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Figure 1: Oxidative enzymes evaluation.



Table 1: Oxidative stress parameters determined in the blood of the rats for a period of 13 weeks (P<0,05): non-diabetic group (C),
non-diabetic 1.0% MSG (C-MSG 1.0%), non-diabetic 2.5% MSG (C-MSG 2.5%), non-diabetic 5.0% MSG (C-MSG 5.0%), diabetic
group (D), diabetic 1.0% MSG (D-MSG 1.0%), diabetic 2.5% MSG (C-MSG 2.5%), diabetic 5.0% MSG (D-MSG 5.0%).

Parameters C C-MSG 1% C- C-MSG5% D D-MSG 1% D- D-MSG5 %
MSG2.5% MSG2.5%

Catalase 0.025£0.004 0.029£0.004  0.026x£0.005  0.026+0.06  0.022+0.006 0.014+£0.002 0.014+£0.001  0.021%£0.006

(arbitrary units/lg protein.min)

Superoxide dismutase 71.22+14.70 51.64%23.71 58.64%16.70 67.07x11.21 18.76x1.94  9.97+2.30° 8.171£3.98* 12.22+1.45%

(arbitrary units /g protein)

Glutathione (nmol/ug 1.41£0.17 1.3310.28 1.5310.34 1.6310.36 1.6210.07 1.4610.16 1.6910.31 1.671£0.48

protein.min)

“Significant difference from group D
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EPIGRAFE

“Toda verdade é simples.”- Nao é isso uma dupla mentira?
Crepiisculo dos Idolos, Friedrich Nietzsche (1844-1900)
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Figure 6:

Figure 7:

Photomicrograph of cross-sections of the left ventricle determined in the
non-diabetic (C group) Wistar rats fed with diets containing 0.0-5.0%
added MSG. The hearts from non-diabetic control (C), non-diabetic
1.0% MSG (C-MSG 1.0%), non-diabetic 2.5% MSG (C-MSG 2.5%) and
non-diabetic 5.0% MSG (C-MSG 5.0%) rats were stained with HE.
Irregular nuclei in the cell center (a) and spaces between the cardiac
fibers (b), both typical of a normal heart, were found in al groups. Nuclei
located outside the cardiac fibers belong to endothelial cells and
fibroblasts (c). Intercalated disks mark the junctions between the
Lo 10 10) 10 01 ) S

Photomicrograph of cross-sections of the left ventricle from diabetic (D
group) Wistar rats fed with diets containing 0.0-5.0% added MSG: The
hearts from diabetic control (D), diabetic 1.0% MSG (D-MSG 1.0%),
diabetic 2.5% MSG (D-MSG 2.5%), and diabetic 5.0% MSG (D-MSG
5.0%) rats were stained with HE. Irregular nuclei in the cell center (a)
and spaces between the cardiac fibers (b), both typical of a normal heart,
were found in all groups. Nuclei located outside the cardiac fibers belong
to endothelial cells and fibroblasts (c). Intercalated disks mark the
junctions between the cardiomyoCytes.........cuvviuiiiiiiiiiiiiiniennan,
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RESUMO GERAL

Tem sido relatado que a administracdo de glutamato monossédico (MSG) por via parenteral
e oral possui um efeito lesivo sobre o nicleo arqueado do hipotdlamo provocando
alteracoes na regulacdo do apetite e, como conseqiiéncia, obesidade e distirbios
relacionados a sindrome metabdlica, que sdo caracterizados por alteracdes no metabolismo
de carboidratos (resisténcia a glicose e insulina), dislipidemia e doenca cardiovascular. Este
estudo teve como objetivo avaliar possiveis alteracdes metabdlicas e cardiovasculares
quando da exposi¢cao oral ao MSG em niveis de até 5,0% na dieta. O estudo foi realizado
com ratos diabéticos e ndo diabéticos. A utilizacdo de animais diabéticos se justifica por
serem susceptiveis a inducdo de possiveis distirbios metabdlicos. Foi avaliado o perfil
metabolico caracteristico da condi¢do diabética, incluindo eletrocardiograma, testes
bioquimicos, determina¢ao de aminodcidos livres no soro dos animais e a possivel alteracdo
histolégica de 6rgdos que sdo afetados pela condi¢do diabética (figado, rins e coracdo).
Concluiu-se que o uso de MSG na concentracdo de até 5,0% na dieta, ndo alterou os
parametros estudados, tanto nos animais nao diabéticos, como nos diabéticos. As alteragdes
observadas em animais diabéticos refletiram aos distirbios caracteristicos desta

enfermidade, independente da adicao de MSG na dieta.
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SUMMARY

It has been reported that the parenteral or oral administration of monosodium glutamate
(MSG) has an deletereous effect on the arcuate nucleus of the hypothalamus, inducing
alterations in the control of appetite that can lead to obesity and disorders related to the
metabolic syndrome, such as alterations in carbohydrate metabolism (glucose and insulin
resistance), dyslipidemia and cardiovascular disease. This study aimed to evaluate possible
metabolic and cardiovascular alterations as a consequence to oral exposure to MSG at
levels up to 5.0% in the diet. The study was carried out using diabetic and non-diabetic rats,
the use of diabetic animals being justified by their susceptibility to the induction of possible
metabolic disorders. The metabolic profile characteristic of the diabetic condition was
evaluated, including electrocardiogram, biochemical tests, determination of amino acids in
the serum and the possible histological alteration in the organs that are affected by this
condition (liver, kidneys and heart). In conclusion, the use of MSG at levels up to 5.0% in
the diet did not change the parameters studied in both: non diabetic and diabetic animals.
The alterations observed in the diabetic animals reflected the metabolic changes

characteristic of this disease, regardless the addition of MSG to the diet.
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INTRODUCAO GERAL

O 4cido glutamico € um aminodcido nao essencial presente nos alimentos na forma
livre ou ligado a proteinas e o glutamato monossédico (MSG), o sal deste aminoacido, é um
aditivo alimentar adicionado a vérios alimentos como, por exemplo, snack, sopas, molhos,
entre outros, com a fun¢do de realgador de sabor (Garattini, 2000). A ingestdo média de
glutamato foi avaliada em diferentes regides: nos paises da Unido Européia é de 0,3-0,5
g/dia e nos paises asidticos € de 1,2-1,7 g/dia (Beyreuther et al, 2006).

Como resultado da avaliacdo toxicoldgica, o Comité misto FAO/OMS de Peritos em
Aditivos Alimentares e Contaminantes (JECFA, 1988) e agéncias de regulamentacdo como
o Comité Cientifico para Alimentos da Comunidade Européia (SCF, 1995) e Agéncia
Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) (Brasil, 2001) consideram o MSG um aditivo
alimentar de uso seguro, sendo que o Agéncia Regulatdria para Alimentos, Medicamentos e
Cosméticos dos Estados Unidos da América (US FDA, 2006) o considera como
ingrediente, também de uso seguro.

Entretanto, recentemente, foi relatado que patologias como obesidade, voracidade e
deficiéncia na produgdo de hormonio de crescimento poderiam estar associadas a ingestao
de MSG através da dieta. Segundo os autores, 0 MSG poderia provocar hiperglutamatemia
cronica (aumento da concentragdo de glutamato na corrente sangiiinea). Sendo o glutamato
um neurotransmissor excitatorio, ativo em um ter¢co das sinapses do SNC (Watkins &
Evans, 1981), o excesso deste neurotransmissor no espago sindptico do hipotalamo, poderia
provocar neurodegeneracdo devido a hiperexcitacdo produzida pela elevada concentracdo
extracelular de glutamato, levando a morte neuronal. Esta lesdo poderia romper a
sinalizacdo da cascata hipotalamica da acdo da leptina, causando hiperfagia, obesidade,
hiperleptinemia e déficit de hormdnio de crescimento (GH) (Hermanussen & Tresguerres,
2003; Hermanussen et al 2006). A leptina é um componente do complexo sistema
fisiolégico que regula o armazenamento, o equilibrio e o uso de energia pelo organismo.
Uma disfun¢do na produgdo desta proteina pode acarretar ganho ou perda de peso (Flier,
1998). Além do prejuizo na acdo da leptina, a destrui¢do dos neurdnios do nicleo arqueado
também provoca a queda na producdo de hormodnio de crescimento (GH) e do fator de
crescimento ligado a insulina (IGF-I), por alteracdes na expressao génica desses hormonios

(Kovacs et al, 1995; 2000). A deficiéncia de GH tem vdrias caracteristicas que incluem
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mudancas na composicdo corporal (obesidade com predominio de gordura visceral e
redugdo na massa magra), alteragdes no metabolismo lipidico (aumento de colesterol total e
LDL, reducdo de HDL e hipertrigliceridemia), no metabolismo glicidico (resisténcia
insulinica) e doengas cardiovasculares, entre outras (Conceigdo et al, 2001).

Diniz et al (2004; 2005) e Collison et al (2008) relataram stress oxidativo e
desordens metabdlicas quando o MSG era injetado intraperitonealmente em ratos ou
administrado através da dieta, e a ingestdo de MSG também foi mencionada por He et al
(2008) como sendo a responsdvel pelo aumento da incidéncia de obesidade na populagdao
chinesa.

O aumento da prevaléncia do excesso de peso e doencgas cardiovasculares tem
aumentado rapidamente em paises em desenvolvimento, sendo que 65% da populagdo
adulta possui sobrepeso ou € obesa, incluindo a populacdo japonesa (Arai et al, 2006) e
chinesa (Hsiao et al, 2009), das quais foi verificado um aumento significativo destas
patologias em nivel mundial devido a modificagdes no estilo de vida e habitos alimentares
(Flegal et al, 2000; McLellan, 2002). Estes sintomas (excesso de peso e doenca
cardiovascular) associadas ao diabetes tipo II e dislipidemias caracterizam a Sindrome
Metabolica (Eckel et al, 2005; Després & Lemieux, 2006). O diabetes é uma desordem
metabodlica caracterizada pelo aumento da glicose sanguinea, resultante de alteracdes no
metabolismo de proteinas, lipideos e carboidratos devido a diminui¢do de secre¢do ou
resisténcia periférica da insulina. Estas alteragdes aumentam a propensdo ao
desenvolvimento de doengas cardiovasculares e neuropatias, que apresentam uma das
maiores causas de morte de pacientes (Paulson, 1997; Balkau et al, 2004). Cabe mencionar
que o aumento de peso e a obesidade dependem de vérios fatores, incluindo aspectos
genéticos, metabdlicos, comportamentais e ambientais (Stein & Colditz, 2005).

Por outro lado, estudos cronicos com macacos que receberam dietas adicionadas de
MSG em niveis de, até 2,0 a 4,0g/kg p.c. ndo apresentaram aumento da ingestdo alimentar,
nem inducdo de obesidade (Newman et al, 1973). Também, estudos com suinos jovens
indicaram que o glutamato € extensivamente oxidado no intestino, mesmo quando os
animais receberam doses trés a quatro vezes maiores do que aquelas normalmente ingeridas
quando o MSG ¢ utilizado como aditivo alimentar (Janeczko et al, 2007). Além disso, a

quantidade de MSG adicionada nos alimentos € auto-limitante (0,3-0,9%) pelo fato de que
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o aumento da quantidade de MSG adicionado diminui a palatabilidade dos alimentos
(Yamaguchi & Ninomiya, 2000; Beyreuther et al, 2006).

O proposito da presente pesquisa foi o de avaliar, através de um estudo de exposicado
subcronica em ratos Wistar, os efeitos da administracdo de MSG, através da dieta, em
parametros bioquimicos, hematoldgicos e histoldgicos, além da conducdo elétrica do
coragdo. Para tanto, o MSG foi adicionado na dieta em niveis de 1,0, 2,5 e 5,0%, sendo

utilizados animais nao diabéticos e diabéticos (diabetes induzida por streptozotocina).
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Capitulo 1

~
Glutamato monossodico:

Aspectos toxicologicos

Este capitulo serd publicado no Livro: Glutamato monossdédico — Aspectos quimicos,

bioldgicos e tecnoldgicos.
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Introducao

O glutamato monossédico (MSG) € o sal sédico do aminodcido 4cido glutdmico,

cujas estruturas estio apresentadas na Figura 1.

Q Q
o] o]
H())J\/YH\OH HO O Na*
NHz NH;

Acido giutdamico Glutamato monossddico

Fonte: Wikimedia commons

Figura 1: Estruturas moleculares do 4cido glutdmico e do glutamato monossddico.

O 4cido glutamico (ou glutamato na sua forma dissociada) € o principal composto
responsavel pelo chamado quinto gosto bésico ou gosto umami, que em japonés quer dizer
“delicioso”. Além do glutamato, outras moléculas podem induzir o gosto umami, como os
nucleotideos'.

O glutamato livre, que ndo faz parte da estrutura de proteinas, pode estar presente
nos alimentos naturalmente na sua composi¢do, como nos queijos curados, tomate, peixes,
molho de soja, ou ter sido adicionado como aditivo alimentar em alimentos processados na
forma de MSG, em sopas prontas, molhos para salada, snacks, entre outros.

O MSG tem sido alvo de pesquisas cientificas em diversas dreas, tanto nas
relacionadas a tecnologia de alimentos quanto as que envolvem a saide humana. Esse
composto tem um uso amplamente disseminado na inddstria de alimentos, assim como
desempenha muitas fungdes fisioldgicas no corpo humano. Além disso, € importante
mencionar que foi confirmada a presenca de receptores especificos para o glutamato na
lingua, estdmago e intestino (Chaudhari et al, 1996 e 2001; Maruyama et al, 2006; Niijima,
2000).

Entretanto, a seguranca do uso do MSG se tornou controversa a partir de
publicagdes que o implicavam em efeitos adversos a saide humana relacionados a sua

utilizacdo como aditivo alimentar, das quais podemos citar o “Complexo de Sintomas

! inosina-5"-monofosfato e guanosina-5"-monofosfato
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Relacionados a Ingestdao de Glutamato Monossoédico” (conhecido como “Sindrome do
Restaurante Chinés”) e “Obesidade Hipotalamica” (Kwok, 1968; Monno et al, 1995;
Hermanunssen et al, 2003). Como resultado, a utilizacdo do MSG como aditivo alimentar
tem sido objeto de avaliaches quanto a sua seguranca de uso por parte de diferentes
Comités Cientificos e/ ou Agéncias de Regulamentacdo, como o Comité misto FAO/OMS
de Peritos em Aditivos Alimentares (JECFAZ), o Comité Cientifico para Alimentos da
Comunidade Européia (SCP), a Agéncia Regulatéria para Alimentos, Medicamentos e
Cosméticos dos Estados Unidos da América (US FDA4) e a Federacdo das Sociedades
Americanas para Biologia Experimental (FASEB?).

