abstracts. The abstract should provide the context or background for the study and
should state the study's purpose, basic procedures (selection of study participants,
settings, measurements, analytical methods), main findings (giving specific effect
sizes and their statistical and clinical significance, if possible), and principal
conclusions. It should emphasize new and important aspects of the study or
observations, note important limitations, and not overinterpret findings. Clinical trial
abstracts should include items that the CONSORT group has identified as essential.
Funding sources should be listed separately after the Abstract to facilitate proper

display and indexing for search retrieval by MEDLINE.

Because abstracts are the only substantive portion of the article indexed in many
electronic databases, and the only portion many readers read, authors need to ensure
that they accurately reflect the content of the article. Unfortunately, information in
abstracts often differs from that in the text. Authors and editors should work in the
process of revision and review to ensure that information is consistent in both places.
The format required for structured abstracts differs from journal to journal, and some
journals use more than one format; authors need to prepare their abstracts in the
format specified by the journal they have chosen.

The ICMJE recommends that journals publish the clinical trial registration number at
the end of the abstract. The ICMJE also recommends that, when a registration number
is available, authors list that number the first time they use a trial acronym to refer to
the trial they are reporting or to other trials that they mention in the manuscript. If the
data have been deposited in a public repository and/or are being used in a secondary
analysis, authors should state at the end of the abstract the unique, persistent data

set identifier, repository name and number.

c. Introduction

Provide a context or background for the study (that is, the nature of the problem and

its significance). State the specific purpose or research objective of, or hypothesis


http://www.consort-statement.org/resources/downloads/extensions/consort-extension-for-abstracts-2008pdf
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tested by, the study or observation. Cite only directly pertinent references, and do not
include data or conclusions from the work being reported.

d. Methods

The guiding principle of the Methods section should be clarity about how and why a
study was done in a particular way. Methods section should aim to be sufficiently
detailed such that others with access to the data would be able to reproduce the
results. In general, the section should include only information that was available at
the time the plan or protocol for the study was being written; all information obtained
during the study belongs in the Results section. If an organization was paid or
otherwise contracted to help conduct the research (examples include data collection
and management), then this should be detailed in the methods.

The Methods section should include a statement indicating that the research was
approved by an independent local, regional or national review body (e.g., ethics
committee, institutional review board). If doubt exists whether the research was
conducted in accordance with the Helsinki Declaration, the authors must explain the
rationale for their approach and demonstrate that the local, regional or national review

body explicitly approved the doubtful aspects of the study. (See section Il.E.)
i. Selection and Description of Participants

Clearly describe the selection of observational or experimental participants (healthy
individuals or patients, including controls), including eligibility and exclusion criteria
and a description of the source population. Because the relevance of such variables
as age, sex, or ethnicity is not always known at the time of study design, researchers
should aim for inclusion of representative populations into all study types and at a
minimum provide descriptive data for these and other relevant demographic variables.
Ensure correct use of the terms sex (when reporting biological factors) and gender
(identity, psychosocial or cultural factors), and, unless inappropriate, report the sex
and/or gender of study participants, the sex of animals or cells, and describe the
methods used to determine sex and gender. If the study was done involving an
exclusive population, for example in only one sex, authors should justify why, except

in obvious cases, (e.g., prostate cancer).” Authors should define how they determined



58

race or ethnicity and justify their relevance. Authors should use neutral, precise, and
respectful language to describe study participants and avoid the use of terminology

that might stigmatize participants.
ii. Technical Information

Specify the study's main and secondary objectives—usually identified as primary and
secondary outcomes. Identify methods, equipment (give the manufacturer's name and
address in parentheses), and procedures in sufficient detail to allow others to
reproduce the results. Give references to established methods, including statistical
methods (see below); provide references and brief descrip-tions for methods that
have been published but are not well-known; describe new or substantially modified
methods, give the reasons for using them, and evaluate their limitations. Identify
precisely all drugs and chemicals used, including generic name(s), dose(s), and

route(s) of administration. Identify appropriate scientific names and gene names.

