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GARNICA-SIQUEIRA, Marcela Cristina. Exposicdo materna ao glutamato
monossodico e seus efeitos na prole de ratos. 2014. 55 f. Dissertagao (Programa
Multicéntrico de Pés-Graduagédo em Ciéncias Fisiolégicas) — Universidade Estadual
de Londrina. Sociedade Brasileira de Fisiologia, Londrina, 2014.

RESUMO

O glutamato monossodico (MSG) é extensivamente utilizado como realgador de
sabor na industria de alimentos. Entretanto, em animais neonatos promove
obesidade por destruicdo do nucleo arqueado do hipotalamo. O objetivo deste
trabalho foi investigar parametros ponderais, metabdlicos, hormonais e histoldgicos
da prole de maes tratadas com MSG durante a prenhez e/ou lactagdo. Para tanto,
ratas Wistar foram tratadas com injecdo subcutanea de MSG (4 mg/g) ou salina
(0,9%), em dias alternados, durante os periodos de prenhez, lactagdo ou prenhez e
lactacdo. Apés o desmame, as proles, macho e fémea, foram avaliadas por 50 dias
em relacdo ao peso corporeo, ingestdo alimentar e indice de Lee, e no final do
periodo, foram avaliados metabdlitos plasmaticos, hepaticos, tecido adiposo e
nucleos hipotalamicos. Em prole de fémeas, a exposigcdo materna ao MSG durante a
lactagdo diminuiu a ingestao alimentar (p<0,0008), e durante a prenhez e lactagao
aumentou o peso corpéreo (p<0,02) e a ingestado alimentar (p<0,007). O indice de
Lee apresentou aumento (p<0,05) em varios pontos avaliados na prole feminina de
maes expostas ao MSG no periodo de prenhez e lactacdo. Em prole de machos,
apenas a exposicao materna ao MSG durante a lactagdo diminuiu a ingestéao
alimentar (p<0,002), e exposi¢do materna ao MSG no periodo de prenhez e lactagéo
aumentou (p<0,05) o indice de Lee em diversos pontos. Nenhum grupo apresentou
diferencas significativas na glicemia, colesterol total e triacilgliceréis plasmaticos, ou
no teor de glicogénio hepatico quando comparados com seus respectivos controles.
Contudo, exposicdo materna ao MSG no periodo da prenhez aumentou (p<0,05) a
quantidade de tecido adiposo branco perigonadal e retroperitoneal em prole de
fémeas. Além disso, houve diminuicdo da corticosterona na prole feminina de maes
expostas ao MSG na lactagéo (p<0,05) e na prole masculina de maes expostas ao
MSG durante a prenhez (p<0,02), e aumento (p<0,05) dos acidos graxos livres na
prole feminina de maes expostas ao MSG durante a lactacdo. O numero de
neurdnios de areas especificas dos nucleos paraventricular, ventromedial e
arqueado do hipotalamo nao foi significativamente diferente entre os grupos
experimental e controle nas proles com exposi¢ao materna ao MSG nos periodos de
prenhez e lactagdo. Estes resultados indicam que a exposi¢cdo materna ao MSG
promoveu diferentes alteragbes em sua prole, quando adulta, sugerindo um
potencial do MSG em causar algumas alteragbes metabdlicas e ponderais e
promover obesidade, com diferentes respostas ou sensibilidade entre machos e
fémeas.

Palavras-chave: Obesidade. Peso corpéreo. Ingestdo alimentar. indice de Lee.
Alteragbes metabdlicas. Nucleos hipotalamicos.
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Programo f Post.Graduation in Physiological Sciences) — State University of
Londrina. Brazilian Society of Physiology, Londrina, 2014.

ABSTRACT

Monosodium glutamate (MSG) is extensively used as a flavor enhancer in the food
industry. However, in newborn animals promotes obesity by destruction of the
arcuate nucleus of the hypothalamus. The aim of this study was to investigate
weight, metabolic, hormonal and histological parameters of the offspring of dams
treated with MSG during pregnancy and/or lactation. For this purpose, Wistar rats
were treated with subcutaneous injection of MSG (4 mg/g) or saline (0.9 %), on
alternating days during periods of pregnancy, lactation or pregnancy and lactation.
After weaning, the offspring, male and female, were evaluated for 50 days in relation
to body weight, food intake and Lee index. At the end of the period, plasma, liver
parameters, adipose tissue and hypothalamic nuclei were evaluated. In female
offspring, maternal exposure to MSG during lactation decreased food intake
(p<0.0008), and during pregnancy and lactation increased body weight (p<0.02) and
food intake (p<0.007). The Lee index showed an increase (p<0.05) at various points
evaluated in female offspring of dams exposed to MSG during pregnancy and
lactation. In male offspring, only maternal exposure to MSG during lactation
decreased food intake (p<0.002), and maternal exposure to MSG in the period of
pregnancy and lactation increased (p<0.05) Lee index at different points. Neither
groups showed significant differences in blood glucose, serum cholesterol and
triglycerides, or liver glycogen content when compared to their respective controls.
However, maternal exposure to MSG in the period of pregnancy increased (p<0.05)
perigonadal and retroperitoneal white adipose tissue of female offspring.
Furthermore, there was a decrease of corticosterone in female offspring of dams
exposed to MSG in lactation (p<0.05) and male offspring of dams exposed to MSG
during pregnancy (p<0.02), and increased (p<0.05) free fatty acids in female
offspring of dams exposed to MSG during lactation. The number of neurons in
specific areas of the paraventricular, ventromedial and arcuate nuclei of the
hypothalamus showed no significant differences between the experimental and
control groups in offspring with maternal exposure to MSG in the periods of
pregnancy and lactation. These results indicate that maternal exposure to MSG has
promoted different alterations in their offspring when adult, suggesting a potential for
MSG to cause some metabolic changes and promote obesity, with different
responses or sensitivity between males and females.

Key words: Obesity. Body weight. Food intake. Lee index. Metabolic changes.
Hypothalamic nuclei.
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1 INTRODUCAO

A obesidade € uma doenca que aumenta a cada dia. No mundo 35% dos
individuos acima de 20 anos estdo com sobrepeso, e no Brasil mais de 50% dos
homens e 46% das mulheres (GHO, 2011), e sua incidéncia tem aumentado entre
criangas e adultos. Trata-se de uma doenga caracterizada pelo acumulo excessivo
de gordura corporal e seu diagndstico é feito pelo indice de massa corporal (IMC)
que correlaciona o peso e a altura do individuo. Envolvidos na causa da obesidade
estdo o desbalango entre a ingestao e o gasto energético, e a fome e saciedade.

O hipotalamo, por meio dos nucleos paraventricular (PVN), ventromedial
(VMH) e arqueado (ARC) do hipotalamo (Leibowitz & Wortley, 2004; Gao et al.,
2013), exerce papel principal no controle da ingestdo alimentar e homeostase
energética (Lawrence et al., 1999; Schwartz et al.,, 2000). A destruicdo desses
nucleos hipotalamicos pode resultar em diferentes formas de obesidade, como a
obesidade induzida pelo glutamato monossodico (MSG), principalmente quando
administrado em neonatos.

O MSG é o sal sédico do acido glutdmico, um aminoacido n&o essencial
encontrado naturalmente em alimentos com grandes proporgdes proteicas, como
carnes e queijos. Seu uso iniciou-se entre os chineses que por 1000 anos utilizavam
o extrato de uma alga comum, a Laminariae japonicum, como realgador de sabor —
substancia que aumenta a textura e o sabor ja existente do alimento — e apenas em
1910 descobriu-se que o responsavel por esse efeito era o acido glutdamico contido
em pequenas proporcdes nesta alga (Kizer et al., 1948).

O MSG é utilizado como aditivo em uma grande variedade de alimentos
industrializados, como sopas concentradas e temperos em geral. Sua produgao
cresceu rapidamente de 200.000 ton/ano em 1969 para 800.000 ton/ano em 2001
(Hermanussen et al., 2006). Seu sabor unico é também chamado de “umami”,
considerado o quinto sabor basico juntamente com doce, salgado, azedo e amargo,
sendo também reconhecido por aumentar o fluxo salivar, a palatabilidade e a
aceitacao ao alimento (Yamaguchi & Ninomyia, 2000; Kurihara & Kashiwayanagi,
2000).

