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RESUMO GERAL

Alimentar-se faz parte da cultura do ser humano ndo estando unicamente associado a
necessidades fisiologicas. Um alimento ¢ constituido de diversas moléculas dentre elas os
aminoacidos. O glutamato (GLU) ¢ o anion de um dos principais aminoacidos encontrados
nos alimentos que, além de fazer parte da composi¢do dos alimentos, ¢ uma molécula
essencial para a fisiologia do ser humano. Pode também ser ingerido devido ao uso do
aditivo alimentar glutamato monossodico (MSG). O GLU desempenha inimeras funcdes
no organismo, dentre elas podemos citar: neurotransmissor excitatério do sistema nervoso
central, precursor de GABA e de aminoacidos como prolina e glutamina. Como
neurotransmissor o GLU atua sobre quatro tipos de receptores: ionotropicos (AMPA,
Kainato ¢ NMDA) e metabotropicos (mGluR1-mGluR8) divididos em trés grupos de
acordo com a sua homologia genética e mecanismos de acdo. Esses receptores estdo
presentes em praticamente todo o sistema nervoso central (SNC) e em outros 6rgaos como
coracdo, pulmao e intestino. O MSG ¢ utilizado como realgador de sabor em todo o mundo,
sendo que o descobrimento do gosto basico conferido pelo glutamato propiciou a produgao
industrial do seu sal, glutamato monossodico. O gosto basico conferido pelo glutamato ¢
denominado de Umami, que traduzido do japonés significa gosto bom, delicioso. Existem
inimeros estudos sobre o uso do MSG como aditivo alimentar (fungdo tecnoldgica), assim
como sobre sua funcao fisiologica e seus efeitos no organismo de mamiferos. Organizacdes
internacionais e agéncias de regulamentacao de muitos paises t€ém reportado e/ou avaliado
que o uso do MSG como aditivo alimentar ¢ seguro. Todavia, alguns autores tém relatado
efeitos adversos no sistema nervoso central (SNC) associados a exposicdo ao MSG. Assim,
o presente estudo teve como objetivo exibir dado morfoldgico sobre a localizagdo do
receptor mGIluR8 no nucleo arqueado do hipotdlamo (NARC) de ratos Wistar e avaliar o
efeito da ingestdo de dietas adicionadas de diferentes concentragdes de MSG (0%
(controle), 1%, 2,5% e 5%) sobre o mGIluR8. Também foi avaliado o ganho de peso
corpdreo entre os grupos de animais alimentados com as dietas adicionadas de diferentes
concentracdes de MSG. Para evidenciar a presenga do receptor mGluR8 foi utilizada a
técnica de imunohistoquimica. Para avaliar o ganho de peso corpéreo os animais foram
pesados semanalmente. Todos os dados, tanto da contagem celular da técnica de

imunohistoquimica quanto da pesagem, foram analisados por analise de variancia. Os
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resultados obtidos indicam ndo haver diferenca significativa (p <0,05) entre os ratos que
ingeriram as dietas adicionadas das diferentes concentragdes de MSG, tanto para o ganho

de peso corpdreo como para a presenga de receptores mGIluR8 no nucleo arqueado do

hipotalamo (NARC).
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SUMMARY

Food is part of human culture not only associated to physiological needs. Food is composed
of several molecules among them amino acids. Glutamate (GLU) is the anion of one of the
main amino acids found in foods that, besides being part of the food composition, is a
molecule essential for human physiology. It can also be ingested due to the use of the food
additive monosodium glutamate (MSG). The GLU performs many functions in the body,
among them we could mention: excitatory neurotransmitter in the central nervous system,
precursor of GABA and other amino acids such as proline and glutamine. As a
neurotransmitter GLU acts on four types of receptors: ionotropic (AMPA, NMDA and
kainate) and metabotropic (mGluR1-mGluR8) divided into three groups according to their
genetic homology. These receptors are present in nearly all central nervous system (CNS)
and other organs such as heart, lung and intestine. MSG is used as a flavor enhancer all
over the world. The discovery of the basic taste due to glutamate, led to the industrial
production of its salt, monosodium glutamate. The basic taste induced by glutamate is
called Umami, which translated from Japanese, means good taste, delicious. There are
numerous studies on the use of MSG as a food additive (technological function), as well as
its physiological functions and its effects in the organism. International organizations and
regulatory agencies of many countries have reported and / or evaluated that the use of MSG
as a food additive is safe. However, some authors have reported adverse effects associated
with exposure to MSG. Thus, this study aimed to assess the presences of the metabotropic
receptor mGIluR8 in the arcuate nucleus of the hypothalamus (ARH) of Wistar rats, and to
evaluate the effects in the mGIuRS receptor resulting from the dietary intake of different
concentrations of MSG (0% [control], 1%, 2 , 5% and 5%) during 90 days. Also, it was
evaluated the body weight gain of the rats fed with the diets containing MSG in the
different concentrations. To demonstrate the presence of the mGIuR8 receptor
immunohistochemistry technique was employed, and in order to elucidate the weight gain,
the animals were weighed weekly. All the data, cell counts from the immunohistochemistry
technique and from the rats weighing, were evaluated by analysis of variance. The results
showed no significant difference (p<0.05) for both: body weight gain and the presence of
mGIuRS8 receptors among the animals that were fed with the diets containing the different

MSG levels.
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INTRODUCAO GERAL

O ato de se alimentar nd3o abrange somente a necessidade fisiologica, mas ¢ um ato
social. O alimento, desde os primdrdios da humanidade, simboliza conquistas e desavengas.
A utiliza¢do de substancias quimicas, modo de preparo para realgar o sabor e aparéncia,
assim como a conservagdo dos alimentos, intensifica as diferencgas culturais. A difusdo
desses atributos caminha junto ao desenvolvimento de novas técnicas de aprimoramento e
de utensilios utilizados na cozinha, historia das conquistas maritimas, € o desenvolvimento
da industria, confirmam essa afirmacdo. Esse conjunto de a¢des permitiu o conhecimento e
disseminagdo, tanto das técnicas e novos ingredientes, quanto ao surgimento de doengas
ligadas a alimentacao (GEERTZ, 1989; CARNEIRO, 2005).

O sabor unico que sentimos ao saborearmos qualquer alimento ¢ conferido pela
mistura de compostos que o constituem. Que podem ser: aminoacidos, agucares, lipideos,

sais minerais, vitaminas e 4gua (CARVALHO, 1998).

Um dos aminoacidos presentes na maioria dos alimentos ¢ o glutamato. Além de ser
encontrado nos alimentos, podemos encontra-lo também em sua forma livre nos tecidos dos

animais, bactérias e plantas (GARANTTINI, 2000).

O glutamato livre desempenha papel fundamental como aminoacido ndo essencial
no organismo do ser humano. Dentre suas diferentes fun¢des, a mais conhecida ¢ a de
neurotransmissor excitatorio do sistema nervoso central (SNC), participando de sinapses
excitatorias importantes, como as que ocorrem na formagdo de memoria, € seus receptores
estdo envolvidos nas mudangas plasticas do sistema nervoso central de vertebrados. No
SNC atua sobre duas familias de receptores: ionotrdpicos, conhecidos como NMDA,
AMPA e Kainato, e os metabotropicos denominados de mGluR1 a mGluRS, divididos em
trés grupos de acordo com sua homologia genética (LARZABAL et al., 1999;
MENNERICK & ZORUMSKI, 2001 ). Esses receptores estdo distribuidos por
praticamente todas as areas do encéfalo e também em outros orgdos, como pulmio e

coragdo (GILL et al., 1998; GILL et al., 1999).

Desde sua descoberta, em 1908, o glutamato ¢ alvo de estudos que vao desde seu

metabolismo, fisiologia como molécula essencial ao ser humano até sua toxicidade. Os



queijos e tomates sdo os alimentos que mais contem glutamato, porém, também o podemos
encontrar em altas concentragdes em peixes e carnes. O gosto conferido pelo glutamato aos
alimentos ¢ conhecido como Umami. Esse gosto foi descrito pelo professor Kikunae Ikeda,

da Universidade Imperial de Tokio, Japao (IGIS, 2011).

O glutamato monossdédico (MSG) ¢ um aditivo alimentar utilizado como realgador
de sabor nos alimentos. O MSG ¢ usado, principalmente, em paises asiaticos, mas, a

culindria ocidental ¢ adepta ao seu consumo (IGIS, 2011).

Diversos alimentos contém o MSG, como por exemplo, snacks, comidas congeladas
e fast foods. A adicdo do tempero ao alimento varia de acordo com o resultado que se
deseja adquirir, no entanto, uma caracteristica interessante do aditivo ¢ ser auto-limitante,
ou seja, uma vez que a quantidade adicionada conferir o sabor desejado, outra quantidade
adicional ndo ird modificar o resultado. O uso do MSG como aditivo alimentar ¢
considerado seguro pela Organizacdo Mundial da Satde (OMS) e a Organizagdao das
Nagodes Unidas para Alimentos e Agricultura (FAO) através do Comité Misto de Peritos em
Aditivos Alimentares (JECFA), assim como pela US Food and Drug Administration (US

FDA), entre outros 6rgaos de regulamentacdo nacionais e regionais (IGIS, 2011).

Ao longo dos anos, estudos envolvendo o uso do MSG resultaram em diferentes
conclusdes. Ha aqueles que pelos estudos, demonstraram que o seu uso induz efeitos
adversos, como obesidade e aumento do apetite (HERMANUSSEN et al., 2005; OLNEY, ,
1969; BOGDANOV et al., 1996) e hé os que relatam efeitos benéficos como diminui¢do da
pressdo arterial e auxilio ao tratamento de pessoas que sofrem de desordens alimentares

(KONDOH et al., 2009; YAMAMOTO, 2009).

Visto que a inducdo de obesidade, aumento do apetite e outras desordens
metabolicas associadas a sindrome metabolica terem sido atribuidos a alteragdes no nicleo
arqueado do hipotalamo (NARC) por parte do MSG, o presente estudo teve como objetivo
exibir dado morfologico sobre a localizagdo do receptor mGluR8 no NARC de ratos Wistar
e avaliar o efeito da ingestdo de dietas adicionadas de diferentes concentragdes de MSG

(0% (controle), 1%, 2,5% e 5%) sobre o0 mGluR8. Também foi avaliado o ganho de peso



corpdreo entre os grupos de animais alimentados com as dietas adicionadas de diferentes

concentragdes de MSG.
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CAPITULO I

Glutamato monossodico: aspectos bioldogicos e sensoriais.



Glutamato monossodico: aspectos biologicos e sensoriais

Resumo

O acido glutamico ou glutamato (GLU) ¢ uma molécula essencial para o organismo do ser
humano, além de ser um aminoacido encontrado em abundancia. Ha cerca de um século
atras, foi descrito o gosto bdasico produzido pelo glutamato e seu sal glutamato
monossddico (MSG), tendo sido denominado de Umami, que em japonés significa “gosto
bom, saboroso”. O GLU desempenha inimeras fungdes no organismo, umas das principais
e mais conhecidas ¢ como neurotransmissor excitatério no sistema nervoso central de
mamiferos. Atua sobre receptores ionotropicos e metabotropicos. Esses receptores estao
amplamente distribuidos por todo o encéfalo, sendo a eles atribuidas varias fungdes, tais
como: fenomeno de potenciacdo de longo prazo e depressdao de longo prazo, memoria e
aprendizagem, entre outras. A relagdo da exposi¢ao ao MSG com lesdes do hipotalamo e
danos neurais tem sido cada vez mais discutida na comunidade cientifica, visto que existem
relatos que evidenciaram a ocorréncia de morte neuronal por superestimulagdo dos seus
receptores. O uso do MSG como aditivo alimentar ¢ considerado seguro pela US Food and
Drug Administration (USA FDA) e o Comité de Peritos em Aditivos Alimentares e
Contaminantes (JECFA), da Organizacdo Mundial da Saude (OMS) e Organizacido das
Nagodes Unidas para Alimentos e Agricultura (FAO), estabeleceu para 0 MSG uma ingestao
diaria aceitavel (IDA) “ndo especificada”. Por outro lado, estudos relatam que a utilizagao
do MSG, em pacientes que tenham alguma desordem alimentar como anorexia, bulimia, ou
perda de peso, propicia aumento da ingestdo de alimentos. A presenca do acido glutdmico
nas proteinas vegetais estd sendo associado a diminui¢do da pressdo arterial em orientais.
Novos estudos sao indispensaveis para elucidar cada vez mais o papel do GLU na fisiologia
humana, assim como corroborar a inocuidade do uso do MSG como aditivo alimentar. O
objetivo deste artigo de revisdo &, principalmente, apresentar dados sobre o metabolismo do
glutamato no organismo e sobre seus receptores no sistema nervoso central. Sdo também
abordados aspectos sobre a inocuidade de uso do MSG como aditivo alimentar e sobre o

gosto umami.

Palavras Chaves: glutamato; MSG; receptores ionotropicos e metabotropicos.



Monosodium glutamate: biological and sensorial aspects
Abstract

Glutamic acid or glutamate (GLU) is an essential molecule for human, besides being an
amino acid found in quantity. About a century ago, it was discovered the basic taste
produced by glutamate and its salt monosodium glutamate (MSG), and it was called
Umami, which in Japanese means "good taste". The GLU performs many functions in the
organism; one of the most important is as excitatory neurotransmitter in the central nervous
system of mammals. GLU operates under ionotropic and metabotropic receptors. These
receptors are widely distributed throughout the brain and there are many functions assigned
to them, such as: the phenomenon of long-term potentiation and long-term depression,
memory and learning, among others. The relationship between the exposure to MSG with
lesions of the hypothalamus and nerve damage has been increasingly debated within the
scientific community, since there are evidences that neuronal death occurs by
overstimulation of their receptors. The use of MSG as a food additives know to be safe by
the US Food and Drug Administration (US FDA) and an acceptable daily intake (ADI) “not
specified” was established by the Joint Expert Committee on Food Additives (JECA) of the
World Health Organization (WHO) and Food and Agriculture Organization of the United
Nations (FAQO). On the other hand, some studies have reported that the use of MSG in
patients with eating disorders likes: anorexia, bulimia or weight loss, it produces increase of
food intake. The presence of glutamic acid in plant protein has been associated with
decreased blood pressure in Orientals. Further studies are needed to clarify the role of GLU
in the human physiology, as well to corroborate as showing the safety of MSG use as a
food additive. The purpose of this review article is mainly to provide data on the
metabolism of glutamate in the body, as well as on its receptors in the central nervous
system. They are also discussed aspects about the safety of MSG as a food additive and on

the umami taste.

Keywords: glutamate; MSG; ionotropic and metabotropic receptors.



Introducio

As mudangas nas caracteristicas do sistema nervoso central ao longo da nossa vida
sao denominadas de plasticidade neural. Essas mudangas estdo intimamente ligadas ao
desenvolvimento de sinapses, ¢ sofrem influéncias de fatores externos e internos. As
sinapses excitatérias do nosso organismo, em sua maioria, sdo mediadas por um
neurotransmissor denominado de glutamato, o mais abundante do sistema nervoso central
de vertebrados. Participa de importantes sinapses que envolvem os mecanismos de
formacdo de memoria, e os receptores em que atua estdo envolvidos com a plasticidade
neural. Essa molécula ¢ um aminodcido ndo essencial, amplamente distribuido na forma
livre ou ligado a proteinas e peptideos nos alimentos, também ¢ utilizado como aditivo
alimentar, conhecido como glutamato monossodico (MSG) com a fun¢do de realgador do
sabor dos alimentos (MENNERICK & ZORUMSKI, 2001; IGIS, 2011 ).

O MSG tem sido alvo de varios estudos, que vao desde a sua fisiologia no
metabolismo até sua toxicidade. O Comité Conjunto FAO/OMS de Peritos em Aditivos
Alimentares (JECFA) estabeleceu uma ingestao diaria aceitavel (IDA) “ndo especificada”
para o MSG. Estima-se que a quantidade do aditivo adicionada nos alimentos varie de 0,1 a
0,8% (IGIS, 2011). Estudos recentes corroboram a avaliacdo de que a utilizacdo desse
aditivo ndo induz nenhum efeito adverso a saide e que em determinados casos pode ser
benéfico (FERNSTROM, 2009).

O estudo dos receptores para GLU no sistema nervoso central de humanos, roedores
e outros animais de experimentacao, acontece desde a década de 50, e ao longo dos anos o
conhecimento adquirido e o aprimoramento de tecnologias permitiram a caracterizagdo, nao
por completa, mas de grande valor para a ciéncia da dindmica e importante fungdo dessa
substancia e seus receptores (MATOS, 2007).

O presente artigo de revisao tem por objetivo abordar aspectos sobre o metabolismo
do glutamato no organismo humano e sobre o uso do MSG como aditivo alimentar e suas
consequéncias nos seus receptores ionotropicos e metabotrépicos no sistema nervoso

central. Sdo também apresentados aspectos sobre a fungdo sensorial do glutamato.



Metabolismo do Glutamato

O 4cido glutamico ou glutamato (GLU) ¢ um aminoacido ndo essencial, produzido
pelo nosso organismo para diversas fungdes, como por exemplo: substrato para a sintese de
proteinas, precursor de glutamina e intermediarios do ciclo dos 4&cidos citricos,
neurotransmissor excitatorio no sistema nervoso central, precursor de GABA
(neurotransmissor inibitério do sistema nervoso central), substrato para produgdo de
glutationa e inibidor das reagdes de glutaminase. O seu percussor metabolico € o a-
cetoglutarato, um intermedidrio do ciclo do acido citrico (Figura 1) (YONG & AJAMI,
2000; LEHNINGER, 2002).
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Figura 1. Estrutura linear da molécula de 4cido glutamico. Fonte: Campbell, 2006.

