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RESUMO

O glutamato monossodico ¢ amplamente utilizado como realgador do sabor em alimentos e tem
sido considerado seguro para alimentagdo visto que estudos mostraram que o glutamato nao
atravessa a barreira hematoneural. No entanto, pesquisas sugerem que o glutamato
monossodico pode contribuir para a diminui¢do do limiar de dor em humanos e animais
experimentais. Considerando que trabalhos prévios de nosso grupo de pesquisa mostraram que
os receptores glutamatérgicos do tipo NMDA presentes no ganglio da raiz dorsal participam do
processamento da dor e que esta estrutura ndo possui barreira hematoneural, ¢ possivel que a
ingestdo de glutamato monossddico afete o processamento nociceptivo neste nivel periférico.
O objetivo deste projeto foi verificar se a ingestdo de glutamato monossodico, de forma aguda
ou cronica, pode influenciar a sensibilidade dolorosa em modelos de dor e hiperalgesia em
ratos. Para tanto, foram realizados dois testes nociceptivos, o da carragenina e o da capsaicina.
No estudo do efeito agudo, o glutamato monossddico ou o veiculo foi administrado via oral por
gavagem 1 hora antes dos testes. No estudo do efeito cronico, o glutamato monossodico ou o
veiculo (4gua) foi administrado diariamente via oral por gavagem por 21 dias antes dos testes.
Foram testadas duas doses de solucdo de glutamato monossodico, uma de 150mg/kg e outra de
300mg/kg. Como resultado foi observado um aumento do comportamento nociceptivo,
induzido pela capsaicina, apos o consumo cronico de glutamato monossodico. Desta forma, ¢
possivel dizer que o consumo de glutamato monossddico pode resultar em um aumento da
sensibilidade dolorosa. Esses dados preliminares indicam que mais pesquisas sdo necessarias
para confirmar a relacdo entre consumo de glutamato e limiares de dor e também para estudar
o envolvimento de receptores NMDA periféricos.

Palavras-chave: Glutamato monossodico. Dor. Nocicepgdo. Ganglio da raiz dorsal.



ABSTRACT

Monosodium glutamate is widely used as a flavor enhancer in foods and has been considered
safe for ingestion as studies have shown that glutamate does not cross the blood-brain barrier.
However, data suggest that monosodium glutamate may contribute to lower pain thresholds in
humans and experimental animals. Considering that we have previously verified that NMDA -
type glutamatergic receptors present in the dorsal root ganglion participate in pain processing
and that this structure has no hematoneural barrier, it is possible that ingestion of monosodium
glutamate affects nociceptive processing at this peripheral level. The aim of this project was to
verify whether acute or chronic monosodium glutamate intake can influence pain sensitivity in
pain and hyperalgesia models in rats. For this, two nociceptive tests were performed,
carrageenan and capsaicin. In the acute study, monosodium glutamate or vehicle was
administered orally by gavage 1 hour before testing. In the chronic study, monosodium
glutamate or vehicle (water) was administered orally daily by gavage for 21 days prior to
testing. Two doses of monosodium glutamate were tested, 150 mg/kg and 300 mg/kg. Our
results revealed that, was observed an increase in nociceptive behavior, induced by capsaicin
following chronic monosodium glutamate consumption. Thus, consumption of monosodium
glutamate may result in increased pain sensitivity. These preliminary data indicate that further
studies are needed in order to confirm the relation of glutamate consumption and pain thresholds
and also to study the involvement of peripheral NMDA receptors.

Keywords: Monosodium glutamate. Pain. Nociception. Dorsal root ganglion.
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1 INTRODUCAO

A dor ¢ definida pela International Association for the Study of Pain (IASP) como
“Experiéncia sensorial e emocional desagradavel associada a lesdo tecidual, real ou potencial,
ou descrita em termos desta lesdo”. Sendo sindnimo de sofrimento para muitas pessoas, a dor
influencia significantemente na qualidade de vida, podendo gerar incapacitagdo para o trabalho
e ocasionar graves consequéncias psicossociais e econdomicas (DELLAROZA et al., 2008).

A dor é um importante mecanismo de protecdo para o organismo que permite detectar
estimulos dolorosos e produzir respostas adequadas contra esses estimulos. A dor aguda pode
ser percebida quando estimulos térmicos, mecanicos ou quimicos de alta intensidade, que
podem ser nocivos, sdo detectados pelas fibras aferentes primarias, os nociceptores, € sao
transduzidos em sinais elétricos neurais, liberando neurotransmissores como o glutamato nos
terminais centrais ou periféricos. Os neurdnios nociceptivos podem ser divididos em dois tipos,
de acordo com o tipo de fibra que conduz a informagao até o sistema nervoso central. Existem
nociceptores que possuem fibras nao mielinizadas, fibras C, com baixa velocidade de condugao,
e nociceptores com fibras Ad, finamente mielinizadas. O aspecto sensorial da dor ¢ denominado
de nocicepcao, enquanto que no encéfalo este sinal nociceptivo vai ser interpretado como dor,
determinando a experiéncia emocional desagradavel associada a esta sensa¢do (BASBAUM,
2009).

Um aspecto importante relacionado aos nociceptores ¢ a capacidade destes neurdnios
serem sensibilizados, principalmente por mediadores inflamatorios, sendo os mais importantes
as prostaglandinas. A sensibilizagdo do nociceptor ocorre por uma diminui¢do no limiar de
ativacdo destes neurdnios, sintomas que na clinica médica sdo conhecidos como hiperalgesia e
alodinia. No caso a alodinia refere-se a situagdes em que estimulos normalmente in6cuos sao
percebidos como dolorosos, enquanto que a hiperalgesia refere-se a uma dor aumentada em
resposta a estimulos que ja seriam dolorosos (BASBAUM, 2009). Em pesquisas com animais
experimentais, ¢ mais dificil distinguir estas duas situagdes de forma que os termos mais
utilizados sdo hiperalgesia ou hipernocicepgao.