Na década de 50, acreditava-se que o acido glutdmico era o unico
aminoacido utilizado metabolicamente pelo sistema nervoso central (SNC) (Wheil-

Malherbe, 1936). Seu uso era sugerido para o tratamento de doencas mentais e até
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mesmo aumento do aprendizado em criangas normais (Milliken & Standen, 1951).
Neste cenario cientifico, Lucas e Newhouse, em 1957, iniciaram a investigacdo dos
efeitos protetores do acido L-glutdmico na degeneragdo hereditaria de ratos, e
contrariamente ao que esperavam, foi descoberto que grandes quantidades de MSG
resultavam em destruigao irreversivel de células da retina em poucas horas. Alguns
anos depois, Olney (1969) observou que a neurotoxicidade aguda de grandes doses
parenterais de MSG, em roedores neonatos, ndo se restringia apenas a retina, mas
envolvia também o hipotalamo, destruindo principalmente o ARC, acarretando em
importantes alteragcées na vida adulta e sugerindo um complexo disturbio enddécrino
e metabdlico.

O acido glutdmico é um importante neurotransmissor excitatorio e sua
agao neurotoxica ocorre quando ha acumulo intracelular de ions e agua apods a
despolarizacdo das membranas pods-sinapticas, resultando em edema toxico e
ruptura dos neurdnios e dendritos afetados (Rothman & Olney, 1986).

O estudo de Olney (1969) foi pioneiro na caracterizagdo da sindrome do
MSG e estimulou outros pesquisadores a esclarecerem as possiveis implicacdes
desta substancia em diversas espécies. O modelo experimental de obesidade por
MSG consiste em injecdes subcutadneas de glutamato monossaddico (4 mg/g) durante
o inicio do periodo pos-natal.

Baseado neste modelo sabe-se que o MSG provoca aumento do peso
corpéreo com normofagia ou hipofagia e obesidade apds a puberdade (Olney, 1969;
Tanaka et al., 1978; Dolnikoff et al., 2001), confirmada pelo aumento do indice de
Lee (Papa et al., 2002) e da carcaga lipidica (Ribeiro et al., 1997), com aumento da
gordura epididimal (Macho et al., 2000), e diminuigdo da lipdlise (Bunyan et al.,
1976) com aumento da lipogénese, mesmo com altos niveis de leptina, (Macho et
al., 2000; Roman-Ramos et al., 2011). Confirmou-se que a obesidade é secundaria
aos altos niveis de corticosterona (Tokuyama & Himmis-Hagen, 1989; Dolnikoff et
al., 1988; Magarifios et al., 1988) ao promover efeito supressivo na atividade do
tecido adiposo marrom tornando-o queiscente, e com reduzida quantidade do
transportador de glicose GLUT4 (Morris et al.,, 1998). Observou-se também
diminuicdo de GLUT4 em outros tecidos, com consequente resisténcia insulinica
(Papa et al., 1997) confirmada pela hiperinsulinemia e aumento moderado da

glicemia (Hirata et al., 1997; Papa et al., 2002). Entre os disturbios enddcrinos ainda
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estdo a deplecdo do horménio do crescimento (GH) (Maiter et al., 1991) e da
prolactina (Zelena et al., 1998).

O tratamento com MSG promove diminuicdo do conteudo de
neuropeptideo Y (NPY) no hipotalamo (Dawson et al., 1989), o que provavelmente
esta relacionado a destruicdo do ARC, principal local de sintese do NPY (Meister et
al., 1989). Dessa forma, a perda dos neurdnios que se projetam para o PVN para
exercer regulagao tonica e fasica da ingestao alimentar (Leibowitz, 1988) pode estar
relacionada a hipofagia moderada apresentada na sindrome do MSG.

O MSG promove lesdo do ARC em ratos neonatos, pois sua
administragcdo subcutaneamente atinge o tecido cerebral quase imediatamente
(Lopez-Pérez, et al., 2010), ja que a barreira hematoencefalica € imatura (Ek et al.,
2006) e seu completo desenvolvimento ocorre apenas 13 dias apds o nascimento
(Xu & Ling, 1994) tornando mais seletiva a passagem de substancias para o SNC.

Concomitante a confirmagao dos efeitos deletérios do MSG em animais,
conduziram-se estudos sobre seu uso na populagdo. Em 1968, Schaumburg e Byck
descreveram sintomas como queimacao, pressao facial e dor no peito apds a
ingestao de uma refeicdo chinesa e o MSG foi sugerido como o possivel agente da
“Sindrome do Restaurante Chinés” (SRC), sendo que sua administragao intravenosa
foi feita para confirmar os sintomas (Schaumburg et al., 1969). A partir desse estudo,
outros foram feitos e, devido ao uso de diferentes critérios e metodologias, os
resultados se mostraram controversos, principalmente por se tratarem de sintomas
subjetivos, concluindo que os sintomas sé apareceram com a ingestao de MSG em
estbmago vazio e por individuos que se consideravam susceptiveis (Yang et al.,
1997; Geha et al., 2000). Entretanto, outros trabalhos ndo confirmaram os mesmos
efeitos (Morselli & Garatinni, 1970; Tarasoff & Kelly, 1993; Fernstrom et al., 1996).

Também foram realizadas pesquisas em populagdes chinesas, por um
grande periodo de tempo, para relacionar o consumo de MSG e a prevaléncia da
obesidade e ganho de peso corpoéreo, sendo que na provincia de Jiangsu nao foi
possivel observar esta relagao (Shi et al., 2010). Contudo um estudo de 9 provincias
chinesas, baseado em dados do “China Health and Nutrition Survey” (CHNS),
mostrou significativa associacdo entre o consumo de MSG e o aumento do IMC de
forma dose-dependente e aumento de leptina nesses individuos (He et al., 2011).

Diversos comités, como o JECFA (Joint FAO/WHO Expert Committee on

Food Additives), FASEB (Federation of American Societies for Experimental
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Biology), SCF (Scientific Committee for Food), e o FDA (Food and Drug
Administration) avaliaram que o MSG nao se apresenta como uma ameacga a saude,
mas assumem que ha um pequeno subgrupo da populagdo que responde aos
sintomas da SRC e mantém a posicdo de que aditivos alimentares ndo devem ser
usados em alimentos infantis para criangas com até 12 semanas de idade. Dessa
forma, o FDA concluiu que, em estudos com animais, altas doses de MSG podem
influenciar na fungdo hormonal, mas n&o ha evidéncias suficientes para considera-lo
um disruptor do eixo neuroendocrino em humanos (Walker & Lupien, 2000).

Contrariamente aos animais adultos, sabe-se que neonatos sédo sensiveis
a agao neurotoxica do MSG na promog¢ao da obesidade. Dessa forma, questionou-
se qual seria a acdo dessa substancia na prole de fémeas prenhas e lactantes que
tivessem contato com o MSG durante este periodo.

A administragdo oral materna de MSG durante a gestagdo promoveu
menor resposta de aprendizado no labirinto em Y no dia pés-natal 60 (DPN 60) (Yu
et al.,, 1997). Por outro lado, a administracdo subcutédnea de MSG na mée, no
periodo de gestagdo ou lactagcdo resultou em alguns neurdnios picnéticos no ARC
de fetos ou de recém-desmamados (Takasaki, 1978). Em prole de maes que
ingeriram MSG pela racdo no periodo de prenhez e lactagdo os animais
apresentaram aumento de glicose, triacilglicerdis, insulina e leptina no DPN 10 (Afifi
& Abbas, 2011), diminuicdo do peso e distancia naso-anal no DPN21 (Von Diemen &
Trindade, 2010), e diminuigdo na concentragdo de GH e leptina no DPN30 e DPN9O,
quando continuaram a ingerir MSG pela ragcdao (Hermanussen et al., 2006).
Avaliagbes diretas da passagem placentaria em primatas mostraram que o MSG,
administrado via intravenosa, atravessou a placenta apos extrema elevagao de seus
valores plasmaticos maternos (Stegink et al., 1975).

