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RESUMO

Glutamato monossodico (MSG) é um aminoécido neuroexcitatorio utilizado como reforgador do sabor
dos alimentos (“agente flavorizante™). Em altas doses, pode ser prejudicial ao sistema nervoso central,
as células neuronais e gliais, podendo esse efeito ser mais severo durante o cérebro em
desenvolvimento. Em ratos, 0 MSG no periodo neonatal pode induzir neurotoxicidade, afetando a
organizacdo morfologica e eletrofisiolégica do encéfalo. Por outo lado, o exercicio fisico induz efeitos
positivos no sistema nervoso de mamiferos. Neste trabalho, investigamos, em ratos tratados com MSG
elou exercicio fisico em esteira, efeitos eletrofisiolégicos (mudancas relacionadas ao fenémeno
designado como depresséo alastrante cortical [DAC]) e morfoldgicos (reacdo microglial expressa pela
imuno-marcacdo com anticorpos anti-lbal no cortex motor). Ratos Wistar receberam MSG (2 ou
4g/kg, n=22 e 24, respectivamente; grupos MSG-2 e MSG-4), ou solugdo salina (n=23), ou nenhum
tratamento (grupo ingénuo, n=11) a cada dois dias, nos primeiros 14 dias de vida p6s-natal. Apds o
desmame, os trés grupos foram subdivididos em exercitados (esteira motorizada, 3 semanas, 5
dias/semana, durante 30 minutos, n=47), ou sedentarios (n=33). Dois dias apds o final do exercicio,
sob anestesia, a DAC foi induzida por KCI em um ponto da superficie cortical, e o registro da
atividade elétrica cortical foi realizado durante 4h. Um grupo adicional foi utilizado para estudo
imunohistoldgico de células microgliais. O grupo MSG-4 apresentou velocidade média (em mm/min)
significativamente mais elevada (4,59+0,34), em comparac¢do com 0s outros grupos (salina: 3,84+0,20;
ingénuo: 3,71+0,8: MSG-2: 3,75+0,10). Em comparagdo com os sedentarios, o exercicio fisico reduziu
a velocidade da DAC em todos os grupos (salina: 3,31+0,19; Ingénuo: 3,25+0,17; MSG-2: 3,49+0,19;
MSG-4: 4,05+0,18 mm/min, P <0,05). N6s concluimos que o tratamento neonatal com MSG facilita a
propagacdao da DAC, enquanto que o exercicio desacelera a sua propagacdo. Ambos os tratamentos
(MSG e Exercicio fisico) exercem influéncia na imunoreatividade da microglia, aumentando-a. Os
dados sugerem cuidado na utilizacdo de MSG como reforgador do sabor dos alimentos, principalmente
no organismo em desenvolvimento (criancas) e indicam que o exercicio fisico pode exercer influéncia
no desenvolvimento e fungéo cerebrais.

Palavras-chave: Desenvolvimento Cerebral. Glutamato Monossodico. Eletrofisiologia. Exercicio.



ABSTRACT

Monosodium glutamate (MSG) is a neuroexcitatory amino acid, WHICH IS USED AS reinforcing agent in the taste of
food. In high doses, it can be harmful to the central nervous system, affecting glial and neuronal cells, particularly
during brain developing. In rats, administration of MSG in the neonatal period can induce neurotoxicity affecting
the electrophysiological and morphological organization of THE BRAIN. On the other hand, exercise is known to
induce several positive effects in the nervous system of mammals. In this work, we investigated in rats, treated with
MSG and/or treadmill exercise, the electrophysiological (changes related to the phenomenon known as cortical
spreading depression; [DAC]) and the microglial reaction expressed as Ibal-immunolabeled cells in the rat motor
cortex. Male Wistar rats were treated with MSG (2 or 4g/kg, n=22 and 24, respectively; groups MSG2 and MSG-4),
or saline solution (n=23), or no treatment (group naive, n=11), every two days in the first 14 days of postnatal life.
After weaning, the three groups were subdivided into exercised (treadmill exercise, 3 weeks of training, 5
days/week, for 30 minutes, n=47) or sedentary (n=33). Two days after the training period, under anesthesia, the
DAC was induced by KCI at a point on the cortical surface, and the recording of brain electrical activity was
performed for 4h. An additional group was used for the immunohistological characterization of microglial cells
immunolabelled with a polyclonal antibody against the ionized calcium-binding adapter molecule 1 (Iba-1). The
MSG-4 group showed a CSD speed (in mm / min) significantly higher (4.59 £0.34) in comparison with the other
three groups (saline: 3.84+0.20; naive: 3.71+0.8; MSG-2: 3.75+0.10). Compared to the sedentary animals, the
exercise decelerated DAC in all groups (saline: 3.31+0.19; Naive: 3.25+0.17; MSG-2: 3.49+0.19; MSG-4: 4.050,
18 mm / min, P <0.05). We concluded that MSG treatment during the neonatal period facilitates the CSD
propagation, whereas the exercise decelerated it. Finally, both exercise and neonatal treatment with MSG increased
the Ibal immunoreactivity of microglia. The data suggest caution in the use of MSG as a flavor enhancer in food,
especially during organism development (in childhood), indicating also that treadmill exercise can influence brain
development and functioning.

Key words: Brain development. Monosodium glutamate. Cortical spreading depression. Exercise.
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1. INTRODUCAO

Glutamato monossédico

Glutamato € o principal neurotransmissor excitatorio no sistema nervoso central dos
mamiferos (Swanson et al., 2005). Sua sinalizacdo é mediada por uma familia diversa de
receptores ionotropicos (iGLU) e metabotropicos (mGlu) que se encontram amplamente
distribuidos na membrana celular de neurdnios e de células gliais. Os receptores ionotropicos
sdo canais i6nicos de multi-subunidades que medeiam respostas de duracao muito rapida por
meio do glutamato, promovendo a abertura e fechamento dos poros, permitindo o fluxo de
ions através da membrana celular, o que altera a concentracdo i6nica intracelular (Ferraguti e
Shigemoto, 2006) . Os receptores metabotropicos sdo acoplados a proteina G, receptores cujos
efeitos sdo mediados por uma alteracdo na concentracdo de sistemas de segundo mensageiro
(Swanson et ai., 2005). Assim, a sinalizacdo através destes receptores € mais lenta e mais
duradoura comparada a receptores ionotropicos, produzindo um efeito modulador desses
receptores, permitindo um ajuste fino da resposta celular a sinalizacdo por glutamato (Conn e
Pin, 1997).

Estudos mostram que receptores de Glu (Glu-R) especificamente o receptor do tipo
NMDA (NMDA-R), desempenham um papel durante o desenvolvimento do sistema nervoso
central (SNC). Eles mediam fun¢des como sobrevivéncia, estrutura neuronal, sinaptogénese e
plasticidade sinaptica (Lo Turco et al, 1991,. Komuro e Rakic, 1993). Receptores de
glutamato (Glu-R) podem sofrer alteragdes de composicdo molecular durante o
desenvolvimento pds-natal em ratos; assim sugere-se que eventos moleculares regionais e

temporais durante o desenvolvimento, podem determinar a susceptibilidade dos neurdnios



para os efeitos do glutamato ou seus andlogos (Conn e Pin, 1997). Sugere-se que a regulacao
“para cima” (up regulation) de Glu-R durante os primeiros dias apds o nascimento pode
modificar a composi¢cdo molecular de receptores do tipo NMDA, alterar comunicagao
interneuronal e, consequentemente, interferir em processos criticos de desenvolvimento
normal no cérebro de ratos (Xia et al, 1995.; Zhong et al., 1996).

Embora os receptores mGlu possam mediar os seus efeitos através da alteracdo de
sistemas de segundo mensageiro, sua influéncia celular final pode ser diversificada e
abrangente, incluindo a regulacdo de canais iénicos, a mediacdo de respostas excitatorias e

inibitorias, influenciando as a¢Bes de outros receptores ( Ferraguti e Shigemoto, 2006).

Fig. 1) — Esquema de transducdo sinéptica de receptors de glutamato e a¢éo do
neurotransmissor inibitério (GABA), sobre 0 neur6nio pos sindptico (O'Connor, 2010).
Glutamato monossodico (MSG) é um constituinte natural de muitos produtos
alimentares ricos em proteinas, tais como queijo, carnes e alguns vegetais. Ele € utilizado em
todo o mundo como um intensificador de sabor aumentando a palatabilidade dos alimentos e,

consequentemente, a sua ingestdo. O &cido L-glutdmico € o amino-4cido componente de
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MSG, adicionado quer como um sal monossédico purificado ou como um componente de
uma mistura de aminoécidos e de péptidos pequenos. Independentemente da fonte de
alimentos, todas as moléculas de glutamato que entram na circulagdo a partir do trato
gastrointestinal, sdo estruturalmente idénticas (Geha et al, 2000). De modo geral, a ingestéo
média didria de MSG, por uma pessoa adulta, é estimada em 0,3-1,0 g em paises
industrializados, mas, ocasionalmente pode ser maior, dependendo do teor de MSG dos itens
alimentares e preferéncias individuais de sabor (Geha et al, 2000). O glutamato tem uma
toxicidade aguda muito baixa. Em circunstancias normais, a dose oral que é letal para 50%
dos sujeitos (LD50) em ratos e camundongos é 15-18 g/kg por peso corporal. Na populagédo
humana, alguns individuos tem uma maior intoleréncia do que outros, ao MSG consumido na
dieta (Walker e Lupien, 2000). O MSG ja foi acusado de causar males a saulde,
desencadeando alguns sintomas, designados coletivamente como" Sindrome do restaurante
chinés", consistindo de dorméncia na parte posterior do pescoco e dos bracos, fraqueza e
palpitacdes (Geha et al. 2000).

Glutamato Monossédico e Obesidade

Na Gltima década, uma nova e desafiante hipdtese tem ligado o consumo de quantidades
elevadas do aminoacido glutamato (GLU) com obesidade, hiperfagia, e deficiéncia de
hormonio de crescimento (Hermanussen e Tresguerres, 2003a, b). Doses suprafisioldgicas de
GLU sdo toxicas para as células neuronais (Hermanussen e Tresguerres, 2006). Um modelo
amplamente utilizado para estudar esta questdo em animais experimentais consiste em tratar
0s animais com a administracdo subcutanea repetida de glutamato monossodico (MSG). Em
ratos adultos e macacos tratados previamente com MSG no inicio da vida tém sido relatadas o

desenvolvimento de lesGes cerebrais e obesidade (Abraham et al, 1971).
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O aumento da incidéncia da obesidade na sociedade moderna parece ser uma
consequéncia da associacdo entre fatores organicos (predisposicdo genética e hormonal) e
varios fatores exogenos, incluindo excesso de consumo de dietas ricas em gordura e
sedentarismo, facilitado pelo uso excessivo de aparatos da vida moderna, tais como controles
remotos e alguns jogos eletronicos. Os primeiros reduzem a atividade fisica diéria, enquanto
que os Ultimos reduzem o tempo dispendido pelo individuo em praticar exercicios fisicos. O
fato de que a incidéncia de obesidade também vem aumentando na infancia é motivo de
grande preocupacéo (Dachs, 2007).

Em animais de experimentagéo, tem sido descrito um modelo que mimetiza, pelo menos
em parte, a situacdo clinica de sindrome metabdlica rotulada como obesidade neuroenddcrina.
Assim, em ratos, essa obesidade pode ser conseguida, na vida adulta, por meio da
administracdo subcutanea de glutamato monossddico (MSG) durante o desenvolvimento, uma
vez que este € um aminoacido neuroexcitatério que pode ser lesivo ao sistema nervoso central
quando administrado em grande quantidade (Kizer et al, 1978). A administracdo de MSG
durante o periodo neonatal leva a destruicdo de corpos celulares neuronais localizados no
SNC, devido ao fato de que, nesse periodo, a barreira hematoencefalica ndo esta totalmente
desenvolvida. Essas lesbes ocorrem principalmente em neurénios localizados no ndcleo
arqueado do hipotdlamo (Dawson et al, 1997), produzindo a denominada obesidade
hipotaldmica por meio de diversas alteragfes metabdlicas, como hiperinsulinemia e prejuizo
da termogénese (Pereira et al, 2003); essa degeneracdo aguda do nucleo arqueado do
hipotdlamo leva, além da obesidade, a disfuncdo sexual, parada no crescimento, déficit
comportamental (Dawson et al, 1983) além de alteracdes no controle cardiovascular (Dawson
et al, 1989). Animais obesos deste modelo experimental desenvolvem maior deposicdo de

tecido adiposo na regido central (visceral) do corpo (Hirata et al, 1997). As doses de MSG que
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levam ao desenvolvimento de obesidade com grande acumulo de gordura visceral variam de 2
a 4 g/kg de peso do rato e podem ser administradas até um total de 4 a 10 doses, em dias
alternados, no inicio da vida (De Mello et al, 2001).

Segundo alguns autores, animais tratados com MSG apresentam menor atividade do
hormonio sensivel a lipase (enzima responsavel pela lipélise) e menor expressdo de seu
mMRNA no tecido adiposo. Além disso, o nimero de receptores de insulina acha-se elevado
nos adipocitos de ratos tratados com MSG do que em ratos controles (Dolnikoff, et al, 2001).
De qualquer forma, o acimulo excessivo de tecido adiposo visceral nos animais MSG parece
estar relacionado a um desbalanceamento entre respostas lipoliticas e atividades lipogénicas.
Tem sido relatado que animais tratados com MSG sdo hipoativos e o desenvolvimento da
obesidade nestes foi relacionada ao menor gasto energético em certos periodos do dia
(Tokuyama, 1996).Também ja foi demonstrado que a obesidade hipotalamica desenvolvida
pelo tratamento com MSG induz a um significante aumento de peso apds os 60 dias de vida
(Sun et al, 1991; Zhang et al, 1994; Lobato et al, 2011).