Na dor aguda, como em situa¢des de inflamacao, a sensibiliza¢do ocorre, de forma
mais importante em neurdnios aferentes primarios, especialmente naqueles nociceptores com
fibras do tipo C. No entanto, se o estimulo for prolongado, como em doengas crdnicas, os
neurdnios de segunda ordem, que ficam localizados no corno dorsal da medula espinhal,
também podem ser sensibilizados. A sinapse entre os neuronios de primeira e segunda ordem

na via da dor ocorre, principalmente, por meio do neurotransmissor glutamato, sendo que
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alteracdes nesta sinapse parecem ser importantes para o processo de sensibilizagdo central no
processo de cronificagdo da dor (BASBAUM, 2009).

O glutamato ¢ um aminoacido conhecido como o principal neurotransmissor
excitatorio do sistema nervoso. Participa de diversas fungdes neurais como memdria,
aprendizagem e plasticidade sindptica. Os receptores glutamatérgicos podem ser do tipo
metabotropicos ou ionotropicos. Os metabotropicos (mGluR) sdo subdivididos em 8 receptores
acoplados a uma proteina G. Os ionotropicos, por sua vez, sao subdivididos em kainato, alfa-
amino-3-hidroxi-metil-5-4-isoxazolpropiénico (AMPAR) e N-metil-D-aspartato (NMDAR).
Uma vez ativado, o receptor NMDA permite o influxo de fons Ca?>" e Na* através de um canal,
favorecendo a geragdo de potenciais de acdo (ROJAS; NERI, 2016).

A hiperexcitabilidade relacionada a dor cronica tem sido associada ao envolvimento
do receptor NMDA na medula espinhal, visto que atividade desse receptor pode ser a
responsavel pela sensibiliza¢do do neurdnio de segunda ordem (PETRENKO, 2003).

Além disso, o glutamato ¢ conhecido por ser uma excitotoxina e, quando em excesso,
pode induzir morte celular neuronal e estar relacionado com doengas neurodegenerativas como
Alzheimer, Parkinson e esclerose multipla (WILLARD; KOOCHEKPOUR, 2013). Por esta
razdo, a concentragdo extracelular de glutamato no sistema nervoso central ¢ controlada por
meio de captacdo por células da glia, os astrocitos, que convertem o glutamato em glutamina e
por meio da barreira hematoencefalica (BHE) (HAWKINS, 2009).

Além de seu papel como neurotransmissor o aminoécido glutamato esta presente em
diversos alimentos, sendo responsavel pela deteccdo de um sabor especifico conhecido por
umami (ATASEVEN et al., 2016). Na industria alimenticia, o glutamato € muito utilizado como
realgador de sabor, na forma de glutamato monossddico (GMS), vendido como Ajinomoto®.

O sabor umami foi descoberto em 1907 por Kikunae Ikeda. O cientista japonés
considerou a existéncia de um novo sabor presente em algas e carnes, além dos sabores basicos
reconhecidos como doce, salgado, amargo e azedo. Para identificar esse novo sabor, lkeda
desenvolveu uma série de experimentos com algas e concluiu que o novo sabor era proveniente
de um sal de 4cido organico. Mais adiante, descobriu que a formula molecular desse acido era
C5HI9NO4 que correspondia ao acido glutdmico descrito por Ritthausen em 1866. Desta forma,
o sal de sodio do acido glutamico, hoje conhecido como glutamato monossodico, se consolidou
como o responsavel por gerar um sabor especifico que foi chamado de umami (KURIHARA,
2009).

O glutamato monossodico esta presente naturalmente em diversos alimentos como

tomate, carnes, milho, ervilhas e cogumelos. Sendo utilizado como intensificador de sabor, esta
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presente também em diversos alimentos industrializados como vegetais enlatados, salgadinhos,
sopas instantaneas e temperos prontos (MALULY; ARISSETO-BRAGOTTO; REYES, 2017).
Para a produgao do glutamato monossodico, o acido glutdmico ¢ obtido através do processo de
fermentagdo de amidos e agucares pela Corynebacterium glutamicum. Apos ser filtrado e
purificado, ¢ convertido em sal no glutamato monossédico (CHAKRABORTY, 2018). Dois
enantiomeros sdo conhecidos, mas apenas o isomero L ¢ utilizado como intensificador de sabor
(ZANFIRESCU et al., 2017).

Ao ser ingerido, o glutamato monossodico entra em contato com receptores
metabotrdpicos de glutamato localizados nas papilas gustativas da lingua, mais especificamente
o mGluR4. A subunidade By da proteina G ativa a fosfolipase C e gera inositol trifosfato (IP3).
Este libera o Ca2+ contido no reticulo endoplasmatico para o citosol. O aumento de Ca*"
estimula o receptor TRPMS5 (transient receptor potential cation channel subfamily M member
5) a promover o influxo de Na+, gerando a despolarizagdo da membrana celular. Essa
despolariza¢do e o aumento de Ca2+ provocam a abertura de jungdes comunicantes (GAP), e
liberam ATP para o meio extracelular. O ATP estimula as fibras nervosas aferentes e as células
pré-sinapticas adjacentes, proporcionando a percep¢ao gustativa umami no cérebro (MALULY
ARISSETO-BRAGOTTO; REYES, 2017).

O cloreto de sodio (NaCl) vem sido substituido pelo glutamato monossodico no
preparo de diversos alimentos. O cloreto de sodio € o ingrediente mais utilizado na cozinha,
porém seu consumo em excesso tem sido associado a diversas doengas cronicas como
hipertensdo, osteoporose, cancer de estomago e problemas renais. A Organizacdo Mundial da
Satide (OMS) recomenda um consumo maximo de 2 gramas de sodio por dia. Todavia, segundo
a Pesquisa de Or¢amentos Familiares (POF), no Brasil o consumo didrio de sodio ¢ em média
de 4,7 gramas. Esse alto indice deve-se principalmente a grande procura de alimentos
industrializados. A fim de diminuir a alta ingestao de sddio, estratégias como a substitui¢dao do
NaCl em alimentos por intensificadores de sabor, como o glutamato monossodico, vem sido
utilizadas para melhorar a satude das pessoas ja que o glutamato monossddico possui 1/3 menos
s6dio (MALULY; ARISSETO-BRAGOTTO; REYES, 2017).

