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RESUMO 

DE SOUZA, D.W. O efeito da fenilhidrazina sobre a obesidade induzida por glutamato 

monossódico (MSG). Total de páginas: 69. Dissertação (Mestrado). Programa de Pós-

Graduação em Biociências e Saúde, Centro de Ciências Biológicas e da Saúde, 

Campus Cascavel, Unioeste, 2021. 

 

A obesidade caracteriza-se pelo aumento da massa adiposa, acompanhado de um 

estado inflamatório crônico tendo repercussões deletérias sobre a homeostase do 

ferro, um quadro que parece estar relacionado a desajustes da disponibilidade e 

reciclagem de ferro, envolvendo o tecido hepático e esplênico. Indivíduos obesos tem 

maior incidência de anemia, portanto, nossa questão problema foi buscar descobrir se 

a administração de um agente anêmico poderia agravar a fisiopatologia da obesidade 

hipotalâmica? Deste modo, nosso objetivo foi avaliar o efeito da administração do 

agente anêmico fenilhidrazina (FHZ) sobre a adiposidade e estado metabólico de ratos 

com obesidade hipotalâmica induzida por glutamato monossódico. Para tal, a 

obesidade foi induzida pela administração de glutamato monossódico (MSG; 4g/Kg) 

no período neonatal (n=20 ratos machos). No mesmo período ratos controles (CON) 

receberam salina equimolar (n=20 ratos machos). Aos 70 dias de vida parte dos 

animais CON e MSG recebeu a administração de FHZ (40mg/Kg) ou salina (SAL; 

0,9%) em três doses (0 h, 24 h, 32 h) formando quatro subgrupos: CONSAL: ratos 

controles salina; CONFHZ: ratos controles tratados com fenilhidrazina; MSGSAL: ratos 

tratados com glutamato monossódico recebendo salina; MSGFHZ: ratos tratados com 

glutamato monossódico recebendo fenilhidrazina (n=10/ratos/grupo). Dos 72 aos 90 

dias de vida foi avaliado o peso corporal (g) e ingestão alimentar (g/g) de todos os 

grupos. Aos 92 dias de vida, e após 12h de jejum, os animais foram eutanasiados, o 

sangue foi coletado e o plasma separado para análises bioquímicas de ferro, glicose, 

triglicerídeos e colesterol total, assim como o sangue foi coletado em micro capilares 

para análise do hematócrito (Hct).  Foram retirados, limpos e pesados, os depósitos 

de Tecido Adiposo Branco (TAB), assim como o Tecido Adiposo Marrom (TAM), baço 

e fígado, para análises histológicas. Os dados passaram pelos pressupostos de 

normalidade e homocedasticidade, sendo a comparação entre dois grupos feita pelo 

teste t Student’s, enquanto o teste Anova de duas vias com pós-teste de Tukey foi 

usado para análises de quatro grupos (p<0,05). Ratos MSG tratados apresentaram 



 

maior adiposidade, resistência à insulina e hipertrigliceridemia, apresentando 

normalidade dos níveis do Hct e ferro plasmático em relação aos ratos CON. Ratos 

MSGFHZ e CONFHZ apresentaram redução do hematócrito e do ferro circulante assim 

como a elevação do peso do baço, confirmando a instalação de anemia hemolítica. 

Todavia, no grupo MSGFHZ foi encontrado maior impacto sobre o Hct e glicemia, com 

repercussões sobre a adiposidade. Assim, menor teor de TAB subcutâneo e TAM, 

associado à redução de área e deposição de gordura foram encontrados em ratos 

MSGFHZ em relação aos demais grupos. Portanto, ratos MSG-obesos não apresentam 

alterações do Hct e concentrações plasmáticas de ferro, sendo hábeis em responder 

a indução da anemia hemolítica, sem piorar o estado metabólico. Todavia, a anemia 

nesses animais provoca maiores efeitos deletérios sobre o Hct e glicemia, resultando 

em queda acentuada da massa adiposa branca e marrom, sugerindo maior efeito 

lipolítico.  
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ABSTRACT 

 

DE SOUZA., D.W. The effect of phenylhydrazine on monosodium glutamate (MSG) 

induced obesity. Total de páginas:69. Dissertação (Mestrado). Programa de Pós-

Graduação em Biociências e Saúde, Centro de Ciências Biológicas e da Saúde, 

Campus Cascavel, Unioeste, 2021. 

