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RESUMO

A obesidade é importante problema médico na atualidade, com grandes repercussées
epidemioldgicas, no que concerne a risco para doengas como diabete melito, coronariopatias,
hipertensdo arterial, dislipidemias e outras. Os modelos experimentais ndo sdo satisfatorios
para aplicabilidade em seres humanos, pelo menos atualmente. O intuito deste trabalho ¢
desenvolver o modelo experimental com o objetivo de induzir obesidade com glutamato
monossodico (MSG), modelo este que podera servir para outras pesquisas sobre obesidade.
Este trabalho foi realizado no Laboratério de Biologia Celular da Secre¢do do Departamento
de Biologia Celular e Genética da Universidade Estadual de Maring4, Maringa - Pr. Foram
utilizados 52 ratos Wistar machos, divididos em dois grupos de 26 ratos cada. Grupo I,
submetido a injegdo de solugdo salina, Grupo I, submetido a injegiio de glutamato
monossddico (MSG). O glutamato monossodico a 24% foi injetado até aos cinco dias de vida
do animal, na regido cervical posterior, uma vez ao dia na dose de 4 mg/g de peso corporal. A
solugdo salina a 12,5% foi injetada da mesma forma no grupo controle na dose de 1,25 mg/g
de peso corporal. Nao foram observadas alteragdes no local das injegbes. A avaliagdo dos
animais foi realizada aos 30 dias de vida, com obtengio de peso e comprimento nasoanal.
Mensurou-se o indice de Lee, que é a razio entre a raiz cubica do peso e o comprimento
nasoanal (CNA). O indice de Lee é um indice de massa corporea utilizada em roedores. Aos
30 dias, os resultados obtidos foram: Grupo I — Indice de Lee de 289,94+11,57 , peso de
80,37+19,98 g e CNA de 14,81+1,27 cm ; Grupo II - Indice de Lee de 296,98+7,50 , peso de
72,50£11.06 g e CNA de 14,01+0,80 cm. Baseados na analise estatistica com “t de Student”,
observou-se que o Grupo Il apresentou maior indice de Lee, portanto maior acumulo de
gordura corporal, e menor CNA, com significincia estatistica (p< 0,05), quando comparados
com o Grupo 1. Em relag@o ao peso ndo houve diferenga estatistica significativa entre os dois
grupos (p=0,0873). Concluiu-se que a indugio da obesidade com injegdo de MSG, em ratos,

na fase neonatal € factivel.
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ABSTRACT

Nowadays, the obesity is an important medical and epidemiological problem, which is
related to an increased risk for diseases like diabetes mellitus, coronary diseases,
hypertension, dyslipidemia, among other chronic disorders. At the present time, there are no
available experimental animal models that are applicable to human-being. The purpose of this
work 1s to develop an experimental animal model inducing obesity with monosodium
glutamate (MSG), which might be useful in other researches in human obesity. This work was
performed at Cellular Biology of Secretion Laboratory in Department of Cellular Biology and
Genetics, Maringa State University. Fifty-two male Wistar rats were used, divided into two
groups of twenty-six animals each. Group I received saline solution and Group II received
MSG. The 4 mg/g body weight MSG 24% solution dose was injected until the fifth day after
the animals were born, in the posterior cervical region, once a day. The 1.25 mg/g body
weight saline 12.5% solution dose was injected in the same way. In the injected regions no
adverse reaction was observed. The evaluation of the animals was performed on the thirtieth
day, based on weight, nasoanal length and Lee index. Lee index is a weight cubic root and
nasoanal length ratio, that was used like an obesity index in rodents. On the thirtieth day, the
results were: Group I - Lee index 289.94+11.57, weight 80.37+19.98 g and nasoanal length
14.81%£1.27 cm; Group I - Lee index 296.98+7.50, weight 72.50+11.06 g and nasoanal length
14.0140.80 cm. Statistic analysis was performed by the Student’s ¢ test. Lee index was
significantly greater in Group II than in Group I and nasoanal length was significantly smaller
in Group II than in Group I. Body weight was similar in both Groups. It was possible to verify
that Group II had success in the inducement of obesity when compared to Group I In

conclusion, we could induce obesity in rats with neonatal injection of MSG.
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1 INTRODUCAO

A obesidade (do latim obesus, ob = muito, edere = comer) € definida como aumento
da quantidade de gordura corporal, considerada uma doenga universal de prevaléncia
crescente e de carater epidémico em muitas comunidades. Na sociedade moderna pode ser
considerada o principal problema de satde publica (HALPERN & MANCINI, 1996).

O meio de classificagdo mais utilizado € o indice de massa corporea, que € 0 peso (em
quilogramas) dividido pela altura (em metros) elevada ao quadrado, considerando-se normal
até 25 Kg/m?, excesso de peso entre 25 e 30 Kg/m?, obesidade leve entre 30 e 35 Kg/m?,
obesidade moderada entre 35 e 40 Kg/m®, obesidade moérbida entre 40 e 50 Kg/m® e
hiperobesidade acima de 50 Kg/m®’. Em 1995, a Organizagdo Mundial de Saide (OMS)
definiu que valores acima de 110% indicam sobrepeso, valores acima de 120% indicam
obesidade e acima de 140% indicam obesidade morbida (HALPERN & MANCINI, 1996,
SICHIERI, 1998). Estes valores sdo determinados em comparagdo ao peso relativo, que € a
relagio percentual entre o peso atual do individuo € o peso populacional de menor
morbimortalidade calculado a partir de tabelas preestabelecidas.

Podem ser utilizados outros métodos para diagnosticar € mensurar a obesidade, como
a medida de pregas cutineas, densitometria, impedancia bioelétrica, tomografia
computadorizada, ressondncia magnética e outros (HALPERN & MANCINI, 1996;
SICHIERI, 1998).

As pessoas obesas apresentam maior risco de diabete melito, doenga cardiovascular e
dislipidemias, principalmente na obesidade central, e risco maior de complicagdes ortopédicas
e vasculares periféricas, principalmente na obesidade periférica. Esta diferenciagdo de
distribui¢do da gordura corporea pode ser obtida pelo indice cintura-quadril (HALPERN &
MANCINI, 1996, PEREIRA, 1998).

A redug@o do peso corporal e da massa gordurosa propicia a redugdo do risco de
aparecimento de morbidades associadas a obesidade e de complica¢des delas advindas.

O mecanismo do desenvolvimento da obesidade ¢ muito complexo e entender por que
a obesidade ocorre ndo ¢ tarefa facil. E mais simples entendé-la como desequilibrio entre o
consumo alimentar e gasto energético. Sempre que o consumo for maior do que o gasto,

ocorrera deposito na forma de gordura, resultando em obesidade (SICHIERI, 1998).



Quanto aos determinantes da obesidade, a singela hipotese do consumo alimentar
exacerbado, encontra o questionamento da variabilidade de gasto energético em uma
populacdo. Existe indubitavel importancia da influéncia genética na obesidade. Muitos genes
apontados neste mecanismo estariam afetando o consumo de energia, o seu gasto ou a sua
distribuigdo para o tecido adiposo e a massa livre de gordura. Além disto, o envolvimento de
habitos alimentares, condigGes ambientais, socioculturais e sedentarismo participariam de
forma importante na génese e evolugdo da obesidade (SICHIERI, 1998).

Desta forma, para evolugio do conhecimento dos complexos mecanismos que
interferem na génese e desenvolvimento da obesidade, hd necessidade de estudos
experimentais. Do ponto de vista experimental, existe notavel evolugio, com estudo de varias
drogas e receptores especificos no encéfalo, citando como exemplo a leptina.

A administragdo neonatal de altas doses de glutamato monossodico (MSG) (Aji no
motog) a roedores e outras espécies, induz a lesGes no sistema nervoso central (SNC), em
grande parte restritos ao nucleo arqueado do hipotadlamo (ARC) e a retina (ZHANG et al,,
1994, TANAKA et al., 1978, SILVA, 1995, SCALLET & OLNEY, 1986)

O MSG acumula-se preferencialmente no ARC apds administragdo neonatal, mas ndo
se concentra de forma importante em outras areas do encéfalo apds administragdo parenteral.

O ARC ¢ conhecido pela alta concentragio de neurotransmissores ¢ também de
horménios liberadores hipofisiotroficos e a lesdo desta regido na fase neonatal implica em
efeitos na fun¢do neuroendocrina (REMKE et al., 1988; MARMO et al., 1994, NEMEROFF
et al., 1977, NEMEROFF et al., 1978; MISKOWIAK & PARTIKA, 1993; HIRATA et al,
1997, KUBOTA et al., 1994; DePAOLO & STEGER, 1985).

O MSG pode ser utilizado como instrumento de investigagdo do envolvimento do
ARC na fun¢@o neuroendécrina.

Tais lesdes hipotaldmicas e suas conseqiiéncias na fungdo neuroendodcrina apds o
tratamento com MSG, na fase neonatal, foram descritas por alguns autores (HOLZWARTH-
McBRIDE et al., 1976a ; HOLZWARTH-McBRIDE et al., 1976b) .

Estes resultados ndo foram confirmados por outros (ADAMO & RATNER, 1970,
NAKAMURA, 1975; REYNOLDS et al., 1971).

Estas diferentes opinides podem ser explicados por diferentes dosagens, horarios de

administragdo, vias de administragdo e espécies animais utilizadas.



