VIA DE SINALIZACAO MAPK HIPOTALAMICA E PERFIL
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RESUMO

A administra¢io de L-Glutamato Monossédico (MSG) neonatal em ratos Wistar provoca lesoes
no nucleo arqueado do hipotilamo, afetando o controle neuroenddcrino na fase adulta desses
animais. Os neur6nios produtores de GnRH estao localizados justamente no nicleo arqueado
do hipotdlamo. E notado, além de um quadro de obesidade hipofégica caracteristica do modelo,
um déficit de horménios hipofisirios circulantes. Devido as inimeras conexdes neuronais do
nucleo arqueado com importantes centros reguladores do comportamento, avaliamos os padroes
comportamentais que esses animais apresentam e avaliamos a expressao das proteinas ERK1 e
ERK2 no hipotidlamo, relacionando a sintese de hormoénios hipofisirios. Nos 5 primeiros dias
de vida, ratos Wistar machos receberam doses subcutineas de MSG (4 mg/g de massa corporal)
na regido cervical. Animais controle receberam salina equimolar. Aos 90 dias de vida, foram
iniciados os experimentos comportamentais em arena de campo aberto, avaliando-se o niimero
de episddios de freezing (F) e tempo no centro da arena (TC) em 5 minutos de experimento. Foi
calculado o Indice de Lee para estimar a obesidade, assim como foi retirada e pesada a gordura
perigonadal para comprovar a hipertrofia do tecido adiposo. O hipotdlamo dos animais foi re-
tirado e tratado para determinar a expressao de ERK1/2 por Western blotting. O grupo MSG
teve um aumento significativo de 12,06% do IL e de 66,4% do peso da gordura perigonadal,
comprovando respectivamente a obesidade e a hipertrofia de adipécitos. O grupo MSG mos-
trou uma redugio significativa na expressao das proteinas ERK1/2, o que revela uma falha na
sinalizago intracelular hipotalimica. O Grupo MSG apresentou um padrao de comportamento
que indica um estado de szress e ansiedade mostrado pelo aumento significativo no ndmero de
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F e redugao no TC. Concluimos, com este trabalho, que os animais MSG apresentam falha na
sinalizagdo celular hipotalamica, relacionando-se assim com o déficit de horménios hipofisdrios,
além de apresentarem um comportamento indicativo de stress e ansiedade, provavelmente devido
as complexas conexées do nicleo arqueado com centros reguladores comportamentais.
Palavras-chave: Obesidade. MSG. Comportamento. MAPK. Sinaliza¢io.

INTRODUCAO

A administragao neonatal de L-glutamato monossédico (MSG) produz lesbes no nicleo arqueado
e eminéncia mediana do hipotdlamo, afetando o controle neuroendécrino na fase adulta desses animais
(McBRIDGE etal., 1976; LEIGH et al., 1992). Apés repetitivas doses de MSG, roedores desenvolvem
obesidade na vida adulta como comprovado pelo aumento no Indice de Lee, semelhante ao Indice de
Massa Corpérea em humanos, e hipertrofia dos adipécitos (FABRES-MACHADO e SAITO, 1995;
DOLNIKOFF et al., 2001). Contudo, diferentemente de outros modelos de obesidade, roedores
obesos-MSG sao hipofigicos (BUNYAN et al., 1976).

As proteinas quinases ativadas por mitégeno (MAPK’) sdo proteinas que compdéem uma
familia de serino/treonino quinases ativadas por fosforilagio em resposta a uma variedade de estimulos
extracelulares, o que dispara a fosforilagao e ativagao de numerosas proteinas intracelulares. A via
de sinalizacdo de MAPK’s é o principal mecanismo de regulacio da atividade transcricional gerada
por estimulo extracelular, atuando na proliferagio, diferenciagio, metabolismo e resposta ao estresse
(RUBINFELD e SEGER, 2005). As enzimas ERK 1 e ERK 2 ativam diretamente fatores de transcricio
génica de hormonios hipofisdrios tais como GH, FSH ¢ LH (KLAUSEN et al., 2005). Além disso,
também atuam diretamente na sintese e secregio dos hormoénios hipotalimicos e hipofisirios
(KLAUSEN et al, 2005).