 

 

Obesity is characterized by an increase in fat mass, accompanied by a chronic 

inflammatory state, which has deleterious effects on iron homeostasis, a condition that 

seems to be related to maladjustments in the availability and recycling of iron, involving 

the liver and splenic tissue. Obese individuals have a higher incidence of anemia, so our 

question was trying to find out if the administration of an anemic agent could aggravate 

the pathophysiology of hypothalamic obesity? Thus, our objective was to evaluate the 

effect of the administration of the anemic agent phenylhydrazine (FHZ) on the adiposity 

and metabolic state of rats with hypothalamic obesity induced by monosodium glutamate. 

For this purpose, obesity was induced by the administration of monosodium glutamate 

(MSG; 4g/kg) in the neonatal period (n=20 male rats). In the same period, control rats 

(CON) received equimolar saline (n=20 male rats). At 70 days of life, part of CON and 

MSG animals received administration of FHZ (40mg/Kg) or saline (SAL; 0.9%) in three 

doses (0 h, 24 h, 32 h) forming four subgroups: CONSAL: saline control rats; CONFHZ: 

control rats treated with phenylhydrazine; MSGSAL: rats treated with monosodium 

glutamate receiving saline; MSGFHZ: rats treated with monosodium glutamate receiving 

phenylhydrazine (n=10/rats/group). From 72 to 90 days of life, body weight (g) and food 

intake (g/g) of all groups were evaluated. At 92 days of life, and after 12 hours of fasting, 

the animals were euthanized, blood was collected and plasma separated for biochemical 

analysis of iron, glucose, triglycerides and total cholesterol, as well as blood was collected 

in micro capillaries for analysis of the hematocrit (Hct). The White Adipose Tissue (TAB) 

deposits, as well as the Brown Adipose Tissue (TAM), spleen and liver were removed, 

cleaned and weighed, for histological analysis. The data went through the assumptions 

of normality and homoscedasticity, with the comparison between two groups made using 

the Student's t test, while the two-way Anova test with Tukey's post-test was used for 



 

analyzes of four groups (p<0.05). Treated MSG rats showed higher adiposity, insulin 

resistance and hypertriglyceridemia, with normal levels of Hct and plasma iron compared 

to CON rats. MSGFHZ and CONFHZ rats showed reduced hematocrit and circulating iron 

as well as increased spleen weight, confirming the onset of hemolytic anemia. However, 

in the MSGFHZ group a greater impact was found on Hct and glycemia, with 

repercussions on adiposity. Thus, lower levels of subcutaneous TAB and TAM, 

associated with area reduction and fat deposition were found in MSGFHZ rats compared 

to the other groups. Therefore, MSG-obese rats do not show changes in Hct and plasma 

iron concentrations, being able to respond to the induction of hemolytic anemia, without 

worsening the metabolic state. However, anemia in these animals causes greater 

deleterious effects on Hct and blood glucose, resulting in a marked decrease in white and 

brown fat mass, suggesting a greater lipolytic effect. 

Key words: adipocytes, anemia, iron, liver, spleen. 
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1. INTRODUÇÃO  

  

Para a Organização Mundial de Saúde (OMS, 2019), obesidade e 

sobrepeso são definições para o acúmulo excessivo de gordura corpórea que 

causa prejuízo à saúde. A obesidade é um dos fatores determinantes no 

desenvolvimento de comorbidades, como o aumento da pressão arterial, a 

perda da sensibilidade à insulina, problemas na secreção de insulina, 

hiperglicemia e prejuízo do metabolismo lipídico (GUH, 2009; BALSAN, 2015; 

FARHANGI; VAJDI, 2020). Frequentemente, essas comorbidades são 

reunidas na Síndrome Metabólica (SM), uma condição diretamente envolvida 

com o desenvolvimento das mais frequentes Doenças Crônicas Não 

Transmissíveis (DCNT), em especial a hipertensão e o diabetes (OMS, 2019; 

VIGITEL, 2018).  