O glutamato esta presente na maioria dos alimentos, estima-se que um homem
adulto consuma, diariamente, cerca de 28 gramas de GLU proveniente de sua dieta. A
concentragdo de 4cido glutdmico em individuos maiores de 18 anos se encontra entre 18-98
umol/L de sangue. O corpo humano produz cerca de 50 gramas de glutamato diariamente.
A répida recaptagao e utilizacdo deste aminodcido, ndo permitem que esses niveis
ultrapassem 20mg/L de sangue, de concentracdo plasmatica (GARANTTINI, 2000). Em

ratos a concentragdo plasmatica varia de 30- 50 pmol/L de sangue, em outras espécies de



animais, como cdes, camundongos ¢ macacos sua concentragdo varia (GARANTTINI,
1979; SMITH et al., 2000).

O leite materno de primatas e humanos tem altas concentragdes de glutamato. A
ingestdo desse aminoacido por recém-nascidos pode ser de até 36mg/kg de peso corporeo.
Pode ocorrer pequeno aumento de glutamato no plasma apds a ingestdo de leite, porém,
esse GLU ¢ rapidamente metabolizado, principalmente, no figado (YAMAGUSHI &
NINOMYA, 2000).

A massa de glutamato, na forma livre no organismo humano ¢ de aproximadamente
10 gramas, a maior parte do GLU se encontra nos musculos, cerca de 6 gramas (IGIS,
2011).

A participagdo do glutamato no metabolismo do corpo humano se d4 de varias
maneiras e por diferentes vias. Originado pelo a-cetoglutarato, a reacao ocorre no citossol
dos hepatdcitos, o precursor mais uma molécula de amdnia sofrem transaminagao, obtendo-
se o glutamato. Ainda em menor escala, a sintese de GLU, pode acontecer por acdo da
enzima L-glutamato desidrogenase, nessa reacdo existe a necessidade de poder redutor
nicotinamida adenina dinucle6tido fosfato na forma reduzida (NADPH) (Figuras 2 e 3). A
glutamina pode ser outra fonte, em uma reagdo catalisada pela glutaminase, que converte a
glutamina em glutamato e amodnia. A alanina e o aspartato sofrem transaminagdo com o o-
cetoglutarato, os produtos dessas reagdes sao: glutamato, piruvato e oxalacetato. As reacoes
desses aminoacidos sdo necessarias para a producao de intermediarios do ciclo de Krebs

(LEHNINGER, 2002).

O GLU juntamente com a glutamina sdo fundamentais no metabolismo do
nitrogénio. As reagdes ocorrem no citossol dos hepatdcitos, por desaminacao oxidativa do
L-glutamato ou ainda pela sintese de glutamina, sdo catalisadas pelas enzimas L-glutamato
desidrogenase e glutamina sintetase, respectivamente. Essa via metabolica ¢ de extrema
importancia, pois ¢ dela que a maioria do nitrogénio serd metabolizado tanto para a
excregdo, ciclo da uréia, quanto para outras vias biossintéticas, como a sintese de acidos

nucléicos (LEHNINGER, 2002; BERG et al., 2008).

A desaminacdo do glutamato promove a disponibilidade do a-cetoglutarato. Quando
sofre transaminagdo libera aspartato e ¢ precursor de aminoacidos como prolina, glutamina

e arginina. O glutamato compde, ainda, a estrutura do anti-oxidante glutationa
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(BARRAVIERA & MACHADO, 1989; LEHNINGER, 2002). A descarboxilagdo do
glutamato resulta em uma amina denominada acido - y - aminobutirico (GABA), que exerce

a funcdo de neurotransmissor inibitorio no sistema nervoso central (BERG et al., 2008)
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Figura 2. Reacdo de transaminagdo do a-cetoglutarato em glutamato. Reacdo ocorre no

citoplasma dos hepatécitos. Adaptado de: Rocha et al., 2005.
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Figura 3. Conversdo a-cetoglutarato em glutamato nos hepatdcitos. Reacao catalisada pela
enzima glutamato desidrogenase nos hepatdcitos para conversao de a-

cetoglutarato em glutamato. Adaptado de: Rocha et al., 2005.
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Grande parte do glutamato proveniente da dieta é metabolizado no trato
gastrointestinal, principalmente no intestino, 6rgdo responsavel pela metabolizacdo do GLU
e glutamina. Esse fato foi confirmado no fim da década de 1970 e até hoje ¢ estudado
extensivamente, outros autores relatam que uma grande quantidade de glutamato ¢ oxidado

na regido do bago e na mucosa intestinal (YONG & AJAMI, 2000).

No intestino, o glutamato da dieta, serve como fonte de energia para as células do
limen intestinal, sendo a abundancia do aminoacido nesse 6rgao indicativo dessa fungdo. A
transaminacao do glutamato em a-cetoglutarato parece ser a principal via de metabolizacao
nos enterocitos e colondcitos. o a-cetoglutarato serad utilizado no ciclo de Krebs para sintese
de ATP, por ser uma das principais fontes de intermediarios do ciclo de Krebs nessas
células, o glutamato ¢ considerado como importante fonte de energia do metabolismo
intestinal. A suplementacdo da dieta com MSG pode desencadear pequena alteracdo na
concentragdo de GLU no intestino. Em suinos, cerca de 80 — 85 % do glutamato ¢
metabolizado no intestino, sendo que a hiperglutamatemia ocorre provavelmente devido a
falhas no metabolismo intestinal. (BLACHER et al., 2009).

A essencialidade do GLU nao se restringe apenas para o homem, vegetais e
bactérias o usam como percussor de co-fator para transferéncia de unidades carbonicas e

como regulador do equilibrio osmotico com o meio externo (LEHNINGER, 2002).

Metabolismo do Glutamato no sistema nervoso central

O glutamato como neurotransmissor ¢ responsavel pela maioria das sinapses
excitatorias sendo o principal neurotransmissor excitatorio do sistema nervoso central de
vertebrados (ZENI et al., 2000).

Todo o glutamato utilizado no SNC como neurotransmissor ¢ sintetizado no proprio
sistema, sendo derivado da sintese local de glutamina e de intermediarios do ciclo de Krebs,
assim como da reciclagem das proteinas no cérebro, a manutencdo da produgdo do
neurotransmissor estd diretamente ligada com as concentragdes de amonia no encéfalo e
concentracdo no liquido extracelular. Sua recaptagdo e sintese podem ocorrer por neuronios

e por células da glia Tanto GLU, como outros neurotransmissores tém seu acesso ao SNC
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limitado da circulacdo externa pela barreira hemato encefalica (BHE) (HERTZ et al., 2000;
SUAREZ et al., 2002).

No SNC o glutamato ¢ armazenado em vesiculas, aproximadamente 30-60nm de
diametro, sendo que sua concentragdo na vesicula ¢ de aproximadamente 100mmol/L
(MELDRUM, 2000). As concentragdes no liquido cérebro espinhal e espaco extracelular
sdo consideradas baixas, menores do que 0,4pumol/L (SMITH, 2000).

A glicose ¢ utilizada como principal fonte de energia no SNC. Quando a demanda
energética ¢ maior do que a disponibilidade de glicose, o glutamato ¢ mobilizado como
produtor de energia, através da sua oxidacao a oxalacetato (HAWKINS, 2009).

Neuronios glutamatérgicos estdo envolvidos em uma serie de processos, tais como:
codificagdo da informagdo, formagdo e recuperagdo de memoria, manutencdo da
consciéncia (DAIKHIN & YUDKOFF, 2000), aprendizagem e desenvolvimento
(MELDRUM, 2000) e com o fendmeno de potenciacdo (LTP) e depressdo de longo prazo
(NOLTE, 1998). A presenca do glutamato esta relacionada a processos isquémicos e
epilepsia, esse fato ¢ observado quando, o excesso de GLU na fenda sindptica causa
superestimulacao de seus receptores, levando aos danos relatados (CINGOLANI et al.,

2004).

Os processos para formagdo do pool de glutamato e glutamina no sistema nervoso
central (Figura 4) se iniciam com a liberagdo do GLU em um evento calcio — dependente,
que envolve a fusdo de vesiculas pré-sindpticas contendo glutamato com a membrana do
neurdnio pos-sinaptico. A pré-liberacao da concentracdo de glutamato na sinapse ¢ de 2 a 5
pmols. Ndo hé indicios da existéncia de enzimas de lise no espago extracelular que seja
capaz de metabolizar o glutamato. O GLU ¢ entdo transportado para os astrocitos onde €
convertido para glutamina, pela enzima glutamina sintetase. (DANBOLT, 2001;
MACHADO, 2005).

A glutamina ¢ exportada para os neuronios pré-sinapticos e hidrolisada por acao da
enzima glutaminase fosfato dependente, a glutamato e amonia, fechando o ciclo glutamato-
glutamina. Nesse caso, parte do glutamato derivado pode ser utilizada para reabastecer o
pool de transmissdo e outra pode ser oxidada nos terminais axdonicos por transaminacao

para 2-oxo-glutarato pela acdo da enzima aspartato aminotransferase. O cérebro oxida
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glutamato para utilizacdo como potencial combustivel, entretanto, ndo ¢ totalmente
conhecido se o poder de oxidagdo tanto do GLU, quanto da glutamina supre a demanda

energética do SNC (DAIKHIN & YUDKOFF, 2000).

Capilar SG

Astrdeiio

RECEFTOR
GLU

Meurdnic pos- " GLU
sinaptico -

GLU ,,--""'-

GLUTANENESE FOEFATD
DEFINDENTE

Neurdnio pré-
sindptice

GLN

Figura 4. Ciclo Glutamato-glutamina no sistema nervoso central. O GLU ¢ liberado das
vesiculas que contem glutamato para o neurdnio pos-sinaptico. O GLU ¢
transportado pelos transportadores para glutamato, para os astrocitos, local que
ocorre a conversdo a glutamina. A amonia liberada dessa reacdo sera utilizada no
ciclo da uréia. A glutamina, produto da reacdo catalisada nos astrocitos, sera
transportada para os neurdnios pré-sinapticos encerrando o ciclo glutamato-
glutamina. GLU: glutamato; GLN: Glutamina; Capilar SG: capilar sanguineo e

NH; : amonia.

A recaptacao do GLU da fenda para o encerramento de sua acao sinaptica ¢ efetuada
pelos transportadores de alta afinidade por glutamato, pois, sua degradacdo na fenda

sinaptica ndo ¢ eficiente, como no caso de outros neurotransmissores (TAKAHASHI et al.,
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1997). Os transportadores de GLU estdo presentes em diferentes regides do encéfalo e

agrupados em duas familias:

e GLT-1 e GLAST, denominados de transportador de glutamato e transportador de
glutamato e aspartato, respectivamente. Sdo encontrados nas células da retina e em
astrocitos (ATTWELL, 2000);

e EAATI, EAAT2, EAAT3, EAAT4, EAATS denominados de transportadores de
aminoacidos excitatorios ¢ EAACI denominado de carreador de aminoécido
excitatorio. Esses transportadores podem ser encontrados nas células da retina e glia,
astrocitos por todo encéfalo e células de Purkinge cerebelares (ATTWELL, 2000).

Além desses transportadores existem vesiculas transportadoras de GLU
denominadas de VGIuT2 que estdo presentes em fibras glutamatérgicas relacionadas com a
liberagcdo do hormonio liberador do hormoénio do crescimento (GNRH) em determinadas
areas do hipotalamo (KISS et al., 2006).

Alguns estudos relataram que a morte neuronal pode ocorrer devido a administracdo
sist€émica de glutamato na forma de aditivo alimentar, geralmente as dreas mais afetadas
ndo sdo protegidas pela BHE. Nos casos de isquemia existe grande concentracao de
glutamato no fluido extracelular, que pode desencadear superestimulagdo dos receptores
glutamatérgicos, ocasionando morte celular. Entretanto, sob condi¢cdes normais, a
concentracdo de glutamato ndo ¢ afetada por injecdo ou outros métodos artificiais de

administracao de glutamato (HAWKINS, 2009).

Receptores de Glutamato no sistema nervoso central

Os receptores quando ligados ao neurotransmissor podem agir por duas maneiras:
abertura de canais permedveis a ions e por ativagdo de segundos mensageiros (KANDEL et
al., 2000). Os receptores que sdo permedveis aos ions sao denominados de ionotropicos, €
podem ser do tipo “ligante voltagem dependente” permitindo o influxo ou efluxo dos ions
apenas com o potencial de acdo sem a necessidade de um neurotransmissor, ou “/igante
dependente”, esses receptores permitem a abertura ou fechamento do canal com a ligacao

do neurotransmissor. Os que ativam segundos mensageiros sao denominados de
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metabotropicos e, geralmente, estdo ligados ao sistema de proteina G (Figura 5) (CITOW &
MACDONALD, 2004).
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Figura 5. Receptores ionotrépicos e metabotropicos. A ativagdo de um receptor
ionotropico permite o influxo e efluxo de ions como sodio, calcio e cloro. Esses
ions serdo liberados de acordo com a fun¢do e o neurotransmissor que atuara no
receptor. Receptores metabotropicos estdo associados a0 mecanismo de proteinas
Gs. Apoés a sua ativagdo ocorre a liberagdo de segundos mensageiros e também
influxo e efluxo de ions, que permitird maior tempo de abertura ou fechamento do

receptor, configurando sua fun¢do. Fonte: Sommer, 2009.

A mobilizagdo da proteina G ativa canais de membrana ou substancias intracelulares
denominadas de segundos mensageiros. Essa ativagdo pode acarretar a abertura prolongada
de canais i0nicos, ativacdo de genes ou ajustes dos niveis nas concentracdes de calcio
intracelular. A ag¢do dos receptores mediados por proteinas G (metabotropicos) ¢ mais
complexa e mais lenta alterando varias funcdes celulares. A via de ativacdo de segundos
mensageiros tem a seguinte sequéncia (Figura 6): apo6s a ligacdo do neurotransmissor ou
agonista no receptor, a proteina G ¢ ativada, ocorre a mudanca na conformacao inicial da
proteina, decorrente da substituicdo da guanosina difosfato por guanosina trifosfato, a

cadeia oo — uma subunidade da proteina G — se desprende e assume a funcdo de
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transportador citoplasmatico e ativa uma proteina alvo, quando desativada a cadeia o se une
novamente a cadeia By outra subunidade da proteina G. Quando o complexo afy estd unido
ao receptor, o receptor da membrana ndo esta ativado. A proteina G abre o canal i6nico
quando ¢ a proteina alvo, atuando sobre proteinas intracelulares que geram um segundo
mensageiro passivel de difusdo, que pode afetar o canal da membrana ou modular a
atividade enzimatica. Os segundos mensageiros também modulam a concentragao de célcio
intracelular, além da abertura de canais i0nicos ¢ ativa¢ao de genes. Essa concentragdo de
calcio age como um terceiro mensageiro. Os segundos mensageiros nos neurénios foram
identificados como: 1-adenosina monofosfato ciclico (AMPc) que regula o fluxo i6nico e a
expressdo de genes. Como exemplo, a informacdo da dor no sistema nervoso periférico ¢
transmitida via proteina G (AMPc). 2 - Acido Araquidonico que é liberado através da
enzima fosfolipase A ativado por uma proteina G, essa substincia leva a produgdo de
prostaglandinas; 3 - inositol trifosfato (IP;) liberado através da ac¢ao da fosfolipase C, o IP;
age na liberagdo de Ca’ que serd usado em varios processos celulares (LUNDY-

EKMAN,2004).

Moiresasnnibsai

Figura 6. Mecanismos de acdo das proteinas Gs. O neurotransmissor se liga ao receptor e a
proteina G ¢ ativada com a substituigdo de guanosina difosfato (GDP) por
guanosina trifosfato (GTP). Apds a ativacdo do receptor o complexo afy da
proteina G se modifica e altera a configuracdo do receptor, essa modificacdao

desencadeia as respostas metabolicas. Adaptado de: Silva, 2002.
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O glutamato como neurotransmissor atua sobre quatro subtipos de receptores: os
ionotropicos (IGIuR): NMDA (N-metil-D-aspartato), KA (Acido Cainico) ¢ AMPA (a-
amino-3-hidroxi-Smetil-4-isoxazolepropionico) e os  metabotropicos  (mGluR)
(NAKANISHI, 1994).

Os receptores de GLU tipo AMPA e KA sdao muitas vezes chamados de receptores
ndo-NMDA, e participam de um grande nimero de sinapses excitatdrias rapidas. Os
receptores NMDAs demonstram papel especializado na memodria e no aprendizado
(NICHOLS, 1994).

O fendmeno de potenciagdo de longo prazo (LTP) parece ser devido a ativagdo de
sinapses silenciosas, e isso ocorre por a¢do dos receptores AMPA e NMDA. A LTP ¢ um
dos principais eventos ligados a consolidagao de memoria. A inducdo de LTP aumenta a
eficiéncia e o numero de receptores AMPAs, e o calcio liberado para o interior da célula
por acdo dos receptores NMDAs ¢ fundamental para a formagdo da memoria.
(WATIKINS, 2007). O estimulo repetitivo em uma mesma sinapse de forma rapida pode
ser de uma maneira resumida, a defini¢do de LTP (MAREN et al., 1995).

A fosforilacao dos receptores do tipo AMPA e sua inser¢ao na membrana irdo gerar
uma nova espinha dendritica, que consolidam os eventos de memoria (LTP) e aprendizado
no sistema nervoso central, mudando as caracteristicas e gerando novas sinapses, além dos
eventos causados pelo calcio intracelular que desenvolvem papel de regulacdo das
alteracdes genéticas na aprendizagem (OHNO & WATANABE, 1996; LUNDY-EKMAN,
2004).