Alguns trabalhos mostram alteragbes neuronais, comportamentais ou
bioquimicas, outros questionam esses efeitos. Baseado nessas inconsisténcias
sobre os efeitos fisiolégicos e no amplo uso do MSG nos alimentos e devido a
grande similaridade entre o genoma de humanos e roedores mais estudos sobre o
MSG e suas agoes se tornam relevantes, ndo apenas diretamente sobre o recém-
nascido, mas em maes que tém acesso extensivo ao MSG durante o periodo de

gestacéo e lactacao.
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2 OBJETIVOS

Avaliar os efeitos da exposicdo materna ao MSG durante a prenhez e/ou
lactacdo sobre parametros ponderais (peso corporeo, ingestao alimentar, indice de
Lee e peso relativo do tecido adiposo branco perigonadal e retroperitoneal),
plasmaticos (glicose, colesterol, triacilglicerol, acidos graxos livres e corticosterona) e

hepatico (glicogénio) de proles de ratos, machos e fémeas.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Droga

O MSG foi gentiimente cedido pela empresa alimenticia Duas Rodas

(Jaragua do Sul, Brasil).

3.2 Animais

Foram utilizados ratos Wistar adultos, machos e fémeas, provenientes do
Biotério Central da Universidade Estadual de Londrina (UEL) e mantidos no biotério
setorial do Departamento de Ciéncias Fisiolégicas (CIF), com ambiente de luz (ciclo
12 h claro/escuro) e temperatura (23 + 2 °C) controladas, e agua e alimentagao a
vontade. Todos os experimentos foram realizados no Laboratorio de Fisiologia
Neuroenddécrina e Metabolismo (LaFiNeM) do CIF/UEL e sempre pela manha, para
minimizar qualquer influéncia do ritmo circadiano.

Os protocolos experimentais foram aprovados pelo Comité de Etica em
Experimentacdo Animal da Universidade Estadual de Londrina (CEUA/UEL),
processo n° 15107.2012.92.

3.3 Acasalamento e prenhez

Ratas Wistar foram colocadas para cruzamento overnight na proporgao
de duas fémeas para cada macho. Esfregacos vaginais foram realizados para
verificagdo da fase do ciclo estral e presenca de espermatozoides, caracterizando a
coépula. O dia da deteccdo espermatica no esfregago vaginal foi considerado o dia
gestacional 0 (DG 0).

As ratas acasaladas constituiram, aleatoriamente, o0s grupos
experimentais e controles que foram tratadas durante o periodo de prenhez,
lactagdo ou prenhez e lactacédo.

Os filhotes, nascidos naturalmente, foram deixados com suas maes até o
desmame. As proles foram compostas de oito recém-nascidos, preferencialmente

quatro fémeas e quatro machos para minimizar influéncias de género, e para cada
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grupo experimental foram escolhidos aleatoriamente de dois a trés irmaos,

totalizando 8 animais por grupo.

3.4 Protocolo de tratamento materno

Injetou-se MSG subcutaneamente, nas ratas prenhas e/ou lactantes, na
dose de 4 g/kg peso corporeo, diluido em solugédo salina 0,9%; dose baseada nos
estudos de Olney (1969) que promoveu alteragdes metabdlicas e obesidade em
ratos recém-nascidos. Os grupos controles receberam soluc¢do salina 0,9% (S). O
peso corporeo materno foi avaliado antes e durante todo o periodo de tratamento

para acompanhamento da prenhez e/ou lactacéo e ajuste da dose.

3.4 Protocolos experimentais

Foram realizados 3 protocolos experimentais.

A. Administracdo de MSG em ratas prenhas: inje¢des unicas de MSG ou S, em dias
alternados, pelo periodo de 20 dias, entre as 8 e 10 horas com inicio no DG 1. As
proles destas fémeas constituiram outros 4 subgrupos:

1. Grupo Pm-MSG: 8 ratos (m) cuja mée recebeu MSG durante a prenhez (P);

2. Grupo Pf-MSG: 8 ratas (f) cuja mae recebeu MSG durante a prenhez (P);

3. Grupo Pm-S: 8 ratos (m) cuja mae recebeu S durante a prenhez (P);

4. Grupo Pf-S: 8 ratas (f) cuja mae recebeu S durante a prenhez (P).

B. Administracdo de MSG em ratas lactantes: injegdes unicas de MSG ou S feitas
por 20 dias, em dias alternados, entre as 8 e 10 horas e iniciadas no dia seguinte ao
parto (DPN 2). As proles constituiram outros 4 subgrupos:

1. Grupo Lm-MSG: 8 ratos (m) cuja méae recebeu MSG durante a lactagéo (L);

2. Grupo Lf-MSG: 8 ratas (f) cuja mae recebeu MSG durante a lactagao (L);

3. Grupo Lm-S: 8 ratos (m) cuja mée recebeu S durante a lactagao (L);

4. Grupo Lf-S: 8 ratas (f) cuja mae recebeu S durante a lactagdo (L).
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C. Administracdo de MSG em ratas durante a prenhez e lactacdo: ratas que
receberam MSG ou S durante a prenhez e lactagdo, conforme protocolos supra
descritos. As proles dessas fémeas constituiram outros 4 subgrupos:

1. Grupo PLm-MSG: 8 ratos (m) cuja mae recebeu MSG na prenhez e lactagao (PL);
2. Grupo PLf-MSG: 8 ratas (f) cuja méae recebeu MSG na prenhez e lactagao (PL);

3. Grupo PLm-S: 8 ratos (m) cuja mae recebeu S na prenhez e lactagao (PL);

4. Grupo PLf-S: 8 ratas (f) cuja mae recebeu S na prenhez e lactagao (PL).

3.5 Avaliacdo de parametros plasmaticos maternos

No dia do desmame da prole, as matrizes foram eutanasiadas por
decapitagdo para retirada de amostras de sangue, para dosagens de glicose,

colesterol, triacilglicerol, corticosterona.

3.6 Avaliacdo do peso corpoéreo e da ingestdo alimentar das proles

No desmame (DPN 21) os animais selecionados foram colocados em
gaiolas individuais do tipo metabdlicas, e diariamente, alimento (ragao para roedores
Nuvilab CR1, Nuvital®) foi oferecido (80 g) e o peso corpéreo (g) obtido para
avaliacdo da ingestdo alimentar diaria, que foi determinado pela diferenca entre a
quantidade de alimento oferecido e as sobras apds 24 horas, sendo expresso em
g/100 g de peso corporeo.

Apods o periodo de 50 dias (DPN71), as diferengas no ganho de peso
corpéreo durante o periodo avaliado foram utilizadas para o calculo da area sob a
curva (AUC).

3.7 Avaliacdo do indice de Lee das proles

O indice de obesidade para roedores - indice de Lee - foi avaliado
semanalmente, a partir do desmame (DPN21). O calculo foi feito considerando-se o
peso corporal (em gramas) e a medida naso-anal (em centimetros), pela férmula
(Bernardis & Peterson, 1968):
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e
IL - NA X 1000

Onde:
IL: indice de Lee
pcC: peso corporeo

NA: comprimento naso-anal

3.8 Eutanasia das proles

Todos os animais utilizados nos experimentos foram eutanasiados por
decapitacao e, imediatamente apds, os cérebros foram retirados e colocados em
recipientes contendo solugédo fixadora de formol (10%) para posterior anadlise
histolégica. Sangue também foi imediatamente coletado em tubos heparinizados e
centrifugados a 14000 x g por 20 min a 4 °C para a obtengdo do plasma que foi
separado em aliquotas e armazenado a -20 °C para posteriores dosagens por
meétodos bioquimicos.

Foram também imediatamente retiradas amostras de figado para
determinacao do teor de glicogénio hepatico, e tecido adiposo branco perigonadal e

retroperitoneal para pesagem e calculo do peso relativo (g/100g de peso corporeo).