Em 1970, na 14° reunido, o JECFA avaliou diferentes sais do dcido glutamico. O
Comité estabeleceu uma Ingestio Diaria Aceitdvel (IDA) de 0-120 mg/Kg de peso corpdreo
(expressos como dcido L- glutdmico), concluindo ainda que essa IDA ndo se aplicava a
criancas menores de 12 semanas de idade (FAO/WHO, 1971). Entretanto, em 1973, na 17°
reunido, a restricado de uso para os alimentos infantis foi retirada, apds a verificacao de que
os efeitos adversos ndo eram observados em animais neonatos nos niveis recomendados
para o uso de sais do 4cido glutamico como aditivo alimentar, mantendo-se o valor de IDA
(FAO/WHO, 1974). No entanto, em avaliacdo posterior realizada em 1987, o Comité
estabeleceu para o MSG uma IDA “nado especificada”. A denomina¢do IDA “ndo
especificada” significa que, tomando como base os dados disponiveis (quimicos,
bioquimicos, toxicoldgicos, etc.), a ingestdo didria total da substincia, que se deriva de seu
uso para alcangar os efeitos desejados e de sua concentracdo natural nos alimentos, nao
representa um perigo para a saude. Por esta razdo, e pelas enunciadas em cada uma das
avaliagdes, ndo se considera necessdrio o estabelecimento de uma IDA expressa em forma
numérica. Desta forma, o MSG ndo apresenta risco a saide, quando usado como aditivo
alimentar (FAO/WHO, 1988).

Ja nos Estados Unidos da América, em 1958, o FDA classificou o MSG como
ingrediente Geralmente Reconhecido como Seguro (GRAS®). Essa classificagdao foi

mantida em reavaliacdo dos dados disponiveis sobre MSG realizada em 1978 (FDA, 2006).

* - Joint FAO/WHO Expert Committee on Food Additives

? Scientific Committee for Food of the Commission of the European Communities
* Food and Drug Administration

3 Federation of American Societies for Experimental Biology

% Generally Recognized as Safe
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Na década de 80, trabalhos publicados indicaram a indugdo de efeitos adversos
relacionados a0 MSG como aditivo alimentar, principalmente em alimentos infantis
(Airoldi et al, 1980; Arbogast & Voogt, 1990). Consequentemente, o FDA recomendou que
estudos adicionais fossem realizados para identificar a relacdo entre os efeitos adversos e o
uso do MSG na alimenta¢do de recém-nascidos e criancas (Anderson & Raiten, 1992).

A FASEB € um grupo de cientistas independentes que em 1992, apds uma
solicitacdo da FDA, realizou uma revisdo completa sobre os dados cientificos relacionados
a seguranca do MSG (FASEB, 1995). Em 1995, a FASEB concluiu que o0 MSG € seguro
quando consumido como aditivo alimentar nos niveis tecnoldgicos recomendados (0,1-0,8
% no alimento) (FASEB, 1995; Beyreuther et all, 2007).

A SCF publicou em 1995 uma diretiva que estabeleceu um limite de uso para o
MSG de 10g de MSG/kg de alimento, ou seja, 1,0%, quando utilizado individualmente
(SCF, 1995). A ultima regulamentacdo publicada foi em 2008 e manteve as recomendagdes
da diretiva (SCF, 2008).

De forma similar ao JECFA, a ANVISA (Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitéria
do Brasil) também estabelece uma IDA “ndo especificada” para o MSG.

Este capitulo apresenta uma revisdo dos dados bioldgicos, aspectos bioquimicos
relacionados ao metabolismo e farmacocinética, assim como estudos especiais (transporte
transplacentdrio, barreira hematoencefélica) e de toxicidade (toxicidade aguda, subcronica,
cronica, teratogenicidade e carcinogenicidade) utilizados pelos diferentes Comités e/ou
Agéncias de Regulamentagdo para estabelecer o uso seguro do MSG como aditivo

alimentar.

1. Estudos de metabolismo e farmacocinética
1.1. Comportamento do glutamato no trato gastrointestinal.

O glutamato € extensivamente metabolizado no trato gastrointestinal (Figura 2).
Estudos indicam que no intestino de suinos (lactentes/até 20Kg e jovens/de 20 a 60Kg em
fase de crescimento), assim como em humanos adultos, o MSG ou glutamato da dieta é
metabolizado em até 95 % pelo efeito de primeira passagem (Reeds et al, 2000). Segundo

estudo realizado por Janeczko (2007), que comparou a absorcdo do glutamato marcado com
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carbono 13 ("*C-glutamato), a absorcdo do glutamato no estdbmago é maior do que no

intestino.

A metabolizacdo do glutamato comega pelo seu transporte por parte das células do
estdmago e do intestino, através do transportador de glutamato-aspartato 1 (GLAST-1), do
transportador do glutamato (GLT-1), dos carregadores de aminodcidos excitatérios 1
(EAAC-1) e dos transportadores de aminodcidos excitatérios 4 e 5. Os EAAC-1 sdo os
transportadores mais abundantes de glutamato no intestino delgado, mas nio no estbmago e
intestino grosso. J4 o0 GLAST-1 e o GLT-1 s@o expressos, na sua maior parte, no estdmago.
Quando o glutamato € absorvido pelas células do trato gastrointestinal, comeca a ser
catabolizado no citossol e na mitocondria pela reacdo de transaminagdo, com atividade das
enzimas aspartato aminotransferase, alanina aminotransferase, aminotransferases de cadeia
ramificada e glutamato desidrogenase (GDH), presentes no estdmago, intestino e colo. O
glutamato é metabolizado a a-cetoglutarato, o qual pode entrar no ciclo do 4cido

tricarboxilico com liberacao de energia (ATP) e diéxido de carbono.

Os 4tomos de carbono do glutamato que nao sofreram oxidagdo até a formagao de
di6xido de carbono sdo convertidos em lactato, alanina, prolina, citrulina, ornitina e
arginina, que entdo entram na circulacdo portal. O nitrogénio derivado do metabolismo do
glutamato € transformado em amoénio e em outros aminodcidos, incluindo a citrulina,
ornitina, prolina e arginina. Grande parte do nitrogénio destes compostos é convertido em
ureia pelas células hepdticas, a qual € eliminada pela urina (Burrin & Stoll, 2009).

Essa € a rota pela qual ocorre a metabolizacdo do glutamato consumido
normalmente pela populacdo, incluindo o MSG utilizado como aditivo alimentar. Ainda,
num estudo recente realizado em suinos lactentes foi verificado que mesmo em doses de
MSG quatro vezes maiores daquelas normalmente utilizadas como aditivo alimentar (até

0,8 %), o glutamato livre nao € detectado no plasma (Hays et al, 2007).

1.2. Metabolismo do glutamato no figado.

As rotas metabdlicas do glutamato sd@o complexas (Figura 2). Conforme

mencionado anteriormente, o glutamato ¢é extensivamente metabolizado no trato
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gastrointestinal em diéxido de carbono, lactato, glutationa, glutamina, alanina e vdrios

outros tipos de aminodcidos. O glutamato ingerido que ndo € metabolizado no trato

gastrointestinal entra na circulagiao porta-hepdtica sendo, entdo, metabolizado no figado. O

esqueleto carbdnico do glutamato pode ser oxidado através do ciclo de Krebs para gerar

energia, e seu nitrogénio pode ser convertido em uréia, que é excretada na urina (Brosnan,

2000).
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Figura 2: Rotas metabdlicas do MSG no organismo (MSG: glutamato monossédico; GLU:

acido glutdmico; GDH: glutamato desidrogenase; CO,: diéxido de carbono; ATP:

adenosina trifosfato; NAD: nicotinamida adenina dinucleotideo; NH4*: amonio).
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Sempre que o metabolismo dos aminodcidos € discutido, deve-se separar o
metabolismo do nitrogénio do metabolismo de esqueletos carbdnicos. O metabolismo do
nitrogénio é comum para muitos aminodcidos, porém para o esqueleto carbonico
geralmente € distinto. O fato mais importante do metabolismo do nitrogénio € a
detoxificagdo da uréia. O metabolismo de quase todos os aminodcidos € iniciado por
aminotransferases, onde o glutamato e o o-cetoglutarato fazem parte de reacdo. Neste caso,
a desaminagdo do glutamato promove a formacao de a-cetoglutarato e amonio, pela enzima
glutamato desidrogenase. O amonio produzido fornece um dos dois nitrogénios da uréia,
pela carbamil fosfato sintetase 1. A aspartato aminotransferase transfere o grupo amino do
glutamato para oxaloacetato para produzir dcido aspartico, que pode entdo introduzir o
segundo nitrogénio no ciclo da uréia pela argininosuccinato sintetase. Um dos aspectos
deste processo € que as enzimas aminotransferase e glutamato desidrogenase (GDH) sdo
reversiveis, o que permite que o figado ajuste a produc¢do de amdnio e 4dcido aspartico de
acordo com as necessidades do ciclo da uréia. Assim, o glutamato além de produzir energia
pela formagao de o-cetoglutarato, com posterior entrada no ciclo de Krebs, também possui

um papel importante na regulacio do ciclo da ureia (Brosnan & Brosnan, 2009).

1.3. Estudos de farmacocinética

As etapas da farmacocinética do glutamato dependem da forma como ele se
encontra no organismo (se na forma livre ou incorporado a proteinas) e como sdo
influenciadas pelos componentes da dieta. Em consequéncia do rdpido metabolismo do
glutamato nas células da mucosa intestinal e no figado, os seus niveis plasmaticos
sist€émicos sdo baixos, mesmo apds a ingestdo de elevadas quantidades de proteina na dieta.
Todavia, a administracdo oral de doses farmacologicamente elevadas de glutamato livre
pode resultar na sua elevacdo nos niveis plasmaticos. Assim, o pico de concentracio
plasmatica de glutamato ird depender da quantidade ingerida (Stegink et al, 1979).

A administracdo, por gavagem, de uma dose de MSG de 1,0 g/Kg p.c., em solugdo
aquosa, resultou em um aumento significativo do glutamato plasmatico em vdrias espécies
estudadas. Os picos plasméaticos maximos de glutamato foram menores em macacos adultos

e maiores em camundongos. Diferengas relacionadas a idade entre neonatos e adultos
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foram verificadas em camundongos e ratos, sendo que os picos plasmaéticos e a drea sob a
curva foram maiores nos animais recém-nascidos do que nos adultos, enquanto em cobaias
foi observado o contrdrio (Stegink et al, 1975; Airoldi et al, 1979; Ohara & Naim, 1977).

Estudos sobre os efeitos dos componentes da dieta na absorcdo do glutamato t€ém
sido realizados em animais de experimenta¢do. Quando camundongos jovens receberam o
MSG adicionado a férmulas (alimentos) infantis, ou quando os humanos adultos receberam
MSG com “consomé” através de intubagdo gdastrica, os niveis mdximos de glutamato no
plasma foram significativamente menores, € 0 tempo para atingir o pico plasmdtico foi
maior do que quando a mesma dose foi administrada com dgua (Ohara & Naim, 1977;
Stegink et al, 1985). De forma semelhante, a administracdo de MSG a camundogos, por
intubagdo géstrica e alimentacdo ad libitum de dieta contendo MSG, origina apenas ligeira
elevagdo plasmatica de glutamato acima dos niveis basais (Heywood et al, 1973).

Resultados similares da absor¢ao de glutamato e dos niveis plasmdticos também
foram verificados em humanos. Verificou-se apenas um leve aumento nos niveis
plasméticos de MSG quando uma dose de 0,150 g/Kg p.c. foi ingerida com as refei¢oes
(Tung & Tung, 1980). Como verificado acima, a ingestdo de doses elevadas de MSG junto
com as refei¢cdes, provocou niveis plasmdticos de glutamato menores quando em
comparacdo com agua. Em geral, os alimentos que fornecem carboidratos metabolizaveis
aumentam o metabolismo do glutamato, levando a reducdo dos seus niveis plasmaticos. Os
carboidratos fornecem piruvato como substrato para transaminagdo com o glutamato nas
células da mucosa, de modo que mais alanina é formada e menos glutamato atinge a
circulacdo portal (Stegink et al, 1983). Cabe mencionar, ainda, que criangas, inclusive
bebés prematuros, t€ém a mesma capacidade de metabolizar doses semelhantes de MSG
administradas em férmula infantil (Tung & Tung, 1980).

A FASEB (1995) revisou trinta e cinco estudos realizados em roedores, onde o
MSG foi administrado por via enteral, sendo que em quatorze o MSG foi administrado por
gavagem ou intubacdo intragéstrica, treze na dieta ou 4gua, quatro por ambos os métodos e
em trés ndo foi especificada a rota de administracdo. Em nove estudos as concentracdes de
dcido glutamico no plasma foram determinadas e em cinco foram verificados os pico de
concentracdo plasmadtica (dois em ratos e trés em camundongos). Concluiram que as lesdes

produzidas no nucleo arqueado do hipotdlamo, quando o MSG era administrado por via
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enteral, foram realizados em animais jovens, cuja barreira hematoencefdlica estd em
formacao, e com doses elevadas. A menor dose onde observaram algum tipo de lesao foi de

0,5 g/kg p.c. e, animais com oito dias de idade (Daabees et al, 1985).

2. Estudos de toxicidade
2.1. Exposicao aguda por via oral

Os ensaios de toxicidade aguda sdo realizados em animais de experimentacio e
visam demonstrar a ocorréncia de efeito adverso em curto periodo de tempo. Geralmente,
os ensaios tratam da administracdo de uma dose Unica ou exposi¢des multiplas em 24
horas. Considera-se também, o aparecimento de um efeito num periodo de até 14 dias, apds
a administracdo da substancia estudada (Paine, 1993).

Estudos para a determinagdo do valor da DL507 nos quais o0 MSG foi administrado
por via oral foram realizados em varias espécies. Esses estudos foram publicados na sua
maioria nas décadas de 60 e 70 (Tabela 1). Verificou-se que o valor da DLs( era elevado,
indicando que o MSG possui baixo potencial de toxicidade aguda.

Os efeitos toxicos, tais como, lesdo no nicleo arqueado do hipotdlamo e alteracdes
hipotalamicas com consequéncias neuroenddcrinas em roedores neonatos, t€ém sido
associados a exposicdo aguda ao MSG (Olney, 1970; Dawson, 1983; Hermanussen &
Tresguerres, 2003). Esses efeitos foram verificados ap6s administracdo de doses elevadas
por via parenteral. Também foram observados alguns efeitos neuronais, apds algumas
horas, quando o MSG foi administrado por via oral, em altas doses, em camundongos
neonatos, sem a presenca de alimentos. No entanto, em outras espécies, nenhum efeito foi

observado®.