A LDP — depressdo de longo prazo - ¢ um mecanismo utilizado na formagao e
consolidagdo de memoria, assim como a LTP. Entretanto, nesse fendomeno ocorre
diminui¢do na eficacia dos receptores AMPAs e NMDAs, pela pequena quantidade de
glutamato disponivel na fenda sinaptica. A frequéncia e tempo dos estimulos sdo menores e
mais duradouros. O retorno ao estado normal de uma sinapse ap6és LTP ¢ um dos
mecanismos de acdo da LDP (MAREN et al., 1995).

Os receptores NMDA sdo mais complexos que os do tipo AMPA. Possuem
subunidades denominadas NMDAR 1a-h com oito variantes e a subunidade NMDAR2 com
quatro variantes NMDAR2a-d. A subunidade NMDAR2d possui dois splincing
alternativos: NMDAR2d1 ¢ NMDAR2d2 (NAKANISHI, 1994; SMITH, 2000; KORH,
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2006). As subunidades dos receptores NMDAs conferem a este tipo de receptor a
propriedade de ser um canal heteromérico ou homérico (MEGURO et al., 1992). A
presenca da subunidade NMDARI1 determina o tempo constante da abertura do canal e
modifica o efeito de antagonistas (MELDRUM, 2000) além de ser responsavel pela
funcionalidade do receptor (CHEN, 1996).

Os receptores NMDAs sdao do tipo ligante dependentes, sua voltagem e abertura
podem ser reguladas pelo ion Mg que bloqueia o canal de maneira voltagem-dependente,
¢ permedavel ao sodio e potassio e permite o influxo de Ca*". Além do sitio de ligacdo para
glutamato estima-se que o receptor NMDA possua pelo menos cinco sitios de ligagdes para
diferentes moléculas, como por exemplo, a glicina: a ligacdo dessa molécula ¢ pré-requisito
para a ativa¢ao do canal (MONAGHAN et al., 1989).

NMDAs sao amplamente distribuidos no sistema nervoso central e cora¢ao (GILL
et al.,, 1998). Podem ser encontrados nos neurdnios pré e pds-sindpticos astrocitos e
oligodendrocitos (KORH, 2006; CHEN, 1996). Neurdnios de aves de diversas espécies
expressam subunidades de NMDAs, em areas do encéfalo como hipocampo e cerebelo
(CORIL et al., 2000).

Os receptores NMDAs sdo fortemente relacionados com a morte neuronal. O
influxo de célcio promovido pela abertura do canal ocasiona, em muitos casos, a morte
celular. Esse evento pode ser observado em lesdes isquémicas do SNC, epilepsia e trauma
cerebral e ¢ denominado de excitocidade (CHON, 1988; McDONALD, 1996). Segundo
Lucas & Newhouse,1957 e Olney, 1969, a exposicdo aos antagonistas ou agonistas de
NMDA, glutamato e glutamato monossddico podem desencadear morte celular em
diferentes regides do encéfalo como hipocampo e hipotalamo, e ainda lesdes retinianas.

Os receptores do tipo AMPA formam canais i6nicos que, quando ligados ao
glutamato, permitem o influxo de cations, como Na" e Ca*" e o efluxo de K. A estrutura
desse receptor ¢ formada por quatro subunidades protéicas e permite varias combinagdes
funcionais dessas quatro variantes, denominadas de GluR1, GluR2, GluR3 e GluR4, assim
a composicdo de um receptor nao-NMDA pode ser homomérica ou heteromérica
(WENTHOLD & ROCHE, 1998). Mesmo sendo importantes para as transmissoes

sinapticas esses receptores quando estimulados excessivamente podem induzir dano ao
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sistema nervoso central, e algumas doencas degenerativas cronicas como Huntington e
Parkinson estdo relacionadas ao excesso de estimulagdo (BORGES, 1998).

Além de humanos e mamiferos, aves como pombos e galinhas expressam
subunidades de receptores AMPA (GLURI1, GLUR2, GLUR3 e GLUR4). Esses receptores
podem participar da modulacdo da resposta ao estimulo visual, no nucleo Edinger-
Westphal, que faz parte do sistema nervoso parassimpatico, e ¢ o nicleo no tronco cerebral
do nervo 6culomotor (TOLEDO et al., 2002). A subunidade GIuRS5 pode ser encontrada em
células da retina de peixes, assim como algumas subunidades dos receptores
metabotropicos para glutamato (YAZULLA & STUDHOLME, 2001).

Receptores do tipo Cainato (KA) s3o do tipo ionotrdpicos, possuem cinco
subunidades e duas familias, baseadas na sua sequencia homologa e ligacdo com agonistas:
GLUKS, GLUK®6 e GLUK?7, além dos GLUK1 e GLUK2. Sdo amplamente distribuidos no
SNC, como hipocampo, cortex cerebral, em células da retina e podem exercer funcao tanto
nas sinapses excitatorias e inibitorias quando estdo presentes no neurdnio pré-sindptico
(HUETTNER, 2007). No sistema nervoso de aves, os receptores KA sdo abundantes e
mediam respostas excitatorias de neurdnios em determinadas areas, como por exemplo, o
nucleo de Erdinger-Westphal (HENLEY, 1994).

Receptores metabotropicos de glutamato (mGluR) s3o ligados ao sistema de
mensageiros via proteina G, desempenham papel muito variado nas fungdes do SNC e estao
amplamente distribuidos pelas estruturas do encéfalo, e em outros 6rgaos também, como o
coragao e intestino (NAKANISHI, 1994; IGLESIAS et al., 2006; SAN GABRIEL, 2007).

A busca pela relagdo de mGluR-cDNA resultou no isolamento de sete genes e
variantes denominados de mGluR1 a mGIuRS, essas variantes sao divididas em trés grupos
(CONN & PINN, 1997):

e Grupo [: mGluR1 e mGIluR5;
e Grupo II: mGluR2 e mGIuR3, além do homodlogo DmGIuRA encontrado em
Drosophila melanogaster;
e Grupo III: mGluR4, mGluR6, mGluR7 ¢ mGIluRS.
Os receptores mGluRs do Grupo I sdo acoplados a proteina Gq, os do Grupo II

Gi/Go e os do Grupo IIT Gi/o (MOGHADDAM, 2004).
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Esses receptores possuem dominio extracelular N-terminal hidrofilico com
aproximadamente 600 aminoacidos e o dominio citoplasmatico C-terminal que varia de 32
a 377 aminodacidos de acordo com o subtipo do receptor (Figura 7) (HOLLMANN &
HEINEMANN, 1994).
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Figura 7. Dominios extracelular e intracelular do receptor metabotropico para glutamato.

H,N dominio extracelular N-terminal hidrofilico. COOH dominio intracelular C-

terminal. M1 — M7 algas transmembranicas. Fonte: Fouillioux, et al., 2004.

As fungdes dos mGluR sdo muitas, dentre elas podemos citar: mediam sinapses
lentas e inibitorias, regulam canais de calcio e potassio, canais para cations nao seletivos,
inibicdo e facilitacdo da liberacdo de neurotransmissor nos fendmenos de LTP e LDP
(CAMODECA et al., 1999; NAIE et al., 2007), regulagdo do trafego dos IGluRs, formagao
de varios tipos de memorias, modificacdo do receptor NMDA na transmissdo sinaptica e
regulacdo do desenvolvimento neuronal (FERRAGUTTI & SHIGEMOTO, 2006).

Os grupos de receptores metabotropicos atuam de diferentes maneiras pela ativacao
da proteina G acoplada. Os receptores do grupo I ativam a hidrélise de fosfotidilinositol-
bifosfato (PIP;) que gera como segundo mensageiro o diacilglicerol (DAG) e inositol
trifosfato (IP;), esses produtos como segundos mensageiros ativam a proteina quinase

(PKC) e liberam estoques de Ca”" intracelular. O grupo II acoplados a proteina Gi, inibem
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a adenilato ciclase, canais de Ca*" voltagem-dependentes e ativam canais de K', como
resultado inibem a produ¢do de AMPc. Da mesma maneira do grupo II, os receptores do
grupo III produzem praticamente os mesmo efeitos, diminui¢do de adenilato ciclase,
ativacdo de canais de K+ e inibicdo da producio de AMPc (MOGHADDAM, 2004;
SWANSON, 2005).

O Grupo I ¢ encontrado em quase todo o encéfalo, principalmente nas células de
Purkinge do cortex cerebelar, em alguns nucleos da base e nucleos talamicos. A subunidade
mGluR1 ¢ expressa em células do estomago, participa da estimulacdo de pepsinogénio C e
fator gastrico intrinseco, atuando na digestdo de proteinas, principalmente quando houver
presenca de L-glutamato na dieta (SAN GABRIEL et al., 2007).

Os receptores mGluR2 e mGluR3 que formam o grupo II podem ser encontrados no
cortex cerebelar, nucleos olfatorios, tubérculo olfatorio, hipocampo e cortex piriforme, nas
ultimas trés regides a subunidade mGIuR3 ¢ altamente expressa. Sdo encontrados
receptores do grupo II no intestino grosso, no jejuno e ileo, nas células que constituem o
sistema nervoso entérico ¢ podem contribuir para a fisiologia e processos patoldgicos do
intestino (LARZABAL et al, 1999; MOGHADDAM, 2004, FERRAGUTTI &
SHIGEMOTO, 2006).

Quanto as subunidades do grupo III, o mGluR7 se localiza em células da retina onde
o mGluR6 também ¢ encontrado, porém em menor quantidade. O mGluR4 estd presente
nas células granulares do cortex. O receptor mGIluR8 ¢ encontrado nos bulbos olfatorios,
cortex piriforme, nucleo pontino, hipocampo, cortex cerebral e medula, sendo que sua
localizacdo pode ser pré ou pos sinaptica (FERRAGUTTI & SHIGEMOTO, 2006;
MOGHADDAM, 2004).

A heterogeneidade e sua ampla distribuicdo promovem a oportunidade de
desenvolvimento de agentes farmacologicos que interagem com as variadas funcdes dos
mGluRs no SNC. Estudos revelaram que ndo hd homologia da sequéncia de genes dos
mGluRs com outros receptores ligados a proteina G, sugerindo uma nova familia de genes
para esses receptores (CONN & PINN, 1997).

Corti et al., 2007 demonstraram o papel de neuroprote¢ao contra morte neuronal,
administrando inje¢des de agonistas dos receptores mGluR2/3 ¢ mGIluR3 e mGluR2 em

culturas celulares. A presenca de agonistas para mGluR2 demonstrou prote¢do contra a
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morte neuronal induzida por NMDA nas culturas celulares. Esse fato também foi observado
in vivo, mas ndo para o mGluR3. Concluiu-se que essa prote¢do ocorra quando astrocitos
contendo o receptor mGluR3 sdo ativados e, de forma inexplicavel, que a ativacdo do
mGIluR2 pode ser prejudicial aos neurénios expostos a injuria.

Os mGluRs sdo encontrados em stem cells, as subunidades que foram expressas nas
células de origem embriondria sdo: mGIuR3, mGluR4 e mGluR5. A presenca dessas
subunidades estd associada a diferenciacdo e regulacdo da proliferacdo. A subunidade
mGluR5 isolada de blastocistos, indica sua presenca na diferenciacdo de células de todo o
corpo e ainda na proliferagdo de células germinativas. A ativagdo do receptor mGluR4
indica parti¢do na diferenciacdo das linhagens celulares mesodérmicas e endodérmicas, e
mGIuR3 e mGIuRS5 sdo encontradas principalmente em células tronco neurais. Essas
subunidades nas cé€lulas neurais estimulam a diferenciacdo das mesmas em astrocitos,
oligodendrocitos e neurdnios (MELCHIORRI et al., 2007).

O papel fisiologicos dos mGluRs (mgluR1a, mGluR2/3 e mGIuRS) no tecido
cardiaco nao ¢ totalmente esclarecido (GILL et al., 1999). O glutamato presente no tecido
cardiaco pode regular o metabolismo energético diminuindo a demanda de energia em
casos de lesdo isquémica e assim evitar danos ao miocardio. Nas condi¢des de hipoxia ou
isquemia durante cirurgia cardiaca em ratos, a presenga de uma solu¢ao de glutamato no
tecido diminuiu danos causados por lesdes isquémicas e hipoxicas desenvolvendo
cardioprotecao durante esses eventos (US et al., 2001). Em um estudo com ratas prenhas
que ingeriram cafeina durante o periodo gestacional, Iglesias et al., 2006, demonstraram
que pode ocorrer uma diminuicdo dos receptores metabotropicos presentes no tecido
cardiaco,e diminui¢ao dos niveis de proteinas Gq e PLCP1 foi observada nos ratos recém-
nascidos e também nas maes. Os resultados desse estudo sugerem que exista uma relacao
entre os receptores de adenosina Al e metabotropicos para glutamato no cora¢ao e também

sistema nervoso central.

Desordens no Sistema Nervoso Central e Glutamato

A possibilidade de relagdo entre doengas do SNC e os receptores de glutamato tem

sido amplamente estudada. As lesdes sdo geralmente associadas a estimulacdo de
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receptores, quantidade de calcio no liquido extracelular, dentre outros fatores que levam ao
quadro de excitocidade neuronal (OZAWA et al., 1998).

A esclerose multipla, por exemplo, ¢ uma doencga caracterizada pela perda
progressiva de neurdnios motores de algumas regides do encéfalo, levando o individuo a
obito em pouco tempo, cerca de 5 anos (CLEVELAND & ROTHSTEIN, 2001). A
diminuicdo da eficacia dos transportadores de glutamato e aumento de glutamato no fluido
extracelular sdo observados em casos de esclerose multipla amiotréfica (ROTHSTEIN,
1990).

Em um estudo imunohistoquimico utilizando tecido cerebral humano, Geurts et al.,
2003, elucidaram a presenca das subunidades mGluR 1o, mGluR2/3 e mGluRS nos casos de
esclerose multipla. mGluR1a foi expresso nos tecidos em que houve dismielinizagao
caracteristica da doenca, nos casos cronicos ¢ agudos.. As demais subunidades estiveram
presentes em ambos os casos. Os resultados do estudo relacionaram a participacdo dos
receptores nos processos de dismielinizagdo e prolifera¢ao celular da glia na doenga.

A perda da memoria caracteristica da doenca de Alzheimer ocorre pela atrofia e
consequente perda neuronal, principalmente na regido do hipocampo e cortex cerebral. O
sistema glutamatérgico se apresenta de maneira anormal nos casos da doenga. Observa-se
diminuicdo da expressdo dos transportadores de glutamato e recaptacdo de glutamato
extracelular, presenca de bulbos glutamatérgicos nos terminais axonicos atrofiados
(BUTTINI et al., 2005). A excitocidade causada pelo excesso do influxo de Ca*" para o
interior das células, por agdo dos receptores NMDA, pode ser minimizada com a utilizagdo
de medicamentos a base de antagonistas de NMDA nos casos de Alzheimer, uma série de
drogas estdo sendo desenvolvidas e estudadas para evitar esse efeito, como por exemplo, a
memantina, ja disponivel para utilizacdo (DANYSZ et al., 2000).

A doenca de Huntington ou Coréia de Huntington ¢ uma doenca degenerativa do
SNC de causa hereditaria, com prevaléncia em média de 3 a 7 casos por 100.000 habitantes.
As areas mais afetadas sdo: ganglios da base, hipotdlamo, hipocampo e algumas camadas
do cortex cerebral, cuja degeneracdo leva a perda dos movimentos, cogni¢cdo e equilibrio
emocional. O gene causador da Coréia de Huntington se localiza no cromossomo 4 e
produz repetidas sequencias do codon CAG para glutamina. Em um individuo normal a

presenga desse codon ¢ 30 vezes na fita de DNA, porém, em um individuo portador da
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doenga ¢ de 36 vezes ou mais (CARDOSO, 2006; SMITH et al., 2005). O sistema
glutamatérgico pode ser afetado pela poliglutamina agregada (PolyQ), afetando as
concentracdes de glutamato e eficicia dos transportadores de glutamato, como também
ativacdo excessiva dos receptores NMDA, que pode desencadear morte neuronal (SUN et
al., 2005).

A utilizagdo da técnica de hibridizagdo in situ permitiu visualizar a expressao de
RNA mensageiro para transportadores de GLU em algumas regides afetadas pela doenga de
Huntington. No tecido afetado a expressdo foi menor para transportador EAAT2
(ARZBERGER et al., 1997). A perda neuronal por excitocidade causada pelo GLU pode
agravar os sintomas da doenga de Huntington (SHELDON & ROBINSON, 2007).

A doenga de Parkinson ¢ caracterizada pela degeneracao de células nervosas da
substancia negra, interferindo no metabolismo de dopamina no SNC. Essa interferéncia
provoca os sintomas de Parkinson como tremores, lentiddo dos movimentos, alteracdes na
fala e escrita, rigidez muscular e desequilibrio (DUVOISIN, 1986).

Neurdnios glutamatérgicos possuem projecdes para a substancia negra e, em
animais de experimentacdo e pacientes portadores de Parkinson, a perda dos neuronios
dopaminérgicos permite que os neurdnios glutamatérgicos atuem livremente nessa regiao,
podendo causar excitocidade por superestimulagdo de seus receptores. Terapias modernas
preveem a utilizagdo do GABA para diminuir os efeitos da superexcitacao dos receptores e
assim amenizar os transtornos causados pela perda neuronal e também drogas que possam
atuar no bloqueio dos receptores NMDA de glutamato (LOZANO & KALIA, 2005).