No mundo todo, as DNCT representam a maior causa de morte, sendo 

responsável por cerca de 38 milhões de mortes em 2012. Segundo 

estimativas, em 2030 as DCNT serão responsáveis por mais de 52 milhões 

de óbitos no mundo todo (MINASI; CURADO, 2017; MALTA, 2014; OMS, 

2014; BRASIL, 2009). No Brasil, assim como em outros países do mundo, a 

maior incidência de DCNT está relacionada ao envelhecimento, aos maus 

hábitos alimentares e ao sedentarismo. As DCNT estão presentes em, cerca 

de, 45% da população adulta brasileira (>18 anos de idade), sendo 

responsáveis por, cerca de, 74% dos óbitos no ano de 2016.  Deste modo, 

grande parcela dos gastos públicos com o financiamento da assistência à 

saúde pública são destinados ao tratamento dessas doenças (VIGITEL, 2019; 

MALTA, 2014).  

  A íntima relação entre obesidade e DCNT, a elevada incidência destes 

eventos na população mundial e o alto custo para seu tratamento, fizeram 

com que a compreensão dos mecanismos celulares, fisiológicos e sociais, 

nesta condição, se tornasse ferramenta fundamental como estratégia de 

enfretamento ao problema. Neste sentido, estudos das últimas décadas têm 

revelado que durante a progressão da obesidade ocorre hipertrofia de 

adipócitos e aumento da produção de adipocinas, levando a uma inflamação 

crônica de baixo grau e mudança do perfil de resposta imune sistêmica. 
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Assim, na obesidade há redução da produção de citocinas anti-inflamatórias, 

tais como, adiponectina e Interleucina 10 (IL10) e simultânea elevação de 

citocinas pró-inflamatórias, como fator de Necrose Tumoral alfa (TNF-α) e 

Interleucina-6 (IL-6), além de estar relacionada a promoção da resistência à 

insulina (RI), que é a base da SM (FONSECA-ALANIZ, 2007; PINTO, 2010).  

 Em decorrência da inflamação crônica, de caráter subclínico, o 

paciente obeso apresenta desequilíbrios na homeostase energética, com 

efeitos sobre a ingestão alimentar e gasto energético (PINTO, 2010; WOLF, 

2017).  Neste contexto, há evidências de que obesos apresentem, além de 

alterações relacionadas à macronutrientes como carboidratos, lipídios e 

proteínas, problemas com a obtenção, distribuição e utilização de diferentes 

micronutrientes, entre eles o ferro, no estado ferroso (Fe+2).   Deste modo, 

estudos mais recentes têm estabelecido uma relação entre obesidade e a 

deficiência Fe+2, um fenômeno observado em diferentes populações do 

mundo (MORENO-NAVARRETE, 2017; ARSHD, 2017; YANOFF, 2007; 

GIBSON, 2014).   

  O Fe+2 é um oligoelemento de alta reatividade, utilizado em diferentes 

reações no organismo, com destaque para sua atividade transportadora de 

oxigênio na cadeia carreadora de elétrons e nas hemácias (DEV; BABITT, 

2017; FERNANDEZ-CAO, 2013). Alterações na disponibilidade de Fe2+ estão 

presentes em diferentes condições patológicas, em especial na anemia. 

Interessantemente, obesidade e anemia são problemas de saúde pública em 

países de baixa e média economia. Ambas de causa multifatorial, com 

apontamento a subnutrição dos doentes (OMS, 2019; RODRIGUES, 2019).   