’ Dose letal que mata 50% da populacio estudada.
8 Verificar tabela 5 (estudos de neurotoxicidade)

29



Tabela 1: Valores de DL50 para MSG e acido glutamico, administrados por via oral,

em varias espécies

Espécies DL, Referéncia
(g/kg p.c.)

Camundongos 13,0 Izeki, 1964
16,2 (14,2-18,4) Ichimura & Kirimura, 1968
19,2 (16,1-22,8) Pinto-Scognamiglio et al, 1972

Ratos 19,9 (L-MSG) International Min. & Chem Corp., 1969
10,0 (D,L MSG) International Min. & Chem Corp., 1969
16,6 (14,5-18,9) Pinto-Scognamiglio et al, 1972

Coelho > 2,3 (L-4cido glutamico) International Min. & Chem Corp., 1969

Adaptado do FAO/WHO, 1988.
DLsy: dose letal que mata 50% dos animais estudados; L-MSG: L-glutamato monossédico; D,L-MSG: D,L-

glutamato monossodico

2.2. Exposicao subcronica por via oral

A toxicidade subcrOnica geralmente envolve o estudo de efeitos adversos
decorrentes da exposicdo a multiplas doses do agente toxico durante periodos que nao
excedem 10 % da vida média do animal (Ballantyne & Sullivan, 1997).

As doses elevadas de MSG, administrado por via enteral, podem desenvolver lesdes
em duas dreas do cérebro particularmente suscetiveis a neurotoxicidade induzida pelo
glutamato, o hipotdlamo e o hipocampo. Entdo, Monno et al (1995) avaliaram em ratos
adultos o efeito nos niveis extracelulares de glutamato sobre estas dreas, apds administragao
oral de doses relativamente elevadas de MSG (4,0 g/kg p.c.). Para tanto, foi avaliada a
ingestdo unica de MSG por gavagem e doses repetidas (21 dias) nas quais o MSG foi

administrado na dieta. Os niveis de glutamato no plasma e no cérebro também foram
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avaliados. A avaliacdo histologica de tecidos do cérebro foi realizada para avaliar a
ocorréncia de possiveis alteracdes neuropatologicas. Neste estudo de ingestdo aguda foi
verificado aumento significativo de glutamato no plasma e nos niveis extracelulares no
hipocampo e no hipotdlamo, em comparagdo aos ratos controle. Entretanto, nenhuma
alteracdo nos niveis de glutamato foi verificada em estudo de 21 dias em comparagdo aos
ratos que receberam dieta controle. A avalia¢ao histolégica ndo revelou nenhuma alteracdo
associada a administracdo do MSG, tanto aguda como sub-cronica. Outros resultados
obtidos em ensaios de toxicidade subcronica, quando o MSG foi administrado por via oral

estdo mencionados na tabela 2.

Tabela 2: Efeitos adversos verificados apés exposicao subcronica ao MSG, por via

oral, em varias espécies

Espécies Tempo de Dose(s) Efeitos Referéncia

exposicao  de MSG

Rato 90 dias 0,02; 0,2 Nenhuma alteracdo morfolégica foi Hara et al,
e 2,0 g/kg  verificada com relagdo o cérebro, cerebelo, 1962
p.c. coracdo, estomago, figado, rim e baco.

Também nao foi verificado ganho de peso.

35 dias 0,2g por Nenhuma alteragdo foi notada. Stellar &
rato McElroy,
1948
Macacos 63 dias 0%; Um animal que recebeu 17% de MSG na Wen et al.,
4,8%; dieta sofreu convulsdo, mas os outros nao 1973
9,1% e foram afetados. Nenhuma evidéncia com
17% na relagdo ao comportamento, ganho de peso,

. lesdes hipotalamicas e oculares foi
dieta

observada.
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2.3. Toxicidade cronica e carcinogenicidade

Os estudos de toxicidade cronica sdo realizados num periodo correspondente a vida
do animal (Ballantyne & Sullivan, 1997). Nenhum efeito adverso foi verificado nos estudos
cronicos realizados em roedores que foram alimentados com diferentes doses de MSG

(Tabela 3).

Owen et al (1978a) relataram que a ingestdo de MSG causava hiperplasia da bexiga
e pélvis renal em ratos. Posteriormente foi verificado que esse efeito ndo era provocado
pela ingestdo de MSG e sim devido a presenca de KHCO3 na dieta administrada aos
animais, o qual tinha um efeito alcalinizante na urina (pH aumentava até 8), durante o
periodo de maior consumo de alimento (Groot et al.,1988).

Shibata et al (1995) realizou ensaio no qual administrou doses de 0, 0,6, 1,25, 2,5 e
5,0 % de MSG em ratos, por um periodo de dois anos. Os animais que receberam dieta com
5,0 % de MSG tendiam ao retardo do crescimento. Ocorreu aumento do pH e sédio urinario
e diminui¢do de potdssio em ratos de ambos 0s sexos que receberam dieta com 2,5 e 5,0 %.
Todavia, nenhum desenvolvimento de lesdo proliferativa ou neopldsica foi observado no

trato urinario.
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Tabela 3: Efeitos adversos verificados apés exposicao cronica, por via oral, ao MSG em varias espécies.

Espécies Tempo de Dose (s) de Efeitos Referéncia
exposicao MSG
Camundongos 2 anos 1-4% de Nao houve ganho de peso, qualquer tipo de doenca ou aparecimento de tumor em  Ebert, 1979a
MSG na 715 dias de ensaio.
dieta.
2 anos 0.4-4% de Nenhum efeito adverso foi notado com relagdo ao comportamento, ganho de peso,  Ebert, 1979b
MSG na consumo de dieta, atividade motora, observagao clinica, alteracdes hematolégicas
dieta. ou incidéncia de tumor.. A fertilidade também ndo foi afetada.
2 anos 1-4% de O consumo de 4gua, o volume urindrio e a excrecdo de sddio estavam aumentados ~ Owen et al,
MSG na nos animais que receberam 4% de MSG na dieta e depdsitos de basofilos foram 1978a
dieta. observados na pélvis renal.
Cachorros 2 anos 2.5-10% de Nio foram notadas alteragdes no ganho de peso, consumo de alimento, Owen et al,
MSG na comportamento, ECG, danos oftalmolégicos, hematoldgicos, bioquimicos ou 1978b
dieta. diferengas nos pesos dos 6rgaos.
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2.4. Estudos de reproducio e teratogenicidade

Nos estudos de reproducdo e teratogénese sdo avaliados os efeitos adversos da
substancia no sistema de reproducdo de animais de experimentacdo e as possiveis
consequéncias na sua prole (Ballantyne & Sullivan, 1997).

Estudos verificaram a administra¢ido de doses de MSG (2.5 e 4.0 g/Kg p.c.), por via
parenteral, em camundongos na fase final de gestacdo. Foi avaliado o comportamento da
mae e da prole. O acasalamento dos machos tratados com as fémeas tratadas resultou em
gestagdes e filhos normais, indicando que a administragdo oral de MSG ndo afeta a
capacidade reprodutiva da prole numa fase tardia da gravidez (Yu et al,1997).

Estudos de reproducio e teratologia com administracio de MSG por via oral foram
avaliados pelo JECFA (Tabela 4). Foi verificado que os animais expostos ndo apresentaram
efeitos adversos, nem mesmo quando as fémeas eram alimentadas com altas doses de
glutamato, indicando que o feto e o neonato (lactentes) ndo foram expostos aos niveis
toxicos da dieta materna por transferéncia transplacentdria ou pelo leite das lactantes. Esse
fato estd de acordo com os relatos de que os niveis de glutamato no sangue fetal ndo
aumentam paralelamente com o aumento dos niveis do sangue maternos. Por exemplo, nas
ratas, que receberam doses orais de 8,0g/Kg p.c no final do periodo de gestagdo, tiveram
aumento dos niveis plasmdticos de 100 para 1650 nmol/mL, porém ndao houve aumento
significativo nos niveis plasmaticos dos fetos. Do mesmo modo, em fémeas de macacos
Rhesus prenhas, a infusdo de 1,0g de MSG/h levou a um aumento de 10 a 20 vezes nos
niveis de glutamato no plasma materno, mas nao ocorreu nenhuma mudanga nos niveis
plasméticos dos fetos. Também em ratos e macacos, a ingestdo oral de grandes doses de
MSG nio levou a deteccao de qualquer aumento nos niveis do dcido glutamico no leite
materno.

Estudos avaliaram a passagem de diferentes aminodcidos através da placenta de
ovinos e concluiram que o glutamato € o aminodcido que possui menor passagem para

circulacdo uterina, pois € metabolizado em o-cetoglutarato na prépria parede uterina

(Cetim, 2001; Holzman et al, 1979).
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Tabela 4: Estudos dos efeitos do MSG sobre a reproducio e teratogenicidade realizados em varias espécies.

Espécies Tempo de exposicao Dose (s) Efeitos Referéncia
de MSG
Camundongo 1% geracdo: dieta de quatro semanas para machos e 0,0 - Nenhum efeito foi verificado com relag@o ao crescimento, Yonetani et
fémeas; 2* geracdo: F1 se alimentou com a mesma 8,0g/kg . . . . al, 1970
ciclo estrogénico, maturacio sexual ou anormalidades
dieta por cento e trinta dias. 3" geracdo: F2 se p.c.
. . . . em Orgdos em nenhuma das geracdes.
alimentou com a mesma dieta por vinte dias.
F1 e F2 foram observados em todo o periodo de 1,0 - 2,0% Os animais apresentaram aumento de peso apds o desmame, Semprini ef
crescimento e acasalamento. MSG na melhor taxa de sobrevivéncia. Nenhum efeito no cérebro em al, 1974
dieta. F1 e F2 foi verificado.
1* geracdo: dieta de cem dias para machos e fémeas; 2,0 —4,0 % Nenhuma anormalidade foi observada com relagdo ao peso, Yonetani et
2% geracdo: F1 se alimentou com a mesma dieta por MSG na consumo de alimento, ciclo estrogénico, maturagdao sexual, al, 1979
noventa dias. 3" geracdo: F2 se alimentou com a dieta. peso e alterag@o histoldgica dos drgaos.

mesma dieta por vinte dias.
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Espécies Tempo de exposicao Dose (s) de Efeitos Referéncia
MSG
Camundongo 1% geracdo: dieta até o acasalamento; Fle 1-4% MSG na Nenhum efeito adverso foi relatado com Anantharaman,
F2 se alimentou com a mesma dieta por dieta. relacdo a fertilidade, gestacdo, viabilidade 1979
trinta e seis semanas. ou indice de lactacdo e histopatologia do
cérebro.
Ratos 1* geragdo: recebeu a dieta do quinto a0 (0,025 - 0,125 Nenhum efeito adverso foi verificado Furuya, 1967

décimo nono dia no primeiro més, do
vigésimo ao trigésimo primeiro dia no
més seguinte e do primeiro ao décimo dia

do terceiro meés.

g/kg p.c. por via

intragdstrica

com relacdo ao ganho de peso, consumo

e ciclo sexual de femeas.

1* geracdo: machos e fémeas foram
mantidos com a dieta durante o periodo
reprodutivo; 2* gerac¢do: F1 se alimentou
com a mesma dieta até o periodo

reprodutivo.

05 — 20 % de
MSG na dieta.

A dieta com 2,0% aumentou a fertilidade
de F1 e a taxa de sobrevivéncia de F2
durante a amamentagdo, mas nenhuma
alteracdo com relacdo a fertilidade foi

verificada.

Semprini et al,

1971
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Espécies Tempo de exposicao Dose (s) de Efeitos Referéncia
MSG
Ratos 1* geracdo: machos e fémeas foram 1,0 - 10% de Nenhuma alteracio com relagdio a Prosky &
mantidos com a dieta durante o periodo MSG na dieta  reprodugio foi observado. O glutamato no O'Dell, 1972
reprodutivo; 2* geracdo: F1 se alimentou cérebro e figado, o aspartato, a protefna,
com a mesma dieta por cem dias. 3 DNA, RNA e a atividade da écido
geracdo: F2 se alimentou com a mesma . . ~
glutamico descarboxilase ndao foram
dieta por até vinte e um dias.
afetadas pelo tratamento.
Coelhos I* geragdo: machos e fémeas foram 0,1 — 8,25% de Nao houve efeito significativo sobre o Hazelton
mantidos com a dieta durante o periodo MSG na dieta. ganho de peso, consumo de dieta, Laboratories,
reprodutivo; A eutandsia foi ralizada apds aparéncia geral, ou de comportamento. 1969.
trinta dias de gestagdo. Exames histopatolégicos ndo revelaram
efeitos toxicos sobre os embrides.
Coelhas prenhas receberam a dieta por 0,025 g/lkg p.c.  Nenhuma diferencga foi verificada entre os  Yonetani, 1967

quinze dias apds a gestacao

grupos tratados e nao tratados com relagao
ao peso dos testiculos, ovdrios, glandulas

supra-renais.
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2.5. Mutagenicidade

Para avaliar os efeitos toxicos mutagénicos e carcinogénicos genotoxicos, assume-se
que ha probabilidade de ocorréncia de danos em qualquer nivel de exposicdo, ou seja, nao
ha limiar de tolerancia (Ballantyne & Sullivan, 1997).

Na década de 70 foram realizados estudos para avaliar a mutagenicidade. Células de
tecidos de ratos foram expostas a uma dose de 0,1% de MSG em solucdo e observadas
durante 72 horas. Nenhum efeito téxico foi verificado (US FDA, 1969). Outro estudo
utilizou camundongos machos e administrou MSG por gavagem em diferentes niveis (0;
2,7 e 5,4 g/kg p.c.). Os animais tratados acasalaram com fémeas ndo tratadas a cada seis
semanas consecutivas. As fémeas foram sacrificadas na metade da gravidez e o ttero foi
examinado para verificar sinais de morte embriondria precoce e efeitos mutagénicos. Nao
foram verificadas diferencas com relacdo a implantacdo, reabsorcdo e deficiéncia
embriondria, entre as fémeas que acasalaram com animais tratados e ndo tratados (Industrial

Bio-Test, 1973).

2.6. Neurotoxicidade

Efeitos neurotéxicos associados a exposi¢do ao MSG foram inicialmente relatados
nas décadas de 60 e 70 (Tabela 5). Os principais relatos sobre as lesdes neuronais
relacionadas a administragdo de MSG foram constatados por Olney (1971), que
administrou doses de 0,5-4,0 g/kg p.c. de MSG, por via parenteral, em camundongos com 2
a 9 dias de idade. Os animais foram mortos apds 30 minutos ou 48 horas apds a
administracdo. Foram observadas lesdes no nicleo arqueado do hipotdlamo. As mesmas
lesdes também foram detectadas apds a administracdo de 5,0-7,0 g/kg p.c. em
camundongos adultos.