Existem varios métodos experimentais de indugdo de obesidade em diversas espécies.
O importante fato em comum em todos os modelos de obesidade induzida por lesdo
hipotalimica é a presenca da hiperinsulinemia de jejum, em fungdo da hiperatividade
parassimpatica do sistema nervoso auténomo (SNA), mediada através do nervo vago,
causando hipersecreg¢do pancreatica de insulina (SILVA, 1995).

Na grande maioria dos modelos experimentais de obesidade, os animais sdo
hiperfagicos. Existe, entretanto, um modelo experimental de obesidade, em que o animal é

hipofagico quando comparado ao controle. Este modelo € o da obesidade induzida pelo MSG.

OBJETIVO

O objetivo deste trabalho ¢ verificar se a administragdo do glutamato monossodico em

ratos, na fase neonatal, induz obesidade e altera¢gdes biométricas aos 30 dias.



2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 INDUCAO DA OBESIDADE EXPERIMENTAL

A primeira descri¢do de lesdo hipotalamica associada a obesidade foi publicada por
MOHR em 1840, citado por Bray e York, 1979. Posteriormente, FROHLICH em 1900 e
BABINSKI em 1901, descreveram tumores na regifio hipotalamica que estavam associados a
obesidade, atrofia de glandulas, redu¢do na acuidade visual, aumento de pressdo intracraniana
e baixa estatura, conhecida como sindrome adiposogenital, que foi melhor estudada em cées e
gatos em 1939 (BRAY & YORK, 1979).

Os estudos experimentais com animais iniciaram-se com SMITH, em 1927, que
demonstrou que a remogdo da pituitaria sem lesdo do hipotadlamo nio produzia obesidade e
que a lesdo do hipotalamo com injegdes de acido cromico, mesmo com a pituitdria integra,
estava associada a obesidade (BRAY & YORK, 1979).

Em 1939, HETHERINGTON & RANSON documentaram que lesdes eletroliticas
restritas a regido do ndcleo ventromedial hipotalimico (VMH), bilateralmente, poderiam
estar associadas a obesidade. Varios trabalhos seguiram-se a este, enfatizando a importancia
do componente da hiperfagia nesta obesidade (BRAY & YORK, 1979).

O hipotadlamo passou a ser reconhecido como determinante no equilibrio entre
ingestdo alimentar e necessidades caldricas do organismo. Dentre os varios nucleos
hipotaldmicos, destacaram-se 0 VMH e o nicleo lateral do hipotdlamo (NLH). O VMH
passou a ser considerado como o “centro da saciedade” e o NLH como o “centro da fome”.

A hiperatividade do nervo vago passou a ter importancia marcante na obesidade
etiologicamente ligada a alteracdes hipotaldmicas.

A utilizagdo do MSG na indugdo da obesidade, foi mais utilizada por OLNEY a
partir de 1969 (BRAY & YORK, 1979).

A partir da década de 1980, varios trabalhos a respeito de novos neurotransmissores a
nivel de SNC, como neuropeptideo Y e, na década de 1990 a leptina, passaram a ser objetos

de varios estudos.



Existem diferentes modelos experimentais para estudar-se a obesidade e, para tanto,
podem ser utilizadas diversas espécies animais, como roedores, gatos, cdes, coelhos, galinhas,
macacos e até seres humanos (KING & FROHMAN, 1982, BRAY & YORK, 1979).

Os modelos mais utilizados s@o os provocados por lesdes hipotaldmicas,
principalmente do VMH e nucleos adjacentes, através de lesdo eletrolitica, por
radiofrequéncia (HOLZWARTH-McBRIDE et al., 1976a ; HOLZWARTH-McBRIDE et al,
1976b), por remogdo mecanica (GOLD et al., 1980) ou quimicamente por drogas. Dentre as
drogas, pode-se utilizar bipiperidil-mostarda (SCALLET & OLNEY, 1986), MSG,
norepinefrina (GOLD et al., 1980), nitroquinolina, aureotioglucose (GTG), insulina,
corticosterdides, ciproheptadine ou fenotiazina (BRAY & YORK, 1979).

Também podem ser utilizados varios modelos geneticamente obesos de ratos e
camundongos (SILVA, 1995; BRAY & YORK, 1979).

Pode-se obter obesidade através de dieta hipercalorica via oral ou intragastrica,
administrando-se dietas extremamente palatdveis aos roedores (SCLAFANI, 1987,
SNOWDON & EPSTEIN, 1970, BRAY & YORK, 1979).

Existem os modelos endocrinos, obtidos por ooforectomia bilateral em ratas (GOLD et
al., 1980), por administragdo excessiva de glucocorticoides em hamsters, provocando-se
hipotireoidismo ou provocando-se deficiéncia de horménio do crescimento (GH) (BRAY e
YORK, 1979).

Nos modelos em que existe algum tipo de lesdo no SNC, observa-se que o principal
mecanismo da obesidade € a hiperinsulinemia de jejum (INOUE & BRAY, 1977), com
normoglicemia, com hiperfagia presente ou ndo, acompanhado de aumento da massa de
tecido adiposo e alteragdo na resposta das ilhotas pancreaticas isoladas a glicose e a
neurotransmissores (SILVA, 1995).

Sugere-se que o mecanismo de obesidade mediado pelo nervo vago, através de
hiperinsulinemia, apesar de nio ser exclusivo, ¢ muito importante (KING & FROHMAN,
1982).

A participagio do SNA nestes modelos experimentais € muito importante. As
catecolaminas inibem a secre¢do de insulina e a estimulagdo elétrica do nervo vago ou
administragio de agentes colinérgicos potencializam a secre¢do de insulina estimulada por
glicose (SILVA, 1995; SMITH & PORTE, 1976).



O funcionamento do SNA em ratos altera-se pela lesdo bilateral do VMH, levando a
redugdo da mobilizagdo de acidos graxos sob estresse (INOUE & BRAY, 1977) e aumento da
secregdo de insulina, induzida por substratos, mediada pelo nervo vago. A lip6lise ao nivel do
tecido adiposo marrom estd diminuida pelo bloqueio do SNA simpatico e pela agdo da
hiperinsulinemia (ROHNER-JEANRENAUD et al, 1992; JEANRENAUD, 1985). A
lipogénese esta estimulada, sendo uma das causas da obesidade. Em ratos, lesdo bilateral do
VMH, causa hipoatividade do SNA simpatico e hiperatividade vagal e, consequentemente,
hiperinsulinemia (BRAY, 1991, ROHNER-JEANRENAUD et al, 1983; ROHNER-
JEANRENAUD & JEANRENAUD, 1985). Além disto, estes animais com lesdo do VMH
apresentam aumento nos reflexos da digestdo, melhorando a eficiéncia digestiva e absortiva
(KING & FROHMAN, 1982).

KING propbe que ndo mais que 40% do ganho de peso na obesidade induzida pelo
hipotalamo seja devido a insulinemia mediada pelo nervo vago (KING & FROHMAN,
1982).

SCLAFANI (1981) sugere que a hiperinsulinemia seja conseqii€ncia e ndo causa da
hiperfagia.

Lesdo bilateral do VMH causa sindrome de obesidade, hiperinsulinemia e hiperfagia.
Quando promove-se lesdo apenas nas areas proximas ao ARC, como por exemplo com MSG,
ndo ha hiperfagia (SCALLET & OLNEY, 1986).

O componente de hiperfagia depende do ARC e VMH, que controlam a saciedade
(SCALLET & OLNEY, 1986; KING & FROHMAN, 1982).

A sindrome da obesidade tem duas fases, a primeira dindmica caracterizada por
aumento de ingestdo alimentar e rapido ganho de peso e a segunda, estatica, caracterizada por
ingestdo alimentar proxima a habitual e com manutengdo da obesidade acumulada (KING &
FROHMAN, 1982).

A explicag@o mais aceita pela literatura, para a maior adiposidade destes animais e até
no homem em algumas circunstincias, € a hipertonia parassimpatica vagal com

hiperinsulinemia e hiperfagia.



2.2 EFEITOS DO MSG (GLUTAMATO MONOSSODICO)

2.2.1 Defini¢ao

O MSG é uma das formas do aminoécido dicarboxilico, L-glutamato. E amplamente
utilizado na culinaria como condimento alimentar, como substituto do sal e composigdo de
varios produtos alimentares, além se ser componente de varias drogas (BETRAN et al., 1992;
FRIEDER & GRIMM, 1984).

O MSG pode ser utilizado, experimentalmente, como aminoacido citotoxico
(neurotoxina) (MISKOWIAK & PARTYKA, 1993). Quando injetado, na fase neonatal, em
ratos e camundongos, produz uma sindrome com alteragdes enddcrinas e metabolicas,
caracterizada, basicamente, por redu¢do do crescimento corporal e obesidade (SILVA, 1995;
DAWSON et al., 1997, KANAREK & MARKS-KAUFMAN, 1981; CAMERON et al., 1978,
HAMAOKA & KUSUNOKI, 1986).

2.2.2 Mecanismo de aciio

ACAO NEUROTOXICA

Quanto mais jovens os ratos, mais sensiveis aos efeitos neurotoxicos do MSG
(SERESS, 1982).

Quando o MSG ¢ administrado para o animal, na agua ingerida, durante a fase pré-
natal, em especial na segunda e terceira semanas de gestacdio, ele atravessa a barreira
placentaria e atua da mesma maneira em sua prole (FRIEDER e GRIMM, 1984).

