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RESUMO

A obesidade é considerada um dos maiores problemas de saude publica em
muitos paises, uma vez que estd associada queda da qualidade de vida.
Embora existam varios fatores que corroboram com o desenvolvimento para tal
fato, os habitos alimentares seja o fator relevante. Os transtornos metabdlicos
podem resultar em alteracbes na funcionalidade do figado, podendo
desenvolver Doenca Hepatica Gordurosa N&o Alcodlica (DHGNA). Como o
namero de obesos e as co-morbidades associadas ao sobrepeso Vvém
aumentando abruptamente nas ultimas décadas, varios modelos de obesidade
experimental tém sido propostos para investigar os disturbios metabdlicos
envolvendo suas causas e consequéncias. O glutamato monossodico é
amplamente utilizado na culinaria e também por industrias alimenticias,
contudo atua no sistema nervoso central e promove a degeneracdo de areas
importantes do hipotalamo que leva a distirbios da saciedade e,
consequentemente acumulo excessivo de gordura abdominal. Com a finalidade
de estudar substancias que apresentem potencial atividade terapéutica no
controle dos disturbios metabdlicos, o N-acetil-cisteina possui propriedades
antioxidantes e exerce hepatoprotecdo. Desta forma, o objetivo do presente
estudo foi evidenciar a inducdo da obesidade pelo glutamato monossaddico e
determinar o efeito do N-acetil-cisteina sobre os parametros calorimétricos,
metabolismo energético, atividade dos complexos respiratorios e estresse
oxidativo no tecido hepéatico. Foram utilizados 32 ratos Winstar, machos com 21
dias de idade. Inicialmente os animais foram distribuidos em dois grupos
experimentais (n=16). O grupo C foi o controle e receberam dieta padréo; o

grupo GMS recebeu dieta padrdo contendo glutamato monossédico (GMS),



durante 30 dias. Apos este periodo estes grupos (C e GMS) foram subdivididos
(n=8) em NAC que recebeu o mesmo tratamento de do grupo C e a
administracdo de N-acetil-cisteina e o grupo GMS-NAC que recebeu o mesmo
tratamento do grupo GMS e a administracdo de N-acetil-cisteina.Estes grupos
foram mantidos durante 30 dias. Os animais receberam N-acetil-cisteina na
concentracdo 30mgdia através da via intra-gastrica (gavage). O delineamento
estatistico foi inteiramente ao acaso com 32 tratamentos e 8 repeticdes, com
nivel de significancia de 5% de probabilidade. O peso corporal diminuiu
(p<0.05) em animais do grupo GMS-NAC em relacdo aqueles do grupo NAC, o
qual ndo deferiu dos grupos C e GMS. A calorimetria revelou menor oxidacéo
de carboidratos e maior oxidacdo de lipidios com elevada atividade da [3-
hidroxacil-CoA-desidrogenase em GMS. Estes animais também apresentaram
menor HDL-colesterol sérico e acumulo anormal de triacilglicerdis, além de
promover o estresse oxidativo no tecido hepatico. A administracao de N-acetil-
cisteina ameizou as alteracbes metabdlicas (aumentou oxidacdo de
carboidratos e diminuiu a oxidacdo de lipidios), manteve a homeostase da
glicose, aumentou a concentracdo de HDL-colesterol e atenuou o0 estresse
oxidativo. Desta forma, pode-se concluir que a dose administrada de N-acetil-
cisteina atenuou os efeitos deletérios impostos pelo comportamento alimentar
inadequado, normalizou o metabolismo energético, manteve a homeostase da
glicose e reduziu o acumulo de triacilglicerdis no tecido hepatico.

Palavras Chave: Disfuncdo metabdlica; Glutamato monossédico; N-acetil

cisteina; Metabolismo Energético; Estresse Oxidativo;



ABSTRACT

Obesity is considered one of the greatest public health problems in many
countries, since it is associated with a drop in quality of life. Although there are
several factors corroborating with the development for this fact, eating habits
are the relevant factor. Metabolic disorders can result in changes in liver
function, and can develop Non-Alcoholic Fatty Liver Disease (NAFLD). As the
number of obese and co-morbidities associated with overweight have increased
steeply in recent decades, several models of experimental obesity have been
proposed to investigate metabolic disorders involving their causes and
consequences. Monosodium glutamate is widely used in cooking and also in
food industries, but it acts on the central nervous system and promotes the
degeneration of important areas of the hypothalamus which leads to satiety
disorders and consequently excessive accumulation of abdominal fat. In order
to study substances that present potential therapeutic activity in the control of
metabolic disorders, N-acetyl-cysteine has antioxidant properties and exerts
hepatoprotection. Thus, the objective of the present study was to evidence the
induction of obesity by monosodium glutamate and to determine the effect of N-
acetyl-cysteine on calorimetric parameters, energy metabolism, respiratory
complex activity and oxidative stress in hepatic tissue. Thirty-two Winstar male
mice were used at 21 days of age. Initially the animals were distributed in two
experimental groups (n = 16). Group C was the control and received standard
diet; the GMS group received standard diet containing monosodium glutamate
(GMS) for 30 days. After this period these groups (C and MSG) were
subdivided (n = 8) into NAC who received the same treatment as group C and

administration of N-acetyl cysteine and the GMS-NAC group that received the



same treatment as the group GMS and administration of N-acetyl-cysteine.
These groups were maintained for 30 days. The animals received N-acetyl-
cysteineat the 30mg™day concentration through the intragastric route (gavage).
The statistical design was completely randomized with 32 treatments and 8
replicates, with a significance level of 5% of probability. Body weight decreased
(p<0.05) in animals in the GMS-NAC group compared to those in the NAC
group, which did not differ from the C and GMS groups. Calorimetry revealed
lower carbohydrate oxidation and higher lipid oxidation with high B-hydroxacil-
CoA dehydrogenase activity in GMS. These animals also presented lower
serum HDL-cholesterol and abnormal accumulation of triacylglycerols, in
addition to promoting oxidative stress in liver tissue. N-acetyl-cysteine
administration ameliorated metabolic changes (increased carbohydrate
oxidation and decreased lipid oxidation), maintained glucose homeostasis,
increased HDL-cholesterol concentration and attenuated oxidative stress. Thus,
it can be concluded that the administered dose of N-acetyl-cysteine attenuated
the deleterious effects imposed by the inadequate alimentary behavior,
normalized the energy metabolism, maintained glucose homeostasis and
reduced the accumulation of triacylglycerols in the hepatic tissue.

Key Words: Disfunction metabolic; Glutamate monosodium; N-acetyl-cysteine;

Energetic metabolism; Oxidative Stress.
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1. REVISAO DE LITERATURA

i. Disfung6es metabdlicas

A obesidade é considerada um dos maiores problemas de saude publica em
muitos paises, uma vez que esta associada as complicacdes que comprometem a
produtividade e qualidade de vida, pois &, reconhecidamente, como fator de risco
para doengas crbénicas degenerativas (HILL, 2006; GRAY & MACDONALD, 2016).
No Brasil, a obesidade tem sido foco de atencdo, pois os indices tém aumentado,
atingindo todas as classes sociais e, ja € considerada uma questdo de saude
publica.

A organizacdo mundial de saude estimou para o ano de 2014, mais de 1,9
bilhdes de adultos com sobrepeso e, haja mais de 600 milhdes de obesos no mundo
(WHO, 2016). Embora existam varios fatores que corroboram com o
desenvolvimento para tal fato, esta cada vez mais claro que os habitos alimentares
seja o fator relevante (LISSNER, 1995; ZIAUDDEEN, FAROOAQI, FLETCHER, 2012;
WEISE et al., 2017, BERNARDES et al., 2017).

Diversos fatores estdo ligados ao desenvolvimento da obesidade como
fatores genéticos, psicolégicos, socioeconémicos, culturais e ambientais.
Recentemente, Bernardes et al. (2017) demostraram que a ingestdo de uma
quantidade excessiva de caloria também pode levar a obesidade, mas o
aparecimento e a prevaléncia do sobrepeso nao decorre somente em funcao da
ingestao de nutrientes, mas também por alteragées no estilo de vida, o que resulta
em decréscimo na atividade fisica, levando a um balago energético positivo, portanto

favoravel para o armazenamento da gordura.



Os transtornos metabdlicos pode resultar em resisténcia a insulina que devido
a incapacidade a célula utilizar quantidades suficientes de glicose para produzir
energia, se associa a co-morbidades, tais como obesidade, diabetes mellitus tipo 2,
alteragdes séricas de lipoproteinas (hipertrigliceridemia, elevado colesterol e baixa
concentracao de HDL-colesterol) (RANA et al., 2007; XIAO et al., 2013, FABBRINI &
MAGKOS, 2015) e, consequentemente esteatose hepatica (CHEUNG, 2008, XIAO
et al., 2013, ALWAHSH et al., 2014).

A Doenga Hepatica Gordurosa Nao Alcodlica (DHGNA) abrange grande
espectro de alteragbes no figado, desde uma esteatose hepatocelular até fibrose
avangada e cirrose irreversivel. Para melhor compreensdo sobre a DHGNA
necessita, a priori, evidenciar a esteatose hepatica através do acumulo de gordura
no figado e também assegurar que causas secundarias para sejam excluidas como
consumo excessivo de alcool, hepatite C, doenca de Wilson, lipodistrofia, fome,
abetaliproteinemia, nutricdo parentérica e alguns farmacos (ex: amiodarona,
metotrexato, tamoxifeno, corticoesterdides). Geralmente, os fatores de risco
metabdlicos encontram-se associado ao desenvolvimento de DHGNA (CHALASANI
et al., 2012).

Prevaléncia de DHGNA na América do Sul, avaliada por ultrassonografia, foi
estimada em ~ 30,45%, sendo que a maioria dos estudos que relatam a prevaléncia
no Brasil (ONI et al., 2015). No entanto, diversos estudos relataram na América
andina, a prevaléncia de DHGNA (diagnosticada por ultrassonografia) foi estimada
entre 13% a 24% (RIQUELME et al, 2009; . FEIJO et al, 2013; LOPEZ-
VELAZQUEZ et al., 2014).

A esteatose hepatica (ndo alcodlica) é considerada atualmente, a forma mais

comum de hepatopatia, pois é importante causa de aumento na morbimortalidade
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relacionada ao figado, nos paises ocidentais (LAW & BRUNT, 2010, ALWAHSH et
al., 2014). Diversos eventos fisiolégicos e metabdlicos estdo envolvidos no
desencadeamento da patogénese da esteatose hepatica, sendo, portanto de
etiologia multifatorial. Neste sentido, estudos tém mostrado que obesidade, diabetes
mellitus tipo 2 e a resisténcia a insulina sdo os principais fatores que contribuem
para o desenvolvimento da esteatose hepatica (n&o-alcodlica). A adiposidade
visceral também se encontra associada a uma maior suscetibilidade para DHGNA
em pacientes ndo obesos, ao contrario da gordura subcutanea e indice de massa
corporal (IMC) (SATAPATHY & SANYAL, 2015). Para Loomba et al. (2012), o
histérico familiar ou pessoal de individuos que apresentem a diabetes mellitus tipo 2
(DM2) é também um consideravel fator de risco, uma vez que a DM2 aumenta a
chance de fibrose hepatica em doentes com DHGNA. Ainda, os portadores de
diabetes tém, com o passar do tempo, grande importancia em termos de prognéstico
em doentes com doencas hepaticas, uma vez que antevé independentemente para
cirrose e carcinoma hepatocelular (EL-SERAG, TRAN, EVERHART, 2004). Além
disso, indicativos de desenvolvimento de sindrome metabdlica - elevada
circunferéncia abdominal, aumento de triacilglicerdis, hiperglicemia, niveis baixo de
HDL-colesterol - também se apresentam como preditores desta hepatopatia (BOER
et al., 2004; CUSI, 2009, SCHUPPAN et al., 2010, FABBRINI & MAGKOS, 2015).
Como o numero de obesos e as co-morbidades associadas ao sobrepeso
vém aumentando abruptamente nas ultimas décadas, varios modelos de obesidade
experimental tém sido propostos para investigar os disturbios metabdlicos
envolvendo suas causas e consequéncias. A administragdo de glutamato
monossddico consiste de um modelo animal desenvolvido para simular o estado

clinico de obesidade neuroenddcrina (COLLISON et al., 2010).
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ii.. Estresse Oxidativo

De acordo com Ferreira e Matsubara (1997), o termo radical livre (atomos ou
moléculas altamente reativas, com numero impar de elétrons em sua ultima camada
eletrbnica) ndo € o mais conveniente para designar os agentes reativos patogénicos,
uma vez que nem todos apresentam elétrons desemparelhados na ultima camada,
como o peroxido de hidrogénio.

Além disso, evidéncias tém demonstrado que os efeitos adversos da elevada
ingestao alimentar estdo associados a produgado aumentada de espécies reativas de
oxigénio (EROs). As condigdes de obesidade, fatores alimentares que promovem, a
nivel sérico, disponibilidade de &cidos graxos livres e altos niveis de glicose na
corrente sanguinea promovem excesso de espécies reativas de oxigénio em
adipocitos (KRAUTBAUER et al.,, 2014). Adicionalmente, Belemets et al. (2017)
utilizaram glutamato monossdédico como indutor da obesidade em modelo animal e
evidenciaram maior producdao de EROs em tecido adiposo visceral. Além disso,
acumulo de lipidios no tecido adiposo visceral aumenta o recrutamento de
macrofagos que secretam TNF-a (WEISBERG et al, 2003), resultando em
resisténcia & insulina. As EROs reagem com ligacdo dupla de acidos graxos
poliinsaturados de fosfolipidos de membrana que prejudicam a integridade de
membranas e conduzem a lise celular que, por sua vez, atraem e ativam macrofagos
e consequentemente a deterioragdo estrutural de macromoléculas (BERGAMINI et
al., 2004).

Embora os mecanismos de desenvolvimento da esteatose hepatica nao
estejam totalmente esclarecidos, estudos apontam que o acumulo de triacilglicerois

no hepatécito decorrente de elevada ingestdo alimentar surge como componente
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hepatico destas condigdes patoldgicas, e configura um tema relevante, uma vez que
este 6rgdo assume posigao central do metabolismo (MINCIS & MINCIS, 2006;
TSUDUKI et al. 2016). E notério assim, que alteracdes patolégicas no figado podem
ter grandes e importantes repercussdes na manutengdo da homeostase metabdlica
(MACHO et al., 2000; LAZARIN et al., 2011).

O aumento da massa adiposa pode acarretar insulina resisténcia periférica,
que ocasiona falha na supressdao da atividade da lipase hormbnio sensivel,
mantendo a lipdlise elevada no tecido adiposo e, consequentemente maior influxo de
acidos graxos livres para o figado (PESSAYRE & FROMENTY, 2005; POUSSIN et
al., 2011).

Os acidos graxos livres provenientes da lipolise ou da ingestao excessiva de
alimento ao serem capturados pelo figado sao (-oxidados. Porém, o excedente sera
exportado para o plasma sanguinea em VLDL (lipoproteina de densidade muito
baixa) e direcionados para o tecido adiposo (PREISS & SATTAR, 2008; SOZIO et
al., 2010; CASSARD-DOULCIER & PERLEMUTER, 2011, KRAUTBAUER et al.,
2014). Os triacilglicerdis n&o incorporados a VLDL permanecerdo estocados
patologicamente no figado. Em adicdo, a hiperinsulinemia, originaria de uma
secregao compensatéria em resposta a baixa sensibilidade insulinica dos érgaos
periféricos, tende aumentar a degradagdo hepatica da APOB- apolipoproteina
essencial para formacao de VLDL - limitando ainda mais a exportagao de VLDL para
a corrente sanguinea.