Outros pesquisadores utilizam como modelo o animal tratado com doses elevadas
de MSG, administradas por via parenteral e oral. Os tratamentos indicaram que a elevacao
dos niveis de glutamato no plasma pode aumentar a circulagdo de glutamato no cérebro e

provocar lesdo no nicleo arqueado do hipotdlamo e consequente obesidade e diabetes

(Nagata et al, 2006; Hermanussen et al, 2006). Nestes experimentos, a barreira
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hematoencefdlica de roedores foi destruida de forma focada para tal lesdo. Em animais que
tinham recebido uma injec@o continua de MSG, o conteido de dgua no cérebro aumentou
de forma significativa, provocando edema. A duplicacdo de concentragcdes de glutamato no
plasma foi suficiente para causar este efeito, no qual o edema cerebral piorou apenas nestes
animais. Provavelmente, o glutamato aumenta o conteido de 4gua no cérebro como
consequente absor¢do de glutamato nas células da glia, que elimina o glutamato extra-
celular juntamente com fons sdédio e for¢a a entrada de dgua .

Foi verificado que as concentracdes de glutamato no plasma, em condi¢des normais,
podem chegar a 100umol/L e no cérebro até 12.000 umol/L, mas apenas 0,5-2,0 umol/L
chegam até o fluido extracelular, além disso, a passagem de glutamato pela barreira
hematoencefilica é quase impermedvel, mesmo em altas concentragdes, exceto em algumas
areas pequenas com capilares fenestrados, pois o glutamato ¢ um soluto polar e, portanto, o
influxo passivo € limitado a menos de 1% daquele que ocorre nas veias sanguineas de
outros tecidos (Hawkins, 2009). Outros estudos que administraram MSG por via oral em
diferentes espécies de animais, numa concentracao de até 10,0 g/kg p.c. estdo demonstrado
na tabela 5. Constata-se que lesdes ocorreram em doses extremamente elevadas, o que ndo

reflete a utilizagdo como aditivo alimentar.

39



Tabela 5: Estudos de neurotoxicidade relacionados a ingestiao de MSG realizados em varias espécies.

Espécies Tempo de Dose (s) de Efeitos Referéncia
exposicao MSG
Camundongos Eutandsia apés 025 - 2,0 Em 65 animais com 10 a 12 dias de idade foram estudados, onde Olney, 1970
10 eram animais controle. Em 51 animais foram verificadas lesoes
algumas  horas g/kg p.c. por
no ntcleo arqueado do hipotalamo. Estas lesdes foram constatadas
do tratamento. gavagem.
em 100% dos animais que receberam doses de 1,0 e 2,0 g/kg p.c.
Nenhuma lesdo foi verificada na dose de 0,25 g/kg p.c.
Eutandsia apdés 1,0 - 4,0 g/Kg Em 95 animais com 5-7 dias de idade. Foram constatados danos Abraham et
algumas  horas p.c.nadguade nas células da glia em 26-28%. Nos outros animais nido foram al, 1971).
do tratamento. beber. verificados efeitos adversos.
Eutandsia apdés 2,0 g/kg p.c. Lesoes cerebrais. Geil, 1970.
algumas  horas na dieta

do tratamento.
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Espécies Tempo de exposicao Dose (s) de MSG  Efeitos Referéncia

Camundongos FEutandsia apds vinte e 10,0 mL/kg p.c. Nenhuma evidéncia de efeito adverso foi Oser
quatro horas do verificada em andlise microscépica do et al, 1973.
tratamento. nucleo arqueado do hipotdlamo.

Eutandsia apds algumas

horas do tratamento.

0,25 -2,0 g’kg p.c.

Lesodes foram verificadas em doses acima

de 1,0 g/kg p.c. em animais neonatos.

Olney & Ho, 1970.

Eutandsia ap6s nove meses

do tratamento.

2,0 - 4.0 g/kg p.c.
por gavagem

durante 10 dias.

Foram verificados danos nos neurdnios do
nucleo arqueado do hipotdlamo com rdpida

necrose celular em animais neonatos.

Olney, 1971.

Eutandsia em trinta
minutos a vinte e quatro

horas apds o tratamento.

2,0- 4,0 g g/kg p.c.

por gavagem.

Foram verificados efeitos como edema e
necrose cerebral em doses mais elevadas

(4,0 g/lkg) em animais neonatos.

Lemkey-Johnston
& Reynolds, 1972,
1974.
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Espécies Tempo de Dose (s) de MSG Efeitos Referéncia
exposicao

Camundongos FEutandsia apés 2,0 - 4,0 g/kg p.c. por Nenhuma lesdo foi verificada em animais com 6 Lemkey-
seis dias de gavagem. dias de idade. Johnston et al,
tratamento 1975.
Eutandsia ap6s 10% na dgua Lesdes cerebrais foram verificadas em animais Olney et al,
quatro horas do recém-desmamados. 1980.
tratamento.
Eutandsia apés 2,0 — 4,0 g/kg p.c. por Em animais com 10 dias de idade, foi verificado Takasaki,
uma hora e trés gavagem junto com 0,63 g que o cloreto de sédio ndo potencializou o dano 1979
dias do de NaCl/kg p.c. ou 1,93 g induzido pelo MSG, enquanto a glutamato com
tratamento. de glicose/kg p.c. glicose reduziu o ndmero de neurdnios do nicleo

arqueado.

Eutandsia ap6s Doses maiores que 3,0 Pequenas lesdes cerebrais foram verificadas. Torii &
algumas horas do g/kg p.c. em solugdo Takasaki,
tratamento. aquosa. 1983.
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Espécies

Tempo de exposicao

Dose (s) de MSG

Efeitos

Camundongos

Eutandsia apds onze dias no
primeiro  tratamento  /
Eutandsia apds doze meses

no segundo tratamento.

2,0 — 9,0 mg/kg p.c. no
primeiro tratamento e 6,0
mg/kg p.c. no segundo

tratamento

Nenhuma lesdo  hipotalamica  foi
observada no primeiro tratamento.
Nenhuma evidéncia de hipo ou
hiperfagia, obesidade ou hiperatividade

no segundo tratamento.

Referéncia
Wen et al,
1973.

Ratos

Observacdo de noventa

minutos.

40 gkg pc. via

intragéstrica.

Pequenas convulsdes foram verificadas

somente apds noventa minutos.

Mushahwar &
Koeppe, 1971

Eutandsia apds noventa dias

0,001 - 0,25 g/kg p.c. na

dieta

Apds autdpsia ndo foram verificadas
diferencas no peso dos 6rgaos e nao foi
verificada nenhuma evidéncia de dano

neurolégico.

Golberg, 1973
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Espécies Tempo de exposicio

Dose (s) de MSG

Efeitos

Referéncia

Ratos

Animais mortos 24 horas apds a

administracao

1g/kg p.c.

Em animais com 3 a 12 dias de idade
nio foram verificados nenhum efeito
histomorfol6gico no nicleo arqueado

do hipotalamo.

Oser et al,

1971).

A dieta foi dada para machos e fémeas com
10 dias de idade. Apds acasalamento e
nascimento, as crias foram retiradas dos pais

e a eutandsia foi realizada apds cinco horas.

0.2 ml de comida
para bebés com ou
sem a adicdo de

0.4% de MSG.

Nenhuma lesdo cerebral foi observada.

Geil, 1970.

Eutandsia apds vinte e quatro horas do

tratamento

0,0-5,0 g/kg p.c.
em solucdo e na

dieta.

Nenhuma lesdo hipotalamica foi

verificada.

Takasaki &
Torii, 1983.
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Espécies Tempo de exposi¢cao Dose (s) de MSG Efeitos Referéncia
Ratos Eutandsia  apds  cindo Dieta adicionada de Nenhuma deficiéncia enddcrina ou neuroldégica Wen et al,
semanas 20% glicose, 20% MSG, foi verificada. 1973.
40% MSG ou 17% L-
acido glutamico.
Hamsters Eutanasia apés seis horas do  Solugdes contendo Nenhuma lesdo hipotalamica foi relatada. Takasaki &
tratamanto. 2,0 — 8,0% de MSG por Torii, 1983.
30 minutos.
Cachorros Eutandsia apds vinte e quatro 1,0 g/kg p.c. Nenhuma lesdo cerebral foi verificada nem nos Oser et al,
horas ou cinquanta e dois filhotes nem nos adultos. 1973.
semanas do tratamanto.
Macacos  Eutandsia ap0s trinta dias do 0,25 — 1,0 g/kg p.c. por Nenhuma alteracdo clinica foi verificada com Golberg, 1973.

tratamento.

gavagem.

relacdo a parametros hematoldgicos, glicose, uréia
e sodio. Nenhuma lesdo hipotaldmica foi

constatada.
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Espécies Tempo de Dose (s) de MSG Efeitos Referéncia
exposicao
Macacos Eutandsia ap6s Animais com 5 — 40 dias de idade receberam 2.0 Nenhuma lesdo hipotaldmica Huntington

quatro  horas do

tratamento.

g/kg p.c. por via intragdstrica e outros com 80

dias receberam 4,0 g/kg p.c.

foi associada a ingestdo de

MSG.

Research  Centre,

1971).

Eutanésia apos
quatro  horas do

tratamento.

2.0 g/kg p.c. por via intragdstrica.

Nenhuma lesdo no hipotdlamo
ou quiasma  Optico  foi

observada.

Heywood et al,
1979.

Eutandsia apds seis

horas do tratamento.

1.0 - 4.0 g/kg p.c. por via intragéstrica.

Nenhuma alteracdo
morfolégica foi verificada na

regido do hipotdlamo.

Reynolds et al,
1979.
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Espécies Tempo de Dose (s) de MSG Efeitos Referéncia
exposicao
Macacos Eutandsia apds nove 5,0 - 17% de MSG Os animais que receberam 17% de MSG desenvolveram crises Wen et al,
semanas no primeiro em capsula no convulsivas. Nenhuma lesdo hipotalamica ou na retina foi 1973.
tratamento € um ano primeiro tratamento € constatada no primeiro tratamento. Nenhuma observacido
no segundo 0,1% no segundo comportamental ou com relagdio ao ganho de peso,
tratamento. tratamento. eletroforetinograma,  eletroencefalograma e  aminoécidos
plasmaéticos foi observada. Nenhuma evidéncia de obesidade foi
notada no segundo tratamento.
Eutandsia ap6s quatro  2,0-4,0 g/kg p.c. Nenhuma anormalidade foi verificada no cérebro e em exames Newman et
horas do tratamento. bioquimicos. al., 1973
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3. O MSG e a Sindrome do Restaurante Chinés

A Sindrome do Restaurante Chinés (ou Complexo de Sintomas relacionados ao
MSG) foi descrita primeiramente por Kwok em 1968, que relatou um conjunto de sinais e
sintomas, como por exemplo, dores no pesco¢o ou na cabeca, fraqueza e palpitagdes. Além
disso, outros sintomas foram relacionados a ingestdo de MSG, como asma, dermatite
atopica, urticdria, dificuldades respiratdrias e taquicardia, através do consumo de comida
chinesa, ou mais precisamente, através de alimentos que continham MSG (Allen et al,
1987; Van Bever et al, 1989; Gann, 1977; Ratner et al, 1984).

O estudo mais recente sobre a investigacdo da sindrome foi realizado por Geha et al
(2000). Os pesquisadores realizaram um desenho do tipo duplo-cego, placebo-controlado.
Foram feitas medidas de pulsacdo, pressdo sanguinea, taxa respiratéria e temperatura para
verificar as respostas que eram dadas como positivas a reagdes adversas (fraqueza geral,
tensdo e contracdo muscular, rubor, suor, sensacdo de queimacdo, dor de cabeca —
enxaqueca, dor no peito, palpitacdes, dorméncia — formigamento). O estudo teve quatro
testes seqiienciais; os dois primeiros eram idénticos aqueles do estudo de Yang et al (1997).
A primeira fase do estudo foi feita com cento e trinta (130) individuos, que receberam
capsulas de placebo ou 5,0 g de MSG (para evitar que sentissem o sabor da substancia do
teste) junto com liquido de sabor citrico, em dias diferentes e registrou reagdes durante 2
horas. Cinqiienta (38.5%) dos 130 participantes apresentaram 2 ou mais sintomas (resposta
positiva) durante o ensaio com MSG e apresentaram nenhum ou 1 sintoma apds a ingestao
do placebo. Dezenove (14.6%) participantes apresentaram 2 ou mais sintomas apos
ingestdo do MSG e placebo, enquanto 17 (13.1%) participantes apresentaram 2 ou mais
sintomas com placebo e nenhum ou 1 sintoma com MSG. Quarenta e quatro (33.8%)
participantes apresentaram nenhum ou 1 sintoma com MSG e placebo.

A segunda fase foi feita com um estudo dose-resposta, onde o MSG foi
administrado nas doses de 0, 1,25, 2,5 e 5,0g. Oitenta e seis (86) individuos, incluindo
todos os que apresentaram duas ou mais respostas a um ou ambos os tratamentos, iniciaram
a segunda fase, todavia, apenas 69 finalizaram. Nessa fase foi avaliada a ocorréncia de
todas as reagdes e o resultado foi semelhante aquele observado por Yang et al. (1997): mais

individuos apresentaram sintomas conforme a dose de MSG aumentava. As respostas foram
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analisadas para reprodutibilidade dos dois testes. No primeiro teste a reprodutibilidade de
resposta para dose de 5,0g foi avaliada em ambos os testes. O critério de reprodutibilidade
das reagOes foi acatado por apenas 14 individuos (um total de 19 individuos apresentou
reacoes ao MSG e ndo ao placebo, mas apenas 14 tiveram sintomas reprodutiveis ao MSG).

Com base no relatério da FASEB (Raiten et al., 1995), a fase seguinte do estudo
incluiu 12 dos 19 individuos que tiveram reagdes ao MSG e envolveu a administracdo de
MSG (5,0g) ou placebo duas vezes, em ocasides diferentes. Apenas dois dos individuos
apresentaram dois ou mais sintomas apds a ingestdo de MSG e nao ao placebo. Nenhum
individuo apresentou os mesmos sintomas apds cada teste com a administragdo de MSG. A
fase final analisou a ocorréncia dos sintomas apds a ingestdo de alimento contendo MSG
(ou placebo) em trés ocasides diferentes. Embora ndo tenha restado nenhum individuo que
tenha provado sensibilidade ao MSG, os dois que responderam ao MSG, mas nao ao
placebo, foram convidados a participar desta fase. Ambos individuos apresentaram dois ou
mais sintomas em um dos trés testes de MSG, sendo que os sintomas ndo foram os mesmos
como aqueles apresentados nos testes anteriores.