Os efeitos sdo devidos a picnose e intumescimento celular, causando a destruigdo de
80% a 90% dos neurdnios da regido do ARC (SILVA, 1995; SCALLET & OLNEY, 1986;
HOLZWARTH-McBRIDE et al., 1976a ; HOLZWARTH-McBRIDE et al., 1976b, SERESS,
1982; NASCIMENTO CURI et al., 1991; RIBEIRO et al., 1989; NEMEROFF et al., 1978,
FRIEDER & GRIMM, 1984, NEMEROFF et al., 1977, FISHER et al., 1991, MISKOWIAK
& PARTYKA, 1993; SHAPIRO et al., 1986; DAWSON et al., 1997, DOLNIKOFF et al,,
1988, KUBOTA et al., 1994; TANAKA et al., 1978), eminéncia média (HOLZWARTH-
MCcBRIDE et al., 1976a; HOLZWARTH-McBRIDE et al., 1976b, TANAKA et al., 1978),
area postrema do hipotalamo, retina (NEMEROFF et al, 1978; FISHER et al., 1991,



SHAPIRO et al., 1986), nervo optico (OTOYA et al., 1996), giro denteado do hipocampo
(FISHER et al., 1991) e regido pré-optica (TANAKA et al, 1978). Desta forma, quando
injetado na fase neonatal, altera o funcionamento normal do eixo pituitario-hipotaldmico do
animal (SILVA, 1995).

Portanto, ocorre a destruigdo parcial do sistema tuberoinfundibular colinérgico e
dopaminérgico do hipotalamo.

A regido do ARC mais atingida se localiza na sua parte anterior, que esta ao nivel do
VMH. Em ratos, a parte anterior do ARC corresponde a 55% do total de neurdnios do referido
nacleo. Os neurénios MSG sensiveis sio dopaminérgicos, observando-se importante redugéo
dos niveis de dopamina no hipotalamo medial-basal. Apesar da parte posterior do ARC ser
constituida por neuronios dopaminérgicos, esta nio € afetada pelo MSG (SERESS, 1982).

Sugere-se que o aminoacido glutamato seja 0 mais importante neurotransmissor
excitador no hipocampo, na cortex, no cerebelo e no hipotdlamo (MISKOWIAK &
PARTYKA, 1993).

O MSG administrado na fase neonatal ndo lesa apenas o ARC (HOLZWARTH-
MCcBRIDE et al., 1976a; HOLZWARTH-McBRIDE et al., 1976b). Existem neurdnios que sao
mais resistentes ao glutamato neurotoxico e esta diferenga seria devido a diferentes tipos de
receptores, diferentes sistemas mensageiros secundarios ou diferentes niveis de ativagdo de
canais idnicos (MISKOWIAK & PARTYKA, 1993).

Entretanto, a destruicio do ARC pelo MSG leva a redugdo de concentracdo de
substincia P e substancia K no nucleo paraventricular hipotalamico (PVN) (MISKOWIAK &
PARTYKA, 1993).

Observou-se alteragGes significativas no exame histologico a microscopia eletronica
da eminéncia média . O ARC € o maior contribuinte neuronial para a eminéncia média
(HOLZWARTH-McBRIDE et al., 1976a; HOLZWARTH-McBRIDE et al., 1976b).

Anatémica e funcionalmente o ARC apresenta muitas conexdes. O maior controle dos
neurdnios parvicelulares hipotaldmicos sobre a pituitdria deve-se a produgio, nesta area, dos
horménios liberadores, que se projetam na eminéncia média e deste ponto até o plexo capilar
portal cerebral (HOLZWARTH-McBRIDE et al., 1976a;, HOLZWARTH-McBRIDE et al,,
1976b) .
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Os resultados de OTOYA et al., em 1996, sugerem que os efeitos do MSG a nivel de
receptores do acido N-methyl-D-aspartico (NMDA) de areas do hipotalamo e areas adjacentes

participam nas alteragdes de comportamento e resposta neuroendécrina anormal de roedores.

2.2.3 Agiio sobre o nicleo ventromedial hipotalimico

O VMH é€ considerado um dos centros controladores do metabolismo das gorduras
(ZHANG et al., 1994). Quando lesado pelo MSG, pode-se constatar redugdo de termogénese e
lipolise a nivel de tecido gorduroso marrom (YOSHIOKA et al., 1991).

O MSG também afeta cerca de dois tergos ventrais do VMH, além do ARC e outros
nucleos adjacentes em camundongos (TANAKA et al., 1978, YOSHIOKA et al., 1991).

Ratos injetados com MSG na fase neonatal, apresentam redug@o do acido ribonucleico
(RNA) nas células do VMH, com 12 semanas de vida, indicando que a obesidade pode ser
devido a hipofungio das células do VMH (ZHANG et al., 1994) e redugdo do numero de
células neste nucleo (SUN et al., 1991). As oscilagdes do RNA indicam atividade funcional
destas células. A atividade do VMH esta inversamente relacionada a deposi¢do da massa
gordurosa.

Por outro lado, mensurando-se RNA nas células do NLH e na regido cortical do
cérebro, ndo se observa correlagdo com a gordura corporal (ZHANG et al., 1994).

Ratos desnutridos na fase neonatal, apresentam importante decréscimo da massa
gordurosa e aumento de RNA nas células do VMH (ZHANG et al., 1994).

2.2.4 Produciio de hormonios liberadores

Sugere-se que o ARC seja o local de produgdo do horménio liberador do horménio
luteinizante (LH-RH) e horménio liberador do horménio foliculo estimulante (FSH-RH). O
horménio tireotropico (TRH) é encontrado no ARC, além de outros centros. Desta forma, o
ARC torna-se importante na regulacio da fungdo gonadal pituitaria e, pelo menos
parcialmente, na regulagdo pituitaria-tiredide (HOLZWARTH-McBRIDE et al., 1976a,
HOLZWARTH-MCcBRIDE et al., 1976b).

As células nervosas do ARC que produzem horménio liberador do horménio do
crescimento (GH-RH) s@o destruidas pelo MSG na fase neonatal ( DAWSON et al., 1997).
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Nos ratos injetados com MSG, observa-se concentragdes normais de TRH, LH-RH e
somatostatina no cérebro , e concentragdes normais de neurotransmissores no hipotalamo,
como a norepinefrina, serotonina e acido glutdmico descarboxilase. Nestes mesmos animais,
observa-se niveis reduzidos, no ARC e eminéncia média, de colina-acetiltransferase e
dopamina (NEMEROFF et al., 1978).

2.2.5 Efeitos no animal - sindrome induzida pelo MSG

Os ratos injetados com MSG apresentam sindrome constituida de excessiva
adiposidade, hipoatividade (REMKE et al, 1988; SILVA, 1995; ZHANG et al, 1994
DOLNIKOFF et al., 1988, BETRAN et al,, 1992, REMKE et al., 1991), decréscimo no
comprimento nasoanal (CNA) (MISKOWIAK & PARTYKA, 1993; DOLNIKOFF et al,
1988), redugdo de massa protéica (RIBEIRO et al., 1989), automutilagio da cauda e redugdo
em massa de glandulas endocrinas e hipotireoidismo (SERESS, 1982; NASCIMENTO CURI
et al., 1991, NEMEROFF et al., 1977, NEMEROFF et al., 1978).

Estes animais ndo s@o hiperfagicos, pelo contrario, ora sdo normo ora sdo hipofagicos
(KANAREK & MARKS-KAUFMAN, 1981), apresentam baixo peso corporal e reduzida
massa muscular (REMKE et al., 1988; SILVA, 1995; ZHANG et al., 1994).

Alguns autores ndo observaram menor peso nos ratos tratados com MSG quando
comparados com os do grupo controle (MISKOWIAK & PARTYKA, 1993).

Camundongos tratados com MSG na fase neonatal apresentam indice de Lee
aumentado aos 30, 60 e 90 dias de vida, aumento da adiposidade, hiperinsulinemia e
normoglicemia de jejum quando comparados com os do grupo controle (CAMERON et al.,
1978).

2.2.6 Efeitos nos orgios dos animais

Em ratos injetados com MSG, o peso absoluto e relativo de varios 6rgdos como
pituitaria, figado, coragdo, bago, pancreas e adrenais estdo reduzidos (SILVA, 1995, REMKE
et al., 1988; DOLNIKOFF et al., 1988; SCLAFANI, 1987). Ocorre o contrario nos ratos com

lesio do VMH , onde observa-se aumento no peso de varios orgdos, como figado, pancreas,
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intestino delgado e intestino grosso (KIBA et al., 1991; SILVA, 1995), pois ndo ha alteragdo
no metabolismo protéico e, além disto, estes animais sdo hiperfagicos.

Nao ha hiperplasia ou hipertrofia de ilhotas pancfeéticas (SILVA, 1995).

Observou-se que adrenais de camundongos tratados com MSG ndo sdo afetadas
(HOLZWARTH-McBRIDE et al., 1976a; HOLZWARTH-McBRIDE et al, 1976b;
NEMEROFF et al., 1978).

Observou-se que, em camundongos tratados com MSG, o desenvolvimento dos
orgdos, em relagdo ao peso, evolui de trés formas diferentes. O primeiro grupo de o6rgéos,
coragdo, pulmdes, bago, pancreas, rins, testiculos, cérebro e glandulas submandibulares,
permaneceram abaixo do peso em relagio ao controle durante o creséimento do animal. O
segundo grupo de 6rgdos, figado e estdbmago, permaneceram abaixo do peso até 12 semanas
de vida e passaram a peso semelhante ao controle apos 16 semanas de vida, sendo que o
figado torna-se infiltrado de gordura nesta fase. O terceiro grupo de orgdos, gordura
epididimal, intestino delgado e colon, permaneceram abaixo do peso, em relagdo ao grupo
controle, até 4 semanas de vida e tornaram-se mais pesados que os do grupo controle depois
de 8 semanas de vida (HAMAOKA & KUSUNOKI, 1986).