3.9 Procedimentos analiticos

3.9.1 Dosagem de glicose plasmatica

A determinacdo espectrofotométrica da concentracdo plasmatica de
glicose foi realizada utilizando-se o Kit Comercial Glicose BioLiquid (Laborclin, PR),
baseado na reagao da peroxidase (Trinder, 1969), onde a glicose é determinada por
sua reagao com a glicose oxidase, na qual sdo gerados o acido glicurénico e o
peréxido de hidrogénio. O perdxido de hidrogénio entdo reage com o
hidroxibenzoato de sddio e 4-aminofenazona, produzindo um complexo corado de

cor rosa com maximo de absorcdo em 500 nm. A intensidade da coloracéo é
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proporcional a concentragao de glicose da amostra, sendo seus valores expressos

em mg.dL™.

3.9.2 Dosagem de colesterol plasmatico

A determinacdo espectrofotométrica da concentracdo plasmatica de
colesterol foi realizada utilizando-se o Kit Comercial Colesterol BioLiquid (Laborclin,
PR), baseado na reagdo de peroxidase (Allain et al.,1974) onde os ésteres de
colesterol sdo inicialmente hidrolisados pela colesterol esterase. O colesterol
liberado é oxidado pela colesterol oxidase formando colest-4-en-3-ona e perdxido de
hidrogénio. Finalmente, o peroxido de hidrogénio produzido & detectado pelo
aparecimento de um produto corado, produzido pela reagdo com 4-aminofenazona e
fenol, na presenca de peroxidase. O produto final de cor résea (quinoneimina)
apresenta absorbancia maxima a 500 nm, sendo diretamente proporcional a

quantidade de colesterol presente na amostra, com valores expressos em mg.dL™.

3.9.3 Dosagem de triacilglicerol plasmatico

A determinacdo espectrofotométrica da concentragdo plasmatica de
triacilglicerol foi realizada utilizando-se o Kit Comercial Triglicérides GPO-Trinder
BioLiquid (Laborclin, PR), baseado na reagao de Trinder (1969). Neste método, os
triacilglicerois sao convertidos a glicerol e acidos graxos pela lipase, e o glicerol &
convertido a glicerol-1-fosfato pela glicerolquinase, pela agcdo da glicerol-1-fosfato
oxidase o glicerol-1-fosfato é oxidado a di-hidroxiacetona fosfato e perdxido de
hidrogénio. O perdxido de hidrogénio, na presenca da peroxidase origina um
cromoégeno (quinoneimina) com maxima absor¢cdo em 500 nm. A quantidade de
quinoneimina formada €& proporcional a concentragcédo de triacilglicerdis na amostra

analisada, sendo seus valores expressos em mg.dL™.
3.9.4 Dosagem de acidos graxos livres plasmatico
Para a determinagédo da concentragdo de acidos graxos livres foi utilizado

o método espectrofotométrico de Falholt et al. (1973). Amostras de plasma (100 uL)

foram submetidas a duas extragcbes seguidas de agitagcdo, aspiracdo da fase
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superior e centrifugacao. Como padrao, foram utilizados 50 uL de acido palmitico (2
mmolar) em 1,0 mL de tampao fosfato (pH 6,4) e 6,0 mL de solugao extratora, e para
0 branco apenas a solugdo extratora. Na primeira extragao utilizou-se 1,0 mL de
tampéo fosfato (pH 6,4) e 6,0 mL de solugdo de cloroférmio + heptano + metanol, e
na segunda extragdo 2,0 mL de reagente Cooper (CuTEA; pH 8,1). Apés, em 3,0 mL
da fase superior foi adicionado 1,0 mL do reagente de cor (DPC: 4% de 1,5-
difenilcarbazida-difenilcarbazona em 0,1 mL de TEA 1M). A leitura foi realizada em
espectrofotbmetro no comprimento de onda de 550 nm e os resultados expressos

em pmoles.dL™.

3.9.5 Dosagem de corticosterona plasmatica

A determinacdo da concentragcdo de corticosterona plasmatica foi feita
pelo método fluorimétrico de Guillemin et al. (1959), o qual se baseia na
fluorescéncia da corticosterona em acido sulfurico. Para a execugdo do meétodo,
tem-se como solugdo padrdo 1 mg de corticosterona dissolvida em 10 mL de etanol
absoluto. Em relacdo as amostras dos animais, 100 uL de plasma foram acrescidos
de diclorometano, com posterior agitacdo e aspiracdo da fase superior,
possibilitando a particdo e extracdo da corticosterona; apos isso, 250 uyL de NaOH
0,1 N foram adicionados a amostra para lavagem, seguido por agitagdo e aspiragao
da fase superior; apés, 250 yL de agua destilada foram adicionados, fez-se agitagao
e 2,0 mL da fase inferior foram retirados e transferidos para uma nova bateria de
tubos. Como branco, apenas 2,0 mL de diclorometano foram utilizados. Na segunda
etapa do método, 10 uL de solugéo "working" (0,5 mL de solugdo padrao e etanol)
foram adicionados ao tubo da solugcdo padrao, e 0,5 mL de [H.SO,4 : Etanol] foi
acrescido a todos os tubos para uma segunda extragao, seguido por agitagdo, com
repouso de 20 minutos. A leitura foi feita em fluorimetro, com excitacdo 477 nm,
emissdao 520 nm e sensibilidade 11. Os valores da concentracdo plasmatica de

corticosterona obtidos foram expressos em pg.dL'1.
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3.9.6 Dosagem de glicogénio hepatico

A determinacédo do teor de glicogénio no figado foi realizada pelo método
de Johann & Lentini (1971) modificado de Hassid & Abraham (1957). Amostras de
500 mg de figado foram retirados imediatamente apds a eutanasia do animal. Para a
extracdo, o figado foi fervido com 2,4 mL de KOH 30%. Apés, foi feita separagado em
aliquotas de 0,6 mL com 1,3 ml de alcool 95%, com posterior elevagao da
temperatura a 80 °C e resfriamento por 2 vezes, seguido de centrifugacéo.
Desprezado o sobrenadante, foram adicionados 0,6 mL de agua destilada e 1,3 mL
de alcool 95%, e foi realizado novo aquecimento a 80 °C, seguido de centrifugacao e
posteriormente verteu-se o sobrenadante. Para a dosagem, 2,0 mL de agua
destilada foram adicionados ao tubo e foi realizada uma diluigdo de 40x em agua
destilada por se tratar de amostras de animais alimentados. Para a curva padrao foi
preparada uma solugcdo de 200 ug/mL de glicose; 4,0 mL de solugdo de antrona
0,2% em acido sulfurico foram adicionados aos tubos da curva padrdo e amostras.
Posteriormente, foi feita a fervura dos tubos e leitura espectrofotométrica em 620
nm. Os valores da concentragéo de glicogénio hepatico foram expressos em mg/100

mg de tecido hepatico.

3.10 Analise histolégica de nucleos hipotalamicos

Para a avaliagao dos nucleos hipotalamicos, os cérebros foram removidos
cuidadosamente apos a eutanasia, foram fixados em formol 10% por 15 dias e, por
seccgao transversal, foram feitas fatias em torno de 10 mm, contendo a regido do
hipotalamo. Para o procedimento de inclusdo em parafina, as fatias foram lavadas
em agua corrente, submetidas a sucessivos banhos em etanol 95 °GL e 100 °GL
para desidratacdo do tecido, a banhos de xilol para a diafanizagdo, a banhos de
parafina e paraplast para a impregnacdo, e emblocamento em paraplast. Por
microtomia foram obtidos cortes de 10 ym, com intervalos de 200 um entre eles,
abrangendo as areas do PVN, VMH e ARC. Os cortes foram corados com 0,25% de
cresyl violeta, pela técnica de Nissl (Michalany, 1980).