Quando a ingestdo de calorias excede o gasto energético, ocorre além da
lipogénese, oxidacao excessiva através da cadeia transportadora de elétrons,
constituindo fonte enddgena para a produgdo de espécies reativas de oxigénio

(EROs), pois o aumento na quantidade de elétrons na cadeia respiratdria pode
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provocar rapidamente a saturagéo dos complexos enzimaticos e restringir o fluxo de
elétrons (LEVERVE, 2007). Assim eventualmente uma pequena fragdo de elétrons
pode escapar dos complexos respiratérios | e lll e reduzir parcialmente as moléculas
de oxigénio, produzindo anions superoxidos, que posteriormente, convertem em
peréxidos de hidrogénio (CHEN et al., 2003; VERCESI et al., 2007; CARDOSO et
al., 2010).

A formacgdo excessiva de EROs causa injuria celular de diversas formas,
como lipoperoxidagdo de membranas celulares, pois a matriz mitocondrial bloqueia o
fluxo de elétrons na cadeia respiratéria devido a grande oferta nos complexos
enzimaticos de equivalentes redutores (NADH e FADH); além disso, a oxidagao da
molécula de DNA mitocondrial (DNAmt), que codificam as cadeias polipeptidicas dos
complexos enzimaticos respiratérios é lesada (HAQUE et al., 2002; PEREZ et al.,
2003). Paralelamente, as EROs podem oxidar e inativar os complexos enzimaticos
respiratorios, contribuindo para bloquear o transporte de elétrons e comprometer a
fosforilagao oxidativa e a produgdo de ATP (CHEUNG et al., 2008). Estes fatores
acarretam modificacdes estruturais, molecular e enzimatica que levam a disfuncao
mitocondrial, especialmente em individuos com esteatose hepatica, devido aos
efeitos prolongados de lipotoxicidade (MANTENA et al., 2009). Esta disfungao
compromete ainda mais o transporte de elétrons, e a reoxidagdo das coenzimas
reduzidas - NADH + H* e FADH, necessarias para garantir a continuidade dos
processos oxidativos no meio intramitocondrial, envolvidos no metabolismo
energético, tais como, glicélise, B-oxidagao e ciclo do acido citrico.

O desequilibrio entre a produgcdo de EROs e a diminuicdo da atividade

endogeno antioxidante (catalase, superoxido dismutase e glutationa peroxidase)
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desencadeia o estresse oxidativo (HALLIWELL & GUTHERIDGE 1993; RAMESH &
PUGALENDI, 2005).

Vankoningsloo et al. (2005) mostraram a associagao entre estresse oxidativo
e diminuicdo do metabolismo energético, com limitagdo na taxa de oxidagdo de
acidos graxos. Nestas condigdes, ocorre acumulo de acidos graxos e de
triacilgliceréis nos hepatocitos, com o indicativo de atividade mitocondrial

inadequada.

iil. Glutamato Monossoédico — Uso em Modelo Animal

O glutamato monossédico atua no sistema nervoso central e promove a
degeneragcdo de areas importantes do hipotalamo, como por exemplo, o nucleo
arqueado, o que leva a disturbios da saciedade acompanhada por hiperfagia e,
consequentemente acumulo excessivo de gordura abdominal (FREEMANTLE et al.,
2008, WEISE et al., 2017). Estes animais desenvolvem obesidade hipotalamica por
meio de diversas alteragdes metabdlicas, como hiperisulinemia, consistente com
resisténcia a insulina (MATYSKOVA et al., 2008), hiperglicemia e diabetes mellitus
tipo 2.

O glutamato monossoédico € uma das formas do aminoacido dicarboxilico, L-
glutamato. E amplamente utilizado na culindria como condimento alimentar, como
substituto do sal e composicdo de varios produtos alimentares. O glutamato
monossodico € um agente flavorizante que tem sido acrescentado nos alimentos
industrializados, sendo amplamente utilizado para realgar o sabor e assim conhecido
como umami, além de atuar como aditivo alimentar e aumentar a palatabilidade

(KENAWY et al., 2012, SINGH & AHLUWALIA, 2012; UGUR CALIS et al., 2016).
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Efeitos neurotdxicos associados a exposicdo ao glutamato monossédico
foram inicialmente relatados nas décadas de 60 e 70. Os principais relatos sobre as
lesdes neuronais relacionadas a administragédo de glutamato monossédico foram
constatados por Olney (1971), que administrou doses de 0,5-4,0 g/kg p.c. de
glutamato monossadico, por via parenteral, em camundongos com 2 a 9 dias de
idade. Posteriormente, surgiram novos estudos que utilizam o glutamato
monossddico em modelo animal administradas por via parenteral e oral desenvolvido
para simular o estado clinico de obesidade neuroenddcrina (COLLISON et al., 2010)
e, consequentemente, diversas alteracbes metabdlicas, como hiperisulinemia
consistente com resisténcia a insulina (MATYSKOVA et al. 2008), hiperglicemia,
diabetes mellitus tipo 2 (DM2) e obesidade (NAGATA et al., 2006; HERMANUSSEN
et al., 2006).

Adicionalmente, Dolnikoff et al. (2001) e Guimaraes et al. (2002) relataram em
seus estudos diversas alteragbes metabdlicas na presenga de glutamato
monossodico importantes em modelo animal, como taxa metabdlica basal reduzida,
menor atividade simpatica com redugédo no estoque de catecolaminas na glandula
suprarenal, menor atividade da lipase horménio sensivel (HSL) no adipdcito, maior
atividade de lipases de lipoproteinas no tecido adiposo, e aumentada atividade
lipogénica.

Em modelo animal, observa-se em ratos que a administracédo do glutamato
monossodico altera o peso absoluto de varios orgaos como o figado, coragéo, bacgo,
pancreas e adrenais estdo reduzidos (REMKE, WILSDORF & MULLER, 1988;
RIBEIRO et al., 1989).

A literatura apresenta estudos que demonstram os efeitos deletérios do uso

do glutamato monossédico, visto que a alteragao funcional do figado desempenha
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papel fundamental no inicio da DHGNA, cujos disturbios metabdlicos podem
estimular as células hepaticas a produzirem citocinas pré-inflamatérias e, assim,
iniciar inflamacgao e fibrogénese (FEDERICO et al., 2016, KOBYLIAK et al., 2017).

No trabalho realizado por Junqueira et al. (2011), a dosagem de glutamato
monossodico demonstrou alteragdes no perfil lipidico, indicando hipertriglicidemia,
além de alteragbes anatomopatoldgicas no tecido hepatico. Além disso, Nagata et al.
(2006) relataram alteragdes anatémicas do figado, como esteatose e congestdo
portal hepatica com consequentes lesbes relacionadas ao desenvolvimento de
carcinoma hepatocelular, com indicativo da perda da normalidade de sua funcao.

Em pesquisa basica, diversos estudos contemplam as diferentes formas de
administracdo do glutamato monossédico em ratos a induzir alteragdes cerebrais,
permitindo a demasiada afluéncia de calcio para dentro da célula neuronal,
propiciando a formagao de radicais livres (RL) e morte celular (NAGAKANNAN et al.,
2012; PAUL et al.,2012; SHIVASHARAN et al.,2013). Além disso, Farombi e
Onyema (2006) demonstraram que a administragdo de glutamato de monossadico
aumenta a formagao de malonaldeido no figado de ratos. Os animais que receberam
glutamato monossédico sdo normofagicos, apresentam menor produgdo de
somatrofina, hipercorticosteronemia, hiperinsulinemia, hiperleptinemia, resisténcia a
insulina, menor atividade da proteina translocadora de glicose GLUT-4, menor
atividade metabdlica do tecido adiposo marrom e maior deposicdo de gordura
visceral (HIRATA et al., 1997; CESARETTI & KOHLMANN, 2006).

A dislipidemia € uma caracteristica comum em ratos que sdo submetidos a
administragcdo de glutamato monossodico. Estes animais apresentaram niveis
elevados de triacilglicerdis (TGs) e colesterol (FURUYA et al., 2009; ARIAS et al.,

2015). As lipoproteinas ricas em TG desempenham papel no processo inflamatdrio
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através da ativacdo do fator nuclear kappa B (NF-«kB), bem como a
hipercolesterolemia aumenta a expressdo das moléculas de adeséo envolvidas na
aterogénese (LIBBY, 2007; YAMAZAKI et al., 2011).

Além disso, Seiva et al. (2012) demonstraram alteragdes metabdlicas
expressivas ligado a hiperfagia, a resisténcia a insulina/tolerancia a glicose,
hiperleptinemia e dislipidemia. Neste estudo, os animais tratados com glutamato
monossodico apresentaram alteragdes cerebrais sobre o centro de regulagéo do
apetite. Neste contexto, Seiva et al. (2012) indicaram deficiéncia na sensibilidade a
insulina tecidual e/ou estimulagdo da gluconeogénese hepatica, uma vez que a
liberagdo aumentada de insulina, induzida pela glicose, contribuiu para a
hiperinsulinemia.

De acordo com Quines et al. (2017) foi possivel evidenciar através da
atividade da enzima 6xido nitrico sintase (e-NOS), no tecido hepatico, toxicidade
tecidual através da administracdo de glutamato monossédico em ratos recém
desmamados. Ainda neste trabalho, ha evidéncias no aumento do processo
inflamatério causado pela ativagdo da ADP-ribose polimerase, desde que este
aumento ative vias de tranducao proéinflamatoria, por exemplo, a ativacdo da enzima
kinase mitogénica, que estd envolvida com as complicagcbes metabdlicas e

resisténcia insulinica.

iv. N-Acetil-Cisteina

Estudos epidemioldgicos estabeleceram que a administragado de antioxidantes
encontra-se relacionada inversamente com a ocorréncia de doengas promovidas

pelas EROs (HALLIWELL & GUTTERIGDE, 1993; SOHAL & WEINDRUCH, 1996).
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Portanto, com a finalidade de estudar substincias que apresentem potencial
atividade terapéutica, a literatura relata algumas propriedades terapéuticas do N-
acetil-cisteina (NAC). Trata-se um composto derivado e produzido por plantas do
género Allium, tais como, alho (Allium sativum L — 487mg/100g de matéria fresca) e
cebola (A. cepa L - 623mg/100g de caule e raiz), sendo que a quantidade de N-
acetil-cisteina varia em fungéo da espécie e do periodo de cultivo (KREST, GLODEK
& KEUSGEN, 2000). Possui diversos efeitos farmacoldgicos, incluindo,
especialmente agdo antioxidante e anti-hiperglicemiante (HSU et al., 2004; JAIN,
2012).

O N- acetil-cisteina é o precursor acetilado dos aminoacidos sulfurados, L-
cisteina (L-Cys) e possui efeitos antioxidantes por reagir diretamente com
eletrofilicos e por facilitar a formagéo de um antioxidante intracelular, a glutationa
que é um tripeptideo linear composto por trés aminoacidos, o acido-L- glutadmico (L-
Glu), cisteina (L-Cys) e a L - dlicina (L-Gly) (RUSHWORTH & MEGSON, 2014). A

formagao da glutationa a partir da N-acetil-cisteina pode ser observada na Figura 1.
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Figura 1: Sintese de glutationa a partir da N-acetil-cisteina (fonte: RUSHWORTH E
MEGSON, 2014).

O N-acetil-cisteina (CsH9NO3S) é formada pelo aminoacido L-cisteina
(CsH7NO2S) adicionado de um grupo acetil (-CO-CHs), que torna mais rapida a
absorcdo e distribuicdo da cisteina pela via oral. Sua indicacdo terapéutica, por
muitos anos, ficou restrita a acao mucolitica e expectorante, bem como ao
tratamento da intoxicagdo por paracetamol na medicina (MOLDEUS et al., 1986). A
acao antioxidante da N-acetilcisteina deve-se a sua utilizacdo como substrato para a
sintese de glutationa (cedendo a cisteina), um potente antioxidante (DIMARI et al.,
1997; DIDONE et al., 2002).

O grupo acetil, pertence ao N-acetil-cisteina, é responsavel pela sua rapida
absorcdo em varios tecidos apdés a sua administracdo pela via oral. Ela é

desacetilada e metabolizada no intestino e figado, e depois incorporada em
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proteinas sulfidicas. A atividade antioxidante se deve pela presenga do grupo
sulfidrila (-SH) como precursor para sintese de glutationa que através deste que o N-
acetil cisteina reage diretamente com as EROs (RUSHWORTH & MEGSON, 2014).
O estudo de Verhasselt (1999) mostrou também que o N-acetil-cisteina,
precursor de L-Cisteina inibe a sintese do 6xido nitrico (NO), diminui a expresséo do
fator de necrose tumoral alpha (TNFa) e da ativagcao de NFkB (Fator nuclear Kappa
B) (envolvido na transcrigdo de enzimas apoptéticas). Complementando, Moosmann
e Behl (2002) observaram que a NAC tem poder antioxidativo efetivo contra a
apoptose celular induzida pelo estresse oxidativo, que geralmente esta envolvido na

fisiopatologia de numerosas doencas.

V. Glutamato Monossddico; Estresse Oxidativo e N-Acetil-Cisteina

Outros pesquisadores verificaram que a exposigao ao glutamato monossaodico
causa injurias no figado. Conforme Soliman (2011) e Ibrahim et al. (2012) verificaram
aumento da atividade sérica das aminotransferase, o que indica injuria
hepatocelular, com perda da integridade celular e alteracdo na permeabilidade da
membrana plasmatica promovida pelo estresse oxidativo. Vinodini et al. (2010) e
Kenawy (2012) relataram que o glutamato monossdédico induziu lipoperoxidacéo,
estresse oxidativo ao diminuir a atividade das enzimas antioxidantes no tecido
hepatico e renal. Hsieh et al. (2009) observaram esteatose hepatica, associada a
obesidade e diabetes mellitus tipo 2 promovido pela ingestdo de glutamato
monossadico.

Conforme estudo realizado por Kumar e Bhandari (2015) diversos fatores
controlam o processo de sintese e de quebra de lipidios. Dentre eles, a atividade

enzimatica da glicose-6-fosfato desidrogenase (G6PD) é limitante sobre a taxa da
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via de fosfato de pentose que produz NADPH, que é essencial para a biossintese de
acidos graxos e colesterol. No entanto, a ativagcdo da G6PD, em condi¢des
hiperglicémicas, indicam aumento na disponibilidade de NADPH celular para a
sintese lipidica, favorecendo a lipogénese que esta fortemente associada a
obesidade, doenga hepatica gordurosa, resisténcia a insulina e diabetes tipo 2 (CAO
et al., 2008; COLLISON et al., 2010; COLLISON et al., 2011).

Com a adigdo do glutamato monossédico na dieta, a AMPK fosforila o acetil-
CoA carboxilase (ACC), tornando-a inativa e consequentemente, diminuigdo na
conversao de acetil-CoA em malonil-CoA. A ativagdo da proteina kinase AMP
(AMPK) esta associada ao equilibrio energético da célula. A via de AMPK é
conhecida por promover efeitos nos tecidos periféricos para reduzir o risco de
obesidade e resisténcia a insulina. Este efeito ativa a carnitina palmitoyl-CoA
transferase-1, aumentando a oxidagao de acidos graxos (KAHN et al., 2005). Além
disso, a AMPK medeia o transporte de glicose no musculo esquelético em repouso
por aumentar a translocagdo da glicose, pelo transportador de glicose (GLUT-4),
através para a membrana plasmatica. Este efeito contribui para o aumento da
deposicdo de lipidios no tecido adiposo, possivelmente devido ao aumento da
lipogénese (ARAUJO et al., 2016).

Sheela et al. (1995) administraram N-acetil-cisteina sulfoxido, isolado e
purificado da cebola, em ratos com diabetes induzido por aloxana e observaram
reducdo na concentracdo sérica de glicose, enquanto que a quantidade de
glicogénio hepatico aumentou consideravelmente em relagdo aqueles diabéticos ndo
tratados com N-acetil-cisteina sulfoxido. Os grupos tiol dos aminoacidos sulféxido e
dissulfetos oxidam NADPH, desta forma, o NADP* nao podera participar das

reagoes de reducao durante a sintese de triacilglicerdis e de colesterol. Além disso,
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a diminuicado dos equivalentes redutores e a inativagdo dos grupos tiol podem
prevenir a destruicdo da insulina e assim explicar a agdo hipoglicémica dos
compostos sulforados da cebola. Estes compostos também sido dotados da acao
inibitoria da atividade da glicose -6-fosfatase (LIN et al., 2004).