O intestino delgado dos camundongos evolui com hipoplasia das criptas até 4 semanas
de vida e ap6s 8 semanas apresenta-se com hiperplasia e hipertrofia crescentes das criptas
(HAMAOKA & KUSUNOKI, 1986). Também existe maior atividade das enzimas
dissacaridases jejunais (YOSHIOKA et al,, 1991). Estas observagdes sugerem a grande
capacidade digestiva e absortiva destes animais e o baixo gasto energético, principalmente
hepatico, colaborando, também, para o desenvolvimento da obesidade nestes roedores
(HAMAOKA & KUSUNOKI, 1986).

Em camundongos, observa-se que o pico sérico do MSG injetado ocorre em 60
minutos e retorna aos niveis anteriores em 6 a 8 horas. Desta forma, a supressdo da atividade
proliferativa celular dos 6rgdos dos animais ndo ocorre por agdo toxica direta pelo MSG, mas
por disturbio do sistema hipoéfise-hipotalamico (HAMAOKA & KUSUNOKI, 1986).

2.2.7 Hormonio de Crescimento

Os niveis circulantes de GH, sua secre¢do basal e pulsétil, apresentam-se reduzidos
(DOLNIKOFF et al., 1988; MISKOWIAK & PARTYKA, 1993; KANAREK & MARKS-
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KAUFMAN, 1981; SHAPIRO et al., 1986; DePAOLO & STEGER, 1985; MAITER et al,,
1991), bem como o GH-RH, o que explicaria a redugido do tamanho do esqueleto do animal (
KANAREK & MARKS-KAUFMAN, 1981; KUBOTA et al., 1994).

Nos ratos injetados com MSG na fase neonatal, observam-se niveis diminuidos de
somatostatina no ARC e eminéncia média, e niveis aumentados de somatostatina no pancreas
e antro gastrico (DePAOLO & STEGER, 1985).

Shapiro sugere que além da deficiéncia de GH haveria insensibilidade irreversivel da
célula alvo ao GH (SHAPIRO et al., 1993).

2.2.8 Capacidade Reprodutiva

Os ratos injetados com MSG apresentam diminuig¢éo na capacidade reprodutiva, com
reducdo do peso de pituitaria anterior (MISKOWIAK & PARTYKA, 1993), génadas, utero e
prostata (DOLNIKOFF et al., 1988).

Os camundongos injetados com MSG apresentam ovarios e testiculos diminuidos.
Apesar disto, a capacidade reprodutiva dos camundongos machos ndo € significantemente
afetada (HOLZWARTH-McBRIDE et al., 1976a; HOLZWARTH-McBRIDE et al., 1976b).

Em ratos, na observagdo histologica, os ovarios, testiculos e pituitaria sio normais.
Constatou-se comportamento sexual normal, mas as fémeas eram inférteis (SERESS, 1982).

SHAPIRO observou redug@o do volume de adrenais e gonadas mais intensamente nas
fémeas do que nos machos. Apesar disto, constatou-se que estes animais eram férteis
(SHAPIRO et al., 1986).

Os niveis de prolactina, horménio foliculo estimulante (FSH) e horménio luteinizante
(LH) sdo normais (DOLNIKOFF et al., 1988; KUBOTA et al., 1994), com discreta redugdo
de estradiol e testosterona (KUBOTA et al,, 1994). Nos ratos machos tratados com MSG
pode-se observar niveis de prolactina séricos elevados (NEMEROFF et al., 1978,
DOLNIKOFF et al., 1988) ou normais (DOLNIKOFF et al., 1988).

Estes ratos apresentam niveis de esteroides gonadais diminuidos (DOLNIKOFF et al.,
1988).
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2.2.9 Hipofagia e Obesidade

Alguns autores constataram que os ratos injetados com MSG s@o normofagicos, ndo
observando-se hipofagia em relagdo aos ratos do grupo controle. A impressdo dos autores €
que a obesidade destes ratos € metabdlica e ndo decorrente do aumento da ingestdo alimentar
(NEMEROFF et al., 1977).

Constatou-se que os ratos injetados com MSG consomem menos proteinas, mais
carbohidratos e semelhantes quantidades de gordura, quando comparados aos do grupo
controle (KANAREK & MARKS-KAUFMAN, 1981).

Os ratos injetados com MSG podem sobreviver por mais de 21 dias quando
alimentados exclusivamente com agua, em contraste com os ratos do grupo controle que
vivem no maximo 9 dias em tais condigées (RIBEIRO et al,, 1989). A reserva lipidica
retroperitoneal dos ratos injetados com MSG comega a diminuir apenas a partir do sexto dia
de jejum absoluto, sendo que nesta fase, os ratos do grupo controle perderam muito mais
reserva lipidica que os ratos injetados com MSG. Estes conseguem manter altos niveis de
lipideos no figado, mesmo no jejum. Isto permite sobrevida prolongada em fungdo das
reservas lipidicas ( RIBEIRO et al., 1989).

Os ratos machos na fase adulta, injetados com MSG no periodo neonatal, apresentam
aumento da lipogénese no figado, retroperitonio e testiculos. A lipogé€nese pode ser
diminuida sob administragdo de Triton WR 1339, um inibidor da enzima lipase lipoproteica
(LPL) (NASCIMENTO CURI et al., 1991).

Ha maior acimulo de gordura nos camundongos injetados com MSG, mais
acentuadamente nas fémeas (HOLZWARTH-McBRIDE et al., 1976a;, HOLZWARTH-
McBRIDE et al., 1976b).

Em fémeas de ratos observa-se aumento da lipogénese apenas nos ovarios € no
retroperitonio. Ndo h4 aumento da lipogénese no figado e ndo ha resposta ao uso de inibidor
da LPL (NASCIMENTO CURI et al., 1991).

Portanto, ha uma resposta dependente do sexo do animal no desenvolvimento da
obesidade induzida pelo MSG (NASCIMENTO CURI et al., 1991).

O acumulo de gordura deve-se ao aumento da sintese de acidos graxos (lipogénese “de
novo”) e a reduzida mobilizagdo de gorduras (NASCIMENTO CURI et al., 1991). Existe uma

atividade aumentada da LPL no retroperitonio e gonadas dos ratos , sendo que, apenas nos
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ratos machos observa-se aumento da atividade da LPL no figado NASCIMENTO CURI et
al., 1991, MARMO et al., 1994).

Em ratos, a obesidade induzida pelo MSG na fémea é mais intensa que no macho,
devido a decréscimo no peso e na atividade ovariana e, consequentemente, a provavel
reducdo dos niveis de estrogénios (NASCIMENTO CURI et al., 1991; NEMEROFF et al,,
1977).

Existe susceptibilidade maior dos ratos machos, em relagdo as fémeas, ao MSG,
observando-se lesdo neuronial mais intensa e abrangente, com mais intensa hipofagia (SUN
et al., 1991).

Observa-se hipertrofia celular do tecido adiposo de gbnadas e retroperiténio dos ratos
machos injetados com MSG, caracterizando obesidade do tipo hipertréfico (NASCIMENTO
CURI et al., 1991; OCHI et al., 1988).

Em ratos injetados com MSG, a capacidade termogénica do tecido adiposo marrom e a
taxa metabolica basal estdo diminuidos (REMKE et al., 1988; SILVA, 1995; BETRAN et al,
1992), devido a menor atividade simpatica neste tecido (ARNDT et al., 1991; SILVA, 1995),
também constatado em camundongos injetados com MSG (YOSHIOKA et al., 1991).

Também observa-se hipertrigliceridemia nos ratos com obesidade induzida pelo MSG
(ZHANG et al., 1994, DAWSON et al., 1997, CHIKAMORI et al., 1977), além de maior
nivel de acidos graxos livres no plasma (CHIKAMORI et al., 1977). A composigdo da
gordura dos ratos tratados com MSG, demonstra uma redugio na razdo acido linoleico/ acido
palmitico, muito similar aos efeitos da insulina. Tais alteragdes nio sdo afetadas pela ingestdo
alimentar ou hipofisectomia. Todas estas alteragdes estdo diretamente correlacionadas com o
grau de obesidade e peso da gordura epididimal (CHIKAMORI et al., 1977, MARMO et al,,
1994).

Observa-se hiperinsulinemia por aumento da secre¢do de células B das ilhotas
pancreaticas (CHIKAMORI et al., 1977, BERTHOUD & JEANRENAUD, 1979), que estdo
associadas a atividade lipogénica e da LPL em ratos com obesidade induzida pelo MSG
(YOSHIOKA et al., 1991).
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2.2.10 Insulinemia e glicemia

Ocorre hiperatividade colinérgica hipotaldmica, aumentando a tonicidade vagal,
induzindo a alteragdes secretorias no pancreas, com hiperinsulinemia de jejum e obesidade
(SILVA, 1995, CHIKAMORI et al., 1977). Observa-se aumento de 20% da atividade da
enzima acetil colinesterase nos homogeneizados de figado e pancreas de camundongos
injetados com MSG aos 30, 60 e 90 dias de vida, o que indica maior atividade colinérgica no
pancreas, principalmente nas ilhotas pancreaticas que s@o mais inervadas que o tecido
acinoso (SILVA, 1995). ATEF et al., em 1992 e em 1995, também demonstraram aumento do
fluxo sangiiineo nas ilhotas pancreaticas de ratos obesos com lesdo hipotaldmica, mediada por
fibras colinérgicas vagais.