Glutamato Monossoddico e Sistema Nervoso

A influéncia do MSG é em geral mais acentuada nos machos do que nas fémeas. Uma
vez que o consumo de MSG tem atividades excitotoxicas e implica em estresse oxidativo, a
diferencga de género pode ser explicada pela atividade antioxidante de estrégenos (Ruiz-Larrea
et al., 1997; Cuzzocrea et al., 2001). Como previamente demonstrado, estrogenos possuem
uma importante atividade neuroprotetora (Azcoitia et al., 1999).

Em relacdo ao sistema nervoso, o glutamato é o principal neurotransmissor excitatorio
no SNC de mamiferos; estimula os receptores de glutamato e desempenha um papel
importante tanto em processos fisiolégicos como nos patologicos (Mattson 2008; Ganong

2005).
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O SNC é um importante 6rgao-alvo para as agées do MSG, particularmente durante o
desenvolvimento do cérebro. No rato, a maturacdo cerebral ocorre principalmente durante o
periodo de lactacdo, numa fase em que a sinaptogénese € intensa, e que correspondente ao
periodo de sinaptogénese no cérebro humano, isto €, aproximadamente, ao primeiro ano de
vida (Dobbing, 1968; Morgane et al, 1993). A relevancia de nosso estudo para o
funcionamento do cérebro humano é baseado no fato de que uma parte crescente da
populagdo humana, incluindo criangas, consome MSG como reforgador de sabor dos
alimentos. Em paises europeus e asiaticos, 0 aumento do consumo de MSG é um assunto de
grande preocupacdo (Beyreuther et al, 2007), ndo sé devido ao crescente risco de obesidade,
mas também devido aos efeitos neurotéxicos que podem ocorrer com o alto consumo de
MSG. Doses excessivas de glutamato contribuem para o aparecimento de insultos
neuroldgicos em ratos neonatos (Goldsmith, 2000) e depressdo de longa duracdo (LTD; do
inglés “long term depression”) em ratos adultos (Calabresi et al. 1999). Nestes, a
administracdo prolongada de altas doses de MSG resulta em mudangas neurodegenerativas
em células piramidais (Musa, 2013). A ativacdo excessiva de receptores glutamatérgicos,
contribui para uma vasta gama de insultos neuroldgicos incluindo trauma, isquemia e crises
epilépticas (dependendo da via de administracdo), e varias desordens neurodegenerativas
crénicas do cérebro humano (Pelligrini-Giampetro et al. 1997). Entretanto, mecanismos pelos
quais MSG exerce suas agdes sobre o sistema nervoso ainda ndo estdo totalmente
esclarecidos. Hermanussen e Tresguerres (2005) mostraram um aumento nos niveis de Glu e
da ativacdo de receptores GLU apo6s a administracdo neonatal de 4 g/kg de peso corporal, de
MSG. Eles também relataram mudangas importantes na composi¢do molecular de receptores
do tipo NMDA, com sinais de dano neuronal e um aumento na reatividade de células gliais. E

interessante notar que a reatividade das células microgliais se mostrou aumentada no
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hipocampo sob condicdes de stress (Park et al, 2011) e envelhecimento (Viana et al, 2013).
Um aumento da expressdo de GFAP foi também encontrado e sugerido como sendo um efeito
neuroprotetor apos insulto neurotdxico ou metabdlico causado por MSG (Hanbury et al.
2003). Estas alteragBes provavelmente influenciam a atividade elétrica do cérebro (Sadeghian
etal, 2012).

Por outro lado, Kaufhold e colaboradores (2002) foram capazes de prevenir os efeitos
adversos do tratamento neonatal com MSG realizando a administragdo concomitante de um
antagonista ndo competitivo selectivo, e muito potente, de NMDA-R, o maleato de
dizocilpina. Em geral, MSG tem sido apresentado com modulador da excitabilidade cerebral
(Lopez-Perez et al, 2010), Isso pode ser relevante para fendmenos relacionados a
excitabilidade, tais como a epilepsia e a Depressao alastrante cortical (DAC; Guedes e
Cavalheiro, 1997; ver descrigdo da DAC mais adiante, no item 3).

Efeitos do MSG sobre a neurotoxicidade através da via da p38 (Torres et al, 2006) ou 0
aumento dos niveis de glutamato do cérebro apds tratamento com MSG (Lopez-Perez et al,
2010) tem sido discutidos, mas ainda requerem corroboracdo com base em evidéncias
experimentais mais robustas. No entanto, ndo se pode excluir a possibilidade de que a
administracdo de MSG durante o periodo critico do desenvolvimento do cérebro pds-natal
também possa influenciar outros sistemas de neurotransmissores, como por exemplo, o
sistema GABA (Urefia-Guerrero et al, 2003, 2009). Além disso, durante o desenvolvimento o
glutamato também pode desempenhar uma funcdo neurotrofica, influenciando positivamente
a diferenciacéo neuronal e a formacdo de seus circuitos (McDonald et al, 1990).

Durante o desenvolvimento do sistema nervoso, a ativacdo dos receptores de glutamato
pode desempenhar um papel importante na morte neuronal que ocorre naturalmente, bem

como em diversas doencas neurodegenerativas. Bojanic et al. (2004) relataram que o0 MSG
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pode agir como uma excitotoxina. Ativacdo excessiva e prolongada dos receptores
ionotropicos de glutamato conduz a morte das células por excitotoxicidade e pode induzir a
apoptose ou necrose, dependendo da intensidade da ativacdo desses receptores (Johnston,
2005). ConcentracOes elevadas de MSG por longos periodos, na regido da fenda sinéptica,
ativaria excessivamente receptores de glutamato resultando na exaustdo metabolica e
funcional dos neurdnios afetados e, consequentemente, a necrose neuronal (Gill, 2000;
Mattson, 2008). Outros investigadores acrescentaram que aumento dos niveis de glutamato
pode levar ao aumento do influxo de calcio, stress oxidativo interno com a geracao de radicais
livres, disfuncdo mitocondrial, e, eventualmente, a apoptose (Goldsmith 2000; Daniels e
Brown 2001;. Jiang et al, 2005). Tanto a ativacdo do receptores de glutamato e alteracGes de
fluxo de célcio transmembrana sdo conhecidos por influenciar DAC, como demonstrado pelo
nosso laboratdrio (Guedes et al, 1988) e por outros (Marranes et al, 1988; Siesjo e Bengtsson,
1989).

O sistema glutamatérgico demonstrou estar envolvido na regulacdo da excitabilidade
cerebral em seres humanos (Stagg et al, 2011) e em animais de laboratério (El-Hassar et al,
2011). Curiosamente, Lopez-Perez e seus colegas demonstraram recentemente que filhotes de
ratos tratados com MSG apresentaram alteracOes eletroencefalograficas e comportamentais,
sugerindo um inicio de crise epiléptica (Lopez-Perez et al, 2010).

Além dos danos nas células cerebrais (Eweka e Om'Iniabohs 2008), foi relatado que os
efeitos neurotoxicos do MSG podem levar a degeneracdo da retina (Babai et al. 2006),
epilepsia (Stafstrom 2004), desenvolvimento de inflamacéo hepatica (Nakanishi et al. 2008) e
oligozoospermia (Vinodini et al. 2008). MSG conduz a geracéo de radicais livres, ativacao de
proteases, fosfolipases e endo-nucleases, ativacdo da transcricdo de programas apoptoticos e

genotoxicidade em ratos (Goldsmith 2000; Farombi e Onyema 2006).
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Em contraste com o conhecimento das alteragdes metabdlicas provocadas pelo MSG,
sdo escassas as informacbes na literatura acerca da atividade eletrofisioldgica cerebral desses
animais; com relacdo ao estudo dos efeitos neurais da associacdo MSG-exercicio fisico, nada
encontramos na literatura. Para tais estudos eletrofisioldgicos, um modelo interessante é o
constituido pelo fendmeno denominado “depressdo alastrante da atividade elétrica cerebral”,
ou, simplesmente, depressdo alastrante cortical (DAC), que sera apresentado mais adiante

(item 3).

2. Exercicio fisico

Se, por um lado, o consumo do MSG tem sido associado a obesidade, por outro lado,
tem sido crescente a atencdo dada ao exercicio fisico tanto como forma de melhorar a
qualidade de vida, quanto como meio auxiliar para a prevengdo da obesidade. Os estudos
sobre o impacto do exercicio no organismo foram focalizados primeiramente no sistema
cardiorrespiratorio, em parametros metabdlicos e sua influéncia na salde fisica Esses estudos
mostraram que o exercicio fisico melhora a satde, beneficiando o sistema cardiovascular (ver
Karacabey, 2005 para uma revisdo). Hoje sabe-se que o exercicio fisico melhora o
desempenho envolvendo fungées neurais (Ozmerdivenli et al, 2005) e atenua efeitos neurais
do envelhecimento (Batista-de-Oliveira et al, 2012; Latimer et al, 2011). O exercicio fisico
promove diminuicdo de peso em ratos e isso resulta provavelmente do aumento da atividade
mitocondrial, com a consequente mobilizacdo e oxidacdo de &cidos graxos induzido pelo
exercicio (Moura et al, 2013). Se em ratos, 0 exercicio ajuda na prevencdo de distdrbios de

parametros autondmicos, hemodinamicos e metabdlicos associados a sindrome metabdlica
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(Moraes-Silva et al 2013), nos seres humanos, a atividade fisica tem efeitos favoraveis sobre
todos os componentes dessa sindrome (Montesi et al, 2013). Estas evidéncias suportam o
postulado de que a pratica de exercicio fisico no inicio da vida pos natal, pode contribuir para
a prevencdo da obesidade e resisténcia a insulina. A associacdo MSG-exercicio pode causar
uma série de efeitos metabdlicos e diminui¢do do peso corporal, em animais exercitados por
natacdo (Andreazzi et al, 2009; Miranda et al, 2013). A semelhanca do que ocorre com o0
MSG, o exercicio fisico tem o cértex cerebral como uma importante area-alvo para as suas
acOes. Esses dois fatores -MSG e exercicio-, nas redes celulares do cértex cerebral e no
hipocampo, podem perturbar o equilibrio fisiologico entre influéncias glutamatérgicos e
GABAérgicas, como discutido por Urefia-Guerrero e colaboradores (2009) para 0 MSG.

No entanto, evidéncias recentes sugerem que existe também uma grande influéncia do
exercicio na funcdo cerebral cortical, que parece estar ligada a melhora no desempenho
cognitivo, excitacdo e bem-estar geral (Martinsen, 2008; Anish, 2005; Cotman et al, 2002).
Nos seres humanos, o0 exercicio € associado com a melhora da fungdo cognitiva (Hillman,
2004) aprendizagem e memoria (Van Praag et al, 2005).

O exercicio em animais estd associado a neurogénese e aumento da sobrevivéncia
neuronal no hipocampo (Brown, 2003; Farmer, 2004; Van Praag et al, 1999; Van Praag et al,
1999Db; Van Praag et al, 2005). Ele promove também o crescimento capilar e aumenta o fluxo
vascular no cerebelo e cortex motor (Black et al 1990; Isaacs et al 1992; Swain et al, 2003).
Os efeitos cerebrais do exercicio incluem também o aumento da expressao de neurotrofinas
em varias areas do cerebro (Gomez-Pinilla et al, 2002; Neeper et al, 1995; Vaynman et al,
2004; Fang et al, 2013), alteracdes na expressao de genes (Tong, 2001), e valorizagdo de
potenciacdo de longo prazo no hipocampo (Farmer et al, 2004; Van Praag et al, 1999),

moléculas de sinalizacdo (Shen, 2001), alteracGes na expressdo de genes (Tong, 2001) e
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aumento da excitabilidade hipocampal (Fazendeiro et al, 2004). Portanto, os efeitos do
exercicio fisico sdo mostrados como sendo neuroprotetores, promovendo a saude do cérebro,
0 pré-condicionamento do cérebro contra o insulto isquémico e melhora em seu
funcionamento a longo prazo (Zhang et al, 2013). Nos animais adultos, estas alteracoes
mediadas pelo exercicio podem influenciar a excitabilidade cerebral e doengas neuroldgicas
dependentes dessa excitabilidade (Peixinho-Pena et al, 2012).

Embora no momento exista uma caréncia de drogas neuroprotetoras eficazes destinadas
a retardar processos neurodegenerativos, inumeros relatos sugerem que O exercicio e
atividades fisicas rotineiras também poderiam potencialmente reduzir o risco de
comprometimento neuroldgico tais como acidente vascular cerebral, doenca de Parkinson e
outras doencas degenerativas (Eldar et, 2000; Cotman et al, 2002; Smith et al, 2003).

O exercicio fisico funcionalmente restaura os niveis da respiragdo mitocondrial, do ATP
e da enzima antioxidante superoxido-dismutase (SOD), do corpo estriado (Lau et al, 2011).
Foi ainda demonstrado que o exercicio eleva os niveis endégenos de BDNF e GDNF na
substancia negra e corpo estriado, respectivamente. Isto é de particular importancia durante o
desenvolvimento, por ser o BDNF um importante regulador da plasticidade sinaptica no
cérebro (Rothman et al, 2013). Conclui-se que o exercicio a longo prazo, ndo sO evita 0s
déficits neurocomportamentais e mitocondrial, que sdo associados com o modelo da doenca
de Parkinson cronica, mas o0 exercicio também promove a atividade neurotréfica em
neurdnios nigroestriais no modelo de doenca de Parkinson cronica (Lau et al, 2011).