O grupo N-acetil-cisteina reduz tanto a glicemia como a concentragéo sérica e
hepatica de triacilglicerdis e de colesterol, ao diminuir a atividade das enzimas
lipogénicas, tais como, a acido graxo sintase, HMG-CoA redutase, respectivamente
(HSU et al., 2006; LOPEZ-MIRANDA et al., 2015).

O N-acetil-cisteina tem a capacidade de atuar no metabolismo oxidativo, uma
vez que influencia a fosforilagao oxidativa (MIQUEL et al., 1995). Conforme Miquel et
al. (1995) e Banaclocha et al. (1997) o N-acetil-cisteina atua através de 2
mecanismos: protegendo proteinas da fosforilagdo oxidativa contra o dano oxidativo
através da manutencao dos grupos SH, essenciais para a atividade enzimatica, e
evitando a peroxidacao lipidica das membranas mitocondriais, o que poderia diminuir
a atividade dos complexos (BANACLOCHA et al.,, 1997). No mesmo estudo de
Miquel et al. (1995) relataram aumento das atividade dos complexos respiratorios |,
IV e V em mitocbndrias hepaticas de ratos idosos tratados cronicamente com N-
acetil-cisteina.

Em modelos animais, o N-acetil-cisteina eleva as defesas antioxidantes em
choque hemorragicos, uma vez que o N-acetil-cisteina também é um precursor da
glutationa que desempenha um papel fundamental na defesa antioxidante do
pulméo (MANI et al., 2017).

A suplementacdo de N-acetil-cisteina em um paciente com deficiéncia de

transaldolase parece ser bem tolerada e estd associada a melhora bioquimica na
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forma de niveis normalizados de alfa-fetoproteinas, embora possa refletir diminuicao
da leséo hepatocitaria e hepatocarcinogénese reduzida (RODAN & BERRY, 2017).

O N-acetil-cisteina possui  propriedades antioxidantes e exerce
hepatoprotegcédo, além de reduzir a peroxidagao lipidica devido a sua atividade
antioxidante. No estudo realizado por Maheswari, Saraswathy & Santhranii (2014)
observou-se que o tratamento com carbazepina aumentou significativamente os
niveis de bilirrubina, os marcadores de hepatotoxicidade e diminuiu os niveis de
albumina e proteinas totais. A suplementagdo com N-acetil-cisteina diminuiu os
marcadores de hepatotoxicidade e exerceu uma protegao significativa contra a
toxicidade induzida por carbazepina, devido a capacidade de diminuir a peroxidagao
lipidica e, portanto, o estresse oxidativo através da atividade de eliminagdo de
radicais livres, o que melhorou os niveis de sistema de defesa antioxidante. Com a
dosagem de N-acetil-cisteina a 200 mg/kg melhorou os danos histopatolégicos
hepaticos induzidos por carbazepina.

Considerando que a glutationa, na forma reduzida (GSH), atua como
substrato da glutationa peroxidase, a presenga de N-acetil-cisteina torna-se
importante no sistema de defesa antioxidante, uma vez que este composto recupera
a concentragcdo de GSH na célula, o que faz aumentar a atividade da enzima (CHEN
et al., 2006; KAGA, 2017).

As alteragdes metabdlicas podem ser controladas através da via exdgena,
fornecendo recursos para a producdo de antioxidantes, e assim, contribuir para a
homeostase metabdlica. Entretanto, existem fatores de riscos que promovem a
disfuncado hepatica. Deste modo, a procura de produtos naturais com propriedades
terapéuticas no controle metabdlico e reducdo de danos hepaticos se torna

relevante.
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HIPOTESE

O glutamato monossddico induz disfungées metabdlicas, provoca estresse
oxidativo e alteragbes metabdlicas no figado através da disfungao mitocondrial e, o
antioxidante N-acetil-cisteina, através de suas propriedades farmacoldgicas, atenua

esta disfungao hepatica.
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OBJETIVOS

OBJETIVO GERAL

Neste contexto e diante dos relatos em torno das a¢des farmacoldgicas do N-
acetil-cisteina e dos efeitos deletérios do glutamato monossddico sobre o figado, o
presente trabalho teve como objetivo evidenciar a indugcdo de disfungbes
metabdlicas pelo glutamato monossddico e determinar o efeito do N-acetil-cisteina
sobre o0s parametros calorimétricos, metabolismo energético, atividade dos
complexos respiratorios e estresse oxidativo no tecido hepatico. Tal objetivo geral foi

alcangado através dos seguintes objetivos especificos:

OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Evidenciar os parametros calorimétricos, glicemia, dislipidemia, marcadores
de estresse oxidativo, metabolismo energético e atividade dos complexos
respiratérios no tecido hepético de ratos submetidos a ingestdo de glutamato
monossodico;

- ldentificar os efeitos da administracdo do N-acetil-cisteina sobre a
dislipidemia, marcadores de estresse oxidativo, metabolismo energético e atividade
dos complexos respiratorios no tecido hepatico de ratos submetidos a ingestéo de

glutamato monossadico.
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MATERIAIS E METODO

1. INSTALAGAO DO EXPERIMENTO E ANIMAIS EXPERIMENTAIS

Os procedimentos experimentais foram submetidos & Comissdo de Etica e
Experimentagdo Animal do Instituto de Biociéncias da Universidade Estadual
Paulista (UNESP) de Botucatu (Protocolo numero 704-CEUA) e, foram de acordo
com os principios éticos em pesquisa animais, previstos pelo Colégio Brasileiro na
Experimentacdo Animais (COBEA) (Lei 11794/2008; ANEXO 1).

Foram utilizados 32 ratos Wistar, machos, recém-desmamados (21 dias). Os
animais foram provenientes do Biotério Central da UNESP - Campus de Botucatu e
transferidos para o Laboratério de Experimentacdao Animal do Departamento de
Quimica e Bioquimica/IB-UNESP-Botucatu, onde foram mantidos em ambiente com

temperatura (25 + 2°C) e fotoperiodo (ciclos 12:12 horas claro/escuro) controlados.

2. GRUPOS EXPERIMENTAIS E COMPOSIGCAO DAS DIETAS

Inicialmente os animais foram distribuidos em dois grupos experimentais
(n=16). O grupo C foi o controle e receberam dieta padréo; o grupo GMS recebeu
dieta padrao contendo glutamato monossoédico (GMS), durante 30 dias. Apds este
periodo grupos foram subdivididos e constituiram os seguintes grupos experimentais
(n=8):

Grupo C: receberam dieta padrao;

Grupo NAC: receberam dieta padrao e N-acetil-cisteina;

Grupo GMS: receberam dieta padrao contendo GMS;

Grupo GMS-NAC: receberam dieta padrao contendo GMS e N-acetil-cisteina.
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Estes grupos foram mantidos durante 30 dias. Os animais receberam as
respectivas dietas ad libitum, e o controle de ingestdo de ragéo e agua foram diario
e, 0 peso dos animais foi efetuado semanalmente. O fluxograma abaixo ilustra o

esquema experimental.

FASE | ] FASE Il J

¢ : 3

0 Semana 4 Semanas 8 Semanas

Grupos — FASE |

Grupo C: recebeu dieta padrao;

Grupo GMS: recebeu dieta padrao e Glutamato

monossodico;

Grupos — FASE Il

Grupo NAC: recebeu dieta padrao e N-acetil-cisteina;

Grupo GMS: recebeu dieta padrao e Glutamato monossaddico;

Grupo GMS-NAC: recebeu dieta padrao contendo Glutamato monossédico e
N-acetil-cisteina;

Fluxograma1: Detalhamento do delineamento experimental, identificando as fases e
grupos participante do experimento

A dieta padrdo, Purina Labina (Campinas, SP, Brasil), apresentara
aproximadamente 26% de proteinas; 3,8% de lipidio; 40,0% de carboidratos e, 3,0
Kcal/g de energia metabolizavel. A dieta contendo GMS foi preparada a partir da
ragao padrédo com adigdo de GMS (Merck) na concentracdo de 100g/kg, segundo

Takasaki (1978).
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Os animais receberam N-acetil-cisteina (Sigma-Aldrich; A-7250; 299%(TLC)),

na concentragdo 30mg'dia (LIN et al., 2004) através da via intra-gastrica (gavage).

3. CALORIMETRIA: METABOLISMO BASAL E UTILIZACAO DE
SUBSTRATOS ENERGETICOS

Apds o periodo experimental, foi realizada a calorimetria considerando o
metabolismo basal, o consumo de O2 (VO32) e a producao de CO2 (VCO2).

As determinagdes foram realizadas com a utilizagdo de camara metabdlica
para sistema respiratério animal (CWE, Inc, St. Paul, USA), com medidas obtidas em
computador através de programa especifico (software MMX, CWE, Inc., USA). As
medidas do consumo de Oz e a producao de CO2 foram monitoradas através de
software e calculadas através da média de trés determinagdes (com trés inspiragcoes
e trés exalagdes) registradas no programa, fornecendo os valores de VO, VCOa,
quociente respiratério (QR=VCO2/VO2) e a taxa metabdlica basal (TMB).

A calorimetria indireta foi realizada nos animais de jejum de 12 h (STROHL et
al., 1997, COMMERFORD, 2000). A oxidacdo de carboidratos e de lipidios foi
calculada tendo como base o QR e os volumes de oxigénio consumido (LABAYEN et
al., 1999): oxidacéo de carboidratos=VO: x (QR —0.707)/0.746; oxidagéo de lipidios=
VO2 x (1-QR)/0.293 x 0.746. Onde VO: foi medido em 1/min, 1,00 € o QR para a
oxidacao total de carboidratos, 0.707 é o QR para a oxidagao total de lipidios, 0.293
¢é a diferencga entre 1,000 e 0.707, 0.746 € o numero de litros de oxigénio consumido

por g de glicose oxidada.

4. OBTENGAO DAS AMOSTRAS
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No final do periodo experimental (60 dias), os animais foram anestesiados
(cloridrato de cetamina 10%, 0,1 mL/100g de peso corporal, i.p.) e, a eutanasia foi
realizada por decapitagdo. O sangue foi coletado e o soro separado por
centrifugacao a 6000 rpm, por 15 minutos, e utilizado para determinagao da glicose,
triacilglicerdis, colesterol total, HDL-colesterol, VLDL-colesterol e LDL-coleseterol,
uréia e atividade da alanina aminotransferase (ALT). Apos a retirada do sangue, as
amostras de aproximadamente 100mg de tecido hepatico foram obtidas e estocadas

em “freezer” a -80°C.

5. DETERMINAGOES SERICAS: GLICEMIA, PERFIL LIPIDICO E
LIPOPROTEINAS

5.1. Determinacgéao da glicemia

A glicose sanguinea, por agao da glicose-oxidase, € oxidada a acido glicénico
e forma peroxido de hidrogénio. Este perdxido de hidrogénio (H202) formado reage
por acdo da peroxidase com 4-aminoantepirina e com 1,4-diclorofenol. Por jungao
oxidativa forma-se aintipirilquinonimina, de cor vermelha. A intensidade de coloragao
foi proporcional a concentragao de glicose (MOURA, 1982), utilizando kits comerciais

(Labtest ®).

5.2. Determinagédo da concentragao de triacilgliceréis

Os triacilglicerdis foram determinados através de sua hidrélise enzimatica
produzindo glicerol e acidos graxos. Segundo SOLONI (1971), o glicerol oxida-se
com acido periddico a formaldeido, o qual foi quantificado colorimetricamente como
3,5 diacetil-1,4 diidrolutidina, utilizando kits comerciais (Labtest ®).

5.3. Determinacgao da concentragao de colesterol total
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O colesterol foi determinado enzimaticamente pela colesterol oxidase com
hidrdlise prévia dos ésteres mediante lipase. O perdxido de hidrogénio liberado, na
oxidagédo, produziu fenol oxidado e 4-aminofenazona, o qual foi quantificado

(MOURA, 1982), utilizando kits comerciais (Labtest ®).

5.4. Determinagdo da concentragcao HDL-colesterol

A lipoproteina de densidade muito baixa (VLDL) e a lipoproteina de baixa
densidade (LDL) foram precipitadas seletivamente pelo acido fosfotungstico. No
sobrenadante, separado por centrifugacao, estéo as lipoproteinas de alta densidade
(HDL), na qual se determinou o colesterol incorporado as mesmas (LOPES-

VIRELLA et al., 1977), utilizando kits comerciais (Labtest ®).

5.5. Determinagao da concentragao de LDL e VLDL-colesterol
Os valores de LDL e VLDL-colesterol foram obtidos pela equagao

deFriedewald (VLDL=TG/5; LDL=CT-(HDL+VLDL) (Cohn e Roth, 1996).

5.6. Determinagdo da concentracao de uréia

A concentracdo de uréia foi determinada enzimaticamente através da urease,
onde houve a formagao do azul de idofenol, cuja intensidade de cor formada foi
proporcional concentragdo de uréia presente na amostra (FAWCETT & SCOTT,

1960), utilizando kits comerciais (Labtest ®).

5.7. Determinagao da atividade alanina aminotransferase
A atividade da alanina aminotransferase foi determinada segundo técnica de

Wilkinson et al. (1965), utilizando o método UV otimizado, onde foi medido o
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consumo de NADH», que foi proporcional a atividade da enzima (U/L) presente na

amostra.

6. ANALISES NO TECIDO HEPATICO: OBTENGAO TECIDUAL

As amostras de aproximadamente 100mg de tecido hepatico foram
homogeneizadas em Potter Elvehjem, com pistilo de teflon, na presenga de tampao
fosfato de sodio (0,01M) pH 7,0. Os homogeneizados foram centrifugados a 12 000
xg, durante 30 minutos a -4°C (PEREIRA et al., 1998). O sobrenadante foi utilizado
para a determinagdo dos marcadores do estresse oxidativo (hidroperéxido de lipidio,
proteina carbanil, glutationa total e reduzida, atividade das enzimas antioxidantes),
atividade das enzimas chaves do metabolismo energético, concentragdo de

proteinas totais.

6.1. ANALISE DO ESTRESSE OXIDATIVO: Marcadores do Estresse
oxidativo

6.1.1. Determinagao da concentragao de hidroperoxido de lipidio

Foi determinada através da oxidagéo do sulfato ferroso amoniacal (Fe?*) na
presenca de alaranjado de xilenol, acido sulfurico e butilato hidroxitolueno (BHT) em
metanol & temperatura ambiente. O Fe3* reage com alaranjado de xilenol e forma
cromodgeno, cuja intensidade de coloragdo foi medida espectrofotometricamente

(JIANG et al., 1991).

6.1.2. Determinagdo da concentragao da glutationa total e reduzida
A concentragdo de glutationa total foi determinada através do método cinético,

com a redugao do pela glutationa reduzida (GSH) na presenga de NADPH (TIETZ,
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1969). A concentragao de glutationa reduzida foi determinada em tampao tris-HCI pH
8,9 e DTNB (5,5’-Dithio (2 nitrobenzoic acid) como padrao foi utilizado GSH 1mM

(SEDLAK & LINDSAY, 1968).

6.1.3. Determinagao da concentragao de proteina carbanil

O sobrenadante foi incubado com 2,4 dinitrophenylhydrazina (DNPH) e
centrifugado novamente na presenga de tricloroacético (TCA). Apds lavagem com
acetato de etila/etanol (1:1) foi adicionada guanidina e mantido a 37° C por 10
minutos e, posteriormente procedeu a leitura em absorbancia a 360nm (REZNICK &

PACKER, 1994).