Ocorre insulinemia basal mais alta (SCLAFANI, 1987, HIRATA et al., 1997), apesar
de normoglicemia, que € uma caracteristica da fase estacionaria da obesidade, quando os
adipocitos atingem um didmetro de 100 pum, e, assim, tendem & resisténcia & insulina
(SILVA, 1995, REMKE et al., 1988; SCLAFANI, 1987).

Na obesidade, a hiperinsulinemia tem importante papel na hipersensibilidade a propria
insulina (SCLAFANI, 1987). Apesar do certo grau de resisténcia periférica a insulina, ainda
existe hipersensibilidade a mesma, pelo menos in vitro, que sobrepuja a resisténcia e €
importante na génese da obesidade (MARMO et al., 1994).

Estas alteragdes estdo presentes, também, nos ratos com lesdo bilateral do VMH
(CAMPFIELD & SMITH, 1983; ZHANG et al., 1994).

Em camundongos, no tecido gorduroso branco, tecido gorduroso marrom, musculo
esquelético e coragdo ha redugdo dos receptores GLUT 4, sugerindo que a obesidade
induzida pelo MSG esteja vinculada a modulagdo deste receptor em todos os tecidos sensiveis
a insulina, explicando a resisténcia a insulina estimulada pela glicose e hiperinsulinemia
compensatoria (MACHADO et al., 1994; PAPA et al., 1997). Em camundongos obesos pelo
MSG, com perda de peso por restrigio alimentar e consequente redugdo da massa gordurosa
branca e marrom, observa-se aumento do conteudo de receptores GLUT 4 e melhora da
sensibilidade a insulina por parte destes tecidos ( PAPA et al., 1997).

A estimulag@o do nervo vago promove aumento na concentra¢do de insulina circulante
em ratos, gatos e porcos. Este efeito pode ser bloqueado pela atropina em ratos, bloqueando-

se 0s receptores muscarinicos, o que nio acontece em gatos e porcos (MILLER, 1981).
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GLUCAGON
Nos ratos injetados com MSG, observa-se niveis séricos de glucagon normais
(NEMEROFF et al., 1978).

2.2.11 Corticosteroides

Ratos injetados com MSG na fase neonatal apresentam niveis basais de
corticosteroides elevados (HIRATA et al,, 1997, DAWSON et al, 1997), prncipalmente
durante o periodo diurno (DOLNIKOFF et al., 1988; KUBOTA et al., 1994), apesar dos
niveis normais de horménio adrenocorticotropico (ACTH) (HOLZWARTH-McBRIDE et al.,
1976a, HOLZWARTH-McBRIDE et al., 1976b, SHAPIRO et al., 1986). Os niveis elevados
de corticosterona sdo dependentes dos niveis de ACTH (DOLNIKOFF et al., 1988), e ndo
responsivos ao efeito supressivo de injegdo de dexametasona, sugerindo comprometimento do
eixo pituitario-hipotaldmico na regulagio da fun¢io da glandula supra-renal (DOLNIKOFF et
al., 1988).

2.2.12 Metabolismo Protéico

Os ratos injetados com MSG quando submetidos ao jejum e alimentados
exclusivamente com agua, apresentam maior retengdo nitrogenada quando comparados com
os ratos do grupo controle, otimizando a utilizagdo de proteinas, com um menor nivel
plasmatico de uréia, corroborando menor neoglicogénese hepatica a partir de substratos
protéicos (RIBEIRO et al., 1989; BETRAN et al., 1992).

2.2.13 Funcio Tireoideana

Observou-se redugéo dos niveis hormonais na glindula tireéide dos ratos injetados
com MSG (DOLNIKOFF et al., 1988; NEMEROFF et al., 1977) e constatou-se maior peso de
glandula tiredide nos ratos injetados com MSG que nos controle. Apesar de que o indice
coldide, estroma e epitélio / coloide ndo sdo diferentes do controle (MISKOWIAK &
PARTYKA, 1993).
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HORMONIO TIREOTROPICO (TRH)

O TRH ¢ produzido pelo PVN e este ndo € destruido pelo MSG (MISKOWIAK e
PARTYKA, 1993), sugerindo-se que o MSG afeta o eixo pituitario-tiredideo de forma ndo
intensa, pois os niveis de horménios tiredideos séricos nem sempre estdio diminuidos

(DOLNIKOFF et al., 1988; MISKOWIAK & PARTYKA, 1993; KUBOTA et al., 1994).
2.2.14 Outros Neurotransmissores

Os ratos injetados com MSG apresentam reduzidos niveis hipotaldmicos de
neuropeptideo Y (NPY), B endorfina e dopamina (DAWSON et al., 1997).
O NPY e B endorfina sdo estimuladores de ingestdo alimentar. A sua deplegéo nos

ratos injetados com MSG pode explicar a hipofagia destes animais (DAWSON et al., 1997).

NEUROPEPTIDEO Y

O NPY ¢ o mais importante neurotransmissor cerebral, encontrado no ARC e no PVN.
A sintese de NPY no ARC ¢ inibida pela insulina. Aumento da atividade do NPY no ARC
esta associado a redugdo na produgdo de GH, TRH, prolactina e glucocorticoides
(FRANKISH et al., 1995). '

O NPY injetado no PVN induz hiperfagia, redugdo no gasto energético, obesidade e
hiperinsulinemia (FRANKISH et al, 1995, SAINSBURY et al, 1997, ROHNER-
JEANRENAUD, 1995), provocando aumento da lipogénese hepatica, maior atividade da LPL
e maior captagdo de glicose pelo adipécito (ROHNER-JEANRENAUD, 1995). A
hiperinsulinemia € mediada pelo nervo vago, pois a vagotomia troncular previne a
hiperinsulinemia basal e hiperinsulinemia induzida pela glicose. O NPY injetado no
ventriculo cerebral propicia aumento dos niveis de ACTH e corticosterona nos primeiros dois
dias de infusdo, normalizando-se em 4 a 6 dias depois de cessada a infusio (SAINSBURY et
al., 1997).

A injegdo central de NPY propicia efeitos no trato gastrointestinal, como aumento na
secregdo de suco gastrico e bile (SAINSBURY et al., 1997).

Acredita-se em sua importancia na regulagio do balango energético e metabdlico e
pode ser encontrado em hipotalamos humanos (FRANKISH et al., 1995).
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LEPTINA

A leptina € uma proteina secretada por adipocitos € tem um importante papel na
regulagdo do apetite ¢ adiposidade. E o sinal periférico para o hipotalamo para regulagdo do
metabolismo energético. Ha indicios da presenca de receptores de leptina no ARC do
hipotalamo. Ratos Sprague-Dawley obesos injetados com MSG apresentam elevados niveis
de leptina (DAWSON et al., 1997).

A leptina pode suprimir o ganho de peso, depdsito de gordura corporal e perigonadas,
além da ingestdo alimentar noturna em ratos normais, mas ndo afeta os ratos injetados com
MSG. O efeito sobre a perda de peso nos ratos controle ocorreu, neste estudo, de forma
cumulativa (DAWSON et al., 1997).

Implante de minibombas osmoéticas de leptina em ratos ocasionaram significante
redugdo do peso do figado, bago e coragdo, e nos niveis do fator de crescimento insulina-
simile I, o que ndo ocorreu nos injetados com MSG (DAWSON et al., 1997).

A administragdo de leptina ndo afeta os niveis de insulinemia dos ratos injetados com
MSG, mas reduz a insulinemia nos ratos controle (DAWSON et al., 1997).

A leptina pode participar da mobilizagdo de gordura através de receptores localizados
no ARC. Os ratos injetados com MSG com elevados niveis de leptina circulantes
desenvolvem obesidade intensa (DAWSON et al., 1997).

A leptina pode suprimir o apetite através da inibigdo da ag@io ou da sintese do NPY.
Postula-se a existéncia de um receptor com RNA mensageiro para leptina no hipotalamo
como potencial local de a¢do da mesma (DAWSON et al., 1997).

Existe a possibilidade de alteragdo da regulag¢@o do nivel de adiposidade mediada pela
leptina, através da destruigdo dos receptores de leptina ao nivel de ARC, atenuando o
feedback gerado pela leptina circulante, explicando o mecanismo de ag¢do do MSG
(DAWSON et al., 1997).

A inabilidade dos ratos injetados com MSG para responder a leptina, pode estar
relacionada a destruigdo dos neurénios GH-RH do ARC. Como o GH é lipolitico, a redugdo
do GH e da supressdao do fator de crescimento insulina-simile I poderia contribuir para a
deposigdo de gordura nos ratos injetados com MSG (DAWSON et al., 1997).

A supressdo do apetite, a perda de peso corporal e a redugio do deposito de gordura
mediada pela leptina, podem ser todas atenuadas pelo tratamento com MSG. Isto também

ocorre na administragdo de GTG, que por sua vez, causa lesio do VMH e porgdo dorsal do
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ARC. Com estes fatos, corrobora-se a hipotese de que os principais receptores de leptina
localizam-se na porg@o dorsal do ARC, pois o0 MSG causa minimas alteragdes no VMH.
Sabendo-se que o MSG também lesa outras estruturas circunventriculares, ndo descarta-se a
possibilidade de agdo da leptina nestes centros (DAWSON et al., 1997).

