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RESUMO

CARDOSO, André Luiz Bandeira Dionizio. Efeitos biolégicos do tratamento oral com
extrato de Chenopodium ambrosioides (mastruz) associado com exercicio de vibracéo de
corpo inteiro em modelo animal de diabetes mellitus tipo 1. 2023. 103 f. Tese (Doutorado
em Fisiopatologia Clinica e Experimental) — Faculdade de Ciéncias Médicas, Universidade do
Estado do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2023.

O diabetes mellitus (DM) é uma doenca metabolica crbnica caracterizada por afetar a
producdo e/ou acdo da insulina no corpo, causando hiperglicemia. Das varias categorias
estabelecidas de DM, um subtipo da doenca cujo interesse cientifico vem crescendo gradualmente
ao longo dos anos € o diabetes mellitus tipo 1 (DMT1). O DMT1 acarreta comprometimentos
funcionais, fisiol6gicos e comportamentais. Estratégias variadas, incluindo as ndo farmacoldgicas,
como exercicios, tém sido propostas para o manejo do DM. O exercicio de vibracdo de corpo
inteiro (EVCI), uma intervencdo na qual os sujeitos sdo expostos a vibracdo mecanica (VM) por
meio de uma plataforma vibratoria tem sido sugerida para o manejo de doengas crénicas, como a
DM. Além disso, a avaliacdo da associacdo do EVCI com substancias naturais de propriedades
antidiabéticas, como exemplo, Chenopodium ambrosioides (mastruz), uma espécie vegetal
utilizada na medicina popular, é sugerida. O objetivo do presente estudo foi avaliar respostas
bioldgicas decorrentes do efeito individual e combinado do EVCI e do tratamento oral com
extrato de mastruz em ratos diabéticos, segundo os pardmetros funcionais, fisioldgicos e
comportamentais. A diabetes foi induzida por aloxana (150mg/kg). Foram utilizados ratos Wistar
(n=85), machos, divididos aleatoriamente em cinco grupos: controle saudavel (CON), controle
diabético (DC), diabético tratado com VM (D-VBR), diabético tratado com mastruz a 15 mg/mL
(D-CHE) e diabéticos submetidos ao tratamento combinado (CHE+VBR) por 5 semanas. Foram
avaliados a ingestdo de alimentos, atividade locomotora e exploratdria, composi¢do corporal
(massa corporal e indice de massa corporal (IMC)), consisténcia das fezes, determinacédo
bioquimica e neuroquimica e biodistribuicdo de radiofarmaco ®™Tc-pertecnetato de sodio e
comportamento do tipo ansioso. Os resultados demonstraram em ratos diabéticos (DC) um
aumento (p<0,0001) do consumo de alimentos, reducdo (p<0,01) de massa corporal e IMC,
aumento (p<0,0001) da concentracdo sérica de glicose e porcentagem (%) de hemoglobina glicada
(HbAlc) no sangue, aumento (p<0,01) de lipideos (triglicerideos e colesterol), lipoproteina
(HDL), minerais (calcio e magnésio), compostos nitrogenados (creatinina e ureia) e (p<0,01)
enzimas séricas (ALP, ALT e lipase), aumento (p<0,05) de serotonina, colina e &cido
diidroxifenilacético (DOPAC) no hipocampo, também foi observado aumento (p<0,01) da
captacéo do radiofarmaco ™ Tc-pertecnetato de sodio no intestino e pancreas em relagio ao CON.
N&do foram observados diferencas na consisténcia das fezes, na atividade locomotora e
exploratoria no grupo DC. No diabetes induzido, o tratamento individual com mastruz regulou o
consumo de racdo e impediu: a perda de massa corporal e IMC, o aumento da %HbA1c e niveis
séricos de triglicerideos; aumentou o comportamento exploratério dos animais e reduziu a % de
radioatividade no péncreas e intestino. O tratamento com EVCI impediu a perda de massa
corporal, melhorou a atividade locomotora e exploratdria dos animais, além do comportamento do
tipo ansioso e aumentou a concentracdo de DOPAC no hipocampo. Por sua vez, o tratamento
combinado impediu a perda de massa corporal e regulou o IMC, além dos niveis de HDL no
sangue. Em concluséo, as respostas bioldgicas do tratamento individual com mastruz ou EVCI
sugerem potencial terapéutico no manejo do DM induzido, podendo regular efeitos adversos
causados pelo agdo cronica da aloxana em ratos Wistar. Contudo, o tratamento combinado se
mostrou pouco sensivel no manejo do DM induzido.

Palavras-chave:  Chenopodium  ambrosioides.  Exercicio  fisico.  Neurotransmissor.
Comportamento. Aloxano.



ABSTRACT

CARDOSO, André Luiz Bandeira Dionizio. Biological effects of the oral treatment with
Chenopodium ambrosioides (mastruz) extract associated with whole-body vibration
exercise in a type 1 diabetes mellitus animal model. 2023. 103 f. Tese (Doutorado em
Fisiopatologia Clinica e Experimental) — Faculdade de Ciéncias Médicas, Universidade do
Estado do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2023.

Diabetes mellitus (DM) is a chronic metabolic disease characterized by affecting the
production and/or action of insulin in the body, causing hyperglycemia. From various established
categories of DM, a subtype of the disease whose scientific interest has been gradually growing
over the years is type 1 diabetes mellitus (TIDM). T1DM causes functional, physiological and
behavioral impairments. Various strategies, including non-pharmacological, such as exercises,
have been proposed for the management of DM. Whole-body vibration (WBV) exercise, an
intervention in which subjects are exposed to mechanical vibration (VM) through a vibrating
platform, has been suggested for the management of chronic diseases such as DM. In addition, the
evaluation of the association of WBV with natural substances with antidiabetic properties, such as
Chenopodium ambrosioides (mastruz), a plant species used in folk medicine, is suggested. The
aim of the current study was to evaluate biological responses resulting from the individual and
combined effect of WBYV and oral treatment with mastruz extract in diabetic rats, according to
functional, physiological and behavioral parameters. Diabetes was induced by alloxan
(150mg/kg). Male Wistar rats (n=85) were used, randomly divided into five groups: healthy
control (CON), diabetic control (DC), diabetic treated with MV (D-VBR), diabetic treated with
mastruz at 15 mg/mL ( D-CHE) and diabetics submitted to combined treatment (CHE+VBR) for 5
weeks. Food intake, locomotor and exploratory activity, body composition (body mass and body
mass index (BMI)), stool consistency, biochemical and neurochemical determination and
biodistribution of the radiopharmaceutical 99mTc-sodium pertechnetate and anxiety-like behavior
were evaluated. The results demonstrated in diabetic rats (DC) an increase (p<0.0001) in food
consumption, reduction (p<0.01) in body mass and BMI, increase (p<0.0001) in serum glucose
concentration and percentage (%) of glycated hemoglobin (HbAlc) in the blood, increase
(p<0.01) of lipids (triglycerides and cholesterol), lipoprotein (HDL), minerals (calcium and
magnesium), nitrogenous compounds (creatinine and urea) and (p<0.01) serum enzymes (ALP,
ALT and lipase), increase (p<0.05) serotonin, choline and dihydroxyphenylacetic acid (DOPAC)
in hippocampus, also an increase (p<0.01) in the uptake of the radiopharmaceutical **™Tc-sodium
pertechnetate was observed in the intestine and pancreas. No differences were observed in stool
consistency, locomotor and exploratory activity in the DC group. In induced diabetes, the
individual treatment with mastruz regulated feed intake, body mass loss and BMI, %HbAlc,
serum triglyceride levels, and %radioactivity in the pancreas and intestine, on the other hand,
increased exploratory behavior. While WBV intervention regulated body mass loss and BMI,
concentration of DOPAC in the hippocampus improved locomotor and exploratory activity, in
addition to anxiety-like behavior. In turn, the combined treatment regulated the loss of body mass
and BMI, in addition to HDL levels in the blood. In conclusion, the biological responses of the
individual treatment with mastruz or EVCI suggest therapeutic potential in the management of
induced DM, being able to regulate adverse effects caused by the chronic action of alloxan in
Wistar rats. However, the combined treatment proved to be insensitive in the management of
induced DM.

Keywords: Chenopodium ambrosioides. Physical exercise. Neurotransmitter. Behavior.

Alloxan.
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INTRODUCAO

O diabetes mellitus (DM) é uma doenca metabolica crbnica caracterizada pela
alteracdo na producdo e/ou acdo da insulina, causando hiperglicemia persistente (niveis
elevados de glicose no sangue) (ADA et al., 2005; WHO et al., 2019, ADA et al., 2021). Das
varias categorias estabelecidas de DM, existem dois subtipos principais: o diabetes mellitus
tipo 1 (DMT1) e diabetes mellitus tipo 2 (DMT2) (Deepthi et al, 2017; WHO et al., 2019;
Egan & Dinneen, 2019). O DMT1 é conhecido como uma condi¢do autoimune 6rgao-
especifica que comumente ocorre em criangas ou adolescentes, caracterizada pela destruicao
seletiva das células beta das ilhotas pancreéticas que leva a perda da producdo de insulina e a
hiperglicemia (llonen et al., 2019; Eizirik et al., 2020). O DMT2 geralmente ocorre em
adultos e idosos que apresentam um quadro de hiperglicemia prolongada, decorrente da
resisténcia a insulina e disfuncdo na sua secrecdo resultante do estilo de vida e escolhas
alimentares inadequadas (WHO et al., 2019; Eizirik et al., 2020).

A diabetes tornou-se um problema sério de salde publica no mundo, sua incidéncia
estd aumentando e com base em sua prevaléncia, estima-se que a doenca atinja mais de 578
milhdes de pessoas (10,2%) em 2030, e 700 milhdes (10,9%) em 2045, trazendo Onus para a
sociedade e sistema de satde (Sun et al., 2022). No Brasil, a incidéncia é de 16,8 milhdes de
pessoas com diabetes (adultos de 20 a 79 anos) (Magliano et al., 2021). O DMT1 vem
crescendo gradualmente ao longo dos anos (Katsarou et al., 2017; Magliano et al., 2021; Sun
et al., 2022), estima-se que no mundo 8,75 milhdes de pessoas vivem com a doenga, sendo
1,53 milh&o de criangas e adolescentes com menos de 20 anos (Sun et al., 2022).

Clinicamente, o inicio do DMTL1 acarreta um declinio progressivo na funcdo das
células beta, que residem no pancreas, especificamente na regido das ilhotas de Langerhans, e
0 risco pode ser previsto com base em marcadores bioquimicos (Yi et al., 2018; Thomas et al.,
2019; Brenu et al., 2023), alteracdes funcionais e fisiologicas como a perda de massa corporal
(Markowitz et al., 2015; Mottalib et al., 2017), polidipsia (Stipancic et al., 2011), polifagia
(Kahanovic et al., 2017), poliuria (Stipancic et al., 2011), fadiga (Kahanovic et al., 2017),
complicagdes gastrointestinais (Krishnan et al., 2013), distarbios lipidicos (Kahanovic et al.,
2017), alteragdes circulatorias sisttmica, hematoldgicas e imunologicas, que lesam varios
sistemas e 6rgdos a longo prazo (Li et al., 2014; Kahanovic et al., 2017, Schofield et al.,
2019), além de autoanticorpos circulantes para antigenos de células beta (Fousteri et al., 2017;

Regnell & Lernmark, 2017). Ademais, complicacdes psicoldgicas estdo associadas ao DM,
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como ansiedade, transtorno obsessivo-compulsivo, fobias e ataques de panico (Rechenberg et
al., 2017; Alvarado-Martel et al., 2019; ADA, 2021).

Comprometimentos da satde mental ocorrem de 33 a 42% dos jovens com DMT1
(Northam et al., 2005; Rechenberg et al., 2017), quase trés vezes mais do que em jovens que
nédo apresentam a doenca. Os sintomas de ansiedade sdo prevalentes em jovens com DMT1,
com 13 a 21,3% deles ocorrendo em algum momento durante a infancia ou adolescéncia
(Maabhs et al., 2010; Rechenberg et al., 2017), e em média 18,4% dos jovens com DMT1 séo
diagnosticados com transtorno de ansiedade (Chiang et al., 2018). Além disso, 0s sintomas
depressivos ocorrem em torno de 11,3 a 27,5% dos jovens com DMT1 (Bernstein et al., 2013;
McGill et al., 2018). Ambos os fatores estdo associados a pior qualidade de vida,
autogerenciamento e controle glicémico (Bernstein et al., 2013; Alvarado-Martel et al., 2019).

Evidéncias indicam um declinio na funcdo cognitiva em pacientes com DM (Li et al.,
2017; Shalimova et al., 2019). Atualmente, a correlacdo entre diabetes e disfungdo cognitiva é
observada em individuos com diabetes que apresentam menor funcdo cognitiva na velocidade
de processamento de informacdes, tomada de decisdo e memdria, quando comparados a
individuos saudaveis, portanto, tendo maior risco de deméncia (Marden et al., 2017; Lacy et
al., 2018). Por sua vez, sugere-se que o diabetes pode servir como um fator de risco de
comprometimento cognitivo, que prejudica a memdria e a linguagem em individuos, diminui
sua qualidade de vida e pode levar a um distlrbio de comportamento grave (Wang et al,
2020).

Com base nos mecanismos subjacentes (Katsarou et al, 2017, Fousteri et al., 2017,
Regnell & Lernmark, 2017), os individuos que desenvolvem o estdgio de multiplos
autoanticorpos de células beta progridem para diabetes clinico, portanto, quanto mais cedo o
processo for iniciado, mais rapida sera a progressao para DMT1 (Regnell & Lernmark, 2017).
Assim, a introducdo precoce do tratamento contra a doenca é favoravel para controlar seus
efeitos.

O tratamento com insulina (insulinoterapia) € o padrdo-ouro no manejo do DMTL, e a
insulinoterapia com regime de insulina basal-bolus, controlada e adaptada pelo paciente é a
mais comum (Lechleitner & Hoppichler, 2011). Além disso, evidéncias recentes relataram o
papel preventivo da administrac@o oral de insulina nos primeiros meses de criangas com risco
genético elevado para DMTL1 (Ziegler et al., 2019; Assfalg et al., 2021). De fato, o tratamento
do DMT1 é complexo e envolve automonitoramento da glicemia, administracdo de insulina,
manejo dietético e atividade fisica regular para manter os niveis ideais de glicemia (Diabetes
Prevention Trial-Type 1 Diabetes Study Group, 2002; Forouhi & Wareham, 2014; Knox et
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al., 2019). No entanto, a insulinoterapia tem algumas desvantagens, incluindo resisténcia aos
medicamentos (reducdo da eficiéncia), efeitos colaterais e até toxicidade (Grunberger, 2013;
Rys et al., 2018).

Em paralelo, estratégias ndo farmacoldgicas (p. ex. mudancas no estilo de vida) tém
sido propostas para 0 manejo do DM (Frandsen et al., 2018). O exercicio fisico regular
(treinamento) também tem se mostrado uma estratégia importante no tratamento do DM,
contribuindo para o controle glicémico, melhora da sensibilidade a insulina, balanco
energético, melhora do metabolismo e normalizacao da pressdo arterial (Gulve, 2008; Seeger
et al., 2011; Kirwan et al., 2017). No entanto, a falta ou baixo nivel de regime de atividade
fisica devido ao sedentarismo ou complicacdes desencadeadas pelo diabetes e/ou terapia
medicamentosa, sdo considerados fatores limitantes para diferentes populages, incluindo os
individuos com DMT1 (Celik et al., 2015; Liu et al., 2017).

Exercicio de vibragdo de corpo inteiro

Assim, o exercicio de vibracdo de corpo inteiro (EVCI) é proposto como uma
alternativa de exercicio para aqueles individuos que ndo conseguem realizar exercicios fisicos
regularmente, como por exemplo, devido a complicacbes do DM (Bonanni et al., 2022). O
EVCI é uma intervencdo em que 0s sujeitos sdo expostos a vibracdo mecanica (VM) gerada
por uma plataforma vibratéria (PV) (Rittweger, 2010; Bonanni et al., 2022). A VM é um
estimulo fisico caracterizado por um movimento oscilatério, sinusoidal e determinista em
torno de um ponto de equilibrio (Rauch, 2010; Van Heuvelen et al., 2021). Durante o EVCI
(Figura 1), VM séo transmitidas por todo o corpo quando o individuo estd com 0s pés em
contato com a base de uma PV, em uma postura estatica (p. ex. em pé, sentado sobre a base,
sentado e somente com o pé sobre a base) ou dindmica (Bemben et al., 2018; Van Heuvelen et
al., 2021). Portanto, trata-se de uma forma de intervencéo sistémica e tem sido utilizada em
diferentes populacGes (Bemben et al., 2018; Marin-Puyalto et al., 2020; Arenales Arauz et al.,
2023), e é gerado no individuo na terapia vibratéria sistémica (Sa-caputo et al., 2022). Os
protocolos de EVCI séo definidos por parametros biomecanicos como frequéncia (f),
amplitude (A) ou deslocamento pico a pico (D) e pico de aceleracdo (apeak) (Rauch, 2010),
além de parametros como o tempo de exposi¢do, nimero de séries, tempo de repouso entre as
séries, e a duracdo do protocolo (p. ex. agudo ou crénico) (Rauch, 2010; Van Heuvelen et al.,
2021).
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Com o tempo, o EVCI tem se tornado uma intervencao efetiva, segura, de fécil acesso,
boa aderéncia por parte do paciente e adquiriu aceitacdo para uma série de condigdes clinicas,
incluindo lesdes esportivas (Arenalez Arauz et al., 2022), incapacidade fisica (Arenalez Arauz
et al., 2023), esclerose mdaltipla (Abbasi et al., 2019), osteoporose (Jepsen et al., 2019),
doenca do disco lombar e dor lombar (Boucher et al., 2013; Kaeding et al., 2017), paralisia
cerebral (Han et al., 2019), doencas metabdlicas (Manimmanakorn et al., 2017; Reis-Silva et
al. 2022; Dos Santos et al., 2023) e deméncia (lkuo Odano et al 2022). Alem disto,
dependendo do protocolo (Van Heuvelen et al., 2021), o EVCI pode melhorar a resisténcia,
equilibrio, poténcia muscular, forca muscular, mobilidade funcional, densidade mineral dssea,
fluxo sanguineo e frequéncia cardiaca (Herrero et al., 2011; Ritzmann et al., 2014; Bemben et
al., 2017; Lai et al., 2021; Chang et al., 2021). Ademais, também foram relatados efeitos
benéficos do EVCI no sistema nervoso central (SNC), incluindo o aumento da plasticidade
sinaptica do hipocampo, desempenho neuromuscular (Cariati et al., 2021; Oroszi et al., 2022),
atenuacdo de danos cerebrais (Chen et al., 2022), melhora do humor (Choi & Mizukami,
2020), aprendizado e desempenho da memoria (Oroszi et al., 2022).

Para o DM, semelhante ao exercicio fisico, é sugerido que o EVCI pode ser util no
manejo da diabetes, melhorando a atividade das células beta nas ilhotas pancreéticas e
resisténcia a insulina, ou maior capacidade de resposta da captacdo de glicose muscular (Yu et
al., 2019; Jawed et al., 2020; An et al., 2022). O EVCI pode amenizar sintomas do DM, como
polidria, polidipsia, osmolaridade da &gua e melhorar o metabolismo da glicose no figado
(Betik et al., 2021; Kitamoto et al., 2021; An et al., 2022). No entanto, no DMT1, o
conhecimento sobre 0s mecanismos subjacentes a acdo da VM ainda é limitado, mesmo em

estudos clinicos e pré-clinicos.

Figura 1 - Exercicio de vibracdo de corpo inteiro
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Legenda: Posicdo do individuo na plataforma vibrat6ria (A). Os pés em contato com a base da plataforma
vibratéria (B). Grafico representativo de deslocamento contra o tempo em vibragdo sinusoidal (C).
Fonte: Google imagens, Rauch et al., 2010.
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Extrato de plantas medicinais

Por outro lado, a busca por terapias complementares a insulinoterapia tem estimulado
estudos de validacdo sobre os efeitos de produtos naturais (Kooti et al., 2016; Jugran et al.,
2021). Muitos metabdlitos de plantas demonstraram possuir varios efeitos biologicos, Uteis no
tratamento complementar de doencas metabdlicas (Kooti et al., 2016; Furman et al., 2020),
como as plantas medicinais que demonstraram propriedades antidiabéticas (Ezeja et al., 2015;
Salehi et al., 2019; Willcox et al., 2021; Ahmad et al., 2021). A maioria dos metabolitos
secundarios, incluindo carotenoides, flavonoides, terpenoides, alcaloides e glicosideos estdo
presentes em muitos extratos vegetais, sendo alguns desses metabdlitos relatados com efeitos
benéficos no tratamento do DM (Cysne et al., 2016; Wang et al., 2017; Emordi et al., 2018).

No Brasil, a Relacdo Nacional de Plantas de Interesse do Sistema Nacional de Saude
(RENISUS) apresenta uma lista com 71 espécies de plantas utilizadas na medicina popular.
Destaca, a necessidade de aumentar a compreensdo dos mecanismos envolvendo as
propriedades terapéuticas das mesmas e a importancia do uso como fitoterapico (De Souza et
al., 2015).