Em relacdo a seguranca da ingestdo do glutamato monossddico, em 1988, a Joint
FAO/WHO Expert Committee on Food Additives (JECFA) atribuiu uma ADI (ingestdo diéria
aceitavel) ndo especificada para o glutamato monossodico e considerou que a ingestdo de
glutamato monossodico ndo representa um risco para a saide humana. Em 1991, o Scientific
Committee for Food of the European Commission (SCF) concordou com a JECFA. O

Parlamento Europeu e o Conselho da Unido Europeia, entretanto, estabeleceu em 1995 e
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revalidou em 2008, um limite de 10 g/kg (1,0%) para o uso do glutamato monossddico como
intensificador de sabor nos alimentos. Ja a Food and Drug Administration (FDA) nos EUA
classifica o glutamato monossddico como “geralmente reconhecido como seguro” (MALULY;
ARISSETO-BRAGOTTO; REYES, 2017).

Apesar de ser considerado “seguro”, o glutamato monossodico tem sido associado a
varios disturbios de saude incluindo obesidade, asma, efeitos neurotoxicos, disfungoes
reprodutivas e “sindrome do restaurante chinés”, que gera sintomas como fadiga, fraqueza e
palpitagdes 20 minutos apoés um consumo elevado de glutamato monossodico (NIAZ;
ZAPLATIC; SPOOR, 2018).

Dois estudos realizados em humanos (HOLTON et al., 2012; HOLTON; NDEGE;
CLAUW, 2018) e um em ratos (ZANFIRESCU et al., 2017) possuem resultados que sugerem
que o glutamato monossddico possa diminuir o limiar de dor. O primeiro estudo (HOLTON et
al., 2012) examinou os efeitos do consumo de glutamato monossoédico comparado ao placebo
em pacientes com fibromialgia. Este estudo mostrou que a restricdo ao glutamato monossodico
resultou em aproximadamente 30% de remissdo dos sintomas, sendo que retorno do consumo
de glutamato induziu um agravamento dos sintomas de fibromialgia. O segundo estudo
realizado em humanos (HOLTON; NDEGE; CLAUW, 2018) relacionou o consumo de um
tempero contendo glutamato monossddico com escores de dor cronica em uma populagdo. Uma
intervenc¢do que modificou o tempero utilizado, excluindo o glutamato monossodico, resultou
em diminui¢do significativa nos escores de dor. J4 o estudo com animais experimentais
(ZANFIRESCU et al., 2017) avaliou o efeito de 21 dias de administracdo diaria de duas
dosagens diferentes de glutamato monossodico, 150mg/kg e 300mg/kg. Neste estudo foi
verificado aumento na sensibilidade nociceptiva no teste da placa quente e no teste da formalina
em ratos tratados com 300 mg/kg de glutamato monossodico.

O glutamato monossodico tem sido considerado seguro devido a eficacia da barreira
hematoencefalica que impede sua passagem para o sistema nervoso central. A barreira
hematoencefalica consiste em uma barreira de difusdo seletiva entre a circulacdo periférica e o
sistema nervoso central. Esta barreira ¢ composta pelo endotélio microvascular cerebral,
astrocitos, pericitos, neurdnios e matriz extracelular. Duas grandes caracteristicas desta barreira
¢ a falta de fenestragdes e a presenca de jungdes de oclusao (“tight junctions™) entre as células
endoteliais (HAWKINS; DAVIS, 2005).

Pesquisas anteriores (CACCIA et al., 1982; SMITH, 2000) indicam que doses de até
lg/kg de glutamato monossddico ndo atravessam a barreira hematoencefalica de forma

significativa. Por esta razao, nao ¢ possivel dizer que o consumo de glutamato monossddico
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cause aumento na neurotransmissao glutamatérgica no sistema nervoso central. Estes estudos
sdo referenciados quando se discute sobre a seguranca para o consumo de glutamato. No
entanto, dados de nosso grupo sugerem um papel para o glutamato no processamento da dor
em nivel periférico, no ganglio da raiz dorsal (FERRARI et al., 2014).

O ganglio da raiz dorsal ¢ uma estrutura localizada perifericamente, ao lado da medula
espinhal, e que possui em seu interior os corpos celulares de neurdnios sensoriais aferentes
primarios somestésicos assim como células da glia. Os potenciais de acdo gerados pelo estimulo
do terminal periférico dos neurdnios sensitivos primarios podem passar diretamente para o
terminal central, de forma que os ganglios da raiz dorsal normalmente nao sao incluidos no
circuito de transmissao do sinal nociceptivo. Entretanto, essa estrutura tem chamado atengao
visto que possui diversas caracteristicas peculiares que levam a crer que ocorre sim um
processamento do sinal nos ganglios sensitivos. Dentre essas caracteristicas, destaca-se o fato
de o ganglio da raiz dorsal ndo possuir uma barreira bioldgica que o separa da corrente
sanguinea, como ¢ o caso da barreira hematoencefélica. Sendo assim, apds o consumo de
glutamato monossddico € possivel que se tenha um aumento dos niveis de glutamato
perifericamente nos ganglios. Além disso, o ganglio da raiz dorsal possui neurdnios com
morfologia pseudounipolar e sem dentritos, caracteristica praticamente Unica em todo o sistema
nervoso humano. Outro ponto a ser considerado € que estes neurdnios possuem corpos celulares
que, apesar de estarem localizados fora da haste axonal, apresentam receptores para muitos
neurotransmissores e sao excitados eletricamente durante a passagem de um sinal. Uma tltima
caracteristica relevante ¢ o fato de os neuronios do ginglio da raiz dorsal serem envoltos por
uma camada de células gliais satélites (DEVOR, 1999). Estudo anterior de nosso grupo
(FERRARI et al., 2014) verificou que essas células gliais possuem receptores NMDA
glutamatérgicos com papel na dor de origem inflamatoria. Neste estudo mostrou-se que o
bloqueio da ativagdo ou da expressdo de receptores NMDA no ganglio da raiz dorsal de ratos
reduz a hiperalgesia inflamatoria. Desta forma, evidencia-se que existe uma comunicagao entre
neurdnios nociceptivos e células gliais no processamento da hiperalgesia inflamatéria. Outros
dois estudos anteriores de nosso grupo (ARAUJO, 2019; MENDES, 2017) demonstraram que
outros modelos de dor como nocicep¢do induzida por capsaicina, hiperalgesia induzida por
carragenina e dor neuropdtica induzida por constri¢do do nervo ciatico também envolvem a
participacao do receptor NMDA periférico.