Como no animal injetado com MSG ja existe redugdo do NPY, este mecanismo pode
inibir, total ou parcialmente, ainda mais o apetite. A explicagdo para isto, seria a a¢do da
leptina, em receptores poupados pela lesdo causada pelo MSG (DAWSON et al., 1997).

E possivel que a administragio exdgena de leptina ou a leptina endégena secretada
pelos adipocitos, ndo seria efetiva na redugdo da ingestdo alimentar e peso corporal nos
animais injetados com MSG, pois ndo haveria receptores integros para a leptina atuar a nivel

de hipotalamo, mais especificamente no ARC (DAWSON et al., 1997).
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3 MATERIAL E METODO

3.1 AMOSTRA

Numero total de animais: 52

Espécie e linhagem: Rartus norvegicus de linhagem Wistar do proprio Biotério
Central da Universidade Estadual de Maringa.

Sexo: macho.

Idade: S dias de vida, para indugdo da obesidade.

Peso: acompanhamento ponderal.

Local da experimentagdo: Laboratério de Biologia Celular da Secregdo do
Departamento de Biologia Celular e Genética - Centro de Ciéncias Bioldgicas e Centro de
Ciéncias da Saide - Universidade Estadual de Maringé - Maringa - Pr.

Condi¢des de alojamento: adequados ao delineamento experimental (RIBEIRO et al.,
1995; DeLUCA et al., 1996).

Instituigdo: Biotério Setorial do Departamento de Biologia Celular e Genética.

Periodo de adaptagdo: Foram utilizados para experimentacdo, ratos recém-nascidos de
uma mesma linhagem. Os acasalamentos, na propor¢do de um macho para quatro fémeas,
foram realizados no proprio biotério, aguardando-se o periodo de gestacdo, que € de 21 a 25
dias (SERESS, 1982). Ap6s o nascimento, cada rata lactante permaneceu com apenas 6
filhotes, com o objetivo de garantir maior capacidade lactotrofica para a ninhada, por um
periodo de 21 dias apds o nascimento. Foram aproveitados na ninhada, o maior nimero
possivel de filhotes machos.

Condigdes de confinamento:

Tipo e dimensdes da gaiola: padrdo do Biotério Setorial do Departamento de
Biologia Celular e Genética.

Numero de animais por gaiola: 1

Periodo de luz ciclico de 12 horas (claridade das 7:00 hs as 19:00 hs).

Ambiente: arejado.

Controle de temperatura : 23 £ 2 °C.

Ambiente: sem ruidos.

Umidade: relativa do ar, nos limites padronizados pelo biotério

Condig¢des nutricionais:



Administra¢@o “ad libitum” de ragdo comercial Purinag € agua.
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3.2 DELINEAMENTO EXPERIMENTAL

Os animais foram distribuidos aleatoriamente nos seguintes grupos:
Grupo I - injegdo de solugdo salina hiperosmotica  (n=26)

Grupo II - injegdo de glutamato monossodico (MSG) (n=26)

Os animais obtidos, ratos machos, foram produtos dos acasalamentos no biotério. Os
ratos do grupo II foram submetidos a injecGes subcutaneas de MSG na concentragdo de 24%,
com 240 mg por ml de solugdo, na regido cervical posterior, uma vez ao dia, nos primeiros 5
dias de vida, na dose de 4mg/g de peso corporal.

Os ratos do grupo I foram submetidos a inje¢Ges subcutineas de solugdo salina na
concentrag@o de 12,5%, com 125 mg por ml de solugdo, nos mesmos locais € com a mesma
freqiiéncia, na dose de 1,25 mg/g de peso corporal. O peso e o CNA dos animais foram
registrados aos 30 dias de vida, para o calculo do indice de Lee, que € a razido da raiz clbica
do peso corporal (em gramas) sobre extensio nasoanal (em centimetros) multiplicado por

1000, conforme formula abaixo:

3 ,
peso x 1000

CNA
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3.3 ETAPAS EXPERIMENTAIS

3.3.1 O experimento

Os animais foram submetidos a pesagem em balanga com graduagdo em gramas
imediatamente antes da injegdo, ou seja, no primeiro dia de vida e novamente no trigésimo
dia. Peso entre 5 e 7 g no primeiro dia de vida foi utilizado como fator de inclusdo, sendo que
os animais fora deste parametro foram excluidos do estudo. (Figura 1). Estes animais ndo

foram submetidos a medida de CNA e indice de Lee.

FIGURA 1 - RATO WISTAR - 1° DIA DE VIDA.




Os animais foram submetidos a inje¢do de MSG e de solu¢do salina hiperosmotica de

acordo com a divis@o dos respectivos grupos (Figura 2).

FIGURA 2 - RATO WISTAR SENDO SUBMETIDO A INJECAO NA REGIAO
CERVICAL POSTERIOR

Aos 30 dias de vida, foram realizadas os registros de peso, CNA e indice de Lee.

O CNA foi facilmente medido por um unico examinador, com os animais anestesiados

e com uma régua milimetrada especifica para esta mensuragao.

3.3.2 Avaliacio do Experimento

Foram feitas as comparagdes evolutivas pelo peso e CNA e obtengdo do indice de
Lee.
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3.4 ANALISE ESTATISTICA

Os resultados foram apresentados como média seguido de desvio padrio, e adotou-se
0 “t de Student” para as devidas avaliagdes. Em todos os testes adotou-se um nivel de

significancia de 5%.
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4 RESULTADOS

Os pesos, as dosagens e volumes de inje¢cdo dos animais do grupo I, injetados com
solugdo salina, estdo representados na tabela 1. Observa-se que o peso dos ratos no 1° dia de
vida variou de 5,4 g a 7,0 g, com a média e desvio padrao de 6,34+0,43 g. A dose de solugdo
salina utilizada por dia variou de 7,0 mg a 9,0 mg, com média e desvio padrao de 7,73+0,72
mg, perfazendo volume de injegdo entre 0,05 ml a 0,07 ml, com a média e desvio padrdo de
0,0573+0,0072 ml.

Observou-se que os ratos deste grupo no 1° dia de vida apresentaram pesos
semelhantes, necessitando dosagens e volumes semelhantes de solug¢do salina para realizagio
do estudo.

TABELA 1 - GRUPO I - SOLUCAQ SALINA - PESO NO 1° DIA DE VIDA, DOSE E
VOLUME INJETADOS

Rato  Peso 1° dia (g) Dose (mg) Volume (ml)
1 6,3 7 0,05
2 6,2 8 0,06
3 7,0 9 0,07
4 6,7 8 0,06
5 6,6 8 0,06
6 6,9 9 0,07
7 6,0 7 0,05
8 6,3 7 0,05
9 6,9 9 0,07
10 6,5 8 0,06
11 6,4 8 0,06
12 6,6 8 0,06
13 6,7 8 0,06
14 6,5 8 0,06
15 6,1 7 0,05
16 5,8 7 0,05
17 6,0 7 0,05
18 6,1 7 0,05
19 6,0 7 0,05
20 5,4 7 0,05
21 6,4 8 0,06
22 5,9 7 0,05
23 55 7 0,05
24 6,5 8 0,06
25 6,7 8 0,06
26 7,0 9 0,07

M=6341043 g M = 7,7340,72 mg M = 0,0573+0,0072 ml
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Os pesos, as dosagens e volumes de injegdo dos animais do grupo 1I, injetados com
MSG, estdo représentados na tabela 2. Observa-se que o peso dos ratos no 1° dia de vida
variou de 5,7 g a 7,0 g, com a média e desvio padrio de 6,44t0,41 g. A dose de MSG
utilizada por dia variou de 23 mg a 28 mg, com média e desvio padrdo de 24,88+1,75 mg,
perfazendo volume de injecéo entre 0,09 ml a 0,12 ml.

Observou-se que os ratos deste grupo no 1° dia de vida apresentaram pesos
semelhantes, necessitando dosagens e volumes semelhantes de solugdo de MSG para

realizagdo do estudo.

TABELA 2 — GRUPO II - GLUTAMATO MONOSSODICO — PESO NO 1° DIA DE
VIDA, DOSE E VOLUME INJETADOS

Rato  Peso 1° dia (g) Dose (mg) Volume (ml)
1 6,4 24 0,10
2 6,4 24 0,10
3 6,8 27 0,11
4 6,7 24 0,10
5 6,7 24 0,10
6 6,9 27 0,11
7 6,8 27 0,11
8 6,8 27 0,11
9 7,0 28 0,12
10 6,4 24 0,10
11 6,5 24 0,10
12 6,6 24 0,10
13 6,8 27 0,11
14 6,3 24 0,10
15 6,0 24 0,10
16 58 23 0,09
17 6,2 24 0,10
18 6,1 24 0,10
19 5,7 23 0,09
20 6,0 24 0,10
21 6,4 24 0,10
22 58 23 0,09
23 58 23 0,09
24 7,0 28 0,12
25 7,0 28 0,12
26 6,6 24 0,10

M=6,44+041g M =2488+1,75 mg M =0,102640,0087 ml
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Na tabela 3 estdo representados o indice de Lee, peso e CNA dos ratos do grupo I,
injetados com solugdo salina, aos 30 dias de vida. Observou-se que o indice de Lee variou de
268,60 a 326,53, com média e desvio padrio de 289,94+11,57. O peso dos animais variou de
46 g a 127 g, com média e desvio padrdo de 80,37+19,98 g e o CNA variou de 12,5 cm a 17,4

cm, com média e desvio padrio de 14,81+1,27 cm. (Figura 3)

TABELA 3 - GRUPO I - SOLUCAO SALINA - INDICE DE LEE, PESO E CNA AOS 30
DIAS DE VIDA.