Este estudo verificou que quando um grupo de individuos auto-identificados
sensiveis a0 MSG é questionado a mostrar reprodutibilidade de diferentes sintomas,
nenhum consegue fazé-lo.

Nas suas conclusdes da avaliagdo sobre a seguranca do MSG, a FASEB e FDA ndo
consideraram a existéncia de uma subpopulacdo sensivel e concordaram com a avaliacao de
seguranca do JECFA e SCF (Walker e Lupien,2000).

Williams & Woessner (2009) realizaram uma revisdo da literatura disponiveis sobre
a provavel participacio do MSG nas reagdes alérgicas mais comuns, ou seja: asma,
urticdria e rinite, que fazem parte do ‘complexo de sintomas atribuidos ao glutamato
monossoddico’. Os pesquisadores concluiram que, no caso especifico da asma, a andlise
critica dos métodos e das propostas experimentais apresentam limitagdes que
impossibilitam concluir a existéncia dessa relacdo. Além disso, estudos com maior rigor
cientifico (como aqueles que envolvem testes duplo cego placebo controlado)
demonstraram ser improvavel que o consumo de MSG tenha papel participativo na asma,

mesmo nos individuos identificados como sensiveis a esta substancia.
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Em contrapartida, muitos estudos, que examinaram o provavel papel da ingestao
alimentar de MSG como agente causador de urticdria (edema geralmente pruriginoso) e
angioedema (inchago localizado na derme ou submucosa), sugeriram a possibilidade de um
caso raro que provavelmente representa menos de 3% dos casos. Entretanto, a qualidade da
evidéncia que sustenta essa relacdo estd longe da ideal. A evidéncia de que o MSG ¢ agente
causador de rinite esta limitada a dois relatos na literatura cientifica. Resumindo, €
essencial mencionar que a evidéncia cientifica atual ndo indica que o MSG participe do

aparecimento de asma, urticaria, angioedema ou rinite.

Consideracoes finais

O MSG € um sal do 4cido glutimico e € utilizado mundialmente como aditivo
alimentar pela industria alimenticia com a finalidade de realgar o sabor. Todos os sais deste
aminoécido se dissociam em solucdo aquosa. Portanto, o glutamato presente nas solugdes €
o mesmo glutamato livre encontrado dos alimentos (como queijos, carnes, tomates, etc).

No corpo humano, o glutamato proveniente da dieta, tanto na sua forma natural
(encontrado nos alimentos) quanto adicionado como aditivo alimentar €, na sua maior parte,
metabolizado no préprio trato gastrointestinal. Além disso, possui multiplas funcdes
fisiolégicas, como a percepcdo do gosto umami, os metabolismos intermedidrios e a
neurotransmissao excitatdria.

O Comité misto FAO/WHO de Peritos em Aditivos Alimentares (JECFA)
classificou, em 1987, o MSG na categoria mais segura de aditivos alimentares. O JECFA
avaliou dados de metabolismo e farmacocinética do glutamato, junto com dados
toxicoldgicos experimentais e estudos em seres humanos. Na avaliacdo foi verificado que o
glutamato possui uma toxicidade aguda muito baixa e, quando administrado por via oral, a
DLsy (dose letal para 50% dos animais testados) em ratos e camundongos era de,
aproximadamente, 15-19 g/kg p.c, respectivamente.

Estudos de toxicidade subcrdnicos e cronicos, com duracdo de até dois anos em
ratos e camundongos, incluindo a fase reprodutiva, ndo revelaram nenhum efeito adverso
especifico quando o MSG foi administrado na dieta em até 4,0%. Pesquisas de dois anos
em caes, com 10% de MSG na dieta, ndo revelaram nenhum efeito no ganho de peso, peso

dos 6rgdos, alteracdes clinicas, mortalidade ou comportamento em geral. A avaliacdo da
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seguranca realizada pelo JECFA levou a conclusao de que a ingestdo dietética total de sais
de 4cido glutamico, decorrentes do seu uso em niveis necessdrios para atingir o efeito
tecnoldgico desejado e de sua aceitabilidade em alimentos, ndo representa um risco para a
saude. Entdo, a expressao de um valor numérico para IDA nao foi considerada necesséria e,
assim, foi atribuido para sais de 4dcido glutdmico (sais de monossddio, potdssio, cdlcio e
amoOnio) uma IDA “ndo especificada”. O JECFA também verificou que ndo havia
necessidade de restricdes para mulheres gravidas e criancas, mas mantiveram a posi¢ao
colocada nas outras avaliagdes realizadas, que aditivos alimentares, em geral, ndo devem
ser consumidos por neonatos, antes de doze semanas de idade.

O Comité Cientifico para Alimentos da Comissd@o da Comunidade Européia (SCF),
em estudo de 1991, conduziu uma avalia¢do de seguranca do MSG semelhante a realizada
pelo JECFA e chegou a mesma conclusao, atribuindo uma IDA “nao especificada” (SCF,
1991). No entanto, em 1995, uma diretiva Comunidade Européia (95/2/CE) sobre aditivos
alimentares fixou um limite de 10g/kg para L-glutamato e sais presentes nos produtos
alimenticios, com exce¢do de alimentos nao processados, alimentos para bebés (para qual o
uso glutamato e sais ndo sdo permitidos) e temperos e especiarias. Atualmente, a diretiva
continua em vigor como mencionado na Resolu¢ao 1333/2008 (1333/2008/CE).

A Federacdo das Sociedades Americanas para Biologia Experimental (FASEB)
publicou, em 1995, a avaliacdo realizada sobre reagdes adversas ao MSG e concluiu que,
embora haja evidéncias cientificas comprovadas de efeitos adversos em alguns individuos
sensiveis a doses elevadas de glutamato, nao hd documentacao suficiente para indicar que
existe um subgrupo de individuos sauddveis que apresentam reacdes adversas ao MSG. O
subgrupo que responde as manifestacdes do complexo de sintomas relacionados ao MSG
geralmente respondem dentro de 1 hora de exposi¢cdo, quando expostas a uma dose oral de
3,0g de MSG na auséncia de alimento (FASEB, 1995).

O FDA adotou as conclusdes da FASEB com relacdo ao complexo de sintomas,
salientando que ha diferencas em testes onde o MSG € administrado em cdpsulas ou em
solucdes na auséncia ou na presenca de alimentos. O FDA também concluiu que ndo ha
nenhuma evidéncia de que o glutamato livre, presente naturalmente em alimentos ou
adicionado a dieta, cause danos degenerativos a células nervosas a longo prazo. O FDA

também interpretou as conclusdes do relatério da FASEB coerentes com as avaliagcdes de
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seguranca feitas por outras organizagdes competentes (incluindo o JECFA e SCF), que
afirmaram a seguranca do MSG nos niveis normalmente consumidos pela populacdo em
geral.

Ap6s a revisao da FASEB, o FDA considerou o MSG como um ingrediente
alimentar, como o sal e o actcar. Tal como estes ingredientes, 0 MSG também nao pode ser
usado em excesso, pois € autolimitante. O MSG deve ser adicionado aos alimentos em uma
determinada proporcao (0,1 a 0,8%), segundo as Boas Praticas de Producdo de Alimentos
(Beyreuther et al, 2007). Se utilizado em excesso ndo melhora o gosto dos alimentos e na
verdade, o piora. Considerando todas as avaliacdes realizadas, pode-se concluir que o uso
do MSG como aditivo alimentar € seguro, se utilizado no nivel necessario para obter efeito

tecnoldgico desejado.
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Avaliacao de parametros bioquimicos, hematologicos
e histologicos em ratos Wistar nao diabéticos e

diabéticos alimentados com glutamato monossédico

Este artigo sera submetido a publicacio na revista Food and Chemical Toxicology.
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Evaluation of biochemical, hematological and histological parameters in

non diabetic and diabetic Wistar rats fed with monosodium glutamate

Abstract
The parenteral or oral administration of monosodium glutamate (MSG) has been

reported to have a deleterious effect on the hypothalamic arcuate nucleus, which changes
appetite control. This alteration in function may lead to obesity and disorders related to
metabolic syndrome, such as alterations in carbohydrate metabolism (glucose and insulin
resistance), dyslipidemia and cardiovascular disease. This study evaluates the induction of
metabolic alterations due to MSG exposure at levels up to 5.0% in the diet. The study was
carried out using diabetic and non-diabetic rats; the use of diabetic animals is based on their
susceptibility to metabolic disorders. Methods capable of evaluating the entire metabolic
profile of the diabetic condition were used, including biochemical tests and tests able to
detect alterations in the organs usually affected by this disease. It was concluded that the
use of MSG did not change the studied parameters for diabetic or non-diabetic animals. The
alterations observed in the diabetic animals mainly reflected metabolic changes caused by

the disease and were not related to the administration of MSG.

Keywords: MSG, glutamate, Wistar rat, diabetic.
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1. Introduction

Monosodium glutamate (MSG) is a salt of glutamic acid, which is the most common
amino acid found in nature and is present in many proteins, peptides and most tissues. MSG
is used as a food additive and has historically been used as a flavor enhancer by the food
industry in several types of foods, including soups, sauces and snack. In its last evaluation
in 1987, JECFA (Joint FAO/WHO Expert Committee on Food Additives) designated a “not
specified” acceptable daily intake (ADI) for this food additive (FAO/WHO, 1988 & Jinap
and Hajeb, 2010). JECFA applies the designation of ‘not specified ADI’ to food additives
of very low toxicity; on the basis of available data, including chemical, biochemical,
toxicological, and other data, the total dietary intake of this substance, according to the
levels necessary to achieve the desired effect and its presence in foods, does not, in the
opinion of the Committee, represent a hazard to human health. In 1958, the U.S. Food and
Drug Administration (FDA) considered MSG to be an ingredient Generally Recognized as
Safe (GRAS). However, in 1992, in association with the Federation of American Societies
for Experimental Biology (FASEB), the FDA contracted a group of independent scientists
to review the scientific studies related to the safety of MSG. They concluded that there was
no scientifically verifiable evidence of adverse effects due to ingestion of MSG as food
additive (FASEB, 1995). The amount of MSG normally used in the human diet is 0.1-0.8%
because MSG stops having a pleasant taste when higher amounts are used (Beyreuther et

al., 2007; Yamaguchi and Ninomiya, 2000).

An important characteristic of MSG is that its salts dissociate in aqueous solutions, and
glutamic acid is naturally present in high concentrations in the human body. Glutamic acid
is responsible for several metabolic functions of extreme importance, and evidence from
human subjects, rats and non-primates indicates that free glutamate functions as a signal to
regulate protein intake and nutritional status as well as other physiological processes

(Kondoh et al., 2009; Smriga and Torii, 2000).

Studies showed that the oral (Diniz et al., 2004) and parenteral (Diniz et al., 2005)
administration of MSG also promoted increases in glycemia, insulin production and
oxidative disorders. In addition, an experimental obese animal model has been developed

by parenteral administration of high doses of MSG in neonatal mice. These studies reported
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that MSG caused obesity and other disorders, such as hepatic diseases and type II diabetes
(Nagata et al., 2006; Nakanishi et al., 2008). Nevertheless, long-term animal feeding studies
have demonstrated that MSG does not increase food intake or induce obesity

(Anantharaman, 1972; Newman et al., 1973).

Reports by Broberger (2005), Hermanussen et al. (2003ab, 2006), Rol de Lama et al.
(1998) and Schwartz et al. (200), amongst others, showed that parenteral (4.0 mg/g b.w.) or
oral (2.5 and 5.0 g/day) administration of MSG in newborn rats resulted in an injurious
effect on the arcuate nucleus of the hypothalamus. This administration of MSG provoked
alterations in the control of appetite and, as a consequence, obesity. According to these
authors, MSG can cause chronic hyperglutamatemia, which is an increase in the blood
glutamate concentration. However, the amounts of glutamate that were administered were

extremely high and did not reflect the doses that are usually used in food preparation.

Insulin resistance and hyperinsulinemia are metabolic dysfunctions involved in type II
diabetes; when present and associated with dyslipidemia, obesity and cardiovascular
diseases, these conditions constitute the so-called metabolic syndrome (Eckel et al., 2005;
Després and Lemieux, 2006). In addition, increased weight and obesity have been found to
depend on several factors, including the influences of genetics, metabolism, behavior and
the environment (Stein and Colditz, 2004). Studies on the prevalence of metabolic
syndrome performed with several populations, including the Japanese (Arai et al., 2006)
and Chinese (Hsiao et al., 2009) populations, verified a significant increase in this disease

worldwide due to lifestyle and dietary habits.

Recently, He et al. (2008) suggested that the ingestion of MSG through diet is an
important factor in the increased incidence of obesity in healthy Chinese men and women.
In contrast, Shi et al. (2010) reported that the MSG intake in a Chinese population from
Jiangsu province was not associated with either obesity or clinically significant weight

gain.

Thus, the aim of this study was to evaluate, in a subchronical study, the effects of
adding MSG to the diet at concentrations of 1.0, 2.5 and 5.0% on the biochemical,

hematological and histological parameters of male diabetic and non-diabetic wistar rats.
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2. Material and Methods
2.1. Biological assay

Healthy male Wistar rats (weighing 40.0 £ 10.0 g, 21 days), reared in the vivarium of
the University of Campinas (Unicamp), were used in this study. The experimental protocol
was submitted to the Ethics Committee for Animal Experimentation of the Biology
Institute, IB/Unicamp. During the entire experimental period, the animals were housed
under standard conditions of temperature (21 + 2 °C) and humidity (55 £ 10%) with a 12-
hour light/dark cycle, and the rats received a specific diet and water ad libitum. Body

weight and food consumption were measured daily.

The animals were separated into four groups (n = 12). For a period of 70 days, one
group (Control) received the commercial diet (Labina-Purina®, Paulinia, SP, Brazil), and
the others received the commercial diet plus 1.0% MSG (1.0 gram MSG + 99.0 grams
food), 2.5% MSG (2.5 gram MSG + 97.5 grams food) or 5.0% MSG (5.0 gram MSG +
95.0 grams food). At the end of the designated period, diabetes was induced, and the
animals were distributed into eight groups (n = 6) and maintained on the same diets for an
additional 21 days: C (non-diabetic/commercial diet), C-MSG 1.0% (non-diabetic/1.0%
MSG diet), C-MSG 2.5% (non-diabetic/2.5% MSG diet), C-MSG 5.0% (non-diabetic/5.0%
MSG diet), D (diabetic/commercial diet), D-MSG 1.0% (diabetic/1.0% MSG diet), D-MSG
2.5% (diabetic/2.5% MSG diet) and D-MSG 5.0% (diabetic/5.0% MSG diet) (Figure 1).