Embora os efeitos do exercicio fisico sobre o sistema nervoso central (SNC) venham
sendo bem documentados em animais adultos, pouco se sabe acerca de seus efeitos no cérebro
em desenvolvimento. O desenvolvimento de estruturas altamente organizadas no SNC € um

processo complexo e estimulos nesse periodo inicial da vida podem influenciar a integridade
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funcional do cérebro na fase adulta. Eventos de experiéncia e aprendizagem podem modular a
maturagdo funcional do cérebro por meio de processos de neuroplasticidade. Estimulos que
ocorrem durante o desenvolvimento cerebral pos-natal precoce pode resultar no
desenvolvimento de circuitos neurais mais complexos (Linkenhoker et al, 2005). Uma vez
que a capacidade para a neuroplasticidade diminui com o aumento da idade (Akopian et al,
2006; Lynch et al, 2006), considera-se muito importante avaliar como 0 exercicio pode
regular beneficamente a neuroplasticidade no inicio da vida, e determinar o mecanismo bésico
de tais efeitos, no cérebro normal, em fases mais tardias da vida.

O exercicio fisico, tem sido considerado promotor de angiogénese no cérebro (Isaacs et
al, 1992), e do aumento dos niveis de mRNA para os receptores glutamatérgicos do tipo
NMDA (fazendeiro et al, 2004). Eventos de experiéncia e de aprendizagem associadas ao
exercicio em esteira no inicio da vida podem modular a maturacdo funcional do cérebro por
meio de processos de neuroplasticidade. Os estimulos do meio ambiente que ocorrem durante
o desenvolvimento pds-natal do cérebro pode resultar em circuitos neurais mais complexos
(Linkenhoker, 2005).

No sistema nervoso embrionario, 0s processos de neurogénese, gliogénese e migracao
neuronal sdo viabilizados pelos fendbmenos da hiperplasia, hipertrofia e mielinizacdo. Esses
processos estdo intensificados no que se chama de “periodo de crescimento rapido do
cérebro” ou simplesmente o “periodo critico”. Essa fase acha-se compreendida entre o
terceiro trimestre gestacional e o segundo ano de vida, no homem, ou durante o periodo de
aleitamento, no rato (Fig. 2; Morgane et al.; 1993). Ela é considerada critica para o perfeito
desenvolvimento e funcionamento neuroldgico, sendo uma etapa de grande vulnerabilidade a

demandas internas e/ou externas, a exemplo daquelas aqui estudadas (exercicio e MSG).
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Figura 02: Comparacdo entre as etapas de desenvolvimento do sistema nervoso no homem e no rato, em relagcdo

ao nascimento. Adaptada de Morgane et al., 1993.

Portanto, em virtude do que foi acima apresentado, decidimos investigar, no cérebro de
ratos desmamados, os efeitos do exercicio fisico, realizado no inicio da vida, associado ou nao
ao tratamento com MSG, sobre o fenémeno eletrofisiolégico conhecido como "depressao

alastrante cortical", que é apresentado a seguir.

3. Depresséo Alastrante cortical (DAC)

A DAC foi descrita originalmente no coelho como uma reducdo (“depressdo”) da
atividade elétrica cerebral (tanto a espontanea como a provocada), em resposta a estimulacéo
elétrica, mecanica ou quimica de um ponto da superficie cerebral. Essa resposta se propaga
como uma "onda" reversivel (toda a atividade se recupera apds alguns minutos) acompanhada

do aparecimento de uma "variacdo lenta de voltagem" (VLV), caracteristica do fenémeno
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(Ledo, 1944; 1947). Essa propagacéo se da de forma concéntrica a partir do ponto estimulado.

A Fig. 2 ilustra o fendbmeno.

Fig 2) Ciclo de eventos reversiveis que ocorrem durante a depressao alastrante cortical. Sequencia de passos (A-
F) que caracterizam o “ciclo de depressdo alastrante cortical” no cortex cerebral do rato. Em A, 0
tecido cortical é estimulado no ponto marcado por um x e um episodio de DAC ¢é originado deste
ponto. O circulo branco marcado em B mostra a éarea inicialmente deprimida, com consequente
propagacdo para &reas mais remotas do cortex (passos C e D). O circulo em preto mostrado em E
indica a &rea inicialmente recuperada ap6s a DAC. A recuperagdo € um processo gradual que se
estende para areas remotas (passo F) e finalmente o tecido cortical retorna a condicdo inicial pré-
DAC, como em A. A &rea quadriculada representa a refratariedade cortical apds a DAC, e antes da
total recuperacdo. Ao centro, € mostrado o eletrocorticograma com a variagdo lenta de potencial da
DAC, concomitante a depressdo do eletrcorticograma. Os pontos temporais correspondentes as
condicdes dos passos A-F, sdo marcados no eletrocorticograma com as respectivas letras.

Em todos os vertebrados (de peixes a mamiferos) onde ja se foi registrada a DAC, sua
velocidade de propagacdo tem se mostrado notavelmente baixa (de 2 a 5 mm/min), em
comparagdo com a ordem de grandeza da propagac¢do dos impulsos nervosos em axénios (até
dezenas de m/s). O que levou alguns autores a postular um mecanismo humoral para a
propagacao do fendmeno. Esse mecanismo seria baseado na liberacdo de um ou mais fatores
quimicos pelas células neurais, no momento em que elas fossem submetidas a DAC. Assim, a

medida que esses compostos se difundissem através do espago extracelular, como
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consequéncia da DAC, eles "contaminariam" as células vizinhas, deflagrando entéo, nelas, o
fendmeno. Estas células uma vez "deprimidas” eletricamente, também passariam a liberar
estes mesmos fatores, que contaminariam outras células, e assim por diante, dando lugar a
uma propagacédo automantida e sustentada (Lehmenkuhler et al, 1993).

Em pesquisas referentes a este tema, alguns fatores tém sido considerados relevantes.
Sao eles: o possivel envolvimento de certos ions, (Guedes et al, 1980, Siesjo et al, 1989) ou de
radicais livres produzidos no tecido nervoso (Abadie-Guedes et al., 2008; El-Bacha et al,
1998, Netto, 1989), ou da atividade de neurotransmissores. Neste Gltimo caso, tem-se
demonstrado que a ativacao de diferentes sistemas de neurotransmissores cerebrais resulta em
efeitos distintos sobre a DA. Esses efeitos sdo, em alguns casos, facilitadores e em outros,
inibidores do fendmeno (para uma revisao, vide Guedes, 2011).

Estudos desenvolvidos no “Laboratério de Fisiologia da Nutricido Naide Teodosio”
(LAFINNT), do Departamento de Nutricdo da UFPE, tém comprovado que a susceptibilidade
cortical ao fendmeno da DAC pode ser influenciada pelas condi¢cdes em que se encontra o
tecido cerebral. Dependendo dessas condicOes, algumas vezes 0 cortex pode se tornar mais
vulneravel a DAC, como indicado pelas velocidades de propagacdo mais altas; outras vezes,
mais resistente, apresentando velocidades mais baixas. Deste modo, condi¢fes de interesse
clinico podem alterar essa susceptibilidade.

Fatores tais como o aumento do numero de ligaches sinapticas, e aumento da
mielinizacdo pode ocorrer como consequéncia de exercicio fisico. Maior numero de
conectividade sinéptica pode aumentar a distancia a ser percorrida na comunicacao entre 0s
processos celulares (Pysh et al, 1979), e este aumento da distancia intercelular seria ocupado
por mielina o que pode resultar no aumento da atividade do cortex motor, devido ao exercicio.

Considerando-se que a propagacdo da DAC depende em grande parte do delicado equilibrio
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eletroquimico do meio extracelular, bem como das intera¢fes neurdnio-glia (Martins-Ferreira
et al, 2001), ndo é surpreendente que a propagacdo da DAC fosse influenciada pela distancias
inter-neuronais e neuro-gliais, que entre outros fatores é influenciado pela quantidade de
mielina entre as células corticais. Foi demonstrado que a taxa de propagacdo da DAC
correlaciona-se inversamente com o conteddo de mielina cortical em roedores submetidos a
desmielinizagdo cortical induzida, em que DAC foi significativamente acelerada, e em
camundongos transgénicos tipo neuregulina-1, hipermielinizados, em que a propagacédo da
DAC foi reduzida (Merkler et al, 2009). Este efeito dicotdmico recebe apoio de estudos
nutricionais: mostrou-se que a desnutricdo de ratos jovens causa desmielinizacdo no SNC
(Almeida et al, 2005). Curiosamente, ratos desnutridos e hipernutridos no inicio da vida
exibem, respectivamente, maiores e menores velocidades na DAC do que os animais controle
bem nutridos (Rocha-de-Melo et al, 2006). Foi, portanto especulado que a mielinizacdo
deficiente e a hipermielinizagdo podem respectivamente explicar essas observacgdes, mas
outros fatores, tais como alteracdo da densidade de células, propor¢do neurbnio-glia, ou
neurotransmissores  sinapticos (por exemplo, o0 dos sistemas serotoninérgico e
glutamatérgicos) tem que ser também considerados como possiveis agentes causais que
merecem atencdo. De fato, alteragdes da atividade serotoninérgica influenciam a
excitabilidade cerebral (Ingelstrom & Heyward, 2012). Sabemos a partir da literatura que o
exercicio fisico pode alterar as concentracGes de triptofano no sangue em circulacéo, e isto
aumenta a sua passagem pela barreira hematoencefalica e aumenta a producdo de serotonina
nos neurdnios (Blomstrand, 2001). Em consonéncia com essa idéia, varios estudos tém
demonstrado de forma inequivoca que o aumento da disponibilidade da serotonina no cérebro

exerce um efeito inibitorio sobre a propagacdo da DAC (Guedes et al, 2002; Amancio-dos-
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Santos et al, 2006), enquanto que a diminuigdo da atividade da serotonina acelera a DAC
(Améancio, dos-Santos et al, 2013).

Evidéncias experimentais indicam que o tecido nervoso apresenta naturalmente uma
resisténcia a passagem da DAC (Guedes e Do-Carmo, 1980), e que esta resisténcia pode
diminuir ou aumentar na vigéncia de alguns tratamentos, modificando assim a sua velocidade
de propagacdo (Accioly, 2012). Varidveis nutricionais (Guedes et al., 1987; Andrade et al.,
1990; Guedes et al., 1992; Rocha-de-Melo e Guedes, 1997; Rocha-de-Melo et al, 2006),
hormonais (Ximenes-da-Silva e Guedes, 1991; Guedes e Pereira-da-Silva, 1993; Accioly,
2012), ambientais (Santo-Monteiro et al, 2000; Monte-Silva et al, 2007; Tendrio et al, 2009;
Batista-de-Oliveira et al, 2012) e farmacoldgicas (Guedes et al, 1987; Amancio-dos-Santos et
al, 2006; 2013) podem alterar a propagacdo da DAC. As Tabelas 01 e 02 apresentam diversas

condic@es, ja disponiveis na literatura, que podem dificultar ou facilitar a propagacdo da

DAC.

Tabela 01: Algumas condi¢6es que dificultam a propagacéo da DAC

Condicéo experimental

Tratamento dietético com litio

Hiperglicemia

Anestésicos

Hipotireoidismo

Envelhecimento

Dieta hiperlipidica

Epilepsia cronica provocada pela pilocarpina
Estimulagdo ambiental

Ativagdo do Sistema Serotoninérgico

Estimulagdo Elétrica Cerebral direta e trans-craniana
Condigdes favoraveis de aleitamento

Tratamento com triptofano (precursor da serotonina)
Deficiéncia, na dieta, de acidos graxos essenciais
Abolicdo da funcdo ovariana (castragdo) no inicio da vida
Tratamento com o antagonista opioide Naloxone

Autor/Ano

Guedes et al., 1989

Ximenes-da-Silva e Guedes,1991; Costa-Cruz et al., 2006
Guedes e Barreto, 1992

Guedes e Pereira-da-Silva, 1993

Guedes et al., 1996

Paixao et al., 2007

Guedes e Cavalheiro, 1997; Costa-Cruz et al., 2006
Santos-Monteiro et al., 2000

Guedes et al., 2002; Amancio-dos-Santos et al., 2006
Fregni et al., 2005; 2007

Rocha-de-Melo et al., 2006

Trindade-Filho et al, 2009

Borba et al., 2010

Accioly et al, 2012

Guedes et al, 2013
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Tabela 02: Algumas condic6es que facilitam a propagacgdo da DAC

Condicao experimental Autor/Ano

Reducdo do Cloreto extracelular Guedes e Do Carmo, 1980
Privacgéo do sono paradoxal Vasconcelos et al, 2004
Diazepam Guedes et al., 1992

Etanol Guedes e Frade, 1993; Abadie-Guedes et al, 2012
Deficiéncia nutricional pela DBR* Rocha-de-Melo e Guedes,1997
Hipertireoidismo Santos, 2000

Hipoglicemia Costa-Cruz e Guedes, 2001
Privacéo sensorial Tenorio et al., 2009

Arginina durante o desenvolvimento Maia et al, 2009

Hipertermia ambiental Farias-Santos et al., 2009
Glutamina durante o desenvolvimento Lima et al, 2009

Uso de dipirona no inicio da vida Amaral et al., 2009
Tratamento crénico com 60mg/kg de ac. ascorbico Monte-Guedes et al, 2011

Tratamento com o antagonista serotoninérgico Tianeptina ~ Amancio-dos-Santos et al, 2013

*Dieta Béasica Regional

Frente ao exposto, o presente trabalho se propds a estudar os efeitos neurotdxicos do
MSG, juntamente com as possiveis acdes neurais do exercicio, utilizando uma abordagem
eletrofisiologica (o fendmeno da DAC) e outra imuno-histoquimica (marcacdo de células

microgliais com anticorpo anti Ibal).