Considerando, portanto, a presenca de receptores NMDA periféricos, presentes em

uma estrutura que ndo apresenta barreira hematoneural, é possivel que a ingestdo de glutamato
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monossddico e o consequente aumento nos niveis plasmaticos de glutamato possam afetar o
processamento nociceptivo em nivel periférico.

Considerando os dados apresentados acima, o presente estudo pretende avaliar o efeito
da administragdo aguda e cronica de glutamato monossodico por via oral em modelos de dor e

hiperalgesia em ratas.

2 JUSTIFICATIVA

Se houver relagdo entre o efeito do consumo de glutamato monossddico e a
sensibilidade dolorosa, a diminui¢do deste aditivo alimentar na dieta poderia ajudar milhares
de pessoas que sofrem de dor todos os dias e consequentemente, melhorar a qualidade de vida

destas e a saude publica atual.

3 OBJETIVOS

3.1 Geral

Verificar se a ingestdo de glutamato monossodico pode influenciar a sensibilidade

dolorosa em modelos de dor e hiperalgesia em ratas.

3.2 Especificos

e Avaliar o efeito agudo da ingestao de glutamato monossddico em modelo de nocicepgao
induzida por injecao de capsaicina na pata de ratas.

e Avaliar o efeito cronico da ingestdo de glutamato monossddico em modelo de
nocicepg¢ao induzida por injecao de capsaicina na pata de ratas.

e Avaliar o efeito agudo da ingestdo de glutamato monossddico em modelos de
hiperalgesia inflamatodria induzida por carragenina na pata de ratas.

e Avaliar o efeito cronico da ingestdo de glutamato monossoddico em modelos de

hiperalgesia inflamatodria induzida por carragenina na pata de ratas.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Animais

Para o presente estudo foram utilizadas 72 ratas Wistar com idade de 8 semanas e peso
aproximado de 200 g, provenientes da Rede de Biotérios de Roedores da UFU (REBIR/UFU).
Foram mantidas em condi¢des controladas com temperatura de 25 £ 1 °C e ciclo claro-escuro
de 12 horas. O acesso a comida e agua foi ad libitum. Os estudos s6 foram realizados apos
aprovagdo pela Comissdo de Etica na Utilizagio de Animais da Universidade Federal de

Uberlandia (CEUA/UFU) segundo o protocolo 034/19, em anexo.

4.2 Administracio de glutamato monossodico

O glutamato monossodico utilizado para os experimentos foram comprados da marca
Ajinomoto®.

Para estudo do efeito agudo, foi administrada uma unica dose de glutamato
monossodico via oral por gavagem para os animais em experimentagdo, sendo que um grupo
recebeu 150 mg/kg (solugdo de 1,5% em agua), e outro grupo recebeu 300 mg/kg (solucao de
3,0% em agua). Os animais do grupo controle receberam 1 ml de dgua para cada 100 g do peso
do animal. Esta quantidade corresponde a quantidade de dgua que foi administrada como
veiculo nos grupos tratados com glutamato monossodico. Estas concentragdes € o tempo de
administracdo do glutamato monossodico foram selecionados de acordo com estudo de
ZANFIRESCU et al. (2017). Para estudo do efeito cronico, foi administrada na parte da manha
uma dose de glutamato monossddico (150 ou 300 mg/kg) ou veiculo por 21 dias consecutivos

via oral por gavagem, da mesma forma como descrito para administragcdo aguda.

4.3 Delineamento experimental

Metade dos animais foi utilizada para avaliar o efeito agudo do glutamato monossédico
sobre a dor e para isso o glutamato monossddico ou o veiculo (dgua), foi administrado via oral

por gavagem 1 hora antes dos testes nociceptivos de capsaicina e carragenina. A outra metade
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dos animais foi utilizada para testar o efeito cronico do glutamato monossddico sobre a dor, €
para isso o glutamato monossodico ou o veiculo (agua), foi administrado diariamente via oral
por gavagem por 21 dias antes dos testes nociceptivos de capsaicina e carragenina.

Os animais foram separados em 12 grupos, sendo 6 grupos para estudo do efeito agudo
e 6 grupos para estudo do efeito cronico. Tanto no estudo do efeito agudo como no cronico,
foram 3 grupos para o teste da capsaicina e 3 grupos para o teste da carragenina. Desta forma,
em cada teste havia o GRUPO I: controle que recebeu agua (1ml/100g), GRUPO II: animais
que receberam 150mg/kg de solucao de glutamato monossddico (solugdo de 1,5% em agua), e
GRUPO III: animais que receberam 300mg/kg de solugao de glutamato monossodico (solugdo

de 3,0% em éagua).

4.4 Teste de nocicepcao induzido por capsaicina

Este teste foi selecionado visto que estudo anterior (MENDES, 2017) mostrou que a
administracdo de antagonista de receptor NMDA no ganglio da raiz dorsal é capaz de inibir a
nocicep¢ao induzida pela capsaicina. A capsaicina ¢ o componente ativo da pimenta que ativa
as fibras do tipo C, mais especificamente por meio de receptores TRPV1 (CATERINA et al.,
2000). No teste, foi realizada uma inje¢ao intraplantar subcutanea de 50 pl contendo 10 pg de
capsaicina (Sigma em NaCl 0,9% contendo 1% de DMSO), utilizando uma seringa BD Ultra-
fine I1, 1 hora ap6s a administracao do glutamato monossddico ou do veiculo (pico de acao do
glutamato). Apds a injecdo intraplantar da capsaicina, o animal foi observado durante 5 minutos

e foi registrado o nimero de sacudidas ou lambidas da pata (reacdes nociceptivas).