Diabetes was induced by streptozotocin. For this purpose, a freshly prepared solution of
streptozotocin (50 mg/kg b.w.) in 0.1 M citrate buffer, pH 4.5, was injected
intraperitoneally into rats that were fasted overnight. After 24 hours, a blood sample was
collected in vials from the tail vein of the overnight-fasted rats, and glucose levels were
determined using the Accutrend GCT method (Roche Diagnostics®, Bern, Switzerland).
Glucose levels were checked regularly to evaluate hyperglycemia, and animals showing
marked hyperglycemia (glucose > 200 mg/dl) were selected for the study (Elliott et al.,
1997; Freitas et al., 2007). Insulin (Novolin L, 100 U/mL) was injected intraperitoneally

every two days to control hyperglycemia and to prevent animal mortality.
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After treatment with streptozotocin, the animals (Groups D and D-MSG) showed higher
glucose, ketone body and protein levels in the urine, which corroborated the diabetic

condition in both groups (Uriquest, Labtest®).

One day before death, blood for amino acid analysis was collected from the eye vein in
the morning after feeding. The blood was collected in 1.0 mL tubes containing the
anticoagulant EDTA. At the end of the experimental period, the animals were fasted for 10
hours and sacrificed by exsanguination under anesthesia (sodium pentobarbital, 60 mg/kg
b.w.); 5.0 mL of blood was collected in tubes without anticoagulant and centrifuged at
4000xg for 10 minutes at room temperature to obtain serum for the determination of

biochemical parameters.

The kidneys and livers were collected for morphological evaluations. Fragments of the
organs were removed and stored in formaldehyde solution (37%); the organ fragments were

submitted to a routine histological technique using the hematoxylin-eosin method.
2.2. Biochemical analyses

The blood from the fasting rats was collected for biochemical analyses. The
following biochemical parameters were evaluated in the blood serum: total proteins and
albumin, total cholesterol and its fractions, triacylglycerols and glucose. These parameters
were determined using the Modular Analytics system (Roche Diagnostics®, Berna,

Switzerland).

2.3. Amino acid analysis

The Waters Pico-Tag System was used for the analysis of free amino acids (White
et al., 1986; Hagen et al., 1989). Amino acid concentrations were measured by reverse-
phase high-performance liquid chromatography (Shimadzu, SPD-20A/20AV UV-Vis
Detectors; Bomb, LC20 AT; Column heater, CTO20A; Autosampler, SIL10AF; Software,
LC Solution). For free amino acids in plasma, 50 pL of internal standard (TL-2-o-
aminobutyric acid; Sigma-Aldrich®) was added to 250 pL of plasma. Proteins were

precipitated with 200 uL of methanol. The collection tube was centrifuged at 6000xg for 15
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minutes, and the supernatant was transferred to a fresh tube after filtration through a GV

with PVDF membrane (Millex, Millipore®; pore 0.22 wm, diameter 13 mm).

Phenylisothiocyanate (PITC, Edman’s reagent; Thermo Scientific, Pierce Protein Research

Product®) derivatives for reverse phase HPLC were prepared as previously described

(Bidlingmeyer et al., 1984). Known amino acid standards (Amino Acid Standard H;

Thermo Scientific, Pierce Protein Research Product®) were prepared and analyzed in

tandem with the serum samples.
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Figure 1 The experimental protocol used in this study.
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2.4. Hematological analyses

The following hematological parameters in the blood were estimated using an
Animal Blood Counter-ABC vet (Horiba ABX, France): white blood cells, red blood cells,
hemoglobin, hematocrit, mean corpuscular volume, mean corpuscular hemoglobin, mean
corpuscular hemoglobin concentration, red cell distribution width, platelet count and mean

volume, lymphocytes, monocytes and granulocytes.

2.5. Ocxidative enzymes evaluations

Levels of catalase, superoxide dismutase and glutathione in the animal livers were
evaluated according to methods described by Cohen (1970), Winterbourn (1995) and
Carlberg (1985).

2.6. Morfological evalulation

For the morphological evaluations of the kidney and liver, fragments of these organs
were removed, stored in formaldehyde solution (37%) and submitted to a routine

histological technique using the hematoxylin-eosin method.

2.7. Statistics

The GraphPad Prism program, version 5.0 (2008), was used for statistical analyses
with a random block design according to the animals’ weights. The two-way variance
analysis (ANOVA) was used to determine the value for P, and the Bonferroni test was used

to compare the means of significant values with a probability of 5%.
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3. Results

Figures 2 summarizes the values for weight gain and diet consumption obtained for
the groups; notably, food intakes were similar across groups. Significant differences among

diabetic and non-diabetic groups that ingested MSG were not observed.
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Figure 2: Body weight gain and diet consumption determined in the non-diabetic (C group)
and diabetic (D group) Wistar rats fed with diets containing 0.0-5.0% added MSG: non-
diabetic control (C), non-diabetic 1.0% MSG (C-MSG 1.0%), non-diabetic 2.5% MSG (C-
MSG 2.5%), non-diabetic 5.0% MSG (C-MSG 5.0%). diabetic control (D), diabetic 1.0%
MSG (D-MSG 1.0%), diabetic 2.5% MSG (D-MSG 2.5%) and diabetic 5.0% MSG (D-
MSG 5.0%).

The amounts of free glutamate found in the rat serum did not change (Figure 3), and
no significant differences in the other amino acids, including aspartate, serine, glycine,
histidine, arginine, threonine, alanine, proline, tyrosine, valine, methionine, cysteine,

isoleucine, leucine, phenylalanine and lysine, were observed among the groups.
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Figure 3: Free glutamate in serum determined in the non-diabetic (C group) and diabetic
(D group) Wistar rats fed with diets containing 0.0-5.0% added MSG: non-diabetic control
(C), non-diabetic 1.0% MSG (C-MSG 1.0%), non-diabetic 2.5% MSG (C-MSG 2.5%),
non-diabetic 5.0% MSG (C-MSG 5.0%), diabetic control (D), diabetic 1.0% MSG (D-MSG

1.0%), diabetic 2.5% MSG (D-MSG 2.5%) and diabetic 5.0% MSG (D-MSG 5.0%).

Serum glucose levels were high in the diabetic group compared to levels in the
control animals; no significant effects of dietary MSG content were present in either group
(Figure 4). The lipid profile for triglycerides and total cholesterol and fractions revealed no
significant effects related to treatment (control, diabetes) or MSG ingestion, except for the
significantly increased amounts of triglycerides in the diabetic groups (Figures 5). Table 1
shows the levels of hepatic enzymes that are indicative of oxidative stress. Superoxide
dismutase was normal in the control group, but this enzyme was significantly decreased in
the diabetic groups. No significant differences for glutathione or catalase were found

among the groups.
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Figure 4: Blood glycemia determined in the non-diabetic (C group) and diabetic (D group)
Wistar rats fed with diets containing 0.0-5.0% added MSG: non-diabetic control (C), non-
diabetic 1.0% MSG (C-MSG 1.0%), non-diabetic 2.5% MSG (C-MSG 2.5%), non-diabetic
5.0% MSG (C-MSG 5.0%). diabetic control (D), diabetic 1.0% MSG (D-MSG 1.0%),
diabetic 2.5% MSG (D-MSG 2.5%) and diabetic 5.0% MSG (D-MSG 5.0%).
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Figure 5: Triacylglycerol (I), total cholesterol (II), VLDL (III) and HDL (IV) determined
in the non-diabetic (C group) and diabetic (D group) Wistar rats fed with diets containing
0.0-5.0% added MSG:. non-diabetic control (C), non-diabetic 1.0% MSG (C-MSG 1.0%),
non-diabetic 2.5% MSG (C-MSG 2.5%), non-diabetic 5.0% MSG (C-MSG 5.0%), diabetic
control (D), diabetic 1.0% MSG (D-MSG 1.0%), diabetic 2.5% MSG (D-MSG 2.5%) and
diabetic 5.0% MSG (D-MSG 5.0%).
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Table 1: Oxidative stress parameters determined in the blood of the rats for a period of 13 weeks (P<0,05): non-diabetic group (C),
non-diabetic 1.0% MSG (C-MSG 1.0%), non-diabetic 2.5% MSG (C-MSG 2.5%), non-diabetic 5.0% MSG (C-MSG 5.0%), diabetic
group (D), diabetic 1.0% MSG (D-MSG 1.0%), diabetic 2.5% MSG (C-MSG 2.5%), diabetic 5.0% MSG (D-MSG 5.0%).

Parameters C C-MSG 1% C- C-MSG5 % D D-MSG 1% D- D-MSG5 %
MSG2.5% MSG2.5%

Catalase 0.0251£0.004 0.028+0.004 0.025£0.005 0.026£0.006 0.022+0.006 0.014+0.002  0.014+0.001  0.021£0.003

(U/ug protein.min)

Superoxide dismutase 0.712£0.147 0.51630.237 0.58610.167 0.671£0.112 0.18810.019 0.099+0.023° 0.081£0.039 0.12240.014

(U/ug protein)

Glutathione (nmol/ug  0.141+0.017 0.13320.028 0.153%£0.034 0.1631£0.036  0.162+0.007 0.146+£0.016  0.169+£0.031  0.167£0.048

protein.min)

“Significant difference from group C; "Significant difference from group C-MSG 1.0%; “Significant difference from group C-MSG 2.5%;
ISignificant difference from group C-MSG 5.0%:; °Significant difference from group D; 'Significant difference from group D-MSG 1.0%;
£Significant difference from group D-MSG 2.5%; "Significant difference from group D-MSG 5.0%
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No alterations in morphology were observed in the livers of the control group
animals (Figure 6), but lipid inclusion was observed in the diabetic animals; however,
significant differences in lipid inclusions among the groups fed MSG were not observed
(Figure 7). No alterations in morphology were observed in the kidneys of the rats, and these

results were independent of diet and diabetic condition (Figure 8 and 9).

C-MSG2.5% C-MSG5.0%

Figure 6: Photomicrograph (X40) of liver cross sections from non-diabetic (C group)
Wistar rats fed with diets containing 0.0-5.0% added MSG: non-diabetic control (C), non-
diabetic 1.0% MSG (C-MSG 1.0%), non-diabetic 2.5% MSG (C-MSG 2.5%) and non-
diabetic 5.0% MSG (C-MSG 5.0%)], stained with HE. Observe the whole hepatocytes with
one or two nuclei (a), normal cytoplasm with no granulosity or Kiipffer cells (b) located

between the hepatocytes and sinusoids (c). Lymphocytic infiltration was not observed.
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D-MSG2.5% D-MSGS5.0%

Figure 7: Photomicrograph (X40) of liver cross sections from diabetic (D group) Wistar
rats fed with diets containing 0.0-5.0% added MSG: diabetic control (D), diabetic 1.0%
MSG (D-MSG 1.0%), diabetic 2.5% MSG (D-MSG 2.5%) and diabetic 5.0% MSG (D-
MSG 5.0%)], stained with HE. Observe the whole hepatocytes with lipid inclusions in the

cytoplasm (a). Lymphocytic infiltration was not observed.
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C-MSG2.5% C-MSGS5.0%

Figure 8: Photomicrograph (X40) of left kidney cross sections from non-diabetic (C group)
Wistar rats fed with diets containing 0.0-5.0% added MSG: non-diabetic control (C), non-
diabetic 1.0% MSG (C-MSG 1.0%), non-diabetic 2.5% MSG (C-MSG 2.5%) and non-
diabetic 5.0% MSG (C-MSG 5.0%)], stained with HE. Bowman’s capsule with the
capillaries forming a whole glomerulus (a). Proximal convoluted tubules are more
numerous with narrow lumens and an epithelium with a brush-like border (b). Fewer distal
convoluted tubules with slightly larger lumen and an epithelium showing no apical

differentiation (c). Presence of blood capillaries (d).
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Figure 9: Photomicrograph (X40) of left kidney cross sections from diabetic (D group) Wistar
rats fed with diets containing 0.0-5.0% added MSG: diabetic control (D), diabetic 1.0% MSG
(D-MSG 1.0%), diabetic 2.5% MSG (D-MSG 2.5%), diabetic 5.0% MSG (D-MSG 5.0%),
stained with HE. Bowman’s capsule with the capillaries forming a whole glomerulus (a).
Proximal convoluted tubules are more numerous with narrow lumens and an epithelium with a
brush-like border (b). Fewer distal convoluted tubules with slightly larger lumen and an

epithelium showing no apical differentiation (c). Presence of blood capillaries (d).

With respect to the hematologic profile (Table 2), no changes in anemia or platelet
reduction were observed. However, the total white blood cell (WBC), lymphocyte,
monocyte and granulocyte counts were decreased in the diabetic groups. The C-MSG 5.0%

group presented a mild decrease in the monocyte count.
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Table 2: Hematological parameters determined in the blood of the rats for a period of 13 weeks (P<0,05): non-diabetic group (C), non-
diabetic 1.0% MSG (C-MSG 1.0%), non-diabetic 2.5% MSG (C-MSG 2.5%), non-diabetic 5.0% MSG (C-MSG 5.0%); diabetic group
(D), diabetic 1.0% MSG (D-MSG 1.0%), diabetic 2.5% MSG (C-MSG 2.5%), diabetic 5.0% MSG (D-MSG 5.0%).