O Chenopodium ambrosioides L. (C. ambrosioides) € uma espécie vegetal que faz
parte dessa lista (Figura 2). Pertencente a familia Amaranthaceae, C. ambrosioides é um
arbusto herbaceo, anual ou perene, com forte cheiro aromatico, amplamente distribuido na
Africa Ocidental, América Central e do Sul. No Brasil, é popularmente conhecida como
‘Mastruz’ ou ‘Erva-de-Santa-Maria’ (Song et al., 2011; Da Silva et al., 2014; Kasali et al.,
2021). Segundo a Organizacdo Mundial de Satde, C. ambrosioides esta entre as plantas mais
utilizadas na medicina popular no mundo (Da Silva et al., 2014; S& et al.,, 2016), em
particular, as folhas, raizes e sementes as partes mais utilizadas (Sa et al., 2016; Cardoso et al.,
2017; Kasali et al., 2021). De féacil cultivo, a planta cresce em solos leves (arenosos), médios,
pesados, acidos, neutros e alcalinos (pH variando de 5,2 a 8,3). E uma espécie cultivada e

cosmopolita (Kasali et al., 2021).
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Figura 2 - Chenopodium ambrosioides Linn

Legenda: Registro fotogréafico do Mastruz (A). llustracéo original publicada por Blanco F.M, 2019 (B).
Fonte: Disponivel em https://www.gbif.org/occurrence/1424494213; Hardpress Publishing, 2019.

Estudos sobre a composicdo quimica de C. ambrosioides (sinbnimo: Dysphania
ambrosioides) mostraram que esta planta possui muitos compostos bioativos, sendo
terpenoides o principal composto (Patricio et al., 2008; Kasali et al., 2021), e o ascaridol o
mais abundante (Dembitsky et al., 2008; Kasali et al., 2021), além de flavonoides, bem
conhecidos por suas multiplas funcBes bioldgicas, incluindo potencial antidiabético
(Brahmachari et al., 2008; Brahmachari et al., 2008). Além disso, alguns efeitos de C.
ambrosioides tem sido confirmado, tais como anti-inflamatdrio, antioxidante, cicatrizante,
anti-helmintico, antitumoral e antimicrobiano (Nascimento et al., 2016; Kumar et al., 2007,
Patricio et al., 2008; Trivellatograssi et al., 2013; Da Silva et al., 2014; Cysne et al., 2016).
Estudos pré-clinicos demonstraram um efeito hipoglicemiante do extrato metandlico de C.
ambrosioides em camundongos diabéticos (Song et al., 2011) e sua capacidade de reduzir a
glicose em ratos normoglicémicos (Kasali et al., 2022). No entanto, nenhum estudo
experimental relatou os efeitos cronicos de C. ambrosioides em modelos animais induzidos

por meio de drogas diabetogénicas.

Modelo experimental de DMT1

Considerando a complexidade e os avancos dos casos de DM em todo o mundo, as
pesquisas experimentais envolvendo modelos animais vém se intensificando e somando
esforcos a pesquisa clinica, a fim de contribuir para solugdes no tratamento/prevencédo do DM
(Wang et al., 2022). Consequentemente, agentes diabetogénicos, como a aloxana (ALX), sdo
usados para imitar os efeitos do DM em estudos com animais. A ALX é um dos agentes
comumente administrados e tem sido descrito por mimetizar efeitos caracteristicos do DMT1
em animais (Dunn & McLetchie, 1943; Lezen, 2008). O diabetes induzido por ALX ¢é
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conhecido por uma forma de inibi¢do da secrecdo de insulina induzida por glicose que ocorre
como resultado da injecdo desse farmaco (Gomori & Goldner 1945; Kume et al., 1994), a
ALX promove a morte das células beta pancreaticas e causa alteragdes na homeostase
glicémica nos animais, como reduc¢éo da insulina circulante, reducdo do glicogénio hepético e
hiperglicemia (Lezen, 2008; Lucchesi et al., 2015). O uso deste andlogo de glicose citotoxica
ja é bem estabelecido em uma variedade de modelos animais, como coelhos, camundongos,
ratos, macacos e caes (Goldner & Gomori 1944; Cruz et al; 1961; Gibbs et al., 1966; Al-
Azzawie et al., 2006, Lucchesi et al., 2015).

O diabetes induzido tem-se mostrado um background experimental relevante para a
investigacdo de respostas bioldgicas de substancias naturais (p.ex. extrato vegetal) a curto e
longo prazo, considerando seu potencial terapéutico e seu valor translacional (Ezeja et al.,
2015; Macdonad Ighodaro et al., 2017; Elangovan et al., 2019; Cardoso et al., 2019; Kasali et
al., 2022). Além disso, intervencbes como o EVCI, que tém sido aplicada a (pequenos)
animais tém alta relevancia translacional (Cardoso et al., 2017; Cariati et al., 2021; Oroszi et
al., 2022) para tentar entender as respostas biolégicas ao exercicio (agudo e cumulativo).
Assim como, avaliar efeitos que possam ser observados em relacdo ao EVCI, considerando
sua transferibilidade para investigacdes em humanos (Cardoso et al., 2017; Yu et al., 2019;
Cariati et al., 2021; An et al., 2022; Oroszi et al., 2022b), sdo altamente desejaveis no estudo
do DMTL.

Apesar do grande namero de estudos dos efeitos bioldgicos de produtos naturais ou do
exercicio fisico no diabetes induzido por agentes diabetogénicos, existem poucos estudos em
modelos animais que avaliam os efeitos de intervencdo da associacdo de extrato vegetal com
0 EVCI (Cardoso et al., 2019). Além disso, existem poucos estudos sobre 0s mecanismos das
respostas fisioldgicas e comportamentais que o tratamento combinado desses agentes pode
promover no DMTL1. Considerando que a acdo citotdxica do ALX é um fator de risco para o
animal e que essa condicdo pode causar complicacGes fisiol6gicas e até mesmo psicoldgicas
como a ansiedade (Caliskan et al., 2019; Gao et al., 2019), esse modelo de estudo envolvendo
a associacdo de agentes possui relevancia no entendimento das bases biologicas de
intervengdes cronicas. Assim, no presente estudo é testada a hipoOtese de que o tratamento
combinado envolvendo o mastruz e o EVCI, exerca um efeito regulador, preservando a

funcao fisiologica e cognitiva em ratos com DMT1.
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1 OBJETIVOS

1.1 Objetivo geral

Analisar as respostas bioldgicas decorrentes do efeito individual e combinado da
intervencdo por exercicio de vibragdo de corpo inteiro e tratamento oral com extrato de
Chenopodium ambrosioides (mastruz) em ratos diabéticos, segundo os parametros funcionais,

fisioldgicos e comportamentais.

1.2 Objetivos especificos

a) Avaliar, por meio de protocolo crénico, se ha diferencas entre o tratamento
feito de forma individual (com mastruz ou EVCI) ou combinado em ratos
sadios ou diabéticos (inducdo por ALX) com base nos seguintes parametros:

- No consumo de racdo;
- Na massa corporal e indice de massa corporal;
- Na consisténcia das fezes;
- Na funcéo cognitiva
- Na fungéo locomotora;
- Na biodistribuicio do radiofarmaco pertecnetato de sodio (Na®*"TcOy);
- Nas concentracbes de biomarcadores relacionados com alteracdes
metabdlicas;
- Na andlise neuroquimica de tecidos do cortex pre-frontal e hipocampo.
b) Investigar, por revisdo sistematica da literatura, respostas bioldgicas do EVCI

no comportamento e funcionamento cerebral em estudos pré-clinicos.
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2 MATERIAIS E METODOS

As etapas experimentais deste projeto foram executadas no Laboratério de Vibracdes
Mecénicas e Préticas Integrativas (LAVIMPI), no Departamento de Biofisica e Biometria,
situados no Instituto de Biologia Roberto Alcantara Gomes (IBRAG) da Universidade do
Estado do Rio de Janeiro (UERJ). Os experimentos foram aprovados pelo Comité de Etica
para Cuidado e Uso de Animais Experimentais do IBRAG/UERJ (protocolo n°
CEUA/006/2019), em conformidade com a Lei n 11.794/2008, e de acordo com a Declaracédo
de Helsinki e com o Guia de Cuidados e Uso de Animais de Laboratério adotado e
promulgado pelos Institutos Nacionais de Salde (National Health Institute) dos Estados
Unidos. Além disso, uma revisdo sistematica foi produzida e teve colaboracdo de
pesquisadores do Groningen Institute for Evolutionary Life Sciences, da Universidade de

Groningen, Holanda.

2.1 Etapas experimentais

A etapa | foi realizada em agosto de 2019 e avaliou o efeito do tratamento com extrato
aquoso de mastruz (C. ambrosioides) em ratos sadios e diabéticos. A etapa Il foi realizada em
abril de 2021 e avaliou o efeito dos EVCI em ratos diabéticos expostos a VM gerada em PV
(Globus-Vibe 800, Italia). A etapa Il foi realizada em agosto de 2021 e avaliou o efeito do
tratamento combinado de extrato aquoso de mastruz com os EVCI em ratos diabéticos (Figura
3).
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Figura 3 - Cronograma experimental
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Fonte: O autor, 2023.

2.2 Procedimentos experimentais

2.2.1 Animais

Neste trabalho foram utilizados um total de 85 ratos machos (250-350 g), saudaveis,
da linhagem Wistar, com 10 a 12 semanas de idade (jovem adulto), provenientes do biotério
do Laboratério de Cirurgia Experimental do IBRAG. Foram criados e mantidos num ciclo de
12 h claro/escuro (ciclo escuro a partir das 18h), com temperatura controlada (21 + 1 °C) e

com acesso livre a dgua filtrada e comida (racdo comercial para roedores).

2.2.2 Inducdo a diabetes

A inducédo da diabetes nos animais foi realizada em todas as etapas do estudo, sendo
esta por injecdo intraperitoneal com doses de 150 mg/kg de aloxana (Sigma-Aldrich, St Louis,
MO, EUA) preparada no momento do experimento em solucdo de NaCl a 0,9% (Olurishe et
al., 2016). Uma dose unica foi administrada a ratos por meio de uma seringa/ agulha de 0,5

mL. O estado de diabetes de ratos foi confirmado apos 1 semana através da coleta de sangue
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da ponta da cauda (Chan et al., 2012). Ratos com niveis de glicose em jejum > 11,1 mmol/L

(200mg/dL) foram considerados diabéticos.

2.2.3 Andlise do consumo de racdo e da massa corporal

A analise da ingestdo alimentar consistiu em uma oferta diaria de 500g para cada
grupo de animais estudados. As sobras de alimentos foram quantificadas em balanca digital
(FILIZOLA BP6, Sdo Paulo, Brasil). Assim, a ingestdo alimentar foi calculada como a
diferenca entre os 500 g fornecidos e as sobras de comida em cada dia (Cardoso et al, 2017).
A massa corporal dos animais foi determinada semanalmente por meio de uma balanca digital
(FILIZOLA BP6, Sao Paulo, Brasil).

A partir das etapas Il e Ill foi realizada a medi¢cdo do comprimento do corpo dos
animais, essa medida considerou o eixo longitudinal do naso-anal (Novelli et al, 2007), entre
o focinho e a base da cauda, e a distancia entre eles foi avaliada por uma régua de medicao
ndo flexivel no primeiro e no ultimo dia das intervengdes. Assim, o indice de massa corporal

(IMC) foi determinado pela massa corporal (g)/comprimento? (cm) (Novelli et al, 2007).

2.2.4 Andlise bioguimica de biomarcadores sanguineos

Vinte e quatro horas ap6s o término dos tratamentos realizados nas etapas I, Il e 111, 0s
animais foram anestesiados com quetamina (75 mg/kg) e xilazina (10 mg/kg) (Levin-Arama
et al., 2016). Em seguida, foram coletadas amostras de sangue por punc¢do cardiaca para a
analise de biomarcadores sanguineos. Os ratos foram mortos por exsanguinagdo por pungédo
cardiaca seguindo as orientacbes do Conselho Nacional de Controle de Experimentacao
Animal (CONCEA)?, Brasil.

1 CONCEA. Disponivel em: https://www.gov.br/mcti/pt-br/composicao/conselhos/concea/paginas/publicacoes-
legislacao-e-guia/legislacao-do-concea
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Nas etapas I, Il e Ill, as concentracBes de biomarcadores sanguineos selecionados
(glicose, creatinina, ureia, proteina total, albumina, globulina, triglicerideos, colesterol total,
lipoproteina de alta densidade-HDL, lipoproteina de baixa densidade-LDL, lipoproteina de
densidade muito baixa-VLDL, célcio, magnésio) foram determinadas. Assim como, a
concentragdo de algumas enzimas (amilase, alanina aminotransferase-ALT, aspartato
aminotransferase-AST, creatina quinase-CK, fosfatase alcalina-ALP e lipase). A analise foi
realizada por equipamentos automatizados (COBAS INTEGRA 400 plus, ROCHE, Basel,
Suica) no Laboratorio Central do Hospital Universitario Pedro Ernesto (HUPE) da UERJ.

2.3 Linha experimental da etapa |

2.3.1 Material vegetal

Foi utilizado extrato comercial seco (Cha & Cia — Ervas Medicinais, Sdo José dos
Campos, SP, Brasil) de mastruz (Chenopodiaceae). Para preparar o extrato, 300 mg de C.
ambrosioides foram adicionados a 20 mL de agua deionizada (Permution, E.J Krieger & Cia
Ltda-CNPJ, Curitiba, PR, Brasil) a 100°C e a preparagdo foi mantida em repouso durante 10
minutos (Cardoso et al, 2017). Em seguida, foi filtrada (filtro de papel comercial, Melitta, Séo
Paulo, Brasil) e o sobrenadante proporcionalmente considerado 15 mg/ mL com base no
calculo de pesagem do baldo cheio com a &gua deionizada (20mL) e extrato (300mg). Como
controle de qualidade de preparo do extrato foi considerado o valor de absorbancia méaxima
(0,160 +0,010) a 440 nm, conforme descrito anteriormente por Cardoso et al., (2017).

3.3.2 Desenho experimental

Os animais foram distribuidos de forma aleat6ria em quatro grupos: grupo controle
(CON, n=5), grupo tratado com extrato aquoso de mastruz (CHE, n=5), grupo diabético
controle sem tratamento (DC, n=5) e grupo diabético tratado com extrato aquoso de mastruz
(D-CHE, n=5). O tratamento foi realizado por gavagem (Celik et al., 2013) e consistiu em
aplicacdo oral de 1,0 mL de mastruz (15 mg/ mL) para os animais do grupo CHE e D-CHE.
Os animais do grupos CON e DC receberam de 1,0 mL de agua deionizada. A gavagem foi

realizada entre segunda e sexta-feira das 9h as 10h da manhé durante 4 semanas.
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3.3.3. Biodistribuicio do radiofarmaco pertecnetato de sodio (Na**"TcO4)

Foi realizada a biodistribuicdo do radiofarmaco Na®®"TcO4 para investigar o efeito do
tratamento oral em diferentes 6rgaos. Apos a etapa de anestesia, todos os animais anestesiados
receberam 0,3 mL (550 kBq) do radiofarmaco Na®™TcO4 (1,85 MBg/mL) via plexo ocular. O
Na**"TcO, foi eluido (60 min antes) de um gerador de 99Mo/**"Tc (Frederico et al., 2017;
Cardoso et al., 2019). Ap6s 10 min, ao animais foram mortos e 0s seguintes 6rgdos foram
coletados: tireoide, estbmago, rim, intestino, figado, pancreas, coracdo, baco e bexiga, e a
radioatividade foi determinada em um contador de pogos (Cardoso et al., 2019). As
porcentagens da radioatividade injetada por grama (%ATI/g) nos 6rgdos foram calculadas
seguindo Frederico et al., (2017).

Observacdo: Este procedimento ndo pode ser realizado nas etapas Il e Il devido ao
periodo da pandemia de COVID-19 (2020-2021) que inviabilizou o uso do equipamento
especifico para o ensaio.

2.4 Linha experimental da etapa 11

2.4.1 Exercicio de vibracdo de corpo inteiro

Para a realizagdo do EVCI, os animais submetidos a intervencéo foram colocados em
um contensor (Figura 4) com compartimentos individuais e justapostos (medindo 10x6x4 cm
para 5 animais, patente n°® BR 202015016054-8) fixo na base de uma PV de deslocamento
sincronico (Globus-Vibe 800, Italia). Esta plataforma oferece vibraces mecéanicas verticais
senoidais. Os animais foram submetidos a 4 sessdes de EVCI de 30s por dia, com tempo de
descanso de 1 min entre eles, 5 vezes na semana, durante 5 semanas (variaveis biomecanicas:
f - 50 Hz, A - 780um e areak - 7,85 g). Os ratos ndo receberam habituacdo prévia ao
procedimento. Durante as intervencBGes, os animais ndo foram constrangidos, porém,
apresentaram atividade motora levemente excitada durante a primeira semana de intervencéo,
mas a partir da segunda semana, permaneceram principalmente na contencdo em posicdo
estatica. Foram seguidas as diretrizes propostas para estudos com EVCI em animais (Van
Heuvelen et al., 2021).
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Figura 4 — Procedimento para realizacdo do exercicio de vibragcdo de corpo inteiro

Legenda: Caixa de contencdo com compartimentos individuais utilizados para ratos (Fig. 3A e 3B). Duas
caixas foram fixadas na base da plataforma vibratdria (Fig. 3C). Os animais sdo colocados nas
caixas (na posi¢do caudal-rostral) para procedimento de vibracdo de corpo inteiro (Fig. 3D).

Fonte: O autor, 2023.

2.4.2 Desenho experimental

Os animais foram distribuidos de forma aleatéria em trés grupos: grupo controle
(CON, n= 8), grupo diabético controle (DC, n= 8) e grupo diabético exposto a VM 50Hz (D-
VBR, n=9). Os procedimentos experimentais foram aplicados 5 dias/ semana durante 5
semanas. A intervencdo foi realizada entre segunda e sexta-feira das 9h as 10h da manha. Os
animais dos grupos CON e DC foram também colocados no contensor, na base da plataforma

por um periodo de 5min, porém estava desligada (Cardoso et al., 2019).

2.4.3 Andlise da consisténcia das fezes

A consisténcia das fezes foi avaliada de forma qualitativa seguindo a escala de
consisténcia de fezes para ratos proposta por Frederico et al., (2017). Trés avaliadores

independentes analisaram diariamente a consisténcia das fezes antes das intervencdes e
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escolheram um valor de acordo com a escala. Os valores variaram de 1 a 4 conforme descrito
(Figura 5) com o Tipo 1 sendo fezes duras, secas e escuras; o0 Tipo 2 sendo normal com
crostas na superficie; o Tipo 3 sendo liso e macio e o Tipo 4 sendo pedacos fofos com bordas

irregulares (fezes moles). Foi considerada a mediana dessas trés analises.

Figura 5 — Escala de consisténcia das fezes

@@  Tipo1 Fezes duras, mais escuras

pr— Tipo 2 Normal, com fissuras na superficie
<=, Tipo3 Suave e macio

o Tipo 4 Pecas fofas com bordas irregulares, sem
consisténcia

Fonte: Frederico et al., 2017.

2.4.4 Testes comportamentais

Na ultima semana de tratamento, respeitando um tempo minimo de 180 min ap0s as
intervencdes conforme descrito por Keijser et al., (2017), os ratos foram submetidos a dois
tipos de testes comportamentais descritos a seguir. No primeiro dia, 0s niveis
comportamentais do tipo ansiedade foram avaliados no teste de labirinto em cruz elevado.
Este teste foi realizado entre as 12 e as 15h. No dia seguinte, os camundongos foram
submetidos ao teste de campo aberto, também entre 12 e 15h. Todos os testes foram
realizados no mesmo periodo do ciclo circadiano dos ratos (fase leve do biotério). Os animais
foram habituados por 5 minutos na sala de testes antes de iniciar o teste comportamental.
Todos os ensaios foram realizados em uma sala de testes atenuada ao som ao lado do biotério
e com luzes acesas. Para cada procedimento, os equipamentos foram limpos por meio de

pulverizacdo de solucgéo de etanol 70% e papel toalha seco.
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2.4.4.1 Teste de labirinto em cruz elevado

O teste denominado “Labirinto em Cruz Elevado” (LCE) foi inicialmente realizado
para avaliar a ansiedade (Rodgers & Dalvi, 1997). O equipamento LCE tem formato de sinal
de cruz e ¢ composto por dois bragos “abertos” (sem paredes, 5 % 28,5 cm) e dois “fechados”
(5 x 28,5 x 14 cm), fixados perpendicularmente a partir de 50 cm de altura acima do chéo
(Figura 6). O teste iniciava-se com o animal (individualmente) sendo posicionado no centro
do equipamento, de frente para um brago aberto. Cada teste durou 5 minutos e todos os testes
foram gravados em video. Portanto, a porcentagem (%) de entradas nos bracos abertos (0
numero de entradas nos bragos abertos dividido pelo nimero de entradas nos bracos abertos +
fechados) foi usada como uma medida para ansiedade (Rodgers & Dalvi, 1997). Além disso, 0
aumento da % de entradas no braco aberto corresponde a diminuicdo do estado semelhante a
ansiedade e vice-versa. Adicionalmente, o nimero de entradas nos bracos fechados foi usado
como uma medida de atividade locomotora (Biala & Kruk, 2009). O tempo gasto no centro
(TC) do labirinto também foi mensurado. Todas as variaveis foram pontuadas pela analise das
imagens de video em cada teste. O teste foi realizado na ultima semana das intervengdes, na

segunda-feira, das 12 as 15h da tarde.

Figura 6 — Teste do labirinto em cruz elevado

Legenda: (A) Equipamento, vista frontal; (B) Brago aberto, vista superior; (C) Brago fechado, vista
superiof.
Fonte: O autor. 2023
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2.4.4.2 Teste de campo aberto

O teste denominado “Campo Aberto” (CA) foi realizado para avaliar a atividade
locomotora/exploratéria (Walsh & Cummins, 1976). O teste foi desenvolvido em uma caixa
de acrilico redonda com parede transparente (46 cm de comprimento x 46 cm de largura x 43
cm de altura da parede) de forma que o animal ndo pudesse fugir (Figura 7). O piso da caixa é
marcado por linhas pretas circulares e radiais (8 periféricos e 4 centrais) que séo utilizados na
quantificacdo da atividade locomotora do animal. Da mesma forma, pode-se utilizar o tempo
despendido do animal no centro do CA como medidas de ansiedade. Cada rato foi colocado
individualmente no centro da area de teste e foi permitido explorar livremente 0 novo
ambiente por 5 minutos. O teste foi filmado para que o0s parametros comportamentais
relacionados a locomocdo, ansiedade, reatividade emocional e atividade motora vertical
fossem avaliados posteriormente. As variaveis mensuradas foram o nimero de quadrados
percorridos na periferia e no centro do equipamento, bem como o tempo (em segundos)
despendido nestas duas areas do CA. A atividade locomotora total correspondeu a soma do
namero de setores percorridos (na periferia e no centro). O teste foi realizado na Gltima

semana das intervencdes, na terca-feira das 12 as 15h da tarde.