Rato Indice de Lee Peso CNA

1 286,64 46,0g 12,5cm
2 270,42 78,0g 15,8cm
3 268,60 75,0g 15,7cm
4 285 84 71,2¢ 14,5cm
5 298,53 77,82 14,3cm
6 304,31 66,32 13,3cm
7 294,65 70,2¢ 14,0cm
8 300,68 74,68 14,0cm
9 306,49 127 g 16,4cm
10 285,16 118 g 17,2cm
11 294,72 115¢g 16,5cm
12 285,78 83,68 15,3cm
13 286,62 89,4g 15,6cm
14 326,53 68,0g 12,5cm
15 280,21 63,0g 14,2cm
16 290,52 59,0g 13,4cm
17 285,51 56,0g 13,4cm
18 282,79 81,0g 15,3cm
19 280,37 80,5g 15,4cm
20 295,09 83,3 14,8cm
21 284,83 69,0g 14,4cm
22 294,03 77,58 14, 5¢cm
23 28425 121 g 17.4cm
24 28943 70,9g 14 3cm
25 291,26 88.,5¢g 15.3cm
26 285,35 80,0g 15,1cm
M=28994+11,57 M =80,37+19 98¢ M=14281+127cm

Observou-se que, por exemplo, o rato 1 apresentou peso (46 g) baixo em relagdo a
média e também CNA (12,5 cm) abaixo da média. Como outro exemplo, o rato 23 apresentou
peso (121 g) elevado em relagdo a média e também CNA (17,4 cm) acima da média.

Observou-se, desta forma, variagdo relativamente ampla de peso e CNA dentro deste

grupo.
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FIGURA 3 - RATO WISTAR INJETADO COM SOLUCAO SALINA-AOS 30 DIAS DE
VIDA.
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Na tabela 4 estdo representados o indice de Lee, peso e CNA dos ratos do grupo II,
injetados com MSG, aos 30 dias de vida. Observou-se que o indice de Lee variou de 280,92 a
307,30, com média e desvio padrdo de 296,98+7,50. O peso dos animais variou de 57,10 g a
96 g, com média e desvio padrdo de 72,50+11,06 g e o CNA variou de 12,6 cm a 15,6 cm,
com média e desvio padrdo de 14,01+0,80 cm (Figura 4).

TABELA 4 - GRUPO 1l - GLUTAMATO MONOSSODICO (MSG) — INDICE DE LEE,
PESO E CNA AOS 30 DIAS DE VIDA

Rato  Indice de Lee Peso CNA

1 291,00 90,0g 15,4cm
2 297,16 80,0g 14,5cm
3 307,30 73,0g 13,6cm
4 302,03 74,0g 13,9cm
5 302,37 77,5 14,1cm
6 301,90 73,9¢g 13,9cm
7 280,92 69,0g 14,6cm
8 29715 72,0g 14,0cm
9 298,50 57,1g 12,9cm
10 302,77 62,4g 13,1cm
11 290,71 63,2¢g 13,7cm
12 292.42 71,6¢g 14,2cm
13 283,03 75,0g 14,9cm
14 289,38 92,0g 15,6cm
15 302,58 88,0g 14,7cm
16 301,24 96,0g 15,2cm
17 303,80 82,0g 14,3cm
18 306,13 67,5g 13,3cm
19 300,43 79,3g 14,3cm
20 296,03 57,0g 13,0cm
21 282,86 69,0g 14,5cm
22 287,04 72,1g 14,5cm
23 301,27 54,7¢g 12,6cm
24 297,75 58,0g 13,0cm
25 301,76 63,2¢g 13,2cm
26 304,00 67,6g 13,4cm
M = 296,98+7,50 M =72,50£11,06g M= 14,01£0,80cm

Observou-se que, por exemplo, o rato 9 apresentou peso (57,1g) baixo em relagdo a
média e também CNA (12,9 cm) abaixo da média. Como outro exemplo, o rato 16 apresentou
peso (96g) elevado em relagdo a média e também CNA (15,2 cm) acima da média.

Neste grupo, também observou-se variagdo relativamente ampla de peso e CNA.
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FIGURA 4 — RATO WISTAR INJETADO COM GLUTAMATO MONOSSODICO-AOS
30 DIAS DE VIDA.
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No grafico 1, estdo representados os respectivos indices de Lee médios de cada grupo.
O grupo 1II, submetido ao MSG, apresentou indice de Lee médio aos 30 dias de vida de
296,98 + 7,50, estatisticamente mais elevado que o do grupo submetido a solugdo salina,
grupo I, que foi de 289,94 + 11,57 (p = 0,0138), portanto, obteve-se com sucesso a indugéo da
obesidade com o MSG.

GRAFICO 1 - GRUPOS 1 E 1I - INDICE DE LEE MEDIO AOS 30 DIAS DE VIDA
p=0,0138

Grupo |
E Grupo I

Lee

No grafico 2, estdo representados os respectivos pesos médios de cada grupo. Aos 30
dias de vida, o peso médio dos animais submetidos a injecdo com solug@o salina, grupo I, foi
de 80,37 + 19,98 g, semelhante estatisticamente ao peso médio dos animais submetidos a

injecdo de MSG, grupo II, que foi de 72,50 + 11,06 g (p = 0,0873).
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GRAFICO 2 - GRUPOS 1 E II - PESO MEDIO AOS 30 DIAS DE VIDA
p=0,0873

B Grupo|
E Grupo Il

Peso

No grafico 3, estdo representados os respectivos CNA médios de cada grupo. Aos 30
dias de vida, o CNA médio dos animais submetidos a inje¢do de solugdo salina, grupo I, foi
de 14,81 + 1,27 cm, estatisticamente maior que o dos animais submetidos a inje¢cdo de MSG,

grupo 11, que foi de 14,01 + 0,80 cm (p = 0,0107).

GRAFICO 3 - GRUPOS I E II - CNA MEDIO AOS 30 DIAS DE VIDA
p=0,0107

B Grupo |
B Grupo ll

CNA
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5 DISCUSSAO

A grande vantagem do modelo experimental com inje¢io de MSG em ratos, na fase
neonatal, € de que o MSG destroi seletivamente os neur6nios proximos ao ARC, ao contrario
de eletrotermocoagulagdo que lesa axoOnios proximos desta regido (MISKOWIAK &
PARTYKA, 1993).

Neste estudo, no grupo I1, nas injegdes subcutaneas na regido cervical posterior, foram
utilizadas solu¢des de MSG na concentragdo de 24%, uma vez ao dia, nos primeiros cinco
dias de vida. Esta concentragdo foi obtida na extensa literatura a respeito € que apresenta este
quantitativo como ideal (SERESS, 1982; NASCIMENTO CURI et al., 1991; RIBEIRO et al.,
1989; HOLZWARTH-McBRIDE et al., 1976a;, HOLZWARTH-McBRIDE et al., 1976b;
HIRATA et al, 1997, MISKOWIAK & PARTYKA, 1993; NEMEROFF et al, 1977,
HAMAOKA & KUSUNOKI, 1986; DAWSON et al., 1997, SCLAFANI, 1987, KUBOTA et
al., 1994, ZHANG et al., 1994; MARMO et al., 1994).

No grupo I, nas inje¢Oes na regido cervical posterior foram utilizadas solugdes salinas
na concentragdo de 12,5%, nos primeiros cinco dias de vida, também, baseado na literatura
(NASCIMENTO CURI et al., 1991; DAWSON et al., 1997, SCLAFANI, 1987).

O MSG e a solugido salina, como preconizada pela literatura, nos casos de inje¢do em
roedores, ndo ha necessidade de esterilizagdo das referidas solugdes. A anti-sepsia no local da
inje¢do com PVPI e agulha e seringa estéreis sdo suficientes para uma injeg@o relativamente
segura. Em nosso estudo ndo houveram quaisquer complicagdes nos locais de inje¢do das
substancias. Ndo observou-se hiperemia, supuragdo, edema ou necrose tecidual no local de
injegdo apds a mesma.

O indice de Lee pode ser utilizado para indicar o grau de obesidade (SERESS, 1982;
NEMEROFF et al., 1977, BERNARDIS & PATTERSON, 1968). Lee (1929), citado por
Bernardis e Patterson, considerou como uma propor¢do nutricional baseada no peso € CNA,
considerando como valor normal o indice de 0,300 para ratos Holtzman desmamados
(BERNARDIS & PATTERSON, 1968). Este indice foi multiplicado pelo fator 1000 por
Szentagothai et al.(1962).

A correlagdo do indice de Lee com a percentagem de gordura corporal foi determinada
pelo método de Han (1965), citado por Bernardis e Patterson, com calculos de coeficientes e

de regressdo linear. Sugeriu-se que o indice de Lee pode ser utilizado como um indice de
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obesidade razoavelmente preciso € de rapida obtengdo (BERNARDIS & PATTERSON,
1968).

No Laboratorio de Biologia Celular da Secrecdo da Universidade Estadual de Maringa
(UEM), Maringa - Pr., utiliza-se, pelo menos em parte, os parametros de variagdo de analise
biométrica de Rattus Norvegicus de linhagem Wistar publicadas por Hossne et al,
1986/1987.