6.1.4. Determinacgao da atividade da glutationa peroxidase (GSH-Px — EC
1.11.1.9)

A atividade da glutationa peroxidase foi determinada segundo método de
Nakamura et al. (1974) na presenga de perdxido de hidrogénio. A mistura da reacéo
foi preparada com tampao fosfato de sédio, NADPH., azida sédica, EDTA, glutationa
reduzida (GSH) e glutationa redutase. Através da oxidagdo do NADPH2, na presencga
da glutationa redutase, a qual catalisa a redugcédo da glutationa oxidada (GSSG), a

atividade da GSH-Px, foi determinada.

6.1.5. Determinacao da concentracdo da atividade da superéxido
dismutase (SOD - EC 1.15.1.1)

A atividade da superéxido dismutase foi determinada pela técnica de Ewing &
Janero (1995), tendo como base a capacidade da enzima inibir a redugdo do

nitroblue-tetrazélico (NBT) por radicais livres gerados pela hidroxilamina em meio
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alcalino (pH 10). A hidroxilamina gera fluxo de O2” do NBT para blue-formazana em
temperatura ambiente. Quando a amostra foi adicionada, a velocidade de redugao

do NBT foi inibida, conforme a atividade da SOD presente na amostra.

6.1.6. Determinacao da atividade da catalase (E.C. 1.11.1.6)
A atividade da catalase foi determinada em tampdo fosfato de sdodio e
potassio 50 mM, pH 7.0, utilizando 0,5mL de amostra e perdxido de hidrogénio

(30%). As leituras foram realizadas a 240nm (AEBI, 1974).

7. ANALISE DO METABOLISMO ENERGETICO

O metabolismo energético foi analisado através da atividade das enzimas
regulatérias das vias metabdlicas, fosfofrutoquinase (PFK, E.C.2.7.1.11.) e lactato
desidrogenase (LDL, E.C. 1.1.1.27.) associadas a glicdlise e ao metabolismo
anaerobico respectivamente, complexo piruvato desidrogenase (Pi-DH), importante
reguladora do metabolismo hepatico e citrato sintase (CS, E.C. 4.1.3.7.), reguladora
do fluxo de substrato através do ciclo do acido citrico e marcadora do metabolismo
aerdbico. A B-hidroxiacil-CoA-desidrogenase corresponde a enzima reguladora da (-

oxidagao.

7.1. Determinacgéao da atividade da fosfofrutoquinase

A PFK foi determinada na presenga de aldolase, gliceraldeido-3-fosfato
desidrogenase, triose isomerase, ATP (adenosina trifosfato) e frutose-6-fosfato,
sendo quantificada pela oxidagdo do NADH (nicotinamida adenina dinucleotideo

reduzido) (BASS et al., 1969).
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7.2. Determinacao da atividade da lactato desidrogenase

A atividade da lactato desidrogenase foi determinada segundo técnica de
Wilkinson et al. (1965) utilizando o método UV otimizado, onde foi medido a
velocidade do consumo de NADH», tendo como substrato o piruvato, que foi

proporcional a atividade da enzima presente na amostra.

7.3. Determinacgédo da atividade do complexo piruvato desidrogenase

A velocidade de conversdo do piruvato em acetil-CoA catalisada pelo
complexo enzimatico Pi-DH foi determinada pela reducdo do NAD™ na presenca de
tiamina pirofosfato, coenzima A (CoA) e piruvato, em tampéao fosfato de potassio

(BASS, 1969).

7.4. Determinacgéao da atividade da citrato sintase
A citrato sintase foi determinada a 412nm em tampao TRIS-HCI 50mM, pH
8,0, contendo acetil-CoA, dithiobis-2-nitrobenzoato (DTBN) 0,1mM e oxaloacetato

0,5 mM (BASS et al., 1969).

7.5. Determinagcdo da atividade da B-hidroxiacil-coenzima A
desidrogenase

Atividade da B-hidroxiacil coenziam A desidrogenase (OHADH, E.C. 1.1.1.53)
foi determinada em meio contendo acetoacetil coenzima A e NADH (BASS et al.,

1969).

8. DETERMINAGAO DA CONCENTRAGAO DO GLICOGENIO
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Na determinagéo do glicogénio, amostras de 100mg de tecido hepatico foram
homogeneizadas (3000 rpm por 10 minutos) com &cido perclérico (0,6 mol/L). Do
sobredanadante retirou uma aliquota (20uL) para determinar a concentragdo de

glicose inicial e outra de 10ulL, que recebeu amiloglicosidase juntamente com
tampao acetato de sédio (0,05 M, pH 4,5), e determinou a concentragédo de glicose
final. A concentragao de glicogénio (mg/g de tecido) foi determinada pela diferenca
entre as concentragdes de glicose final e inicial, segundo Roehrig & Allred (1974). A

concentracao de glicose foi determinada segundo Moura (1982).

9. DETERMINAGAO DA CONCENTRAGAO DE PROTEINAS TOTAIS

A concentragao de proteinas foi determinada utilizando o método de Biureto,
onde as ligagbes peptidicas das proteinas reagem com ion cuprico, em meio
alcalino, resultando em um complexo violeta, cuja intensidade de coloragao foi
proporcional a concentracdo de proteina totais na amostra do tecido hepatico

(MOURA, 1982).

10. DETERMINAGAO DA CONCENTRAGAO DE TRIACILGLICEROIS

Para determinagdo de triacilglicerdis, amostras de 100mg de tecido hepatico
foram homogeneizadas em mistura de cloroférmio/metanol (2:1). O homogeneizado
recebeu 4 mL de cloroférmio e 4 mL de agua e foi filtrado, em seguida as amostras
ficaram em repouso durante 24 horas. Apds, o sobrenadante (fase aquosa) foi
retirado e em seguida desprezado (BLISGH & DYER, 1996). Na fragcédo restante,
determinou a concentragdo de triacilglicerois através do método utilizado para a

determinacao sérica.
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11. ANALISE DA FUNGAO MITOCONDRIAL ATRAVES DA ATIVIDADE
DOS COMPLEXOS RESPIRATORIOS

Os pellet da primeira centrifugagdo do tecido hepatico (item 6) foi
ressuspenso com tampao fosfato de sédio 0,1M contendo 250mM de sacarose e 2
mM de EDTA e centrifugado novamente a 10.000 rpm, assim obteve a suspensao
das membranas mitocondriais, onde determinou a atividade da NADH-

desidrogenase (complexo |), succinato desidrogenase (complexo Il) e ATP sintase.

11.1. Determinacgao da atividade da NADH-desidrogenase (E.C. 1.6.99.5.).
Foi determinada segundo do método descrito por Singer (1984) através da
velocidade do consumo de NADH, a 340nm, em tampéo fosfato de sddio 80nM pH

7,4 na presenga de EDTA (50nM).

11.2. Determinagdo da atividade da succinato desidrogenase (E.C.
1.3.99.1.)

O sistema de reacao foi constituido por tampéo fosfato de potassio 50mM pH
7,4 na presenga de succinato de sédio (10nM), fenazina metassulfato (0,36 mM),
diclorofenolindofenol (12 mM) e, leituras obtidas a 340nm, de acordo com (FISCHER

et al., 1985).

11.3. Determinacgao da atividade da ATPsintase
Foi determinada em tampao TRIS-HCI na presencga de cloreto de magnésio,
NADH, fosfoenolpiruvato, ATP e lactato desidrogenase e procedeu as leituras a

340nm (PULLMAN, et al., 1960).
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As leituras, tanto para determinar a concentracdo como a atividade
enzimatica, foram realizadas em leitor de microplaca (Bio-Tech Instruments, Inc.,
Winooski, VT, USA) com controle através do Software Gen5 2.0 (Bio-Tech
Instruments, Inc., Winooski, VT, USA) e em espectrofotdmetro (Pharmacia Bio-tech)
com medidas obtidas em computador através de programa especifico Software

SWIFT. Todos os reagentes foram de procedéncia da Sigma (St. Louis, USA).

12. FORMA DE ANALISE DOS RESULTADOS - PROCEDIMENTO
ESTATISTICO

Para as variaveis bioquimicas estudadas foi utilizado o delineamento
inteiramente casualizado com 4 tratamentos e 8 repeti¢cdes, segundo esquema da

analise de variancia (ANOVA):

C.V. G.L.
TRATAMENTOS 3
RESIDUO 29
TOTAL 32

O nivel de significancia adotado nas analises estatisticas foi de 5% de
probabilidade e as estatisticas F foram significativas quando p<0.05. Foi utilizado o

Teste de Tukey para a comparacéao entre as médias (ZAR, 1996).
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RESULTADOS

Observa-se que o peso corporal diminuiu (p<0.05) em animais do grupo
GMS-NAC em relagao aqueles do grupo NAC, o qual ndo deferiu dos grupos C e
GMS (Tabela 1, Figura 2A).

Houve maior (p<0.05) ingestdo hidrica em animais que receberam glutamato
monossodico com ou sem tratamento com NAC (GMS e GMS-NAC), ao compara-los
com os grupos C e NAC (Tabela 1, Figura 2B), os quais nao apresentaram diferenga
estatistica (p>0.05) (Tabela 1, Figura 2B).

Em relagdo ao consumo de ragdo, ndo houve significancia entre os grupos

estudados (p>0.05) (Tabela 1, Figura 2C).

Tabela 1. O peso corporal, ingesta hidrica e alimentar, para os diferentes grupos

experimentais.

GRUPOS

C NAC GMS GMS-NAC

Peso 44492443 22ab  490,18+33,96b 441,77+54 12ab 418.65+56,32a
corporal

Ingesta 40,92+180a  40,24+180a  52.00¢1.77b  54,20+2.43b
hidrica

Ingesta 28,07+2,20 20,74+1,95 28,992 26 31,3544,05
alimentar

Médias + Desvios Padrdo. Médias seguidas de letras distintas indicam diferencas significantes entre
os grupos (p<0.05). C=dieta padrdo; NAC=dieta padrédo e NAC; GMS=dieta com GMS; GMS-NAC=
dieta com GMS e NAC.
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Figura 2. O peso corporal, ingesta hidrica e alimentar, para os diferentes grupos

experimentais.
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Através da Tabela 2 e Figura 3A encontram-se os resultados obtidos para
glicemia e concentracdo sérica de insulina. A glicose sérica dos animais
pertencentes aos grupos GMS-NAC diminuiu em relagdo aqueles que receberam
apenas GMS, mas nao atingiu os valores obtidos para os grupos C e NAC, os quais
nao diferiram entre si. Os animais do grupo GMS-NAC apresentou redugao (p<0,05)
no nivel sérico de insulina comparativamente ao grupo C, o qual n&o diferiu dos

grupos NAC e GMS (Tabela 2, Figura 3B).

Tabela 2. Os parametros séricos de glicosee insulina para os diferentes grupos

experimentais.

GRUPOS
C NAC GMS GMS-NAC
Glicose 95,17+7,00a 99,50+7,60a 180,90+10,44c  144,25+8,26b
Insulina 1,691+0,300b 1,469+0,242al 1,357+0,312ak 1,266+0,319a

Médias + Desvios Padrdo. Médias seguidas de letras distintas indicam diferencas significantes entre
os grupos (p<0.05). C=dieta padrdo; NAC=dieta padrédo e NAC; GMS=dieta com GMS; GMS-NAC=
dieta com GMS e NAC.

N
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Médias + Desvios Padrdo. Médias seguidas de letras distintas indicam diferengas significantes entre
os grupos (p<0.05). C=dieta padrao; NAC=dieta padrdao e NAC; GMS=dieta com GMS; GMS-NAC=
dieta com GMS e NAC.

Figura 3. Os parametros séricos de glicosee insulina para os diferentes grupos

experimentais.
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A analise do perfil lipidico revela maior concentragdo de acidos graxos,
triacilglicerdis, VLDL-colesterol, colesterol total e LDL-colesterol total em animais que
receberam apenas GMS em relagdo aos demais grupos que nao apresentaram
diferenga estatistica (Tabela 3 e Figura 4A, 3B, 3C, 3D e 3E).

O valor obtido para concentragao sérica de HDL-colesterol foi menor em
animais do grupo GMS, em comparagao aqueles pertencentes aos grupos C, NAC e

GMS-NAC, os quais nao diferiram entre si (Tabela 3 e Figura 4F.

Tabela 3. Os parametros séricos de acidos graxos livres, triacilgliceréis, VLDL-
colesterol, colesterol total, LDL-colesterol, HDL-colesterol para os

diferentes grupos experimentais.

GRUPOS

C NAC GMS GMS-NAC

Acidos graxos , so5.05235  1.933:0351a 4,105:0,693b  2,281+0.506a

livres

Triacilglicerois 158,50+39,01a  197,60+26,16a 272,80+41,73b  202,80+30,90a
VLDL- 31.70+7,80 39.52¢523a  54.56:8,35b  40,5646.18

colesterol ,[Ux/,0Ua 210,232 ,0618, ,5616,18a
?;’t':,stem' 140,14+11,38a  13550+17.21a 179,93+20.87b  131,50+13.31a

LDL-colesterol 76,03+18,04a 61,10+15,15a  105,96+24,37b  56,45+8,34a

HDL-colesterol 33,67+6,45b 34,88+6,26b 23,97+6,05a 34,71+4,62b
Médias + Desvios Padrdo. Médias seguidas de letras distintas indicam diferencgas significantes entre

os grupos (p<0.05). C=dieta padrdo; NAC=dieta padrédo e NAC; GMS=dieta com GMS; GMS-NAC=
dieta com GMS e NAC.
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Figura 4. Os parametros séricos de acidos graxos livres, triacilglicerdis, VLDL-
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A atividade sérica da alanina aminotranferase aumentou significativamente
no grupo GMS. Enquanto o NAC foi eficiente em reduzir a atividade desta enzima
em animais submetidos ao GMS (GMS-NAC), porém sem atingir valores préximos
ao grupo C que nao diferiu do grupo NAC (Tabela 4 e Figura 5A). O nivel sérico de
ureia manteve-se inalterada entre os grupos experimentais (p>0.05). (Tabela 4 e

Figura 5B).

Tabela 4. Os parametros séricos de alamina aminotransferase, uréia para os

diferentes grupos experimentais.

GRUPOS
c NAC GMS GMS-NAC
_ Alanina 08,84+20,52: 113.14+14,39al 191.29+36.61¢ 137,14+30,48t
aminotransferase
UREIA 35444711  32,814500 35441660  32,3846.13

Médias + Desvios Padrdo. Médias seguidas de letras distintas indicam diferencgas significantes entre
os grupos (p<0.05). C=dieta padrdo; NAC=dieta padrédo e NAC; GMS=dieta com GMS; GMS-NAC=
dieta com GMS e NAC.
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Figura 5. Os parametros séricos de alamina aminotransferase, uréia para os

diferentes grupos experimentais.

45



Na Tabela 5 encontram-se os resultados obtidos para calorimentria indireta.
Os animais submetidos a administragado de glutamato monossoédico apresentaram
maiores valores para consumo de oxigénio (VO32) e produgdo de CO, (VCOy), e
menor quociente respiratério (QR) comparativamente aos demais grupos. Exceto
VCO2 e QR o VO2, em animais submetidos ao GMS e tratados com NAC (GMS-
NAC), apresentou valor semelhante aos grupos C e NAC (Figuras 6A, 6B e 6C). A
oxidagdo de carboidratos diminuiu em animais de GMS em relagdo aos demais
grupos. Porém o grupo GMS-NAC permaneceu com valor inferior (p<0.05) ao grupo
C. Enquanto a oxidagao de lipidios diminuiu em GMS comparativamente aos demais
grupos que nao diferiram entre si (Figura 6D). A maior (p<0.05) taxa metabdlica
basal foi observada em GMS e a menor (p<0.05) em GMS-NAC que nao diferiu de

C, mas diferiu de NAC (Figura 6E).
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Tabela 5. A determinacdo do consumo de Oz (VO2), producédo de CO2 (VCO2),
quociente respiratério (QR), oxidagédo de carboidratos, oxidagdo de
lipidios e taxa metabdlica basal (TMB), para os diferentes grupos

experimentais.