2.0BJETIVOS

Geral

Neste estudo investigou-se possiveis alteragdes eletrofisiologicas (DAC) e histologicas (Ibal)
no cérebro de ratos em desenvolvimento, provocadas pelo tratamento precoce (durante o

aleitamento) com o glutamato monossédico (MSG), associado ou ndo com o exercicio fisico.
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Especificos

Nas condic¢des dos tratamentos acima:

- Avaliar a evolucéo do peso corporal, como indicador do desenvolvimento do organismo;

- Na idade adulta, registrar, por um periodo minimo de 4 horas, a DAC, analisando a sua
velocidade de propagacdo, bem como a amplitude e a duracdo da sua variacdo lenta de
voltagem, como indicadores de efeitos eletrofisiologicos cerebrais;

- Realizar andlises imunohistoquimicas da microglia marcada com anticorpos anti Ibal no
cortex motor dos animais deste estudo;

- Comparar os efeitos do tratamento com MSG com aqueles do exercicio fisico e analisar a

possibilidade de interacdo entre eles.



27

3.CONCLUSOES E PERSPECTIVAS

Os dados do presente trabalho permitem as seguintes conclusdes:

- Os efeitos neurais do MSG e do exercicio fisico no inicio da vida sdo determinantes
importantes tanto do peso corporal quanto de alteragoes electrofisioldgicos e microgliais

no cortex cerebral.

- O cortex cerebral de ratos jovens submetidos ao exercicio fisico em esteira tornou-se mais

resistente (ou menos susceptivel) a DAC; situacdo oposta ocorreu sob a acao do MSG.

- Electrofisiologicamente, foi caracterizado um novo efeito do MSG no coértex cerebral de
ratos em desenvolvimento, e foi confirmada a acdo do exercicio fisico sobre a DAC,

observada em trabalho anterior de nosso laboratorio.

- Os dois fatores -MSG e exercicio— apresentaram interacdo tanto no que se refere aos seus

efeitos eletrofisiologicos, quanto ao aumento da imunoreatividade microglial (artigo 2).
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Como Prespectivas,

.- Considerando que o exercicio fisico pode modificar os efeitos neurotoxicos do MSG, e que
também pode ter uma acgdo benéfica sobre o cérebro normal em desenvolvimento,

propGe-se como perspectivas:

- Dar prosseguimento a analise histoquimica referente a outros imuno-marcadores neuronais e
gliais, iniciadas com o0s experimentos realizados durante estagio-sanduiche na
Universidade Auténoma de Barcelona, sob a supervisdo do professor Bernardo
Castellano, Titular daquela Universidade, na vigéncia de bolsa concedida pela
CAPES/Fundacéo Carolina (de outubro de 2011 a marco de 2012). Esses resultados

poderdo originar um terceiro artigo.

- Investigar a influéncia dos hormdénios ovarianos nos efeitos do MSG, descritos neste
trabalho. Os novos experimentos para essa investigacdo ja estdo em andamento, e séo
resultantes de colaboracdo entre mim e a doutoranda desta pos-graduacdo, Noranege

Epiféanio Accioly,
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Abstract

Aims: Monosodium glutamate (MSG) is a neuroexcitatory amino acid used in human food to
enhance flavor. MSG can affect the morphological and electrophysiological organization of
the brain. This effect is more severe during brain development. Here, we investigated the
electrophysiological and morphological effects of MSG in the developing rat brain by
characterizing changes in the excitability-related phenomenon of cortical spreading

depression (CSD) and microglial reaction.

Main methods: From postnatal days 1-14, Wistar rat pups received 2 or 4 g/kg MSG
(respectively groups MSG-2 and MSG-4; n=9 in each group), saline (n=10), or no treatment
(naive group; n=5) every other day. At 45-60 days, CSD was recorded on two cortical points
for 4h. The CSD parameters velocity, and amplitude and duration of the negative potential
change were calculated. Fixative-perfused brain sections were immunolabeled with anti-IBA-

1 antibodies to identify and quantify cortical microglia.

Key findings: MSG-4 rats presented significantly higher velocities (4.59+0.34 mm/min) than
the controls (saline, 3.84+0.20 mm/min; naive, 3.71+0.8 mm/min) and MSG-2 group
(3.75+0.10 mm/min). The amplitude (8.8+2.2 to 11.2+1.9 mV) and duration (58.2+7.1 to
73.616.0 s) of the negative slow potential shift was similar in all groups. MSG-treatment

dose-dependently increased the microglial immunolabeling.

Significance: The results demonstrate a novel, dose-dependent action of MSG in the
developing brain, characterized by acceleration of CSD and significant microglial reaction in

the cerebral cortex. The CSD effect indicates that MSG can influence cortical excitability,
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during brain development, as evaluated by CSD acceleration. Data suggest caution when

consuming MSG, especially in developing organisms.

Key words: Food flavoring agent; Brain development; Brain electrophysiology;

Glutamatergic system; Rat
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1. Introduction

The increased incidence of obesity in modern society appears to be a consequence of the
association between organic factors (genetic and hormonal predisposition) and several
exogenous factors, including overconsumption of a fat-rich diet and a sedentary lifestyle,
facilitated by the excessive use of modern electronic media that reduce daily physical activity,
such as remote controls and electronic games. The fact that the incidence of obesity is also
increasing in childhood is of great concern (Dachs, 2007).
In the last decade, a new and challenging hypothesis has linked obesity, hyperphagia, and
growth hormone (GH) deficiency to the consumption of elevated amounts of the amino acid
glutamate (GLU) (Hermanussen and Tresguerres, 2003a, b). Supraphysiological doses of
GLU are toxic to neuronal cells (Hermanussen and Tresguerres, 2005). A broadly used model
for studying this issue in experimental animals consists of treating the animals with repeated
subcutaneous administration of monosodium glutamate (MSG). MSG is a neuroexcitatory
amino acid used as a flavoring agent; it can be harmful to the central nervous system if
consumed in great amounts (Nemeroff et al, 1978). Brain lesions and obesity have been
reported in adult mice and monkeys previously treated with MSG early in life (Abraham et al,
1971).

During nervous system development, the activation of glutamate receptors may
play important roles in naturally occurring neuron death, as well as various
neurodegenerative disorders. Over-activation of the glutamate ionotropic receptors leads
to excitotoxic cell death and can induce apoptosis or necrosis depending on the intensity

of receptor activation (Johnston, 2005). These alterations likely influence electrical



activity in the brain (Sadeghian et al, 2012). Therefore, we investigated the effect of
previous treatment with MSG on the electrophysiological phenomenon known as
“cortical spreading depression” (CSD) in the brains of weaned young rats.

CSD has been characterized electrophysiologically in laboratory animals (Leé&o,
1944; 1947) and humans (Dohmen et al, 2008; Fabricius et al, 2008) as a fully reversible
response of the cerebral cortex. In animals, CSD can be produced by electrical,
mechanical, or chemical stimulation of one point of the tissue, and then spread
concentrically to remote cortical regions (Ledo, 1944; Gorji, 2001). This response
propagates slowly as a “wave” of reduced cortical electrical activity. The neural tissue
normally offers resistance to CSD propagation. This resistance can be increased or
decreased by experimental manipulations, resulting in lower or higher propagation
velocity, respectively (Guedes, 2011; Rocha-de-Melo et al, 2006). Measuring the
velocity of CSD propagation along the cortical tissue is a reasonable and simple method
for estimating susceptibility of the brain to CSD under clinically relevant conditions
known to influence brain excitability (Amaral et al, 2009). Experimental conditions that
facilitate or impair the brain's ability to produce and propagate CSD may be helpful to
understanding the electrophysiological processes dependent on brain excitability and
related diseases, such as epilepsy (Ledo, 1944; Guedes and Cavalheiro, 1997; Guedes et
al, 2009; Ledo, 1972).

The present study aimed to investigate possible electrophysiological changes in
the developing brain, caused by treatment with MSG, as indicated by CSD propagation
in rats. We postulated that the susceptibility of the brain to CSD would be altered in

weaned young rats that are treated early in life with MSG. In addition, we examined
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how early administration of MSG affects microglial cells by analyzing IBAl-

immunolabeled cells in the motor area of the cerebral cortex.

2. Materials and methods

2.1 Animals

Male Wistar rat pups received 2 g/kg or 4 g/kg MSG (MSG-2 and MSG-4, respectively;
n=9 for each group) subcutaneously every other day during the first 14 days of life. The
groups were compared to two control groups: one injected with saline (group Sal; n = 10) and
one that did not receive any injection (naive group; n = 5). After weaning, the pups were
housed in polypropylene cages (51 cm x 35.5 cm x 18.5 cm; 3-4 per cage) in a room
maintained at 22 £ 1°C with a 12:12-h light—dark cycle (lights on at 7 a.m.) and fed a lab
chow diet with 23% protein (Purina do Brazil Ltd.). The animals were handled in accordance
with the norms of the Ethics Committee for Animal Research of the Universidade Federal de
Pernambuco, Brazil, which complies with the “Principles of Laboratory Animal Care”

(National Institutes of Health, Bethesda, USA).

2.2 Body weight

Body weight was measured on postnatal days 2, 10, and 45-50.

2.3 CSD recording
When the animals were 45 to 60 days old, they were submitted to CSD recording for a

4-hour period. Under anesthesia (1 g/kg urethane plus 40 mg/kg chloralose, ip), the rat’s head
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was secured in a stereotaxic apparatus (Kopf, USA) and three trephine holes (2-3 mm in
diameter) drilled on the right side of the skull (two at the parietal bone and one at the frontal
bone). The three holes were aligned in the anteroposterior direction and parallel to the
midline.

CSD was elicited at 20 min intervals by applying a cotton ball (1-2 mm diameter)
soaked in 2% KCI solution (approximately 0.27 M) to the anterior hole drilled at the frontal
region for 1 min. The electrocorticogram (ECoG) and slow direct current (DC) potential
change accompanying CSD were recorded simultaneously at the two parietal points on the
cortical surface using a pair of Ag-AgCl agar-Ringer electrodes. The electrodes consisted of
plastic conic pipettes (5 cm length, 0.5 mm tip inner diameter) filled with Ringer solution and
solidified with the addition of 0.5% agar, into which a chlorided silver wire was inserted. The
pipettes were fixed in pairs with cyanoacrylate glue so that the interelectrode distance was
constant for each pair (4-5.5 mm). Each pair of electrodes was fixed to the electrode holder of
the stereotaxic apparatus so that the recording electrodes could be placed gently on the intact
dura-mater under the guidance of a low-power microscope without any excessive pressure on
the cortical surface. A common reference electrode of the same type was placed on the nasal
bones. The velocity of CSD propagation was calculated based on the time required for a CSD
wave to cross the distance between the two recording electrodes. The initial point of each
negative rising phase was used as the reference point for the measurement of CSD velocities.
During the recording session, rectal temperature was maintained at 37+1°C by a heating
blanket. After the recording session was terminated, the anesthetized animal was submitted to
euthanasia by bulbar injury, which was carried out by introducing a sharp needle into the

cisterna magna, provoking immediate cardio-respiratory arrest.
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2.4 Duration and amplitude of slow potential shifts
For all CSD episodes, we calculated the amplitude and duration of the negative slow
potential shifts of the CSD waves recorded in the two cortical points: 1 and 2 (see inset in Fig.

2).

2.5 Analysis of immunolabeled microglial cells
An additional group of 12 rats treated with saline (n=4), MSG-2 (n=3) and MSG-4 (n=5) were
perfused with 0.9% saline solution followed by 4% paraformaldehyde diluted in 0.1M
phosphate-buffered saline, pH7.4. The brains were removed and immersed in the fixative
during 4 hand thereafter transferred to a 30% (w/v) sucrose for cryoprotection. Longitudinal
serial sections (40-um thickness) were obtained at -20°C with a cryoslicer (Leica 1850).
Sections were immunolabeled with a polyclonal antibody against the ionized calcium-binding
adapter molecule 1 (IBA-1) to detect microglia (anti-IBA-1, #019-19741; Wako Pure
Chemical Industries Ltd., Osaka, Japan). All chemicals used in this investigation were
supplied by Vector Labs (Burlingame, CA, USA) or Sigma—-Aldrich (Poole, UK). Free-
floating sections were submitted to endogenous peroxidase blocking (2% H202 in 70%
methanol for 10 min); then, sections were incubated for 1 h in Blocking Buffer solution (BB)
containing 0.05 M Tris-buffered saline (TBS) pH 7.4, 10% fetal calf serum, 3% bovine serum
albumin and 1% Triton X-100. Afterwards, sections were incubated overnight at 4 °C with
rabbit anti-lba-1 (1:1,500 diluted in BB solution). After washes with TBS+ 1% Triton,
sections were incubated at room temperature for 1 h with biotinylated anti-rabbit (1:500)
secondary antibodies. Sections were then rinsed in TBS+ 1% Triton and incubated with

horseradish peroxidase streptavidin (1:500). The peroxidase reaction was visualized by
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incubating the sections in Tris buffer containing 0.5 mg/ml 3, 3'-diaminobenzidine (DAB) and
0.33 pl/ml H202. Finally, sections were mounted, dehydrated in graded alcohols and after
xylene treatment coverslipped in Entellan®. For each animal, densitometric analysis was
performed on four parallel longitudinal sections. In each section, we analyzed
photomicrographs of four fields within the motor cortex (layer 5) using the software Image J.
A Leica DMLS microscope coupled to SAMSUNG high level color camera (model SHC-
410NAD) was used to obtain digital images from brain sections. Images from the motor
cortex immunoreacted for lbal were obtained with a 20x microscope objective. Care was
taken to obtain the digital images using the same light intensity conditions. We analyzed the
area occupied by the Ibal-labeled cells, as well as the immunoreactivity expressed as arbitrary

units.