Além de desordens do SNC, o MSG foi associado com doengas do trato respiratorio
como, por exemplo, a asma. Em alguns casos foi relatado que a exposi¢ao ao aditivo pode
aumentar os sintomas. Com doses de 1 ou Smg de MSG em capsulas nao foram relatados
nenhum sintoma de inicio imediato (WOODS et al., 1998). Stevenson em 2000, conclui

que ndo hé evidéncias de que o MSG possa desencadear sintomas em asmaticos.

Glutamato monossédico: Umami e aspectos de inocuidade

Em meados do século XX, o Professor Kikunae Ikeda da Universidade Imperial de

Toquio, percebeu um gosto distinto dentre os ja conhecidos (amargo, doce, salgado e
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azedo). Verificou que esse gosto estava presente em alimentos como tomate, dashi (caldo
preparado com base na alga Kombu e peixe bonito), aspargos, queijos e carnes. Seus
experimentos foram iniciados em 1907, e em 1908 isolou cristais de glutamato. A partir
dai, comecgou a produzir um tempero com o produto recém descoberto, pois constatou que
era o glutamato que oferecia aquele gosto. Esse gosto foi denominado de UMAMI, que
traduzindo literalmente do japonés para o portugués significa “gosto bom” e hoje ¢
reconhecido com o quinto gosto basico (IGIS, 2011).

O umami, desde sua descoberta ha um século, tem sido extensivamente estudado
durante todo esse tempo as bases moleculares que permitem a sensacdo desse gosto tém
sido estudadas. Primariamente o Umami ¢ desencadeado quando existe a presenca de
glutamato, mas hoje além do uso de MSG, sabe-se que os nucleotideos 5’-inosinato e 5’—
guanilato também podem desencadear o gosto umami em humanos e animais de
experimentacdo, assim como também interagir com o MSG potencializando seu efeito
(BEAUCHAMP, 2009).

Com o passar dos anos a presenca de receptores que podem traduzir o gosto Umami
tem sido elucidado. O primeiro receptor a ser candidato a tradugdo do sinal de Umami foi a
variante do receptor mGluR4 encontrado nas papilas gustativas Atualmente existem 2
familias de receptores para a tradugdo do sinal no encéfalo e na lingua, dentre eles dois
membros dos receptores metabotropicos para GLU: mGluR1 e mGluR4, e recentemente a
descoberta dos receptores TIR1 e TIR3, que pertencem a familia TIR (YASUO et al.,
2008; LI, 2009; CHAUDARI et al., 2009). Entretanto, atualmente ainda existem duavidas
sobre os mecanismos pelo quais os receptores para umami agem. Especula-se que as
diferentes familias podem interagir entre si ou, ainda, que possam existir receptores
diferentes ainda ndo conhecidos, € que variantes splicing dos receptores metabotropicos
possam atuar para a sinalizacdo de Umami (CHAUDARI et al., 2009; SAN GABRIEL et
al., 2009).

Por ser um aditivo alimentar, testes quimicos, bioquimicos e de toxicidade tém sido
realizados para avaliar a inocuidade do uso do MSG. O Comit¢ FAO/OMS JECFA,
estabeleceu para o MSG uma ingestao diaria aceitavel (IDA) “nao especificada” (JECFA,
1988), o que significa que, em base aos dados disponiveis, a ingestdo didria total da

substancia, que se deriva de seu uso para alcancar os efeitos desejados e de sua
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concentragdo natural nos alimentos, ndo representa um perigo para a saude. Por esta razdo,
ndo se considera necessario o estabelecimento de uma IDA expressa em forma numérica. O
US FDA considera o MSG como um ingrediente da mesma maneira que o agucar ou sal,
considerando o seu consumo seguro (IGIS, 2011). A ANVISA adota a IDA “nao
especificada” estabelecida pelo JECFA e regulamenta o uso do MSG como produto BPF
(quantum satis), que siginifica que o limite maximo de seu uso ¢ baseado na quantidade
suficiente para se alcancar o efeito necessario. Essa regulamentagao ¢ estabelecida apenas

para aditivos alimentares considerados de uso seguro (ANVISA, 2010).

Consideracoes Finais

O glutamato ¢, sem divida nenhuma, indispensavel para o nosso organismo. Esta
presente em mamiferos, aves, plantas e bactérias, evidenciando assim sua grande utilidade
na natureza.

Como neurotransmissor, desempenha um importante papel na maioria das sinapses
excitatorias do sistema nervoso central, sendo sua participacdo fundamental em
praticamente todos os eventos neurologicos e, como toda substincia, seu excesso, em
alguns casos, pode ser prejudicial.

O aditivo alimentar glutamato monossddico ¢ amplamente utilizado em todo o
mundo, principalmente pelos orientais. Efeitos adversos relacionados a sua exposi¢ao, ou a
sua administragdo em animais de experimenta¢do, nao sdo verificados quando seu consumo
acontece nos niveis recomendados a seu uso como aditivo alimentar. Os dados atualmente
disponiveis sobre a avaliagdo toxicologica do MSG por parte de organismos internacionais
(ex. o Comité FAO/OMS JECFA) ou agéncias de regulamentacao nacionais (ex. US FDA)

indicam que seu consumo na fungdo de aditivo alimentar ¢ seguro a satide humana.
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CAPITULO I

Imunodeteccio do receptor mGIluR8 no nicleo arqueado do
hipotalamo de ratos Wistar e estudo dos efeitos, no receptor,
resultantes da exposicao oral sub-cronica ao glutamato

monossodico.
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Imunodetec¢do do receptor mGluR8 no nucleo arqueado do hipotalamo de ratos
Wistar e estudo dos efeitos, no receptor, resultantes da exposi¢ao oral sub-crénica ao

glutamato monossédico.

Resumo

O hipotalamo desempenha papel fundamental no controle neuroendécrino da homeostasia.
O nucleo Arqueado do hipotdlamo (NARC) estd situado no assoalho do III ventriculo,
possui neurdnios do tipo parvicelulares e participa da conexdo do hipotdlamo com a
hipofise. Os neurdnios do NARC sdo responsaveis pela producao de diversos hormdnios, e
a lesdo dessa area pode acarretar diversas doengas endocrinas. O glutamato (GLU) ¢ o
anion de um dos principais aminoacidos presentes no nosso organismo e desempenha
diferentes fung¢oes, sendo uma delas como neurotransmissor excitatorio no sistema nervoso
central (SNC) Na forma livre, o GLU pode estar naturalmente presente nos alimentos,
assim como decorrente do seu uso como aditivo alimentar, o glutamato monossddico
(MSG) No SNC o GLU atua sobre dois tipos de receptores sendo eles: ionotropicos
(AMPA, Cainato ¢ NMDA) e metabotropicos (mGluR1-8) divididos de acordo com sua
homologia genética. Experimentalmente, o MSG ¢ administrado, por via intraperitoneal,
em ratos e camundongos recém-nascidos para desenvolver obesidade hipotalamica,
podendo levar a destruicdo do NARC e, assim, desenvolvimento de doengas ligadas a fome
e a saciedade. Os objetivos deste trabalho foram: avaliar a presengca do receptor
metabotropico mGIluR8 no NARC e o ganho de peso em ratos Wistar alimentados com
dieta acrescida de MSG nas concentragdes de 0% (controle), 1%, 2,5% e 5%, durante 90
dias. No final do periodo experimental os animais foram sacrificados por perfusdo
intracardiaca e seus encéfalos retirados para a realizacdo da técnica de imunohistoquimica
e, assim, evidenciar a presenca do receptor mGluR8. Os animais foram pesados
semanalmente para o controle do ganho de peso. Analise de variancia (ANOVA) com
a=5% foi realizada para verificar se houve diferenca significativa para o ganho de peso e
expressdo de células imunopositivas para mGluR8 entre os animais dos  grupos
experimentais. Verificou-se que a adi¢ado de MSG na dieta ndo afetou o ganho de peso dos
ratos de todos os grupos. A expressao do receptor mGluR8 foi positiva no NARC dos

animais de todos os grupos, sendo que a analise estatistica ndo revelou diferenca (p<0,05)
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no numero de células imunopositivas para mGIluR8, nem para as células da coloracdo de
giemsa, entre os ratos de todos os grupos experimentais. Portanto, os resultados obtidos
indicaram que o receptor mGIluRS estd presente em células do NARC de ratos Wistar e que
a exposicao sub-cronica (90 dias) ao MSG, através da dieta na concentracao de até 5%, ndo
afetou o ganho de peso nem a expressao de células imunorreativas ao receptor mGIuRS8 no

NARC de ratos Wistar.

Palavras-chave: glutamato monossodico;, MSG,; nucleo arqueado do hipotalamo;

receptores metabotropicos.

39



Immunodetection of mGluRS8 receptor in the arcuate nucleus of the hypothalamus of
Wistar rats and study of the effects, on the receptor, resulting from sub-chronic

exposure to monosodium glutamate

Abstract
The hypothalamus plays a key role in the neuroendocrine control of homeostasis. The
Arcuate nucleus of the hypothalamus (ARH) is located on the floor of third ventricle, has
parvicelular type neurons and participates in the connection of the hypothalamus with the
pituitary. Neurons of ARH are responsible for the production of various hormones, and the
lesion of this area can result in various endocrine diseases. Glutamate (GLU) is the anion of
one of the main amino acids in our body and performs different functions, one of them as
excitatory neurotransmitter in the central nervous system (CNS). In the free form, GLU is
naturally present in foods, as well as a result of its use as a food additive, like monosodium
glutamate (MSG). In the CNS, GLU acts on the two types of receptors, which are:
ionotropics (AMPA, NMDA and kainate) and metabotropics (mGluR1- to mGIluRS)
divided according to their genetic homology. Experimentally, MSG is administered
intraperitoneally in newborn mice and rats to develop hypothalamic obesity, and may lead
to the destruction of ARH and thus to the development of diseases related to hunger and
satiety. Thus, this study aimed to assess the presence of the metabotropic receptor mGIluRS8
in the ARH of Wistar rats, and to evaluate the effects in the mGIluRS8 receptor resulting
from the dietary intake of different concentrations of MSG (0% [control], 1%, 2,5% and
5%), during 90 days. Also, it was evaluated the body weight gain of the rats fed with the
diets containing MSG in the different concentrations. At the end of the experimental period,
the animals were sacrificed by intracardiac perfusion and their brains removed to perform
the immunohistochemistry technique and, thus, highlight the presence of the mGIuR8. The
animals were weighed weekly to control weight gain. Analysis of variance (ANOVA) with
a = 5% was performed to evaluate differences for weight gain and immunopositive cells for
expression of mGIuR8 between the experimental groups. The results showed that
consumption of MSG through the diet did not affect weight gain of the rats from all the
experimental groups. Receptor expression for mGluR8 was positive at the ARH of the rats

from all the experimental groups, and statistical analysis showed no difference (p<0.05) for
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the number of immunopositive cells to mGIuR8, nor for the cells positive to the giemsa
stain, between the rats of all the experimental groups. Therefore, the results indicated that
oral consumption of MSG, during 90 days, at concentrations up to 5% in the diet did not
affect weight gain nor the expression of the immunoreactive cells to the mGluR8 receptor

in the ARH of Wistar rats.

Keywords: monosodium glutamate; MSG,; arcuate nucleus of the hypothalamus;

metabotropic receptors.
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Introducio

O controle da homeostasia no organismo humano ocorre por acao dos diversos
nucleos localizados no hipotdlamo e outras areas do encéfalo. Os nucleos que compde o
hipotalamo podem ser divididos por sua fung¢do, ou por sua localizagdo. No plano tuberal
sdo encontrados os nucleos dorsomedial, arqueado (NARC) e ventromedial, enquanto que
no plano supra 6ptico, os nucleos supraquiasmatico, supra-optico e paraventricular, e, por
ultimo os nucleos mamilares e posterior no plano mamilar (MACHADO, 2005).

As conexdes do hipotalamo sdo variadas e desempenham diferentes fungdes, dentre
elas podemos citar as conexdes com a hipofise, sistema limbico e area pré-frontal, entre
outras. Todas as aferéncias ou eferéncias do hipotdlamo sdo importantes. Porém, uma das
conexOes mais estudadas, ¢ a decorrente das aferéncias por meio dos tratos hipotalamo-
hipofisério e tibero-infundibular. O trato hipotdlamo-hipofisario ¢ formado por fibras que
se originam nos grandes neurdnios dos nucleos supra-optico e paraventricular, e terminam
na neuro-hipofise. O trato tibero-infundibular ¢ constituido por fibras neurossecretoras que
se originam nos pequenos neurdnios do nucleo arqueado e areas vizinhas do hipotalamo
tuberal e terminam na eminéncia mediana e haste infundibular (MACHADO, 2005;
BERNE & LEVY, 2000).

Os neurdnios do NARC sao do tipo parvicelulares sendo responsaveis pela secre¢ao
de neurotransmissores, peptideos e hormonios liberadores que sdo extremamente
importantes. Essas substancias sdo fundamentais para o desenvolvimento do sistema
neuroenddcrino. Como exemplos temos: hormdnios hipotalamicos e¢ hormdnios como
substancia P, corticotropina, somatostatina, prolactina e gonadotroéficos (BERNE & LEVY,
2000).

O neurotransmissor dopamina esta presente na conexao hipotdlamo adeno-hipofise,
sendo que, os principais neurdnios dopaminérgicos sao encontrados no NARC. Os nucleos
dorsomedial e paraventricular desempenham papel importante na regulagdo do peso
corporeo, fome e saciedade. A concentragdo de glicose no liquido extracelular atua como
sinal de fome no hipotalamo lateral e dorsomedial, sendo que, seu aumento no sangue

estimula a producdo de insulina pelo pancreas. Esse conjunto de a¢des atua sobre neurdnios
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glicoreceptores, constituindo-se em um sinal de saciedade no hipotalamo (CINGOLANI &
HOUSSAY, 2004).

Os neuronios do NARC e outros nucleos hipotaldmicos que fazem parte do eixo
hipotalamo-hipofisario, projetam seus axOnios muitas vezes para a eminéncia mediana
(EM), considerada um o6rgdo circunventricular. Nesse local os neurotransmissores sao
armazenados em sinaptossomos e, quando necessario, sdo liberados para a adeno-hipofise
por um sistema porta. Os principais neurotransmissores que participam de aferéncias no
hipotalamo para a hipofise anterior sdo, geralmente, dopamina, acetilcolina, GABA e
peptideo opidide B-endorfina (BERNE & LEVY, 2000; HAWKINS, 2009).

A grande relacdo existente entre as concentragdes de glutamato (GLU) no encéfalo
e o ciclo Glutamato/Glutamina, demonstra que além da recaptagao feita por células gliais,
transportadores de GLU e a barreira hemato-encefalica (BHE) limitam os possiveis danos
causados pela superestimulagdo dos receptores de GLU, quando os niveis da concentracao
desse aminoacido diferir do normal (HAWKINS, 2009; DAIKHIN& YUDKOFF, 2000). O
nucleo arqueado ¢ uma das regides mais susceptiveis a lesdo por injecdo de glutamato
monossodico, sendo que, a lesdo desse nucleo pode acarretar em diversos problemas
endocrinos (SOUZA et al., 2001).

Estudos relatam que a morte neuronal pode ocorrer devido a administragdo
sistémica de glutamato, sendo que, geralmente as areas mais afetadas ndo sdao protegidas
pela BHE como, por exemplo, o nucleo arqueado do hipotdlamo. Em casos de isquemia
existe grande concentracdo de glutamato no fluido extracelular, o que pode levar a

superestimulagdo de seus receptores, ocasionando morte celular (HAWKINS, 2009).

Obesidade Hipotalimica

Diversos trabalhos sobre obesidade hipotaldmica desencadeada pela administra¢do
de glutamato monossdédico (MSG) relatam, como consequéncia, lesdo do nucleo arqueado.
As vias e doses utilizadas variam entre autores, mas, geralmente, a administragao ocorre
por injegdes subcutaneas e, em poucos casos, por via oral (CAMPOS et al, 2008;
BOGDANOV et al., 1996; HIRATA et al., 1997; DINIZ et al., 2004; BLOCH et al., 1984;
HERMAUSSEN et al., 2005).
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Além de aumento de peso, outros sintomas estdo ligados a lesdes no nucleo
arqueado, como por exemplo, hipogonadismo e hipotireoidismo. Lesdes do o6rgio
subfornical — uma regido do hipotdlamo — causadas pela injecao de glutamato monossddico
em ratos neonatos mostraram danos neurais, € possibilidade de alteragcdes cardiovasculares
pela diminui¢do do volume deste 6rgdo em decorréncia do tratamento com MSG (PENISI
et al., 2004).

Bodganov et al., 1996, examinaram os efeitos sist€émicos do consumo oral ad
libitum de MSG para elucidar as variagdes nas concentragdes plasmaticas de glutamato, ¢ a
liberacdo de GLU para o NARC. Usando sondas de microdidlise, administraram MSG
intraperitonealmente (0,25 a 2 g/kg de peso corporeo), e por via oral (6,6% na dieta). Os
resultados indicaram que existe uma relagdo dose-dependente do consumo de MSG na dieta
com influéncia no valor dos niveis de glutamato no NARC e plasma. No hipotalamo, os
niveis de MSG foram maiores do que os basais, em 16%, para os animais que receberam
MSG intraperitonealmente. A adicdo do MSG na dieta levou a um aumento menor em
comparacao com os obtidos para as inje¢des, tanto no NARC quanto no plasma.