GRUPOS

c NAC GMS GMS-NAC

VO, 3,02:0,43a 3,08:0,31a 4,47:0,18b  2,71:0,31a

vCo, 2,40:028b  2,39+0,22b 3,18£0,12c  2,01+0,22a
QR 0,80£0,03d 0,78+0,015c 0,71%0,00a  0,74+0,01b

Oxidagao 0,67:0,12d  0,53+0,094c 0,07:0,015a  0,24+0,037b

Carboidratos
Oxidacao de Lipidios  1,58+0,39a  1,78+0,27a 3,2710,14b 1,79+0,25a
TMB 20,78+2,83ab 21,09+2,09b 30,12+1,18c 18,40+2,10a
Médias + Desvios Padrdo. Médias seguidas de letras distintas indicam diferencas significantes entre

os grupos (p<0.05). C=dieta padrdo; NAC=dieta padrédo e NAC; GMS=dieta com GMS; GMS-NAC=
dieta com GMS e NAC.
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Figura 6. A determinagao do consumo de Oz (VO2), producdo de CO (VCO2),
quociente respiratorio (QR), oxidagdo de carboidratos, oxidagado de lipidios e taxa

metabdlica basal (TMB), para os diferentes grupos experimentais.
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A Tabela 6 apresenta os resultados obtidos para a atividade das enzimas
marcadoras do metabolismo energético no tecido hepatico. A atividade da
phosphofrutoquinase diminuiu em animais submetidos a administragdo de GMS.
Enquanto NAC foi eficiente em aumentar a PFK em animais que receberam GMS
(GMS-NAC), porém sem atingir os valores obtidos em C (Figura 7A). A Atividade da
enzima lactato desidrogenase (LDH) esteve elevada em GMS em relagdo aos
demais grupos os quais nao apresentaram diferenga estatistica (p>0.05) (Figura 7B).
Os animais de GMS demonstraram diminuigdo na atividade da piruvato
desidrogenase. Enquanto aqueles pertencentes ao grupo GMS-NAC néo diferiu
tanto do grupo C como do grupo NAC (Figura 7C).

A atividade da citrato sintase e da B-hidroxi-acil CoA desidrogenase
aumentou em GMS e o NAC foi capaz de reduzir em animais submetidos a
administragcdo de GMS (GMS-NAC), a valores préximos aos grupos C e NAC para
citrato sintase, sendo NAC < C. Enquanto a B-hidroxi-acil CoA desidrogenase nao

diferiu entre NAC e C (Figura 7D e 7E).
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Tabela 6. As enzimas fosfofrutoquinase (PFK), lactato desidrogenase (LDH),
piruvato desidrogenase (PiDH), citrato sintase (CS) e B-hidroxiacil CoA

desidrogenase (OHADH), para os diferentes grupos experimentais.

GRUPOS
Cc NAC GMS GMS-NAC
PFK 0,150+0,026¢ 0,125+0,021bc 0,071+0,012a 0,119+0,018b
LDH 6,23+1,33a 5,50+0,80a 11,24+0,87b 5,76x1,14a
PiDH 2,55+0,31c 2,08+0,30b 1,40+0,36a 2,20+0,33bc
Cs 24,55+2,09b 20,76+2,31a 36,92+3,50c 21,78+2,39ab
OHADH 32,88+5,87a 38,7846,16a 62,79+7,26¢ 51,154,77b

Médias + Desvios Padrdo. Médias seguidas de letras distintas indicam diferencas significantes entre
os grupos (p<0.05). C= dieta ad libitum; NAC= dieta ad libitum e NAC via gavagem; GMS=dieta ad
libitum contendo GMS; GMS-NAC= dieta ad libitum contendo GMS e NAC via gavagem.
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libitum contendo GMS; GMS-NAC-= dieta ad libitum contendo GMS e NAC via gavagem.

Figura 7. As enzimas fosfofrutoquinase (PFK), lactato desidrogenase (LDH),
piruvato desidrogenase (PiDH), citrato sintase (CS) e B-hidroxiacil CoA

desidrogenase (OHADH), para os diferentes grupos experimentais.
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Na Tabela 7 encontram-se os resultados obtidos para atividade hepatica dos
complexos respiratorios. Os animais pertencentes ao grupo GMS demonstraram
aumento na atividade tanto da NADH desidrogenase como da succinato
desidrogenase em relagdo aos demais grupos que apresentaram diferencas
significativas, segundo esquema: GMS+NAC=NAC>C para NADH desidrogenase e
GMS+NAC>NAC=C para succinato desidrogenase (Figura 8A e 8B). Enquanto a
atividade da enzima ATPsintase esteve reduzida no grupo GMS em relagdo aos

demais grupos, os quais ndo diferiram estatisticamente entre si (Figura 8C).

Tabela 7. Atividades da NADH desidrogenase (NADH-DH), succinato desidrogenase

(SUC-DH) e ATP sintase, para os diferentes grupos experimentais.

GRUPOS
C NAC GMS GMS-NAC

NADH-DH 6,94+0,73a 7,72+0,97ab 12,70+2,01c 9,15+1,64b
Suc-DH 0,81+0,088: 0,74+0,13a 1,81+0,32c 1,15+0,17b
ATPsintase 2,63+0,290 2,99+0,21b 1,77+0,34a 2,73+0,34b

Médias + Desvios Padrdo. Médias seguidas de letras distintas indicam diferencgas significantes entre
os grupos (p<0.05). C= dieta ad libitum; NAC= dieta ad libitum e NAC via gavagem; GMS=dieta ad
libitum contendo GMS; GMS-NAC= dieta ad libitum contendo GMS e NAC via gavagem.
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Médias + Desvios Padrdo. Médias seguidas de letras distintas indicam diferencgas significantes entre
os grupos (p<0.05). C= dieta ad libitum; NAC= dieta ad libitum e NAC via gavagem; GMS=dieta ad
libitum contendo GMS; GMS-NAC= dieta ad libitum contendo GMS e NAC via gavagem.

Figura 8. Atividades da NADH desidrogenase (NADH-DH), succinato desidrogenase

(SUC-DH) e ATP sintase, para os diferentes grupos experimentais.
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No tecido hepatico, as proteinas totais nao diferiram estatisticamente
para este modelo de estudo (p>0.05), embora o grupo GMS-NAC apresentou maior
valor absoluto (Tabela 8, Figura 9A).

Em relagdo ao ftriglicerideo presente no figado, os grupos que
receberam glutamato monossodico em sua dieta apresentaram maiores valores em
relacdo aos grupos C e NAC, contudo os grupos GMS-NAC e NAC nao diferiram
estatisticamente entre si (p>0.05). O grupo GMS apresentou significancia em relagao
aos demais grupos deste estudo (p<0.05) (Tabela 8, Figura 9B).

A concentragdo de glicogénio hepatico esta ilustrada na figura 9C. A
administragdo de N-acetilcisteina equiparou estatisticamente os grupos GMS-NAC e
C, ou seja, nao houve significancia entre os grupos (p>0.05). Contudo, o grupo NAC
apresentou menor concentragdo de glicogénio hepatico, o que resultou em diferenga
estatistica em relagdo aos demais grupos experimentais (p<0.05) (Tabela 8). Em
contrapartida ao grupo NAC, o grupo que recebeu em sua dieta o GMS néo tratado
com N-acetilcisteina apresentou maior concentragdo hepatica de glicogénio,

diferindo estatisticamente dos grupos C, NAC e GMS-NAC (Tabela 8, Figura 9C).
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Tabela 8. A concentragao hepatica de proteinas totais, triacilglicerol e glicogénio,

para os diferentes grupos experimentais.

GRUPOS
C NAC GMS GMS-NAC
Proteinas totais 24,48+1,22 24,96+0,72 24,30+1,61 25,04+1,56
Triacilgliceréis 16,65+2,08a  18,80+2,85al 30,47+5,20c 21,48+3,14b
Glicogénio 30,33+1,97b 27,43+1,96a 43,06+2,23c 32,39+1,38b

Médias + Desvios Padrdo. Médias seguidas de letras distintas indicam diferengas significantes entre
os grupos (p<0.05). C= dieta ad libitum; NAC= dieta ad libitum e NAC via gavagem; GMS=dieta ad
libitum contendo GMS; GMS-NAC= dieta ad libitum contendo GMS e NAC via gavagem.
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Médias + Desvios Padrdo. Médias seguidas de letras distintas indicam diferencgas significantes entre
os grupos (p<0.05). C= dieta ad libitum; NAC= dieta ad libitum e NAC via gavagem; GMS=dieta ad
libitum contendo GMS; GMS-NAC-= dieta ad libitum contendo GMS e NAC via gavagem.

Figura 9. A concentragdo hepatica de proteinas totais, triacilglicerol e glicogénio,

para os diferentes grupos experimentais.
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Na Tabela 9 encontram-se os resultados obtidos para os pardmetros do
estresse oxidativo. A concentracdo hepatica da proteina carbonila esteve aumentada
(p<0.05) em animais pertencentes ao grupo GMS e GMS-NAC, sendo esse ultimo
sem diferencga significante com o grupo C (Tabela 9 e Figura 10A).

O grupo GMS-NAC apresentou queda na concentragao de hidroperdxido de
lipidio no tecido hepatico em relagédo ao grupo GMS, o qual n&o diferiu de grupo C,
mas demonstrou diferenga significante com grupo NAC (GMS-NAC=NAC<GMS)
(Figura 10B). Os animais submetidos somente ao GMS apresentou diminuicdo no
nivel hepatico de glutationa total em relagédo ao controle (C), porém permaneceu
inalterado quando comparado com os demais grupos (GMS=GMS=NAC) (Figura
10C). Quanto a concentragdo de glutationa reduzida houve diferenga significante
entre os grupos experimentais num ordem decrescente de valores C>NAC>GMS-
NAC>GMS (Figura 10D). A atividade da superoxido dismutase decresceu
significativamente no grupo GMS, enquanto a administragdo de NAC em animais
submetidos ao GMS (GMS-NAC) foi capaz de aumentar a atividade desta enzima,
porém sem atingir os valores proximos do grupo controle (C), o qual néao
permaneceu inalterado em relagdo ao grupo NAC (Figura 10D). Quanto a atividade
da catalase ndo houve diferencga significante entre os grupos experimentais (Figura
10E). Os animais do grupo GMS apresentaram menor atividade da glutationa
peroxidase em comparagdo aos demais grupos experimentais, 0os quais nao

diferiram entre si (Figura 10F).
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Tabela 9. A concentragao de proteina carbonila (PC), hidroperoxido de lipidio (HL),
glutationa total (GS total), glutationa reduzida (GSH) e atividade da
superéxido dismutase (SOD), catalase (CAT) e glutationa peroxidase

(GSH-Px), para os diferentes grupos experimentais.

GRUPOS
C NAC GMS GMS-NAC
PC 0,53+0,11ab 0,45+0,06a 0,68+0,09¢c 0,64+0,09bc
HL 246,94+37,79a 232,77+47,65a 300,02+45,56f 191,47+38,75a
GS total 27,96+£3,72b  26,09+0,94ab  24,46+2,02a 25,78+1,16ab
GSH 6,67+0,36d 5,59+0,26¢ 2,12+0,13a 3,79+0,24b
SOD 54,66+8,76c  47,97+6,27bc  30,51+7,20a  41,64+7,12b
CAT 47,97+4,49 45,08+4,30 46,39+6,78 49,59+4,56
GSH-Px 36,32+5,72b  31,13+4,80b  21,68+3,28a  31,65+4,23b

Médias + Desvios Padrdo. Médias seguidas de letras distintas indicam diferencgas significantes entre
os grupos (p<0.05). C= dieta ad libitum; NAC= dieta ad libitum e NAC via gavagem; GMS=dieta ad
libitum contendo GMS; GMS-NAC= dieta ad libitum contendo GMS e NAC via gavagem.
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Médias + Desvios Padrdo. Médias seguidas de letras distintas indicam diferencgas significantes entre
os grupos (p<0.05). C= dieta ad libitum; NAC= dieta ad libitum e NAC via gavagem; GMS=dieta ad
libitum contendo GMS; GMS-NAC-= dieta ad libitum contendo GMS e NAC via gavagem.

Figura 10. A concentragao de proteina carbonila (PC), hidroperoxido de lipidio (HL),
glutationa total (GS total), glutationa reduzida (GSH) e atividade da
superoxido dismutase (SOD), catalase (CAT) e glutationa peroxidase

(GSH-Px), para os diferentes grupos experimentais.
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Discussao

As doencas relacionadas a transtornos metabdlicos como a resisténcia a
insulina, dislipidemia, obesidade, esteatose hepatica (ndo alcodlica) estao
associadas a altas taxas de mortalidade e morbidade. A compreensao de fatores
relacionados a variacdo do peso corporal é fundamental na prevencao de doencas
metabdlicas, ou seja, obter maior conhecimento as complicagbes associadas ao
sobrepeso e aos fatores de riscos para o desenvolvimento de doenca hepatica
torna-se fundamental (PIETILAINEN et al, 2010; AGUIRRE et al, 2014).

O peso corporal dos animais pertencentes ao grupo que ingeriram glutamato
monossodico (GMS) néo diferiram estatisticamente do grupo controle (C). Estes
resultados diferem da literatura, uma vez que em animais adultos, o glutamato
monossodico adicionado a alimentos ou a beber agua ndo alterou a ingestdo de
alimentos ou o ganho de peso corporal (TORDOFF, ALEMAN & MURPHY, 2012;
NAKAMURA et al., 2013). A proximidade dos valores referentes ao peso entre os
grupos C e GMS nao implica em afirmar que os animais do grupo GMS néo
ganharam massa adiposa, uma vez que um dos efeitos do glutamato monossadico é
sobre a reducdo da estrutura esquelética, por provocar queda dos niveis de
horménio de crescimento circulantes, além de diminuir a sensibilidade nos tecidos
periféricos (SHAPIRO et al., 1993; MISKOWIAK & PARTIKA, 1993). Por outro lado,
é interessante ressaltar que o glutamato monossédico aumenta o apetite durante as
refeicbes através do seu efeito estimulante do sabor, com isto aumenta a saciedade
e atrasa a proxima refeicdo, o que pode reduzir massa adiposa (MASIC &

YEOMANS, 2013; LOPEZ-MIRANDA et al.,2015).
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Conforme estudo realizado por Maheswari, Saraswathy & Santhranii (2014),
foi possivel evidenciar aumento da massa corporal em animais tratados com N-
acetil-cisteina nas doses de 50mg/Kg, 100mg/Kg e 200mg/Kg. Além disso, as
diferentes doses administradas do N-acetil-cisteina também aumentou o peso total
do figado em animais com hepotoxicidade induzida por carbazepina.
Adicionalmente, Ribeiro et al (2011) também comprovou que a administracao de N-
acetil-cisteina aumenta a massa corporal nas doses de 25mg/Kg e 75mg/Kg, via
intraperitoneal. No presente estudo, a dose de 30mg/Kg de N-acetil-cisteina nao
apresentou significancia naqueles grupos que receberam NAC tanto na presenga
como na auséncia de GMS, comparativamente ao controle. Porém a diminuicao do
peso corporal é evidenciada pela administracdao de NAC em animais submetidos ao
GMS (GMS-NAC) em relagao aqueles que receberam apenas (Tabela 1; Figura 2A,
Figura 2C).

A oferta de glutamato monossédico acrescido na dieta ndo promoveu, aos
grupos GMS e GMS-NAC, indicativos de disturbios alimentares, pois ndo houve
diferengas significativas para ingestao alimentar. Tal achado corrobora com Sasaki
et al (2011) que observaram aumento tanto no peso como no IMC em camundongos
que receberam MSG, porém sem alteragcdo na ingestdo de alimentos. Os autores
salientaram que a principal causa da obesidade, provocada pelo GMS, ¢é a
perturbagao do apetite, causada por alteragcdes no metabolismo energético devido a
disfuncdo no sistema nervoso autbnomo.