4.5 Teste de hiperalgesia inflamatoria induzida por carragenina

Este teste foi selecionado para avaliagdo do efeito do consumo do glutamato
monossoddico visto que resultados anteriores (ARAUJO, 2019) mostram que os receptores
NMDA periféricos participam do processamento da hiperalgesia inflamatoria induzida por
carragenina. A carragenina ¢ um polissacarideo proveniente de algas que produz uma resposta
inflamatoria ndo especifica. No teste, foi avaliada a sensibilidade mecénica por meio de um

anestesiometro eletronico (von Frey eletronico Insight), que consiste em um transdutor de



19

pressdo conectado a um contador digital de forga expressa em gramas (g) (VIVANCOS, 2004).
O contato do transdutor de pressdo a pata dos animais ¢ realizado por meio de uma ponteira
Universal Tips10mL (T-300, Axygen) adaptada ao aparelho. Os animais foram colocados em
caixas de acrilico, cujo assoalho ¢ uma rede de malha igual a 5 mm? constituida de arame nao
maleavel de Imm de espessura. Um espelho foi posicionado 25 cm abaixo das caixas de
experimentacao para facilitar a visualizacdo das plantas das patas dos animais. Foi aplicada, por
entre as malhas da rede, uma pressao linearmente crescente no centro da planta da pata da rata
até que o animal produziu uma resposta caracterizada como sacudida (“flinch”) da pata
estimulada. O reflexo de retirada da pata ¢ considerado representativo do limiar
hipernociceptivo, ou seja, a for¢a necessaria aplicada a pata para que induza uma resposta
aversiva a um estimulo nocivo (limiar nociceptivo de retirada da pata - LNRP). A intensidade
de hipernocicepcao € quantificada como a variagdo na pressdo obtida antes e apds o
experimento, em gramas. Desta forma, o teste foi realizado na medida basal, e depois foi feita
uma aplicacdo intraplantar de carragenina (Sigma, na pata direita traseira utilizando uma
seringa BD Ultra-fine II; 100 pg/50 pL). Apds 2 horas, foi administrado o glutamato
monossodico ou o veiculo (agua). Apods 1 hora da administracdo de glutamato, no pico de acao
(3 horas ap0s a injecdo de carragenina), foi realizada nova avaliagdo do limiar nociceptivo. Este
tempo de avaliagdo foi escolhido por ser o momento de maior sensibilizagdo induzida por
carragenina em ratos (VIVANCOS, 2004). Para reduzir o stress, as ratas foram habituadas ao

equipamento 15 minutos antes da execugdo dos experimentos.

http://www.dol.inf.br/
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4.6 Analise estatistica

As médias foram comparadas através de ANOVA de uma via seguida do teste de
comparagdes multiplas de Dunnett ou teste t para comparagao de duas médias, realizada no

software GraphPad Prism. O nivel de significancia foi estabelecido em 5%.

5 RESULTADOS

5.1 Efeito agudo do glutamato monossdédico no teste da capsaicina

Foi feito inicialmente um teste agudo com 18 ratas,separadas igualmente em trés
grupos, receberam, respectivamente, agua, 150 mg/kg e 300 mg/kg de glutamato monossddico.
Apo6s 1 hora da administracdo, foi feita a injecdo intraplantar de capsaicina na pata traseira
direita. Imediatamente apos a inje¢do foi contada, por 5 minutos, a quantidade de sacudidas ou
lambidas da pata (comportamento nociceptivo).

Um valor obtido do grupo controle foi descartado devido um erro na injegdo de
capsaicina na pata do animal.

Como resultado, houve uma tendéncia de aumento do comportamento nociceptivo do
grupo que recebeu 300 mg/kg de glutamato monossodico em relagdo ao grupo controle, uma

vez que o teste ANOVA de uma via revelou o valor de p = 0,07.
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Figura 1 - Efeito agudo do consumo de glutamato monossodico sobre a nocicepgdo induzida por capsaicina na
pata de ratas.Glutamato monossddico (150 ou 300 mg/kg) ou o veiculo (dgua) foram administrados por via oral
(gavagem) 1 hora antes da inje¢do intraplantar de capsaicina (10 pg em 50 pl). Estd sendo mostrada a média +
EPM de 4 a 6 animais por grupo.

5.2 Efeito agudo do glutamato monossodico no teste da carragenina

Foi medido inicialmente o limiar mecanico nociceptivo de retirada da pata de 18 ratas
utilizando-se o teste de von Frey eletronico. Em seguida, uma injecdo de carragenina foi
aplicada na pata traseira direita das ratas. Apos duas horas, foram distribuidas em 3 grupos com
6 ratas. Cada grupo recebeu, respectivamente, agua, 150 mg/kg e 300 mg/kg de glutamato
monossodico. Trés horas apos a inje¢do intraplantar de carragenina, foi feita uma nova medida
do limiar nociceptivo de cada rata utilizando-se o von Frey.

As medidas do limiar nociceptivo foram tomadas duas vezes por dois
experimentadores diferentes. Um dos experimentadores ndo tinha conhecimento do que havia
sido administrado para cada rata, a fim de diminuir o risco de interferéncia nos resultados. Os
resultados obtidos entre os dois experimentadores foram similares.

Nao foi observada uma diferenga significativa no aumento da intensidade de

hiperalgesia dos grupos tratados com glutamato monossddico em relagdo ao grupo controle.
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Figura 2 - Efeito agudo do consumo de glutamato monossddico sobre a hiperalgesia inflamatéria induzida por
carragenina na pata de ratas. Foi feita a medida basal do limiar nociceptivo mecénico e em seguida, a injecao
intraplantar de carragenina (100 pg em 50ul). Apds 2 horas, glutamato monossddico (150 ou 300 mg/kg) ou o
veiculo (d4gua) foram administrados por via oral (gavagem). Depois de 1 hora da administragao, foi feita uma nova
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medida do limiar nociceptivo no von Frey e foi considerada a diferenga entre o valor basal e o valor apds
administracdo de carragenina para cada animal testado (intensidade de hiperalgesia). Esta sendo mostrada a média
+ EPM de 4 a 6 animais por grupo.

5.3 Efeito cronico do glutamato monossodico no teste da capsaicina

Durante 21 dias consecutivos, 3 grupos de 6 ratas receberam, respectivamente, agua,
150 mg/kg e 300 mgkg de glutamato monossddico. No ultimo dia, apdés 1 hora da
administracdo de cada rata, foi feita a injecdo intraplantar de capsaicina na pata traseira direita.
Imediatamente apds a inje¢ao foi contada, por 5 minutos, a quantidade de sacudidas ou lambidas
da pata.