Parameters C C-MSG,, C-MSG,s,  C-MSGsg, D D-MSG;, D-MSG,s,,  D-MSGsg,
Red blood cells  9.05£1.99  8.20+0.948  8.68+0.45 8.63+0.73 7.00£2.69 8.49+0.94 8.80%0.39 8.0620.83
Hemoglobin 17.53£1.66  15.93+1.50  16.88+0.76 17.00£1.88  16.90£1.08  16.67+1.94  16.77+0.56  15.74+0.98
Hematocrit 50.145.82  44.23%5.28  47.5242.30 47.98+5.61  49.93+2.40 47974572  50.43%2.75  45.30+4.62
MCV* 55.67+1.21 53.83%2.48  54.83+1.33 54.83+1.33  552042.05  56.50%1.05  55.50%1.38  56.20%1.30
MCH* 19.50£0.42  19.47+1.02  19.43+0.74 19.4340.68  18.94+0.78  19.63+0.45  19.07+0.66  19.58+0.90
MCHC* 35.03+1.02  36.15+1.11  3553+0.873  35.48+0.70  33.85t1.30  34.80+0.82  34.27+1.45  34.78+1.55
RCDW* 13.50£0.71  13.2040.51  13.1240.66 13.6320.37  14.3840.92  14.42+1.17  14.7530.60  14.60+0.27
Platelet Count 7.48+047  7.55%0.56 7.2340.30 7.65+0.63 8.20+0.56 7.1840.56 7.65%0.55 7.62+0.59
White blood cells

Lymphocyte 5274126  4.65+1.34 5.2540.70 4.13+0.83 3.74%1.4 2.53+1.24 3.47+0.96 3.32+1.06
Monocyte 0.70+0.15  0.68+0.19 0.80+0.19 0.6040.14°  0.42+0.17*"¢  0.4240.17**¢  0.53£0.19*"¢  0.52+0.084*>¢
Granulocyte 3.08+0.68 3.90+097  3.25%0.95 2.83+0.82 2.56+0.83" 228+0.61" 228+0.71" 2.42+0.29°

“Significant difference from group C; "Significant difference from group C-MSG 1.0%; “Significant difference from group C-MSG 2.5%;

ISignificant difference from group C-MSG 5.0%; °Significant difference from group D; 'Significant difference from group D-MSG 1.0%;
£Significant difference from group D-MSG 2.5%; "Significant difference from group D-MSG 5.0%; *MCV (Mean Corpuscular Volume); MCH

(Mean Corpuscular Hemoglobin); MCHC (Mean Corpuscular Hemoglobin Concentration); RCDW (Red Cell Distribution Width).
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4. Discussion

Several authors have reported that the parenteral (4.0 mg/kg bw) (Rol de Lama et al.,
1998; Schwartz et al., 2000; Broberger, 2005) or oral (2.5 and 5.0 g/day) (Hermanussen et
al., 2003ab, 2006) administration of MSG in rodents may cause chronic
hyperglutamatemia, which is an increased level of glutamate, in the blood of newborn rats.
This causes injurious effects on the hypothalamic arcuate nucleus and changes appetite
control, resulting in obesity. However, the glutamate in these studies was administered via
parenteral or at very high oral levels, which does not reflect its recommended use as an
additive in food preparation.

Due to its sensorial properties, the amount of MSG normally used in the human diet is
between 0.1-0.8% (Loliger, 2000; Beyreuther et al., 2007). In our study, we used diets
containing MSG at levels of 1.0%, 2.5 and 5.0%. The food intake was similar across all of
the groups (Figure 2) and the amount of MSG ingested by the groups reflected the amount
included in the diet. Consequently, the ingestion of diets containing up to 5% MSG did not
induce obesity, nor increase diet consumption, in newly weaned rats (21 days of age) when
they consumed diets ad libitum for a period of 70 days.

Hermanunsenn et al. (2006), who verified weight gain in rats fed diets containing 2.5 g
and 5.0 g of MSG in the diet. In contrast, Kondoh and Torii (2008) reported a difference in
body weight gain between Sprague-Dawley rats receiving a 1.0% MSG solution for
drinking (MSG group) and a “control group” receiving only water for drinking, that were
fed diets of varying caloric density, fat and carbohydrate contents. The authors concluded
that the voluntary ingestion of an MSG solution reduced weight gain and did not affect
food intake. The present study used the dosages of 1.0%, 2.5 and 5.0% MSG in the diet. No
increased weight gain was observed as well as increased diet consumption was not affected
during the experimental period, among the control and the rats that ingested MSG, for both
non-diabetic and diabetic animals (Figure 2). These data indicate that before and after the
diabetes induction period, there were no significant differences between the groups
receiving the commercial diet and those receiving the commercial diet plus MSG.

Even when relatively large quantities of MSG are added to the food of mice, monkeys

or humans, only very small changes in the plasma concentration of glutamate have been
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reported to occur (Stegink et al., 1985, 1987; Tsai & Huang, 2000). Our findings
corroborate these previous results; the level of free glutamic acid in the serum (Figure 3)
showed no differences between the control group and those that received MSG in their diet.
The mean free glutamate concentration in the serum was 40.14 pmol/L for all of the
groups. According to Reeds et al. (1996), almost all of the free glutamate that is ingested is
metabolized (95%) in the intestinal wall of pigs during the absorption process.

Similar to the results of a study reported by Simon & West (1992), who induced a
diabetic state with a single intraperitoneal dose (45 mg/kg b.w.) of STZ in rats, all of the
animals that were treated with STZ (50 mg/kg b.w.) in this study (groups D, D-MSG 1.0%,
D-MSG 2.5%, D-MSG 5.0%) presented increased serum glucose levels, indicating a
diabetic condition in relation to the control groups (C, C-MSG 1.0%, C-MSG 2.5%, C-
MSG 5.0%). However, no differences in blood glucose levels occurred among the diabetic
and the control animals that ingested different amounts of MSG in their diet (Figure 4).

The rat serum lipid profiles (triacylglycerols, total cholesterol, HDL and VLDL)
indicated that the diabetic animals exhibited increased concentrations of these lipids
compared to the non-diabetic animals and that this increase was independent of the addition
of MSG to the diet at the concentrations studied (Figures 5). These alterations may be
attributed to the metabolic changes induced by the diabetic condition.

Studies performed on non-diabetic mice have correlated the histological hepatic
changes caused by nonalcoholic fatty liver disease (NAFLD) to increased plasmatic lipids
generated by the oral (Collison et al., 2008) and subcutaneous (Nakanishi et al., 2008)
administration of MSG. In contrast to the observations made by these authors, in the
present study the hepatic histological analyses of the non-diabetic rats showed preserved
hepatocytes and absence of lipid inclusions, likely due to the lack of alterations in the
serum lipid levels in these animals. These results were independent of the addition of MSG
to the diet (Figure 6). On the other hand, the diabetic groups (D, D-MSG 1.0%, D-MSG
2.5%, D-MSG 5.0%) showed lipid inclusions in the cytoplasm of the hepatocytes (Figure
7), suggesting that nonalcoholic hepatic steatosis occurred in all of the diabetic groups
independent of the addition of MSG to the diet. This condition likely occurred as a result of

the increased concentration of triacylglycerols in the serum of the diabetic animals, as
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previously reported. In fact, diabetes and dyslipidemias are important risk factors in the
genesis of nonalcoholic hepatic steatosis (Marchesini et al., 2003; D"Angelo et al., 2009).

The presence of superoxide dismutase (SOD) in the hepatocytes or blood plasma
reduces the formation of superoxide radicals, protecting the cells from oxidative damage
(Fridovich, 1995). Catalase is another potent antioxidant enzyme, especially against the
superoxide radical and singlet oxygen. A decrease in the levels of hepatic SOD enzymes
and catalase was observed in the diabetic rats, and this was correlated to the presence of
MSG in the diet. In contrast, no significant changes in glutathione levels were observed
among the studied groups. The non-diabetic animals exhibited no significant changes in the
activity of these enzymes, and this result was independent of the addition of MSG to the
diet (Table 1). The decrease in SOD activity that was observed in the diabetic groups could
be due to the reduced availability of NADPH caused by this disease. This observation was
reported by Singh & Ahluwalia (2003) and Farombi & Onyema (2006), who administered
MSG subcutaneously in non-diabetic animals.

As previously reported, the high glucose levels caused by diabetes may result in
peroxidation of cell membrane lipids, including those of red blood cells. Peroxidation of
red blood cells likely occurs by glucose enolization, the production of a-ketoaldehydes and
free radical intermediates; this process reduces molecular oxygen and, as a consequence,
causes hemolysis due to membrane weakening (Jain, 1989). However, even at high glucose
levels, insignificant differences were observed in the blood cell count or in the hemoglobin
and hematocrit levels. There was also no alteration in the platelet count. In contrast, a
significant reduction in the white cell count (lymphocytes, monocytes and granulocytes)
was observed in the diabetic animals, and this was independent of the addition of MSG to
the diet (Table 2). This occurs due to the metabolic changes induced by the diabetic
condition, reducing immunologic function and increasing the risk of infection (Alberti and

Zimmet, 1998; Tan et al., 2000).
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5. Conclusions

Male Wistar rats oral exposed to MSG, at levels up to 5.0% in the diet, during 13
weeks, did not shown alterations in biochemical, hematological and histological parameters
in relation to the control group. The biochemical and histological alterations observed in the
diabetic animals (diabetes was induced after the 13 weeks exposure and the animals
maintained under the same diets for additional 3 weeks) mainly reflected metabolic changes
that are characteristic of this disease, and they were independent of the addition of MSG to

the diet.
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Avaliacao eletrocardiografica de ratos Wistar
diabéticos e nao diabéticos alimentados com

glutamato monossodico

Este artigo serd submetido para publica¢cdo na Journal of Electrocardiology.
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Electrocardiographic evaluation of diabetic and non-diabetic Wistar rats fed with

monosodium glutamate.

Abstract

Some studies have recently indicated that MSG is linked to obesity and diabetes.
These diseases can cause cardiovascular changes, such as increases in blood pressure and
arrhythmias including ventricular fibrillation that may result in sudden death. Twenty-one-
day-old Wistar rats were fed with diets containing 0.0, 1.0, 2.5 or 5.0% monosodium
glutamate (MSG) for 70 days. Diabetes was then induced with streptozotocin (STZ; 50
mg/kg bw) in half of the rats, and after an additional 21 days, the electrocardiographic
parameters and heart histology were evaluated for each rat. The presence of MSG in the
diet did not change the parameters evaluated between the experimental groups. Although
the diabetic rats presented a reduction in heart rate as well as an enlargement of the QRS
complex and QT and QTec intervals, these changes are typical of STZ-induced diabetes. No
histological alterations were observed in any of the groups studied. In summary, diets
containing MSG did not interfere with the electrocardiographic and histological

characteristics of either diabetic or non-diabetic rats.

Key words: monosodium glutamate (MSG), electrocardiogram, diabetes.
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Introduction

The sodium salt of glutamic acid, called monosodium glutamate (MSG), is used
worldwide as an additive in several foods (e.g., snacks, sauces and soups) to enhance their
flavor. Glutamate is naturally present in the human body and has several important
metabolic functions. In addition, studies involving humans, rats and non-primates have
indicated that free glutamate functions as a signal to regulate protein intake, nutritional
status and other physiological processesm;3 . As an additive, MSG normally accounts for
0.1-0.8% of a food because it stops having a pleasant taste when higher amounts are
added*”. A study in young pigs indicated that enteral glutamate is extensively oxidized
even when the dietary intake is three- to four-fold higher than normal®.

In the European Union (EU) countries, the mean intake of glutamate ranges from
0.3 to 0.5 g/day, but in Asian countries, people consume an average of 1.2—-1.7 g/day.
Individual glutamate intake from food additives, however, shows broad variations; high
consumers in Europe may reach up to 1.0 g/day, and in Asian countries up to 4.0 g/day.
The average intake in EU countries has only increased slightly since 1997,

In its last evaluation in 1987, the Joint FAO/WHO Expert Committee on Food
Additives (JECFA) established a Group Acceptable Daily Intake (ADI) “not specified” for
L-glutamic acid and its monosodium, potassium, calcium, magnesium and ammonium salts
for their use as food additives in the functional classes of flavor enhancer or salt substitute.
JECFA applies the designation “ADI not specified” to food additives shown to have very
low toxicity based on available chemical, biochemical, toxicological and other data (i.e.,
the total dietary intake of the substance arising from its use at the levels necessary to
achieve the desired effect combined with its background in foods does not, in the opinion of
the Committee, represent a hazard to human health)7;8.

In 1958, the U.S. Food and Drug Administration (FDA) considered MSG to be a
Generally Recognized as Safe (GRAS) ingredient. In 1992, however, the FDA contracted
the Federation of American Societies for Experimental Biology (FASEB), an independent
scientific organization, to review the scientific data related to the safety of MSG. In its
report, FASEB concluded that there was no scientifically verifiable evidence of adverse
health effects to the general population caused by MSG at levels normally consumed due to

its use as a food ingredient’.
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Despite the evaluations, a new hypothesis has been recently raised linking obesity,
voracity and growth hormone (GH) deficiency to the consumption of elevated amounts of
glutamatelo. The metabolic syndrome, which can be consequent to obesity, is a common
metabolic disorder that results from the increasing prevalence of obesity, and it is
associated with type II diabetes and cardiovascular disease''. Diabetes is a metabolic
disorder characterized by increased blood glucose resulting from alterations in the
metabolism of proteins, lipids and carbohydrates due to the impaired secretion of or
peripheral resistance to insulin. These alterations increase the tendency to develop
cardiovascular diseases and neuropathies, which represent one of the major causes of death

of the patients'*"

. The prevalence of excess weight and cardiovascular disease is
increasing rapidly across Brazil, and currently nearly 65% of the adult population is
overweight or obese'*'"”. Flegal'® reported that 32.2% of adult men and 35.5% of adult
women are overweight, but the increases in the prevalence of obesity previously observed
do not appear to have continued at the same rate over the past 10 years, particularly for
women and possibly for men.

An electrocardiogram (ECG) is the most common cardiovascular diagnostic
procedure'’, particularly because ECGs provide much information in relatively little space.
An ECG is a time/voltage graph of the electrical activity of the heart. Cardiac muscle
activity also generates electrical impulses, and usually muscle contraction, which creates
the pulse, follows the electrical activity. Although there are many factors that can influence
cardiac function, measurement of the time of electrical conduction and the voltage involved
usually indicates the function, with different parts of the ECG complex representing
different stages of conduction'®. Muscle electrical activity occurs via the movement of
sodium, calcium and potassium ions across the cell membrane. This ion movement changes
the charge of the cell membrane from its resting state of 90 millivolts (mV) such that its
polarity is lost, resulting in the cell becoming electrically excitable (depolarization). When
the normal ion balance and cell membrane polarity are restored, the electrical excitability
ceases (repolarization). The normal sinus thythm complex comprises a P wave, PR interval,
Q wave, QRS complex, ST segment, T wave and occasionally a U wave. In this study, the
P wave, PR interval, Q wave and QRS complex were evaluated because these parameters

can be altered in patients with diabetes. The P wave, representing atrial depolarization, is
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relatively broad and shallow. The PR interval is measured from the beginning of the P wave
to the begining of the Q wave or in the absence of Q waves, to the beginning of the R wave.
The Q wave, representing the first negative deflection, is caused by depolarization through
the septum (muscle wall) that separates the left and right ventricles and through which the
ventricular conduction pathway passes, and it is usually small or absent, depending on the
electrical view or the lead used. The QRS complex represents ventricular depolarization.
Because a large amount of voltage is required for ventricular depolarization, the QRS
complex is the highest component of the sinus rthythm. A specialized conduction pathway
comprising the His bundle, bundle branches, hemi-branches and Purkinje fibers ensures
that the impulses travel quickly from the AV node to the ventricular muscle. The QT
interval, representing the total ventricular depolarization and repolarization time, is
measured from the beginning of the Q wave to the end of the T wave and should be less
than half the time of the preceding R-R interval. Prolonged QT intervals represent delayed
repolarization, which may cause tachydysrhythmias (i.e., dysrhythmias with rates over 100
bpm and often considerably faster) and sudden cardiac death'’.