A via de sinalizagio de ERK 1 ¢ ERK 2 nas células da hipéfise ocorre a partir, por exemplo,
da ligagao de um sinal tal como o hormoénio liberador de gonadotropina (GnRH), secretado pelo
hipotdlamo, a uma proteina de membrana receptora especifica, nesse caso o receptor de GnRH. A
transdugao de sinais dessa mesma via também ocorre nas células hipotaldmicas, porém, a sua ativagio se
d4 por outros sinais e promovem a sintese e secre¢io de horménios hipotalamicos, sejam eles inibidores
ou indutores de libera¢do de hormoénios hipofisirios (RUBINFELD e SEGER, 2005; KLAUSEN et
al., 2005).

Glutamato e aspartato s3o os mais abundantes aminodcidos no sistema nervoso central, onde eles
funcionam como neurotransmissores excitatérios. Eles existem em atipicamente alta concentracio, em
regioes do cérebro que sdo criticas para a mediacio do desempenho cognitivo, tais como cértex cerebral,
giro denteado do hipocampo e estriado (COTMAN et al., 1987), indicando que esses aminodcidos
desempenham papéis importantes na maiores fun¢oes cognitivas, incluindo a forma¢ao da meméria.

O nucleo arqueado é rico em receptores de glutamato do tipo NMDA que, quando estimulados
excessivamente, geram um grande influxo de célcio, o que, de acordo com o conceito de excitotoxicidade,
desencadeia um processo degenerativo intracelular (WHETSELL, 1996).

Devido as conexées neuronais dessa regiio com importantes centros reguladores do
comportamento e memdria e, o descontrole endécrino na vida adulta desses animais, o objetivo deste
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trabalho foi avaliar o comportamento dos animais obesos MSG e a transducao de sinais intracelulares
no hipotilamo.

METODOLOGIA
OBTENCAO E TRATAMENTO DOS ANIMAIS

Para a execugdo dos experimentos, foram utilizados ratos Wistar machos obtidos através de
matrizes provenientes do Centro de Biologia da Reprodugao (CBR), da Universidade Federal de Juiz
de Fora.

Durante o cruzamento, foram mantidas quatro fémeas para cada macho. Apds constatarem-se
prenhas, cada uma foi colocada em uma caixa individual separada das demais. Apés o nascimento,
foram mantidos seis filhotes com cada fémea, para garantir melhor lactagio (MOURA et al., 1996).

Os animais foram mantidos em ambiente com temperatura controlada de 23 + 2°C e fotoperiodo
com ciclo claro-escuro de 12 horas. Durante os cinco primeiros dias de vida, os ratos Wistar machos
receberam injegdes subcutineas de MGS, na dose de 4mg/g de peso do animal, ao passo que os animais
do grupo controle receberam solugio fisioldgica equimolar.

Aos 21 dias, procedeu-se o desmame. No nonagésimo dia, a obesidade foi avaliada calculando-se
o Indice de Lee (IL) [peso corporal (g)"?/ comprimento naso-anal (cm) x 1000], que é semelhante ao
IMC, mas utilizado em roedores. Pesando-se a gordura perigonadal, foi possivel estimar a hipertrofia
de adipdcitos. Os animais foram sacrificados apds injegdo intraperitonial de tiopental de sédio, na
concentragio de 60 mg/Kg.

EsTUDO DE COMPORTAMENTO EM ARENA DE CAMPO ABERTO

Osestudos de comportamento dos animais foram realizados pelo método de observagao em campo
aberto. Estes experimentos foram realizados aos 90 dias de vida dos animais e seu comportamento foi
estudado sobre livre observacio, por um tempo de 5 minutos. Foram avaliados o niimero de episédios
de freezing e o tempo gasto no centro da arena.

TRATAMENTO DAS AMOSTRAS

Os tecidos hipotalimicos foram armazenados em tubos individuais contendo, 400 pL de solugio
tampao fosfato 0,1 M, pH 7,4, na presenca de 2 mM de ortovanadato de sédio (responsédvel por
minimizar a desfosforilagio de proteinas) e coquetel de inibidores de proteases (aprotinina, leupeptina
e SBTI 1mg/ml), sendo o tecido macerado e posteriormente congelado em nitrogénio liquido.

Os homogenatos foram centrifugados por 5 minutos a 10,621 g e a concentragio de proteinas
foi determinada pelo método de Bradford (BRADFORD, 1976).

WESTERN BLOTTING

Apds a dosagem, as proteinas foram desnaturadas em tampio SDS (dodecil sulfato de sédio),
na presenga de -mercaptoetanol e aquecimento a 95°C, por cinco minutos. Posteriormente, foi
feita eletroforese, usando-se o equipamento Mini-Protean (Bio-Rad) e funcionando a 100 V e com
amperagem livre, por periodo de 140 minutos para a separacio das proteinas em géis de poliacrilamida
10%, junto com marcadores de massa molecular pré-corados (GE, Healthcare). Foram utilizados 100
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ug de proteinas por amostra. Tal procedimento foi seguido por eletrotransferéncia das proteinas para
uma membrana de nitrocelulose, por periodo de 60 minutos sob a voltagem de 100 V e amperagem
livre.