Para a analise dos cortes histologicos utilizou-se o atlas de Paxinos e
Watson (1998). Fez-se documentacgao fotografica utilizando o sistema de captura de

imagens Moticam (Motic, Xiamen, China) acoplado a um microscépio de luz, no



27

Laboratério de Histologia da Universidade Estadual de Londrina. Para cada animal
foram selecionadas as regides que continham bilateralmente os nucleos
hipotalamicos de interesse e capturadas fotos, com aumento de 10x, de: 2 cortes
contendo o PVN, 3 cortes contendo o VMH e 4 cortes contendo o ARC. Foram
selecionados 3 campos de 10 mm? em cada corte do PVN (na regido parvocelular) e
em cada corte do ARC (na porgdo ventromedial), e 4 campos de 10 mm? em cada
corte do VMH (na porgdo medial proxima ao 3° ventriculo). O total de neurdnios foi
contado nas areas selecionadas nos cortes (figura 1) e a quantidade de neurénios

foi expressa em unidades/10 mm?.
3.11 Analise estatistica

Os resultados foram analisados pelo método estatistico paramétrico, teste
“t” de Student, sendo apresentados como médias * erro padrdao da média (E.P.M.).
As areas sob as curvas (AUCs) foram calculadas nos intervalos de tempo indicados
nas figuras. Os calculos e os testes paramétricos foram realizados no programa

GraphPad Prism 5.0, considerando o nivel de significancia de 5% (p<0,05).
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Figura 1 - Imagens ilustrativas esquematicas (atlas de Paxinos & Watson, 1998) dos
nucleos paraventricular (A), ventromedial (C) e arqueado do hipotalamo (E),
com demarcagdes vermelhas das regides estudadas bilateralmente, e
respectivas fotos (B, D, F) dos cortes histoldégicos (microscopia optica com
aumento de 10x), demarcadas com grades (em vermelho), contendo 3 ou 4
campos de 10 mm?, definindo as areas avaliadas.
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4 RESULTADOS

4.1 Efeito do MSG nos parametros plasméaticos maternos

Os valores plasmaticos de glicose, colesterol, triacilglicerol e
corticosterona maternos nao se alteraram pelo tratamento com MSG nos periodos
de prenhez e/ou lactacdo (p>0,05) quando comparados com seus respectivos

controles (tabela 1).

Tabela 1 - Concentracbes plasmaticas de glicose (mg/dL), colesterol (mg/dL),
triacilglicerol (mg/dL) e corticosterona (ug/dL) de ratas tratadas com
salina (S) ou glutamato monossddico (MSG) durante os periodos de
prenhez (P), lactacéo (L) ou prenhez e lactagao (PL).

P-S P-MSG L-S L-MSG PL-S PL-MSG
Glicose 102,80 £57 103,40+3,8 10470+3,5 107,80+4,8 113,50+42 103,90+ 3,2
(n=4) (n=4) (n=3) (n=4) (n=3) (n=4)
Colesterol 96,93+ 10,5 90,29+7,2 57,48+147 7458+45 101,5+9,9 793297
(n=4) (n=4) (n=3) (n=4) (n=3) (n=4)

Triacilglicerol 5523+82 53,70+84 40,09+3,9 4793+6,8 76,98+6,9 70,92+94
(n=4) (n=4) (n=3) (n=4) (n=3) (n=4)

Corticosterona 9:86+0,8 10,54+14 5,87 +0,6 759+14 6,02 +2,1 563+1,2
(n=4) (n=4) (n=3) (n=4) (n=3) (n=4)

Valores expressos como média + EPM. (n) Numero de animais.
Resultados analisados por teste “t” de Student.

4.2 Efeito do MSG em proles fémeas
4.2.1 Peso corpoéreo, consumo alimentar e indice de Lee

Nos animais do grupo Pf-MSG (figura 2) nao foram observadas diferengas
estatisticamente significativas nas AUCs do peso corporeo e ingestdo alimentar,

comparados com os respectivos controles salina. O grupo Lf-MSG (figura 3D)

apresentou alteragées pontuais na ingestdo alimentar e tendéncia ao aumento no
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peso corporeo (p=0,19; figura 3B), sendo que no ultimo dia avaliado foi observada
diferencga significativa no peso corpéreo das fémeas (p<0,004). No grupo PLf-MSG
(figura 4) houve aumento significativo do peso corpéreo (p<0,02) e alteragdes
pontuais na ingestdo alimentar (p<0,007).

O indice de Lee, avaliado semanalmente, no grupo Pf-MSG (figura 5A) foi
significativamente menor em dois periodos avaliados, no DPN 21 (p<0,05) e DPN49
(p<0,05). No grupo Lf-MSG (figura 5B) n&o houve diferencga significativa durante todo
o periodo avaliado, e no grupo PLf-MSG (figura 5C) o indice de Lee apresentou
aumento no DPN 35 (p<0,006), DPN 49 (p<0,006) e DPN 70 (p<0,05).

4.2.2 Parametros plasmaticos, hepaticos e do tecido adiposo

O peso relativo do tecido adiposo perigonadal e retroperitoneal no grupo
Pf-MSG (tabela 2) foi diferente (p<0,05) do seu controle, com aumento de 38% e
50%, respectivamente, em relagdo ao grupo Pf-S. No entanto, os grupos Lf-MSG e
PLf-MSG nao apresentaram alteracoes nestes parametros.

Os valores médios de glicemia, colesterol, triacilglicerol e glicogénio
hepatico nao diferiram entre os grupos e seus respectivos controles. Porém, no
grupo Lf-S houve diminuigdo da corticosterona (p<0,05) e aumento dos acidos
graxos livres (p<0,05), e nos grupos Pf-MSG e PLf-MSG estes parametros néao

apresentaram diferenca em relagao aos controles (tabela 2).

4.2.3 Nucleos hipotalamicos

A andlise histolégica dos nucleos hipotalamicos foi feita apenas no grupo
de proles PLf, por se tratar do maior periodo de exposi¢cao ao MSG. Pela contagem
de células nos nucleos PVN, VMH e ARC (figura 6), ndo houve diferencas
significativas entre o numero de células desses nucleos nos grupos controle (PLf-S)
e experimental (PLf-MSG).
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Figura 2 - Variagao temporal do peso corpéreo (A) e a respectiva area sob a curva
(AUC; B) e ingestdo alimentar (C) de prole de fémeas de ratas tratadas
durante o periodo da prenhez com salina (Pf-S) ou glutamato monossddico
(Pf-MSG). Cada ponto representa a média + EPM de 8 animais. Dados
analisados por teste “t” de Student. *p<0,03 versus salina.
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Figura 3 - Variagdo temporal do peso corpéreo (A) e a respectiva area sob a curva
(AUC; B) e ingestédo alimentar (C) de prole de fémeas de ratas tratadas
durante o periodo da lactagao com salina (Lf-S) ou glutamato monossddico
(L-MSG). Cada ponto representa a média + EPM de 8 animais. Dados
analisados por teste “t” de Student. *p<0,04 versus salina.
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Figura 4 - Variacdo temporal do peso corpéreo (A) e a respectiva area sob a curva
(AUC; B) e ingestédo alimentar (C) de prole de fémeas de ratas tratadas
durante o periodo da prenhez e lactacdo com salina (PLf-S) ou glutamato
monossodico (PL-MSG). Cada ponto representa a média + EPM de 8
animais. Dados analisados por teste “t” de Student. *p<0,04 versus salina.
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Figura 5 - Variagao semanal do indice de Lee de prole de fémeas de ratas tratadas
durante o periodo da prenhez (Pf; A), lactagdo (Lf; B) e prenhez e
lactacao (PLf; C) com salina (S) ou glutamato monossodico (MSG). Cada
ponto representa a média £+ EPM de 8 animais. Dados analisados por
teste “t” de Student. *p<0,05 e **p<0,006 versus salina.
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Tabela 2 - Glicose (mg/dL), colesterol (mg/dL), triacilglicerol (mg/dL), corticosterona

(Mg/dL) e acidos graxos livres (umoles/dL) plasmaticos, glicogénio hepatico
(g/100 g), peso do tecido adiposo (TA) branco perigonadal e retroperitoneal
(g/100 g) de proles fémeas de ratas tratadas durante o perido da prenhez

(Pf), lactagao (Lf), e prenhez e lactagao (PLf) com salina (S) ou glutamato
monossodico (MSG).