ili. Statistics

Describe statistical methods with enough detail to enable a knowledgeable reader with
access to the original data to judge its appropriateness for the study and to verify the
reported results. When possible, quantify findings and present them with appropriate
indicators of mea-surement error or uncertainty (such as confidence intervals). Avoid
relying solely on statistical hypothesis testing, such as P values, which fail to convey
important information about effect size and precision of estimates. References for the
design of the study and statistical methods should be to standard works when possible
(with pages stated). Define statistical terms, abbreviations, and most symbols. Specify
the statistical software package(s) and versions used. Distinguish prespecified from

exploratory analyses, including subgroup analyses.
e. Results

Present your results in logical sequence in the text, tables, and figures, giving the main
or most important findings first. Do not repeat all the data in the tables or figures in the
text; emphasize or summarize only the most important observations. Provide data on

all primary and secondary outcomes identified in the Methods Section. Extra or



59

supplementary materials and technical details can be placed in an appendix where
they will be accessible but will not interrupt the flow of the text, or they can be published

solely in the electronic version of the journal.

Give numeric results not only as derivatives (for example, percentages) but also as
the absolute numbers from which the derivatives were calculated, and specify the
statistical significance attached to them, if any. Restrict tables and figures to those
needed to explain the argument of the paper and to assess supporting data. Use
graphs as an alternative to ta-bles with many entries; do not duplicate data in graphs

and tables. Avoid nontechnical uses of technical terms in statistics, such as “random”

” 13 ” “

(which implies a randomizing device), “normal,” “significant,” “correlations,” and

“sample.”

Separate reporting of data by demographic variables, such as age and sex, facilitate
pooling of data for subgroups across studies and should be routine, unless there are

compelling reasons not to stratify reporting, which should be explained.
f. Discussion

It is useful to begin the discussion by briefly summarizing the main findings, and
explore possible mechanisms or explanations for these findings. Emphasize the new
and important aspects of your study and put your finings in the context of the totality
of the relevant evidence. State the limitations of your study, and explore the
implications of your findings for future research and for clinical practice or policy.
Discuss the influence or association of variables, such as sex and/or gender, on your
findings, where appropriate, and the limitations of the data. Do not repeat in detail data
or other information given in other parts of the manuscript, such as in the Introduction

or the Results section.

Link the conclusions with the goals of the study but avoid unqualified statements and
conclusions not adequately supported by the data. In particular, distinguish between
clinical and statistical significance, and avoid making statements on economic benefits
and costs unless the manuscript includes the appropriate economic data and
analyses. Avoid claiming priority or alluding to work that has not been completed. State

new hypotheses when war-ranted, but label them clearly.
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g. References
i. General Considerations Related to References

Authors should provide direct references to original research sources whenever
possible. References should not be used by authors, editors, or peer reviewers to
promote self-interests. Although references to review articles can be an efficient way
to guide readers to a body of literature, review articles do not always reflect original
work accurately. On the other hand, extensive lists of references to original work on a
topic can use excessive space. Fewer references to key original papers often serve
as well as more exhaustive lists, particularly since references can now be added to
the electronic version of published papers, and since electronic literature searching

allows readers to retrieve published literature efficiently.

Do not use conference abstracts as references: they can be cited in the text, in
parentheses, but not as page footnotes. References to papers accepted but not yet
published should be designated as “in press” or “forthcoming.” Information from
manuscripts submitted but not accepted should be cited in the text as “unpublished

observations” with written permission from the source.

Published articles should reference the unique, persistent identifiers of the datasets

employed.

Avoid citing a “personal communication” unless it provides essential information not
available from a public source, in which case the name of the person and date of
communication should be cited in parentheses in the text. For scientific articles, obtain
written permission and confirmation of accuracy from the source of a personal

communication.