2.6 Statistical analysis
Intergroup differences were compared by ANOVA, followed by a post hoc (Tukey—
Kramer) test when indicated. Statistical analyses were performed using Sigmastat® version

3.10. Differences were considered significant when P<0.05.
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3. Results

3.1 Body weight

As illustrated in Fig. 1, MSG treatment was associated with a dose-dependent reduction
in body weight at 45-50 days of age. The difference was significant (P<0.05) in the group

treated with the higher MSG dose (MSG-4) compared to the control rats.
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Fig. 1. Body weights of rats at 2, 10, and 45-50 days of life. Sal, saline; Nv, naive, or no treatment;
MSG-2, 2 g/kg subcutaneous MSG; MSG-4, 4 g/kg subcutaneous MSG. *P<0.05
compared to control, ANOVA plus Tukey test. Data are meanS.E.M. Groups Sal and Nv

were pooled, as their weights were similar.

3.2 Velocity of CSD propagation

Figure 2 shows representative electrophysiological recordings (slow DC potential
change and ECoG) in one MSG 4, one Sal, and one naive rat. In all groups, 1-min stimulation

with 2% KCI at one point of the frontal cortex elicited a single CSD wave that propagated
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without interruption and was recorded by the two electrodes located more posterior on the
surface of the parietal cortex (see stimulation and recording-points in the inset of Fig. 2). In
each recording point, the ECoG depression and slow potential change confirmed the presence
of CSD after KCI application. As a rule, recovery of the electrophysiological changes caused
by CSD took approximately 5 to 10 min, and we maintained a 20-min interval between

subsequent stimulations with KCI.

Fig. 2. A- Diagram of the rat skull showing the location of KCI application, the reference electrode
and the recording points 1 and 2 (at which the traces in B to D marked with the same
numbers were recorded). B to D- Electrocorticogram (E) and slow potential change (P)
recorded during cortical spreading depression (CSD) in three 45-50 day-old rats from the
untreated group (Nv), saline (Sal) group, and group treated with 4 g/kg monosodium
glutamate (MSG-4). The horizontal bars in P1 show the period (1 min) of stimulation with
2% KCI necessary to elicit CSD. The vertical bars equal —10 mV and —1 mV, respectively,
for P and E (negativity is upwards).
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Figure 3 presents the CSD propagation velocities calculated for all groups. Treatment
with 4 g/kg MSG early in life resulted in significantly higher CSD velocities (4.59+0.34
mm/min) compared to the two control groups (saline: 3.84+0.20 mm/min; naive: 3.71+0.8

mm/min). The MSG-2 group had a mean velocity of 3.75+0.10 mm/min.

3.3 Duration and amplitude of CSD waves

The amplitude and duration of the negative slow potential wave, which is the hallmark
of CSD, were measured at the two recording points (point 1 and point 2). ANOVA revealed
no significant intergroup difference. The mean amplitudes (in mV) for the controls, MSG-2
and MSG-4 groups were respectively 8.8+2.2, 9.0+3.8 and 10.7£3.0 for point 1, and 11.1+3.9,
10.0£1.5 and 11.2+1.9 for point 2. The durations (in s) for the controls, MSG-2 and MSG-4
groups were respectively 62.6+10.3, 58.6+£7.7 and 58.2+7.1 for point 1, and 73.6%6.0,

63.6£10.4 and 68.8+7.6 for point 2. Data are presented in Table 1.

*
2 4

N O A~ O

CSD velocity (mm/min)

Sal Nv
MSG (g/kg)

Fig. 3. Velocities of CSD propagation in 45-60 day-old rats that received previous (during the
lactation period) saline (Sal), no treatment (naive group; Nv), or 2 g/kg and 4 g/kg MSG
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(subcutaneous injections; MSG-2 and MSG-4, respectively). Data are meantS.E.M. of 12
CSD episodes elicited at 20-min intervals by 1-min KCI application during the 4h
recording period. *P<0.05 compared to the other groups, ANOVA plus Tukey test.

Table 1 Amplitude and duration of the negative slow potential shifts of cortical spreading depression in rats
treated with MSG.

CSD amplitude (mV) CSD duration (s)
Groups Point 1 Point 2 Point 1 Point 2
Saline + Naive 88+22 11.1+39 62.6 £ 10.3 73.6+6.0
(n=10)
MSG-2 9.0+38 100+ 15 58.6 £+ 7.7 63.6 +10.4
(n=8)
MSG-4 10.7+3.0 112+1.9 58.2+ 7.1 68.8+7.6
(n=7)

MSG-2, 2 g/kg; MSG-4, 4 g/kg. The treatment groups were compared to control groups treated with saline or no
treatment (naive). The two control groups were pooled, as they did not differ. Data are expressed as

meanzstandard deviation. No significant differences were observed.

3.4 Ibal immunohistochemistry and densitometric analysis

The specific immunolabeling of the calcium-binding protein Ibal in the microglial cells
enables the analysis of microglial distribution in the cerebral cortex without the interference of
the cortical blood vessels (Fig. 4-A). Compared to the controls, MSG-treated animals presented
higher percentage of labeled area (Fig. 4-B), and a higher immunoreactivity as expressed in
arbitrary units (Fig. 4-C). This MSG effect was directly dependent on the MSG dose, with the

highest effect seen in the MSG-4 group.
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Fig. 4. A- Digital images of Ibal-immunolabeled microglial cells in longitudinal sections through the
motor cortex of three rats treated respectively with saline, 2g/kg MSG and 4g/kg MSG.
Note the darker labeling in the MSG-4 group. Scale bars = 20 um. B- Percent area
occupied by the Ibal-labeled cells. C- Immunoreactivity expressed as arbitrary units (a.u.).
Data are expressed as meanszstandard deviations. *P<0.05 compared to the saline group.
** P<0.05 compared to the Saline and MSG-2 groups.

4. Discussion
Our data suggested that the neural effects of MSG treatment early in life are important
determinants of body weight, and documented electrophysiological and microglial alterations

in the cerebral cortex. The body weight changes associated with MSG treatment confirmed
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previous findings (Sun et al, 1991; Zhang et al, 1994; Lobato et al, 2011).
Electrophysiologically, we characterized a novel effect of MSG in the developing rat brain.

Our main finding was that 4 g/kg, but not 2 g/kg, MSG treatment early in life increased
the brain’s ability to propagate CSD when the animals reached 45-60 days of age, as indicated
by higher CSD velocities compared to the velocities of the controls. As MSG treatment
occurred early in life and CSD acceleration, as well as the microglial reaction was observed
after weaning, we postulate that these effects of MSG are permanent, or at least long lasting.
In neonatal rats, MSG can cause structural, neuroendocrine, and biochemical abnormalities
(Zhang et al, 1994; Olney, 1969; Beas-Zarate et al, 2001; Gonzalez-Burgos et al, 2001),
which raises the question of whether the MSG-induced electrophysiological changes are
caused by an MSG-induced brain lesion or the expression of compensatory mechanisms
against such lesion, as previously suggested (Urefia-Guerrero et al, 2003).

The central nervous system is an important target organ for the actions of MSG,
particularly during brain development. Brain maturation in the rat occurs mainly during the
lactation period, a stage in which synaptogenesis is intense, corresponding to the synaptogenic
period in the human brain, approximately the first year of life (Dobbing, 1968; Morgane et al,
1978). The relevance of our data for human brain function is based on the fact that a growing
part of the human population consumes MSG as a food flavoring, including children. In
European and Asian countries, the increasing consumption of MSG is a matter of great
concern (Beyreuther et al, 2007), not only due to the increased risk of obesity, but also due to
the neurotoxic effects that can occur with high consumption of MSG.

The glutamatergic system has been shown to be involved in the regulation of brain

excitability in both humans (Stagg et al, 2011) and laboratory animals (EI-Hassar et al, 2011).
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Interestingly, Lopez-Perez and her colleagues recently demonstrated that MSG-treated rat
pups have altered EEG and behavioral reactions, suggesting seizure initiation (Lopez-Perez et
al, 2010). In line with this evidence, we observed facilitation of CSD propagation in the group
treated with 4g/kg MSG. This is important to the present discussion because of the postulated
relationship between CSD and excitability-related neurological disorders like epilepsy
(Guedes et al, 1988; Guedes and Cavalheiro, 1997) and migraine (Vecchia and Pietrobon,
2012).

The mechanisms by which MSG exerts its actions on the nervous system are not yet fully
clarified. Hermanussen and Tresguerres (2005) showed increases in GLU levels and the
activation of GLU receptors after neonatal administration of 4 mg MSG/g body weight. They
also reported important changes in NMDA-R molecular composition with signs of neuronal
damage, and an increase in glial cell reactivity. This last effect is in line with our
immunohistochemical data that showed increased microglial reaction in the cerebral cortex. It
IS interesting to note that Ibal-positive microglial cells have been shown to increase in the
hippocampus under stressful conditions such as restraint (Park et al, 2011) and aging (Viana
etal, 2013).

On the other hand, Kaufhold and colleagues (2002) were able to prevent the adverse
effects of neonatal MSG treatment with concurrent administration of a selective and highly
potent noncompetitive NMDA-R antagonist, dizocilpine maleate. In general, MSG has been
demonstrated to modulate brain excitability (Lopez-Perez et al, 2010), a process that could
influence phenomena such as seizures and CSD (Guedes and Cavalheiro, 1997). Effects on
neurotoxicity via the p38 pathway (Torres et al, 2006) or increasing brain glutamate levels
after MSG treatment (Lopez-Perez et al, 2010) have been discussed but still require

corroboration based on robust experimental evidence. However one cannot exclude the
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possibility that MSG administration during the postnatal critical period of brain development
could also influence other neurotransmitter systems, e.g., the GABAergic system (Urefia-
Guerrero et al, 2003; 2009). Furthermore, during development glutamate may also exert a
neurotrophic function, positively influencing neuronal differentiation and circuitry formation
(McDonald et al 1990). This can be relevant for excitability-related phenomena such as CSD.

Although the mechanisms by which MSG accelerates CSD propagation are not yet
known, we can speculate based on CSD experiments involving mechanisms that are also
proposed as being involved in neural MSG actions. Interestingly, changes in the p38 pathway
have been reported in animals with seizures induced by manipulation of the glutamatergic
system (Che et al, 2001). In addition, the accumulation of reactive oxygen species and
subsequent release of nitric oxide have been described as a consequence of glutamatergic
stimulation (Kostandy, 2012). Such neurotoxic effects seem to be counteracted by the
antioxidant molecule ascorbic acid (Hashem et al, 2012), suggesting that the antioxidants
potentially exert neuroprotective actions against MSG-induced oxidative stress (Farombi and
Onyema, 2006). Notably, all of these mechanisms are known to influence CSD, as
demonstrated previously by our laboratory (Guedes et al, 1988; Maia et al, 2009; Monte-
Guedes et al, 2011) and by others (Marranes et al, 1988; Viggiano et al, 2008).

In conclusion, we demonstrated for the first time that the brains of weaned rats treated
with MSG during their development are more susceptible (or less resistant) to CSD
propagation, without altering other electrophysiological CSD parameters, particularly the
amplitude and duration of the negative DC potential typical of the phenomenon. The
immunohistochemical data revealed that MSG also induced microglial reaction in the cerebral
cortex. We suggest that these MSG actions are related to its excitability effects via synaptic

glutamatergic transmission, which ultimately modulates brain excitability. Our findings stress
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the importance of searching for the molecular mechanisms underlying the actions of MSG in
brain development and their electrophysiological expression. As CSD is an energy-demanding
phenomenon that involves glutamate, ATP and glucose (Costa-Cruz et al, 2006), and its
occurrence involves neuron-glia interaction, we think that the present findings can also be

useful for further understanding the CSD underlying mechanisms.
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Abstract

Physical exercise, like excessive consumption of monosodium glutamate (MSG), can
affect the morphological and electrophysiological brain organization during development.
However, the interaction of both factors remains unclear. Here we analyzed the effect of this
interaction on the excitability-related phenomenon known as cortical spreading depression
(CSD), and on the microglial reaction expressed as Ibal-immunolabeled cells in the rat motor
cortex. MSG (2 g/kg or 4 g/kg) was administered every other day during the first 14 days of
life. Treadmill exercise started at 21-23 days of life and lasted 3 weeks, 5 days/week, 30 min/d.
At 45-60 days, under anesthesia, KCl-elicited CSDs were recorded during 4h on two cortical
points, and CSD parameters (velocity, and amplitude and duration of the negative potential
change) were calculated. Exercised rats presented lower CSD velocities (3.29+0.18 mm/min) as
compared to a sedentary group (3.80£0.18; P<0.05). MSG dose-dependently increased the CSD
velocities, as compared with saline-treated and exercised rats (3.49+0.19, 4.05+0.18 and
3.27+0.26, for the groups treated with 2g/kg MSG, 4g/kg MSG and saline, respectively;
P<0.05). The amplitudes (ranging from 14.3+5.9 to 18.7+6.2 mV) and durations (46.7+11.1 to
60.5£11.6 s) of the CSD negative slow potential shift were similar in all groups. Both exercise
and MSG-treatment increased Ibal immunolabeling. The results demonstrate that physical
exercise decelerates CSD propagation without changing its amplitude and duration, and without
impeding the CSD accelerating action of MSG. These effects were accompanied by cortical
microglial reaction. Data also suggest that treadmill exercise early in life can influence cortical

electrical activity development.