Figura 7 — Teste do campo aberto
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Legenda: (A) Piso da arena marcado por linhas pretas circulares e radiais, sendo 4 centrais (vermelho) e 8
periféricas (lilas), vista superior; (B) Equipamento, vista frontal; (C) Animal durante a realizacéo do
teste, vista superior.

Fonte: O autor, 2023.
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2.4.5 Andlise neuroguimica

Esta etapa foi executada entre o periodo de novembro de 2022 e fevereiro de 2023 no
Laboratdrio Multiusuario de Pesquisa em Espectrometria de Massas aplicada a Biomoléculas
(Laboratorio MultiMassas), no IBRAG, situado no Pavilhdo Haroldo Lisboa da Cunha
(PHLC) na UERJ.

2.4.5.1 Reagentes

Os seguintes reagentes foram utilizados: Cloridrato de dopamina, cloridrato de
serotonina, acido 3,4-diidroxifenilacético (DOPAC), 5-hidroxiindol-3-acético (5-HIAA),
acido y-aminobutirico (GABA), éacido L-glutdmico, L-glutamina, cloreto de colina,
acetilcolina cloreto, L-fenilalanina, mistura de catecolaminas (norepinefrina e epinefrina), L-
tirosina, levodopa, L-triptofano e cloridrato de isoprenalina (Sigma-Aldrich). Acetonitrila de
grau LC/MS, agua e acido formico (pureza >98%) fornecidos pela empresa Merck (LC-MS
LiChropur™),

2.4.5.2 Anélise cromatografica

As analises cromatograficas foram realizadas em um sistema Acquity UPLC (Waters,
Milford, MA, EUA), usando uma coluna Acquity Premier BEH Amida 1,7uM VanGuard (50
mm x 2,1 mm) da empresa Waters. A deteccdo por espectrometria de massa foi realizada
usando um espectrometro de massa Waters TQD Tandem Quadrupole (Waters, Manchester,
Reino Unido). As centrifugagdes foram realizadas em uma centrifuga Eppendorf® modelo
5427R. O homogeneizador de tecidos Precellys 24 (Bertin Technologies) foi usado para
homogeneizagéao de tecidos.

O tecido cerebral, cortex pré-frontal (PFC) ou hipocampo coletados apos a anélise
bioquimica, foi transferido para tubos Precellys previamente identificados contendo 8uL de

padrdo interno de isoprenalina (ImM) e 500uL de acido férmico a 2% frio / 1mM de &cido
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ascorbico diluido em &gua. As amostras foram homogeneizadas (Precellys programa: 6000
rpm / 3 x 15 s / 20 s) mantendo a temperatura em torno de 12°C. O homogeneizado foi
transferido para microtubos de 1,5mL com 500uL de &gua gelada LC-MS (volume final de
1mL), homogeneizado e centrifugado a 14000 rpm (20817 x g) / 4° C / 30 min. O
sobrenadante (200uL) foi transferido para um novo microtubo de 1,5mL e 800uL de
acetonitrila gelada grau LC-MS foram adicionados para precipitacdo de proteinas. Apés a
homogeneizacdo em vortice, foi realizada outra centrifugacdo. Os sobrenadantes (+1000uL)
foram transferidos para um novo microtubo de 1,5mL. Para o tecido PFC, 150 uL do
sobrenadante foram transferidos para um frasco contendo 750uL do diluente (70% ACN +
0,1% AF), ja para o hipocampo foram utilizados 500uL de sobrenadante e 500uL de diluente.
Em seguida, as amostras foram injetadas no LC-MS/MS. O restante do sobrenadante foi
coletado e armazenado no freezer a -80°C como reserva. A diluicdo total para PFC de
camundongo foi de 30x e para hipocampo foi de 10x a partir de tecido pesado e
homogeneizado.

Para cromatografia, os analitos foram separados com uma fase movel composta por
agua com 0,1% (v/v) de acido formico (eluente A) e acetonitrila com 0,1% (v/v) de &acido
férmico (eluente B) a uma vazédo de 0,3 ml/min. Os analitos eram predominantemente polares,
portanto, foi utilizada a coluna de amida (fase normal) com o eluente A como eluente
principal. Foi conduzido um perfil de gradiente, partindo de 18% do eluente A, mantendo essa
composicdo constante por 2min, aumentando para 22% até 2,5 min, para 24% até 3min e por
ultimo para 28% até 5min, onde todos os analitos de interesse foram eluidos. A etapa de
limpeza comegou aumentando de 28% (A) para 100% (A) em 30s. Esta composicdo foi
mantida por mais 2,5 min em 100% (A), retornando as condices iniciais em 1 min, seguido
por um tempo de reequilibrio de 2 min, para dar um tempo total de execucdo de 11 min.
Duplicatas da amostra de 1 e 5uL de volume foram injetadas no sistema cromatografico. Com
injecOes de 5uL utilizadas para analitos com menor concentragdo ou que resultaram em menor

desvio padréo e injecdo com 1uL utilizadas para aqueles com interferéncia de matriz.
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2.5 Linha experimental da etapa 111

2.5.1 Material vegetal

Verificar item 2.3.1.

2.5.2 Exercicio de vibracéo de corpo inteiro

Verificar item 2.4.1.

3.5.3 Desenho experimental

Os animais foram distribuidos de forma aleat6ria em cinco grupos: grupo controle
(CON, n=8), grupo diabético controle (DC, n=8), grupo diabético tratado com EA de mastruz
(D-CHE, n=8), grupo diabético exposto a VM 50Hz (D-VBR, n= 8) e grupo diabético tratado
com extrato aquoso de mastruz (CHE+VBR, n=8). O tratamento oral foi realizado por
gavagem (Celik et al., 2013) e consistiu em aplicacdo oral de 1,0 mL de mastruz (15 mg/ mL)
para os animais do grupo D-CHE e CHE+VBR, e de 1,0 mL de 4gua deionizada para 0s
animais do grupos CON, DC e D-VBR. A gavagem foi realizada entre seg. e sex. das 9h as
9h30 da manh& durante 4 semanas. Em seguida, os animais dos grupos D-VBR e CHE+VBR
foram colocados no contensor para realizacdo do EVCI. Os animais dos grupos CON, DC e
D-CHE foram também colocados no contensor, na base da plataforma por um periodo de
5min, porém com ela desligada (Cardoso et al., 2019). A intervencdo foi realizada entre

segunda e sexta-feira das 9h30 as 11h da manha.
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2.5.4 Andlise da consisténcia das fezes

Verificar item 2.4.3.

2.5.5 Testes comportamentais

Na ultima semana de tratamento, os ratos foram submetidos aos testes de labirinto em

cruz elevado e de campo aberto.

2.5.5.1 Teste de labirinto em cruz elevado

Verificar item 2.4.4.1.

2.5.5.2 Teste de campo aberto

Verificar item 2.4.4.2.

2.6 Elaboracao de revisdo sistematica

Artigo publicado em 5 de Agosto de 2022 na revista Behavioural Brain Research
(fator de impacto 3,304), intitulado Beneficial effects of whole-body vibration exercise for
brain disorders in experimental studies with animal models: a systematic review, volume 431,
pagina 113933. Verificar ANEXO 1, pagina 84.
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2.7 Anélise quantitativa

A analise dos dados foi realizada com auxilio do software GraphPad Prism 6.0. De
forma preliminar, as distribui¢des de dados foram avaliadas quanto a normalidade pelo teste
de Kolmogorov-Smirnov para uma amostra. As distribuicdes foram consideradas paramétricas
para valores de p-valor > 0,05 (bicaudal). As analises posteriores foram conduzidas
considerando-se esta caracteristica. Os dados com distribuicdo paramétrica foram expressos
como médias * erros padrdo das médias. Diferencas estatisticas foram consideradas quando o
p-valor < 0,05.

Massa corporal e consisténcia das fezes: os dados foram analisados usando-se o teste
de analise de variancia unidirecional (ANOVA) de repeticdo. O efeito do tratamento (ausente,
individual e combinado) foi utilizado como fator e a semana como fator de repetigéo.

IMC: os dados (Antes ou Depois) intergrupos foram avaliados primeiro por ANOVA,
para reduzir a probabilidade de erros tipo 1, o tratamento foi utilizado como fator. Depois, foi
realizado o teste t-Student pareado para comparacdo (Antes e Depois) intragrupo.

Consumo: os dados foram apresentados como mediana e desvio interquartilico. Para
esta varidvel, considerando os dados diarios de ingestdo, a ANOVA foi utilizada. O tratamento
foi utilizado como fator

Medidas sanguineas: Os resultados foram avaliados primeiro por ANOVAs em cada
variavel (biomarcadores gerais e enzimas). O tratamento foi utilizado como fator.

Medidas comportamentais: Para os dois testes, ANOVAs foram realizadas para cada
variavel (LCE: %Tempo BA, %Entradas BA, Entradas BF e Tempo Cen; CV: Tempo Cen,
Ambulacdo, Atividade vertical, Reatividade emocional). Para as diferencas observadas, foi
realizado o teste t-Student pareado para comparar o efeito do tratamento vs controle diabético.

Medidas neuroquimicas: Os resultados foram avaliados primeiro por ANOVAs em
cada varidavel (neurotransmissores, metabdlitos e razdo neurotransmissor/ metabolito).
Diferencas entre grupos individuais foram analisadas utilizando o teste de multiplas

comparagOes de Tukey como post-hoc.
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3 RESULTADOS

3.1 Etapa |

3.1.1 Consumo de racdo

Em relacdo ao consumo alimentar, observou-se aumento significativo (p<0,0001) na
média de consumo dos animais diabéticos, conforme mostrado na Figura 8. O grupo DC
apresentou uma maior ingestao de racdo (p<0,0001) quando comparado ao demais grupos ao
longo das 5 semanas. Além disso, os ratos diabéticos tratados com mastruz (D-CHE) tiveram
um aumento no consumo (p<0,0001) comparados aos animais sadios (p<0,0001). No entanto,
houve uma diminui¢cdo no consumo nos ratos sadios que receberam o extrato (grupo CHE),

em comparagao aos outros grupos.

Figura 8 — Consumo de racdo em animais sadios e diabéticos durante 5 semanas
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Legenda: Meédia de consumo de racdo ao longo de 5 semanas de tratamento oral. CON — grupo controle
(n=5); CHE — grupo tratado com mastruz (n=5); DC — grupo diabético controle (n=5); D-CHE —
grupo diabético tratado com mastruz (n=5); Valores sdo expressos em mediana * desvio
interquartilico (IQR). Teste ANOVA, ***p<0,0001.

Fonte: O autor, 2023.
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3.1.2 Massa corporal

Os efeitos do tratamento oral foram avaliados entre os grupos, conforme a Figura 9.
No dia 0, a massa corporal dos animais dos diferentes grupos foi considerada 100%. Apds 5
semanas, 0 TO com mastruz reduziu (p<0,01) a porcentagem de massa corporal nos ratos
diabéticos (grupo D-CHE, 95,80+2,30) em comparacdo aos modelos sadios que néo
receberam o extrato (grupo CON, 103,9+2,76). Da mesma forma, uma diminuigdo
significativa (p<0,05) foi confirmada em relacdo ao tratamento feito com mastruz em ratos
diabéticos (grupo D-CHE, 98,2+1,55) e sadios (grupo CHE, 102,50+3,41). Nenhuma
diferencga estatistica foi encontrada em relacdo ao grupo DC (100,3+0,66).

Figura 9 — Massa corporal de animais sadios e diabéticos durante 5 semanas
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Legenda: Porcentagem de massa corporal mensurada semanalmente. CON — grupo controle (n=5); CHE
— grupo tratado com mastruz (n=5); DC — grupo diabético controle (n=5); D-CHE - grupo
diabético tratado com mastruz (n=5); Valores sdo expressos em média + erro padrdo da média
(E.P.M). Teste ANOVA de repeti¢do, #p<0,01 D-CHE vs CON, #p<0,05 D-CHE vs CHE.

Fonte: O autor, 2023.
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3.1.3 Biodistribuicio do radiofarmaco

A Tabela 1 mostra a porcentagem da dose injetada (%ATI/g) de Na®*™TcO4 nos
diversos 6rgéos isolados dos animais submetidos aos diferentes tratamentos. No grupo DC foi
observado aumento significativo (p<0,05) na captagdo do radiofarmaco Na®"TcOs4 no
intestino e pancreas em relacdo ao CON. Por outro lado, o tratamento com mastruz (grupo D-
CHE) diminuiu (p<0,05) a captacdo de Na**"TcOs no intestino e pancreas de animais

diabéticos em comparagédo ao grupo DC.

Tabela 1 — Porcentagem (%ATI/g) de Na*®"TcO4 em diferentes 6rgdos dos animais
submetidos ao tratamento oral.

. %ATI/g
Orgéos p-valor
CON CHE DC D-CHE
Baco 069+021 066+005 1,28+0,66 0,67 +0,18 0,2820
Bexiga 0,96 + 0,24 1,64 £ 0,67 1,33+£0,39 0,99 +0,20 0,2483
Coracdo 062+023 073+015 1,35+0,59 0,63+ 0,23 0,0659

Estdbmago 5,83+2,10 8,97+174 9,36 + 3,09 4,67+241 0,0667

Figado 3,48 + 3,59 1,99+ 0,29 3,03+£0,24 1,77+£0,21 0,0765
Intestino 0,77 £ 0,68 0,86 + 0,39 1,67 £0,32* 0,31 +0,09% 0,0219
Pancreas 0,83+0,03 0,72+£0,15 1,09+0,27* 0,59+0,17* 0,0337
Rins 1,25+0,36 1,48 £0,17 141+£041 1,09 £0,15 0,2065
Tireoide 1,18 +£0,92 1,48 +0,15 0,98+0,72 0,81+0,17 0,3285

Legenda: Porcentagem de dose injetada de Na®®mTcO,4 em 6rgéos isolados dos animais submetidos aos
diferentes tratamentos. CON — grupo controle (n=5); CHE — grupo tratado com mastruz (n=5); DC
— grupo diabético controle (n=5); D-CHE — grupo diabético tratado com mastruz (n=5); Valores
sdo expressos em média + desvio padrdo (DP), p-valor. Teste ANOVA, "p<0,01 D-CHE vs CON,
#p<0,05 D-CHE vs CHE.

Fonte: O autor. 2023.
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Os efeitos do tratamento oral na analise bioquimica do sangue confirmam o aumento

significativo nos niveis de glicose (p<0,0001) em ratos diabéticos (DC e D-CHE) em

comparagdo com grupos sadios (Tabela 2). Além disso, foi observado um aumento nos niveis

de triglicerideos (p<0,05) no grupo DC em rela¢do aos animais sadios. No tratamento com

mastruz houve uma diminuicéo (p<0,05) nos niveis de triglicerideos em ratos diabéticos (D-

CHE). Por outro lado, houve um aumento nos niveis de proteina total (p<0,05) no grupo sadio

tratado com mastruz (CHE) quando comparado com os grupos controle, DC e D-CHE.

Tabela 2 — Concentracdo sanguinea de biomarcadores com 5 semanas em animais

submetidos aos diferentes tratamentos

Biomarcadores séricos CON CHE DC D-CHE p
Glicose mmoliL) 13,62+1,91 10,18+0,76 3537 +0,05" 36,85+3,55" 0,0001
Compostos nitrogenados
Creatinina umoliL) 38,01+8,84 39,78+884 3536+8,7 42,43+8,84 0,2401
Ureia (mmol/L) 1095+0,91 131+2,94 1361+293 13,70+391 0,3760
Proteinas
Proteina total (gi) 58 £4,0 64 +1,0° 57+£3,0 56 +4,0 0,0304
Albumina (g/) 36+1,0 38+£4,0 32,80+1,0 33+£3,0 0,0504
Lipidios
Triglicerideos mmoy 0,66 +0,14 0,69+025 1,70+0,74° 0,80+0,24*  0,0246
Colesterol total (mmory 1,2+0,18 1,42+0,36 1,59+0,37 1,41+0,28 0,5374
HDL (mmoliL) 124+6,1 145+128 1,47+0,22 1,31+0,23 0,4703
Minerais
Calcio (mmolrL) 2,4+0,03 248+0,1 2,52 £ 0,07 252+0,1 0,1909
Magnésio (mmol/L) 1,07+0,08 1,11+0,2 1,03+0,1 1,19+ 0,08 0,1150

Nota: Determinacdo bioquimica do soro sanguineo de ratos sadios e diabéticos. CON — grupo controle
(n=5); CHE - grupo tratado com mastruz (n=5); DC — grupo diabético controle (n=5); D-CHE —

grupo diabético tratado com mastruz (n=5); HDL - lipoproteina de alta densidade. Valores séo
expressos em média + DP, p-valor. Teste ANOVA, “p<0,05 vs CON e CHE, ~ p<0,0001 vs CON e CHE,

#p<0,05 vs DC, 3p<0,05 vs CON, DC e D-CHE.
Fonte: O autor, 2023.
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Conforme mostrado na Figura 10, com 5 semanas de tratamento observou-se no soro
sanguineo dos ratos diabéticos (DC e D-VBR) um aumento significativo (p<0,01) na
atividade enzimatica de ALP em comparacdo com os animais sadios (CON e CHE). Além
disso, foi observado um aumento (p<0,05) nos niveis de ALT e Lipase no grupo DC em
relacdo aos demais grupos. Ademais, nos ratos sadios o tratamento com mastruz aumentou

(p<0,05) os niveis de amilase em comparacdo com 0s ratos diabéticos.

Figura 10 — Enzimas determinadas em animais sadios e diabéticos
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Legenda: Enzimas séricas determinadas em animais saudaveis e diabéticos. pkat — microkatal; AST —
aspartato aminotransferase; ALT — alanina aminotransferase; ALP — fosfatase alcalina; CON — grupo
controle (n=5); CHE — grupo tratado com mastruz (n=5); DC — grupo diabético controle (n=5); D-
CHE - grupo diabético tratado com mastruz (n=5); Valores sdo expressos em média + E.P.M. Teste
ANOVA *p<0,05, **p<0,01.

Fonte: O autor, 2023.
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3.2 Etapall

3.2.1 Consumo de racdo

Na etapa 2, observou-se um consumo maior nos animais diabéticos, conforme
mostrado na Figura 11. O grupo DC apresentou a maior média de consumo de ragdo entre 0s
grupos durante o tratamento de 5 semanas. Adicionalmente, os grupos DC e D-VBR tiveram
um aumento significativo no consumo (p<0,001) comparados aos animais sadios. Porém, ndo

houve diferenca no consumo entre os grupos DC e D-VBR.

Figura 11 — Consumo de ragdo em animais sadios e diabéticos durante 5 semanas
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Legenda: Média de consumo de racdo ao longo de 5 semanas de tratamento. CON — grupo controle
(n=8); DC — grupo diabético controle (n=8); D-VBR — grupo diabético exposto a VM 50Hz (n=9);
Valores sdo expressos em mediana + IQR, p-valor. Teste ANOVA, ***p<0,0001

Fonte: O autor, 2023.
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3.2.2 Massa corporal e IMC

O efeito da intervencdo por EVCI sobre a massa corporal é mostrado na Figura 12. No
dia 0 (1° semana), a massa corporal dos animais dos diferentes grupos foi considerada 100%.
Na 2° semana, a porcentagem de massa dos ratos diabéticos (DC, 104,9+3,33; D-VBR,
108,2+3,56) aumentou de forma significativa (p<0,01) em relacdo ao controle (CON,
100,6+2,45). Além disso, ao longo das 5 semanas o tratamento com EVCI (D-VBR,
104,7+0,44) aumentou (p<0,01) a porcentagem de massa corporal dos ratos diabéticos em
relacdo ao grupo controle (CON, 100,4+3,09). Contudo, nenhuma diferenca foi encontrada
em relacdo ao grupo DC (101,8+2,12).

Figura 12 — Massa corporal de animais sadios e diabéticos durante 5 semanas.
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Legenda: CON - grupo controle (n=8); DC — grupo diabético controle (n=8); D-VBR — grupo diabético
exposto a VM 50Hz (n=9); Valores séo expressos em media + E.P.M, p-valor. Teste ANOVA de
repeticdo, *p<0,01 DC vs CON.

Fonte: O autor, 2023.

A andlise do IMC foi conduzida antes e ap6s as intervencdes (Figura 13). O IMC dos
ratos diabéticos (DC, 0,56+0,02 [antes], 0,58+0,02 [apds]; D-VBR, 0,53+0,02[antes],
0,57+0,02 [apds]) foi estatisticamente menor (p<0,05) do que em ratos sadios (CON,
0,67+0,01 [antes], 0,67+0,01 [apos]). Alem disso, houve um aumento do IMC dos ratos
diabéticos quando comparados os dados coletados antes e apds o tratamento (DC, p=0,0209;
D-VBR, p=0,0026).
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Figura 13 — indice de massa corporal de ratos sadios e diabéticos.
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Legenda: Analise do IMC realizada antes (dia 0) e depois (dia 33) das interven¢Ges. CON — grupo
controle (n=8); DC — grupo diabético controle (n=8); D-VBR - grupo diabético exposto a VM
50Hz (n=9); Valores sdo expressos em média + E.P.M, p-valor. Teste t-Student pareado #p<0,01
antes vs apos.