Some but not all journals check the accuracy of all reference citations; thus, citation
errors sometimes appear in the published version of articles. To minimize such errors,
references should be verified using either an electronic bibliographic source, such as
PubMed, or print copies from original sources. Authors are responsible for checking
that none of the references cite retracted articles except in the context of referring to

the retraction. For articles published in journals indexed in MEDLINE, the ICMJE
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considers PubMed the authoritative source for information about retractions. Authors
can identify retracted articles in MEDLINE by searching PubMed for "Retracted
publication [pt]", where the term "pt" in square brackets stands for publication type, or

by going directly to the PubMed's list of retracted publications.

References should be numbered consecutively in the order in which they are first
mentioned in the text. Identify references in text, tables, and legends by Arabic

numerals in parentheses.

References cited only in tables or figure legends should be numbered in accordance
with the sequence established by the first identification in the text of the particular table
or figure. The titles of journals should be abbreviated according to the style used for
MEDLINE (www.ncbi.nlm.nih.gov/nimcatalog/journals). Journals vary on whether they
ask authors to cite electronic references within parentheses in the text or in numbered
references following the text. Authors should consult with the journal to which they

plan to submit their work.

ii. Reference Style and Format

References should follow the standards summarized in the NLM’s International
Committee of Medical Journal Editors (ICMJE) Recommendations for the Conduct,
Reporting, Editing and Publication of Scholarly Work in Medical Journals: Sample
References webpage and detailed in the NLM’s Citing Medicine, 2nd edition. These
resources are regularly updated as new media develop, and currently include
guidance for print documents; unpublished material; audio and visual media; material
on CD-ROM, DVD, or disk; and material on the Internet.

h. Tables

Tables capture information concisely and display it efficiently; they also provide
information at any desired level of detail and precision. Including data in tables rather
than text frequently makes it possible to reduce the length of the text.

Prepare tables according to the specific journal's requirements; to avoid errors it is
best if tables can be directly imported into the journal's publication software. Number
tables consecutively in the order of their first citation in the text and supply a title for


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=retracted+publication+%5bpt%5d
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nlmcatalog/journals
https://www.nlm.nih.gov/bsd/uniform_requirements.html
https://www.nlm.nih.gov/bsd/uniform_requirements.html
https://www.nlm.nih.gov/bsd/uniform_requirements.html
https://www.nlm.nih.gov/bsd/uniform_requirements.html
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/books/NBK7256/
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each. Titles in tables should be short but self-explanatory, containing information that
allows readers to understand the table's content without having to go back to the text.

Be sure that each table is cited in the text.

Give each column a short or an abbreviated heading. Authors should place
explanatory matter in footnotes, not in the heading. Explain all nonstandard
abbreviations in footnotes, and use symbols to explain information if needed. Symbols
may vary from journal to journal (alphabet letter or such symbols as *, t, 1, §), so
check each journal's instructions for authors for required practice. Identify statistical

measures of variations, such as standard deviation and standard error of the mean.

If you use data from another published or unpublished source, obtain permission and
acknowledge that source fully.

Additional tables containing backup data too extensive to publish in print may be
appropriate for publication in the electronic version of the journal, deposited with an
archival service, or made available to readers directly by the authors. An appropriate
statement should be added to the text to inform readers that this additional information
is available and where it is located. Submit such tables for consideration with the paper

so that they will be available to the peer reviewers.

i. llustrations (Figures)

Digital images of manuscript illustrations should be submitted in a suitable format for
print publication. Most submission systems have detailed instructions on the quality of
images and check them after manuscript upload. For print submissions, figures should
be either professionally drawn and photographed, or submitted as photographic-
quality digital prints.