Dois valores obtidos do grupo que recebeu 150 mg/kg de glutamato monossodico
foram desconsiderados. O primeiro foi descartado devido a um comportamento anormal da rata
que ndo apresentou resposta nociceptiva, € permaneceu imovel. E o segundo valor foi
desconsiderado pois no momento da injecdo de capsaicina na pata, provavelmente algum vaso
sanguineo foi atingido ocasionando um grande sangramento.

Ao comparar os resultados, observamos que houve um aumento significativo do
comportamento nociceptivo do grupo que recebeu 150 mg/kg de glutamato monossodico em

relagdo ao grupo controle.
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Figura 3 - Efeito cronico do consumo de glutamato monossédico sobre a nocicepgao induzida por capsaicina na
pata de ratas. Glutamato monossodico (150 ou 300 mg/kg) ou o veiculo (4gua) foram administrados por via oral
(gavagem) por 21 dias consecutivos. No ultimo dia, 1 hora apds a administragdo do glutamato foi feita a injegdo
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intraplantar de capsaicina (10 pg em 50 pl). Esta sendo mostrada a média = EPM de 4 a 6 animais por grupo. *
significativamente diferente do grupo veiculo (p<0,05, ANOVA seguida de Dunnet).

5.4 Efeito cronico do glutamato monossodico no teste da carragenina

Por 21 dias consecutivos, 18 ratas separadas igualmente em trés grupos receberam,
respectivamente, dgua, 150 mg/kg e 300 mg/kg de glutamato monossodico. No ultimo dia, 2
horas antes da administracdo do glutamato ou veiculo, as ratas foram submetidas ao von Frey
e suas medidas de limar nociceptivo de retirada da pata foram anotadas. Em seguida, receberam
uma injecdo de carragenina na pata traseira direita. Uma hora apds a administracdo, foi feita
uma nova medida do limiar nociceptivo.

As medidas do limiar nociceptivo foram tomadas duas vezes por dois
experimentadores diferentes. Um dos experimentadores nao tinha conhecimento do que havia
sido administrado para cada rata, a fim de confirmar o resultado de forma cega. Os resultados
obtidos entre os dois experimentadores foram similares.

Nao foi observada uma diferenga significativa no aumento da intensidade de

hiperalgesia dos grupos tratados com glutamato monossodico em relagdo ao grupo controle.
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Figura 4 - Efeito cronico do consumo de glutamato monossodico sobre a hiperalgesia inflamatéria induzida por
carragenina na pata de ratas. Glutamato monossddico (150 ou 300 mg/kg) ou o veiculo (4gua) foram administrados
por via oral (gavagem) por 21 dias consecutivos. No ultimo dia, foi feita a medida basal do limiar nociceptivo
mecanico no von Frey e, em seguida, a inje¢do intraplantar de carragenina (100 pg em 50ul). Apds 2 horas, o
glutamato monossodico ou o veiculo foram administrados. Depois de 1 hora da administragdo, foi feita uma nova
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medida do limiar nociceptivo no von Frey e foi considerada a diferenga entre o valor basal e o valor apos
administracdo de carragenina para cada animal testado (intensidade de hiperalgesia). Esta sendo mostrada a média
+ EPM de 4 a 6 animais por grupo.

6 DISCUSSAO

O glutamato € o principal neurotransmissor excitatorio do sistema nervoso e esta
relacionado com a sensibilidade dolorosa central e periférica. O glutamato monossodico,
presente naturalmente em muito alimentos e utilizado como intensificador de sabor, tem sido
questionado quanto a sua seguranga, visto que alguns estudos (HOLTON et al., 2012;
HOLTON; NDEGE; CLAUW, 2018; ZANFIRESCU et al., 2017) sugerem que o glutamato
monossodico possa diminuir o limiar de dor.

Estudo publicado por Holton et al. (2012) modificou durante quatro semanas a dieta
de 37 pessoas diagnosticadas com fibromialgia. Nessa nova dieta foram excluidas excitotoxinas
aditivas, como o glutamato monossodico. Antes de iniciarem a dieta, os participantes
responderam a questiondrios e tiveram suas medidas antropométricas tomadas. Como resultado
da nova dieta, 84% dos particpantes relataram melhora de mais de 30% dos sintomas. Estes
foram entdo submetidos a mais duas semanas de experimento, em que foram randomizados para
receberem um suco sem aditivos (placebo) ou com 5 g de glutamato monossodico apods 8 h de
jejum. Essa dosagem foi escolhida para simular a “sindrome do restaurante chinés”. Os
participantes que receberam o suco com glutamato monossddico apresentaram um retorno
significativo dos sintomas em relagdo ao grupo controle, de acordo com os questionarios
respondidos.

Holton, Ndege e Clauw (2018) realizaram um estudo com 30 participantes com dor
cronica no Meru, Quénia. Os participantes anotaram por 1 semana um diario de alimentagdo e
de sintomas, além de responderem questionarios sobre a dor. Com base no relato de baixo
consumo de agua e de consumo de especiarias com glutamato monossodico, os participantes
foram distribuidos em quatro grupos por duas semanas. O primeiro grupo foi designado a
aumentar o consumo de dgua por dia, o segundo grupo foi intruido a consumir especiarias sem
o glutamato monossddico, o terceiro grupo foi designado a consumir mais agua € as especiarias
sem o glutamato monossddico e o quarto e ultimo grupo recebeu 1000 mg de paracetamol duas

vezes por dia. Como resultado houve reducdo significativa de mais de 30% no escore de
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impacto da dor, com a maior melhora percentual sendo identificada no terceiro grupo, aquele
que teve o glutamato monossddico retirado da dieta e aumento do consumo de agua.