Pf-S

Pf-MSG Lf-S Lf-MSG PLf-S PLf-MSG
Glicose 122,10+22 1258+42 11460+4,9 123,10+3,4 131,90+35 133,00+42
(n=8) (n=8) (n=8) (n=8) (n=8) (n=8)
Colesterol 99,23+3,1 9501+7,3 7152+43 81,14+24  101,90+86  93,92+6,1
(n=8) (n=8) (n=6) (n=8) (n=8) (n=8)
Triacilglicerol 68,53+89 71,68+10,8 57,29+94 58,70 + 9,1 4392+4,9 4497 £47
(n=8) (n=8) (n=8) (n=8) (n=8) (n=7)
Corticosterona 433+0,8 5,32 + 0,6 5,26 0,5 3,45 0,5 6,10£0,8 4558+0,3
(n=8) (n=8) (n=8) (n=8) (n=8) (n=8)
Glicogénio 469+041 471+028 365+037  3,64+0,32 333+0,24  4,29+0,37
Hepético (n=8) (n=8) (n=8) (n=8) (n=7) (n=8)
TA perigonadal 1,34+0,12 1,79%0,16* 1,31£0,12 1,45+ 0,19 2,04+023  2,11+0,28
(n=8) (n=8) (n=8) (n=8) (n=8) (n=8)
TA retroperitoneal  042+0,03  0,65+0,08% 0,47 0,04 0,48 £ 0,05 0,70£0,07 0,68 +0,09
(n=8) (n=8) (n=8) (n=8) (n=8) (n=8)
Acidos graxos 67,56 +5,12 54,77 +3,84 4349+4,04 56,80+4,37* 2852+219 31,31+3,76
livres (n=8) (n=8) (n=8) (n=8) (n=8) (n=8)

Valores expressos como média + EPM. (n) Numero de animais.
*Comparagao entre os respectivos grupos salina e MSG com p<0,05.
Resultados analisados por teste “t” de Student.



36

Figura 6 - Contagem dos neurdnios de 2 cortes contendo o nucleo paraventricular
(A), 3 cortes contendo o nucleo ventromedial (B) e 4 cortes contendo o
nucleo arqueado (C) do hipotalamo da prole de fémeas de ratas tratadas
durante o periodo da prenhez e lactacdo (PLf) com salina (S) ou
glutamato monossédico (MSG), com respectivas imagens (D, E, F)
obtidas por microscopia Optica (aumento 10x), coloracdo de Nissl e
pontos rosas correspondendo as células contadas. Dados sdo a média +
EPM de 8 animais. Resultados analisados por teste “t” de Student.
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4.3 Efeito do MSG em proles machos

4.3.1 Peso corpéreo, consumo alimentar e indice de Lee

Os grupos Pm-MSG (figura 7) e PLm-MSG (figura 9) ndo apresentaram
diferencgas estatisticas nas AUCs do peso corpéreo e aumentos pontuais na ingestao
alimentar, sendo que no grupo Lm-MSG (figura 8) houve tendéncia ao aumento do
peso corpoéreo (p=0,13) sem alteragdes significativas na ingestao alimentar, quando
comparado ao seu respectivo controle.

Em relagao ao indice de Lee (figura 10), durante todo o periodo avaliado,
os grupos Pm-MSG e Lm-MSG néo foram diferentes de seus controles, contudo o
grupo PLm-MSG apresentou aumento significativo em diversos momentos, DPN 21
(p<0,05), DPN 35 (p<0,05), DPN 63 (p<0,05) e DPN 70 (p<0,009).

4.3.2 Parametros plasmaticos, hepaticos e do tecido adiposo

Os valores médios de glicemia, colesterol, triacilglicerdis, glicogénio
hepatico, tecido adiposo perigonadal e retroperitoneal, e acidos graxos livres nao
diferiram entre os grupos (tabela 3). Porém, tendéncia a aumento dos triacilgliceroéis
é verificada em todos os grupos de machos em relagdo aos seus controles, sendo
que para o grupo PLm o aumento foi de 58%, mas com uma dispersao muito
elevada nao resultando em diferenca estatisticamente significativa (p=0,086).

No grupo Pm-MSG (tabela 3) observou-se diferenga (p<0,02) apenas na
concentracido plasmatica de corticosterona, com diminuicdo de 30% em relagcéo ao

seu controle.
4.3.3 Nucleos hipotalamicos
Pela analise histolégica dos nucleos hipotalamicos dos grupos PLm-S e

PLm-MSG, ndo encontrou-se nenhuma diferenca significativa na contagem de

células nos nucleos PVN, VMH e ARC (figura 11) entre controles e experimentais.



38

Figura 7 - Variagao temporal do peso corpéreo (A) e a respectiva area sob a curva
(AUC; B) e ingestao alimentar (C) de prole de machos de ratas tratadas
durante o periodo da prenhez com salina (Pm-S) ou glutamato
monossodico (Pm-MSG). Cada ponto representa a média + EPM de 8
animais. Dados analisados por teste “t” de Student. **p<0,008 versus
salina.
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Figura 8 - Variagao temporal do peso corpéreo (A) e a respectiva area sob a curva
(AUC; B) e ingestao alimentar (C) de prole de machos de ratas tratadas
durante o periodo da lactagdo com salina (Lm-S) ou glutamato
monossodico (Lm-MSG). Cada ponto representa a média + EPM de 8
animais. Dados analisados por teste “t” de Student.
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Figura 9 - Variagao temporal do peso corpéreo (A) e a respectiva area sob a curva
(AUC; B) e ingestao alimentar (C) de prole de machos de ratas tratadas
durante o periodo da prenhez e lactagdo com salina (PLm-S) ou
glutamato monossodico (PLm-MSG). Cada ponto representa a média *
EPM de 8 animais. Dados analisados por teste “t” de Student. *p<0,04 e
**p<0,006 versus salina.
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Variagdo semanal do indice de Lee de prole de machos de ratas
tratadas durante o periodo da prenhez (Pm; A), lactagdo (Lm; B) e
prenhez e lactagao (PLm; C) com salina (S) ou glutamato monossaddico
(MSG). Cada ponto representa a média + EPM de 8 animais. Dados
analisados por teste “t” de Student. *p<0,05 e **p<0,009 versus salina.
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Tabela 3 - Glicose (mg/dL), colesterol (mg/dL), triacilglicerol (mg/dL), corticosterona
(ug/dL) e acidos graxos livres (umoles/dL) plasmaticos, glicogénio hepatico
(g/100 g), peso do tecido adiposo (TA) branco perigonadal e retroperitoneal
(g/100 g) de proles machos de ratas tratadas durante o perido da prenhez
(Pm), lactacdo (Lm), e prenhez e lactagdo (PLm) com salina (S) ou
glutamato monossaédico (MSG).