Ap6s a eletrotransferéncia, as membranas foram lavadas com tampao Tris (TBS) 20 mM, pH
7,6, por 30 segundos e incubadas em TBS com 5% de leite em pé caseiro, durante 2 horas e 30
minutos a temperatura ambiente. A seguir, as membranas foram novamente lavadas com TBS por 30
segundos e incubadas em solugao TBS com 1% de leite, contendo anticorpos primdrios policlonais
contra as enzimas ERK 1 e ERK 2, de massa molecular de 42 kDa e 44 kDa, respectivamente (Cell
Signaling Tecnology), na propor¢ao de 1 pL de anticorpo para cada 1000 pL de TBS (1:1000), por
aproximadamente 12 horas. Posteriormente, as membranas foram lavadas trés vezes por 5 minutos
com TBS e incubadas, por 1 hora, & temperatura ambiente, com segundo anticorpo conjugado a
peroxidase (Life Sciences Ltda.).

Logo depois, as membranas foram lavadas trés vezes com TBS e incubadas em solugao de
revelacdo com luminol (Kit ECL plus, Amersham Biosciences), seguida de revelacio (Hyperfilm —
ECL, Amersham), promovendo sua exposi¢ao, por 30 segundos para a detecgao das bandas geradas pela
marcagio das enzimas ERK 1 e ERK 2. As proteinas imunorreativas foram digitalizadas e a avaliagao/
quantificagio foi feita com o auxilio do programa ABEletro v 1.0.

ANALISE EsTATISTICA
Os dados foram analisados pelo programa GraphPad Prism 5 e os resultados expressos como

média + erro padrio da média (EPM). As comparagdes foram feitas usando o teste t de Student,
considerando significativos os valores de p < 0,05.

REsurTADOS

O IL foi calculado para predizer a obesidade. Os animais obesos-MSG apresentaram um aumento
de 12,06% no IL (Fig. 1, p < 0,0001; n = 23 - 26).
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Figura 1 - Efeito do tratamento neonatal com MSG sobre o Indice de Lee de ratos - Os dados foram expressos como média + EPM
(Controle = 277,7 + 2,0 n=23, MSG = 311,2 £ 1,8 n=26) *** p < 0,0001 (evidenciado pelo teste ¢ de Student).
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A gordura perigonadal foi retirada e pesada para estimar a hipertrofia de adipécitos induzida
pelo tratamento. No grupo MSG, o aumento foi de 67,4% na gordura perigonadal, comparado ao
grupo controle (Fig. 2, p < 0,0001; n = 23 - 26).
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Figura 2 - Efeito do tratamento neonatal com MSG na gordura perigonadal de ratos -Os dados foram expressos como média + EPM
(Controle = 4,07 + 0,2 n=23, MSG = 6,8 + 0,2 n=26) *** p < 0,0001 (evidenciado pelo teste # de Student).

WESTERN BLOTTING

A figura 3 representa a andlise da expressao de ERK1 e 2 no hipotdlamo dos grupos experimentais.
Nota-se diferenga significativa entre as amostras testadas e representada pela imagem obtida apéds
revelacdo. A unidade de leitura densitométrica foi de u.a (drea x intensidade) da banda.
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Figura 3 - Efeito do tratamento neonatal com MSG na expressio de ERK le 2 no hipotdlamo de ratos - Os dados foram expressos
como média + EPM (ERKI1. Controle = 0,03 + 0,004 n=3, MSG=0,06 + 0,003 n=3, p<0,05) (ERK2. Controle = 0,05 + 0,004 n=4,
MSG=0,014 + 0,01 n=2, p<0.05). *p<0,05) (evidenciado pelo teste ¢ de Student).

COMPORTAMENTO

Os Animais MSG apresentaram um aumento significativo no niimero de episédios de freezing e
diminui¢io no tempo gasto no centro da arena, como pode ser observado na figura 4.
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Figura 4 - Numero de episédios de freezing em 5 minutos de experimento - (Controle = 2,5 + 0,4 n=23, MSG=7,9 £ 0,7 n=26,
p<0,05)
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Figura 5 - Tempo gasto pelo animal no centro da arena em 5 minutos de experimento (Controle = 18,4 + 2,5 n=23. MSG = 7,8 +
1.2 n=26, p<0,05).