Contudo, Lopez-Miranda et al (2015) observaram maior ingestdo hidrica em
razao da oferta diaria de glutamato monossodico adicionada a agua de beber dos
animais. Enquanto que no presente estudo os animais que receberam GMS através

da racdo nao apresentaram diferengas para ingestédo hidrica (Tabela 1; Figura 2B). A
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literatura justifica este aumento da ingesta hidrica pelo efeito osmético induzido pelo
glutamato monossaddico independentemente da maneira que foi ofertada, ou seja,
estimulacao da sede nos animais (McKINLEY & JOHNSON, 2004).

Os disturbios no metabolismo da glicose sao descritos na literatura como
consequéncia da utilizagao do glutamato monossédico (TAWFIK & AL-BADR, 2012;
UGUR CALIS et al, 2016). A glicose € captada pelos hepatécitos através dos
transportadores de glicose tipo 2 (GLUT2), e fosforilada pela enzima quinase
gerando glicose-6-fosfato (G6P). A G6P pode ser convertida em glicose-1-fosfato
(G1P) que é adicionada as cadeias de glicogénio através da enzima glicogénio
sintase (RUI, 2014). Uma vez que a quantidade de armazenamento de glicogénio é
alcangada, o excesso de glicose € redirecionado para sintese de acidos graxos
(AG), em um processo denominado de lipogénese.

A concentragdo sérica de glicose aumentou em animais submetidos a
administragdo de glutamato monossadico, tratados ou ndo com NAC (GMS e GMS-
NAC) em relacdo aos demais grupos deste estudo (Tabela 2, Figura 3A). Estes
valores, possivelmente, indicam deficiéncia na sensibilidade a insulina tecidual e/ou
estimulagdo da gliconeogénese hepatica, uma vez que ndo observa deficiéncia de
insulina. Embora os mecanismos que causam alteragdes metabdlicas ainda nao
estejam bem esclarecidos, Seiva et al (2012), Della Corte et al (2015) e Arias et al
(2015) relataram que a disfuncdo metabdlica esteja associada ao descontrole na
atividade das células 3-pancreaticas em aumentar a liberacao de insulina.

Entretanto a glicemia diminuiu naqueles animais que receberam NAC,
indicando a eficiéncia deste composto em controlar a glicemia na presenga do GMS,
mesmo sem alteragdo da concentragdo de insulina entre os grupos GMS e GMS-

NAC.
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A resisténcia insulinica esta associada a deposicao de lipidio visceral desde
que a lipdlise é proporcional a massa adiposa, portanto a maior massa adiposa
expbe o figado a maiores quantidades de acidos graxos livres (AGLs) (LIMA et al.,
2005; LIRA et al., 2010). Os AGLs em excesso podem alterar as vias de sinalizagao
da insulina ao favorecerem a fosforilagdo do IRS-1 em serina (e n&do em tirosina),
isto implica que esta fosforilagcao inadequada suprime a ativacdo do substrato 1 do
receptor de insulina (IRS-1), o que favorece o aumento da produgcdo hepatica de
glicose e, consequentemente reduz a captagéo da glicose (ANTUNES & BAZOTTE,
2015). Contudo, observa-se que tanto administragdo de N-acetil-cisteina quanto o
glutamato monossédico ndo promoveram diferengas na concentragdo de insulina
sérica entre os grupos estudados (Tabela 2 e Figura 3B).

Tanto os acidos graxos livres (AGLs) como o glicerol contribuem para a
sintese de triglicerideos hepaticos através de cadeia longa de acidos graxos no
tecido hepatico ligados a coenzima A (para formar acil coenzima A graxo). A
concentracao hepatocelular de acil CoA graxo resulta do balango entre a formagéao
de AGLs (de AGL circulante, lipogénese, captacao de lipoproteinas e degradagao de
triglicérides) e utilizacdo (sintese e oxidagao lipidica) (RODEN, 2006).

Em geral, a resisténcia insulinica adiposa € o principal contribuinte para o
armazenamento excessivo de ftriglicerideos hepaticos (LOMONACO et al., 2012;
TILG, MOSCHEN, RODEN, 2017). No presente estudo, pode-se observar maior
concentracao sérica de AGLs nos animais submetidos ao GMS com indicativos de
atividade de lipogénese aumentada (Tabela 3; Figura 4A). No estudo de Lambert et
al. (2014) foi observado que a lipogénese é trés vezes maior em pacientes com
DHGNA do que em individuos fisiologicamente normais, representando uma

caracteristica fundamental do figado gorduroso. A lipogénese pode ser estimulada
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tanto pela insulina, via proteina de ligacdo do elemento regulatério de esterol 1c
(SREBP-1c) quanto pela glicose, via proteina de ligagado ao elemento de resposta a
carboidratos (ChREBP) (RODEN, 2006). Assim, o glutamato monossddico pode
favorecer a lipogénese e consequentemente a DHGNA.

A administracdo de NAC em animais que receberam GMS foi eficiente em
normalizar o nivel de AGLs, indicando melhor sensibilidade a insulina e menor
influxo de AGLs para o figado. Contudo, este cenario pode ser indicativo de melhor
aproveitamento da glicose pelas células como substrato energético.

A dislipidemia, um dos fatores da sindrome metabdlica, é caracterizada por
apresentar concentragdes elevadas de colesterol total, triacilgliceréis, LDL-colesterol
e baixos niveis de HDL-colesterol (PEDRO et al., 2017).

Sabe-se que a concentracdo sérica de colesterol e de LDL-colesterol é
dependente tanto de fonte exdgena, provenientes da dieta, como enddgena
(sintese), e esta ocorre quando ha disponibilidade de moléculas de acetil-CoA. Os
niveis de colestetol total e de LDL-colesterol do grupo GMS foram substancialmente
aumentados em relagdo aos demais grupos. Embora a literatura relate que a
hipercolesterolemia seja incomum sem atribuir a uma dieta enriquecida com
colesterol (ALWAHSH et al., 2014, PEDRO et al., 2017), ha indicagdo que niveis
séricos elevados de colesterol estejam associados a hiperglicemia juntamente com o
desenvolvimento de figado gorduroso, conferindo risco de acidentes
cardiovasculares (SHIMOMURA & WAKABAYASHI, 2013; ALWAHSH et al., 2014).

As concentracoes séricas de colesterol total e de LDL-colesterol diminuiram
em animais do grupo GMS-NAC, atingindo valores médios obtidos para o grupo
controle. Neste sentido, Sit et al (2014) reforgaram o efeito benéfico do NAC sobre a

concentracdo de colesterol. Além disso, a propriedade antioxidante da N-acetil-
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cisteina indiretamente ajuda a diminuir os niveis de lipidios circulantes, reduzindo ou
inibindo a peroxidagao lipidica em ratos com infarto do miocardio (NAGOOR
MEERAN et al., 2012).

Observa-se no presente estudo que a dieta acrescida de glutamato
monossodico promoveu aumento sérico tanto de triacilgliceréis como de VLDL-
colesterol.

De acordo com Valastyan et al. (2008) a concentragdo sérica de VLDL-
colesterol e de triacilglicerois decorre basicamente de dois processos metabdlicos,
ou seja, biossintese hepatica de triacilglicerdis e a depuragéo plasmatica de VLDL-
colesterol, que consiste no catabolismo extra-celular, desta lipoproteina no tecido
adiposo e muscular. Esta degradacdo envolve a atividade da lipase lipoproteica —
ativada pela insulina — que catalisa a hidrolise das ligagbes ésteres dos
triacilglicerdis incorporados na lipoproteina.

Por outro lado, a concentragao sérica de triacilglicerdis e de VLDL-colesterol
reduziu em animais do grupo GMS-NAC, sugerindo que o NAC controlou a sintese
hepatica de triacilglicerdis e, consequentemente a liberagdo da lipoproteina VLDL-
colesterol, processos metabdlicos estes que foram exacerbados pelo GMS. Chen et
al. (1995) e Vaisy et al. (2011) observaram o favorecimento do NAC sobre estes
parametros.

Sabe-se que a fragao lipoproteica HDL-colesteral tem a funcao de realizar o
transporte reverso do colesterol, ou seja, remover o excesso do colesterol dos
tecidos extra-hepatico e levar para o figado. Portanto, a diminuigdo sérica desta
lipoproteina nos animais do grupo GMS pode contribuir como fator de risco para as
doengas cardiovasculares relacionadas a habitos alimentares inadequados. Estes

resultados comparativamente com outros estudos, indicaram que dietas nas quais o
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glutamato monossddico seja acrescido reduzem o nivel de HDL-colesterol (LOPEZ-
MIRANDA et al., 2015; FABBRINI et al., 2015).

Por outro lado, N-acetil-cisteina normalizou a concentragéo sérica de HDL-
colesterol nos animais que receberam GMS, indicando seu efeito favoravel sobre os
niveis de HDL-colesterol. Estes resultados sdo consistentes com Sit et al. (2014),
Joshi et al. (2014) e Teodorak et al. (2017) ao relatarem que a administracao de N-
acetil-cisteina manteve o perfil lipidico na faixa da normalidade, além de elevar o
nivel da lipoproteina HDL-colesterol.

A literatura indica aumento da atividade sérica alanina aminotransferase (ALT)
na DHGNA (ANGULO et al., 1999; MANTON et al., 2000; FISHBEIN et al., 2003).
Segundo Lira et al. (2010) observaram, através de relatos baseados numa populagao
de jovens obesos com algum grau de figado gorduroso, valores aumentados de ALT,
o0 que pode ser interpretado como indicador de esteatose hepatica ndo alcoolica.
Adicionalmente, nos estudos de McCullough (2002) e Patton et al. (2006) foram
apresentados correlacbes entre o0 aumento de massa adiposa corporal e lesao
hepatica, com grau de esteatose hepatica ndo alcodlica aumentado, confirmado
através da atividade elevada da ALT no soro sanguineo.

Neste estudo foi possivel observar que o consumo de glutamato monossaddico,
tanto na auséncia como na presenca de NAC (GMS e GMS-NAC), elevou a atividades
de ALT, comparativamente aos demais grupos. No entanto, a administracdo de N-
acetil-cisteina (30mg/dia) diminuiu a atividade da ALT no plasma de animais que
receberam GMS, indicando certo feito hepatoprotetor do N-acetil-cisteina.

O efeito benéfico do NAC sobre o figado é descrito como sendo umas de suas
propriedades farmacoldgicas descritas na literatura (MANI et al., 2017; RODAN &

BERRY, 2017). Além disso, o grupo NAC apresentou atividade sérica da ALT proxima
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aquela observada ao grupo C, o que indica que a dosagem utilizada ndo provocou
toxicidade sobre o tecido hepatico (Tabela 4; Figura 5A). Segundo estudo realizado
por Ferreira et al. (2016) a administragao de N-acetil-cisteina (10mg/Kg de peso do
animal via intraperitoneal) atenuou o desenvolvimento de cirrose hepatica em ratos
tratados com paracetamol, além de restaurar as fungdes hepaticas.

Os niveis plasmaticos de uréia refletem a taxa de filtracido renal, de forma que
a elevagao deste composto nitrogenado pode indicar deficiéncia renal, desta forma
dosagem de uréia no sangue torna-se importante para avaliagdo da fungao renal,
pois a concentracdo aumenta a medida que a velocidade da filtracdo glomerular
diminui (GONZALEZ, 2009). No presente estudo ndo evidenciou qualquer alteragéo
no nivel sérico de ureia, possivelmente ndao houve comprometido renal com a
administragéo tanto de NAC como de GMS (Tabela 4, Figura 5B).

A calorimetria indireta permite evidenciar o substrato utilizado para obtencao
de energia pelo organismo e, assim avaliar o metabolismo nos principais 6rgaos
ativos energeticamente, incluindo o figado, pois descreve as adaptagdes periféricas,
como a capacidade oxidativa (NOVELLI et al.,, 2010; HOLLOWAY et al., 2012).
Mourao et al., (2005) complementaram a definicdo de calorimetria indireta como um
método para a determinagdo de taxas de utilizacdo de substratos energéticos
durante o consumo de O: e liberacao de CO2, pela analise do ar inspirado e
expirado pelos pulmdes. Esta metologia quantifica e identifica a natureza de
substratos energéticos que sdo metabolizados pelo organismo. O VO corresponde
a quantidade de oxigénio consumido, o VCO2 a quantidade de diéxido de carbono
produzido por grama de substrato oxidado, sendo que o quociente respiratorio (QR =

VCO2/VO2) é frequentemente empregado para determinar qual combustivel
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metabdlico, carboidratos ou lipidios, que estd sendo oxidado pelo organismo
(LABAYEN et al., 1999).

Os animais que receberam GMS apresentaram maiores valores tanto para VO
como para CO,, porém menor QR, indicando que VO3 foi relativamente maior que
VCO,, quando se compara aos demais grupos. Estes resultados comprovam que o
GMS induziu maior oxidacao de lipidios em detrimento a oxidacdo de carboidratos
(Tabela 5; Figura 6A, 6B, 6C, 6D e 6E). Sabe-se que o QR corresponde a relagao
entre a taxa de consumo de Oz e a producédo de CO2, a reducao de VO: para GMS
refletiu em menor valor para QR, indicando que a elevacao na oxidagao de lipidios,
como substrato energético, foi acompanhada pela diminuicdo na oxidagao de
carboidratos.

Ao induzirem a obesidade em modelo a animal, Delany & West (2000) e Diniz
et al. (2008) justificaram o quadro de obesidade acrescentando sacarose na dieta
através da modificagdo da utilizagdo de substratos energéticos, com maior oxidagao
de lipidios. No presente estudo, o acréscimo de glutamato monossédico na dieta
modificou a sele¢cdo de combustiveis metabdlicos, uma vez que a preferéncia pela
oxidacdo de lipidios pode ser devido a presenga de glutamato monossddico,
indicando que houve necessidade de catabolizar triacilglicerdis no tecido adiposo e
liberar &cidos graxos para a corrente sanguinea tornando disponiveis para os tecidos
oxida-los para obtengao de energia.

A relagao VCO2/VO: foi elevada em ratos do grupo GMS-NAC em relagdo ao
grupo GMS, o qual sugeriu principal ativagdo do metabolismo de lipidios. Dietas
hipercaldricas estimulam a lipdlise e, consequentemente a disponibilidade de acidos
graxos para os tecidos muscular e hepatico, assim ocorre diminuicdo tanto na

internalizagdo como na utilizagao intracelular de glicose (SORIA et al., 2001). Esta
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condicdo pode também explicar a elevacdo da glicemia e baixa oxidagdo de
carboidratos na presenca de GMS, o qual interferiu na concentracdo sérica de
glicose e a sua oxidacao.

A quantidade de diéxido de carbono produzido, comparativamente a de
oxigénio consumido durante os processos oxidativos, varia de acordo com o teor de
oxigénio presente na molécula do substrato oxidavel. O fato dos acidos graxos serem
moléculas relativamente reduzidas (CHs-(CH2),--COOH) em comparagdo com
carboidratos (Ce-H1206), 0s tecidos requerem mais oxigénio para oxidar lipidios. Além
disso, a oxidagdo completa de acidos graxos durante a fosforilagdo oxidativa gera
grande quantidade de ATP, isto contribui para aumentar ainda mais a necessidade de
oxigénio e diminuir a razdo fosfato/oxigénio (P/O), a qual reflete o numero de
moléculas de ATP produzidas por atomo de oxigénio reduzido na cadeia
transportadora de elétrons mitocondrial (LOPASCHUK et al., 2010).

A administragdo de N-acetil-cisteina em animais que receberam GMS (grupo
GMS-NAC) atenuou tanto o consumo de O2 como a produgéo de CO». Desta forma, o
QR aumentou com melhor utilizacdo de carboidratos, como combustiveis metabdlicos,
e menor oxidagao de lipidios, no grupo GMS-NAC em relagdo a aqueles animais que
receberam apenas GMS.