Fonte: O autor, 2023.

3.2.3 Anélise bioguimica

Na anélise bioquimica realizada ap6s 5 semanas de tratamento observou-se em ratos
diabéticos (DC e D-VBR) um aumento significativo (p<0,0001) nos niveis séricos de glicose
e ureia em comparacdo aos ratos sadios (Tabela 3). Além disso, no grupo DC houve um
aumento (p<0,01) nos niveis de triglicerideos, colesterol total, HDL, céalcio e magnésio
guando comparado ao grupo controle. Por outro lado, os animais do grupo D-VBR tiveram

também um aumento (p<0,01) nos niveis de colesterol e HDL em relag&o ao controle.
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Tabela 3 — Concentracdo sanguinea de biomarcadores em animais sadios e diabéticos
com 5 semanas

Biomarcadores séricos

CON DC D-VBR p

Glicose (mmol/L) 13,4+3,34 34,64+282% 32,64+4.92% <0,0001
Compostos nitrogenados

Creatinina (umoliL) 44,02 +2,65 53,92+9,72 55,69+1149 0,0677

Ureia (mmol/L) 7,75+057 1757+271% 16,74+4,91% <0,0001
Proteinas

Proteina total (gL 61,3+18 60,60 £5,5 61,1+4,1 0,9431

Albumina (g/) 379+14 36+£28 351+24 0,2776

Globulina @) 23117 249+40 25+4,0 0,5411
Lipidios

Triglicerideos mmo)  0,52+0,13 0,84 £0,17" 0,72+0,14 0,0022

Colesterol total (mmory 1,0 0,06 1,35+0,1™ 1,34 +£0,25™ 0,0010

HDL (mmoliL) 0,45+0,04 0,69+0,09™ 0,71+£0,16™ 0,0002
Minerais

Calcio (mmol/L) 2,57 +£0,05 2,92+0,2" 2,75+ 0,17 0,0021

Magnésio (mmoliL) 092+005 1,11+0,15" 1,09+0,19 0,0365

Nota: Determinacdo bioquimica do soro sanguineo de ratos sadios e diabéticos . CON — grupo controle
(n=8); DC — grupo diabético controle (n=8); D-VBR - grupo diabético exposto a VM 50Hz
(n=9); HDL — lipoproteina de alta densidade. Valores sdo expressos em média + DP. “p<0,05 vs
CON, "p<0,01 vs CON, #p<0,0001 vs CON.

Fonte: O autor, 2023.

Conforme mostrado na Figura 14, apds 5 semanas de tratamento observou-se no soro
sanguineo de ratos diabéticos (DC) um aumento significativo nos niveis enzimaticos de ALT
(p<0,05), ALP e lipase (p<0,01), e uma diminuicdo nos niveis de amilase (p<0,01) em
comparag¢do com o grupo controle. Por sua vez, nos ratos que receberam a intervencdo por
EVCI observou-se também um aumento nos niveis de lipase (p<0,01) e diminuicdo da

atividade enzimatica de amilase (p<0,01).



Figura 14 — Enzimas determinadas em animais sadios e diabéticos
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Legenda: Enzimas séricas determinadas em ratos sadios e diabéticos. CON — grupo controle (n=8); DC —
grupo diabético controle (n=8); D-VBR — grupo diabético exposto a VM 50Hz (n=9); pkat —
microkatal; AST — aspartato aminotransferase; ALT — alanina aminotransferase; ALP — fosfatase

alcalina. Valores sdo expressos em média + E.P.M, p-valor. *p<0,05, **p<0,01.

Fonte: O autor, 2023.
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3.2.4 Testes de comportamento

3.2.4.1 Teste do labirinto em cruz elevado

Com base nas medidas utilizadas para avaliar comportamento associado a ansiedade
no LCE (%Tempo BA e %Entrada BA), ndo houve influéncia do exercicio no tempo de
permanéncia dos ratos diabéticos nos bragos abertos (Figura 15 A-B). Contudo, 0s animais
expostos ao EVCI apresentaram aumento da atividade locomotora (Entrada BF: t=2,3, df=13,
p<0,05; Figura 15 C) e aumento no tempo no centro do aparelho (F=5,4, df=2, p<0,05; Figura
15 D).



48

Figura 15 — Efeitos do tratamento no teste do labirinto em cruz elevado
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Legenda: Teste do labirinto em cruz elevado. (A) %Tempo BA — percentual de tempo nos bracgos
aberto; (B) %Entrada BA — percentual de entrada em bragos abertos; (C) Entrada BF —
percentual de entrada em bracos fechados; (D) Tempo Cen — tempo no centro; CON —
grupo controle (n=8); DC — grupo diabético controle (n=8); D-VBR — grupo diabético
exposto a VM 50Hz (n=9); Valores sdo expressos em média + E.P.M. * p<0,05 vs CON; **
p<0,01 vs CON; # p<0,05 vs DC

Fonte: O autor, 2023.

3.2.4.2 Teste do campo aberto

No teste do CA, os animais diabéticos (DC) apresentaram um tempo de permanéncia

no centro do equipamento menor que os animais que fizeram o exercicio (D-VBR), mas ndo
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houve diferenca estatistica (Figura 16 A). Além disso, o tratamento por EVCI néo foi capaz,
neste teste, de afetar a ambulagdo total (Figura 16 B) e o comportamento exploratorio
avaliado pela atividade vertical (Figura 16 C). Porém, a avaliacdo da formacéo de bolos fecais
durante o teste mostrou que no tratamento por EVCI a acdo de defecar diminuiu (F=3,6, df=2,
p <0,05; Figura 13 D).

Figura 16 — Efeitos do tratamento no teste do campo aberto
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Legenda: Teste do campo aberto. CON — grupo controle (n=8); DC — grupo diabético controle (n=8); D-
VBR - grupo diabético exposto a VM 50Hz (n=9); Valores sdo expressos em média = E.P.M. *
p<0,05 vs CON

Fonte: O autor, 2023.

3.2.5 Andlise neuroguimica

Com base nas varidveis utilizadas para avaliar o comportamento associado a
ansiedade, adicionalmente foi investigado os efeitos do exercicio a nivel molecular, foi

realizada andlise de tecido cerebral do PFC e Hipocampo.
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3.2.5.1 Cbrtex Pré-Frontal

Tendo em vista o estado diabético nos animais, independente de terem sidos tratados

ou ndo com o EVCI, ndo houve nenhum efeito ou interaces de neurotransmissores no PFC

em relagdo aos ratos sadios (Figura 17).

Figura 17 — ConcentracOes de neurotransmissores no cortex
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Legenda: Cromatografia de alta eficiéncia em tecido do PFC. GABA — &cido gama-aminobutirico; ACh —
acetilcolina; DA — dopamina; 5-HT — serotonina; CON — grupo controle (n=8); DC — grupo diabético
controle (n=8); D-VBR — grupo diabético exposto a VM 50Hz (n=9); Valores sdo expressos em
média + E.P.M. *** p<0,0001 vs CON

Fonte: O autor, 2023.

De acordo com a analise estatistica (ANOVA), na analise das concentracfes de
metabdlitos (Figura 18), nenhuma diferenca nos niveis corticais de DOPAC, Colina e SHIAA
pode ser observada nos ratos diabéticos em relacdo ao grupo controle. Adicionalmente, a
partir desses dados, foi calculada a razdo DOPAC/DA e 5HIAA/5-HT (Figura 19), utilizada
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como medidas de turnover de dopamina e serotonina. Ao observar a razdo DOPAC/DA, o
exercicio ndo indicou alteracdo dessa renovacao, assim como da razdo 5HIAA/5-HT quando

comparado ao controle.

Figura 18 — Concentracfes de metabolitos no cortex
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Legenda: Cromatografia de alta eficiéncia em tecido do PFC. DOPAC - &cido diidrofenilacético; 5SHIAA —
4cido 5-hidroxi-indolacético; CON — grupo controle (n=8); DC — grupo diabético controle (n=8); D-
VBR - grupo diabético exposto a VM 50Hz (n=9); Valores sdo expressos em média + E.P.M. Teste
ANOVA e teste t-Student (DC vs D-VBR).

Fonte: O autor, 2023.

Figura 19 — Razdo DOPAC/dopamina e 5-HIAA/5-HT no cortex.
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Legenda: Cromatografia de alta eficiéncia em tecido do PFC. DOPAC - &cido diidrofenilacético; 5SHIAA —
&cido 5-hidroxi-indolacético 5-HT — Serotonina; CON — grupo controle (n=8); DC — grupo diabético
controle (n=8); D-VBR — grupo diabético exposto a VM 50Hz (n=9); Valores sdo expressos em
média + E.P.M. Teste ANOVA e teste t-Student (DC vs D-VBR).

Fonte: O autor, 2023.
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3.2.5.2 Hipocampo

No hipocampo, os ratos diabéticos que ndo receberam o exercicio apresentaram uma
aumento (t=3,0, df=10, p < 0,05; Figura 20) nas concentragdes de serotonina em comparado

aos ratos sadios. Contudo, ndo foram observados nenhum efeito ou interacbes de outros

neurotransmissores.

Figura 20 — Concentragdes de neurotransmissores no hipocampo.

4000 41
g) 3000 == = S 34
g 3
< 2000 E 2
3 z
G 1000 < 4]
0 T T 0 T T
CON DC D-VBR CON DC D-VBR
0.4 40-
&
03 2w
3 - £ == —-
° ©
£ 02 £ 20
s g
g 9
0.1 3
o
z
0.0 " ' 0 . .
CON Dc D-VBR CON Dc D-VBR
1.5+ *
Gl
2 101
o
=
[
I 05
0
00 ‘ .
CON DC D-VBR

Legenda: Cromatografia de alta eficiéncia em tecido do hipocampo. GABA - acido gama-aminobutirico;
ACh — Acetilcolina; 5-HT — Serotonina; CON — grupo controle (n=8); DC — grupo diabético controle
(n=8); D-VBR — grupo diabético exposto a VM 50Hz (n=9); Valores sdo expressos em média +
E.P.M. Teste ANOVA e teste t-Student (DC vs D-VBR), * p<0,05vs CON

Fonte: O autor, 2023.

Na analise das concentracfes de metabolitos (Figura 21), de acordo com a ANOVA, no
grupo DC houve diminui¢do nos niveis hipocampal de DOPAC (F=4,1, df=2, p < 0,05) e
colina (F=4,3, df=2, p < 0,05) em comparacdo ao grupo controle. No entanto, o tratamento
por EVCI (D-VBR) reverte a producdo de DOPAC (t=2,4, df=10, p < 0,05). Adicionalmente,
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também foi calculada a razdo DOPAC/DA e 5HIAA/5-HT (Figura 22), e ao observar a razao
5HIAA/5-HT, é possivel perceber uma diminuicdo no grupo DC em relagdo ao controle
(t=3,3, df=10, p < 0,05).

Figura 21 — Concentracdo de metabolitos no hipocampo.
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Legenda: Cromatografia de alta eficiéncia em tecido do hipocampo. GABA — acido gama-aminobutirico;
ACh — Acetilcolina; 5-HT — Serotonina; CON — grupo controle (n=8); DC — grupo diabético controle
(n=8); D-VBR — grupo diabético exposto a VM 50Hz (n=9); Valores sdo expressos em média +
E.P.M. Teste ANOVA e teste t-Student (DC vs D-VBR), * p<0,05 vs CON; # p<0,05 vs DC

Fonte: O autor, 2023.

Figura 22 — Razdo DOPAC/dopamina e 5-HIAA/5-HT no hipocampo.
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Legenda: Cromatografia de alta eficiéncia em tecido do hipocampo. GABA - &cido gama-aminobutirico;
ACh — Acetilcolina; 5-HT — Serotonina; CON — grupo controle (n=8); DC — grupo diabético controle
(n=8); D-VBR - grupo diabético exposto a VM 50Hz (n=9); Valores sdo expressos em média +
E.P.M. Teste ANOVA e teste t-Student (DC vs D-VBR), * p<0,05vs CON

Fonte: O autor, 2023.
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3.2.6 Consisténcia das fezes

A classificacdo da consisténcia das fezes seguindo a escala de Frederico ao longo das 5
semanas de tratamento foi a do tipo 2 (fezes normais), indicando nenhuma alteragéo na

consisténcia das fezes foi em ratos animais sadios e diabéticos.

Tabela 4 - Analise da consisténcia das fezes de ratos sadios e diabéticos

Semana CON DC D-VBR p
2+0,39 2+0,47 2+050 0,5350
20,04 2+0,29 2+0,32 0,3083
2+0,03 2+0,16 2+0,20 0,1630
2+0 2+0,11 2+0,02 0,1152
2+0 2+0,07 2+0,01 0,2368

g b~ W N -

Legenda: Consisténcia das fezes em ratos Wistar. CON — grupo controle (n=8); DC — grupo diabético
controle (n=8); D-VBR — grupo diabético exposto a VM 50Hz (n=9); Valores sdo expressos em
média + E.P.M. Teste ANOVA.

Fonte: O autor, 2023.

3.3 Etapa 111

3.3.1 Consumo de racéo

Conforme mostrado na Figura 23, observou-se que o0s animais diabéticos tiveram uma
média de consumo maior do que os animais sadios ao longo de 5 semanas. O tratamento
individual com mastruz reduziu o consumo de racdo (p<0,05) dos ratos diabéticos em
comparado ao grupo DC. Além disso, houve um aumento significativo no consumo de ragéo
nos grupos diabéticos (D-CHE, p<0,05; DC, D-VBR, CHE+VBR, p<0,0001) em rela¢éo ao

controle.
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Figura 23 — Consumo de ragdo em animais sadios e diabéticos durante 5 semanas.
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Legenda: CON - grupo controle; DC — grupo diabético controle; D-CHE — grupo diabético tratado com
mastruz; D-VBR — grupo diabético exposto a VM 50Hz; CHE+VBR — grupo diabético exposto
ao tratamento combinado; Valores sdo expressos em mediana + IQR, p-valor. Teste ANOVA,
*p<0,05, ***p<0,0001

Fonte: O autor, 2023.

3.3.2 Massa corporal e IMC

Os efeitos dos diferentes tratamentos na massa corporal de ratos diabéticos é mostrado
na Figura 21. Na 2° e 3° semana, a massa corporal dos animais do grupo DC (2°semana,
234,4+14,62; 3°semana, 235,3£13,41) diminuiu significativamente (p<0,01) em relacdo aos
animais sadios (2°sem., 234,4+10,50; 3°sem., 335,6+8,32), no entanto, ndo foram observadas
diferencas nos grupos D-CHE, D-VBR, CHE+VBR. Adicionalmente, durante as 5 semanas, o
tratamento individual por mastruz (D-CHE, 283,6+3,08) e EVCI (D-VBR, 282,7+3,76)
reverteram significativamente a perda de massa (p<0,01) nos ratos diabéticos (Fig. 24). Da
mesma forma, o tratamento combinado (CHE+VBR, 278+4,29) regulou a perda de massa nos
ratos diabéticos com 5 semanas (p<0,05). Nenhuma diferenga estatistica foi encontrada

quando comparado o tratamento combinado e o individual (p=0,5487).
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Figura 24 — Massa corporal de animais sadios e diabéticos durante 5 semanas.
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Legenda: CON - grupo controle; DC — grupo diabético controle; D-CHE — grupo diabético tratado com
mastruz; D-VBR — grupo diabético exposto a VM 50Hz; CHE+VBR — grupo diabético exposto ao
tratamento combinado; Valores sdo expressos em média + E.P.M. Teste ANOVA de repeticdo
#p<0,0001 CON vs DC, D-CHE, D-VBR, CHE+VBR; #p<0,01 DC vs D-CHE, D-VBR, CHE+VBR.

Fonte: O autor, 2023.
A analise do IMC foi realizada antes e ap0s as intervenc@es, conforme mostra a Figura
22. ApoOs 5 semanas de tratamento, o IMC dos animais diabéticos do grupo CHE+VBR
(0,64+0,03[antes], 0,57+0,02[apds]) e do grupo DC (0,63+0,01[antes], 0,52+0,02[apds])
tiveram uma reducdo significativa (CHE+VBR, p=0,0143 ;DC, p=0,0115). Nenhuma
diferenca foi observada nos demais grupos (CON, 0,61+0,02[antes], 0,63+0,01[apds]).; D-
CHE, 0,62+0,02[antes], 0,58+0,02[apos]; D-VBR, 0,64+0,05[antes], 0,57+0,03[ap0s])

Figura 25 — indice de massa corporal de ratos sadios e diabéticos.
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Legenda: Analise do IMC realizada antes (dia 0) e depois (dia 45) das interven¢des. CON — grupo
controle; DC — grupo diabético controle; D-CHE — grupo diabético tratado com mastruz; D-VBR —
grupo diabético exposto a VM 50Hz; CHE+VBR - grupo diabético exposto ao tratamento
combinado; Valores sdo expressos em média + E.P.M. Teste t-Student pareado, #p<0,05 antes vs apos.

Fonte: O Autor, 2023
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3.3.3 Anélise Bioquimica

Aplés 5 semanas de tratamento a analise bioquimica confirmou um aumento
significativo (p<0,01) nos niveis séricos de glicose em ratos diabéticos (DC, D-CHE, D-VBR
e CHE+VBR) quando comparado com ratos sadios (Tabela 5). Assim como, 0 aumento dos
niveis de glicose média estimada (p<0,0001) e porcentagem de hemoglobina glicada
(p<0,0001) em ratos diabéticos dos grupos DC e CHE+VBR. Além disso, foi observado nos
ratos diabéticos do grupo DC um aumento nos niveis de HDL (p<0,0001), ureia (p<0,01),
calcio e colesterol (p<0,05) em relagdo ao controle. Adicionalmente, o tratamento individual
por mastruz e o tratamento combinado (CHE+VBR) reverteram (p<0,01) os niveis de HDL
nos ratos diabéticos. Contudo, em comparacdo com o grupo DC, os niveis de ureia também
foram aumentados (p<0,01) nos grupos D-CHE e CHE+VBR, bem como os niveis de

colesterol que foram aumentados (p<0,05) no tratamento por EVCI.



Tabela 5 — Concentracdo sanguinea de biomarcadores com 5 semanas nos animais
submetidos aos diferentes tratamentos (continua)

Biomarcadores CON DC D-CHE D-VBR CHE+VBR p
Glicose (mmoliL) 1391+£1,17 29,86 +6,66™ 2539+8,07" 27,55+1053" 27,81+7,52" 0,0076
GME (mmoliL) 354+0,19 9,35+1.68™ 6,05 * 3,46 7,86 3,47 8,26 2,79  0,0086
HbALc %) 385+0,12 7,46+153™ 54 +2]15 6,52 £2,16 6,78+ 1,74 0,0084

Compostos nitrogenados

Creatinina (umol/iL) 43,32 £354 52,16+8,84" 5392+7,96™ 54,81+12,38" 57,26 +12,38" 0,0639

Ureia (mmoliL) 7,32+0,07 22+9,61" 14,2+53™ 159+7,06™ 19,07 +8,54™ 0,0062
Proteinas

Proteina total (g/L) 62,9+3,4 62,1+ 3,9 61,3142 62,4+3 60,6 £2,7  0,7464

Albumina (g/L) 379+11 35+34 359+34 343+3 35124 0,1441

Globulina (g 25+39 27,143 254+43 28,1+32 256+27  0,4085
Lipidios

Triglicerideos mmo) 0,32+0,09 0,68 +0,21" 0,59 +0,74 0,59 £ 0,28 0,55+0,26 0,0479

Colesterol (mmoliL) 0,95+0,12 1,30+0,26" 1,13+0,37 1,29 +0,31" 1,056+0,15 0,0167

HDL (mmol/L) 0,41+0,03 063+0,11* 051+0,08 057+0,13° 0,52+0,08° 0,0018

LDL (mmoliL) 0,37+0,10 0,29+0,05 0,35+0,15 0,37 +£0,13 0,27+0,10 0,4757

VLDL (mmoli) 0,14+0,05 0,30+0,11 0,34+0,24 0,26 +0,14 0,28+0,15 0,2724
Minerais

Tabela 5 — Concentracdo sanguinea de biomarcadores com 5 semanas nos animais
submetidos aos diferentes tratamentos (concluséo)

Caélcio (mmoliL) 252+0,11 2,69+0,10" 2,62+0,1 252+0,1 259+0,09 0,0271
Magnésio (mmol/L) 1,19+ 0,09 1,31+£0,15 1,23+£0,1 1,19+£0,08 1,22+0,16  0,3439

Nota: Determinacdo bioquimica do soro sanguineo de ratos sadios e diabéticos . CON — grupo controle;
CHE - grupo tratado com mastruz; DC — grupo diabético controle; D-CHE — grupo diabético tratado
com mastruz; D-VBR - grupo diabético exposto a VM 50Hz; CHE+VBR — grupo diabético exposto
ao tratamento combinado; GME — glicose média estimada; HbAlc — hemoglobina glicada; HDL —
lipoproteina de alta densidade; LDL — lipoproteina de baixa densidade; VLDL - lipoproteina de
densidade muito baixa. Valores sio expressos em média + DP. Teste ANOVA,"p<0,05 vs CON,
"p<0,01 vs CON, #p<0,0001 vs CON, 3p<0,01 vs DC.

Fonte: O autor, 2023.

Conforme observado na Figura 21, ap6s 5 semanas de tratamento observou-se no soro

sanguineo de ratos diabéticos (DC) um aumento significativo nos niveis enzimaticos de ALT

(p<0,05) e ALP em comparagdo com o grupo controle. Porém, nos ratos que receberam 0s

tratamentos (individuais e combinado) nenhuma diferenca estatistica foi observada.