A administracdo de MSG em animais de experimentagdo recém nascidos ou adultos,
leva a diferentes resultados relacionados ao NARC. Foi observado reducdo do peso
corpdreo em ratos hipertensos (IWASE et al., 2000), resisténcia a insulina e intolerancia a
glicose (HIRATA et al., 1997), perda da ritmicidade do ciclo estral em ratas e aumento no
tempo da instalagao da puberdade em ratos (OLIVEIRA et al., 2004), obesidade em ratas
que ndo afeta os indices de reproducdo, assim como obesidade na prole dos animais
tratados com MSG (CAMPOS et al., 2008).

Os efeitos toxicos do GLU sdo mais acentuados no NARC devido a falta da BHE.
No sistema nervoso entérico (SNE), o plexo intestinal, que possui a mesma funcao da BHE,
permite menor susceptibilidade aos efeitos toxicos de GLU no intestino (SOARES et al.,
2006).

O aumento da pressdo arterial com inje¢des de L-glutamato na area pressora caudal
foi elucidado por Silva et al., 2001, os quais demonstraram que pode haver relacao dos
receptores de glutamato com o controle da modulacao da pressao arterial e, também da

respiracao.
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A substancia P (SP) liberada por neurdnios do nucleo arqueado parece sofrer
alteracdes quando injecdes de glutamato e alguns antagonistas do grupo I de receptores
metabotropicos e NMDA sdo utilizados. O aumento de neurdnios imunorreativos a NMDA
e SP foi observado, e isso pode ser relacionado ao papel do GLU na secregdo
neuroenddcrina via receptores NMDA (CARUSO et al., 2006).

A obesidade hipotalamica pode ou ndo afetar a ingestdo de alimentos, o animal pode
se tornar hiperfagico, normofagico ou hipofagico, indicando que existem fatores que
influenciam o comportamento alimentar, que diferem daqueles relacionados com a morte
neuronal no NARC (RACOTTA & HERNANDEZ-GARCIA, 1989).

Park et al., 2000, estudaram os efeitos de injecdes de MSG e aspartato em ratos
adultos no comportamento da retengao de memoria, e ainda na perda neuronal em algumas
areas do encéfalo, dentre elas 0o NARC. Apds tnica injecao intraperitoneal de 4,0 mg/ g de
peso corpoéreo, a retengdo de memoria ndo foi afetada. As observacdes sobre a perda
neuronal foram marcantes na area do nucleo arqueado nos animais tratados com MSG e
aspartato, sugerindo que este nucleo nao esta protegido pela BHE e constituindo-se em um

sitio de toxicidade por MSG.

Receptores de Glutamato

Os receptores para GLU estdo presentes em diversas areas do SNC, sistema
entérico, coracdo, pulmao e em outros 6rgaos. Sao denominados de ionotropicos (IGluRs):
NMDA (N-metil-D-aspartato), KA (acido cainico) e AMPA (a-amino-3-hidroxi-Smetil-
4isoxazolepropidnico) e metabotropicos (mGluRs) (LARZABAL et al., 1999;
CINGOLANI et al., 2004; IGLESIAS et al.,, 2006; MELCHIORRI et al., 2007, SAN
GABRIEL et al., 2007).

AMPA e KA sdo muitas vezes chamados de receptores nao NMDA e mediam um
grande numero de sinapses excitatorias rapidas. Os NMDA demonstram papel
especializado na memoria, aprendizado e potenciacdo de longo prazo (LTP) e na morte
neuronal por superestimulagdo (NICHOLS, 1994; OHNO & WATANABE, 1996; SMITH,
2000; LUNDY-EKMAN, 2004; KORH, 2006).

45



Os receptores metabotropicos para GLU (mGluR) sdo divididos de acordo com sua
homologia genética em 3 grupos: Grupo I — mGluR1 e mGIuRS; Grupo II- mGIuR2 e
mGluR3, além, do homoélogo encontrado em Drosophila melanogaster DmGIuRA; Grupo
III- mGluR4, 6, 7 ¢ 8 (CONN & PINN, 1997). Os receptores mGluRs do grupo I sdo
acoplados a proteina Gq, os do grupo II a Gi/Go, e os do grupo III a Gi/o
(MOGHADDAM, 2004). Os mGIluR do grupo I estdo relacionados ao metabolismo de
fosfatidilinositol bifosfato e liberagio de Ca®’, os dos grupos II e III inibem a sintese de
AMPc (TSUCHIHASHI et al., 2000; MOGHADDAM, 2004; SWANSON, 2005).

As fungdes dos mGluRs sdo variadas: mediam sinapses lentas, participam de LTP e
depressdo de longo prazo (LTD), regulam trafego de IGluRs, facilitam ou inibem a
liberacdo de neurotransmissores, atuam na modificacdo de receptores NMDA e, ainda, no
desenvolvimento neuronal e na interacao do sistema GABA/GLU do cortex (CAMODECA
et al.,, 1999; LARZABAL et al.,, 1999; SEGOVIA et al.,, 2004; FERRAGUTTI &
SHIGEMOTO, 2006; NAIE et al., 2007). Além disso, podem estar relacionados com a
regulagdo da pressdao arterial e da resposta cardiovascular induzida pelo GLU
(TSUCHIHASHI et al., 2000).

Os principais agonistas do grupo I de receptores metabotropicos sdo: quisqualato e
1S, 3Raminociclopentano- 1,3-dicarboxilato (1S,3R-ACPD) ambos relacionados com a
hidrolise de fosfolipidios de membrana. O grupo II ¢ ativado por 1S, 3R-ACPD, ja o grupo
IIT por L-2-amino-4-fosfonobutirato (L-AP4). Nos dois ultimos grupos os agonistas
modulam a adenilato ciclase (DUVOISIN et al., 1995).

Os do grupo I podem ter papel chave no desempenho dos circuitos motores dos
ganglios basais e, dessa maneira, ser um importante alvo terapéutico para doengas
neurodegenerativas como o mal de Parkinson (CONN et al., 2005). Além do Parkinson
outras doencas, como ansiedade e estresse podem ter relagdo com mGluRs, sugerindo mais
um modelo para tratamento dessas alteragdes (SWANSON et al., 2005).

No cerebelo existe envolvimento de mGluRs nas sinapses das células de Purkinje. O
grupo I esté relacionado a transmissdo excitatdria, ja os dos grupos II e III, aparentemente,
sd0 necessarios para a inibicdo sinaptica nessas cé€lulas, sendo o mGluR1 um forte

candidato para essa funcdo (NEALE, 2001).
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Os receptores do grupo III mGluR4 e mGluR7 sdo modulados negativamente pelo
GLU e GABA. Localizam-se nos neurdnios pré-sindpticos dos ganglios da base, e também
sdo expressos nas células da retina de aves durante o desenvolvimento. Estao ligados a
modulagdo da liberacao de glutamato em eventos excitotoxicos podem atuar na prevengao
desses danos (SAMPALIO et al., 1998).

O ultimo receptor a ser identificado do grupo III foi o mGIuRS, com cerca de
97,5kDa. Primariamente isolaram seu DNA em células da retina e, posteriormente, o RNA
mensageiro desse receptor foi encontrado em diversas areas do encéfalo como: bulbo
olfatorio, cortex cerebral, hipocampo, cerebelo e células fotoreceptoras, principalmente nos
terminais axonicos (DUVOISIN et al., 1995; SAUGAST et al., 1997; MICHAELIS, 1998;
KOULEN & BRANDSTATTER, 2002).

O mGIluR8 ¢ amplamente distribuido em neuronios pré-sindpticos que participam de
sinapses glutamatérgicas relacionados a via de dor na amidala, sendo essa e o hipocampo
duas grandes areas de expressdo dessa subunidade (SWANSON et al., 2005).

Segundo Shigemoto et al., 1997, os receptores mGIluR8 podem ser encontrados
externamente a fenda sinaptica e terminais pré-sindpticos. Nesses casos sdo ativados
quando hé excessiva quantidade de glutamato disponivel (SCANZIANI et al., 1997).

Além da amidala e corpos mamilares, mGluRs dos trés grupos sdo expressos no
nucleo supraquiasmatico no hipotalamo, participando da regulacao dos ritmos circadianos
em resposta a luminosidade (HAAK et al., 2006).

O perfil farmacolégico de mGIluR8 possui caracteristicas dos grupos II e III que
permitem um papel interessante na retina. Desempenha papel de autoreceptor nos terminais
axonicos dos fotoreceptores, assim como outros mGluRs em diferentes areas do encéfalo.
Entretanto, nas células da retina apenas esse receptor desempenha essa fungdo. A
diminuicdo da concentracdo de Ca®" citosélico nos fotoreceptores apos a ativacdo do
mGIuRS, corrobora a ideia da sua func¢do de autoreceptor (CONN & PINN, 1997;
KOULEN & BRANDSTATTER, 2002).

O mGIluR8 possui homologia com os outros representantes do grupo III na seguinte
seqiiéncia: mGluR4 e 7 - 74% e mGluR6 - 70%. A expressdo do receptor na retina € em

outras areas se dé por volta do 16° dia de vida embrionaria, pode ser verificado na regido do
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telencéfalo, hipotalamo, medula e retina. Na idade adulta a expressdo nessas mesmas areas
¢ maior (DUVOISIN et al., 1995).

Ratos knockout, sem o receptor mGIluR8 nao apresentaram alteracdo na atividade
motora, audi¢cdo ou ténus muscular. No entanto, em testes de aquisicdo de memoria, com a
utilizagdo de nado forcado, os animais mutantes demonstraram déficits nos resultados. Nos
testes de exploragdo espontanea com choque os animais knockout apresentaram redugdo da
sensibilidade a dor (GERLALI et al., 2002).

A justificativa para este trabalho encontra-se na discrepancia entre resultados
obtidos por diversos autores em relacdo aos efeitos adversos e fisiologicos decorrentes da
exposi¢cdo ao MSG, tanto por via oral, quanto por via endovenosa. Alguns autores relataram
efeitos toxicos causados pelo MSG, descrevendo lesdes no nicleo arqueado e outras areas
do hipotalamo. Segundo os autores, essas lesdes ocorreriam pela superestimulagdo dos
receptores ionotropicos e metabotropicos de GLU, sendo que poderiam estar relacionadas
com o aumento de doengas degenerativas do SNC (BLOCH et al., 1984; BODGANOV et
al., 1996; HIRATA et al., 1997; SOUZA et al., 2001; DINIZ et al., 2004; OLIVEIRA et al.,
2004; PENISI et al., 2004; CONN et al., 2005; FERNANDEZ-TRESGUERRES, 2005;
HERMANUSSEN et al., 2005; CAMPOS et al., 2008; HAWKINS, 2009). No entanto,
outros autores utilizaram agonistas e antagonistas dos receptores de GLU para o tratamento
desses danos (NEALE, 2001; SWANSON et al., 2005). Ainda, as doses de MSG utilizadas
nos trabalhos que evidenciam efeitos toxicos sdo muito altas, ou por vias de administracao

que ndo reprezenta a utilizagdo do MSG como aditivo alimentar na dieta do ser humano.

Objetivos

Objetivo Geral

Apos estudos relatando que altas doses de MSG causam lesdao no nucleo arqueado
do hipotalamo e, consequentemente, resisténcia a insulina, intolerancia a glicose e relagdo
com doengas degenerativas do SNC, este trabalho teve como objetivo geral avaliar a
expressdao do receptor metabotropico mGIluR8 no nucleo arqueado hipotdlamo de ratos
Wistar, assim como avaliar os efeitos no receptor decorrentes da alimentagdo dos animais,

durante 90 dias, com dietas adicionadas de MSG em até 5%.
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Objetivos especificos

e Avaliar a expressao do receptor metabotrépico mGIluR8 no ntcleo arqueado do
hipotalamo de ratos Wistar;

e Avaliar se a dieta adicionada de MSG, nas concentragcdes de 0% (controle), 1%,
2,5% e 5%, influencia o numero de células reativas ao receptor mGluR8 no nticleo
arqueado do hipotalamo, assim como o numero de células coradas pela técnica de
giemsa, nessa mesma regiao do encéfalo.

e Avaliar se a dieta adicionada de MSG, nas concentragdes de 0% (controle), 1%,

2,5% e 5%, influencia o ganho de peso dos animais durante o periodo experimental

(90 dias).

Materiais e Métodos

Animais e dieta

O protocolo deste trabalho foi aprovado pelo Comité de Etica de Experimentagio
Animal, do Instituto de Biologia, IB/Unicamp. Foram utilizados 32 ratos machos da
linhagem Wistar, desmamados com 21 dias e procriados no Centro de Bioterismo da
Universidade Estadual de Campinas.

Os animais foram divididos em grupos que receberam dieta comercial (Purina®
Labina) sem a adi¢cdo de MSG (grupo controle, n= 8) e grupos (n= 8) que receberam a dieta
adicionada de MSG nas seguintes concentracdes: 1%, 2,5% e 5%, durante todo o periodo
experimental (90 dias). Os animais foram mantidos em caixas proprias para roedores com 4
animais cada, em temperatura constante de 212 °C, com ciclo claro/escuro de 12 horas e
alimentados com dieta e agua ad libitum.

Para controle do ganho de peso, os animais foram pesados semanalmente.

Avaliacio Imunohistoquimica e coloragao giemsa

Para a realizacdo da técnica de imunohistoquimica e giemsa, ap6s o término dos 90
dias de periodo experimental, os animais foram sacrificados por perfusdo intracardiaca sob
anestesia (Figura 1). A anestesia foi aplicada em associacdo de cloridato de ketamina

(Ketalar, PARKE-DAVES) 0,06ml /100g de peso corporal, e cloridato de xilazina
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(Rompum, MILES-LAB), 0,04ml/100g de peso corporal, intramuscular. Com auxilio de
material cirurgico a caixa toracica foi exposta e a sonda colocada no ventriculo esquerdo
para a perfusdo, em primeiro momento com solugdo salina 0,9%, cerca de 300 mL por
animal e subsequentemente com solucdo de paraformaldeido a 4%, em tampao fosfato (PB
0,1M) pH 7,40, a aproximadamente 4°C, 1 litro por animal. Apo6s a perfusdo os animais
foram refrigerados por 3 horas, para entdo a remocao do encéfalo (Figura 2). O encéfalo foi
retirado e mantido em solugdo crioprotetora de sacarose 30% em solug¢do PB 0,1M pH 7,40
por quarenta e oito horas. Terminado o tempo de crioprotecdo os encéfalos foram
emblocados e congelados a -80°C em solu¢do congelante TBS Tissue Médium Freezing ®,
posteriormente seccionados em criostato a 40pum de espessura. Os cortes foram
armazenados em PB 0,1M na geladeira e com a solugdo trocada periodicamente ou em

solucdo anti-freezing e congelados em freezer a -20°C (SANTANA, 2007).

Figura 1 - Local da insercao de sonda para perfusdo intracardiaca, apds exposicao da caixa
toracica.

Foram utilizados 3 encéfalos de cada grupo tratado com MSG 1%, 2,5% e 5% e 3

encéfalos do grupo controle (0% de adicdo de MSG na dieta). Cerca de 10 cortes da regido

do diencéfalo, por animal foram selecionados para a realizagdo da técnica de

imunohistoquimica e da coloracao de giemsa.
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Figura 2 - Encéfalo de rato ap6s perfusdo intracardiaca e periodo de refrigeragao.

Os cortes selecionados para a coloracdo de giemsa foram embebidos em solucao
propria de montagem e montados em laminas gelatinizadas. Durante 48 horas foi realizada
secagem em placa quente (37°C) antes da coloragdo de giemsa. A coloragdo das laminas foi
realizada seguindo uma seqiiéncia que se inicia com a desidratagdo dos cortes por 1 hora no
cloroféormio, cerca de 1 minuto e 30 segundos em alcoois de diferentes concentragdes e 45
minutos no corante, nova desidratagdo por outra série de alcodis, fixacdo do corante e
clarificagdo em solugdo ClItriSolv (Fisher Scientific ®). Para adesdo da laminula foi
utilizada a resina Pemount ®, a secagem da lamina durou cerca de 24 horas em temperatura
ambiente (SANTANA, 2007).

A técnica de imunohistoquimica foi realizada com a incubacdo do anticorpo
primario policlonal de guinea pig contra mGIluR8 fornecido por Chemicon International
(Temecula, CA, USA), por no minimo 12 horas, em temperatura ambiente ou na geladeira,
com concentracdao entre 1:1000 — 2000. Os cortes foram incubados com Triton X-100 e
soro normal de Burro fornecido por Jackson ImmnuoResearch Laboratories, Inc. (West
Grove, PA, USA) (SANTANA, 2007).

Apo6s o término de incubacgdo, os cortes foram lavados em PB 0,1M por 3 vezes de
10 minutos, e incubados com o anticorpo secundario biotinilado contra as imunoglobulinas

do animal do qual foi feito o anticorpo primario mGIluR8, Burro contra Guinea Pig,
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fornecido por Jackson ImmnuoResearch Laboratories, Inc. (West Grove, PA, USA) Os
cortes ficaram por 1 hora em temperatura ambiente em contato com os anticorpos.
Seqiiencialmente ao término da incubacdo, os cortes foram lavados em PB 0,IM e
incubados com o complexo avidina-biotina-peroxidase em solu¢do de Triton-X-100 0,3%
em PB 0,I1M e 0,4M de NaCl por mais 1 hora. Apos a incubagdo com o complexo avidina-
biotina-peroxidase, outra série de lavagens foi realizada e entdo os cortes foram imersos em
meio contendo diaminobenzidina (DAB) (Sigma, St. Louis, MO) 0,05% em PB 0,1M por
cerca de cinco minutos. A seguir foi acrescentado um volume nao especifico de solugao de
peroxido de hidrogénio para evidenciar a reacdo. Em seguida os cortes foram lavados 3
vezes de 10 minutos cada em PB 0,IM e posteriormente montados em laminas
gelatinizadas. A secagem das laminas ocorreu por no minimo 48 horas em placa quente
(37°C), e assim foram banhados em solu¢do de tetroxido de dsmio para intensificagao da
marcacdo, seguindo o protocolo de lavagem em agua destilada, intensificacdo em tetroxido
de oOsmio, lavagem novamente, desidratagdo em alcoois, clarificacio em solucdo de
CitriSolv (Fisher Scientific) e montagem da laminula com resina Pemount ®, apds a
secagem em temperatura ambiente por 24 horas as laminas puderam ser observadas em
microscopio Optico de luz (SANTANA, 2007).