Pm-S PM-MSG Lm-S Lm-MSG PLM-S PLM-MSG
Glicose 1253+2,2  1202+21  121,5+39 126,3+2,8 1333+21 132,021
(n=8) (n=8) (n=8) (n=8) (n=8) (n=8)
Colesterol 92,03+7,9 8399+71 76,6969 89,86 + 4,9 91,62+4,0  8863+7,1
(n=8) (n=8) (n=6) (n=8) (n=8) (n=8)
Triacilglicerol 1516 +19,5 1742+161 8887+10,2 10860+129 9473+13,1 150,14+ 26,9
(n=8) (n=8) (n=8) (n=8) (n=8) (n=7)
Corticosterona 381+04  2,62+02* 3,74+0,8 2,89+0,3 6,45 0,3 6,09 0,3
(n=8) (n=8) (n=8) (n=8) (n=8) (n=8)
Glicogénio 539+021 561+0,26 4,68 +0,41 4,46 + 0,41 453+023 515+0,26
Hepético (n=8) (n=8) (n=8) (n=8) (n=7) (n=8)
TAperigonadal 1,09£0,07 1,14+£0,06 0,77 £0,09 0,78 + 0,04 0,82+0,06 0,99 +0,08
(n=8) (n=8) (n=8) (n=8) (n=8) (n=8)
TAretroperitoneal ~ 0,94+0,09  1,18£0,11  0,75+0,07 0,72 +0,06 1,03+0,09 0,97 +0,10
(n=8) (n=8) (n=8) (n=8) (n=8) (n=8)
Acidos graxos 78,85+8,70 7353+9,44 6571+6,94 7439+993 37,01+445 33,36+3,29
livres (n=8) (n=8) (n=8) (n=8) (n=8) (n=8)

Valores expressos como média + EPM. (n) Numero de animais.
*Comparagao entre os respectivos grupos salina e MSG com p<0,02.
Resultados analisados por teste “t” de Student.
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Células nucleo ventromedial do hipotalamo Células nucleo paraventricular do hipotalamo
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- Contagem dos neurénios de 2 cortes contendo o nucleo paraventricular

(A), 3 cortes contendo o nucleo ventromedial (B) e 4 cortes contendo o
nucleo arqueado (C) do hipotalamo da prole de machos de ratas
tratadas durante o periodo da prenhez e lactagdo (PLm) com salina (S)
ou glutamato monossédico (MSG), com respectivas imagens (D, E, F)
obtidas por microscopia optica (aumento 10x), coloragdo de Nissl e
pontos rosas correspondendo as células contadas. Dados sdao a média +
EPM de 8 animais. Resultados analisados por teste “t” de Student.
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5 DISCUSSAO

No presente trabalho, a exposicdo materna ao MSG nos periodos de
prenhez e lactacao foi realizada para avaliar a acdo deste aditivo alimentar sobre o
crescimento da prole e sobre seus parametros ponderais, metabdlicos e hormonais.

A avaliagao de parametros plasmaticos maternos demonstrou n&o haver
alteragdes significativas nos valores de glicose, colesterol, triglicérides e
corticosterona. Esses achados corroboram estudos que sugerem o desenvolvimento
de mecanismos de protecdo nas areas hipotaldmicas com o aumento da idade
(O'Hara & Takasaki, 1979; Bogdanov et al., 1996), impedindo a agao neurotdxica do
MSG em adultos. S&o fatores envolvidos nessas alteragdes, a maturagado da barreira
hematoencefalica, alteracbes neuronais induzidas pelo envelhecimento ou
mudancgas na habilidade do figado em metabolizar o glutamato (Kizer et al., 1978).

Estudos com animais adultos mostram que dano neuronal causado pelo
excesso de glutamato € inexistente ou observado em menor extensdo (Dawson,
1983; O'Hara & Takasaki, 1979; Bogdanov et al., 1996; Airoldi et al., 1980; Bunyan,
et al., 1976; Monno et al., 1995) e que alteragbes metabdlicas relacionadas a
glicemia e insulina ndo estao presentes em animais tratados quando adultos (Betran
et al., 1992), diferentemente do tratamento em neonatos, sugerindo que a regulagao
enddcrina é muito sensivel ao MSG apenas durante o inicio do periodo pds-natal. A
administragcdo subcutanea de MSG, em ratos neonatos, atinge o tecido cerebral
quase imediatamente apdés a injecao (Lopez-Pérez et al., 2010) pois a barreira
hematoencefalica € imatura (Ek et al., 2006).

A exposicdo materna ao MSG durante o periodo da prenhez n&o revelou
diferencgas significativas no peso corpéreo e ingestao alimentar em prole de fémeas
e machos, porém, a exposicdo materna ao MSG durante a lactagdo mostrou uma
tendéncia ao aumento do peso corporeo, sem alteragao significativa na ingestéo
alimentar em sua prole. E a exposigao materna ao MSG durante a gestagédo e
lactagcdo promoveu o aumento do peso corporeo na prole feminina, sendo que na
prole masculina esse parametro ndo se alterou, assim como nao houve alteracéo
significativa na ingestao alimentar durante todo o periodo avaliado.

Em primatas, estudos mostram que grande parte do glutamato
administrado nas maes permanece circulante no plasma elevando os valores

maternos deste aminoacido, e mesmo com grandes elevacbdes de glutamato no
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plasma nao ocorre transferéncia ao feto (Pitkin et al., 1979) e que apenas doses 70
vezes acima do normal resultam em transferéncia placentaria de MSG para a
circulacdo fetal (Stegink et al., 1975).

Esses relatos corroboram dados do presente estudo, mostrando auséncia
de alteragbes na prole tratada apenas durante a prenhez e sugerem uma agao
eficaz da placenta em proteger o feto, quando comparado a exposi¢cdo do neonato
ao glutamato presente no leite materno. Inclusive, nesse periodo de amamentagao,
a barreira hematoencefalica ainda é imatura e seu completo desenvolvimento ocorre
13 dias apds seu nascimento (Xu & Ling, 1994).

As proles de fémeas e machos, em que houve exposicdo materna ao
MSG durante o periodo de prenhez e lactagdo apresentaram aumento significativo
do indice de Lee em diversos pontos durante todo o periodo avaliado. Este aumento
observado no presente estudo ocorreu devido ao aumento do peso corporeo, pois a
distancia naso-anal nao diferiu dos controles, da mesma forma como observado por
Von Diemen & Trindade (2010).

Bernardis & Pattersson consideram indice de Lee normal para ratos
adultos valores entre 294 e 306 g”3.cm'1, sendo valores acima desses indicativo de
obesidade (Bernardis & Patterson, 1968; Bunyan et al., 1976; Nakagawa et al., 2000;
Roman-Ramos et al., 2011; Terry et al., 1981). No presente estudo, os valores do
indice de Lee ndo foram superiores aos de referéncia na literatura, contudo é
importante lembrar que a avaliacdo ocorreu durante a fase de desenvolvimento do
animal e nos grupos experimentais houve significativa diferenca com relagdo aos
seus controles durante 0 mesmo periodo.

Outro fator que sinaliza o quadro de obesidade €& o teor lipidico,
evidenciado pelo acumulo de tecido adiposo retroperitoneal (Nakagawa et al., 2000)
e perigonadal com aumento significativo da carcaca lipidica (Ribeiro et al., 1997).
Contudo, somente na prole feminina em que houve exposi¢do materna ao MSG
durante a prenhez, houve aumento significativo do tecido adiposo perigonadal e
retroperitoneal.

Resultados controversos também s&o encontrados em relacdo as
alteracbes em parametros plasmaticos. Nao se observou neste estudo alteracdo na
glicemia, colesterolemia e glicogénio hepatico, mas tendéncia a aumento de
triacilglicerdis nas proles de machos, corroborando estudos de outros autores
(Ribeiro et al., 1997; Collison et al., 2010; Nakagawa et al., 2000; Nakamura et al.,
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2013). Nakagawa et al. (2000) e Collison et al. (2010) observaram significativo
aumento de triacilgliceréis em machos e tendéncia nas fémeas com 29 semana de
idade cujas maes receberam MSG na agua pelo periodo de prenhez e lactagao.
Essas diferencas entre os resultados aqui apresentados e desses autores podem
estar relacionadas ao periodo de tempo de avaliacdo da prole no presente estudo.
Além disso, os autores salientam as diferencas em relagdo ao sexo que aqui
também se fizeram presentes.

Em relagdo aos acidos graxos livres, apenas na prole feminina de maes
expostas ao MSG no periodo da lactagdo houve aumento significativo desse
parametro. Estudos em prole de machos sao controversos, pois Afifi & Abbas (2011)
relataram aumento dos lipideos totais enquanto Nakamura e colaboradores (2013)
ndo observaram alteragdes nos acidos graxos livres.