Zanfirescu et al. (2017) avaliou o efeito do consumo cronico de glutamato
monossodico em 60 ratos e a inducao de hiperalgesia. Os animais foram separados em trés
grupos ¢ foram administrados por 21 dias dgua destilada 1 mL/100 g para o grupo controle e
150 mg/kg de glutamato monossodico (solucao 1,5%) e 300 mg/kg de glutamato monossodico
(solucao a 3,0%) para os grupos experimentais. Foram realizados os testes da formalina e o
teste da placa quente. No teste da formalina o grupo que recebeu 300 mg/kg de glutamato
monossodico apresentou um aumento pequeno, mas significativo, no tempo de reacdo em
relagdo ao grupo controle na segunda fase do teste, a fase inflamatoéria. Uma diferenca mais
expressiva na sensibilidade nociceptiva foi verificada nos animais que ingeriram 300 mg/kg de
glutamato monossddico durante o teste da placa quente. Considerando este estudo de Zanfirescu
et al. (2017), escolhemos utilizar as concentragdes de 150 e 300 mg/kg de glutamato
monossddico para o tratamento dos animais experimentais em nosso estudo.

Aratjo (2019) e Mendes (2017) avaliaram o efeito da administragdo intraganglionar
do antagonista de receptores NMDA (AP-5) na nocicep¢do, induzida por capsaicina, € na
hiperalgesia inflamatoria, induzida por carragenina. A injecdo diretamente no ganglio da raiz
dorsal permite verificar o efeito das drogas apenas sobre neurdnios nociceptivos primarios €
células satélites sem a possibilidade de acdo das mesmas em neurdnios secundarios ou em
outras células do tecido periférico (MENDES, 2017). Como resultado, foi demonstrado que o
bloqueio do receptor NMDA periférico gera uma diminuigao siginificativa do comportamento
nociceptivo e da intensidade de hiperalgesia nos testes da capsaicina e da carragenina. Visto
que o teste da placa quente, confome utilizado por Zanfirescu et al. (2017) em uma temperatura
de 55°C, depende de uma sensibilidade térmica que envolve principalmente o receptores do
tipo TRPV1, o mesmo receptor ativado pela capsaicina, podemos considerar que o teste da
capsaicina e o teste da placa quente tem mecanismos de nocicep¢ao semelhantes (CATERINA
et al., 2000). Em nosso laboratorio, ndo tivemos resultados confidveis usando o teste da placa
quente pois a variabilidade individual ¢ muito alta (dados ndo publicados). Araujo (2019)
avaliou também o efeito da injecdo intraganglionar do antagonista de receptores NMDA (AP-
5) na nocicep¢ao induzida por formalina. Nos chama a atengdo o fato de que o efeito do
bloqueio do receptor NMDA periférico causou apenas uma pequena alteragdo na segunda fase
do teste da formalina, de forma semelhante ao ocorrido no estudo de Zanfirescu et al. (2017),
sugerindo que ambos os efeitos podem estar relacionados. Ainda assim, por conta da pequena

diferenca encontrada, o teste da formalina nao foi utilizado no presente trabalho, tendo sido
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selecionados os testes da capsaicina e carragenina, em que verificamos uma participagao maior
dos receptores NMDA periféricos (ARAUJO, 2019; MENDES, 2017).

Ainda existem poucos estudos relatando a quantidade de glutamato monossddico
ingerida diariamente por humanos. Entretanto, segundo a FDA, a média ingerida por dia por
um adulto médio ¢ aproximadamente 13 g a partir da proteina de alimentos, ¢ 0,55 g como
intensificador de sabor. Desta forma, assumindo uma pessoa de 60 kg, a ingestao média diaria
de glutamato presente naturalmente nos alimentos ¢ estimada em 210 mg/kg de peso corporal.
Ja a ingestdo diaria de glutamato monossodico utilizado como aditivo alimentar ¢ estimada em
9 mg/kg de peso corporal. Diante dessas informagdes, as concentracdes de glutamato
monossodico utilizadas nos experimentos esta proxima da quantidade estimada ingerida por dia
por humanos, embora ndo tenhamos os dados referentes a quantidade de glutamato nas
proteinas presentes na racao dos animais experimentais.

Quanto ao metabolismo e farmacocinética, a maior parte do glutamato (até¢ 95%) ¢é
metabolizada pelo efeito de primeira passagem. Desta forma, o glutamato ¢ utilizado
primeiramente como fonte de energia para os enterdcitos e, em seguida, segue para a circulagao
portal e ¢ metabolizado no figado (MALULY; ARISSETO-BRAGOTTO; REYES, 2017).
Devido ao répido metabolismo do glutamato monossédico, ha divergéncias entre alguns
estudos em relagdo ao aumento dos niveis plasmaticos de glutamato apos o consumo de
glutamato monossodico.

Em estudo de Fernstrom (2018) foram feitos dois experimentos com humanos que
verificaram a relacdo dos niveis plasmaticos de glutamato e a ingestdo de glutamato
monossodico. No primeiro experimento, foram colhidas amostras de sangue antes e apos o
consumo de veiculo ou uma refei¢do com 90 g de proteina (que contém cerca de 9 g de
glutamato, o equivalente a 130 mg de glutamato por kg para um individuo de 70 kg) ou o
consumo de uma bebida com 12.7 g de glutamato monossodico (equivalente a 180 mg de
glutamato por kg para um individuo de 70 kg). Como resultado, houve diferenca significativa
nos niveis plasmaticos de glutamato apenas no grupo que recebeu glutamato monossodico na
bebida. No outro experimento 100 mg/kg de glutamato monossodico foram divididos ao longo
de um dia, no café da manha, almogo e janta. Amostras de sangue foram coletadas ao longo das
24 horas e ndo houve uma diferenca significativa nos niveis de glutamato em relagdo ao grupo
que recebeu as refeicdes sem glutamato monossodico. Desta forma, Fernstrom (2018) concluiu
que a ingestdo de glutamato monossddico em alimentos ndo produz aumentos aprecidveis nas
concentragdes plasmaticas de glutamato, enquanto que a adi¢ao deste aditivo na bebida pode

causar um aumento significativo.
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Confirmando que a ingestdo de glutamato monossodico na bebida pode levar a um
aumento nos niveis séricos de glutamato, Shimada et al. (2015) realizou um estudo
randomizado com 32 participantes por cinco dias. Durante esses dias, os participantes beberam
um refrigerante de 400 ml com 150 mg/kg de glutamato monossodico ou 24 mg/kg de NaCl
(placebo) diluidos, e nos dias 1 e 5 foi coletado uma amostra de sangue 30 minutos depois.
Como resultado, os niveis plasmaticos de glutamato eram significativamente maiores tanto no
dia 1 como no dia 5 no grupo que recebeu glutamato monossddico em comparagao ao grupo
controle.