Para a contagem das células tanto da coloracdo de giemsa quanto para
imunohistoquimica, imagens digitalizadas dos cortes coronais foram retiradas em aumento
de 200x, e com auxilio de ferramentas do software Adobe Photoshop ®, as células foram
contabilizadas. As células da coloragdo de giemsa e da técnica de imunohistoquimica foram

contabilizadas em todos os niveis do NARC, segundo Swanson, 1998.

Avaliacao Estatistica
A anélise estatistica de todos os resultados foi realizada utilizando o método
ANOVA com nivel de significancia a=5%, e teste de Tukey para comparagdes das médias.

O software Graph Pad Prism 5.0 ® foi utilizado para a realizag¢do das analises.
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Resultados

Ganho de peso

A partir das pesagens semanais dos animais do grupo controle e dos grupos tratados
com MSG, foram obtidos os valores de ganho de peso durante o periodo experimental. As
médias e desvio padrdo dos dados estdo apresentados na Figura 3 (¢ no ANEXO III,
Tabelas 1 e 2). A analise de variancia entre os grupos tratados com MSG nas concentragdes
estabelecidas (1%, 2,5% e 5%) e o grupo controle (0%), ndo apresentou diferenca
significativa (p<0,05) entre as médias analisadas, indicando que a adi¢do de MSG na dieta

ndo afetou o ganho de peso.
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Figura 3. Ganho de peso de ratos Wistar alimentados, durante 90 dias, com dietas
adicionadas de glutamato monossédico (MSG) nas concentragdes de 0%

(controle), 1%, 2,5% e 5% (n=8).
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Avalia¢do Imunohistoquimica e giemsa

As médias (n=3) da contagem das células coradas pela técnica de giemsa nos grupos
dos ratos Wistar alimentados, durante 90 dias, com dietas contendo MSG (1%, 2,5% e 5%)
e do grupo controle estdo apresentadas na Figura 4 (¢ no ANEXO III, Tabela 3), e as
médias da contagem celular das células imunopositivas para mGIluR8 nos cinco niveis do
nicleo arqueado do hipotdlamo (NARC) para todos os grupos experimentais sao
apresentadas na Figura 5 (e no ANEXO III, Tabela 4).

A coloragdo pelo método de giemsa foi utilizada para identificacio e
dimensionamento da éarea estudada. Segundo Swanson, 1998, o nucleo arqueado esta
situado a AP=-1.78 de B a AP =-3.25 de P (Figuras 6 a 10).

Na Figura 11 sdo apresentados cortes coronais dos encéfalos dos ratos Wistar com
coloragdao de giemsa em todos os niveis do NARC do grupo controle. Na Figura 12 sao
apresentados cortes coronais representando diferentes niveis do nucleo arqueado do
hipotalamo (NARC) com marca¢do imunopositiva para mGluR8 dos animais tratados,
durante 90 dias, com MSG nas diferentes concentragdes 0% (controle), 1%, 2,5% e 5%.
Para representar a marcagao do receptor mGIluR8 foram digitalizadas imagens de um ou
dois niveis de um mesmo animal, tanto para o grupo controle como para os animais
tratados.

Nos cortes dos animais alimentados com dieta adicionada de MSG nas
concentragdes de 2,5% e 5%, foram verificadas vesiculas no tecido cerebral (Figura 12),
porém a area estudada (NARC) foi pouco afetada. Consequentemente, o resultado da
avaliacdo estatistica para a contagem celular tanto para giemsa quanto para as células
imunorreativas a0 mGluRS8, pode ndo ter sido alterado pela perda de tecido. Falhas na
técnica, no momento da microtomia de congelamento, podem ter causado a perda tecidual.
Assim a adicao de MSG nao teria sido responsavel pelo aparecimento das vesiculas.

Células do nticleo arqueado, em todos os seus niveis, estiveram presentes nos cortes
dos animais controle e tratados com MSG. O resultado da contagem celular da técnica de
giemsa foi aproximado em todos os grupos (ANEXO III, Tabela 3). A anélise estatistica
dos resultados, pelo método de analise de variancia com a=5%, indica que nao ha diferenca
significativa (p<0,05) na marcac¢do celular para os animais que tiveram em sua dieta adi¢ao

de MSG em relagdo ao grupo controle. O fato das médias ndo diferirem estatisticamente,
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Figura 4. Média de células coradas pela técnica de giemsa nos cinco niveis do nucleo
arqueado do hipotalamo (NARC) de ratos Wistar alimentados, durante 90 dias,
com dietas adicionadas de glutamato monossddico (MSG) nas concentracdes de
0% (controle), 1%, 2,5% e 5% (n=3).
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Figura 5. Média de células imunopositivas para mGIluR8 nos cinco niveis do nucleo
arqueado do hipotdlamo (NARC) de ratos Wistar alimentados, durante 90 dias,
com dietas contendo glutamato monossddico (MSG) nas concentragdes de 0%
(controle), 1%, 2,5% e 5% (n=3).
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Figura 6 — Representagdo do primeiro nivel do niicleo arqueado do hipotalamo (NARC) de
ratos Wistar. AP = - 1,78 de B. Area em destaque regido que representa o

nucleo arqueado. Modificado de Swanson, 1998.
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Figura 7 — Representacao do segundo nivel do nucleo arqueado (NARC) do hipotalamo de
ratos Wistar. AP = - 2,00 de B. Area em destaque regiio que representa o

nucleo arqueado. Modificado de Swanson, 1998.
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Figura 8 — Representagdo do terceiro nivel do nucleo arqueado (NARC) do hipotadlamo de
ratos Wistar. AP = - 2,45 de B. Area em destaque regiio que representa o

nucleo arqueado. Modificado de Swanson, 1998.
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Figura 9 — Representacdo do quarto nivel do nticleo arqueado (NARC) do hipotalamo de
ratos Wistar. AP = - 2,85 de B. Area em destaque regiio que representa o

nucleo arqueado. Modificado de Swanson, 1998.
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Figura 10 — Representacdo do quinto nivel do nicleo arqueado (NARC) do hipotadlamo de
ratos Wistar. AP = - 3,25 de B. Area em destaque regidio que representa o

nucleo arqueado. Modificado de Swanson, 1998.
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Figura 11 - Cortes coronais dos encéfalos dos ratos Wistar (grupo controle) com coloragdo

de giemsa. A representa primeiro nivel do NARC; B segundo nivel; C
terceiro; D quarto e E quinto nivel. Aumento 80 vezes e barra de escala 300
micrométros. Legendas: Narc = Nucleo Arqueado do Hipotdlamo; mtt =
Trato Mamilo-taldmico; Fx= fornix e PVH = nucleo paraventricular do

hipotalamo.
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Figura 12 — Cortes coronais dos encéfalos de ratos Wistar alimentados, durante 90 dias, com dietas
adicionadas de glutamato monossddico nas concentragdes de 0% (controle), 1%, 2,5% e 5%,
representando diferentes niveis do nucleo arqueado do hipotdlamo com marcacdo
imunopositiva para mGIluRS8. A = Corte de animal do grupo controle, 1° nivel; B= Corte de
animal do grupo controle, 2° nivel; C= Corte de animal do grupo tratado com MSG 1%, 3°
nivel; D = Corte de animal do grupo tratado com MSG 5%, 4° nivel; E = Corte de animal do
grupo tratado com MSG 2,5%, 5° nivel. Aumento 80 vezes e barra de escala 300
micrometros. Legendas: NARC = Nucleo Arqueado do Hipotadlamo; mtt = trato mamilo-

talamico; Fx= fornix e PVH = nucleo paraventricular do hipotalamo.
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indica que o tratamento com MSG ndo altera o numero de células coradas no ntcleo
arqueado.

A utilizagdo da técnica de imunohistoquimica possibilitou visualizar a presenca do
receptor mGluR8 em toda a extensdo do nucleo arqueado, tanto no grupo controle quanto
nos grupos dos animais expostos ao MSG através da dieta, na concentragao de até 5%.

O resultado da andlise estatistica confirma que ndo houve diferenca significativa
(p<0,05) entre as médias dos grupos tratados nas diferentes concentracdes de MSG e o
grupo controle. Esse resultado indica que ndo houve alteragdo no nuimero de células
contabilizadas nos grupos que foram tratados com MSG em relagdo ao grupo controle,
podendo ser considerado que a adicdo de MSG, nas concentragdes adicionadas a dieta, ndo

influenciou na resposta celular.

Discussao

A utilizagdo de MSG como aditivo alimentar ¢ considerada segura pelo Comité
FAO/OMS de Peritos em Aditivos Alimentares e Contaminantes, o qual estabeleceu uma
ingestao diaria aceitavel (IDA) “nao especificada” (JECFA, 1988). O que significa que, em
base aos dados disponiveis, a ingestdo didria total da substancia, que se deriva de seu uso
para alcancar os efeitos desejados e de sua concentracdo natural nos alimentos, ndo
representa um perigo para a saude. Por esta razdo, ndo se considera necessdrio o
estabelecimento de uma IDA expressa em forma numérica. O US FDA considera o MSG
como um ingrediente de consumo seguro (IGIS, 2011). A ANVISA adota a IDA “nao
especificada” estabelecida pelo JECFA e regulamenta o uso do MSG como produto BPF
(quantum satis), que significa que o limite maximo de seu uso ¢ baseado na quantidade
suficiente para se alcancar o efeito tecnoldgico desejado.

Todavia, alguns autores tém relatado que a exposi¢ao oral ao MSG pode afetar a
ingestdo de alimentos, o ganho de peso e estatura, animais apresentaram hipersulinemia e
hiperglicemia, os indices de reprodu¢do nao sdo afetados pela ingestdo de MSG (CAMPOS
et al, 2008; BOGDANOYV et al, 1996; HIRATA et al, 1997; DINIZ et al, 2004; BLOCH et
al 1984; HERMAUSSEN et al, 2005).

Entretanto, os resultados da presente pesquisa demonstram que ratos Wistar

alimentados, durante 90 dias (exposi¢do sub-cronica), com dietas adicionadas de MSG nas
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concentragdes de 1%, 2,5% e 5% tiveram ganho de peso semelhante (p<0,05) entre si,
assim como em ralacio ao grupo controle (dieta sem a adicdo de MSG).
Consequentemente, a adi¢do de MSG a dieta, na concentracdo de até¢ 5%, ndo afetou o
ganho de peso dos animais. Estes resultados estdo de acordo com Monno et al., 1995 e
Walker, 1999, em ambos estudos o aumento de peso nao foi correlacionado a ingestdo de
MSG. Todavia, diferem daqueles obtidos por alguns autores que afirmam que o consumo
de MSG acarreta aumento de peso corporeo e, assim, obesidade (HIRATA et al, 1997;
DINIZ et al, 2004; BLOCH et al 1984; HERMAUSSEN et al, 2005;).

Dessa maneira os achados anteriores em que efeitos adversos sdo elucidados, podem
ter ocorrido em decorréncia da via de administragdo, assim como pelo nivel de exposi¢ao
ao MSG. Nossos resultados nao indicam alteragdes no ganho de peso dos ratos durante os
90 dias de ensaio biologico, mesmo nos animais alimentados com a maior concentragao de
MSG adicionada a dieta (5%).

Samuels, 1995, também nao reportou nenhum efeito adverso decorrente do uso de
MSG em individuos saudaveis. O autor afirmou, ainda, que o MSG ¢ rapidamente
metabolizado no intestino podendo ser uma fonte potencial de energia do 6rgdo. Tal
informagdo foi também observada por Blacher et al., 2009, os quais verificaram o papel do
glutamato no intestino como fonte de energia em enterocitos e colondcitos.

O FDA considera que doses maiores que 3 gramas de MSG livre presentes no
alimento em uma tunica refeicdo, podem causar alguns sintomas relacionados a sindrome do
restaurante chinés: rubor, rigidez muscular, fraqueza, dor de cabega, em uma pequena parte
da populagdo. O organismo ndo distingue se o glutamato ¢ do consumo de MSG ou do
aminoacido presente no alimento. Bodganov et al., 1996, indicaram que a rota de
administracado de MSG pode elevar ou nao os niveis de GLU no plasma e no hipotalamo,
preferencialmente no NARC. Doses de 2,3g/kg de MSG na dieta elevaram esses niveis,
mas nao foram suficientes para causar morte celular e que dessa forma o seu consumo na
dieta pode ndo causar danos neuroldgicos.

Todos os danos causados pelo MSG podem ser devidos ao fato de que o nucleo
arqueado do hipotdlamo ¢ um local em que a barreira hematoencefalica ndo ¢ funcional,
portanto, os neurdnios dessa regido sofrem com as alteracdes dos niveis plasmaticos de

glutamato. Em humanos a BHE também ndo e funcional nessa area do encéfalo, dessa
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maneira, ndo s6 o glutamato ou MSG podem desencadear morte neuronal, mas, outras
substancias como proteina vegetal hidrolisada ou cisteina, causam o efeito neurotoxico
(OLNEY et al., 1969). A utilizagcao de 4mg/g de MSG/ g de peso corporeo em ratos recém-
nascidos, promoveu obesidade (SOARES et.al. 2006), apesar dos animais terem sido
normofagicos. Assim essa obesidade pode ter sido causada por morte neuronal em outras
areas do hipotalamo, diferentes do nticleo arqueado.

Agoes fisiologicas benéficas podem ser observadas com o uso de MSG na dieta. Os
achados de Kondoh et al., 2009, mostraram que o seu uso diminuiu o aumento de peso
corpéreo e aumentou a concentracdo de leptina no plasma, reduzindo a deposi¢ao de
gordura corpdérea. Na concentracdo de 1% dissolvido em 4gua, o MSG ndo alterou a
pressdo arterial, nem as concentracdes de glicose, insulina, colesterol e glutamato no
plasma, em relacdo aos animais controles. Porém tais fatos podem ter ocorrido devido a
presenca de receptores para glutamato no estdmago e intestino que ativam respostas do
nervo vago e, assim, desencadeiam varios sinais ao hipotdlamo e area pré-Optica,
importantes centros de controle de processos homeostaticos, induzindo a respostas
benéficas pds-ingestao de glutamato.

Assim, suplementac¢do da dieta com MSG pode auxiliar no tratamento de pessoas
que tenham desordens alimentares como anorexia ou bulimia, idosos, pessoas
hospitalizadas com perda de peso devido a doengas (YAMAMOTO, 2009).

A utilizagdo da técnica de imunohistoquimica possibilitou evidenciar a presenga da
subunidade de receptor metabotropico R8 no ntcleo arqueado dos ratos controle e tratados
com MSG durante os 90 dias de ensaio bioldgico. A coloragdo de giemsa utilizada como
guia histologico para o estudo permitiu a visualizagdo dos cinco niveis do nucleo arqueado
e, como observado nos resultados, a concentragao de MSG estabelecida nao influenciou no
numero absoluto de células contabilizadas na area analisada, tanto para a coloracdo de
giemsa como para a imunohistoquimica. Estes resultados estdo de acordo com os achados
de Monno et al., 1995, que através da técnica de Nissil evidenciaram que ndo houve perda
celular na regido do nucleo arqueado apds exposicdo oral ao MSG de animais durante 21
dias.

Nao ha consenso na comunidade cientifica de que a subunidade R8 esteja presente

no nucleo arqueado. A localizagdo nos neurdnios permite uma série de indagagdes sobre
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seu papel metabolico no sistema nervoso central e sua influéncia sobre as diferentes
projecdes do NARC para a hipofise e outras areas do hipotdlamo e também produgdo dos
hormonios pelo nucleo (SHIGEMOTO et al., 1997).

A ingestdo do MSG nas concentracdes estabelecidas, ndo alterou o numero de
receptores mGIluR8, podendo ndo ter influenciado na funcdo do nucleo arqueado.
Entretanto, a localizagdo de receptores mGIluR8 em neuronios pré-sinapticos indica que no
nucleo arqueado do hipotdlamo pode haver transmissao sinaptica glutamatérgica, além das
conhecidas como gabaérgicas e dopaminérgicas.

A expressdo dos receptores mGIluR8 no hipocampo ¢ altamente difundida, pois,
participam ativamente nos mecanismos de memoria e aprendizado (YUNG, 1998;
CAMODECA et al., 1999). A localizagdo em alguns nucleos subtalamicos e ganglios da
base demonstram seu papel na regulagdo da transmissdo sindptica e associagdo com
algumas doengas (AWAD-GRANKO &CONN, 2001). Participam das vias de dor na
amidala e medula espinhal e no controle da pressdo e resposta cardiovasculares. Sua
presenca no NARC pode indicar um papel em fungdes neuroenddcrinas e ainda respostas a
estimulos externos que levam a morte neuronal, ja que esse nucleo ¢ um dos principais
sitios de excitocidade causada por GLU ou outras substincias (BERNE&LEVY, 2000;
CONN et al., 2005; SWANSON et al., 2005;CARUSO, et al., 20006).

Gerlai et al., 2002, elucidaram que receptores mGIluR8 estdo envolvidos no
feedback negativo que media a produgdo, transporte, liberagdo e armazenagem de
glutamato no encéfalo, e assim a falta desse receptor funcional, pode acarretar em
processos que levam a uma modificagdo a resposta a diversos estimulos ou
comportamentos.