  Existem numerosos tipos de anemias, entretanto, podemos dividi-las 

em anemias por carência nutricional e geneticamente herdadas, estas últimas 

são anemias com maiores complicações influenciadas pelo formato celular, 

defeitos na hemoglobina, erros enzimáticos e erros na produção de células 

pela medula óssea, além da inflamação ocasionada por parasitas que levam 

ao desenvolvimento de anemia microangiopática, microcítica e normocítica 

(CHAPARRO; SUCHDEV, 2019). A anemia está relacionada a complicações 

cardiovasculares direta e indiretamente (GUNAWARDENA; DUNLAP, 2012), 

as características fisiológicas da anemia relacionada à homeostase do ferro 
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colaboram para a sobrecarga de Fe2+, risco aumentado de acidentes 

vasculares e trombose (MOZOS, 2015; RODRIGUES, 2013).   

 O interessante é que parece haver relação entre o desequilíbrio da 

homeostase glicêmica e lipídica na obesidade e alterações na obtenção, 

distribuição e função do ferro no organismo. Neste contexto, alguns estudos 

apontaram que a sobrecarga de Fe2+ é um fator primordial no 

desenvolvimento de diabetes, em particular por promover ou favorecer a 

destruição de tecidos como o pâncreas (LIU, 2009; FENÁNDEZ-REAL; 

MANCO, 2014). Adicionalmente, Bahar (2015), aponta que em pacientes 

talassêmicos1 não transfundidos ocorre aumento do estresse oxidativo e RI. 

A sobrecarga de ferro causa também prejuízos para os cardiomiócitos e 

hepatócitos, contribuindo para a instalação das DCV e hepática 

(FERNANDEZ-CAO, 2013). No estudo realizado por Andrews, (2000) foi 

demonstrado que o Fe2+ tem papel importante na atividade antimicróbicida, 

não suficiente o Fe2+ ainda parece estar relacionado ao processo de 

diferenciação celular, em especial de macrófagos e adipócitos (ZHOU, 2017). 

Diferentes estudos avaliaram a atividade da eritropoietina (EPO), 

glicoproteína responsável pela maturação de eritrócitos, demonstrando seus 

efeitos em diferentes modelos de obesidade induzida por dieta rica em 

gordura (NOGUCHI, 2020; DEY, 2020). Alamo e colaboradores (2017), 

apontaram que a EPO tem papel importante na regulação do metabolismo 

energético e sistema imune, através da sua atividade anti-eritroide, atuando 

em receptores de eritropoietina (EPOr), existentes em tecidos como, cérebro, 

fígado e tecido adiposo. Portanto, a adequada homeostase do ferro no 

organismo pode ter impacto na secreção de insulina, no funcionamento 

hepático, além de modular resposta inflamatória no Tecido Adiposo Branco 

(TAB) (GABRIELSEN, 2012; SIMCOX; MSCLAIN, 2013).  

  A deficiência de ferro na obesidade parece estar relacionada com a 

regulação de captação de ferro férrico (Fe+3) e a disponibilidade de Fe+2 no 

organismo. Neste contexto, a hepcidina, um hormônio peptídico produzido no 

fígado, parece ter papel importante no controle da absorção e liberação de 

                                            
1 Talassemia: Hemoglobinopatia relacionada a mutações genéticas que geram prejuízo no desenvolvimento de 

hemácias.  
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Fe+2 em diferentes tecidos, regulando os estoques de ferro tecidual e 

sistêmico (ARSHD, 2017; GANZ; NEMETH, 2012) um mecanismo que 

envolve a inibição da ferroportina (enzima transportadora de Fe2+) expressa 

em diferentes tecidos (GANZ; NEMETH, 2012; ARSHD, 2017). Em condições 

de rompimento da homeostase energética, tais como, na obesidade e 

anorexia, já foram encontradas concentrações alteradas de hepcidina (DEl 

GIUDICE, 2009; GOTARDO, 2013). O processo inflamatório da obesidade 

aumenta a produção de hepcidina, com impacto sobre o metabolismo do ferro 

(DEL GIUDICE, 2015), diminuindo a sua biodisponibilidade.   