O indice de Lee é a razdo da raiz cibica do peso corporal (em gramas) sobre o
comprimento nasoanal (em centimetros). E um indice de massa corpérea que pode ser
aplicada a roedores, obtendo-se com relativa precisdo o percentual de gordura corporal do
animal. Varios autores correlacionaram este indice ao percentual de gordura corporal através
de estudo de carcassa dos animais. Mesmo que ocorra grandes variagdes de peso e CNA,
como em nosso estudo, o indice de Lee permanece resultado da relagdo dos mesmos, desde
que a variagdo ocorra na mesma tendéncia.’ Portanto, peso abaixo da média acompanhado de
CNA abaixo da média determinam um indice de Lee que pode estar na média ou acima dela
(SERESS, 1982; NEMEROFF et al., 1977, NEMEROFF et al., 1978; HAMAOKA &
KUSUNOKI, 1986; BERNARDIS & PATTERSON, 1968, CHIKAMORI et al, 1977,
INOUE & BRAY, 1977, HOSSNE et al., 1986/87). Animais com baixo peso e reduzido CNA
podem ser obesos ou ndo, o que sera determinado pelo percentual de gordura corporal. Desta
forma, baixo peso ndo implica necessariamente em ndo estar obeso. O oposto também €
verdadeiro.

Portanto, peso ¢ CNA baixos ndo implicam em estar magro, mas podem estar
representando redugdo do esqueleto do animal.

O indice de Lee ndo é um método perfeito e absoluto para determinagdo do percentual
de gordura corporal do roedor. O ideal seria a mensuragio direta do percentual de gordura da
carcassa apos sacrificio do animal. Em caso de ndo se realizar o sacrificio, haveriam outros
métodos para detecgio mais precisa do percentual de gordura, como, por exemplo,
densitometria, ultra-sonografia, tomografia computadorizada, ressonincia magnética ou
impedancia bioelétrica. Como em nosso meio ndo se dispde facilmente de métodos
sofisticados como estes anteriormente mencionados e nio fez parte da metodologia deste
trabalho o sacrificio dos animais nesta fase do experimento, optou-se, com razoavel precisdo,

pelo indice de Lee.
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Com o indice de Lee determinamos a obesidade, mesmo que ndo seja um método
absolutamente preciso.

O CNA, representa a mensuragdo da estatura do animal, do esqueleto do roedor.
Obviamente, o peso dependera tanto da massa gordurosa quanto do esqueleto do animal.

Neste estudo, os animais injetados com MSG na fase neonatal, aos 30 dias de vida
apresentaram um indice de Lee superior aos animais do grupo controle. Caracterizou-se,
portanto, que os ratos injetados com MSG apresentaram maior achmulo de gordura corporal.

O MSG quando injetado na fase neonatal em ratos, sem divida provoca obesidade aos
30 dias de vida.

Neste estudo, o peso médio dos animais dos grupos I e Il ndo apresentou diferenga
com significancia estatistica. Mas, observando-se os respectivos valores, que foram de 80,37
+ 1998 g e 72,50 = 11,06 g, e analisando-se a tendéncia estatistica para diferenca
(p = 0,0873), pdde-se inferir que os ratos injetados com MSG tiveram a tendéncia de
apresentarem menor peso.

O menor peso destes animais ndo quer dizer que eles sdo mais magros. Este fendmeno
¢ devido ao efeito do MSG no esqueleto, causando sua redugio. Embora ndo tenham sido aqui
dosados, a explicagdo referida na literatura é que ocorre uma redugdo dos niveis de GH
circulantes e uma redugdo da sensibilidade dos receptores nos tecidos periféricos para este
horménio (DOLNIKOFF et al., 1988; MISKOWIAK & PARTIKA, 1993; SHAPIRO et al.,
1986; DePAOLO & STEGER, 1985; SHAPIRO et al., 1993).

Pelos resultados obtidos, pdde-se comprovar que os animais submetidos a injegdo de
MSG na fase neonatal, apresentaram menor comprimento nasoanal aos 30 dias, quando
comparados aos ratos do grupo controle.

O menor comprimento nasoanal dos animais do grupo II representa a menor estatura e,
consequentemente, menor do tamanho do esqueleto do rato. Da mesma forma que para o
peso, a explicagdo para este fato estaria alicercada na interferéncia do MSG na secre¢do do
GH e na sua agéo periférica, interferindo com a ligagdo do GH e seu receptor (KANAREK &
MARKS-KAUFAMAN, 1981; KUBOTA et al., 1994).

Neste estudo, observou-se que os animais injetados com MSG foram menores (menor
comprimento nasoanal) e tenderam a ser mais leves (menor peso), com um percentual de

gordura corporal maior (obesos) que o dos animais do grupo controle (grupo I).
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Nos modelos experimentais de obesidade induzida em que existe algum tipo de lesdo
no SNC, o mecanismo comum seria a hiperinsulinemia de jejum e aumento de tecido adiposo
(INOUE & BRAY, 1977), como ¢ a situagdo do modelo com MSG (CHIKAMORI et al,
1977; SILVA, 1995).

O nervo vago ¢ considerado importante como via eferente na obesidade induzida pela
lesdo do hipotalamo (KING & FROHMAN, 1982; POWLEY & OPSAHL, 1976).

Sabe-se que a inervagdo do vago no pancreas € fundamental para uma fisiologica
resposta das células  pancreaticas a glicose plasmatica (MILLER, 1981).

A estimulag@o do nervo vago em cdes promove aumento de concentragdo de glucagon
na veia porta e, no pancreas, a inervagdo do vago também € responsavel pela resposta de
secregdo fisiologica de glucagon a glicose plasmatica (MILLER, 1981).

No homem, o reflexo pancreatico-oral provavelmente ¢ mediado, principalmente, via
neural e por hormdnios gastrointestinais (MILLER, 1981).

Como existe uma resposta dependente do sexo do animal no desenvolvimento da
obesidade induzida, neste trabalho, optou-se pela amostra exclusivamente composta por ratos
machos (HOLZWARTH-McBRIDE et al., 1976a; HOLZWARTH-McBRIDE et al., 1976b;
NASCIMENTO CURI et al., 1991).

No ratos com les@o bilateral de VMH, observa-se hiperfagia, ao contrario dos ratos
com lesdo pelo MSG que s3o normofagicos ou hipofagicos (KANAREK & MARKS-
KAUFMAN, 1981; NEMEROFF et al., 1977).

Resultados ndo publicados de uma das linhas de pesquisa do Laboratorio de Biologia
Celular da Secrecdo do Departamento de Biologia Celular e Genética da Universidade
Estadual de Maringa, demonstraram que ratos submetidos a inje¢do de MSG na fase neonatal
eram hiperfagicos e n3o normo ou hipofagicos como relatado na literatura. Isto foi constatado
quando foi estabelecida a relagido peso do animal com o consumo alimentar.

Neste modelo experimental ocorre uma redug¢do dos niveis de GH e de sua agdo
periférica. Sabendo-se que o GH é um horménio lipolitico, a sua redug@o nestes animais
contribuiria para maior acimulo de gordura corporal. Questionar-se-ia a verdadeira
importancia da participa¢do da hipersinsulinemia na génese da obesidade nestes animais MSG
injetados. Esta suspeita poderia ser melhor elucidada com a interrup¢do da condugdo do
estimulo parassimpatico para as ilhotas pancreaticas. Neste caso, a sugestdo de estudar-se o

efeito da vagotomia troncular subdiafragmatica neste modelo seria de inestimavel valor. Da
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mesma forma, os efeitos da administragdo de GH no acumulo de gordura destes animais
injetados com MSG durante o crescimento dos mesmos, também seria uma possibilidade a ser
questionada.

Considerando-se a importdncia da inervagdo do vago neste modelo experimental,
futuramente, poder-se-ia estudar o efeito da vagotomia troncular subdiafragmatica na redugéo
da hiperinsulinemia, na redugio da lipogénese, no aumento da lipolise e na hipofagia.

Questionar-se-ia também a possivel interrup¢do do mecanismo de “feedback” entre
estimulos periféricos e nicleos centrais, com redugio dos niveis de leptina e NPY circulantes,
através da vagotomia troncular (DAWSON et al., 1997).

Ha necessidade, portanto, de mais estudos para poder determinar-se a real
importéncia da via vagal nestes modelos experimentais de obesidade induzida e investigar-se
a correlacdo desta via na obesidade humana.

O modelo experimental de obesidade induzida em ratos através do MSG, pode ser
utilizado em varios estudos. Dentre estes, os efeitos da vagotomia troncular subdiafragmatica
na evolugdo desta obesidade induzida, trabalho este que esta em andamento no Laboratério
Biologia Celular da Secregdo do Departamento de Biologia Celular e Genética da UEM.

Este mesmo modelo de obesidade com MSG, também pode ser utilizado no estudo dos
efeitos do by pass jejunoileal na evolugio da obesidade, dos efeitos da ressec¢do intestinal na
evolugdo da obesidade, dos efeitos do by pass jejunoileal sobre a mucosa intestinal, colica e

retal, e outros.
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6 CONCLUSOES

I — A injegdo do glutamato monossddico em ratos na fase neonatal, aos 30 dias de
vida, induz obesidade.
2 — O glutamato monossédico produz altera¢cGes biométricas com redugdo do

comprimento do animal.
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