A neurotoxicidade que ocorre por aminoacidos excitatorios pode ser modulada pela
presenca de receptores mGluRs pela inibi¢do do neurotransmissor, tanto para glutamato
quanto para GABA. mGIluR4 ¢ associado a essa liberagdo no sistema talamocortical
(SNEAD et al., 2000).

Em ratos knockout para mGIluR8 ndo apresentaram diferenca significativa em
relacdo a ratos normais, para o ganho de peso, temperatura corpérea e habituagdo em

situagdes de stress. Os animais mutantes apresentaram déficits de aprendizagem e menor
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sensibilidade a dor (GERLAI 2002). A presenca dos receptores mGluR8 na amidala e
outras areas do hipotdlamo justifica esse comportamento no animal mutante.

A diferenca entre sexo e idade a resposta para diferentes estimulos para ansiedade e
cognicdo com enfoque na fun¢do do receptor mGIluRS, foi estudada por Duvoisin et al.,
2010. Em camundongos machos e fémeas de meia idade foi observado indice maior de
ansiedade e déficit na aprendizagem do que em animais jovens. Em testes de campo aberto,
fémeas e machos mutantes sem o receptor mGluR8 mostraram aumento nos indices de
ansiedade. Os resultados desse estudo sugerem que, exista uma profunda relagdo entre
reten¢do de memoria e cogni¢ao nos testes de nado forgado em ratos que sdo deficientes de
mGIuR8. Os efeitos terapéuticos de mGIluR8 para modulagcdo dos niveis de ansiedade
devem ser considerados.

A utilizagdo de agonistas especificos para o grupo III de mGluRs definiu uma
grande afinidade desses receptores por GABA e glutamato. A liberagdo do
neurotransmissor foi menor quando houve inje¢do do agonista especifico para mGluRS,
demonstrando que este participa dos eventos excitatérios € inibitérios e, também ¢ um
grande indicador do controle sobre a presenca demasiada do glutamato em sinapses
(PANATIER, et al., 2004). Essa propriedade de alta afinidade pelo GLU pode ajudar no
controle da excitocidade causada pelo excesso do mesmo, como feedback negativo.

Os hormdnios como: liberador do hormoénio de crescimento (GHRH), estimulante
da tireodide (TSH), liberador de corticotrofina (CRH) e adenocorticotrofico (ACTH), atuam
por receptores acoplados a proteina Gi e Gs, com aumento de adenosina monofosfato
ciclico (AMPc), inositol trifosfato (IP;) e diacilglicerol (DAG). Esses mecanismos
fisiologicos sdo os mesmo que os exercidos pelos receptores metabotropicos. A somastatina
atua via receptores ligados a proteina Gi com diminui¢do de AMPc¢ (ZIGMOND, et al.,
1999), caracteristica do receptor mGIluR8. Podemos especular que a presenga do receptor
no NARC esteja envolvida no processo de liberacdo desse hormonio, ou que a presenca de
receptores metabotropicos para glutamato esteja envolvida na liberagdo desses hormonios.

Em 2005 Duvoisin e colaboradores demonstraram que ratos deficientes de mGIluRS8
sao maiores do que seus controles, durante a mesma idade. Observaram ainda que, essa
diferenga ndo ocorre por ingestdo demasiada de alimentos ou pela quantidade de dieta rica

em gordura. Os animais sem mGluR8 apresentaram pequena resisténcia a insulina que, foi
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atribuida ao sobrepeso. Ndo houve conclusdo se as diferengas fenotipicas entre os animais
ocorreu por uma causa neural, ou se sdo conseqliéncias de variadas alteragdes no
desenvolvimento da transmissao sindptica que envolve mGluRS8. A resisténcia a insulina
pode indicar, que em animais sem o receptor mGluRS, a producao desse hormonio e leptina
pode ser diminuida. Levando-se a acreditar que o receptor possa desenvolver alguma ac¢ao
fisiolégica no NARC. Nucleo esse, que ¢ influenciado, pelas concentragdes de leptina e
dessa forma a producdo de neuropeptidios importantes para a regulacdo da ingestdao
alimentar e controle de peso corporeo.

A literatura sobre a localizacdo exata, fisiologia e implicacdes em tratamentos
contra doengas no sistema nervoso central do mGIluR8 ¢é escassa. Dessa maneira esta
pesquisa fornece mais um dado morfoldgico da localizacao do receptor em uma area pouco
estudada. O enfoque da maioria dos trabalhos que envolvem o receptor mGIluRS8 ¢ o seu
papel nas células da retina, muitas vezes as vias de dor e medo na amidala e participacao
nos eventos de memoria no hipocampo.

A técnica utilizada permite a visualizacdo de um dado morfoldgico, sendo assim,
serdo necessarios estudos mais aprofundados para verificar o real comportamento do
receptor no NARC sob influéncia da dieta estabelecida. Para demonstrar com clareza o
papel fisiologico dos receptores metabotropicos para glutamato no nucleo arqueado ¢
necessario uma extensa revisao bibliografica sobre sua fisiologia, utilizagdo de técnicas de
biologia molecular como western blotting que quantifica a proteina na area estudada,
microscopia eletronica para localizagdo do receptor nos neurdénios pré e pds sindpticos,
assim como, um estudo mais aprofundado da identificacdo de todos os receptores
metabotropicos e ionotropicos no nucleo arqueado por meio da técnica de

imunohistoquimica.

Conclusoes

Pelo uso da técnica de imunohistoquimica foi evidenciada a presenca do receptor
mGIluR8 em todos os niveis do nicleo arqueado do hipotalamo (NARC) de ratos Wistar,
sendo que a ingestdo de dietas adicionadas de MSG (1%, 2,5% e 5%) ndao modificou o
numero de células reativas ao mGluR8, nem induziu variagcdes no ganho de peso corporeo

dos animais, decorrente da ingestao oral de MSG.

68



Referéncias Bibliograficas

AWAD-GRANKO, H.;CONN, P.J..Activation of groups I or III metabotropic glutamate
receptors inhibits excitatory transmission in the rat subthalamic nucleus.

Neuropharmacology, 41: 32-41, 2001.

BERNE, R. M.; LEVY M.N. Fisiologia, 4. ed., Ed. Guanabara Koogan, Rio de Janeiro,
2000.

BLACHER, F.; BOUTRY,C.; BOS. C.; TOME, D.. Metabolism and functions of 1-
glutamate in the epithelial cells of the small and large intestines. Am. J. Clin. Nutr.,

90 (suppl): 814S-8218, 2009

BLOCH, B.; LING, N.; BENOIT, R.;;WEHRENBERG, WB.; GUILLEMEN, R.. Specifc
depletion of immunoreactive growth hormone-releasing factor by monosodium

glutamate in rat median eminence. Nature, 307: 272-273, 1984.

BODGANOV, M.B.; TTURMINA, O.A.; WURTMAN, R. J.. Consuptiom of a high dietary
dose of monosodium glutamate fails to affect extracellular glutamate levels in the

hypothalamic arcuate nucleus of adult rats. Brain Research, 736: 76-81, 1996.

CAMODECA, N.; BREAKWELL,N.A.; ROWAN, M.J.; ANWYL, R.. Induction of LTD
by activation of group I mGIluR in the dentate gyrus in vitro. Neuropharmacology,

38:1597-1606,1999.

CAMPOS, K.E.; VOLPATO, G.T., CALDERON, M.V.C.; DAMASCENO, R
DAMASCENO, D.C.. Effect of obesity on rat reproduction and the development of
their adult offspring. Brazilian Journal of Medical and Biol. Research, 41: 122-125,
2008.

CARUSO, C.; DURAND, D; WATANOBE, H.; LASAGA, M.. NMDA and group I
metabotropic glutamate receptors activation modulates substance P release from the

arcuate nucleues and median eminence. Neuroscience Letters 303: 60-64, 2006.

CINGOLANI, H.E.; HOUSSAY, A. B.. Fisiologia Humana de Houssay. 7°edi¢do. Editora
Artmed, Porto Alegre, 2004.

69



CONN, P. J. & PINN, JEAN-PHILLIPE. Pharmacology and Functions of metabotropic
glutamate receptors. Ann. Rev. Pharmacol. Toxicol., 37: 205-37, 1997.

CONN, P.J.; BATTAGLIA. G.; MARINO. M.J.; NICOLETTI, F.. Metabotropic glutamate

receptors in the basal ganglia motor circuit. Nature reviews, 6: 787-798, 2005.

DAIKHIN, Y.; YUDKOFF, M.. Compartamentation of Brain Glutamate Metabolism in
Neurons and glia. Journal of Nutrition; 130: 1026-1031, 2000.

DINIZ, Y.S.; FERNANDES, A.A.H.; CAMPOS, K.C.; MANL F.; RIBAS, B.; NOVELLI,
E.L.B.. Toxicity of hipercaloric diet and monosodium glutamate: oxidative stress and

metabolic shifting hepatic tissue. Food and Chemical Toxicology, 42: 313-319, 2004.

DUVOISIN, R.M.; ZHANG, C.; RAMONELL, K.. A novel metabotropic glutamate
receptor expressed in the retina and olfactory bul. Journal of Neuroscience, 15:3075-

3083,1995.

DUVOISIN, R.M.; ZHANG, C.; PFANKUCH, T.; O'CONNOR, H.; GAYET-PRIMO, J.;
QURAISH, S.; RABER, J.. Increased measures of anxiety and weight gain in mice

lacking the group III metabotropic glutamate receptor mGIluR8. Eur. J. Neurosci.,

22(2): 425-436, 2005.

DUVOISIN, R.M.; VILLASANA, L.; PFANKUCH, T.; RABER, J.. Sex-dependent
cognitive phenotype of mice lacking mGluRS8. Behavioural Brain Research, 209(1):
21-26,2010.

FERNANDEZ-TRESGUERRES HERNANDEZ, J.A.. Effect of monosodium glutamate
given orally on appetite control (a new theory for the obesity epidemic). An. R. Acad.

Nac. (Madrid), 122(2): 341-355, 2005.

FERRAGUTTI, F.; SHIGEMOTTO, R.. Metabotropic glutamate receptors. Cell Tissue
Res, 326: 483-504, 2006.

GERLAI R.; ADAMS, B.; FITCH, T.; CHANCY, S.; BAEZ, M.. Performance deficits of
mGIuR8 knockout mice in learning tasks: the effects of null mutation and the

background genotype. Neuropharmacology, 43: 235-249, 2002.

70



HAAK, L.L.; ALBERS, H.E.; MINTZ, E.M.. Modulation of photic response by the
metabotropic glutamate receptor agonist t-ACPD. Brain Research Bulletin, 71:97-
100, 2006.

HAWKINS,R. A.. The blood-brain barrier and glutamate. Am. J. Clin. Nutr., 90(supp):
867S-874S, 2009.

HERMAUSSEM, M.; GARCIA, AP.; SUNDER, M.; VOIGT, M.; SALAZAR, V.
TRESGUERRES, JAF.. Obesity, voracity, and short stature: the impact of glutamate

on the regulation of appetite. European Journal of Clinical Nutrition, 1-7, 2005.

HIRATA, A.E.; ANDRADE, L.S.; VASKEVICIUS, P.; DOLNIKOFF, M.S.. Monosodium
glutamate (MSG) - obese rats develop glucose intolerance and insulin resistance to

peripheral glucose uptake. Brazilian Journal of Medical and Biol. Research, 30:

671-674, 1997.

IGLESIAS, 1; LEON, D.; RUIZ, M.A.; ALBASANZ, J.L.; MARTIN,M.. Chronic intake
of caffeine during gestation down regulates metabotropic glutamate receptors in

maternal fetal rat heart. Amino Acids, 30: 257-266, 2006.

IGIS. International Glutamate Information Service — Glutamate and Taste. In:

<http://www.glutamate.org>. Acesso em: 12 de janeiro de 2011.

IWASE, M.; ICHIKAWA. K.; TASHIRO, K.; IINO, K.; SHINOHARA,N.; IBAYASHI,
S.; YOSHINARIM.; FUJISHIMA, M.. Effects of monosodium glutamate-induced
obesity in spontaneously hypertensive rats vs. Wistar Kyoto rats: Serum leptin and

blood flow to brown adipose tissue. Hypertens. Res., 23: 503-510, 2000.

JECFA. Joint FAO/WHO Expert Committee on Food Additives. L-glutamic acid and its
ammonium, calcium, monosodium and potassium salts. In Toxicological Evaluation of
Certain Food Additives and Contaminants. New York, Cambridge University Press,
1988: p.97-161.

KONDOH, T.; MALLICK, H. N.; TORRI, K.. Activation of the gut-brain axis by dietary
glutamate and physiologic significance in energy homeostasis. Am. J. Clin. Nutr., 90

(supp): 832S-837S, 2009.

71



KOHR, G.. NMDA receptor function: subunit composition versus spatial distrubution. Cell
Tissues Res., 326: 439-446, 2006.

KOULEN, P.; BRANDSTATTER, J.H.. Pre-and postsynaptic sites of action of mGluR8a
in the mammalian retina. Invest Ophthalmol Vis Sci., 43: 1933-1940, 2002.

LARZABAL, A.; LOSADA, J.; MATEOQOS, J. M.; BENITEZ, R.; GARMELLA, LJ;
KUNH, R.; GRANDES,P.; SARRIA,R.. Distribution of the group II metabotropic
glutamate receptors (mGIluR2/3) in the enteric nervous system of the rat. Neuroscience

Letters, 276: 91-94, 1999.

LUNDY-EKMAN, L.. Neurociéncia Fundamentos para a reabilitacdo. 2* edicdo.
Eslevier, Rio de Janeiro. 2004.

MACHADO, A. Neuroanatomia functional. 2° edi¢dao, Atheneu, Sao Paulo, 2005.

MELCHIORRI, D.; CAPPUCIO, I.; CICERONI C.; SPENSANTT, D.; MOSILLO, P.;
SARICHELOU, I.; SALE, P.; NICOLETTI, F..Metabotropic glutamate receptors in
stem cell/progenitors cells. Neuropharmacology, 57: 473-480, 2007.

MICHAELIS, E.K. Molecular biology of glutamate receptors in the central nervous system
and their role in excitotoxicity, oxidative stress and aging. Prog. Neurobiol., 54: 369-

415, 1998.

MOGHADDAM, B.; Targeting metabotropic glutamate receptors for treatment of the
cognitive symptoms of schizophrenia. Psychopharmacology, 174: 39-44, 2004

MONNO, A.; VEZZANI, A.; BASTONE, A.; SALMONA, M.; GARATTINI, S..
Extracellular glutamate levels in the hypothalamus and hippocampus of rats after acute
or chronic oral intake of monosodium glutamate. Neuroscience Letters, 193: 45-48,

1995.

NAIE, K.; TSANOV, M.; MANAHAN-VAUGHAN, D.. Group I metabotropic glutamate
receptors enable two distinct forms of long-term depression in the rat dentate gyrus in

vivo. European Journal of Neuroscience, 25: 3264-3275, 2007.

72



NEALE, S.A.; GARTHWAITE, J.;BATCHELOR, A.M.. Metabotropic glutamate receptor
subtypes modulating neurotransmission at parallel fiber—Purkinje cell synapses in rat

cerebellum. Neuropharmacology, 41: 42-49, 2001.
NICHOLLS, D. G.. Proteins, Transmitters and Synapses. Blackwelle, Oxford. 1994.

OHNO, M.; WATANABE, S.. Concurrent blockade of hippocampal metabotropic
glutamate and N-methyl-D-Aspartate receptors disrupts working memory in the rat.

Neuroscience, (70)2: 303-311, 1996.

OLIVEIRA, F.L.; BENUCL M.P.; SILVA, E.R.; PALDINO, B. BP.; GOUVEIA, EM.. A
lesdo do nucleo arqueado anterior do hipotdlamo pelo glutamato monossodico atrasa a
puberdade, impede a ritmicidade do ciclo estral e induz obesidade na rata. Federac¢ao

das Sociedades de Biologia Experimental, 2004.

OLNEY, J.W. Brain lesions, obesity and other disturbances in mice treated with

monosodium glutamate.. Science. 164: 719-721, 1969.

PANATIER, A.; POULAIN, D.A.; OLIET, S. H. R.. Regulation of transmitter release by
high-affinity group III mGluRs in the supraoptic nucleus of the rat hypothalamus.
Neuropharmacology, 47(3): 333-341, 2004.

PARK, C.H.; CHOI, S.H.; PIAO, Y.; KIM, SEONG-HUN; LEE, YOUNG-JAE; KIM;
HYE-SUN; JEONG, SUNG-JIN; RAH, JONG-CHEOL; SEO, JI-HEUI; LEE, JUN-
HO; CHANG, KEUN-A; JUNG, YOUNG —JA; SUH, YOO-HUN. Glutamate and
aspartate impair memory retention and damage hypothalamic neurons in adult mice.

Toxicology Letters 115: 117-125, 2000.

PENISL, P.; ROIS, J.L.; MENENDEZ, L.; VIDAL,S.. The neonatal treatment of rats with
monossodium glutamate induces morphological changes in the subfornical organ.

Anat. Hist. Embryol., 33: 273-277, 2004.

RACOTTA, R.; HERNADEZ-GARCIA, A.. Gender differences between the effects of
monosodium glutamate on food intake in rats. Physiol-Behav.,46(2): 331-332,1989.

SCANZIANI, M.; SALIN, P.A.; VOGT, K.E.; MALENKA. R.C.; NICOLL, R.A.. Use
dependent increases in glutamate concentration activate presynaptic metabotropic

glutamate receptors. Nature, 385: 630-634, 1997.