Figura 26 — Enzimas determinadas em animais sadios e diabéticos
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Legenda: Enzimas séricas determinadas em ratos sadios e diabéticos. CON — grupo controle; CHE — grupo
tratado com mastruz; DC — grupo diabético controle; D-CHE — grupo diabético tratado com mastruz;
D-VBR - grupo diabético exposto a VM 50Hz; CHE+VBR — grupo diabético exposto ao tratamento
combinado; HDL — lipoproteina de alta densidade; LDL — lipoproteina de baixa densidade; VLDL —
lipoproteina de densidade muito baixa. Valores sdo expressos em média + E.P.M. Teste ANOVA,
*p<0,05 vs CON, **p<0,01 vs CON, #p<0,0001 vs CON.

Fonte: O autor, 2023.
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3.3.4 Testes de comportamento

3.3.4.1 Teste do labirinto em cruz elevado

Com base nas medidas utilizadas para avaliar comportamento associado a ansiedade
no LCE (%Tempo BA e %Entrada BA, Figura 27 A-B), 0 exercicio aumentou o tempo de
permanéncia dos ratos diabéticos nos bracos abertos em rela¢do ao grupo DC (t=2,9, df=13,
p<0,05; Figura 27 A). Ademais, os animais expostos ao EVCI apresentaram aumento da
atividade locomotora (Entrada BF: t=3,5, df=14, p<0,01; Figura 27 C) e aumento no tempo no
centro do aparelho (F=2,9, df=13, p<0,05; Figura 27 D).
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Figura 27 — Efeitos do tratamento no teste do labirinto em cruz elevado
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Legenda: Teste do labirinto em cruz elevado. (A) %Tempo BA — percentual de tempo nos bracgos aberto;
(B) %Entrada BA — percentual de entrada em bracos abertos; (C) Entrada BF — percentual de entrada
em bragos fechados; (D) Tempo Cen — tempo no centro; CON — grupo controle; DC — grupo
diabético controle; D-CHE — grupo diabético tratado com mastruz; D-VBR — grupo diabético exposto
a VM 50Hz; CHE+VBR — grupo diabético exposto ao tratamento combinado. Valores sdo expressos
em média + E.P.M. Teste ANOVA, # p<0,05 vs DC; # p<0,01 vs DC

Fonte: O autor, 2023.

3.3.4.2 Teste do campo aberto

Os diferentes tratamentos, neste teste, ndo foram capazes de afetar o tempo de
permanéncia no centro do equipamento (Figura 28 A). Contudo, o tratamento por EVCI
aumentou a ambulacdo total (t=2,3, df=14, p < 0,05; Figura 28 B), enquanto o tratamento por
mastruz aumentou o comportamento exploratorio avaliado pela atividade vertical (t=2,4,
df=13, p < 0,05; Figura 28 C). Ademais, nenhuma alteracdo foi observada na avaliacdo da
formacéo de bolos fecais durante o teste (Figura 28 D).
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Figura 28 — Efeitos do tratamento no teste do campo aberto
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Legenda: Teste do Campo Aberto. CON — grupo controle; DC — grupo diabético controle; D-CHE — grupo
diabético tratado com mastruz; D-VBR - grupo diabético exposto a VM 50Hz; CHE+VBR - grupo
diabético exposto ao tratamento combinado. Valores sdo expressos em média + E.P.M. Teste
ANOVA, * p<0,05 vs CON

Fonte: O autor, 2023.

3.3.5 Consisténcia das fezes

Conforme mostrado na tabela 6, o tipo de consisténcia das fezes classificado seguindo
a escala de Frederico ao longo das 5 semanas de tratamento foi o tipo 2 (fezes normais).
Contudo, nenhuma alteracdo na consisténcia das fezes foi observada nos animais sadios e

diabéticos.
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Tabela 6 - Analise da consisténcia das fezes de ratos sadios e diabéticos seguindo a escala
adaptada para ratos de Frederico et al., 2017

Semana CON DC D-CHE D-WBV  CHE+WBV p
1 2+0,37 210,42 20,47 2+0,47 2+0,49 0,6835
2 20,03 2+0,32 2+0,38 210,58 20,34 0,3285
3 210 2+0,16 2+0,20 2+0,09 20,24 0,1379
4 2+0 2+0,13 2+0,01 210,06 2+0,08 0,1050
5 210 2+0,06 2+0 2+0,02 2+0,03 0,2218

Legenda: Consisténcia das fezes em ratos Wistar. CON — grupo controle; DC — grupo diabético controle; D-
CHE - grupo diabético tratado com mastruz; D-VBR — grupo diabético exposto a VM 50Hz;
CHE+VBR — grupo diabético exposto ao tratamento combinado. Valores sdo expressos em média +

E.P.M. Teste ANOVA.
Fonte: O autor, 2023.

3.4 Revisao sistematica

Verificar ANEXO A.
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4 DISCUSSAO

Estudos pre-clinicos envolvendo a associacdo de substancias naturais e o EVCI em
animais sadios (Naghii et al., 2012, Cardoso et al., 2017, Frederico et al., 2017) e em animais
diabéticos (Cardoso et al., 2019) tem estimulado a nossa investigacdo. O presente estudo, ao
longo de 5 semanas avaliou em modelo animal para DMT1 o efeito do tratamento individual
de mastruz e EVCI, e o seu tratamento combinado, segundo pardmetros funcionais,
fisiologicos e comportamentais. Os resultados das etapas experimentais realizadas neste
estudo indicaram um aumento significativo do consumo de racdo em ratos diabéticos durante
a investigacdo, porém uma diminuicdo da massa corporal e estado nutricional dos animais. A
analise bioquimica confirmou o estado diabético dos animais com o aumento significativo dos
niveis de glicose, GME e HbAlc. Verificou-se também em ratos diabéticos aumento dos
niveis séricos de lipideos, minerais e alguns compostos nitrogenados selecionados.

Além disso, no presente estudo foram observadas alteracdes nas concentracdes de
enzimas séricas, de neurotransmissor e metabolitos cerebrais dos animais diabéticos, bem
como nos parametros comportamentais tais como atividade locomotora e exploratoria, tomada
de decisdo e comportamento relacionado a ansiedade. Ademais, foi observado nos animais
diabéticos um aumento na biodisponibilidade de pertecnetato de s6dio em diferentes Grgaos.
Adicionalmente em revisdo sistemética da literatura, foram observados em estudos com
modelos animais, efeitos benéficos da intervencdo por EVCI no desempenho motor, forca
isométrica, coordenacdo, forca muscular, controle comportamental, plasticidade neuronal e

funcao sinaptica.

4.1 Efeitos dos tratamentos, individuais ou combinado, na funcdo alimentar e

consisténcia das fezes em ratos diabéticos induzidos por ALX (Etapas I, 11 e 111)

O consumo de ragdo foi analisado diariamente ao longo de 5 semanas, observou-se
que os animais diabéticos tiveram um aumento no consumo alimentar em relacdo aos animais
sadios. Este aumento pode ser indicado pela condi¢do polifagica (aumento da ingestdo de
alimento) observada em ratos induzidos por ALX (Rajagopal & Sasikala, 2008; De Carvalho
et al 2016). Tal sintoma € bem reportado na literatura (Atkinson & Eisenbarth, 2014; Pasi &



65

Ravi, 2022), e no DMT1 normalmente ele é ocasionado pela descompensacdo do diabetes
(taxas altas de acgUcar) que leva ao aumento do consumo, atitude compensatoria a perda de
energia (p.ex. na forma de glicose) na urina, denominado glicosuria (Carpentier et al., 2019).

No presente estudo, foi observado uma reducdo no consumo de racdo pelos ratos
diabéticos tratados com mastruz, o que sugere um efeito do extrato na condicdo polifagica
citada acima. Alguns estudos tém demonstrado o efeito do mastruz na diminui¢do do consumo
alimentar em roedores (Cardoso et al., 2017; Zambou et al., 2022) e cordeiros (Kato et al.,
2000), contudo este é o primeiro estudo a evidenciar este efeito do mastruz em ratos induzidos
por ALX. Essa reducdo pode ser explicada pelo fato de Chenopodium ambrosioides possuir
moléculas bioativas como o ascaridol e o Oxido de cariofileno que lhe conferem uma
atividade de inibicdo da cadeia respiratdria em células e mitocondrias de mamiferos (Gille et
al., 2010), levando a reducao na ingestdao de alimentos. Por sua vez, o tratamento por EVCI e
0 tratamento combinado mantiveram os mesmos niveis de aumento do consumo alimentar
vistos no grupo diabético controle.

Com base na atividade observada nos ratos tratados com mastruz, esperava-se uma
alteracdo também no tratamento combinado, no entanto, ndo houve diminuicdo no consumo.
Isso sugere um possivel efeito oposto entre os agentes (mastruz e EVCI). E bem evidenciado
que o EVCI potencializa o consumo de ra¢do em ratos sadios (Cardoso et al., 2017; Frederico
et al., 2017; Cardoso et al., 2020), e em modelo animal para DMT1 foi evidenciado niveis
similares de consumo entre grupo controle e tratado por EVCI (Cardoso et al., 2019).
Segundo Wang e Kerrick (2002), a aplicacdo de vibracdes de comprimento sinusoidal em
fibras isoladas ou intactas promove aumentos especificos na captacdo de ATP por células do
tecido musculo-esquelético. Durante o exercicio, as células musculares utilizam ATP como
moeda energética para produzir energia mecanica (Pauli et al., 2009; Dunn & Grider, 2022),
isso sugere que 0 aumento no consumo pode ser estimulado pela realizacdo do EVCI.
Contudo o fato de no diabetes induzido o animais que realizaram o EVCI terem tido niveis
similares de consumo ao grupo controle pode ser justificado pela alta disponibilidade de
acucar no sangue que facilita o transporte de glicose por difusdo facilitada via proteina de
transportadora de glicose (GLUT-4) (Sherman et al., 1993; Sato et al., 2017).

E conhecida a ocorréncia de complicagBes gastrointestinais no DMT1 (Lodefalk &
Aman, 2010; Rodrigues & Motta, 2012), entre eles alguns sintomas s&o observados nas fezes
(Hara et al., 2013). Em estudo anterior do nosso grupo, foi avaliado o efeito crénico do
tratamento individual e combinado de mastruz e EVCI (f: 50 Hz) em ratos sadios e foi

observada uma consisténcia normal das fezes (Cardoso et al., 2017). O presente estudo nao
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indicou alteracéo na consisténcia das fezes dos animais diabéticos, sendo também classificada
como normal durante o experimento. Cardoso et al., (2019) avaliaram o efeito do tratamento
individual com coentro e combinado com EVCI (f: 50 Hz) em ratos diabéticos e néo
observaram alteracdes na consisténcia das fezes. Contudo, Frederico et al., (2017) aplicaram o
mesmo protocolo com coentro e combinado com EVCI (f: 50 Hz) em ratos sadios e
observaram alteracdes na consisténcia das fezes dos animais que receberam o tratamento

individual com o extrato, tendo uma caracteristica dura e mais escura.

4.2 Efeitos dos tratamentos, individuais ou combinado, em parametros murinomeétricos

de ratos diabéticos induzidos por ALX (Etapas I, Il e 111)

Um dos sintomas mais evidentes no DMTL € a perda de massa corporal involuntéria
(Wang et al., 2022). Tal perda é um dos principais indicios da descompensacdo do diabetes em
individuos com DMT1 (Danne et al., 2008; Scavone et al., 2010). No presente estudo,
observou-se em ratos diabéticos uma perda progressiva de massa ao longo das 5 semanas de
tratamento, de forma acentuada nas semanas iniciais. Contudo, os tratamentos conseguiram
reverter a perda de massa. De fato, os nossos achados corroboram com o aumento do
consumo observado nos ratos diabéticos, sugerindo que a disfuncdo metabdlica gerada pelo
quadro de hiperglicemia nos animais, leva-os a uma condicdo polifagica, que por sua vez leva
0 organismo a utilizar outras fontes (p. ex. reservas de gordura, proteinas) como
compensacao, levando a perda de massa ndo intencional (EI-Mesallamy et al., 2018)

A intervencdo por EVCI regulou a perda de massa corporal nos ratos diabéticos
reforcando um potencial acdo do exercicio no manejo da disfuncdo metabdlica citada acima.
Jacob et al., (2006) reportaram que a atividade fisica é uma das causas potenciais para ganho
de peso no DMT1. Neste estudo, o nivel de exercicio ao longo do experimento foi controlado
diariamente e com tempo de descanso entre sessdes, isso sugere que o exercicio controlado
poderia ajudar no manejo da perda de massa involuntaria preservando massa magra (Mottalib
etal., 2017).

Por sua vez, o tratamento com mastruz também regulou a perda de massa no protocolo
de 5 semanas, e assim como o exercicio evita a perda de massa ndo intencional observada nos
ratos diabéticos ndo tratados. Os resultados demonstrados pelo mastruz na reducdo do

consumo, da massa corporal e qualidade da consisténcia das fezes dos ratos, reforcam seu
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papel de atuagdo no manejo de sintomas que podem ser ocasionados pelo quadro de
hiperglicemia. Da mesma forma, o tratamento combinado regulou a perda de massa,
corroborando com os desfechos reportados pelo uso destes agentes quando utilizados
individualmente.

Além disso, para verificar o estado nutricional dos animais, outro pardmetro
murinométrico avaliado foi o IMC. Os resultados da analise feita antes e depois do estudo nos
ratos submetidos aos diferentes tratamentos mostrou-se pouco sensivel as variacdes nos ratos
diabéticos, no entanto, confirma a diferenca de estado nutricional entre animais sadios e
diabéticos (Nunes et al., 2009).

4.3 Efeitos dos tratamentos, individuais ou combinado, nas altera¢fes comportamentais

de ratos diabéticos induzidos por ALX (Etapas Il e I11)

O Labirinto em Cruz Elevado foi 0 modelo de teste in vivo utilizado para avaliar 0s
niveis de ansiedade nos ratos submetidos aos diferentes tratamentos. De forma geral, neste
teste os animais mostram preferéncia pelas partes fechadas e protegidas pelas paredes do
aparelho, e sdo mais aversivos as areas abertas do labirinto (Carobrez & Bertoglio, 2005). O
presente trabalho demonstrou que nos ratos diabéticos induzidos por ALX ( grupo DC) ndo
houve caracteristica ansiogénica. Contudo, nos ratos diabéticos submetidos ao ECVI (D-
VBR) observamos um aumento no tempo de permanéncia nos bracos abertos e um aumento
no tempo no centro do aparelho, variaveis associadas a ansiedade e a capacidade exploratéria
(Carobrez & Bertoglio, 2005), além do aumento da atividade locomotora, sugerindo um efeito
ansiolitico do exercicio. Outros estudos evidenciaram aumento da atividade locomotora e
reducdo dos niveis de ansiedade associado ao treinamento fisico tanto em animais sadios
(Fulk et al., 2004; Barbosa et al., 2016; Seo, 2018) quanto em diabéticos (Caliskan et al.,
2019; Mohammadi & Zare, 2020). Por sua vez, ndo observamos efeitos do tratamento oral
com mastruz e tratamento combinado nas varidveis associadas a ansiedade, apesar da
caracteristica ansiogénica ser menos evidente nos ratos que receberam estes tratamentos. Esta
auséncia de resultado, pode ser explicada pelo estado diabético crénico do animal e como ele
influencia a absor¢do do extrato no longo prazo. Contudo, estudos anteriores confirmam o

potencial ansiolitico do tratamento com mastruz em camundongos submetidos ao mesmo teste
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(Bum et al., 2011), bem como a a¢do ansiolitica de compostos bioativos presentes no mastruz,
como os flavonoides (Patil et al., 2003; Fernandez et al., 2009; Bezbaruah et al., 2020).

O teste do campo aberto foi realizado para avaliar o comportamento de atividade
locomotora e exploratdria dos animais nas condi¢fes experimentais deste estudo. A ansiedade
é uma das complicagdes psicoldgicas que estdo associadas ao DMT1 (Rechenberg et al.,
2017), portanto na analise comportamental de roedores, tal condi¢cdo pode ser avaliada atraves
da exposicdo a condigbes ambientais aversivas. E bem evidenciado que roedores possuem
uma tendéncia natural de maior sensacdo de seguranca a ambientes fechados e escuros, mas
uma aversao a espacos abertos (Sestakova et al., 2013). No presente ensaio, 0 comportamento
relacionado a ansiedade pode ser medido pelo grau em que 0s animais evitam o centro do
equipamento, permanecendo proximo as paredes do aparato. Por sua vez o aumento da
atividade central indica baixos niveis de ansiedade e alto comportamento exploratério
(Kraeuter et al., 2019)

Os resultados deste trabalho mostraram que o tempo de permanéncia no centro do
aparato pelos animais diabéticos foi menor que nos animais sadios, indicando uma
carateristica exploratoria reduzida e sugestiva de comportamento ansiogénico, corroborando
com achados de estudos anteriores (De Senna et al, 2011; Kraeuter et al., 2019). Entretanto, a
exposi¢do ao EVCI aumentou a ambulagéo total dos ratos diabéticos e diminuiu a reatividade
emocional com base no nimero de bolos fecais formados durante a realizagdo do teste,
indicando que o exercicio reverte o efeito ansiogénico e potencializa a atividade motora do
animal diabético, o que corrobora com os resultados descritos no teste de Labirinto em Cruz
Elevado, reforcando a hip6tese de que a intervencdo por EVCI potencializa a atividade
motora nos ratos diabéticos.

Adicionalmente, o tratamento com mastruz aumentou o comportamento exploratério
avaliado pela atividade vertical dos animais no aparato, contrastando com desfecho da
atividade exploratéria observada no teste do labirinto. Estudos relacionados a agdo do extrato
de mastruz na atividade locomotora utilizando o teste de campo aberto ainda séo limitados
(Dougnon & Ito, 2020). Portanto, este achado € relevante tendo em vista que na literatura ndo
existem evidéncias do tratamento com C. ambrosioides em ratos diabéticos em avaliagdo
comportamental por meio do teste de campo aberto. Ademais, nenhuma alteracdo foi

observada nos ratos diabéticos que receberam o tratamento combinado.
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4.4 Efeitos dos tratamentos, individuais ou combinado, nas alterac¢des bioquimicas de
ratos diabéticos induzidos por ALX (Etapas I, 11 e 111)

As alteracBes bioquimicas decorrentes da descompensacdo do diabetes tem sido
investigadas para auxiliar no diagndstico e manejo da doenca (Ho et al., 2022). A ALX induz
a DMT1 através da sua acdo citotoxica nas células B, resultando em uma diminuigdo
enddgena da liberacdo de insulina no pancreas (Rajagopal & Sasikala, 2008; De Carvalho et
al 2016). Essa alteracdo é uma carateristica importante do DMT1 induzido, e por um curto
periodo de tempo leva a descompensacdo (hiperglicemia), e portanto, a disfuncdo metabdlica.

No presente trabalho, a analise bioguimica confirmou a hiperglicemia nos ratos
diabéticos, com base no aumento dos niveis séricos de glicose, GME e porcentagem de
HbAlc, biomarcadores principais no diagnéstico dessa caracteristica. Ademais, foi observado
também nos ratos diabéticos (grupo DC) o aumento dos niveis séricos de lipidios tais como
triglicerideos e colesterol, e lipoproteina (HDL). Além da hiperglicemia, a dislipidemia
também é uma caracteristica da DM (Mona et al., 2015). A elevacdo da concentracdo de
lipidios no DM é associada ao aumento na mobilizacdo de &cidos graxos livres dos depositos
periféricos de gordura, pois a deficiéncia na producdo de insulina impede a inibicdo da lipase
horménio-sensivel (LHS) (Coelho et al., 2011; Lucchesi et al., 2015), enzima que promove a
conversdo de acidos graxos em lipideos e lipoproteinas, e os libera no sangue (Lucchesi et al.,
2015).

Entretanto, o tratamento individual com extrato de mastruz regulou o niveis séricos de
triglicerideos nos ratos diabéticos, assim como o tratamento combinado regulou os niveis de
HDL, ambos em relacdo aos observados no grupo DC. Além disso, 0s ratos que sé receberam
0 extrato de mastruz (D-CHE) tiveram a menor média de GME e %HbA1c entre os grupos
diabéticos, estes achados sugerem que o tratamento crénico com mastruz apresenta potencial
regulatério no manejo da dislipidemia e hiperglicemia em ratos induzidos por ALX. Em
estudo anterior, Rajagopal e Sasikala, (2008) demonstraram também em ratos diabéticos
induzidos por ALX efeitos anti-hiperglicémico e antidislipidémico do extrato de flor de
Nymphaea stellata.

Além disso, os niveis sericos de creatinina, ureia, calcio e magnésio foram
aumentados nos ratos diabéticos ndo tratados. A indugdo por ALX tem demonstrado que a
hiperglicemia plasmaética corrobora com 0 aumento nos niveis de marcadores de dano renal

tais como creatinina plasmatica e nitrogénio ureico (Das & Sil, 2012; Preetha et al., 2015;
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Radenkovic et al., 2016). Além disso, 0 aumento de minerais no grupo DC pode estar
associado a descompensacao do diabetes (Wongdee et al., 2017), embora este resultado ndo
foi observado nos ratos diabéticos que receberam os diferentes tratamentos. Contudo, nos
animais que receberam o tratamento por EVCI e o tratamento combinado, os niveis de
creatinina, ureia e céalcio também se mantiveram elevados. Com 5 semanas de estudo, no
tratamento por EVCI os niveis séricos de lipideos, minerais e compostos nitrogenados
selecionados foram similares aos do grupo DC. Com base nesses achados, o protocolo de
EVCI adotado neste estudo ndo foi capaz de regular o aumento sérico dos marcadores citados
acima.