  A EPO modula o perfil pró-inflamatório da obesidade, para o perfil anti-

inflamatório, tendo impacto sobre a redução da massa adiposa, além de estar 

relacionado aos neurônios centrais no hipotálamo de pró-opiomelanocortina 

(POMC), responsáveis pela manutenção da saciedade (TENG, 2013; LUO, 

2015; NOGUCHI, 2020; DEY, 2020). De maneira importante, foi demonstrado 

que o aumento da síntese de EPO é proporcional à redução da síntese de 

hepcidina, além de, ter papel importante na resposta ao estresse hepático 

(ALAMO, 2017; NOGUCHI, 2020). Interessantemente, o controle da hepcidina 

hepática pode influenciar a homeostase férrica em outros territórios, em 

especial o TAB. É bem estabelecido que a disponibilidade de ferro é 

inversamente proporcional ao Fe+2 disponível, o que regula a expressão de 

hepcidina hepática.  Assim, a expressão hepática de hepcidina é elevada em 

condições de aumento intracelular de Fe2+ nos hepatócitos, sendo reduzida 

em condições de queda do Fe2+   intracelular, como ocorre na eritropoiese. 

Portanto, sendo o fígado o tecido mais importante nesta regulação, 

mecanismos intrínsecos sinalizam a disponibilidade e necessidade de ferro 

para diferentes funções na manutenção da homeostase férrica. A exacerbada 

expressão de hepcidina pode prejudicar o metabolismo de diferentes sistemas 

(YANOFF, 2007 GIBSON, 2014; FERRARI, 2015; ARSHD, 2017).  

 Desajustes na homeostase do ferro podem ser induzidos por diferentes 

agentes farmacológicos, entre eles a fenilhidrazina (FHZ). A FHZ é um 

fármaco que foi experimentado inicialmente em meados do século XX e que, 

in vitro, demonstrou as propriedades hemolíticas do fármaco (COHEN; 

HOCHSTEIN, 1963, 1964). Diferentes estudos demonstraram 

subsequentemente a eficiência da FHZ na indução de anemia hemolítica em 
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ratos, propondo um modelo de estudo para os fenômenos do metabolismo do 

ferro (JAIN; SUBRAHMANYAM, 1978; NAUGHTON, 1990; ZYUZ’KOV, 2004; 

VANNUCCHI, 2000; MOREAU, 2012). 

O mecanismo proposto é que a FHZ induz hemólise em hemácias por 

meio da peroxidação da membrana lipídica de eritrócitos decorrente da 

formação de peroxido de hidrogênio (H2O2), fenômeno relacionado ao 

aumento de enzimas específicas do metabolismo energético celular como a 

Acetil Coenzima A (Acetil-Coa) (COHEN; HOCHSTEIN, 1964). Diferentes 

estudos têm mostrado a eficiência da FHZ para indução da anemia em 

roedores (COHEN; HOCHSTEIN, 1964; JAIN; SUBRAHMANYAM, 1978; 

MOREAU, 2012).  

  A obesidade hipotalâmica em roedores pode ser induzida pela 

administração de elevadas doses de MSG no período neonatal; um modelo 

utilizado para experimentação desde a década de 60, sendo caracterizado, 

ao longo dos últimos anos, como obesidade hipotalâmica (OLNEY, 1969; 

GRASSIOLLI, 2006; BALBO, 2007; MIRANDA, 2016). Assim, animais 

obesos-MSG apresentam como características:  diminuição do Comprimento 

Naso-anal (CNA) e tamanho dos órgãos, em decorrência da lesão no Núcleo 

Arqueado do hipotálamo (NA), o qual resulta em ausência do hormônio do 

crescimento (GH – growth hormone), além de perturbar o eixo hipotálamo-

hipófise e provocar   aumento da secreção de cortiscosterona. 