For radiological and other clinical and diagnostic images, as well as pictures of
pathology specimens or photomicrographs, send high-resolution photographic image
files. Before-and-after images should be taken with the same intensity, direction, and
color of light. Since blots are used as primary evidence in many scientific articles,
editors may require deposition of the original photographs of blots on the journal's

website.
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Although some journals redraw figures, many do not. Letters, numbers, and symbols
on figures should therefore be clear and consistent throughout, and large enough to
remain legible when the figure is reduced for publication. Figures should be made as
self-explanatory as possible, since many will be used directly in slide presentations.
Titles and detailed explanations belong in the legends—not on the illustrations

themselves.

Photomicrographs should have internal scale markers. Symbols, arrows, or letters
used in photomicrographs should contrast with the background. Explain the internal

scale and identify the method of staining in photomicrographs.

Figures should be numbered consecutively according to the order in which they have
been cited in the text. If a figure has been published previously, acknowledge the
original source and submit written permission from the copyright holder to reproduce
it. Permission is required irrespective of authorship or publisher except for documents

in the public domain.

In the manuscript, legends for illustrations should be on a separate page, with Arabic
numerals corresponding to the illustrations. When symbols, arrows, numbers, or
letters are used to identify parts of the illustrations, identify and explain each one
clearly in the legend.

j. Units of Measurement

Measurements of length, height, weight, and volume should be reported in metric units

(meter, kilogram, or liter) or their decimal multiples.

Temperatures should be in degrees Celsius. Blood pressures should be in millimeters

of mercury, unless other units are specifically required by the journal.

Journals vary in the units they use for reporting hematologic, clinical chemistry, and
other measurements. Authors must consult the Information for Authors of the particular
journal and should report laboratory information in both local and International System
of Units (SI).
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Editors may request that authors add alternative or non-SlI units, since Sl units are not
universally used. Drug concentrations may be reported in either SI or mass units, but

the alternative should be provided in parentheses where appropriate.
k. Abbreviations and Symbols

Use only standard abbreviations; use of nonstandard abbreviations can be confusing
to readers. Avoid abbreviations in the title of the manuscript. The spelled-out
abbreviation followed by the abbreviation in parenthesis should be used on first

mention unless the abbreviation is a standard unit of measurement.
Sending the Submission

Manuscripts should be accompanied by a cover letter or a completed journal

submission form, which should include the following information:

A full statement to the editor about all submissions and previous reports that might be
regarded as redundant publication of the same or very similar work. Any such work
should be referred to specifically and referenced in the new paper. Copies of such
material should be included with the submitted paper to help the editor address the

situation. See also Section Il1.D.2.

A statement of financial or other relationships that might lead to a conflict of interest,
if that information is not included in the manuscript itself or in an authors’ form. See

also Section I1.B.

A statement on authorship. Journals that do not use contribution declarations for all
authors may require that the submission letter includes a statement that the
manuscript has been read and approved by all the authors, that the requirements for
authorship as stated earlier in this document have been met, and that each author
believes that the manuscript represents honest work if that information is not provided

in another form See also Section II.A.
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Contact information for the author responsible for communicating with other authors
about revisions and final approval of the proofs, if that information is not included in

the manuscript itself.

The letter or form should inform editors if concerns have been raised (e.g., via
institutional and/or regulatory bodies) regarding the conduct of the research or if
corrective action has been recommended. The letter or form should give any additional
information that may be helpful to the editor, such as the type or format of article in the
particular journal that the manuscript represents. If the manuscript has been submitted
previously to another journal, it is helpful to include the previous editors' and reviewers’
comments with the submitted manuscript, along with the authors’ responses to those
comments. Editors encourage authors to submit these previous communications.
Doing so may expedite the review process and encourages transparency and sharing
of expertise.

Many journals provide a presubmission checklist to help the author ensure that all the
components of the submission have been included. Some journals also require that
authors complete checklists for reports of certain study types (for example, the
CONSORT checkilist for reports of randomized controlled trials). Authors should look
to see if the journal uses such checklists, and send them with the manuscript if they

are requested.

The manuscript must be accompanied by permission to reproduce previously
published material, use previously published illustrations, report information about
identifiable persons, or to acknowledge people for their contributions.