Também foi determinada a concentracdo de algumas enzimas séricas nos animais
submetidos aos diferentes tratamentos. Nos ratos diabéticos observou-se um aumento nos
niveis de ALT, ALP e lipase, e uma diminuicdo da concentracdo de amilase. Niveis elevados
de ALP foram observados anteriormente em ratos diabéticos induzidos (Ravikumar et al.,
2010) e alteracdes na sua atividade podem indicar dano no figado. O efeito adverso da ALX
promove a migracao de ALT, marcador da funcao hepatica, do figado para a circulacdo (Kala
et al., 2012). Nossos achados corroboram com estudos anteriores que também observaram o
aumento destas enzimas em ratos induzidos por ALX (Kala et al., 2012; Preetha et al., 2015;
Lucchesi et al., 2015). A lipase ¢ um importante biomarcador da funcdo pancreatica exocrina
(Sherif et al., 2020), logo o0 seu aumento esta associado com o a deficiéncia na producédo de
insulina causada pela ALX. Enguanto os niveis reduzidos de amilase sérica estdo associados
ao risco aumentado de sindrome metabdlica e diabetes (Muneyuki et al., 2012). Contudo, 0s
diferentes tratamentos ndo foram capazes de regular os niveis séricos destas enzimas nos

animais diabéticos.

4.5 Efeito do tratamento individual por EVCI, sobre as altera¢cdes neuroquimicas de
ratos diabéticos induzidos por ALX (Etapa I1)

A andlise neuroquimica revelou que os ratos diabéticos ndo tratados apresentaram um
aumento na concentracdo de serotonina (5-HT) no hipocampo. Além disso, observou-se uma
diminuicdo dos niveis hipocampal de DOPAC, colina, e da razdo 5SHIAA/5-HT. O aumento
dos niveis hipocampais de 5-HT nos animais diabéticos é consistente com achados reportados
na literatura em ratos induzidos por ALX e STZ (Baranov et al., 1980-Lin et al., 2018). Este



71

achado sugere a importancia do mecanismo de feedback entre os disturbios metabdlicos
decorrentes da insuficiéncia de insulina e as alteracfes no nivel de 5-HT no hipotalamo (Das
et al., 2011). Ademais, a reducdo no turnover de 5-HT nos ratos diabéticos ndo tratados, bem
como da metabolizacdo de Colina e DOPAC indicam que a disfuncdo metabolica no animal
pode ser a consequéncia de uma declinio na sintese, utilizacdo e metabolismo de

neurotransmissores no hipocampo.

4.6 Efeito do tratamento individual por mastruz, sobre a alteracdo na biodistribuicéo de
Na®**™TcOsem ratos sadios e ratos diabéticos induzidos por ALX (Etapa I)

O desequilibrio metabdlico relacionado ao diabetes pode causar distdrbios secundarios
em multiplos sistemas organicos, o que pode gerar alteracbes na biodistribuicdo de
radioisotopos (Vallabhajosula et al., 2010; Goes et al., 2016). Além disso, estudos
demonstraram a interferéncia da quimioterapia e das plantas medicinais na biodistribuicdo do
pertecnetato de sodio (Azevedo et al., 2010; Khosravian et al., 2019). No presente trabalho,
observamos um aumento na captacdo do radiofarmaco Na**™TcO4 no intestino e pancreas
(%ATIl/grama de tecido) em animais diabéticos. Os principais reguladores fisiol6gicos
secretados pelo pancreas (insulina e glucagon) responsaveis pelo metabolismo glicémico e
homeostase podem ter sua atividade prejudicada pelos efeitos do DMT1 (Quesada et al.,
2008). Além do pancreas, no diabetes observa-se um desequilibrio no intestino, érgdo que
exerce papel primordial na homeostase da glicose no sangue (Thomson, 1981). Portanto, o
aumento da captacdo observado em ambos os oOrgdos pode indicar um disturbio do
metabolismo causado pela ALX, fator que pode alterar a biodistribuicdo do Na®*™TcOs.
Notavelmente, o tratamento com mastruz diminuiu a biodistribuicdo de Na®"TcO4 observada
no pancreas e intestino dos ratos diabéticos. Estudos anteriores demonstraram que plantas
medicinais e seus derivados podem alterar a biodistribuicdo (Santos-Filho et al., 2007
Frederico et al., 2017) e, similarmente aos nossos achados, algumas plantas medicinais
diminuiram a radioatividade de Na®*™TcO4 (Amorim et al., 2003; Moreno et al., 2007). Este
resultado sugere que o extrato poderia produzir metabdlitos ativos em estruturas especificas
levando a alteracBes na fisiologia desses 6rgdos e na biodisponibilidade do pertecnetato de

sodio.
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4.7 Respostas bioldgicas do EVCI no comportamento e funcionamento cerebral em
estudos pré-clinicos (revisdo sistematica publicada)

A intervencdo por EVCI foi responsével por varias respostas, como a redugdo do dano
cerebral pés-isquemia, em LME, e melhora do funcionamento neuromuscular e cerebral.
Estudos anteriores demonstraram que o EVCI pode produzir alterac@es fisioldgicas em varios
niveis da estimulacdo dos receptores da pele, do sistema vestibular e dos fusos musculares,
que levam a varias alteracbes na atividade cerebral, como no cértex somatossensorial,
hipocampo, amigdala e tadlamo (Heesterbeek et al., 2017; Boerema et al., 2018). Esses
achados séo consistentes com os resultados relatados pelos estudos incluidos nesta revisdo.
Dois estudos (Metthlach et al., 2014; Keijser et al., 2017) mostraram melhora no desempenho
motor e na atencdo. Além disso, a intervencdo por EVCI aumentou a forca muscular, a
producdo de forca isométrica no masculo esquelético semitendinoso e diminuiu os efeitos
fatigantes da estimulacdo muscular sinaptica intensiva (Binder e Scharfman et al., 2004;
Manthou et al., 2017). Além disso, o exercicio melhorou a coordenacdo motora de 14 a 28
dias pos-isquemia e a for¢a muscular dos membros superiores aos 21 e 28 dias pos-isquemia
(Huang et al., 2018), o que corrobora a nogdo de que o EVCI é conhecido por melhorar o
desempenho neuromuscular (Rittweger, 2010).

Em relacdo as mudancas comportamentais, o0 EVCI aumentou a laténcia para cair do
rotarod em modelos pos-isquemia, aumentou a atividade motora inicial em um novo
ambiente, diminuiu o limiar de retirada das patas traseiras e reduziu a excitacdo
comportamental induzida experimentalmente (Metthlach et al., 2014; Zeeman et al., 2016;
Boeram et al., 2018; Huang et al., 2018). Ap6s o procedimento de isquemia e LME lombar
em ratos, 0 EVCI de 8 e 15 Hz causou hipersensibilidade na pata traseira e dor desenvolvida
logo apds a exposicdo (Zeeman et al., 2016; Huang et al., 2018). Além disso, o EVCI
produziu alodinia sustentada por longa duracdo durante 14 dias. De fato, apenas uma semana
de exposicdo ao EVCI de 8 Hz foi capaz de induzir sensibilidade continua com duracgdo téo
longa (Huang et al., 2018). Além disso, o EVCI de 30 Hz melhorou o comportamento
exploratério em modelos induzidos por CRS (Peng et al, 2021). Portanto, esses achados
comportamentais sugerem que os parametros utilizados no EVCI, como frequéncia,
deslocamento pico a pico e nimero de exposi¢des, desempenham um papel na resposta a dor

e nos comportamentos semelhantes a depresséao.
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Considerando o funcionamento do cérebro, o EVCI revelou um efeito benéfico em
modelos experimentais para isquemia cerebral e LME. Apos isquemia, o EVCI de 40 Hz
reduziu os niveis de citocina pro-inflamatéria interleucina-1, proteinas do inflamassoma
(caspase-1, dominio de recrutamento de caspase) e aumentou os niveis de BDNF e receptor de
tropomiosina quinase B fosforilado (pTrK-B) no cérebro de ratos fémeas de idade (Raval et
al., 2018). Uma vez que a expressdo de BDNF é aumentada nos neurdnios por varios
estressores (por exemplo, isquemia, trauma, hipoglicemia e epilepsia), essa exposicao cronica
confere neuroprotecdo (Metthlach et al., 2014). Além disso, durante a fase aguda apos a
isquemia, a neurogénese foi sutil a leve, mas potencializada pelo tratamento por EVCI de 15
Hz por um periodo mais longo (Huang et al., 2018). Isso sugere o potencial do EVCI para
intensificar a neurogénese quando os individuos sdo expostos a VM por longos periodos.
Também déa suporte a hipotese de que o mecanismo subjacente da acdo da EVCI pode estar
fortemente relacionado a efeitos cumulativos (Zeeman et al., 2016). Esses resultados também
estdo de acordo com a observacdo de que o EVCI pode melhorar alguns aspectos do
desempenho cognitivo em individuos saudaveis (Binder e Scharfman et al., 2004). Estudo
recente usando ratos idosos saudaveis revelou, em um protocolo de intervencdo ECVI de 5
semanas com baixa intensidade (f: 30 Hz, A: 50-200 pm), uma diminui¢do no nivel de
ansiedade e melhora da memdria espacial, proximo a desempenho motor melhorado (Oroszi
etal., 2022).

Adicionalmente, o papel do BDNF na promocdo crescimento do nervo e a importante
correlacdo entre a expressao de BNDF e dor, em modelos animais, dao suporte ao potencial
do EVCI na regulacdo da dor no disco (Kartha et al., 2014). De fato, uma correlacdo
estatistica entre 0 aumento dos niveis BDNF de transcricdo e proteina em discos expostos a
vibracdo e aumento da sensibilidade comportamental a dor ap6s os 14 dias de EVCI foi
demonstrada (Kartha et al., 2014; Manthou et al., 2017). E sugerida uma possivel acéo do
exercicio através da modulacdo de BDNF, com aumento da hiperexcitabilidade neuronal no
corno dorsal da coluna vertebral. Além disso, Peng et al., (2021) sugerem que o EVCI pode
aliviar a perda dendritica causada pela SRC.

Nosso grupo de pesquisa tem experiéncia no estudo dos efeitos bioldgicos da
exposicdo cronica ao EVCI utilizando modelos animais. Nossa hipotese seria da prevencao
dos efeitos ja reportados pela indugdo por aloxana realizando o tratamento individual e
combinado dos agentes (EVCI e mastruz), ambos feitos no mesmo ensaio experimental, o que
ja tinha sido feito no nosso laboratdrio anteriormente. De modo geral, o tratamento individual

promoveu efeitos de regulacdo nos trés parametros avaliados (funcional, fisiolégico e
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comportamental), enquanto o tratamento combinado teve atividade somente no parametro
fisiologico. Portanto, € razodvel sugerir que os agentes, quando combinados, podem ter
desencadeado uma acdo antagonica. O tratamento individual que teve efeito bioldgico mais
contundente nesse estudo, foi o tratamento oral com mastruz.

Com esse estudo foi implementada a avaliagdo comportamental e neuroquimica ao
protocolo base do nosso laboratdrio e abrimos a possibilidade de ser uma ferramenta de
indicacdo terapéutica e/ ou preventiva em outros projetos de pesquisa do laboratorio.
Ademais, outro ponto interessante desse trabalho é o fato de que os animais foram
selecionados na fase juvenil (2-3 meses), que é considerado o periodo mais comum dos
sintomas da DMT1.

A revisdo sistematica publicada representa o primeiro estudo de revisdo do nosso
grupo de pesquisa com estudos pré-clinicos e contou com a colaboragdo internacional de
pesquisadores da Universidade de Groningen, Holanda. Além disso, este estudo contribui para
literatura cientifica, como a primeira publicacdo envolvendo os efeitos benéficos do EVCI no
comportamento e funcionamento do cérebro em modelos animais. Assim, o conhecimento
adquirido com este trabalho de revisdo possibilitard com que mais trabalhos de revisdo

sistematica com abordagem pré-clinica sejam conduzidos no laboratério.
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CONCLUSAO

Nos parametros funcionais, ao longo de 5 semanas o EVCI promoveu uma melhora na
atividade locomotora e exploratoria, além do comportamento do tipo ansioso dos ratos
diabéticos. Por sua vez o tratamento oral com mastruz regulou a funcéo alimentar e atividade
exploratdria, 0 que ndo se repetiu no tratamento combinado.

Nos parametros fisioldgicos, o tratamento oral com mastruz regulou a perda de massa
corporal e IMC, além da %HbAlc e concentragdo de triglicerideo no sangue, e
%radioatividade no pancreas e intestino. Por outro lado, o EVCI também pareceu impedir a
perda de massa corporal e IMC, aumentar a concentracdo de DOPAC no hipocampo, contudo
ndo foram observadas alteracbes neuroquimicas nos demais produtos analisados no
hipocampo e no cortex. O tratamento combinado regulou somente a perda de massa corporal e
IMC, além dos niveis de HDL no sangue.

Os achados do presente estudo indicam que o tratamento individual foi capaz de
produzir mais respostas biologicas do que o tratamento combinado. Estes achados sugerem a
importancia do mecanismo de feedback entre os disturbios metabdlicos decorrentes da
descompensacao do diabetes. Em conclusdo, as respostas bioldgicas do tratamento individual
com mastruz ou EVCI sugerem potencial terapéutico no manejo do DM induzido, podendo
regular efeitos adversos causados pelo acdo da aloxana.

Na revisdo sistematica, pode ser considerado que o EVCI parece ser uma terapia
viavel e eficaz para o tratamento de isquemia cerebral e LME. Além disso, também d&o
suporte ao uso do EVCI como intervencédo para outras doencas cerebrais. As principais razoes
para esta conclusdo sdo: (i) a existéncia de um conhecimento adequado dos parametros
utilizados para aplicar o EVCI, evitando efeitos nocivos, (ii) as agdes moduladoras do EVCI
observadas ao nivel das proteinas, enzimas, células imunitarias, neurénios, neurotrofinas e
fatores neurotrdficos, (iii) a constatacdo de achados com melhorias na funcdo motora,
atividade neuromuscular e sensibilidade comportamental por EVCI, (iv) e indicaces de
recuperacdo ou fortalecimento de certas fungdes cerebrais. O EVCI pode, portanto,

representar uma intervencao de interesse para estudos clinicos.
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ABSTRACT

Faywardiz
rain dissrder
Whade body vibeation
Asimal srudies

rain

Behavioar

Brain disorders have been a health challenges and is increasing over the years. Early diagnesis and interventions
are cansidered eszential strategies ta treat patients at sk af brain dissase. Physical sxercise has shown ta be
beneficial for patients with brain diseasss. A types of exercise infervention koown as whole-body vibration (WEV)
pxercise gained increasing interest. During WEV, mechanical vibraticos, produced by a vibrating platform ars
transmitted, to the body. The purposs af the oorent review was to summarize the effeds of WEY exercise an
brain funciicn and behaviar in experimental shedies with animal madels, Searches were performed in EMBASE,
FubMed, Scapus and Web of Science including publications from 1960 to July 2021, nsing the keywords “whale
bty vibratian™ AND (animal or mice ar manse ar rat or codent]). Fram 1284 hits, 20 papers were selected. Rats
were the main andmal medel ussd (75%) fallewed by mice (20%) and porcine made] (5%, 16 shisdiess used males
species and 4 females. The risk af bias, acoesssd with the SYRCLE Risk of Bias toal, indicated that none of the
studies fulfillsd all methodological criteria, resalting i passible bias. Despite heterogeneity, the remlts soggest
beneficial effects of WEV exercise an brain functioning, mainly related to motor performance, coordination,
behavioral control, newranal plasticity and synapse functicn. In ceocluséan, the fndings abserved in animal
sturies justifies continued clinical research regarding the effectiveness and potential of WEV for the reatment af
various types of brain disorders such as trauma, developmental disorders, neorogenstic diseasss and other
neuralagical dissases.

1. Introdoeton

manifaztation, these disturhances are difficult to treat, and can have a
devactating affect on individuals” health during a lifetime [14]. More-

Brain dicorders have been a health challenge zince their prevalence
have been increazing owver the vears [1], a0 can be se=n in the steadily
increazing numberz of peopls affected worldwide [2,3]. Decpite the
human health concemn, zome brain dizorders zuch as trauma (zpinal cord
and head injury] [4,5], developmeantal dizorders (ouch az carebral palay)
[&], nnunﬂcg\:umli\rc diceap=a {zuch an Parkincon's dizease and Al
heimer's diceaze) [7-9], neurogenstic diseares (Huntington's dizeage
and muecular dyztrophy) [10,11], comruldve dizordere {ouch an epi-
lepoy) [12] are recognized for their complexity [13]. Bazsed on their

over, they can hawve cerious conoequences for vociety, due to aheavy care
demand, which can overburd=n the health-care system [15].

In regponoe to complexity and the need for information, clinical
studi=n investigated therapeutic approaches to treat patient with brain
dicosdera [16-19], while experimental omadies =xplored brain regions,
providing an integrative neurobiclogical frameswork of the underlying
mechaniomaz, which culminate from behavioral, metabalic, endocrine,
anid energy balance processen into neurobiolegical proceszes related to
theze dizturbe [9,20,21]. Thuz, understanding factors that lead to theze
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neurological manifestations might allosw the formulation and applica-
tion of preventive sirategi=o able to regulate neural functioning in theoe
manifestations, giving bazic for nasw treamment opdona [22-24].

Brain digeares are charactariced by chronic and progreacive deteri-
oration in cognitive functions and behaviowr, loae of phynical function,
muzcle strength, gqualicy of life, paypchological oymptoms and other
comorbidides [25,26]. Currently, thase are pharmacolegical treatment
options available to influence the course of brain dizeazes [27,20]. Basly
diagmnosiz and intemrantions are considered sacential ztrategies to treas
people with the ok of brain diceaces [25-31].

Non-pharmacological treatmentn have been importan: for the
imprerrement of cognitive functions [32-34]. In line with thi: notion,
phyeical exescize has demonotrated a pocitive impact on neuro-
degeneration [35]. In fact, physical exercize can repregent a potential
treatment option in individualz with neorelogical izoues [35]. The
importance of exercize training in driving neural circoitry, improving
brain function, hippocampal placticity and memory, and reducing o=c-
ondary complications iz well document=d, but factorz influ=ncing
training outcomes are diverze [37,30]. Howesver, in many cases, in-
dividualz with modarate to zevare brain dizorder are often unable o
adhers to the phycical activigy regimen due 2o the complications wig-
gerad by the dizeace [39].

Accordingly, whole-bady wvibration (WBV) exercize haz been pro-
posed 2z an altemative for active sxescice for those that cannot partic-
ipate in active sxercize, for example due to phynical or mental izrwea [40,
41]. WBY iz an exercize modality or treasment/prophglaxiz method in
which oubjectz ars expozed to mechanical vibrations through a vibrating
platform [42]. During WBY qubjects can perform dsmamic axercizaz on
the plagform or take a otatic posture [43]. The wibrations produced by
the platform are defined by mechanical parameters, like frequency,
amplitude, or peak-to-peak dizplacement, and peak acceleration [40,
43]. Orwer time, WEV axercies haz acquired acceptance for 2 number of
clinical conditions including phynical dizability [44], spartz injuries
[45], multiple scleraciz [46], ort=oporosia [47], lumbar dizk diseass and
lowrar back pain [44,43] and cerebral palsy [49]. WBY hac been uad in
differant patisnt groups [50] and athlstes [51] to improve functional
mobility and neuromuscular parformance, indeding endurance, power
and muazcle str=ngth. Moreower, in spinal cord injury (SC0, WBY training
reduces muscle spacticity, improves spinal reflex medulation [52.53],
walking function [54] and guadricepe strength in motor incomplets
patiantz [55], which increaning the intersar of WBV sxarcize az a clinical
therapy after SCIL

WBY exercige haz been chown to be a suitable intervension undar
many different conditions. However, the effsctn of WBY exercize on
meatabolic intarmediates related to cignaling pathways, a0 well a0 nay-
roprotective mechanizme to delay or to dizrupt the nevrodagensrasive
processes remain unclsar [56,57]. WEBY can aloo be applied to (zmall)
animaly with high tranzlational relevance [42]. Animal modelz, with
variows approaches, have been voed o ry understanding biclogical re-
sponzes to WEV sxescice {acute and cumulative), a0 well a0 to evaluate
which effsctn can be obsarved from the low to high intencisy vibration,
conzidering itz trancfarability for humanz investigationz. [59-64].
Therafore, the purposs of current oystematic revisw iz to summarize the
resultm of experimental stisdien in animal models into the effects of WEY
=xposure on brain and behavior. The finding: might reinforce the offi-
cizncy and oafery of WBY exercize in improving human brain fune-
tioning and newrcbehavioral pesformance, swhich may oerve 2o a
referance for the degign of new clinical trials.

2, Methods
Z2.1. Search strotegy
Thiz systematic review follosved the guidelines of the Prefarzed

Feporting lteme for Syotematic Beviews and Meta-Anabma: [PRISMA
smutemeant] [55]. Englich slectronic databages swwere gystemasically

92

Fatuasgriora Arade Regearchi 437 (2023) T13933

rearched to identify animal stedies that uzed WEBV. The literasure zearch
was parformed on PubMed, Scopus, Embace and Web of Sciznce (on July
4th, 2021), uzing the keywords “whols body vibration™ AND {animal or
mice or mouge or rat or rodent].

The guiding question war: Does WEHY expogure cauze alterations on
brain functicning and behavior in animal modela? The PICOS method
waz uzed, and the acronym define=a: Problem (P} limited bnowladge
about wnderlying mechanizma from WBV intervention in a neurcbio-
logical svaluation/ parzpactive; Intervention ([ WEBV; Comparizon (T
other treatmeantz or no comparizon; Cutcome (O} Comprahencion
about what afects WEV expocure can promots on brain structure, brain
function and n=uromuscular functions; Smdy de=cign (5} =xperimanal

intervention gnadies.
2.2 Mnelusion ard exclusion criteria

A syotematic zelection of the publications was carried out by two
independent axaminarz (4.C and A R) bazed on the following inclucion
criterix: 1) animal ctudi=a 2) in vitro trials or in vive measurements to
inwegtigate the affsctz of WEV intervention on brain functioning and
behaviour; 3) outcome meagur=g are related to brain functioning oc
behaviour; 4) evaluation of chort and for long-term intesvention; 5) full-
text literaturs publiched in English. Short communicationg, case raporia,
review articlse, books, expert opinion or conoensu:z statements were
excluded. Alco excluded woere those publications that wsed WEV to
induce streza for a drug seamment protocol: to treat chronic condidons
ruch az diabetas, cardicvascolar diceaces; or uoed WBY arzsociated with
other product ar tharapy.