A dose proposta de administragdo do N-acetil-cisteina (30mg'dia) normalizou a
taxa de oxidacao de lipidios, devido a menor diferenca entre VO2 e VCO2 observada
ao grupo NAC e GMS-NAC, quando comparada ao grupo GMS, cuja diferenca foi
maior. Além disso, o N-acetil-cisteina demonstrou eficiente em aumentar a oxidacao
de carboidrato para os animais do grupo GMS-NAC em relagdo ao grupo GMS

(Tabela 5; Figura 6D). Estes resultados sugerem que o N-acetil-cisteina atenuou os
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efeitos metabdlicos impostos pelo acréscimo de glutamato monossodico na dieta dos
animais pertencentes ao grupo GMS-NAC.

O maior equilibrio na oxidagdo de substratos energéticos é devido a
capacidade do organismo em oxidar carboidratos e lipidios. Trabalhos realizados por
Poirier et al. (2001), Brun et al. (2007) e Bordenadave et al (2008) sugeriram que
quanto melhor for a condigdo do organismo em manter qualidade funcional de seus
sistemas fisioldgicos, melhor serd o equilibrio em oxidar os substratos. Porém,
Melanson et al. (2002) salientaram que a maior oxidagao lipidica reportadas em
algumas pesquisas pode nao representar o real aumento de utilizagéo do lipidio como
substrato energético, pois, em seu proprio estudo os autores demonstraram que a
oxidacdo de lipidios em individuos submetidos a atividade aerdébia nao diferiu
estatisticamente da qual ocorreu na inatividade fisica.

Considerando que a taxa metabdlica basal é a quantidade de energia minima
necessaria que o organismo requer para executar e manter as fungdes basicas/vitais
do organismo (WOODS et al. 2017) e é dependente tanto do consumo de oxigénio
(VO2) como pela produgéo de gas carbdnico (VCO3z), o aumento da TMB em animais
do grupo GMS pode indicar que o organismo utilizou maior quantidade de energia
ingerida para suas atividades vitais, disponibilizando-a menos para o depdsito no
tecido adiposo. De fato houve aumento no consumo de O, corroborando com o
aumento na taxa de oxidacao de lipidio, o0 que pode também explicar o ndo aumento
de peso nestes animais.

A administragdo de NAC em animais submetidos a ingestdo de GMS foi eficaz
em diminuir a TMB, desde que a alteragdao na sele¢gao do combustivel metabdlico é
controlada pela internalizacdo celular e oxidacdo de carboidratos, e

consequentemente supressao na oxidacao de lipidios, assim explica queda na TMB.
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Estes resultados sédo respaldados por Novelli et al (2009) ao relatarem que o NAC
normalizou a TMB em animais que receberam dietas hipercaléricas.

O metabolismo energético do figado foi estudado através da atividade de
enzimas-chave que marcam as principais vias metabdlicas, destacadas pela
fosfofrutoquinase (PFK) e lactato desidrogenase (LDH) ambas marcadoras do
metabolismo glicolitico e indicadoras do fluxo de metabdlitos na via da glicolise; a
piruvato desidrogenase (Pi-DH), que catalisa a conversao do piruvato, proveniente da
glicélise, em acetil-CoA, substrato para o ciclo do acido citrico.Em condigdes
aerdbicas o piruvato, é transportado para o interior da mitocéndria, onde é
descaboxilado e oxidado pela agao da piruvato desidrogenase em acetil-CoA, que
condensa-se ao oxaloacetato, cuja reagdo € catalisada pela citrato sintetase
(responsavel pela entrada de metabdlitos no ciclo do acido citrico) (PASLMQUIST &
MATTOS, 2006; LYALL et al., 2018).

Sabe-se que a atividade da PFK esta favorecida em baixas concentracbes de
ATP e inibida quando as células estdo supridas de ATP e com outros substratos, tais
como acidos graxos (DEPRE et al., 1998; KAGA et al., 2018). Assim, no presente
estudo, a diminuicdo da atividade da PFK em animais pertencentes ao grupo GMS
pode ser devido a presenga de acidos graxos no tecido hepatico. Além disso, a baixa
atividade desta enzima comprova prejuizos na oxidagdo de carboidratos, mesmo
observando elevada atividade na LDH.

A diminuicdo da atividade da enzima PFK corrobora com a literatura e
representa uma resposta adaptativa ao excesso de lipidios disponivel para a oxidacao
(NEMETH et al, 1992).

Nota-se que o grupo GMS teve a atividade da Pi-DH reduzida, devido a menor

oferta de carboidratos disponivel ao tecido hepatico, ou seja, a baixa taxa de oxidagao
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de carboidratos neste grupo (Tabela 6; Figura 7C). Contudo, isso afeta diretamente a
atividade da Pi-DH, uma vez que a redugado na atividade desta enzima gera menos
moléculas de acetil-coA, provenientes do piruvato, para serem oxidadas no ciclo do
acido citrico.

De acordo com Wu et al (2001) a alta concentragédo de acidos graxos e elevada
oxidagao de acidos graxos leva ao aumento de acetil-CoA, o qual provoca fosforliagao
e inibicao da Pi-DH.

O grupo GMS também apresentou elevada atividade tanto da B-hidroxiacil-
CoA-desidrogenase como da citrato sintase em relacdo aos demais grupos
estudados, o que indica maior oxidagao de acidos graxos em detrimento a oxidagao
de carboidratos no figado destes animais.

A alta atividade da citrato sintase sugere maior velocidade no ciclo do acido
citrico e consequentemente maior geracdo de equivalentes redutores (NADH e
FADH), os quais liberardo elétrons na cadeia respiratéria para produgédo de energia
(SEIVA et a., 2012).

Por outro lado, a atividade da enzima da CS esteve elevada no grupo GMS em
relacdo aos demais grupos estudados, uma vez que pode sugerir que o glutamato
monossodico adicionado a dieta elevou a capacidade oxidativa do tecido hepatico
destes animais (Tabela 6). Além disso, o aumento da CS provoca maior concentragao
de citrato, precursor lipogénico. Tal fato pode ser justificado pelas alteragdes que o
glutamato monossédico provoca no metabolismo de lipidio, elevando as
concentracoes séricas de TG e Colesterol total. Desta forma, a literatura relaciona
maior atividade da CS com o metabolismo oxidativo e a lipogénese (GRANLUD et al.,
2011; CHUNG & DIFFEE, 2012) e também com alteragées no perfil lipidico sérico

(ALWAHSH et al., 2014; LOPEZ-MIRANDA et al., 2015).
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A administracdo de N-acetil-cisteina em animais submetidos ao GMS (GMS-
NAC) aumentou a atividade da PFK, normalizou a LDH, Pi-DH e CS, e diminuiu a
atividade da B-OHADH. Estas alteragcbes indicam a selecdo do combustivel
metabdlico, melhorando a oxidacao de carboidratos e reduzindo a taxa de oxidacao
de acidos graxos no figado destes animais.

A enzima LDH é um importante marcador do metabolismo glicolitico
(GRANLUND et al. 2011, FERRIERO et al., 2018), visto que a LDH, no figado,
promove a desidrogenacgéo do lactato, proveniente do musculo, convertendo-o em
piruvato. O piruvato oriundo tanto da desidrogenase do lactato como da oxidagéo da
glicose, passa a ser doador de acetil-CoA para biossintese de acido graxo e
consequentemente de triacilglicerdis (LOPASCHUCK et al., 2010), mas sem alterar a
concentracao de lipidios no soro sanguineo.

No presente estudo pode-se observar que os efeitos da administragdo de N-
acetil-cisteina através da oxidacao corporal de carboidratos e lipidios, como
evidenciada pela calorimetria indireta (Tabela 6; Figura 7D), foram refletidos também
no tecido hepatico, pois a atividade da B-hidroxiacil-CoA-desidrogenase nos animais
do grupo GMS-NAC diminuiu em relagéo ao grupo GMS (Figura 7E). Assim pode-se
evidenciar que a dose proposta de N-acetil-cisteina, no presente estudo atenuou a
oxidagcao excessiva de acidos graxos no tecido hepatico dos animais pertencentes ao
grupo GMS-NAC.

A calorimetria indireta permite evidenciar o substrato utilizado para obtencao de
energia pelo organismo, refletindo notadamente sobre o metabolismo hepatico

(NOVELI et al., 2010, THOMASZ et al., 2018).
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A normalizagéo na atividade da CS, enzima reguladora do fluxo de metabdlitos
pelo ciclo do ciclo do &cido citrico e marcadora da integridade da membrana
mitocondrial nos animais do grupo GMS-NAC assegurou o metabolismo aerdbio.

Considerando que a B-OHADH esta associada ao metabolismo celular
aerdbico (INEICHEN et al., 2017; PEDRO et al., 2017) a redugao na atividade desta
enzima no grupo GMS-NAC em relagéo ao grupo GMS, nao alterou o suprimento de
energia para o tecido hepatico destes animais, como pode ser observado pela
manutencao da atividade da ATP sintase (Tabela 7; Figura 8C).

O estudo da atividade dos complexos enzimaticos respiratérios tais como,
NADH- desidrogenase (NADH-DH), succinato desidrogenase (SUC-DH) e ATP
sintase, inseridos na membrana mitocondrial interna, complementa o conhecimento
sobre o metabolismo energético no figado.

Em condicbes aerdbicas normais, as mobleculas de acetii Coenzima A,
provenientes da oxidagdo de acidos graxos sao metabolizadas no ciclo do acido
citrico produzindo equivalentes redutores NADH ou FADH,. (VOET et al., 2000).

Sabe-se que deficiéncias no funcionamento normal da cadeia respiratoria
mitocondrial levam a uma rapida queda na obtengcdo de energia, ou seja,
comprometimento na sintese de ATP, o que induz aumento da producédo de EROs e
lesdo e morte celular (ANKARCRONA et al., 1995).

No presente trabalho, observa-se que animais submetidos ao GMS
apresentaram aumento tanto na NADH-DH como na Suc-DH, porém diminui¢do na
ATP sintase. Estes resultados refletem que embora haja maior transporte de elétrons,
possivelmente pelo aumento de equivalentes redutores gerados no ciclo do acido
citrico, ndo foi possivel elevar a produgéo de energia, como pode ser observado pela

reducao na atividade da ATP sintase.

75



Em oposicao, pode-se observar que a administracdo de N-acetil-cisteina em
animais submetidos ao GMS diminuiu da atividade da NADH-DH e Suc-DH em
relacdo aqueles que nao receberam apenas GMS e normalizou a ATP sintase (Tabela
7; Figuras 7A, 7B e 7C), indicando menor fluxo de elétrons na cadeia transportador de
elétrons sem prejudicar a atividade da ATP sintase.

Sabe-se que o complexo respiratério NADH-DH apresenta alto grau de controle
do fluxo de elétrons, sendo assim considerado componente limitante da fosforilacdo
oxidativa, assegurando a producédo de ATP pela atividade da ATP sintase (THOMASZ
et al., 2018).

Alguns estudos demonstram relagdo entre a liberagdo de insulina sérica e
concentracdo de proteinas teciduais em animais tratados com glutamato
monossaodico. A redugéo do teor de proteina no tecido adiposo de camundongos que
receberam glutamato monossodico pode ter diminuido a agao da insulina e prejudicar
a tolerancia a glicose, uma vez que a regulagdo da concentragdo de proteinas pode
estar associada com o nivel basal de insulina circulante, trabalhando em um
mecanismo de feedback negativo, por meio do qual a insulina dependente do tempo
para sensibilizar seus tecidos alvo (ARAUJO et al. 2016; MIRANDA et al., 2017).
Desta forma, observa-se a preservacgéo do tecido hepatico dos grupos estudados néo
havendo alteragbes na concentragdo de proteinas nos grupos estudados (Tabela 8,
Figura 9A).

Apesar da alta oxidagao hepatica de acidos graxos no figado de animais do
grupo GMS, ainda foi possivel observar aumento no acumulo de triacilglicerdis,
possivelmente pelo influxo elevado de acidos graxos para o figado (Tabela 8; Figura
9B). Sabe-se que a alta demanda da [(-oxidagdo pode provocar a saturagao

enzimatica, no caso a B-OHADH, e aqueles acidos graxos que nao forem (B-oxidados
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serao reesterificados em triacilgliceréis e seu excesso sera armazenado no tecido
hepatico (VOET et al., 2000).

A sobrecarga hepatica de triacilglicerol ocorre quando a oxidagdo mitocondrial
nao esta sendo realizada de maneira correta, o que estd associado a disfuncao
hepatica (LOPEZ-MIRANDA et al.,, 2015). O acumulo de lipidios no figado reflete
desequilibrio entre a entrada absorgéo e oxidagao de acidos graxos (LOPASCHUK, et
al.,2010).

O acumulo ectépico de triacilglicerdis leva a esteatose hepatica, cujo
processo corresponde ao primeiro estagio da doenga hepatica ndo alcodlica
(ADIELS et al. 2008; NOVELLI et al. 2009). De fato, a mobilizagdo de acidos graxos
do tecido adiposo é responsavel por aproximadamente 60% de triacilglicerois
acumulados no figado (DONNELLY et al., 2005).

Este depdsito patolégico de triacilglicerdis pode ter caudado algum grau de
injuria hepatica, como observado por marcado aumento da atividade sérica da ALT.
Liu et al. (2014); Cachon et al. (2017) demonstraram a correlagdo entre
hepatoxicidade e elevagdo na atividade da ALT em condigdes experimentais.

Os efeitos da administracdo de N-acetil-cisteina em animais que receberam o
glutamato monossédico reduziu o depdsito hepatico de triacilglicerdis hepatico em
animais do grupo GMS-NAC.

Rosa et al (2018) relataram queda no acumulo de triacilglicerdis, baixa
lipotoxicidade e menor grau de dano hepatico na presenga de NAC. Outro possivel
mecanismo de agdo do NAC esta relacionado a sua inibicdo sobre lipogénese com

decréscimo na atividade da enzima malica (LIU et al, 2014).
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Resultados similares foram reportados por Joshi et al. (2014a); Ali et al. (2016);
Falach-Malik et al. (2016) que demonstraram efeito hepatoprotetor do NAC e
decréscimo no grau de esteatose hepatica induzida por cloreto de mercurio.

O balango do conteudo celular de glicogénio depende basicamente de dois
processos metabdlicos, ou seja, a glicogénese que envolve a atividade enzimatica da
glicogénio sintase — forma desfosforilada — e a glicogendlise que apresenta forte
relagcdo com a atividade da enzima glicogénio fosforilase — forma fosforilada (SEKAR
et al., 2005). Contudo, a fosforilagao e desfosforilagdo, destas enzimas regulatérias do
metabolismo do glicogénio, dependem da presencga de epinefrina, glucagon e insulina,
respectivamente.

O mecanismo de deposi¢cdo das moléculas de glicose € quase exclusivamente
na forma de glicogénio, desde que o balango energético de carboidratos seja positivo
(Novelli et al., 2009). O aumento hepatico de glicogénio dos animais pertencentes ao
grupo GMS, pode ser explicado pela ingestdo excessiva de glutamato monossadico, o
qual promove a aceleragao no apetite (Tabela 8 e Figura 9C).

O conteudo de glicogénio em animais submetidos a ingestdo de GMS tratados
com NAC normalizou, sugerindo a influéncia do NAC sobre o metabolismo do
glicogénio nestes animais. Estes resultados sdo compativeis com homeostase
glicémica promovida pelo NAC.

Em modelos experimentais a elevagao da liberagao de acidos graxos amplifica
o metabolismo oxidativo e causa estresse oxidativo (SATAPATI et al.,, 2015). Os
achados funcionais in vivo e in vitro confirmaram estudos nos quais as alteracdes
mitocondriais hepaticas que incluem aumento do vazamento de elétrons ao longo da

cadeia respiratdria, desacoplamento da fosforilacido oxidativa e anormalidades redox

78



com o aumento da geragao de espécies reativas de oxigénio (ROMESTAING et al.,
2008; MORRIS et al., 2011).