Key words: Brain development; Brain electrophysiology; Cortical spreading depression; Food

flavoring agents; Rats; Treadmill exercise



1. Introduction

Besides the well-known improvement of the cardiovascular function (Karacabey,
2005), physical exercise seems also to positively influence the nervous system, as
evaluated by improvement on cognitive function, general arousal and well-being
(Martinsen, 2008; Anish, 2005; Hillman, 2004; Cotman et al, 2002a, b). In laboratory
animals, exercise has been associated with improved learning and memory (Van et al,
2005), neurogenesis and increased neuronal survival in the hippocampus (Brown et al,
2003; Farmer et al, 2004; Van et al, 2005), and capillary growth and increased vascular
flow in cerebellum and motor cortex (Black et al, 1999; Swain et al, 2003). In the
hippocampus, neural effects of exercise also include increased expression of
neurotrophins (Gomez-Pinilla et al, 2002; Fang et al, 2013), signaling molecules (Shen,
2001), and changes in the expression of genes [Tong, 2001], and enhancement of
hippocampal excitability, as indexed by long-term potentiation (Farmer et al, 2004).
Therefore, the effects of physical exercise are thought to be neuroprotective, promoting
brain health, preconditioning the brain against ischemic insult and improving its long-
term functioning (Zhang et al, 2013). In adult animals, these exercise-mediated alterations
influence brain excitability, and excitability-dependent neurological diseases (Peixinho-
Pena et al, 2012). However, little is known about the electrophysiological effects of
exercise in the developing cerebral cortex.

MSG is a neuroexcitatory amino acid largely used to reinforce the flavor of several
foods. When consumed in great amounts, MSG can be harmful to the brain (Nemeroff et
al, 1978). In mice and monkeys, administration of MSG early in life resulted in brain

lesions and obesity later in life (Abraham et al, 1971). In adult Wistar rats, prolonged
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administration of high doses of MSG resulted in neurodegenerative changes of the
pyramidal cells (Musa, 2013). Experimental evidence also indicates that MSG influences
electrical activity in the brain, facilitating seizure initiation (Lopez-Perez et al, 2010).

We have recently demonstrated that MSG treatment early in life increases
microglial reaction in the rat cortex, and accelerate the excitability-related brain
phenomenon known as cortical spreading depression (CSD; Lima et al, 2013). CSD was
first described as a slowly propagating wave of suppression of electrical activity in the
rabbit cortex (Le&o, 1944; 1947). It is characterized by depolarization of neurons and glial
cells that propagates in the gray matter of the central nervous system (Maia et al, 2009;
Marrannes et al, 1988). CSD has been described electrophysiologically in laboratory
animals (Gorji, 2001) and in humans (Dohmen et al, 2008; Fabricius et al, 2008) as a
reversible and slowly propagating phenomenon that can be elicited by chemical,
mechanical or electrical stimulation of one point of the cortical surface. Several studies
suggest that alterations in cortical excitability are associated with changes of CSD
propagation (Liebetanz et al, 2006; Fregni et al, 2007). Measuring CSD velocity of
propagation along the cortical tissue is a reasonable and simple method for estimating
brain CSD susceptibility under clinically relevant conditions that influence brain
excitability (Amaral et al, 2009). Conditions that modify CSD generation and propagation
constitute useful opportunities to understand the processes underlying neurological
diseases that are dependent on brain excitability, such as epilepsy (Le&o, 1944; 1972,
Guedes and Cavalheiro, 1997; Guedes et al, 2009). Furthermore, the role played by
microglial cells in such neurological disorders is not completely known.

We decided, therefore, to investigate in 45-60 days old rats whether previous

physical (treadmill) exercise (performed from 21-23 to 42-44 days of life) could interact
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with MSG, regarding the effects on CSD and microglial reaction. We characterized CSD
parameters (propagation velocity, and amplitude and duration of the negative slow
potential shift), and Ibal-immunolabeling microglial reaction in exercised rats and
compared them to those of sedentary animals. Furthermore, in exercised rats we
compared MSG- and saline-treated groups. We hypothesized that treadmill exercise
would attenuate the brain’s ability to propagate CSD, and would interact with MSG,

modifying its action on CSD propagation.

2. Materials and methods

2.1 Animals

The animals were handled in accordance with the norms of the Ethics Committee
for Animal Research of the Universidade Federal de Pernambuco, Brazil, which complies
with the “Principles of Laboratory Animal Care” (National Institutes of Health, Bethesda,
USA). They were housed in polypropylene cages (51 x 35.5 x 18.5 cm) in a room
maintained at 22 £ 1 C with a 12:12-h light-dark cycle (lights on at 7:00 a.m.) and were

fed a lab chow diet with 23% protein (Purina do Brazil Ltd.).

2.2 Treadmill exercise

Male Wistar rat pups (n= 46) were submitted, from post natal day 21-23 to 42-44, to
daily sessions of running in a treadmill (Insight EP-131, 0° inclination; 30 min/d, 5
d/week, total time: 3 weeks). They were compared to sedentary rats (n=15) that were
placed daily in the treadmill apparatus for a time-period similar to that of the exercised

group, but the treadmill apparatus remained off.
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2.3 Treatment with MSG

Part of the exercised rats (n=28) was treated with MSG. The animals received
subcutaneous injections of 2 g/kg (n=13) or 4 g/kg MSG (n=15; respectively groups
MSG-2 and MSG-4), administered every other day during the first 14 days of life. The
rest of the exercised rats (n=18) originated two control groups: one, injected with saline

(n=12) and the other, not injected at all (group naive; n=6).

2.4 Body weights

The body weights were measured at postnatal days 2, 10 and 45-50.

2.5 CSD recording

When the animals were 45 to 60 days old, they were submitted to CSD recording
during 4 hours, as previously described (Accioly et al, 2012). Under anesthesia (1g/kg
urethane plus 40 mg/kg chloralose, ip), the rat’s head was secured in a stereotaxic
apparatus (Kopf, USA), and three trephine holes (2-3 mm in diameter) were drilled on
the right side of the skull: two holes were at the parietal bone and one at the frontal bone;
they were aligned in the anteroposterior direction and were also parallel to the midline.
CSD was elicited at 20 min intervals by applying, for 1 min, a cotton ball (1-2 mm
diameter), soaked in 2% KCI solution (approximately 0.27 M) to the anterior (frontal)
hole. The electrocorticogram (ECoG) and the slow direct-current (DC) potential change
accompanying CSD were recorded simultaneously at the two parietal points on the
cortical surface by using a pair of Ag-AgCl agar-Ringer electrodes. These electrodes

consisted of plastic conic pipettes (5 cm length, 0.5 mm tip inner diameter), filled with
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Ringer solution solidified by adding 0.5% agar, into which a chlorided silver wire was
inserted. The pipettes were fixed together pair-wise with cyanoacrylate glue, so that the
interelectrode distance was kept constant for each pair (range: 4-5.5 mm). The pair of
electrodes was fixed to the electrode holder of the stereotaxic apparatus, so that the
electrodes could be gently placed on the intact dura-mater, under low-power microscope
control, without any excessive pressure on the cortical surface. A common reference
electrode, of the same type, was placed on the nasal bones. The velocity of CSD
propagation was calculated based on the time required for a CSD wave to cross the
interelectrode distance. In the measurement of CSD velocities, the initial point of each
DC negative rising phase was used as the reference point. We also calculated the
amplitude and duration of the CSD negative slow potential shifts. During the recording
session, rectal temperature was maintained at 37£1°C by means of a heating blanket. At
the end of the recording session, the animal was submitted to euthanasia by an overdose

of anesthetic.

2.6 Ibal immunolabeling of microglial cells

70

A group of 13 rats treated with saline (n=4), MSG-2 (n=4) and MSG-4 (n=5) were perfused

with 0.9% saline solution followed by 4% paraformaldehyde diluted in 0.1M phosphate-

buffered saline, pH 7.4. After being immersed in the fixative during 4 h, the brains were

transferred to a 30% (w/v) sucrose solution for cryoprotection. Longitudinal serial sections

(40-pum thickness) were obtained at -20°C with a cryoslicer (Leica 1850). Sections were

immunolabeled with a polyclonal antibody against the ionized calcium-binding adapter

molecule 1 (lba-1) to detect microglia (anti-lba-1, #019-19741; Wako Pure Chemical
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Industries Ltd., Osaka, Japan). Free-floating sections were submitted to endogenous
peroxidase blocking (2% H202 in 70% methanol for 10 min); then, sections were incubated
for 1 h in Blocking Buffer solution (BB) containing 0.05 M Tris-buffered saline (TBS) pH
7.4, 10% fetal calf serum, 3% bovine serum albumin and 1% Triton X-100. Afterwards,
sections were incubated overnight at 4 °C with rabbit anti-lba-1 (1:1,500 diluted in BB
solution). After three washes with TBS+ 1% Triton, sections were incubated at room
temperature for 1 h with biotinylated anti-rabbit (1:500) secondary antibodies. Sections were
then rinsed in TBS+ 1% Triton and incubated with horseradish peroxidase streptavidin
(1:500). The peroxidase reaction was visualized by incubating the sections in Tris buffer
containing 0.5 mg/ml 3, 3’-diaminobenzidine (DAB) and 0.33 pl/ml H,0,. Finally, sections
were mounted, dehydrated in graded alcohols and after xylene treatment coverslipped in
Entellan®. For each animal, densitometric analysis was performed on four parallel
longitudinal sections. In each section, we analyzed photomicrographs of four fields within the
motor cortex (layer 5) using the software Image J (National Institutes of Health, USA, version
1.46r). A Leica DMLS microscope coupled to SAMSUNG high level color camera (model
SHC-410NAD) was used to obtain digital images from brain sections. Images from the motor
cortex immunoreacted for lbal were obtained with a 20x microscope objective. Care was
taken to obtain the digital images using the same light intensity conditions. We analyzed the
percentage of the area occupied by the Ibal-labeled cells, as well as their total

immunoreactivity expressed as arbitrary units.

2.7 Statistics
Intergroup differences were compared by ANOVA, followed by a post hoc (Holm-
Sidak) test when indicated. The statistical software used was “Sigmastat®” version 3.10.

Differences were considered significant when P<0.05.
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3. Results

3.1 Body weight

As illustrated in Fig 1-A, on the day of the CSD recording the exercised rats had
lower body weights (168.1+22.7g; n=15) when compared with a group of 10 sedentary
animals (214.0+£32.5g; P<0.05). The two groups that were exercised and treated with
MSG (Fig. 1-B) displayed lower weights (141.9£34.7g and 140.0+25.1g, for the groups
M2 and M4 respectively) as compared with the group exercised and treated with saline
(165.1+21.1g; P<0.05). This group displayed weights that were similar to non-treated

(“naive”) rats (172.7426.3g).
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Figure 1- A, body weights of 45-50 day-old sedentary and exercised rats, showing a significant weight reduction
in the exercised group. B, body weights of 2, 10 and 45-50 day-old exercised rats. Sal, Nv, MSG-2
and MSG-4 are groups that received respectively saling, no treatment (naive group), and 2 g/kg and
4 g/kg of MSG (subcutaneous injections). Data are expressed as mean+S.E.M. The asterisks indicate
values significantly lower than the corresponding control values (P<0.05; ANOVA plus Holm-Sidak
test).
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3.2 CSD recording in exercised rats

Fig. 2 shows typical electrophysiological recordings (slow DC potential change and
ECoG) in three exercised rats, representative of the naive, Saline and MSG-4 groups. As
a rule, the 1-min stimulation with 2% KCI at one point of the frontal cortex elicited a
single CSD wave that propagated without interruption and was recorded by the two
electrodes located more posterior on the surface of the parietal cortex (see stimulation-
and recording-points in the diagram of fig. 2, lower-left panel). In each recording point,
the ECoG depression and the slow potential change confirmed the presence of CSD, after
KCI application. As a rule, the electrophysiological changes caused by CSD always
recovered after a few minutes, and we have kept a 20 min interval between subsequent

KClI stimulations.
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Figure 2- Electrocorticogram (E) and slow potential change (P) recorded during cortical spreading depression
(CSD), in three 45-60 days-old rats from the group naive (Nv), treated with saline (Sal) and treated
with 4 g/kg monosodium glutamate (MSG-4). The horizontal bars in P1 show the period (1 min) of
stimulation with 2% KCI, necessary to elicit CSD. The vertical bars equal —10mV and —1mV,
respectively for the P and E recordings (negativity is upwards). The places of KCI application and of
the reference electrode are indicated in the skull diagram, which also shows the recording points 1

and 2 (from which the traces marked at the center with the same numbers were recorded).