25 Dotg extracton

Diata were extract=d from the full-t=xt verzion of the publications by
three reviewers (4.C, IS and N_A)L Data included the year of publica-
tiom, authom, species, aim, WBV device, WBY variables, period of
intervention, stady design, parametsm svalusted, outcomes and
concluzion. Discrepancies were diccuszed with a fourth reviewer [M.B.

24 Appraiscl of risk of bias

The rizk of biaz waz amezoed by thres independant reviswer (4., M.
H and A.R) uzing the Syotematic Review Centre for Laboratory Animal
Experimentation [SYRCLE) protecol [65]. The dioagresmentzs wers
rolved by a fourth reviewer (M.B). Adapted verzion of Hooijmans e al.
[56], in which in caze of miming informaton an unclear rick of bias iz
ceored inctead of a low rick of biar. Disagreaments wars dizcusoed with a
fifth reviewer (B.2).

3. Reculis
3.1, Zearch resuls

The search strategy performed in electromic databases, resulted in
1284 him, yielding 257 articlea from PubMed, 435 from Scopus, 221
from Bmbace and 371 from Web of Science, containing publicatdonsz
from 1960 to 2021, Aftar reamoving duplicares (505 articlas], 432 papesz
were screened, on titles and abstract, OF those, 576 publications wers
excluded becauze the abotract chowed that they did not match the in-
clurion criteriz Thua, 46 stodi=c wers identified az potentially eligible
anid qubjectad to more detailad analyzic. Twenty-zic were eliminared for
the following reazonz: 1) papers uzed WBY for reating diffarent con-
ditionz (diabete: mellinog type T and for voxetine hydrochloride =f6-
cacy); 21 papers uzed another interventon (noize) combined with WBV
to tect for otress recponoes; 3] papers did not cpecify the sampls or even
the device vuoed for WBV axercizes and 4) studien with different goals,
ruch ag thoze used to characteriza the reconance of the opine, acutaly
injured cpinal cord, to detsrmine the range of fregquancy valoes whers
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animals are unable to attenuate vibrationa and for in wivo electrophyz-
inlogical recordingz (Fig. 1].

5.2 Selected studies

Az shown in Table 1, the 20 pelected articles were organized by year
of publication, author, animal species, aim, WBY device, WBV vari-
ables, duration of intervention and study decign (Table 1). Although
zome gtudies (40%, n= §) included healthy animals models, a larger
number of studies (60%, 12 gtudies) incloded animal: models with
clinical conditions such az 5CI, cerebral ischemia, Parkincon 'z dizeaze
(PO, sciatic injury, chronic reatraint streas (CR5) and brain injury. All
rezul related to the effscts of WBV on brain functions or behavioral
pesformance were congidered.

Ratx (Ratoc monvegious) were the main animal model uzed (15
atudies), followed by mice (Mus muscubes, 4 srudies) and a porcine model
(Sus scrofo domesticus, 1 otudyl. 70% (14 studies) of the animals were
males and 30% (6 studies) females. Moreower, in regard to rat atraing,
moat gtudies preferred Wistar rats (40%, § studiec), followed by
Sprague-Dawley (25%, 5 gtudies) and Holtzman rats (10%, 2 studiez).
Among mouse straing studizs, 15% of the studies veed CS7BLAS J (3
studies) and 5% weed CD1 (1 smody), while the porcine lineage was
Yucatan (5%, 1 study). Only 7 sudies reported the age of the animals,
which ranged from 2 to 26 weebs. The body mass of the rats ranged from
175 to 350 g, porcine weighted from 20 to 30 kg and only one study
uzing a mice model reported the weight (25-30 g). The average sample

Bafssvioura! Brain Ressarch 437 (20230 173933

cize in gelected studies woaz 40.

Moat of the studiea (14 studies) were published in the last gix pears,
while gix studies wers publiched bepwresn 19535 and 2014. In addition,
35% of the studies were conductad in North America (USA, 6 studies;
Canada, one otudy), following by 30% in Burope (Jermany, 4 studies;
the Netherlandsz 2 gtudies), 30% in Aszia (Japan, 3 studies; China, 3
studies) and 5% by South America (Brazil, one studyl.

The source of mechanical vibration varied among the stodies. The
devices that were most often used, were a Galileo alternating model 25%
(5 studiez) and an electromagnetic vibration motor z=t by a power
amplifier 209 (4 studies). Also, custom types of platforms were nsed for
WEV intervention (20%, 4 stwdi=s). Regarding to stody design, moat of
the gtudies (309, 16 stadies) decided for a chronic protocol with WEW,
while 20% (4 studies) for an acute protocol. Furthermore, 50% of the
studies (10 studies) used a fixed frequency in WBV exposure, while the
other 50% (10 studies) decided for variable frequency. In addition, 60%
(12 studiea) of the protocols uszed only one bout with duration ranged
from 5 to 240 min/ day, 25% (5 stadies) decided for five sequential
boutm comprised of 3 min/ seszion, 5% (ons study) adoptad mwo bouts
with 5 min by ceazion and 5% {one study) decided for Gftean bouts with
1 min per pession. The rest time interval adopted between the bouts
ranged from 30 2 to 1 min 30z

Mone of studies reported which body part received most of the wi-
brationa. Also, the behavior (next to the body poaition) of the animals
during vibration was not mentioned, it iz relevant to report whether all
parta of the body receive the vibration to 2 comparable degree and lewvel

Identification of studies via dalabages
—
Records removed bafare
Records iderified from | moreening
Databases (7= 1284) v Druplicaba records remaved
) n = &79)
L
R L
Reconds screenaed »| Fecords excluded
in = E05) n=182)

v

Reparts sought for ratriaval

in = 422)

Sereening

hJ

Rieparts assessed for alighility
[n = 48]

»| Fepors not retneved
{m = 385)

— ¥

Studies Inclugad in ravanw
in =21

¥

Raports axcludad:
Roason 1 (n=2)
Reagon 2 (0= 4)
Fieason 3 [n = B)
Rieason 4 [n=6)

Fig. 1. Flow chart of study selection process based on FRISMA guidelines.
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Table 1
Summary of in vivo experimental studies investigating the effects of WBV on brain and behaviour.
Authors Species Aim WEBV device WEV variables  Period (days a Study design Couniry
week) Duration of
bouts
@31 Male Wistar To evaluate the morphometric and TBE 100 - aspiral vertical £ 15,30 Hz/ 5-Weeks Chronic Brazil
rats (n= 53) functional effects of WBV in an model apealk: 0.9, (5 days)
exparimental nerve regensration 36g 5 bouts: - Maive group
model -3min= 1 min (m= 100
(15 Hz) and 2 min - Sham-operated
(30 Hz) graup (n= 10)
- Non-trained
group (n= 11}
- Vibraton group
3din=11)
- Vibration group
10d (n =11}
671 Male To examine the effects of WBV ZB - altemnating model £ 30 Hz Ac B-Weeks ‘Chronic China
Sprague- training om a 4.5 mm (6 days)
Dawley ratz chronic restraint stress (CRS) indueed 1 bout: - Control group
(n=13) depression rat model and provide an m=5)
initial understanding of related - 30 min - CRS group
molecular mechanizms (n=6)
- CRS+WBV
group (n= 7}
F7 Male C57BlY  To evaluate effects of WBV on brain Oecillator and Power £ 30 Hz A 5-Weeks ‘Chronic MNetherlands
6 J mice functioning amplifier 0.0537 mm (5 days)
(n=20) 1 bout: - paeudo WEV
group (n= 10)
- 10 min - WBV group
n= 100
[62] Female To verify efficacy of WBV in reducing  Galileo — vertical madel £ 40 Hz/ 30 days ‘Chronic United
Sprague- post-ischemic stroke frailty and brain apealk 0.3 g (5 days) Statez
Dawley ratz damage in reproductively seneccent 2 bouts: - Mo-WEV group
(n=15) famale rats n=28)
- 15 min - WBV group
m=7)
8] Male To determine effects of daily WEV on ~ N/A £ 15 Hz Ac 4-Weeks ‘Chronic China
Sprague- behavioral perfonmance, brain 1.9 mm (5 dayz)
Dawley rats sucture, and neurogenesis after N/A - Control group
(n=115) cerebral ischemia (n= 500
- Sham group
(n=15)
- WBV group
(n= 500
[28 Female To evaluate effects of WBV on Galileo - alternating maodel, £ 15,30 Hz/ 12-Weeks Chronic Germany
‘Wistar ratz locomator and bladder functions and custom device for racs Az 1L.5mm IS dayz)
(n= 52} the influences on synaptic plasticity 5 bouts: - Intact animalz
following spinal cordy injury (SCI) in in=5)
rats - 3min= 1 min - 5CI Control
(15 Hz) and 2 min group (n= 8)
(30 Hz) - WBV-dayl
n=9)
- WBV-day?
in=8)
- WBV-dayl4
n=9)
- WBV-day28
{n=5)
- ZxWBV-dayl4
n=7)
- FFE group
in= 500
78] Male CD1 To verify effectz of WEV long-term Oeeillator and Power £ 30 Hz/ A 5-Wesaks Chronie Netherlands
Mice EXposure on artention and motor amplifier 1.9 mm (5 days)
in= 40} performance in mice. 1 bout: - Pseudo-WBV
Smin (n=12)
- 5min (30 Hz) - WBV 5 min
- 30 min (30 Hz) n=12)
- Poeudo-WEV
Smin (n=10)
- WEBV 30 min
(n= 100
[58] Male To evaluate effects of different WBV SmartShaker™ with £ 8,15 Hz/ A: 5-Weaks Chronie United
Haoltzman expozures on hind paw behavioral Integrated Pover Amplifier 1.5, S mm IS dayz) States
rats (n= 18) sensitvity and neurcinflammation in 1 bout: - Sham control
the lumbar spinal cord. group (n= &)

(continued on next page)
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Authors Species

WEBV device

WEBV variablez

Period (dayz a
week) Duration of
bouts

[73] Female
Wistar rars
in=50)

[20] Female
miniamure
Yucatan pigs

[#2]

Dawley rats
n=72)

Yan et Male

2015  Dawley rats
(n=56)

74 Female
‘Wistar acs
n=19)

To determine effects of WBV on
wvarious aspects of the musculo-
skeletal system over a 12-week period
following comprezsion SCI

To investigate consequences of
reszonance vibration on the injured
spinal cord.

To evaluate effects of WBV for long
periods on brain function.

To explore pathological process of the
brain injury and cellular mechanizm
of WBY, and investigating the
pathological process and evidence of
‘human brain injury from WBV

To determine effects of WBV on
funetional, electrophysiological and
‘morphological measurements after
5CI

Galileo - altemating model,

custom device for rats

Electromechanical shaker

Electromagnetic vibration
motor set by a power
amplifier

Electromagnetic vibration
motar set by a power
amplifier

Galileo - altemating model,

custom deviee for rats

£ 15,30 Hz/
Az 1.5mm

£5,6.6Hz

£ 30 Hz/
apeak: 059

£:30 Hz
apeak: 0.5 9

£ 15,30 Hz/
A l5mm

- 30 min

5-Weeks
(5 days)
5 bouts:

- 3min= 1 min
(15 Hz) and 2 min
(30 Hz)

12-Weeks
1 bout:

- 00 min
(5-6.6 Hz)

- 180 min
(5-6.6 Hz)

2-8-Weeks
(5 days)
1 bout:

- 240 min

2-8-Weeks
(5 days)
1 bout:

- 240 min

12-Weeks

(5 days, owice a
day)

5 bouts:

- WBV 8 Hz
n=6)

- WBV 15 Hz
(n==6)

Acute and

Chronie

- Intact animal:
(n=35)

- 5CI Contral
group (n= 8)

- WBV-dayl
n=9)

- WEBV-day?

n=28)

WBV-day14

(n=19)

- WBV-day28
n="5)

- PFE group
(n= 500

‘Chronic

- Control group
(n=12)

- 1.5 h resonance

- vibration group
(n=18)

- 3 h reconance

- vibration group
n=28)

‘Chronic

2-weeak control

group (n= 8)

- Z-weak sham
group (n= 8)

- Z-week WBV
n=28)

- 4-week sham

(n=8)

- G-weak sham
n=18)

- B-weak WBV
n=28)

- B-week WBV
4 F-Prc (n=28)

Chronie

2-weak control
group {n = 8)
- Z-week sham
group (o= §)
Z-weak WBV
(n=28)
- 4-weak cham
n=28)
- 4-week WBV
(n=28)
- G-week sham
n=28)
S-weaek WBV
(n=18)
Chronie

- Intact animalz
n=7)

- 5CI No-WBV
n=6)

United
States

United
Srates

(continued on next page)
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Authors Species WEBV device

WEBV variablezs  Period (days a
weak) Duraton of

bouts

Study design

WBV-30 Hz
(n=4)
- Control group
(n=4)
WBV-0.4 G
(n= 4){20 Hz}
- WBV-2G

(n= 4) {20 Hz}
- WBV-E G
(n= 4){20 Hz}

f, frequency (Hz); A, amplitude (mm); apeak, peak aceeleration in multiple of Earth's gravity (g); N/A, not available; MPTP, 1-methyl-4-phenyl-1,2,3,6-tetrahydro-

pyridine; WBV, whole-body vibration; PFE - passive flexion-extension.

of exercise efficiency should be stressed, and this aspect is mentioned in
the recent WBV reporting guidelines of van Heuvelen et al., [42].

3.3. Risk of bias

The result of the quality assessment is shown in Fig. 2. None of the
studies fulfilled all eriteria. Concerning selection bias, the sequence
generation process was not fully reported in 35% (7 studies) studies
(Q1). In terms of animals’ similarity to one another (Q2), 10% of the
studies (2 studies) did not report this information clearly. Information
about the allocation concealment (Q3) was not clearly reported in 90%
of the studies (18 stdies). Only 30% of the studies (6 studies) reported a
random animal housing (Q4). 20% of the studies (4 studies) reported
blinding of personnel (Q%). Random selection for cutcome assessment
(Q6) was applied to 20% (4 studies) of the studies. Only 30% of the
studies reported blinding of outcome assessment (Q7). Incomplete
outcome data (Q8) were addressed as unclear by the reviewers because
the studies did not meet all questions from this topic (100%, all 20
studies).

Selective reporting (Q9) shows a low risk of in all studies. An
important source of bias was the lack of information about animal
models’ age such as the body weight of the mice species used (Q10). In
blinding of personnel (Q5). Random selection for outcome assessment
(Q6) was applied to 20% (4 studies) of the studies. Only 30% of the
studies reported blinding of outcome assessment (Q7). Incomplete
outcome data (Q8) were addressed as unclear by the reviewers because
the studies did not meet all questions from this topic (100%, all 20
studies).

Selective reporting (Q9) shows a low risk of in all studies. An
important source of bias was the lack of information about animal
models” age such as the body weight of the mice species used (Q10). In
addition, 12 studies did notreport whether the incomplete outcome data
were adequately addressed and details of the sample size ealeulation as
well, which was unclear to decide as a low or high risk of bias (Q10).
Also, the analysis of the individual studies found a possible relation
berween risk of the bias and year of publication, as shown in Fig. 3.

Random saquence generation (selection bias)

Group similarity at baseline

3.4. Main findings

Regarding to chronic effects, after 1-12 weeks of WBV exercise, were
observed a substantial number of findings that are considered favorable
for WBV application, as summarized in Table 2, For sensorimotor pa-
rameters, WBV exercise increased motor performance [67.77-79]
(Peng, Boerema, Keijser, Mertlach), isometric force production in sem-
itendinosus skeletal muscle [79], improved animals’ coordination and
muscle strength of the upper limbs post-ischemia [58] and decreased
fatiguing effects of intensive synaptic muscle stimulation [79]. Cen-
cerning behavioral changes, the parameters evaluated such as latency to
fall off the rotarod post-ischemia [52] and recognition memory [75]

showed an improvement, while the behavioral sensitivity through the |

withdrawal threshold in response te WBV [52] and arousal activity
measures showed a decrease [77], all compared to the respective control
Zroups.

Regarding the brain functioning parameters in cerebral ischemia
models, an increased level of brain-derived neurotrophic factor (BNDF)
and functional activity after middle cerebral artery occlusion was
observed [62]. Also, after ischemia the number of
bromodeoxyuridine-positive (BrdU+) cells at 3- to 14-days was
increased [55]. Furthermore, in spinal cord injury models [35,59,72-74,
withdrawal threshold in response to WBV [58] and arousal activity
measures showed a decrease [77], all compared to the respective control
groups.

Regarding the brain functioning parameters in cerebral ischemia
medels, an inereased level of brain-derived neurotrophie facter (BNDF)
and functional activity after middle cerebral artery occlusion was
observed [62]. Also, after ischemia the number of
bromodeoxyuridine-positive (BrdU+) cells at 3- to 14-days was
increased [58]. Furthermore, in spinal cord injury models [38,59,72-74,
2071, WBV generated increased activation of microglia, macrophages,
and astrocytes in the superficial dorsal horn of the lumbar spinal eord.
Levels of extracellular signal-regulated kinase phosphorylation
increased in neurons and astrocytes of the dorsal horn at WBV & Hz, and
it caused denser capillary network and vascularization. WBV also
increased the synaptophysin levels in response to 7 days and 14 days of

Fig. 2. Rezults of the nzk of bias and methodological
quality indicators for all included studies in this systematic
review that evaluated the effect of WBV treatment on brain

Allocation concealment (selection bias)

and behaviour in experimental models. The items in the

Randomization of animal housing
Blinding of participants of personnel {performance bias)
Random selection for outcome assessment

Blinding of outcome assessment (detection bias)

L

Systematic Review Centre for Laboratory Animal Expern-
mentation (5YRCLE). Rizk of Bias assessment were scored
with ‘yes’ indicating low risk of bias, ‘no’ indicating high
risk of bias, or ‘unclear’ indicating that the item was not
reported, resulting in an unknown sk of bias.

Incomplete autcome data (attrition biag)

Salactive repoting (reparting bias)
Other bias

|

T T

25% 50%

g_

T 1
75% 100%

== Llowrisks of bias = Unclear risks of bias

=== High risks of bias
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Fig. 3. Rick of bias summary shows studies’ quality assessment at an individual level

WBV exposure and restored the density of synaptic terminals in the
lumbar spinal cord at 12 weeks. Additionally, in an experimental model
of PD (1-methyl-4-phenyl-1,2,3 6-tetrahydropyridine-MPTP) [67], WBV
increased the number of dopaminergic neurons in the substantia nigra,
as well as the levels of dopamine and the contents of BNDF in the
striatum, In the CRS model [69], WBV improved motor and exploratory
behavior as well as depression-like behaviors. Also, vibration training
ameliorated spatial memory deficits after the induction of CRS and WBV
%% increased CRS-induced dowmregulation of BDNF and IGF-1 proteins.
Moreover, WBV reduced microglial activation and diminished
CRS-induced hippocampal neuronal degeneration and reduced the
activation of the apoptotic pathway. Likewise, WBV inhibited

CRS5-induced downregulation of dendritic and synaptic proteins.

(green) Low rizk of biss. (red) High risk of bias. (yellow) Unelear rick of biaz.