Sabe-se que a lipotoxicidade indica que o acumulo de lipidios no tecido
hepatico pode constituir importante alvo para a acao de radicais livres e formacao de
hidroperéxidos (SCHAFFER, 2003), pois as células de tecido ndo adiposo tém
capacidade limitada para estocar lipidios e, quando esta capacidade é excedida,
resulta em disfuncado celular (LOPASCHUK et al., 2007).

Os animais que ingeriram dieta contendo glutamato monossddico (GMS)
apresentaram o maior nivel de proteina carbonila com diferenga significante quando
comparada aos animais do grupo C e NAC (Tabela 9; Figura 10A).

A geracdo excessiva de EROs resulta em dano, ndo apenas a estrutura do
DNA, mas também a outros componentes celulares como proteinas e lipideos.
Quanto as proteinas, alteracbes importantes podem ocorrer por meio da acao
prejudicial das espécies reativas de oxigénio, desencadeando processos de oxidagao
dos aminoacidos e alterando a capacidade funcional dos mesmos, através da
inativacdo de enzimas e formacdo de proteina carbonila, alterando assim o
mecanismo de transdugdo de sinal e protedlise (UZUN et al., 2007; LOBO, PHATAK,
CHANDRA, 2010).

A oxidacao proteica pode ocorrer de diferentes formas e o maior produto da
oxidacao de proteinas é a proteina carbonila, que pode reagir com residuos da lisina
e promover a agregagdo proteica. As proteinas agregadas ndo conseguem ser
degradadas pelos mecanismos normais, condigdo que leva a disfungéo celular e
desencadeamento de processos patoldgicos (VALKO, 2007). Da mesma maneira, a
oxidagdo proteica leva a inativacdo de enzimas envolvidas no fornecimento de

energia para a célula, que s&o participantes na produgdo de adenosina trifosfato
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(ATP) na glicdlise e no ciclo do acido citrico. A inativacdo dessas enzimas € altamente
deletéria para o status energético da célula, induzindo disfungao celular (TRETTER;
ADAM-VIZI, 2000; MALLET et al., 2002).

Além disso, observa-se também no presente estudo, o acumulo de lipidios
decorrente da elevacado na captacao de lipidios pelo tecido hepatico em detrimento
de sua oxidagao no grupo GMS (Tabela 8; Figura 9B). Lipidios acumulados no tecido
hepatico sdo passiveis de serem oxidados pelas espécies radicalares de oxigénio,
promovendo a formacao de lipoperdxidos e consequentemente o estresse oxidativo.
Estes processos podem ser confirmados pela elevacdo da concentracdo de
hidroperdxido de lipidios no tecido hepatico de animais do grupo GMS. A literatura
relata que a lipotoxicidade e alto nivel de hidroperéxido de lipidio estao diretamente
relacionada com o estresse oxidativo e disfungéo celular e tecidual (RECTOR et al.,
2008; GELLI et al., 2017).

Os animais pertencentes ao grupo que recebeu apenas o glutamato
monossodico na dieta (GMS) apresentaram aumento na concentragdo de
hidroperéxido de lipidio, indicando que o acumulo anormal de triacilglicerdis no tecido
hepatico possivelmente favoreceu a lipoperoxidacao.

Além disso, pode-se inferir que a alta B-oxidacdo de acidos graxos,
demonstrada por estes animais (GMS), pode ter contribuido para elevar a produgao
de EROs. As moléculas de acetil-CoA, produto final da B-oxidacado, sao oxidadas no
ciclo do acido citrico e a sua entrada nesta via depende da atividade da citrato
sintase. A oxidagao elevada de acetil-CoA gera excesso de equivalentes redutores
(NADH e FADH), as quais liberam elétrons na cadeia respiratéria, o que provoca
rapidamente saturagao dos complexos enzimaticos e bloqueio no fluxo de elétrons na

cadeia respiratéria. Eventualmente uma pequena fracao de elétrons pode escapar dos
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complexos enzimaticos | e lll e reduzir parcialmente o oxigénio molecular, produzindo
anions superoxidos, que posteriormente convertem-se em peroxidos de hidrogénio,
favorecendo a formacé&o de hidroperoxido de lipidio (LEVERDE, 2007).

Os resultados apresentados mostram menor concentracao hepatica de
hidroperédxido de lipidio em animais tratados com N-acetil-cisteina (Grupos NAC e
GMS-NAC). Porém o NAC em animais submetidos ao GMS (grupo GMS-NAC) néo foi
suficiente para controlar a producao de proteina carbonila.

Em adigao, a peroxidacéao lipidica é subproduto da oxidagao de acidos graxos
e a deplegao protetora de GSH precede a oxidagao de lipidios in vivo (BISWAS et al.,
2005).

A reducao de hidroperdxido de lipidio no grupo GMS-NAC evidenciou o efeito
do N-acetil-cisteina no controle de lipoperoxidagdo das membranas celulares
hepaticas, pois nota-se que a dose proposta de NAC foi suficiente para normalizar a
concentragao de hidroperoxido de lipidio (Tabela 9; Figura 10B).

Os trabalhos de Mani et al. (2017) e Soliman et al. (2017) evidenciaram a
administragcdo de N-acetil-cisteina no controle de danos oxidativos em diferentes
modelos animais, através do seu efeito antioxidante, o que corrobora com o presente
estudo, o qual sugere a aplicabilidade para atenuar os efeitos deletérios provocados
pelo glutamato monossaddico.

O efeito antioxidante do NAC pode ser atribuido a capacidade de sequestrar
diretamente as EROs através do radical sulfidrila na sua estrutura quimica (SIVITZ &
YOREK, 2010).

Por outro lado, ao considerar a fosforilagdo oxidativa associada ao transporte
mitocondrial de elétrons, importante fonte de EROs, os quais podem induzir a

lipoperoxidacao, a melhora na producdo de hidroperéxido de lipidio pelos animais
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tratados com N-acetil-cisteina pode ser em decorréncia de maior controle na oxidagao
de &cidos graxos e, portanto menor a probabilidade de produzir EROs na cadeia
transportadora de elétrons.

Atualmente ha possibilidade de trabalhar com grande numero de métodos com
0 objetivo de determinar o estado antioxidante, desta forma, este estudo utilizou a
quantificagdo dos compostos antioxidantes enddgenos e a atividade das enzimas
antioxidantes.

Nota-se na Tabela 9, que nos animais que receberam dieta acrescida de
glutamato monossddico (GMS), a concentragdo de GSH foi reduzida, a despeito
daqueles animais que foram tratados com N-acetil-cisteina, amenizando deste modo
as alteragcdes que o glutamato monossoédico provoca na concentragao de PC e HL no
tecido hepatico destes animais (Figuras 10A e 10B).

O estresse oxidativo celular também pode ser consequéncia da
biotransformacdo da atividade enzimatica da glutationa reduzida, substrato da
glutationa peroxidase. Muitas das reagdes da glutationa envolvem o grupo sulfidrila
(SH), altamente polarizavel, tornando-o um bom nucledfilo para reagdes com
compostos quimicos eletrofilicos, com a habilidade de doar e receber elétrons, isto faz
da glutationa um composto com bom estado redox (LU, 2009).

Conforme estudo realizado por Nakagawa et al. (2014) in vitro, a adigao de N-
acetil-cisteina as suspensdes de hepatdcitos inibiu efetivamente o dano oxidativo
induzido experimentalmente, sugerindo a sua agao antioxidante. Neste sentido, o
presente estudo in vivo evidenciou que o N-acetil-cisteina aumentou a concentragao
da glutationa reduzida na presenga de NAC, em animais submetidos ou nédo ao GMS
(Grupos NAC e GMS-NAC), comparativamente aqueles do grupo GMS. O NAC

também pode exercer seu efeito antioxidante indiretamente apds apresentar hidrdlise,
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fornece o amino&cido cisteina durante a formacao da glutationa (RODAN & BERRY,
2017; MANI et al., 2017).

Nota-se que a glutationa, assim que foi formada tornou-se reduzida (GSH), pois
nao observou diferenga significativa na concentracdo da glutationa total entre os
animais dos grupos NAC, GMS e GMS-NAC.

A glutationa reduzida é substrato ou cofator de diversas enzimas protetoras,
como a glutationa peroxidase (GSH-Px) e a glutationa redutase (GSH) (GIUSTARINE
et al., 2003; HSU et al., 2004). O NADPH ¢ fonte de elétrons que € catalisada pela
reducdo da glutationa oxidase em glutationa redutase. (NOVELLI, 2005), isto se
reflete em diversas situagdes clinica que associam o desenvolvimento de diversas
patologias com a redugao de niveis de GSH, que podem resultar em uma redugéo do
potencial redox da célula e um efeito sobre os fatores de transcricdo que regulam a
sintese de citocinas (EXNER et al., 2000).

Portanto, sugere-se que a suplementagcdo com N-acetil-cisteina foi efetiva
como antioxidante, melhorando o estado redox celular em animais que receberam
GMS, nos quais pode observar alteragdes ocorridas no sistema glutationa (Figura
10C).

No estudo realizado por Bruck et al (1999), usaram o N-acetil-cisteina no
tratamento da insuficiéncia hepatica fulminante induzida por tioacetamida no modelo
de rato. Entretanto, este trabalho ndo encontrou nenhum efeito protetor do NAC.
Neste modelo, o teor total de glutationa hepatica ndo € afetado, ou seja, néo
apresentou alteracdes na atividade enzimatica d GSH-Px.

Para a remocdo das EROs as células dependem de sistemas
antioxidantes enzimaticos enddgenos, representados pela superdxido dismutase,

que constitui a primeira linha de defesa contra a agdo de EROs, convertendo o
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radical superéxido (O27) em perdxido de hidrogénio (H202), o qual é reduzido a
H2O pela glutationa peroxidase e catalase. (TSUTSUI et al., 2011; BRIEGER et
al., 2012).

A atividade da superoxido dismutase (SOD) esteve diminuida no grupo GMS,
enquanto aqueles animais que receberam GMS e tratados com N-acetil-cisteina a
atividade desta enzima aumentou, porém sem atingir os valores obtidos para os
animais controle (Figura 10E). Confirmando que a dose proposta de N-acetil-cisteina
diminuiu os marcadores de danos celulares (Tabela 9).

Dados da literatura respaldam estes resultados. Em cultura de células
hepaticas, foi observado que a administracdo de N-acetil-cisteina promoveu aumento
da atividade da enzima SOD em torno 38% (WANG et al., 2016). Em estudos com
camundongos, o N-acetil-cisteina foi eficaz no controle de danos oxidativos que
pudessem acelerar a degradagao da mielina, induzindo assim a hipermielinizagdo de
certos tipos de axénios, ao analisar a velocidade de condugéo nervosa (HICHOR et
al., 2018).

No presente estudo, analisando a atividade da catalase ndo se observa
qualquer alteragdo entre os grupos estudados (Tabela 9 e Figura F). Através da
atividade destas enzimas (SOD e catalase) sugere que o radical superdoxido néo foi
dismutado por completo, sendo aquele convertido em peréxido de hidrogénio, este
produto ndo foi suficientemente reduzido em agua pela catalase e assim, o radical
superoxido e peroxido de hidrogénio, apresentaram importante papel na peroxidagao
lipidica e oxidagao proteica no tecido hepatico dos animais do grupo GMS.

Contudo, o estudo realizado por Wang et al. (2016) evidenciou-se aumento da
atividade da enzima CAT em modelo de cultura celular com adicdo de N-acetil-

cisteina, o que possibilita deduzir, no primeiro momento, eficacia ao controle de danos
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oxidativos. Embora o objetivo da administracdo de N-acetil-cisteina no estudo
realizado por Adikwu e Bokolo (2017) diferente do presente trabalho (in vivo), os
autores verificaram diminuigao na atividade da SOD e CAT, sugerindo a ineficacia de
N-acetil-cisteina em elevar a defesa antioxidante através apenas da analise da
atividade da SOD e CAT.

No presente estudo, a administracdo de N-acetil-cisteina em animais
submetidos a dieta acrescida de glutamato monossdédico (GMS-NAC), elevou a
atividade da enzima glutationa peroxidase (GSH-Px), em relagdo ao grupo GMS. Por
outro lado, a administracdo de N-acetil-cisteina ao grupo NAC n&o promoveu
alteracao na atividade da enzima GSH-Px em relagdo aos animais mantidos como
controle (Grupo C) (Tabela 9, Figura 10G). Corroborando com o achado, Ozaras et al
(2003) identificou que em animais considerados saudaveis, a administracdo de N-
acetil-cisteina nao promoveu aumento da atividade da GSH-Px, contudo, em animais
que apresentavam dano hepatico, provocado pelo alcool, o N-acetil-cisteina elevou a
atividade da GSH-Px.

Conforme estudo de Baykara et al. (2015) a dose proposta de N-acetil-cisteina
(300mg/Kg/dia) em modelo animal apresentou efeito antioxidante no rim, com alta
atividade da GSH-Px, além de atenuar a concentragdo de marcadores de estresse
oxidativo como malondialdeido (MDA) no sangue.

Neste estudo, a dieta ofertada com glutamato monossddico promoveu menor
atividade da enzima GSH-Px e a dose proposta de N-acetil-cisteina induziu aumento
da GSH-Px em animais do grupo GMS-NAC, o que pode ter contribuido para impedir

o aumento de hidroperoéxido de lipidio no tecido hepatico no grupo GMS-NAC.
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CONCLUSAO

Diante dos resultados obtidos conclui-se que a dieta acrescida de glutamato
monossddico induziu alteragdes metabdlicas, com diminuicdo na oxidacdo de
carboidrato em detrimento a oxidagao excessiva de lipidios. Além disso, promoveu o
acumulo de triacilglicerdis e estresse oxidativo, no tecido hepatico. A dose
administrada de N-acetil-cisteina atenuou os efeitos deletérios impostos pelo
comportamento alimentar inadequado, normalizou o metabolismo energético,
manteve a homeostase da glicose e reduziu o acumulo de triacilglicerdis no tecido
hepatico. Os efeitos benéficos observados pela administracao de N-acetil-cisteina
estiveram associados a acao protetora das defesas antioxidantes contra o estresse

oxidativo no figado.
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ANEXO

Anexo 1: Certificado n° 704 aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de Animais

(CEUA).

My UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULSTA ®
unesp UUILID OF MESQUITA FILHO"
T Y—

gy

Certificado

Certificamos que o Protocolo n® 704-CEUA, sobre
“Estudo  do efeito do N-acetil-cisteina através do
metabolismo  energético, complexos respiratérios e
estresse oxidativo no tecido hepdtico de ratos sibmetidos
ao glutamato menossddico”, sob a responsabilidade de
Ana Angélica Henrique Fernandes, estd de acordo com a
legislacio vigente (Lei 11.794/2008 & Decreto
6.899/2009), com as resolucbes normativas aplicdveis 2
luz dos Principios Eticos na Experimentacio Animal
elaborados pela Socledade Brasileira de Ciéncia em
Animais de Laboratério (SBCAL/COBEA), e foi aprovado
“Ad referendum” da COMISSAO DE ETICA NO USO DE
ANIMAIS (CEUA), nesta data.

. )
Botucatu, l'ﬂﬂu margo de/2015.
| i

IevaRan g Beac B - ek Té i Acathmin
[iipirice: de Mubills Mandor i/ (EF 1801840 Sewcws 5P Brmd
Tal L4 JIBI G B 54 30016 1744 omall: sercalbib. s ssapbe

Atestamos para 0F devidos fins que, para o Protocalo p? 704 ol mqwm-lbﬂjﬂa?dg de Ana
Angéiica Henrique Fernandes, foi aprovada a urilizagio de 40 ratos Wistar machas, |

. 19 de margy de 2015,

Prod. adj, | ] igar Scarano
&8 demm da o Erded i Ak
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