Adicionalmente, estes roedores apresentam alterações autonômicas, com 

aumento da atividade parassimpática e baixa atividade simpática, 

hiperinsulinemia, dislipidemia e intolerância à glicose. Estas anormalidades 

endócrino-metabólicas resultam em elevada adiposidade, na ausência de 

hiperfagia, finalmente, estes roedores têm alterações na secreção de insulina 

e problemas cardiovasculares, reproduzindo um quadro fisiopatológico muito 

similar a SM vista em humanos (SVED; FERNSTROM, 1979; SCALET; 

OLNEY 1989; BALBO, 2007; SCOMPARIN, 2009 ANDREAZZI, 2011; 

KONRAD, 2012 MIRANDA, 2016). Entretanto até o presente momento, não 

há estudo avaliando a homeostase do ferro no modelo de obesidade induzida 

por MSG. Assim, nossa questão problema é: frente a administração de um 

agente anêmico (FHZ) haverá agravamento da obesidade e comorbidades 

induzidas pelo MSG? Nossa hipótese é que a administração de FHZ 
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promoverá desajuste na biodisponibilidade de Fe2+ nos obesos, favorecendo 

o estresse oxidativo e aumentando a adiposidade, RI e a dislipidemia.  
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2. OBJETIVOS  

2.1 Objetivo Geral 

  Avaliar o efeito da administração do agente anêmico fenilhidrazina 

(FHZ) sobre a adiposidade e estado metabólico de ratos com obesidade 

hipotalâmica induzida por glutamato monossódico. 

 

2.2 Objetivos Específicos  

• Descrever o impacto da FHZ sobre o hematócrito e concentrações 

plasmáticas de ferro em ratos obesos-MSG e CON (não obesos); 

• Caracterizar o perfil plasmático glicêmico e lipídico e a resistência à 

insulina em ratos obesos-MSG e CON (não obesos) que receberam 

FHZ; 

• Estudar os aspectos histológicos hepáticos e esplênicos em MSG-

obesos e CON (não obesos) que receberam FHZ; 

• Avaliar se a administração de FHZ altera o conteúdo e os aspectos 

histológicos dos depósitos do Tecido Adiposo Branco (TAB) e do 

Tecido Adiposo Marrom (TAM) em ratos obesos-MSG e CON (não 

obesos); 
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3. REVISÃO DE LITERATURA   

3.1 Obesidade  

Obesidade e sobrepeso são definições para o acúmulo excessivo de 

gordura corpórea que causa prejuízo à saúde. Diferentes alterações 

endócrinas, genéticas e metabólicas estão envolvidas com a expansão da 

massa adiposa. Todavia, estudos, das últimas décadas, têm confirmado a 

relação da obesidade e suas comorbidades com um processo inflamatório 

crônico de baixo grau e a SM.  Neste contexto, os adipócitos do TAB 

produzem diferentes substâncias denominadas adipocinas, algumas com 

efeitos anti-inflamatórios como a adiponectina e a Interleucina 10 (IL10), e 

outras com ação pró-inflamatória como TNF-α e interleucinas-1 (IL1) e IL6, 

promovendo um balaço ideal de ambas as citocinas. Na obesidade ocorre a 

perda da homeostase imunológica, ocorrendo a elevação da produção de 

citocinas pró-inflamatórias, as quais têm potente efeito endócrino sistêmico 

sendo diretamente envolvidas com a RI e dislipidemia. Adicionalmente, o 

efeito pró-inflamatório sistêmico iniciado pelo TAB é exacerbado e mantido 

pelo sistema imunológico, em particular por alterações na resposta imune-

secretora dos macrófagos (PINTO, 2010; LUSTIG, 2011; MEHRAN, 2012; 

BALBALHO, 2015).  

  A obesidade é um problema de saúde pública mundial que atinge 

países desenvolvidos e em desenvolvimento. É uma doença de causas 

multifatoriais estando relacionada com condições socioeconômicas, 

psicossociais e hereditárias. Todavia, grandes estudos populacionais, 

apontam que a obesidade é consequência de uma transição no perfil 

alimentar da população decorrente da carga diária dos indivíduos 

componentes da sociedade, tendo colocado a obesidade como consequência 

do consumo de “fast food” e sedentarismo (OMS, 2019; TAVARES, 2010). 