Envolvido na etiologia da obesidade de animais neonatos tratados com
MSG esta o aumento de corticosterona, o qual exerce efeito supressivo sobre o
tecido adiposo, e promove resisténcia insulinica com diminuicdo de GLUT4
(Magarifios et al., 1988; Dolnikoff et al., 1988; Papa et al., 1997; Dolnikoff et al.,
2001). No presente trabalho, os grupos que apresentaram aumento no indice de
Lee, proles de machos e fémeas de maes expostas ao MSG durante a prenhez e
lactacdo, n&o apresentaram alteragdo na corticosteronemia. A diminuigao
significativa de corticosterona plasmatica observada na prole de machos de maes
expostas ao MSG durante a prenhez e na prole de fémeas de maes expostas ao
MSG durante a lactacdo nao foi acompanhada de qualquer outra alteragao
metabdlica, sugerindo novas investigagdes para esclarecer essa resposta.

O 4&cido glutdmico atua em todas as células do corpo como um
intermediario metabdlico e constituinte proteico, mas no SNC exerce sua principal
fungdo como um importante neurotransmissor excitatério em receptores NMDA,
sendo liberado em 40% das sinapses no cérebro de mamiferos (Fonnum, 1984)

O mecanismo basico agudo para produgao da excitacdo e consequente
neurotoxicidade do acido glutdmico baseia-se na despolarizagdo de membranas
pos-sinapticas pelo glutamato, em que trocas de ions e agua, em excesso, entre 0s
meios intracelular e extracelular, promove o acumulo intracelular desses ions e
agua, resultando em edema toxico e ruptura dos neurénios e dendritos afetados
(Rothman & Olney, 1986). Em longo prazo, o acumulo de caélcio intracelular (Choi,

1985) leva a danos neuronais, com consequente prejuizo da fungdo mitocondrial,
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alteragao do citoesqueleto e producéo de radicais livres toxicos, resultando na morte
neuronal (White et al., 2000).

Susceptivel a acdo neurotéxica do glutamato sistémico esta
principalmente a regido cerebral dos 6rgaos circunventriculares, composta pelo
orgao subfornical, area postrema e eminéncia mediana, continua ao nucleo
arqueado do hipotalamo. Os vasos sanguineos dessa regido possuem endotélio
fenestrado e espaco perivascular aumentado, o que permite o contato com as
possiveis exotoxinas circulantes no sangue (Price et al., 1981; Perez & Olney, 1972).

No modelo de obesidade por MSG os animais apresentam geralmente
hipofagia ou normofagia, peso corpéreo semelhante ou inferior ao controle e indice
de Lee indicando obesidade (Bunyan et al., 1976; Terry et al., 1981; Fernandes et
al., 2012.) e lesdo do ARC (Bunyan et al., 1976; Takasaki, 1978; Ren et al., 2011).
Entretanto, Roman-Ramos et al.(2011) encontraram peso corpéreo aumentado e
Tanaka et al.(1978) e Zhang et al.(1994) observaram obesidade com ligeiro aumento
da ingestdo de alimentos e lesdo ndo s6 no ARC, mas também em dois tergos do
VMH, ou diminuida fungdo do VMH (Zhang et al.,1994), sugerindo que a obesidade
por MSG pode estar relacionada a lesdes no ARC e no VMH.

No presente trabalho a contagem de neurénios dos nucleos hipotalamicos
PVN, VMH e ARC que estdo relacionados ao controle da ingestdo alimentar nao
revelou alteragéo significativa entre a prole de méaes expostas ao MSG no periodo
de prenhez e lactacdo quando comparado aos seus controles. Mesmo na prole de
fémeas em que houve o aumento da ingestdo alimentar nado foi observada
diminuicdo no numero de células, dessa forma, ndo confirmando a sugestdo de
lesdo do ARC e VMH para justificar as possiveis causas dessa alteragao.

Em concordancia com nossos resultados, o estudo de duas geragbes de
camundongos nao mostrou alteragées neuronais no hipotalamo, especialmente no
ARC (Anantharaman, 1979), da mesma forma, as proles de mées tratadas por via
oral com MSG durante o final da prenhez ndo apresentaram danos neuronais nos
orgaos periventriculares e outras regides do hipotalamo apesar de terem sido
observados prejuizos relacionados ao comportamento do animal (Yu et al., 1997).

A avaliagao das proles pelo periodo de 70 dias, no presente estudo, foi
suficiente para mostrar uma tendéncia ao aparecimento de aumento de peso
corpéreo e do indice de Lee, principalmente no grupo em que a mae foi tratada com

MSG durante a prenhez e lactagédo, assim como, o aparecimento de alteracbes em
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alguns parametros ponderais e plasmaticos. Algumas alteragcdes ou tendéncias sao
aqui evidenciadas inclusive sugerindo diferentes respostas ou sensibilidade entre
machos e fémeas.

Diversos estudos que avaliam a interferéncia do MSG na prenhez e
lactagao utilizam a via oral (Afifi & Abbas, 2011; Hermanussen et al., 2006), sendo
que no estudo de Von Diemen & Trindade (2010), com exposi¢ao materna ao MSG
pela ragcdo nos periodos de prenhez e lactacédo, a prole apresentou diminuicdo do
peso e distancia naso-anal (Von Diemen & Trindade, 2010), e naquelas que
receberam MSG por administracdo subcutanea, mas nao oral, foi confirmada lesao
do ARC dos fetos e das proles recém-desmamadas (Takasaki, 1978).

No presente estudo, optou-se pela via de administracdo subcuténea, ao
invés da via oral, por se tratar de uma via parenteral, em que a absor¢cdo € mais
lenta e as perdas decorrentes de metabolizacdo sdo menores, possibilitando um
maior tempo de exposicdo ao MSG. Essa situacao foi proposta considerando que
humanos se expdem ao aditivo alimentar por diversas refeicbes durante o dia, as
quais podem conter grandes quantidades de MSG aumentando significativamente
suas concentragdes plasmaticas por um longo periodo de tempo.

E importante considerar que apesar das semelhancas gendmicas entre
humanos, primatas e roedores, estudos confirmam que a capacidade de metabolizar
o glutamato difere entre eles. Camundongos e macacos adultos metabolizam o
glutamato mais rapidamente que humanos adultos (Stegink et al., 1979a). E
macacos, assim como homens, possuem variagdes individuais na habilidade de
metabolizar o glutamato (Stegink et al., 1979b).

Comités (FDA, FASEB e SCF) declaram que o MSG néo apresenta risco
a saude, porém, em resposta a estudos em animais, preconizam que aditivos
alimentares ndao devem ser utilizados em alimentos infantis (Walker & Lupien, 2000).

Os dados obtidos no presente estudo sugerem que diversas alteragdes
ocorrem na prole de méaes expostas ao MSG. Toda a bibliografia referente ao estudo
do MSG nos ultimos 50 anos ndo é conclusiva e em varios momentos controversa,
mas ha evidéncia de que o MSG pode ser danoso em diversas condigdes. Por isso,
0 consenso em relacdo ao MSG é seu uso racional em humanos, principalmente

durante a gestagédo e em lactantes.
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CONCLUSAO

Os resultados permitiram concluir que:

Exposicdo materna ao MSG durante a prenhez promoveu aumento do tecido
adiposo branco perigonadal e retroperitoneal em prole de fémeas, sendo um

indicador de obesidade, e diminuigao da corticosterona na prole de machos.

Exposi¢cdo materna ao MSG durante a lactagdo promoveu diminuigdo da ingestéao
alimentar na prole de fémeas e machos, e diminuicdo da corticosterona com

aumento de acidos graxos livres na prole feminina.

Exposicdo materna ao MSG no periodo da prenhez e lactagdo promoveu
aumento do peso corpéreo e ingestao alimentar na prole de fémeas, e aumentou
o indice de Lee, indicador de obesidade, em varios pontos avaliados no tempo,
na prole de fémeas e machos, sugerindo que um maior tempo de exposi¢cao pode

levar a um quadro de obesidade na idade adulta.

A exposicao materna ao MSG durante os periodos de prenhez e/ou
lactacdo promoveu diferentes alteracées em sua prole quando adulta, sugerindo
um potencial do MSG em causar alteragées metabdlicas e ponderais e promover

obesidade, com diferentes respostas ou sensibilidade entre machos e fémeas.
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