73



SAMUELS, A.. Monosodium l-glutamate : a Double-blind study and review. Fd. Chem..
Toxic., 33(1): 69-62, 1995.

SAMPAIO, L.F.S.; PAES DE CARVALHO, E.. Developmental regulation of group III
metabotropic glutamate receptors modulating adenylate cyclase activity in the avian

retina. Neurochem. Int., 33: 367-374, 1998.

SAN GABRIEL, AM.; MAEKAWA, T.,UNEYAMA, H.; YOSIE, S.; TORII, K.. mGluR1
in the fundic glands of rat stomach. FEBS Letters, 581: 1119-1123, 2007.

SANTANA, R.F.. Expressao de subunidades do receptor de glutamato tipo ampa e de
proteinas ligantes de calcio nos nucleos da base durante o desenvolvimento pos-
natal de pombos. Dissertagdo de Mestrado. Universidade Estadual de Campinas,

2007.

SAUGAST, J.A.; KINZIE, JM.; SHINOHARA, M.M.; SEGERSON, T.P;
WESTBROOK, G.L.. Cloning and expression of rat metabotropic glutamate receptor 8
reveals a distinct pharmacological profile. Molecular Pharmacology, 51: 199-125,
1997.

SEGOVIA, G.; MOR, F.. Effects of the metabotropic glutamate receptor agonist, ACPD,
on the extracellular concentrations of GABA and acetylcholine in the frontal cortex of

the rat during the normal process of aging. Brain Research Bulletin, 65: 11-16, 2004.

SHIGEMOTO,R.; KINOSHITA, A.; WADA, E.; NOMURA, S.; ONISHI, H.; TAKADA,
M.. Differential Presynaptic Localization of Metabotropic Glutamate Receptor
Subtypes in the Rat Hippocampus. The Journal of Neuroscience, 17(19): 7503—
7522, 1997.

SILVA, N.F; PIRES, J.G.P.; CAMPOS, R.R.; FUTURO NETO, H.A.. Cardiovascular and
respiratory responses to microinjection of L-glutamate into the caudal pressor area in
conscious and anesthetized rats. Brazilian Journal of Medical and Biological

Research, 34: 1603-1606, 2001.

SMITH, Q.R.. Transport and other amino acids at the Blood-Brain Barrier. J.Nutr.,130:
1016S-10228S,2000.

74



SNEAD, O.C.; BANERJEE, P.K.; BURNHAM, M,; HAMPSON, D.. Modulation of
absence seizures by the GABA(A) receptor: a critical role for metabotropic glutamate

receptor 4 (mGluR4). Journal of Neuroscience, 20: 6218-6224, 2000.

SOARES, A.; SHOFFEN, J.P.F.; GOUVEIA, EMM.; NATAL, M.R.M.. Effects of the
neonatal treatment with monosodium glutamate on myenteric neurons the intestine

wall in the ileum of rats. J. Gastroenterol., 41: 6674-680, 2006.

SOUZA, F.; MARCHESINI, J.B.; CAMPOS, A.C.L.; MALAFAIA, O.; MONTEIRO,
0.G.; RIBEIRO, F.B.; ALVES, H.F.P.; SIROTI, F.J.; MEISTER, H.; MATHIAS,
P.CF.. Efeito da vagatomia troncular em ratos injetados na fase neonatal com
glutamato monossodico: estudo biométrico. Acta. Cir. Bras., 16(1), jan/fev/mar.,

2001.
SWANSON, L.W.. Brain maps: structure of the rat brain. Elsevier, 2°Ed.1998.

SWANSON, C. J.; BURES, M.;JOHNSON, M.P.; LINDEN, ANNI-MAIJA.;MONN, J.A.;
DARRYLE, D.. Metabotropic glutamate receptors as novel targets for anxiety and
stress disorders. Natures Reviews, 4: 131-144, 2005.

TSUCHIHASHI, T.; LIU, Y., KAGIYAMA, S.; MATSUMARA, K.; ABE, I;
FUJISHIMA, M.. Metabotropic glutamate receptor subtypes involved in
cardiovascular regulation in the rostras ventrolateral medulla of rats. Brain Research

Bulletin, 52(4): 279 — 283, 2000.

WALKER, R. The significance of excursions above the ADI — case study: monosodium
glutamate. Regul.Toxicol. Pharmacol.,30: S119-S121, 1999.

YAMAMOTO, S.; TOMOE, M.; KAWAI, M.; UN EYAMA, H.. Can dietary
supplementation of monosodium glutamate improve the health of the elderly? Am. J.

Clin. Nutr., 90(suppl): 844S-849S, 2009.

YUNG, K.K.L.. Localization of ionotropic and metabotropic glutamate receptors in distinct

neuronal elements of the rat substantia nigra. Neurochem. Inter., 33: 313-326, 1998.

ZIGMOND, M.J.; BLOOM, F.E.; LANDIS, S.C.; ROBERTS, J.L.; SQUIRE, L.R..

Fundamental Neuroscience, Academic Press, 1999.

75



CONCLUSOES GERAIS

O aditivo alimentar glutamato monossodico (MSG) ¢ objeto de diversos estudos,
desde a sua fisiologia no metabolismo humano até suas reagdes adversas em cobaias de
diferentes géneros. A necessidade de esclarecimentos sobre o papel metabdlico do MSG no
organismo, bem como sua inocuidade, ¢ muito discutida na comunidade cientifica. As
divergéncias sdo grandes, porém, atualmente o seu consumo ¢ considerado seguro pelos
orgaos competentes (Food and Drug Administration e Organiza¢do Mundial da Satde).

A utilizag¢ao da técnica de imunohistoquimica possibilitou evidenciar a localizacao
do receptor metabotropico mGluR8 no ntcleo arqueado do hipotadlamo de ratos. Nao houve
diferenca significativa (p<0,05) do numero de células contabilizadas da técnica de giemsa,
nem na imunohistoquimica para mGIuRS, entre os animais que receberam dieta acrescida

de MSG nas concentracoes 1%, 2,5% e 5% e os animais controle.
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ANEXO I

Certificado da Comissio de Etica na Experimentacio Animal
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ANEXO II

TRABALHO APRESENTADO EM EVENTO CIENTIFICO
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AVALIACAO DO CONSUMO DE RACAO E GANHO DE PESO EM RATOS NAO
DIABETICOS E DIABETICOS ALIMENTADOS COM GLUTAMATO
MONOSSODICO EM DIFERENTES CONCENTRACOES.

'FREITAS, T.F.P.A; 'MALULY, H.D.B.; 'REYES, F.G.R.; ’AREAS, M.A; *TOLEDO, C.A.B.,
'Departamento de Ciéncias de Alimentos, UNICAMP, “Departamento de Fisiologia ¢
Biofisica, UNICAMP, Campinas/SP, *Ntcleo de Pesquisa em Neurociéncia, UNICID, Sao
Paulo/SP.

Objetivo: Existem relatos de que a administragdo de glutamato monossddico (MSG), por
via oral ou intraperitonial, pode causar danos no sistema nervoso central, especialmente em
algumas areas do hipotalamo, desencadeando desordens que afetam a regulagdo do apetite,
parametros bioquimicos, entre outros. Os estudos que descrevem esses resultados utilizam
doses muito altas de MSG, o que ndo reproduz o consumo normal na dieta do ser humano.
Dessa maneira, os objetivos deste trabalho foram avaliar estatisticamente se hé diferenga no
ganho de peso e o consumo de dieta em ratos alimentados com ragdo acrescida de MSG em
diferentes concentragoes.

Métodos e Resultados: Foram utilizados ratos Wistar machos, de 21 dias que foram
divididos em grupos que receberam dieta comercial (n=12) e dieta contendo MSG nas
seguintes concentracdes: 1% (n=18), 2,5% (n=12) e 5% (n=12), com aproximadamente 70
dias, a diabetes foi induzida com estreptozotocina (50mg/Kg p.c.) e permaneceram mais 22
dias diabéticos até o sacrificio. Durante todo o periodo do experimento, os animais foram
mantidos em gaiolas individuais com racao e agua ad libitum. Os animais foram pesados
semanalmente e para a analise estatistica, foi utilizado o método ANOVA com nivel de
significancia de a=5%. As médias em quilogramas de consumo de racdo e desvio padrao
durante todo o experimento para os grupos ndo diabéticos e diabéticos foram
respectivamente CND = 1,74/0,11; 5%ND=1,64/0,4; 2,5%ND=1,53/0,4 e 1%ND=
1,27/0,46 ¢ CD=1,21/0,47; 5%D=1,49/0,30; 2,5%D=1,40/0,75 ¢ 1%D=1,08/0,17 e as
médias de peso foram de CND=2,82/1,14; 5%ND=2,82/1,23; 2,5%ND=2,54/1,01 e
1%ND=2,45/0,94, e CD=2,89/1,19; 5%D=2,69/1,11; 2,5%D=2,73/1,01 e 1%D=2,46/1.
Conclusdo: Diante da anélise estatistica, ndo houve diferenga significativa (p>0,05) entre os
grupos tratados com MSG e os tratados com ragdo comercial, tanto para os animais
diabéticos quanto para os ndo diabéticos. Dessa maneira, este trabalho mostrou que o
consumo de MSG nas concentracdes estabelecidas, ndo influenciou o consumo de dieta e

ganho de peso dos animais.
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Avaliacao do consumo de ragdo e ganho de peso em ratos
diabéticos e ndo diabéeticos alimentados com glutamato
monossodico em diferentes concentragoes

LINIC A R

Farnscan

FREITAS. TF.P.A; 'WMALULY, H.DB. ITOLEDOD, C.AE. JAREAS, MA 'REYES, F.G.R..

! Departamento de Ciéncias de Mimentos, UNICAMP, 2 Departamento de Fisiologia e Biofisica,
UMICAMP. Campinas/SP, * Micleo de Pesguisa em Meurocléncia, UNICID, 530 Paule/SP.

Introdugdo e Gbjetivos

Existem relatos de que & administracdo de gutamate
monossddico (M2E), por via oral, pode causar danos no
sislema nervoso ceniral, especiaiments am  algurmas
dress do hipeldlamo, desencadesnds desordens que
afetam compedamentes relacionados com & Ingestds
alimantar, come regulacie do apelite & pardmetios
Bicguimices corpdreos  |Indices séricos de  glicose,
triglcdrides, colesteral,  hormaniss,  entre  culros)
Eniraiants, os estudos que descreverm esses resuliados
uiilizaram doses mults sias de MEGE, o que nfo reproduz
€ COREUMS normal ne dieta do ser humano, Dessa farma,
o8 objelivos desle trabalhe foram avaliar ¢ consumo de
rasdio @ o ganhe de pesa em ralos diabetices (D) @ ndo
diab#licos (MO} alimentados com dietas adicionadas de

Materiais & Métodos

Faram ulfizados ralos Wistar machos. de 21 diss de
Idade, os guais faram dividides em grupas que receberam
diata comarcial (nei2) e dieda acrescida de MEGE nas
seguintes concentrages: 1% (RE12), 2.5% (N=12) & 5%
(mE12), Com apreximadamente 7O digs o diabetes i
indurde com estreplozotecing (50 mg'Kg pec) em
metade 405 animals de cada grupo & permanecaranm mais
22 dias dabslicos até o sacificio por  perfusdo
intracardiaca sob anestesia. Duranie fodo o periodo do
experimenio, o% animals foram mantidos em gaiclas
individuais com raglo o Agua ad fiddum. O% animais
foram pesados semanaimenta para confrole de pess, & &
consums da dista fol caleulass pela diferenca S0 pess da
racho dlerecics por desperdicid na Bandeja.

MSG em difersnfes conceniragtes (0, 1%, 2,5% & 5%
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Fig. 1- Ganhc d= peso pelos onmas disbeticos = nao dabéticos,
duranke &3 13 38Manps 0p experimenio. Conligle MO (diela comeal
sam adipdo de M52k dabeticos), 1% N [dieta acrescida de 1% de
MEGMA: dabalicos) 2.5% MO (deta acreacia de 2.9% 06 WS GNED
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Resuitados e SConclusao

MNa Figura 1 esta apreseniade o ganheo de peso dos
diferénles grupos de animais ndo diabatices a disbalicos
gui consumirarm dietas com diferentas niveis de MSG
adicionado. Ma Figura I spresenta-se o consumo de
racdo pelos mesmes gripos de animais, @0 longo das 13
semanas de expermanio. Mo foi verificads difersngs
(p=0,05) entre 0% grupes. tante para o ganho de peso
COMo Paré 0 consume de racdd, Assim, a adiche o
MSE as dielas oferecidas 805 animais, em nivel de ate
5%, nda influencicu o ganho de peso nem o consums da
racda, tanto nos ralos ndo diabélicos como nos
diabaficos,
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Abstract

Some reporis from the llerature indicate that tha oral
adminisiration of monosedium glutamale (MS5) can induce
damages to the cantral nervous system. aspecialy in soma
areas of the hypothalamus, causing diserdars that affel 1he
ragulstion of appefite and biochemical paramaeters. amang
others effecis. The studies that describe those resulls use
high doses of M3E, which does not reproduce the narmal
consumplion of M5G. when It is used as a foed additive in
th hurman diel, Thus, the purpose of [his sludy was o
wvaluate the food intake and waight gain by non-disbelc
and diabatic rats fed with disls containing diferant levels of
MSG (0. 1%, 2.5% and 5%). The resulls showed thal the
presence of M3G in the diels. at a level up to 5%, did not
alier the dist consumption or the weight gain of the animals
(non-diabatic and diabetich.
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ANEXO III

TABELAS DE GANHO DE PESO E CONTAGEM
CELULAR
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Tabela 1. Média da evolugdo do ganho de peso de ratos Wistar alimentados, durante 90

dias, com dietas

adicionadas

de glutamato monossédico (MSG) nas

concentracdes de 0% (grupo controle), 1%, 2,5% e 5%; diferengas estatisticas

para p<0,05 (n=8).

Controle MSG MSG MSG
1% 2,5% 5%
Semanas Média DP Média DP Média DP Média DP
(2 () (2 (8
1 71,3 11,6 59,4 10,2 68,8 10,9 55,0 8,5
2 115,6 15,7 100,6 12,7 108,8 13,6 96,3 11,9
3 156,3 15,8 138,1 12,8 145,6 14,3 134,4 14,7
4 199.,4 15,9 180,0 11,0 176,9 16,5 176,3 18,3
5 237,5 17,9 211,9 15,8 216,9 17,1 218.8 15,5
6 256,3 19,4 2344 15,9 238.8 23,4 246,9 17,3
7 279.,4 22,9 272,5 17,1 258.,8 19,8 288,8 18,7
8 317,5 20,0 312,5 17,1 296.,9 19,8 3213 22,6
9 3344 26,4 300,6 14,3 322.5 17,7 330,0 22,0
10 341,9 32,9 310,0 17,7 328.8 36,3 340,6 15,0
11 361,9 34,2 333,8 22,6 3544 38,7 364.,4 17,8
12 365,6 35,1 3494 22,1 367,5 38,4 375,6 20,3
13 390,6 35,8 365,6 23,8 376.,9 46,1 390,0 18,9
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Tabela 2. Média do ganho de peso total de ratos Wistar alimentados, durante 90 dias, com

dietas adicionadas de glutamato monossédico (MSG) nas concentragdes de 0%

(grupo controle), 1%, 2,5% e 5%; diferencgas estatisticas para p<0,05 (n=8).

Média Ganho de peso DP
(8
Controle 319.4 31
MSG 1% 306,3 26,4
MSG 2,5% 308,1 44,1
MSG 5% 335 14,1

Tabela 3. Média e desvio padrao (DP) de células coradas com a técnica de giemsa nos

cinco niveis do nucleo arqueado do hipotilamo (NARC) de ratos Wistar

alimentados, durante 90 dias, com dietas adicionadas de glutamato monossddico

(MSG) nas concentra¢des de 0% (grupo controle), 1%, 2,5% e 5%; diferencas

estatisticas para p<0,05 (n=3).

MSG MSG MSG
NARC Controle 1% 2,5% 5%
Média SD Média SD Média SD Média | SD

Nivel 1 159,7 | 42,5 1433 48,6 2347 52,3 230,7 | 64,9
Nivel 2 | 674,77 | 146,9 | 398,0 43,9 441,7 123,1 | 554,7 | 55,6
Nivel 3 | 669,7 | 327,2 | 5433 47,6 5153 59,5 577,0 | 94,7
Nivel 4 | 695,7 | 36,8 506,7 | 109,7 583,7 180,0 [ 757,0 | 101,0
Nivel 5 | 820,0 | 181,5 | 505,3 | 109,9 565,7 183,7 | 748,0 | 41,0
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Tabela 4. Média e desvio padrao (DP) das células imunopositivas para mGIluR8 nos cinco

niveis do nticleo arqueado do hipotdlamo (NARC) de ratos Wistar alimentados,

durante 90 dias, com dietas adicionadas de glutamato monossddico (MSG) nas

concentragdes de 0% (grupo controle), 1%, 2,5% e 5%; diferengas estatisticas

para p<0,05 (n=3).

MSG MSG MSG

NARC Controle 1% 2,5% 5%

Média DP Média DP Média | DP Média DP
Nivel 1 125,3 16,2 122,7 16,2 115,7 | 55,2 133,7 26,1
Nivel 2 334,0 121,1 240,0 28,2 | 255,0 | 1014 234,0 42,4
Nivel 3 353,3 87,1 2723 64,6 | 287,3 | 77,8 3333 31,5
Nivel 4 325,7 28,1 251,0 60,7 | 309,3 [ 108,0 336,7 7,6
Nivel 5 357,7 38,9 220,3 5,5 320,0 | 90,1 2940 8,0
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