Stegink, Filer e Baker (1985) também sugerem que o glutamato monossddico, quando
colocado junto a um alimento, promove um menor aumento no nivel plasmatico de glutamato
em compara¢do quando colocado na agua. O trabalho discute que a presenca de carboidratos
pode fazer com que os enterdcitos metabolizem ainda mais o glutamato e assim, menor
quantidade segue para a circulagdo portal. Desta forma, a presenca o modo como o glutamato
monossodico € ingerido, pode também alterar os niveis plasmaticos do glutamato.

Estudo de Nishigaki et al. (2018) demonstrou que ratos que receberam veiculo ou
solugdes de 60 ou 180 mM de glutamato monossddico em agua, por 5 semanas, nao tiveram
diferengas significativas em relagdo ao nivel plasmatico de glutamato. Entretanto, ao
submeterem os animais a um jejum de 16 horas, seguidos de 30 minutos de auto-ingestao de
solugdo de 180 mM de glutamato monossddico, houve um aumento significativo nos niveis
plasmaticos de glutamato em relagdo a medida basal. Desta forma, pode ser que o jejum também
tenha influéncia sobre o aumento dos niveis plasmaticos de glutamato, apés o consumo de
glutamato monossddico. Quando em jejum, apos 30 minutos de auto-ingestdo da solucao de
180 mM de glutamato monossddico os niveis plasmaticos de glutamato aumentaram em sete
vezes, chegando a 700 uM. De forma interessante, neste estudo foi testada esta concentracao
de glutamato monossodico em culturas de neuronios e foi verificada a toxicidade apenas em
culturas que ndo apresentavam barreira hematoencefilica.

Onaolapo et al. (2016) realizou um experimento com 60 camundongos por 28 dias.
Distribuidos em seis grupos, receberam agua destilada (veiculo), 10 mg/kg de L-glutamato e
10, 20, 40 e 80 mg/kg de glutamato monossodico. Como resultado, os niveis plasmaticos de
glutamina e glutamato aumentaram significativamente em relagdo ao grupo controle nas
dosagens de 40 e 80 mg/kg de glutamato monossodico. Curiosamente, apesar dessas dosagens
de glutamato monossodico ndo terem aumentado os niveis totais de glutamato e glutamina no

cérebro em relacdo ao grupo controle, foi observado alteragdes morfoldgicas compativeis com
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lesdo neuronal. Portanto, podem haver mecanismos envolvidos no efeito da ingestdo do
glutamato monossodico que ndo sdo dependentes do aumento no sistema nervoso central.

Desta forma, ndo hd um consenso sobre o aumento dos niveis plasmaticos de glutamato
apos o consumo de glutamato monossodico. Varidveis como a quantidade consumida, jejum e
0 modo como ¢ consumida, se com adgua ou com alimentos, podem afetar o nivel plasmatico de
glutamato. Além disso, estudos como o de Battezzati, Brillon e Matthews (1995) especulam
que o aumento plasmatico de glutamato pode ser originado do catabolismo da glutamina por
meio da atividade intestinal de glutaminases e nao diretamente por meio da absor¢do de
glutamato proveniente da dieta. Assim, o aumento dos niveis plasmaticos de glutamato precisa
ser melhor elucidado.

Em nossos experimentos, decidimos também avaliar um possivel efeito agudo do
consumo de glutamato, considerando que alguns estudos referem um aumento na concentra¢ao
plasmatica deste aminoacido apds o consumo e também considerando os relatos envolvendo a
chamada “sindrome do restaurante chinés”. Este ¢ um estudo piloto, realizado com um nimero
reduzido de animais, e que deverd ser continuado. Os dados preliminares, no entanto, ja
mostram que o consumo cronico de 150 mg/kg de glutamato monossodico levou a um aumento
no comportamento nociceptivo induzido por capsaicina. Podemos perceber também uma
tendéncia a aumento da sensibilidade nociceptiva no teste em que foi realizada a ingestao aguda
de glutamato monossodico na dose de 300 mg/kg. Os resultados obtidos no teste de hiperalgesia
inflamatoria induzida por carragenina nao mostraram uma diferenca significativa, apesar de o
valor das médias das medidas dos animais tratados com glutamato monossddico estar maior do
que aqueles dos controles. A maior variabilidade dos resultados obtidos com este teste faz com
que um nimero maior de animais experimentais seja necessario. Por outro lado, podemos
perceber uma consisténcia nos resultados dos testes realizados, de forma que todos sugerem um
possivel efeito do glutamato monossddico.

Considerando a ampla utilizacdo deste aditivo alimentar, estes resultados nos
motivam a dar continuidade aos experimentos avaliando os efeitos do consumo de glutamato
monossodico sobre a dor e hiperalgesia. Nos proximos experimentos pretendemos considerar
alguns fatores que ndo foram avaliados no experimento realizado, como jejum e administragdo
de glutamato monossodico na agua ou nos alimentos, visto que estudos reportam que existe
diferenca na metaboliza¢dao do glutamato e nas variacdes plasmaticas deste aminoacido. Além
disso, a administragao de NaCl diluido em 4gua como controle pode vir a ser utilizado no lugar

da dgua para garantir que o sddio ingerido nao interfira nos resultados obtidos.
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Em resumo, a literatura referente aos efeitos da ingestdo de glutamato monossodico
ainda ¢ controversa. Embora possamos concluir que o glutamato monossodico ndo seja toxico
em niveis controlados, um possivel efeito sobre o limiar nociceptivo, conforme indicado pelos
atuais resultados, pode ser importante para a saude de muitos individuos. Especialmente
considerando aqueles que sofrem diariamente com dores cronicas, a identificagdo de fatores

dietéticos que interferem na dor pode ser de grande valia.

7 CONCLUSAO

Os resultados deste estudo piloto sdo sugestivos de que a ingestdo de glutamato
monossddico pode estar relacionado com um aumento da sensibilidade dolorosa. A continuagdo
dos nossos estudos € necessaria para comprovar esse efeito e o envolvimento dos receptores

NMDA periféricos.
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