Taking the possible association of obesity, type II diabetes and cardiovascular
disease with the ingestion of MSG into consideration, the aim of this study was to
investigate the effects of MSG oral administration on the electrical conduction and

histological dysfunctions of the heart in diabetic and non-diabetic Wistar rats.

Material and Methods

Animals

Healthy male Wistar rats weighing 52.0+3.0 g and 21-days-old were used for this
investigation. The experimental protocol was approved by the Ethics Committee for
Animal Experimentation of the Biology Institute, IB/Unicamp (Protocol n°1075-1). During
the entire experimental period, the animals were housed in the Vivarium of the University
of Campinas (Unicamp) under standard conditions of temperature (21+2°C) and humidity
(55£10%) with a 12-hour light/dark cycle and received diet and water ad libitum. Body

weight and diet consumption were measured at the beginning and the end of the
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experimental period. The control group (C) received a commercial diet (Labina-Purina -
Paulinia, SP, Brazil), and the other groups received the commercial diet plus 1.0 %, 2.5%
and 5.0 % MSG (1 g MSG + 99 g food, 2.5 g MSG + 97.5 g food and 5.0 g MSG + 95 g
food, respectively), all for a period of 70 days. At the end of this period, the animals
(weighing 326.0+£16.0) were separated into eight groups (n=6) and maintained on the same
diets in metabolic cages for an additional 21 days: C (non-diabetic/commercial diet), C-
MSG 1.0% (non-diabetic/1.0% MSG diet), C-MSG 2.5% (non-diabetic/2.5% MSG diet),
C-MSG 5.0% (non-diabetic/5.0% MSG diet); D (diabetic/commercial diet), D-MSG 1.0%
(diabetic/1.0% MSG diet); D-MSG 2.5% (diabetic/2.5% MSG diet) and D-MSG 5.0%
(diabetic/5.0% MSG diet). Diabetes was induced by streptozotocin (STZ). For this purpose,
a freshly prepared solution of STZ (50 mg/kg bw) in 0.1 M citrate buffer, pH 4.5 was
injected intraperitoneally into overnight-fasted rats. After 24 hours, each streptozotocin-
treated rat was evaluated for hyperglycemia by measuring its glucose level using the
Accutrend GCT method (Roche Diagnostics® - Berna, Switzerland) and a blood sample
collected from the tail vein. All these animals showed marked hyperglycemia (glucose >
200 mg/dl)***'. Insulin (Novolin L - 100 U/mL; Novo Nordisk A/S; Bagsvaerd,
Dinamarca) was injected intraperitoneally every two days. The experimental protocol used

in this study is shown in Figure 1.
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Figure 1: The experimental protocol.

Electrocardiogram

Anesthetized rats (sodium pentobarbital, 40 mg/kg bw) were kept in the supine

position with spontaneous breathing for the ECG recording. The electrodes were connected

to computer channels (Heart Ware System, Heart Ware International Inc, Framingham,

Massachusetts, USA), and six standard waves (I, II, III, aVR, aVL and aVF) were recorded

with 2N sensitivity at a speed of 50 mm/second . The P wave amplitude, PR interval and

QT interval were measured for three consecutive beats from the beginning of the QRS-

complex to the point of return of the T wave to the isoelectric line, defined as the TP

segment. The QT interval was corrected for heart rate using Bazett’s formula®.
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Morphological evaluation

The heart was collected for a morphological evaluation. Fragments of the left
ventricle were removed, stored in a 37% formaldehyde solution and submitted to routine

histological examination using the hematoxylin-eosin method.

Statistics

The GraphPad Prism program, version 5.0 (2008) was used for the statistical
analyses, using a random block design based on the weight of the animals. A two-way
variance analysis (ANOVA) was used to determine the P-value, and the Bonferroni test was
used to compare the means of significant values. A probability of <5% was considered to

be significant.

Results and Discussion

The treatment of young adult rats with STZ produces a diabetic state that is
characterized by weight loss, polydipsia, polyuria, glucosuria, polyphagia, hypoinsulinemia
and hyperglycemia. The pathophysiology of STZ-induced diabetes includes a
cardiomyopathy that is frequently associated with contractile dysfunction and heart rhythm
disturbances®. In this study, diabetes was induced with STZ and was verified by elevated
blood glucose (491.4+48.8 mg/dl) and a non-significant loss in body weight during the 21-
day experimental period after diabetic induction when compared with non-diabetic rats

(Figure 2-1).
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Figure 2. Body weight gain (I) and diet consumption (II) in the non-diabetic (C group) and
diabetic (D group) Wistar rats fed with diets containing 0.0-5.0% added MSG: non-diabetic
control (C), non-diabetic 1.0% MSG (C-MSG 1.0%), non-diabetic 2.5% MSG (C-MSG
2.5%), non-diabetic 5.0% MSG (C-MSG 5.0%), diabetic control (D), diabetic 1.0% MSG
(D-MSG 1.0%), diabetic 2.5% MSG (D-MSG 2.5%) and diabetic 5.0% MSG (D-MSG
5.0%).

Contradictory results with respect to the relationship between body weight gain and
the consumption of a MSG-containing diet have been reported in rats. Hermanussen'®
reported that the ingestion of MSG increased body weight gain and food consumption. On
the other hand, in a study using Sprague-Dawley rats fed with diets of varying caloric
density, fat and carbohydrate contents, Kondoh and Torii** found a significant difference in
body weight gain between rats that drank a 1.0% MSG solution and those that drank only
water and concluded that the voluntary ingestion of an MSG solution reduced weight gain
and had no effects on food intake. In this study, the presence of MSG in the diet, at levels
up to 5.0%, had no effect on the body weight and food consumption of both the non-
diabetic and diabetic rats (Figures 2).
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The sinoatrial node (SA) normally serves as the cardiac pacemaker, initiating
electrical impulses and setting the heart rate. There was no significant difference in heart
rate (HR) between the control and MSG-fed animals in both the non-diabetic and diabetic
groups. Nevertheless, the HR was lower in the diabetic rats (272.6+14.6 beats/min) than in
the non-diabetic rats (329+6.8 beats/min) (Figure 3). These results corroborate those of
Howarth et al.>**, who reported that HR declined rapidly after the administration of STZ,
reaching a new steady state after 1 week, and remained at the new level for up to 20 days.

A decrease in physical activity may partly underlie this reduction in HR.
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Figure 3: Heart rate (BPM) in the non-diabetic (C group) and diabetic (D group) Wistar
rats fed with diets containing 0.0-5.0% added MSG: non-diabetic control (C), non-diabetic
1.0% MSG (C-MSG 1.0%), non-diabetic 2.5% MSG (C-MSG 2.5%), non-diabetic 5.0%
MSG (C-MSG 5.0%), diabetic control (D), diabetic 1.0% MSG (D-MSG 1.0%), diabetic
2.5% MSG (D-MSG 2.5%) and diabetic 5.0% MSG (D-MSG 5.0%).

The reduction in HR in the STZ-induced diabetic rats may be caused by a
prolongation of the action potentials in the sinoatrial node, which in turn, may be caused by
the altered expression and/or function of the ion channels. In addition, STZ itself may
directly contribute to heart rhythm disturbances®®. Given these observations, the addition of
MSG to the diet at the concentrations studied did not change the rate of potential

generations in the cardiac pacemaker in both non-diabetic and diabetic rats.
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The amplitude of the P wave and the PR interval (Figure 4) showed no significant
differences between the control and MSG-fed rats in both the non-diabetic and diabetic
groups. Furthermore, there was no significant difference between non-diabetic and diabetic
animals fed with a diet containing MSG. Impulses from the SA node spread out across the
atrial muscle and are conducted from one muscle cell to the next. The P wave represents
atrial depolarization, and the PR interval includes the P wave along with the period of
electrical standstill created by impulse crossing the AV node®’. Thus, diets containing up to
5.0% MSG did not alter atrial depolarization or the conduction of electrical stimuli from the

atria to the ventricle.
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Figure 4: P wave amplitude (I) and PR interval (II) in the non-diabetic (C group) and
diabetic (D group) Wistar rats fed with diets containing 0.0-5.0% added MSG: non-
diabetic control (C), non-diabetic 1.0% MSG (C-MSG 1.0%), non-diabetic 2.5% MSG (C-
MSG 2.5%), non-diabetic 5.0% MSG (C-MSG 5.0%), diabetic control (D), diabetic 1.0%
MSG (D-MSG 1.0%), diabetic 2.5% MSG (D-MSG 2.5%) and diabetic 5.0% MSG (D-
MSG 5.0%).

The main clinical manifestation of diabetic cardiomyopathy is a higher incidence of
cardiac arrhythmias, including ventricular fibrillation, and of sudden death as a result of
alterations in ventricular repolarization. These alterations may cause changes in the
cardiovascular physiology and structure, which can be recorded by ECG . One of the most

common problems detected in diabetic patients are prolongations of the QRS complex, QT

98



interval and QTc*®. The QRS complex represents ventricular depolarization, and it is the
largest component of the sinus rhythm complexes because a large amount of voltage is
required for ventricular depolarization. A specialized conduction pathway comprising the
His bundle, bundle branches, hemi-branches, and Purkinje fibers ensures that impulses
travel quickly from the AV node to the ventricular muscle. The QT interval, representing
the total ventricular depolarization and repolarization time, is measured from the beginning
of the Q wave to the end of the T wave and should be less than half the time of the
preceding R-R interval. Prolonged QT intervals represent delayed repolarization, which
may cause tachydysrhythmias and sudden cardiac death®.

The results obtained for the QRS complex, QT interval and QTc are illustrated in
Figure 5. There was no difference in any of these parameters between the control and
MSG-fed rats in both the non-diabetic and diabetic groups. The rats in the diabetic group,
however, did show significant increases in the QRS complex, QT interval and QTc when
compared with the rats in the non-diabetic group, although this result was irrespective of
the addition of MSG to the diet. These findings are consistent with previous studies in STZ-
induced diabetic rats. A prolonged QRS complex indicates a prolongation of ventricular
depolarization, and a prolonged QT interval indicates prolongation of the events between
depolarization and repolarization”***"*°_ In fact, the direct actions of STZ itself may also
contribute to these heart rhythm disturbances. The prevalence of QT prolongation has been
reported to be as high as 16% and 26% in type 1 and type II diabetes, respectively. Diabetic
patients with more pronounced QT abnormalities tend to be older and have higher blood

pressures and cardiovascular complications®".
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Figure 5: QRS complex (I), QT interval (II) and QTc interval (III) in the non-
diabetic (C group) and diabetic (D group) Wistar rats fed with diets containing 0.0-5.0%
added MSG: non-diabetic control (C), non-diabetic 1.0% MSG (C-MSG 1.0%), non-
diabetic 2.5% MSG (C-MSG 2.5%), non-diabetic 5.0% MSG (C-MSG 5.0%), diabetic
control (D), diabetic 1.0% MSG (D-MSG 1.0%), diabetic 2.5% MSG (D-MSG 2.5%) and
diabetic 5.0% MSG (D-MSG 5.0%).
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Although prolongation of the QRS complex and a prolonged QT interval could be
consequent to cardiac hypertrophy?, the histological evaluations of the rat hearts did not
reveal any significant differences between the non-diabetic and diabetic groups. All groups
presented irregular nuclei located in the center of the cells and spaces between the fibers,
both of which are typical characteristics of a normal heart (Figures 6 and 7). In addition, the
cardiac cells had similar sizes in all of the studied groups. Therefore, there was no evidence

of cardiac hypertrophy observed in the rats from both the non-diabetic and diabetic groups.

C-MSG 2.5% C-MSG 5.0%

Figure 6: Photomicrograph of cross-sections of the left ventricle determined in the non-
diabetic (C group) Wistar rats fed with diets containing 0.0-5.0% added MSG. The hearts
from non-diabetic control (C), non-diabetic 1.0% MSG (C-MSG 1.0%), non-diabetic 2.5%
MSG (C-MSG 2.5%) and non-diabetic 5.0% MSG (C-MSG 5.0%) rats were stained with
HE. Irregular nuclei in the cell center (a) and spaces between the cardiac fibers (b), both
typical of a normal heart, were found in al groups. Nuclei located outside the cardiac fibers
belong to endothelial cells and fibroblasts (c). Intercalated disks mark the junctions

between the cardiomyocytes.
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Figure 7: Photomicrograph of cross-sections of the left ventricle from diabetic (D group)
Wistar rats fed with diets containing 0.0-5.0% added MSG: The hearts from diabetic control
(D), diabetic 1.0% MSG (D-MSG 1.0%), diabetic 2.5% MSG (D-MSG 2.5%), and diabetic
5.0% MSG (D-MSG 5.0%) rats were stained with HE. Irregular nuclei in the cell center (a) and
spaces between the cardiac fibers (b), both typical of a normal heart, were found in all groups.
Nuclei located outside the cardiac fibers belong to endothelial cells and fibroblasts (c).

Intercalated disks mark the junctions between the cardiomyocytes.

Given these data, we believe that the changes in the QRS complexes, and
consequently in the QT and QTc intervals, in the diabetic animals fed a diet containing
either no or up to 5.0% MSG are a consequence of hydro-electrolytic alterations that are
typical of diabetes. In fact, such electrocardiographic alterations may be explained by the
polyuria generally observed in diabetics, which is caused by osmotic diuresis as a result of
the increase in glycemia®. This excessive urinary loss causes a decrease in potassium,
which could be responsible for the increase in the membrane repolarization period
represented by a prolonged QT interval. The increased QT interval may also be a result of
changes in voltage-dependent potassium ion channels*****. In fact, diabetes can alter the
magnitude of the potassium channels involved in the repolarization process of the

cardiomyocyte membrane®®, thereby affecting the cardiac tissue.
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Conclusions

The ingestion of diets containing MSG at concentrations up to 5.0% did not
influence the stimulation and electrical conduction of the heart in non-diabetic rats nor
interfere in the electrocardiographic profile of diabetic rats that is typical to streptozotocin-

induced diabetes.
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CONCLUSOES GERAIS

Concluiu-se que a exposicdo de ratos Wistar ndo-diabéticos a doses orais de até
5.0% de MSG adicionados a dieta, durante 13 semanas, ndo alterou parametros
bioquimicos, cardiovasculares, hematoldgicos e histologicos. O grupo de animais
diabéticos recebeu streptozotocina apds 70 dias de tratamento e permaneceram em gaiolas
metabolicas por mais 21 dias. Foram verificadas alteragdes bioquimicas, cardiovasculares e
histologicas que refletiram principalmente aos distirbios caracteristicos desta enfermidade,

independente da adi¢do de MSG na dieta.

107



ANEXO I

PARECER DO COMITE DE ETICA EM
PESQUISA
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