Notadamente, o excesso de TAB eleva o risco da instalação de graves DCNT, 

em particular, o diabetes melitus (DM), e as DCV (OMS, 2019).   

  Dados da OMS, (2019), mostraram que 1.9 bilhões de adultos, acima 

de 18 anos, estão acima do peso e 650 milhões são obesos, sendo que no 

ano de 2016, 38% da população mundial estavam acima do peso e 13% 

obesa, deste último 11 % eram homens e 13% mulheres. Dentro deste 
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contexto é estimado que 41 milhões de crianças com menos de cinco anos 

estejam com sobrepeso ou obesidade, e que 340 milhões de crianças e 

adolescentes entre 5 e 19 anos tenham sobrepeso ou obesidade.  

  No Brasil, de acordo com VIGITEL (2019), 55,4 % da população está 

com sobrepeso, sendo que os homens apresentam 57,1 % do total de sobre 

peso e as mulheres 53,9%. Ainda, a incidência de obesidade é de 20,3%, sem 

diferença entre homens e mulheres.  Como mencionado anteriormente, a má 

alimentação é fator de desenvolvimento da obesidade. Corroborando com 

esta afirmação os levantamentos da VIGITEL (2018), apontam o baixo 

consumo de hortaliças pela população, considerando que, da população total 

estudada, somente 33,9 % consomem frutas e hortaliças sendo os homens 

os menores consumidores, (27,7%), e as mulheres as maiores consumidoras, 

(39,2%).  

  A OMS (2019), afirma que países de baixa e média renda têm sofrido 

com o duplo ônus da doença, apontando que, além dos problemas com 

doenças subnutricionais e infeciosas, tais países têm sofrido com o rápido 

crescimento das DCNT, citando a coexistência da subnutrição e obesidade e 

a alimentação nutricional com baixa quantidade de nutrientes, ou seja, o 

consumo de alimentos de menor custo com menor qualidade.  

   Deste modo, apesar do excesso de calorias consumidas, o perfil 

alimentar do indivíduo obeso apresenta-se com baixa qualidade, visto que, na 

realidade, há um déficit nutricional nesses indivíduos. A subnutrição dos 

obesos despertou a curiosidade dos pesquisadores e estudos recentes têm 

procurado evidenciar e compreender a relação entre a falta de micronutrientes 

e a obesidade. Entre os diferentes tipos de micronutrientes necessários a 

homeostase está o Fe2+, encontrado em elevada quantidade nos grãos (arroz, 

feijão) e hortaliças (couve; brócolis), responsável por diferentes reações no 

organismo. Esse mineral, além de ter papel fundamental na maturação de 

hemácias e, portanto, no carreamento de oxigênio a todos os subtipos 

celulares, ainda participa como regulador do estresse oxidativo e da ativação 

de diferentes tipos de enzimas essenciais ao metabolismo (GANZ; NEMETH, 

2012).   

  A homeostase férrica na fisiopatologia da obesidade parece estar 

alterada, um evento que pode envolver proteínas do metabolismo do ferro, tal 
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como a EPO, ferritina e a hepcidina (GIBSON, 2014; FERRARI, 2015), além 

de modificações nos níveis de heme (MORENO-NAVARRETE, 2017), 

mecanismos que podem ser agravados pela inflamação crônica de baixo 

grau, típica da obesidade. 

Estudos têm demonstrado elevada presença de marcadores anêmicos 

na obesidade sem estarem diretamente relacionados com a incidência de 

anormalidades hematológicas. Deste modo, obesos podem ser anêmicos ou 

apresentar desajuste no metabolismo do ferro independente de 

características anêmicas hematológicas clássicas (características 

macrocíticas ou microcíticas). A alta incidência de marcadores anêmicos 

como; Fe2+, hepcidina e ferritina, demonstra a relação da obesidade com a 

anemia da inflamação (AUSK; LOANNOU, 2012; ARSHAD, 2017; ALOUFI, 

2018; MACHADO, 2019). 