On other hand, long-term protocols conducted in healthy animals
[91,92] to investigate whether WBV caused cumulative brain injury and
impairment of the cerebral function. WBV led to injuries in peripheral
nervous functional effects, indicating that as longer the vibration period,
more severe the injury. In turn, evidenced by increased concentration of

blood NO, cerebral edema and vacucles in the brain arteries after
S-week vibration. Furthermore, WBV decreased blood supply to the
brain, as well concentration of blood O2- and mean neuron size,

In relation to the acute effects, WBV application induced an
increased concentration of serotonin in the cortex at 20 Hz WBV [53].
Both serctonin and 5-hydroxyindoleacetic acid (5-HIAA) levels were
increased in the brain as the vibration acceleration was increased

(2.0-5.0 g) [89]. Moreover, the vibration induced an increase in plasma
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Table 2 (continued )

Table 2
Summary effects of WBV on brain and behaviour parameters in animalz models.
Authors  Parameters evaluated WEV outcomes
93] - Sciatic Functional Index (SFI) { partial functional recovery
(locomotor performance) (SFD (p = Q05"

- Horizontal Ladder Rung Walking
Test (HLREWT) (zensorimotor]

- Narrow Beam Test (NET) (balance
performance]

- - Morphometric analysis (distal
portion, peripheral and central of
the right sciatic nerve)

[671 - Body weight growth rate T food intake and body weight

- Sucroze prefersnce test growth rate (p < 0.05)*
(depreszion-like behavior) | CRE-induced depression-like

- Open feld test (locomotar and behaviors (p < 0.05)%
exploratory behavior) { improves motor and

- Elevated plus maze test (anxiecy- exploratory behavior
like behaviar) (p = 005"

- Bames maze test (spatial learning T ameliorated spatial memory
and memory) deficits after CRS-induced

- Force swim test {depression-like {p < 0.05)°
behavior) | CRE-induced hippocampal

- - Immunofluorescence staining neuronal degeneration and
(anti-synaptophysin and activation of the apoptotic
zpinophilin, ant-Map2, and-lbal, pathway
GFAP, Anti-Caspase-3, Anti-Cas- | CRS-induced pathological
pase-8, Anfi-IGF 1 and Anti-BDNF)  changes of glial cells

1 CRE-induced downregulation
of dendritic and synapiic
proteing
T CRS-induced downregulation
of BDNF and IGF-1 proteins
771 - Balance beam (mator T motor performance
perfarmance) (p < 0.05"

- Arousal-induced home cage | arouzal-induced home cage
activity (behavior) activity (p = 0.08)*

- Brain glucose uptake

[62] - Neurodeficit scoring | inflammarory markers

- Motor deficit test (p < 0.05)"

- - Immunoblot analysis (capase-1, | infaret volume (p = 0.05)"
capase recruitment domain-ASC, T brain-derived neurotrophic
Immunoassay of brain-derived factor (BDNF) (p < 0.05)°
neurotrophic factor-BDNF and T functional activity after
Tropomyosin receptor kinase-Trk- MCAD (p < 0.05)"

E)
[=] - Modified Neurological Severity T animals’ coordination from
Seore (mNSS) 14d to 28d post-ischemia

- Rotarod Test (p < 005

- Mecrotic dark shrunken neuronz  muscle strength of the upper
analysis limbe at 21d and 23d post-

- Double-flucrescence and ischemia (p < 0.05)"
immunohistochemistry T latency to fall off the Rotarod

- Western blotting (rabbit ant-DCY,  in WBV at 21d and 284 post-
goat ant-GFAP, chicken anti- ischemia (p < 0.05)"

MAPZ, rabbit anti-f-actin) T number of
(BrdU+] cells at 3d (p < 0.05)
and 14d (p < 0.001) and
BrdU+ /nestin- cells at 14d
(p < 0.01) after ischemia.
| numbers of BrdU= /
NeuMN+ cellz at 21d and 284
after ischemia (p < 0.001)
[38 - Basso, Beattie, Breznahan (BEB) T BBB score recovery in the
rating scale, foot-stepping angle WEV7 and WEV14 groups
(F3A) and rump-height index (temporary) (p < 0.05)"
(RHI) (lecomotor performance) f RHI in the WBV14 and FFE

- Bladder fimetion groups (p < 0.05)"

- Spinal cord lesion volume T Bladder function in the

- Immunohistochemistry and WEV14, WBV2E, 2 « WBV and
immunchistochemical analysiz PFE groups (p < 0.05)°
(Synaptophysin, glial Abrillary T Synaprophysin level: in
acidie protein-GFAP, monoclonal response to WBV7 and WBV14
Ibal antibody-Ibal) (p = 0.08)

f Ibal expression (p = 0.05)"
78]

Authors  Parameters evaluated WEV outcomes
- Nowel object recognition and { motor performance in the
Spatial object recognition test WEVS min (p < 0.05)
(attention) t novel object recognition in the
- Balance beam test (motor WEVS min (p = 0.01)
performance)

=8] - Withdrawal threzhold measure in | the withdrawal threshold
the bilateral hind paws (behavioral  dhwough WBV 8 Hz group
sensitivity) T activation of microglia,

- Immunohistochemical (GFAP, Iba macrophages, and astrocytes in
1, Neuronal nueclei and the superficial dorzal hom of the
phosphorylated-ERE, p-ERE) lumbar spinal cord in WBV 8 Hz

group

t extracellular signal-regulated
kinaze (ERK)-phosphorylation
in neurons and astrocytes af the
dorzal hom at WBV & Hz group

73 - BBB rating scale, beam walking Mo influence of WBV treatment
test, ladder climb test (locamotor
testz)

- Spinal cord lesion volume

- Extent of white martter sparing
evaluated in lezion site

- Maorphological changes in the
zoleus muzcle

- Morphological changes in the
femur (X-ray, densitometry,
histological examination)

501 - Cerebrespinal fluid collection Mo influence of WBV treatment

- Poreine Thoracic Injury Behavior
Scale - PTIBS (hindlimb motor
function)

- Enzyme-linked immunozorbent
aszay (interleukin 6-1L-6, 1L-3,
monocyte chemotactie protein-1
and GFPA)

- Immunohistochemisory
(quantification of white and gray
matter sparing)

| ] - Maze test (behavior observation) T injuries to peripheral nervous

- Tail-Flick: thermometric sensory functional in WBV groups, in
test; Von Frey filament test addition, indicated that the
(sensory tests) longer the vibration term, the

- Grip-Strength test (motor function)  more severe the injury.

- Blood flow wolume measurement (p< 0.05)"

- Meuronal pathological analysis | blood supply to the brain
(general observation of the (p = 0.05)"
zections of cartex; necrotic dark T shrunken neuron in 8-week
shrunken newron (DSN) counting; WEV group (p < 0.05)"
neuronal nuclei area) | coneentration of blood O

- Supercxide anions (03) and Nitrie  (p < 0.08)"
oxide (NO) measurements T eoncenmation of blood NO
(Malecular changes) (p < 0.05)

[e1, - Maze test (behavior observation) T vacuoles in the brain arteries

q21® - Merve conduction velocity; Tail- after G-weel vibration
Flick: thermometric sensory test (p< 0.05)"
Von Frey filament test (sencory | mean neuron size (p = 0.05)"
testz) ! shnmken neuron after S-weelk

- Grip-Swength test (motor funeton)  vibration {p = 0.05)°

- Neuronal pathological analysis t cerebral edema (p < 0.08)"
(general observation of the
sections of cartex; DSN counting;
neuronal nuclei area)

- 07 and NO measurements
(Molecular changes)

9 - BBB rating scale, Single-frame T denser capillary network in the
motion analysiz (SFMA), Beam WEV-treated rats (p < 0.001)*
walking, Ladder climbing test, T vaseularizadon in the WBV-
Hoffrmann reflex (H-reflex) re- treatad rats (p< 0.001)"
condings (locomotor assessment)

- Deensity of functioning capillaries
(specific antibodies - anti-rat
PECAM-1, and-mouze Collagen
Type IV, anti-porcine CD31, anti-
rat RECA)

[58] | PWR to the 4- and 15-g von

Frey filaments. (p < 0.05)°
(continued on next page)
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Table 2 (continued )

Authors Parameters evaluated WEV outcomes Authors  Parameters evaluated WEV outcomes
- Paw withdrawal rezponze (FWR) 1 CGEP expression in ipsilateral ziriatum, midbrain, cortex, and hypothalamus (p < 0.01)"
(ipsilateral and contralateral hind dorzal hom in Im+ Vibl hippocampus] f the concentration of 5-HT in
paws) (p= 0.05)° - Fluorometric method for the cortex (p < 0.05)"
- Histological analysis of ckin | CGRP-positive neurons in determined noradrenaline (NA), | the concentration of 5-HT in
- Immunchistological analysis ipeilateral dorsal hom in dopamine (DA) and serotonin (5- the sriatum (p < 0.05)"
(Caleitonin gene-related peptide- Im-+Vibl {p < 0.05) HT) levels (anzymatic
GPRI determination)
[69] - Kuribara's grid test f the numbers of dopaminergic &9 - Fluorometric method for f 5-HT and 5-HIAA levels of
- Analyziz of the number of TH- neuron: in the substantia nigra determined 5-HT, S-hydrox- brain at 20 Hz of WBV
pocitive neurons in the of MPTP mice in LF and HF yindoleacetic acid (5-HIAA) and (p < 0.05)"
- substantia nigra (7= 0.010° plasma corticosterons. T plasma corticosterone levels az
- High-performanece liquid T the levels of dopamine in the acceleration increased from
chromatography (HPLC) analyziz striatum 0.4 G to 5.0 G and the frequency
of dopamine of MPTP mice in LF and HF ‘was changed from 5 Hz to 30 Hz
- Immumoaszay of BONF (p< 0.01° (p < 0.05)"
T increazed the contents of t correlation between brain 5-
BDNF in the striatum of MPTP HT and plasma corticosterone
mice in LF (p < 0.05)" levelz (p < 0.01)°
[79] - Isomeiric tension and T isometric force production in ~ N N R R R
elactromyogram measurements cemitandinosus dheletal muscle CRS5, Ch:rjmlc n:.strm..ut slr.css; tMCAD, transient middle cerebral artery occlusion;
- Intracellular recordings in LIV (p < 0.05)* LIV, low intensity vibration
- Neuromuscular junction staining | the fatiguing effects of * compared to control group
- Wire grid hang; Wire hang; Grip intenzive synaptic muscle b compared to groups without WBV
strength; Open feld test (behavior  stimularion in LIV (p < 0.05)" ¢ compared to Im group only
assessment) 1 grip strength in LIV 4 compared to MPTP group onlys
(p< 005"
f initial motor activity in a nowel
environment in LIV-treated mice corticosterone levels as acceleration raised from 0.4 g to 5.0 g and the
(p= 0.05)" frequency was changed from 5 Hz to 30 Hz WBV [09], considering that
1 evoked neurotranzmitter as high the peak acceleration, undesirable effects can be observed. A
release at newromuscular . . .
synapses (p < 0.05)" stronger correlation was then found between brain serotonin and plasma
157 - Forepaws mechanical withdrawal BDNF and total NGF mRNA corticosterone levels. Also, WBV decreased the concentration of
threshold (behavior assessment) levels in WBV (p < 0.05)" noradrenaline in the brain when the acceleration was raised to 5.0 g, as
- RT-qPCR; Westam blatting ! protein expreszion of BDNF well as the concentration of serotenin in the striatum [£2.89].
{neurotrophin messenger RNA and the 75-kDa NGF in WBV
(mRMA) transeript and protein (p= 0.05)" . .
expression quantified) T comrelaton between EDNF 4. Discussion
- Immunohistochemisoy mRNA and protein levels with
(neurotrophin measurement in the  the degree of behavioral The current study aimed to summarize, in experimental animal
outer annulus fibrosus (IAF), and  sensitivity in WBY group modelz, effects of the WBV exposure on brain and behavior. Preclinical
nucleus pulpozus (NF) p < 0.0 research invelving WBV exercise might help to identify beneficial and
determine if there are regional T correlation between Total- i 2 i S_ P -
changes) NGF mRNA and the extent of harmful effects, including the underlying (cellular) mechanism. As such,
behavioral sensitivity in WEV it can support the formulation of effective and safety training protocols
(p < 0.08)" (ie. optimal WBV settings). The wranslational importance of animal
1'_ mﬁEDT“T research in WBV is to aid the treatment of human brain diserders. The
- m and 3
- . transferability of WBV insights from animals te humans should be
(7 < 0.08)
el - BBB rating scale, SFMA, Beam 1 body weight support (rump- carefully considered but is generally high as is for example outlined in
walking, Ladder climbing test, H-  height index) during [59.77]. This systematie review included 20 smdies, summarizing and
reflex recording: (locomotor overground locomotian and discussing the effects of WBV intervention on brain functioning and
asseszment). overall recovery between 6 and

[s8]

- Bladder fumction
- Spinal cord lesion volume
- Immunghistochemisoy and

evaluation of axonal and synaptic
terminal densities in the spinal
cord

- Motoneuron soma size and

quantification of perisomatic
punecta

- Fluorescent image analysis of the

overall amount of serotonergic
fibears and synapde terminalz in the
wentral horn {choline
aceryltransferase-ChAT, Coex-
preszion of glutamate vesicular
transporter-VGLUTI,
Symaptophyzin)

- Bladder weight and histology
- Histopathology of the bladder wall
- Dizsection procedure for brain

regions (cerebellum, medulla
oblongata, hypothalamus,

12 weeks (p < 0.05)*

T bladder function at 6-12
weeks after injury (p = 0.05)"

T rectored the density of
synaptic terminals in the lumbar
spinal cord at 12 weeks

(p = 0.05)"

| the brain concentration of NA
when the WEV acceleration was
increazed to 5.0 G (p < 0.05)"

1 NA decreased only in the

behavior in different experimental animal models. Despite the hetero-
geneity of the studies included in this review, the results primarily
suggest beneficial effects of WBV intervention on neurological issues,
mainly related to motor function, isometric force, coordination, musele
strength, recognition memery, synaptic plasticity, brain cells activity
and molecular changes. However, some harmful effects were reported
by severe WBV exposure indicating an impairment of the cerebral
function and causes of cumulative brain injury.

Regarding the selected studies, the results demonstrated that the
experimental models used were primarily rodents (75% - rats; 20% -
mice). This can be related with the general use of these rodents in
biomedical research, bur also to their relative low cost, accessibility and
easy handling. This provides a relatively large number of animals for
these researchers, thereby conferring a greater degree of evidence and
reliability in their results. In addition, there was a predominant use of
male models (62%) compared to the female (33%) in the studies. This
could be explained by an investigators’ concern, namely that female
rodents are more variable in physiology and behavior, in part because
the estrous eycle. Also, the use of males and females can reduce statis-
tical power due to the spread of pooled data or smaller subsamples of
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each sex [70.71]. Despite these concerns, investigation about WBV
intervention in both males and females is important.

Considering the WBV protocol of the included studies there were
punctual differences abour the device type and wariables applied,
Table 1 discloses some common features. Firstly, most used WBV fre-
quencies were 15 Hz (44%) and 30 Hz (62%) with low magnitude (0.3
and 0.5 g) vibrations. Secondly, most protocol were long-term, involved
three or more training sessions per week, as would be the standard for
resistance waining. Together, these characteristies indicate a preference
for lower frequencies considering training stimulus and smaller vibra-
tion magnitde to aveid potential harmful effects [40,73]. Moreover,
the duration of bouts of vibraton it is alse an important variable
regarding parameters such as degree of force applied on the bedy,
adaptative and training effects [42]. In line with this notion, most pro-
tocols decided for 1-5 bouts/day with time-varying from 3 min to
30 min/per bout (Table 1). In contrast, some studies [09,91,92]
designed for evaluate injury effects of WBV, decided in only 1 bout by a
long-time exposure (varying from 90 min to 240 min). Furthermore,
some studies modeling SCI applied two frequencies and one amplitude,
which are within the normal range of motoneuron discharges and are
well tolerated by the rats [38,73-75]. Different deviees to generate
mechanical vibration were used, such as an alternating model [35,62,
72-74], avertical model [62,69,93] and those which used a custom type
of platform adapted to generate vibrarion stimuli in animals medels [59,
60.77-79,06-85], which indicates a heterogeneity as for the vibration
stimuli model on the selected studies, and can increase its translational
walue for different clinical approaches.

Concerning the main results of this review, WBV intervention was
responsible for several responses such as reduced brain damage post-
ischemia, in SCI, and improving neuromuscular and cerebral fune-
tioning. Previous studies demonstrated that WBV can produce physio-
logical changes on several levels through stimulating skin receptors, the

vestibular system and musele spindles, which lead to several changes in
cerebral activity, such as those in the somatosensory cortex, hippo-
campus, amygdala and thalamus [76.77]. This is consistent with the
results reported by studies included in this review. Two studies [758,79]
showed motor performance improvement and attention. In addition,
WBV enhanced muscle strength, isometric force production in semite-
ndinesus skeletal musele and decreased the fatiguing effects of intensive
synaptic muscle stimulation [38,50]. Purthermore, WBV improved
motor coordinatien from 14- te 28-days postischemia and musele
strength of the upper limbs at 21- and 28-days post-ischemia [61], which
corroborates the notion that WBV is known to improve neuromusecular
performance [40].

Regarding the behavioral changes, WBV increased latency to fall off
the rotarod in post-ischemia models, increased initial motor activity in a
novel environment, decreased the withdrawal threshold hind paws, and
reduced behavioral arousal induced experimentally [59,61,77.79]. After
the ischemia procedure and lumbar spinal eord lesion in rats, 8 Hz and
15 Hz WBV caused hypersensitivity in the hind paw and pain developed
early on after exposure [59,61]. Also, WBV produced long-lasting sus-
tained allodynia over 14 days. In fact, only one week of & Hz WBV
exposure was able to induee continued sensitivity lasting just as long
[61]. In addition, 30 Hz WBV improved exploratory behavier in
CRS-induced medels [67]. Therefore, these behavioral findings suggest
that WBV parameters such as frequency, peak to peak displacement and
number of exposures play a role in the pain response and depression-like
behaviors.

According to brain functioning, WBV revealed a beneficial effect in
experimental models for cerebral ischemia and SCI. After ischemia,
40 Hz WBV reduced the levels of pro-inflammarory eytokine interleucin-
1, inflammasome proteins (caspase-1, caspase recruitment domain) and
increased BDNF and phesphorylated Tropomyesin receptor kinase B
(pTrE-B) levels in the brain of middle-age female rats [62]. Since BDNF
expression is augmented in neurons by various stressors (e.g., ischemia,
trauma, hypoglycemia and epilepsy), this chronic exposure confers
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neuroprotection [50]. In addition, during the acute phase after ischemia
neurogenesis was subtle to mild but enhanced by 15 Hz WBV treamment
over a longer period [61]. This suggests the potential of WBV for
intensifying neuregenesis when subjects are exposed to mechanieal vi-
bration for extended perieds. It also supports the hypothesis that the
underlying mechanizm of WBV action may strongly relate to cumulative
effects [52]. These results are also in line with the obzervation that WBY
can improve some aspects of cognitive performance in healthy subjects
[20] A recent study using healthy, aged rats revealed, in a 5-week WBV
intervention protecol with low intensity (30 Hz, amplitude 50-200 pm),
a decrease in anxiety level and improved spatial memory, next to
improved motor performance [21].

Considering SGI, WBV when started 14 days after the injury provided
a restoration of synaptic coverage through the improvement of syn-
aptophysin levels [61]. Purthermore, WBV restored BDNF mRNA levels
to normal in the lumbar cord [61.68]. BDNF also increased synapto-
genesis [52] and neurogenesis [53,04]. Evidence suggests that the
therapeutic efficacy of exercise after SCI may be closely related to BDNF
meodulation which appears to play a central role in synaptic plasticity
[85.86]. WBV also restored the density of synaptic terminals in the
lumbar spinal cord at 12 weeks, indicating that synaptic rearrangements
in the distal spinal cord might be important for impreving body weight
support [56,68]. It is also likely that local changes in the vibrated
museles lead to improved performance [58]. Conversely, Zeeman et al.,
[58] observed that the immune cells in lumbar spinal cord were acti-
vated after WBV. Also, although mitogen-activated protein kinase
(MAPK) signaling increased (8 Hz WBV), this study demonstrated that
this pathway is activated in several cell-types in the superficial dorsal
hom of the lumbar spinal cord after WBV, except in microglia. This
suggests an increased crosstalk berween specifically activated nocicep-
tive neurons, spinal neurons and the inflammatory support cells sur-
rounding these neurons in the dorsal hern,

In addition to molecular changes, the role of BDNF in promoting
nerve growth and the important correlations between BNDF expression
and pain in animal medels suppert a potential role of WBV in regulating
disc pain [87]. Indeed, a statistical correlation between increased BDNF
transeript and protein levels in dises exposed te vibration and inereased
behavioral sensitivity to pain after day 14 of WBV has been shown [32,
87]. It suggests a possible rele for WBV through BDNF medulation,
increasing neurcnal hyperexcitability in spinal dorsal hom. Further-
more, Peng et al. [67] suggest that WBV can alleviate dendrivic loss
caused by CRS. MAP2 levels were found to be increased after the WBV
intervention, and WBV increased hippocampal expression of the
synaptic-associated proteins synaptophysin and spinophilin, indicating
a role of WBV in enhanecing synaptic functdening, which corroborates the
observation that WBV prevented the decline of spatial memory, in line
with the findings of Regterschot et al. [94] that observed the same
improvement by WBV. This functional effect of WBV indicates wide
prospects in clinical research.

The current systematic review has some limitations. The search
strategy used only studies in English. In addition, the heterogeneity in
the selected studies made-clear that considerable methodological dif-
ferences exist among the reviewed studies. The risk of bias and meth-
odological quality assessment showed that many studies failed to
establish a consistent methodology to aveid discrepancies, resulting in
possible biases. Although, the main tools for risk of bias assessment in
animal intervention studies (such as the SYRCLE methodology) were
published only in the last decade, it is to be expected that articles prior to
this date may not have implemented all aspects mentioned in this pro-
tocol. Therefore, considering a systematic review for animal studies with
a search strategy including publication dating before —2010, this may
automatically represent a possible risk of bias in assessing the method-
ological quality. The lack of information about the body posture during
WBV and which overt behavior was observed during a session is often
lacking and hence a potential limitation of the studies because it may
affect the efficiency of the intervention.
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Chenopodium ambrosicides L. (C. ambrosicides) is among the most used plants in
traditional medicines worldwide. Research with C. ambrosicides demonstrated their
multiple biological functions, including antidiabetic potential. However, the chronic
effects of C. ambrosioides in diabetes mellitus has not been elucidated in vivo. The
current study investigates the biological effects of chronic treatment with an aqueous
extract of C. ambrosioides in healthy and alloxan-induced diabetic rats. Wistar rats
were allocated in 4 groups: control group (CON), a group submitted to oral treatment
(OT) with C. ambrosioides (CHE), an alloxan-induced diabetic control (A-T1DM) and
alloxan-induced diabetic group submitted to OT with C. ambrosicides (A-T1DM+CHE).
Body mass, feed intake, body organ’s function considering the biodistribution of
sodium pertechnetate (Na99mTcO4) and serum biomarkers levels were evaluated
over 5-weeks. Chronic treatment with C. ambrosioides resulted in body mass loss, and
increases of food intake, serum glucose and alkaline phosphatase in diabetic rats (A-
T1DM and A-T1DM+CHE). In contrast, decreases serum levels of alanine
aminotransferase and the bioavailability of Na99mTcO4 compared to healthy models
(COM and CHE). These results showed that C. ambrosicides displays biochemical and
physiological activity in alloxan-induced diabetic models, which may be due to the
cumulative exposure to OT. In conclusion, this study presents evidence which would
support further studies regarding the C. ambrosioides potential for diabetes treatment.
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