DiscussAo E CONCLUSAO

Comprovamos com esses resultados que os animais MSG se tornaram obesos, o que pode ser
afirmado devido ao significativo aumento do indice de Lee nos animais obesos, juntamente com os
resultados das pesagens da gordura perigonadal, que comprova a hipertrofia dos adipdcitos no grupo
MSG.

Nosso trabalho indica que a baixa secre¢ao dos hormoénios gonadotrépicos, que desencadeia
todo o processo patoldgico descrito anteriormente, pode estar envolvida nio s6 simplesmente com
a necrose tecidual do nucleo arqueado do hipotilamo, mas também, com problemas na secrecao de
neuropeptideo Y, que ¢é indutor da expressio de GnRH - hormoénio liberador de gonadotropinas -
(DHILLON, 2009). Pode também estar relacionada com problemas nas vias de sinalizagdo intracelular,
pelo menos uma delas, da produgio e secregao desses hormoénios, visto que a expressao das ERK’s
se encontra reduzida significativamente no hipotdlamo, ou seja, o eixo hipotilamo-hipéfise-gonadal
estd comprometido devido a tais falhas. Vale a pena ressaltar que é necessdrio o estudo das outras
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vias envolvidas na regulacio da produgio e secrecao das gonadotropinas, assim como a avaliagao da
atividade de ERK1 e 2.

Concluimos que o processo desencadeador do hipogonadismo-hipogonadotréfico nos
animais obesos MSG se deve também a falhas nas vias de sinaliza¢io celular iniciado no hipotélamo,
comprometendo assim toda a comunica¢io nesse circuito neuronal.

E importante ressaltar que outras vias hormonais e neuroendécrinas estio relacionadas com a
instauragao desse quadro de obesidade, mas este estudo se limitou a descrever apenas a relagio do eixo
estudado com tal patologia.

O grupo MSG apresentou aumento significativo no niimero de episddios e freezing e diminuigio
de tempo, no centro da arena, o que nos leva a concluir que ratos MSG apresentam um padrio de
comportamento, que indica um estado de stress e ansiedade, o que pode ser explicado com as inimeras
conexdes neuronais que existem entre o hipotdlamo e importantes centros controladores do humor.

HYPOTHALAMIC MAPK SIGNALING PATHWAY AND BEHAVIOR
PATTERN OF THE MSG OBESITY MODEL

ABSTRACT

The neonatal administration of L-monosodium glutamate (MSG) in rats leads lesions in the ar-
cuate nucleus of the hypothalamus affecting the neuroendocrine control in the adulthood. The
GnRH-producing neurons are located precisely in the arcuate nucleus of the hypothalamus. It is
noted, along with a hypophagic obesity of the model, a deficit of circulating pituitary hormones.
Due to multiple neuronal connections of the arcuate nucleus with important regulatory centers
our goal was to evaluated the behavior patterns that these animals shown. The other objective
was to evaluate the expression of ERK1 and ERK2 proteins in the hypothalamus relating those
with the synthesis of pituitary hormones. At the first 5 days of life, male Wistar rats received
subcutaneous doses of MSG (4 mg/g body weight) in the neck area. Control animals received
saline solution equimolar. At 90 days of life were initiated behavioral experiments in the open
field arena regarding the number of freezing episodes and time spent at the center of the arena in
a 5 minutes experiment. Lee Index was calculated to estimate obesity as well as the perigonadal
fat pad was weighted to analyze the hypertrophy of adipose tissue. The hypothalamus was remo-
ved and treated to determine expression of ERK1/2 by Western blotting. The MSG group had a
significant increase in IL 12.06% and 66.4% increase of perigonadal fat pad weigh, confirming
respectively the obesity and hypertrophy of adipocytes. The MSG group showed a significant
reduction in protein expression ERK1 and 2, which reveals a failure in the intracellular signaling
at the hypothalamus. The MSG group showed a behavior pattern that indicates a stress and
anxiety state shown by the significant increase in the number of freezing episodes and less time
spent at the center of the arena. We conclude with this work that the MSG animals have fails
in hypothalamic cell signaling linking itself with the deficit of pituitary hormones. This animals
also presents a behavior pattern that is indicative of stress and anxiety, probably due to the com-
plex connections between the arcuate nucleus and regulatory behavior centers.

Keywords: Obesity. MSG. Behaviour. MAPK. Signaling.
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