3.3 Measurement of CSD parameters

In the panel A of Fig.3, we present the mean CSD propagation velocities in
sedentary and exercised rats. In the exercised group, CSD velocities were significantly
lower (3.29£0.18 mm/min), compared with the sedentary rats (3.80+£0.18 mm/min;
P<0.05).

The panel B of Fig. 3 displays the CSD velocities in the exercised rats submitted to
MSG or saline treatment. Compared with the saline (3.31£0.19 mm/min) or the naive
group (3.25x£0.17 mm/min), the MSG-2 and MSG-4 groups presented mean velocities
significantly higher (respectively 3.51+0.18 mm/min and 4.05+0.18 mm/min; P<0.05).

The amplitude and duration of the negative slow potential shift, which is the
hallmark of CSD, are shown in table 1. The mean amplitude (in mV) varied from
15.3+5.4 to 17.4+7.6 mV. The mean duration ranged from 51.0+9.2 to 58.8+10.8.

ANOVA revealed no significant intergroup difference (Table 1).
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Figure 3- A, CSD velocities of 45-60 day-old sedentary and exercised rats, showing a significant
velocity reduction in the exercised group. B, Velocities of propagation of CSD of 45-60 day-old exercised
rats. Sal, Nv, MSG-2 and MSG-4 are groups that received respectively saline, no treatment (naive group),
and 2 g/kg and 4 g/kg of MSG (subcutaneous injections). Data are expressed as mean+S.E.M. of twelve
CSD episodes elicited, at 20-min intervals, by 1-min KCI application during the 4h recording period.
*P<0.05

74



75

Table 1 Amplitude and duration of the negative slow potential shifts of cortical spreading depression in
exercised rats treated with monosodium glutamate (MSG). MSG-2, 2 g/kg; MSG-4, 4 g/kg. The treatment
groups were compared to control groups treated with saline or no treatment (naive). The two control
groups were pooled, as they did not differ. Data are expressed as meantstandard deviation. No significant

difference was observed.

Exercised Groups Amplitude (mV) Duration (s)
Saline + Naive 15.3 51.0
(n=10) +5.4 +9.2
MSG-2 17.4 57.6
(n=8) +7.6 +9.4
MSG-4 16.2 58.8
(n=6) +3.0 +10.8

3.4 Ibal immunohistochemistry and densitometric analysis

Compared to a sedentary group, exercised animals presented higher percentage of labeled
area (Fig. 4-Al), and a higher immunoreactivity as expressed in arbitrary units (Fig. 4-A2).0One
great advantage of the specific immunolabeling of the calcium-binding protein Ibal in the
microglial cells is that it enables the analysis of microglial distribution in the cerebral cortex
without the interference of the cortical blood vessels (Fig. 4-B1). Compared to the saline-
injected controls, MSG-treated animals presented higher percentage of labeled area (Fig. 4-B2),

and a lower immunoreactivity as expressed in arbitrary units (Fig. 4-B3).
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Figure 4- A, percent area occupied by the Ibal-labeled cells (A1) and immunoreactivity expressed as arbitrary
units (a.u.) (A2) of 50-55 day-old sedentary and treadmill-exercised rats. B1, digital images of Ibal-
immunolabeled microglial cells in longitudinal sections through the motor cortex of three exercised
rats treated respectively with saline, 2g/kg MSG and 4g/kg MSG. Scale bars = 20 um. B2, percent
area occupied by the Ibal-labeled cells shown in part B1 of this figure. B3, immunoreactivity
expressed as arbitrary units (a.u.). Data are expressed as mean+S.E.M. *P<0.05 compared to the
control group. ** P<0.05 compared to the Saline and MSG-2 groups (ANOVA plus Holm-Sidak
test).
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4. Discussion

In the present work we have demonstrated interactions between treadmill exercise and
MSG-treatment on the brain susceptibility to CSD and microglial reaction in the cerebral
cortex. The two factors (exercise and MSG) seem to be important determinants for the body
weight reduction, as shown also by others (Kiss et al, 2007; Kim et al, 2008), and for the CSD
and microglial alteration, as presently documented. These factors had not yet been combined in
a single study involving CSD. The novel electrophysiological and immunohistochemical
findings may be considered an interesting contribution to the understanding of the effects of

exercise and MSG excitotoxicity on the brain.

The present study showed a decrease in the body weight in the 45-50 days old rats which
were submitted to treadmill exercise. The weight reduction probably results from the exercise-
induced increasing of mitochondrial activity, with consequent mobilization of fat, and more
fatty acid oxidation during exercising, as recently demonstrated (Moura et al, 2013). In rats,
exercising helps in preventing disturbances in autonomic, hemodynamic, and metabolic
parameters associated to the metabolic syndrome (Moraes-Silva et al 2013). In humans,
physical activity has favorable effects on all components of the metabolic syndrome (Montesi et
al, 2013). These recent pieces of evidence support the postulation that the practice of physical
exercise early in life can contribute to the prevention of obesity and insulin resistance. The
present study also showed that MSG treatment can potentiate the deficiency in the body weight
in rats subjected to treadmill exercising; the MSG-exercise association may cause a series of
metabolic effects, as demonstrated by others on swimming-exercised animals (Andreazzi et al,

2009; Miranda et al, 2013).



Information on the brain long-lasting electrophysiological effects of early physical
exercise is scarce. One reported relevant effect of physical exercise is neural protection in
a chronic mouse model of Parkinson's disease (Lau et al, 2011). Also, exercising has been
shown to promote brain angiogenesis (Isaacs et al, 1992), and to increase the levels of
MRNA for NMDA-type glutamate receptors (Farmer et al, 2004). It also increases mMRNA
for brain-derived neurotrophic factor (BDNF) and for nerve growth factor in rat brain
(Gomez-Pinilla et al, 2002; Soya et al, 2007). This is of particular importance during
development, as BDNF is the prominent regulator of synaptic plasticity in the brain
(Rothman et al, 2013). Experience and learning events associated to treadmill exercising
early in life can modulate the functional maturation of the brain by neuroplastic
processes. Stimuli from the environment occurring during early postnatal brain
development may result in more complex neural circuitry (Linkenhoker, 2005). In this
study, we found that physical exercise per se reduced CSD propagation velocities, which
IS coherent with a recent report (Batista-de-Oliveira et al, 2012) demonstrating a similar
CSD effect of exercise in malnourished and aged rats. Because the capacity for
neuroplasticity decreases with increasing age (Akopian et al, 2006; Lynch et al, 2006) it is
very important to assess how exercise may beneficially regulate neuroplasticity during
early life, and to determine the basic mechanism of such effects, in the normal brain.
Taken together, evidence from others and from the present study supports the suggestion
that physical exercise early in life may decrease neuronal excitability in the rat cortex.
Furthermore, the exercise-induced enhancement in the cortical microglial reaction raises
the question whether this cell reaction is an epiphenomenon, or is a necessary event for

the CSD effects of exercising.
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Factors such as the increase in the number of synaptic connections, and increased
myelination might occur as a consequence of physical exercise. Augmented synaptic
connectivity might increase the distance to be traveled in communication between cell
processes (Pysh et al, 1979), and this increased intercellular distance would be occupied
by excessive myelin that can result from the increased activity of the motor cortex due to
the exercise. Considering that the CSD propagation depends largely on the finely
balanced electrochemical equilibrium of the extracellular milieu, as well as on the neuron-
glia interactions (Martins-Ferreira et al, 2001), it is not surprising that the CSD
propagation would be influenced by the inter-neuronal and neuron-glia distances, which
among other factors is influenced by the amount of myelin between the cortical cells. Of
note, it has been demonstrated that the propagation rate of CSD inversely correlates with
cortical myelin content in rodents submitted to toxic and autoimmune induced cortical
demyelination, in which CSD was significantly accelerated, and in neuregulin-1 type |
transgenic mice displaying cortical hypermyelination, in which CSD propagation was
reduced (Merkler et al, 2009). This dichotomous effect receives support from nutritional
studies: malnutrition of young rats was shown to cause dysmyelination within the CNS
(Almeida et al, 2005). Interestingly, malnourished and overnourished rats early in life
respectively displayed higher and lower CSD velocities than well-nourished control
animals (Rocha-de-Melo et al, 2006). It was thus speculated that deficient myelination
and hypermyelination may respectively account for these observations, but other factors
such as altered cell-packing density, neuron-to-glia ratio, or synaptic neurotransmitters
(e.g., the serotoninergic and the glutamatergic systems) have to be also considered as
possible causal agents. Concerning the serotoninergic system, compelling evidence

indicated that changes of the serotoninergic activity inversely influence brain excitability
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(Ingelstrom & Heyward, 2012). We know from the literature that physical exercise can
alter the branched chain amino acids/tryptophan ratio in the circulating blood, and this
increases the tryptophan crossing throughout the blood—brain barrier and increase the
serotonin production in the neurons (Blomstrand, 2001). In line with this idea, some
studies have unequivocally demonstrated that increased brain serotonin availability
antagonizes CSD propagation (Guedes et al, 2002; Amancio-dos-Santos et al, 2006),
whereas decreasing serotonin activity accelerates CSD (Amancio-dos-Santos et al, 2013).

The cerebral cortex constitutes an important target area for the actions of physical
exercise and MSG during brain development. It is known that early administration of
MSG to rat pups can result in excitotoxicity and neuronal degeneration by over-activating
glutamate receptors (Beas-Zarate et al, 2001). This, in the cell networks of the cerebral
cortex and hippocampus, can disrupt the physiological balance between glutamatergic
and GABAergic influences (Urefia-Guerrero et al, 2009), predisposing the organism to
excitability-dependent neurological diseases, such as epilepsy. Also, excessive activation
of glutamate receptors is thought to contribute to neurodegeneration following a wide
range of neurological insults including ischemia, trauma, hypoglycemia and epileptic
seizures (Pellegrini-Gianpietro et al, 1997). According to these authors, one possible
underlying mechanism that contributes to the loss of neurons associated with such brain
disorders is an abnormal influx of Ca2+ through glutamate receptor channels. In this
context, the enhancement of the microglial cells immunolabeled with a monoclonal
antibody against the ionized calcium-binding adapter molecule 1 (lbal) could be
interpreted as a specific cell reaction against imbalanced calcium influx. Interestingly,

both glutamate receptor activation and transmembrane calcium flux alterations are known
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to influence CSD, as demonstrated by our laboratory (Guedes et al, 1988) and by others
(Marranes et al, 1988; Siesjo and Bengtsson, 1989).

In conclusion, we demonstrated that the cerebral cortex of young rats submitted to
treadmill exercise and to MSG presented respectively reduced and increased
susceptibility to CSD, as indexed by the corresponding changes in the CSD propagation
velocities, and increased microglial reaction, as compared to control animals. Both
electrophysiological and immunohistochemical data revealed interaction between exercise
and MSG treatment. We suggest that this interaction reflects excitability effects of both
treatments involving glutamate/GABA-based modulation of cortical excitability.
Considering that the rats from our study were healthy (i.e. they had no demyelinating, nor
any other neurological disorder), our findings of an exercise-associated decelerating CSD
propagation suggest that physical exercise can help in preventing neurological insults as
MSG neurotoxicity, but also can have a beneficial action on the developing normal brain,
and this action could be long lasting, with a positive reflection on the aged brain, as

recently suggested (Batista-de-Oliveira et al, 2012).
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ARTIGO CIENTIFICO 3

EFEITOS ELETROFISI,OLOGICOS DA APLICACAO TOPICA DO
GLUTAMATO MONOSSODICO NO CORTEX CEREBRAL DE RATOS
SUBMETIDOS AO EXERCICIO FISICO.

Suénia Marcele Vitor; Céssia Borges Lima; Rubem Carlos Aradjo Guedes

Resumo:

O objetivo principal foi verificar possiveis alteracfes eletrofisioldgicas cerebrais resultantes
da aplicacdo topica (na superficie do cortex cerebral) de glutamato monossodico (MSG;
solugcdo com 50 mg/ml) em ratos neonatos previamente submetidos a aplica¢do subcutanea de
MSG e solucdo salina (veiculo) quando recém-nascidos. Essas alteracdes foram avaliadas em
19 ratos exercitados (corrida em esteira) e 17 sedentarios, os quais foram submetidos, sob
anestesia, ao registro eletrofisiolégico do fenémeno da Depressdo Alastrante Cortical (DAC),
em dois pontos da superficie cortical (denominados ponto 1 e ponto 2). Foram encontrados,
tanto nos grupos sedentarios quanto nos exercitados, menores velocidades de propagacdo da
DAC ap6s a aplicacdo topica do MSG, no ponto 1 e no ponto 2, em relacdo as velocidades
basais (antes da aplicacdo do MSG). Observou-se também que houve uma reversdo parcial
desse efeito apds a suspensdo da aplicacdo topica de MSG. Embora significativa, essa
recuperacdo ndo alcancava os valores médios das velocidades da DAC no periodo basal
(controle). Foi observado também que o exercicio fisico diminuiu as velocidades da DAC, em
comparagdo com os animais sedentarios.

Palavras—chave: exercicio fisico; aplicacdo tdpica de glutamato monossddico; depressdo
alastrante cortical.

INTRODUCAO

O glutamato monossddico (MSG), é utilizado mundialmente como um intensificador de sabor
aumentando a palatabilidade dos alimentos e, consequentemente a sua ingestdo. O acido L-
glutdmico é o aminoacido componente do MSG que pode ser lesivo ao sistema nervoso
central, quando consumidos em grande quantidade (Kizer et al, 1978). Em relagdo ao sistema
nervoso, o glutamato é o principal neurotransmissor excitatorio no SNC de mamiferos;
estimula os receptores de glutamato e desempenha um papel importante tanto em processos
fisioldégicos como nos patoldgicos (Mattson 2008; Ganong 2005).0 exercicio fisico promove
alteracGes e adaptacdes fisiologicas benéficas, incluindo o aumento do fluxo sanguineo
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cortical, melhora da resposta ao stress, aumento do gasto energeético e consequente redugdo no
peso, nos indices de gordura corporal e melhoria nos parametros metabolicos e enddcrinos.

Um modelo interessante para o estudo dos efeitos provocados pelo MSG no sistema nervoso
central (SNC) e dos possiveis efeitos do exercicio é o fendmeno denominado “depressao
alastrante da atividade elétrica cerebral” ou, simplesmente depressdo alastrante cortical
(DAC). Esta consiste em uma "onda" reversivel e propagével de reducdo (“depressdo™) da
atividade elétrica cerebral (tanto a espontdnea como a provocada), acompanhada do
aparecimento de uma "variacao lenta de voltagem" (VLV) na regido do cérebro invadida pelo
fendmeno, em resposta a estimulacdo elétrica, mecénica ou quimica de um ponto da superficie
cerebral (Ledo, 1944, Ledo, 1947). Algumas condicOes de interesse clinico podem alterar essa
susceptibilidade, dificultando a propagacdo da DAC, enquanto outras a facilitam (para uma
revisao, consultar Guedes, 2011).

Este trabalho visou complementar os achados iniciais (Lima et al, 2013) do tratamento
sisttmico com MSG, avaliando os efeitos da aplicacdo topica desse aminoacido, associada ao
exercicio fisico, sobre a DAC.

MATERIAIS E METODOS

Neste estudo, devidamente aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa com Animais
(Processo no. 23076.015494/2013-71), foram utilizados trinta e seis (36) ratos Wistar machos,
recém-nascidos (obtidos no biotério do Departamento de Nutricdo da Universidade Federal de
Pernambuco — UFPE), dos quais 23 receberam MSG (4g/kg de peso corporal) por via
subcutanea, a cada dois dias, nos primeiros 14 dias de vida. Este grupo foi comparado aos
outros 13 animais, que receberam injecdes de solucdo salina (veiculo) no mesmo volume do
grupo experimental, também durante 0 mesmo periodo neonatal (situacdo controle). Os
animais que receberam MSG foram subdivididos em exercitados (n=12) e sedentarios (n=11)
assim como o grupo salina, subdivididos em exercitados (n=7) e sedentarios (n=6). O
exercicio consistiu em corrida em esteira sendo 3 semanas de treinamento, 5 vezes por
semana com trinta minutos de corrida por dia. A velocidade da corrida aumentou
gradualmente, passando de 5 m/min, na primeira semana, para 10 m/min na segunda semana e
15 m/min na terceira semana. Os animais dos dois grupos sedentarios permaneceram na
esteira pelo mesmo periodo, porém, com o equipamento desligado. Para a realizacdo dos
registros eletrofisioldgicos, os animais foram anestesiados com uma solucéo de uretana 10%
+ cloralose 0,4%, a dose de 1000 mg/kg de uretana + 40 mg/kg de cloralose, via intra-
peritoneal. O registro foi feito em dois pontos do hemisfério cerebral direito (regido parietal),
por um periodo continuo de 5 horas. A cada intervalo de 20 minutos a DAC foi desencadeada,
por estimulacdo quimica. Apds uma hora de “registro basal” (no qual foram deflagrados 3
episédios de DAC), foram feitas trés (3) aplicagdes topica de MSG na concentracdo de
50mg/ml no primeiro ponto do registro (ponto 1) num intervalo de 20 minutos. Em seguida,
houve um periodo de recuperagdo (sem aplicacdo topica) durante 1 hora, em que 3 episodios
de DAC foram registrados. Em continuacao, foram feitas 3 aplica¢fes topicas no segundo
ponto do registro (ponto 2) ao longo de 1 hora, seguindo-se, finalmente, um periodo de
recuperacdo (registro de mais 3 episodios de DAC, sem aplicacao topica). Foram comparadas
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as velocidades da DAC antes e ap6s a aplicacao topica de MSG. A velocidade de propagacéao
da DAC foi calculada com base no tempo necessario para a DAC percorrer a distancia entre
0s dois pontos de registro. As comparagfes, no mesmo animal, entre as velocidades antes e
depois da aplicacdo topica de MSG foram feitas por meio do teste t pareado. Foram
consideradas significantes as diferengas em que P<0,05.

RESULTADOS

Evolucado ponderal
pesos.

Os pesos corporais médios estdo na tabela 2.0 (abaixo). Nota-se que 0 MSG reduziu 0s

Tabela 2.0- Pesos corporais médios dos 4 grupos deste estudo.

GRUPO 2DIAS 14 DIAS 28 DIAS 56 DIAS 84 DIAS 112 DIAS
MSG(n=12) | 9,3+1,6 30,0+3,3* 72,148,9* 200,0+26,0* | 290,0+37,1 344,2+40,8
Exercicio

Salina(n=7) | 8,9+0,6 34,6+2,0 80,9+3,3 242,9+23,1 327,9+31,2 366,6+33,7
Exercicio

MSG(n=11) | 9,2+1,4 29,9+2,3* 71,749,5* 206,1+21,4* | 276,6+44,6 328,9+45,3
Sedentario

Salina(n=6) | 9,3+1,3 33,9+1,8 81,4+6,1 258,1+12 4 344,7+13,9 362,7+43,1
Sedentario

Registro eletrofisioldgico

Como pode ser visto (Figura 3), em todos 0s grupos, tanto sedentarios quanto exercitados,
observou-se uma maior dificuldade de propagacdo da DAC ap0s a aplicacdo topica do MSG,
a julgar pela sua menor velocidade de propagacgéo, tanto no ponto de registro 1 (MSGL1)
guanto no ponto 2 (MSG2).Nés observamos em um trabalho anterior que, aos 45-60 dias de
idade, hd uma reducdo significativa da velocidade de propagacdo da DAC em ratos
exercitados, em comparacdo com controles sedentarios que receberam tratamento prévio com
solugdo salina (grupo Sal), ou sem tratamento (grupo ingénuo). Esse efeito do exercicio
também esteve presente nos grupos tratados com 2g/Kg e 4g/Kg MSG (injecdes subcuténeas),
como mostra a figura 4. Sendo assim, tais resultados demonstram que tanto a aplicacéo topica
de MSG na concentracdo de 50 mg/ml quanto o exercicio fisico dificultam a propagagéo da
DAC. Curiosamente, este efeito da aplicacdo topica de MSG foi oposto ao da aplicacéo
sistémica (tese da doutoranda Cassia Borges Lima), o que sugere mecanismos diferentes a
depender da via de administragdo. Futuros experimentos sdo necessarios para testar essa
hipdtese.
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Figura 3: Reducdo das velocidades de propagacdo da DAC (média £+ EPM) apds a aplicacdo topica de MSG
durante o registro eletrofisiolégico, em animais com 120-150 dias de idade, tratados previamente (no
aleitamento) com solucgdo salina ou MSG, e submetidos ao exercicio em esteira por 3 semanas, ou
mantidos sedentdrios. *indica valores significantemente diferentes em relacdo aos outros
valores.**indica diferenca em relagdo ao valor basal. O circulo branco indica diferenca em relacdo ao
valor da condicdo MSG1. O quadrado branco indica diferenga em relagdo a condig¢do “recuperagdo 1”
(Recovl). P<0.05, teste t pareado.
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A, Velocidades da DAC de ratos sedentarios e exercitados aos 45-60 dias. Mostrando uma reducgao significativa
na velocidade de grupo exercidos. B, Velocidades de propagacdo da DAC de ratos exercitados aos 45- 60 dias.
Sal, Nv, MSG-2 e MSG-4 séo 0s grupos que receberam respectivamente salina, sem tratamento (grupo ingénuo),
e2g/kgedg/kgde MSG (injecdo subcutanea). Os dados sdo expressos como (média + EPM). Doze
episddios da DAC foram deflagradas, em intervalos de 20 min, a partir da estimulagéo quimica por KCI, durante
4 horas de registro. * P <0,05

DISCUSSAO

Os nossos dados sugerem que o tratamento com o MSG no inicio da vida alterou
negativamente o desenvolvimento do organismo. Eletrofisiologicamente, caracterizamos um
novo efeito do MSG no cérebro de ratos em desenvolvimento. Em nosso trabalho anterior,
aplicando MSG por via subcutanea em ratos no periodo pés-natal, demonstramos facilitacdo
da propagacéo da DAC.Neste estudo, com animais mais idosos (120-150 dias), esses dados
puderam ser confirmadoscomparando-se as velocidades basais (antes da aplicacao topica de
MSG).Em contraste com o tratamento sistémico, a aplicacdo tdpica reduziu a propagacdo da
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DAC, sugerindo que, a depender da via de administracdo (sistémica ou topica), bem como da
idade (inicio da vida pds-natal ou idade adulta), os mecanismos de interacdo do MSG com o
fendmeno da DAC séo diferentes, levando a efeitos opostos. Isto nos motiva a investigar mais
para esclarecer, por exemplo, se as alteracBes eletrofisioldgicas induzidas pelo MSG séo
causadas por injdria cerebral ou pela expressdo de mecanismos compensatorios contra essa
lesdo, como sugerido anteriormente (Urefia-Guerrero et al, 2003).Com relacdo ao exercicio
fisico, nos confirmamos seus efeitos antagbnicos sobre a DAC, previamente observados, e
também demonstramos que ele pode interagir com o MSG, modificando a acgdo
eletrofisioldgica deste ultimo. Nés sugerimos que essa interacdo pode refletir efeitos sobre a
excitabilidade envolvendo a sua modulacéo via mecanismos glutamatérgicos e GABAergicos.
Como o exercicio fisico foi realizado no inicio da vida e os efeitos sobre a DAC foram
demonstrados na idade adulta, postulamos que tais efeitos sejam permanentes ou, a0 menos,
duradouros. Assim eles sua acdo benéfica sobre o sistema nervoso pode ter reflexos positivos
no envelhecimento, como sugerido recentemente (Batista-de-Oliveira et al, 2012).

CONCLUSOES

O presente estudo demonstrou a influéncia do exercicio fisico e da aplicacdo sistémica via
subcutanea e aplicacdo topica do MSG sobre o sistema nervoso, a partir de mudangas no
padrdo da depressdo alastrante cortical (DAC). As alteracbes observadas ocorreram na
velocidade da DAC, a qual foi reduzida com o treinamento fisico e com a aplicacéo topica de
MSG.Tais resultados contribuem para maior compreensao dos efeitos do exercicio fisico e da
acao neurotdxica do glutamato monossodico sobre o cérebro, e traz maiores informacoes
sobre o fendmeno da DAC.
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ANEXO 01: Parecer aprobatorio do Comité de ética em pesquisa

Universidade Federal de Pernambuco
Centro de Ciéncias Biologicas

Recife, 31 de margo de 2009
Oficio n°® 127/09

Da Comiss&o de Etica em Experimentagdo Animal (CEEA) da UFPE
Para: Prof°.:Rubem Carlos Aratjo Guedes

Departamento de Nutric&o

Processo n° 23076.002006/2009 -80

Os membros da Comissio de Etica em Experimentacdo Animal do Centro de Ciéncias
Biolégicas da Universidade Federal de Pernambuco (CEEA-UFPE) avaliaram seu projeto de
pesquisa intitulado “A¢do neurotéxica do glutamato monossédico sobre o cérebro de ratos em
desenvolvimento: Avaliacio eletrofisiolégica da influéncia da atividade fisica. 2

Concluimos que os procedimentos descritos para a utilizacéo experimental dos animais
encontram-se de acordo com as normas sugeridas pelo Colégio Brasileiro para
Experimentagéo Animal e com as normas internacionais estabelecidas pelo National Institute of
Health Guide for Care and Use of Laboratory Animals as quais s&o adotadas como critérios de
avaliagdo e julgamento pela CEEA-UFPE.

Encontra-se de acordo com as normas vigentes no Brasil, especialmente a Lei 9.605 —
art. 32 e Decreto 3.179-art 17, de 21/09/1999, que trata da questéo do uso de animais para fins
cientificos.

Diante do exposto, emitimos parecer favoravel aos protocolos experimentais

realizados.
Atenciosamente, 5
! i R ﬁ\/u’i O d,b(,_g/-———».
Observagao: Aluna: Cassia Borges Lima Bulhbes Martins Profa. Maria Tefgsaansem
Origem dos animais: Biotério do Departamento de Nutric&o; ﬁ Presidente 6OC!
Animal: Ratos Wistar; Sexo: Machos; Idade: Entre 02 a 90

NEPF

dias: Numero de animais previsto no protocolo: 60 animais.

CCB: Integrar para desenvolver
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De: "Christine Kisthardt" <lifesci @email.arizona.edu>

Para: "guedes rca" <guedes.rca@gmail.com>, rguedes @ufpe.br
Enviadas: Quarta-feira, 10 de Julho de 2013 11:06:24

Assunto: Your Submission

Ref.: Ms. No. LFS-D-13-00267R1
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