Estudos atuais demonstraram que a EPO tem efeito benéfico sobre a 

obesidade, atuando por mecanismos não eritroides, modulando a resposta 

inflamatória, além de ação benéfica central, estimulando a atividade dos 

neurônios POMC, assim como sua atividade sobre a inflamação hepática, que 

diminui o processo inflamatório local, tendo impacto sobre o fator nuclear-

kappa beta (NF-kb), com efeito direto sobre o metabolismo lipídico (TENG, 

2010; NOGUCHI, 2020). Assim, os achados da homeostase do ferro em 

obesos, sugerem que há nesta condição um prejuízo dos processos 

reguladores da biodisponibilidade endógena do ferro, fator que tem impacto 

sobre importantes variáveis clínicas, como a RI, a secreção de insulina, 

homeostase glicêmica e lipídica e a função hepática. Além de influencia a 

massa adiposa. Logo, estudar os efeitos da anemia sobre a fisiopatologia da 

obesidade torna-se importante para compreensão de novos mecanismos de 

regulação do metabolismo energético.  
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3.2 Anemia   

 

Para OMS (2019), anemia é a perda da capacidade dos glóbulos 

vermelhos ou hemácias carrearem oxigênio até as células, seja pela 

diminuição no número de hemácias ou por algum defeito que não permite o 

carreamento de oxigênio para suprir as necessidades fisiológicas dos tecidos.  

A prevalência global da anemia foi apresentada em um estudo feito 

entre, 1995-2005, mostrando que 1.62 bilhões de pessoas eram anêmicas, 

somando 24,8% da população mundial atingindo mais mulheres e crianças do 

que homens (OMS, 2008). 

 Em 16 anos, a prevalência de anemia global caiu 12%. Isso pode ser 

considerado um bom avanço, mas insuficiente até o momento. Espera-se que 

a prevalência de anemia global seja reduzida 50% até 2025 (OMS, 2015), 

visto que essa condição tem grande impacto nas taxas de morbidade e 

mortalidade feminina e infantil (OMS, 2008, 2015).  

  A anemia, em seu estado mais grave, causa fadiga, vertigem, cansaço, 

sonolência, maior suscetibilidade às infecções e parece estar associada a 

complicações musculo esqueléticas e deficiência do desenvolvimento 

cognitivo (OMS, 2015; LEITÃO; OLIVEIRA 2016). Não menos importante, a 

anemia causada por Doença Renal Crônica (DRC), tem papel clínico 

importante quando considerado o impacto da fisiopatologia da doença 

relacionado ao sistema eritrocitário (ALAMO, 2017).   

As anemias relacionadas às causas hereditárias, acarretam prejuízos 

na formação de eritrócitos, apresentando maiores riscos como a sobrecarga 

de ferro devido a tratamento contínuo, as necessidades de transfusão 

sanguínea, a falta de uma terapia resolutiva de baixo custo e as complicações 

geradas pela baixa excreção de ferro pelo corpo (CAPPELLINI; MUSALLAM; 

TAHER; 2019).  

  No Brasil, sugere-se que 4,8 milhões de pré-escolares sejam atingidos 

pela doença (JORDÃO, 2009). Por outro lado, um recente estudo de 

prevalência feito na população brasileira, por Machado e colaboradores 

(2019), demonstrou baixa prevalência de anemia em adultos acima de 18 

anos (9.9%) tendo maior incidência em idosos. Esse trabalho baseou-se nos 
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dados coletados pelo Programa Nacional de Saúde (PNS) de 2013, que 

contou com a avaliação hematológica de 8.060 pessoas de todos os estados 

brasileiros. Ressaltamos aqui, que esses dados são referentes à população 

adulta e não a população infantil que tem maior incidência de casos anêmicos.  

   Até o momento, conhece-se pouco sobre a relação da anemia com 

outras doenças, porém considerando que alterações da homeostase do Fe2+ 

têm implicações para oxigenação, estresse oxidativo celular, funções 

enzimáticas e controle da resposta imunológica, conclui-se que conhecer 

suas implicações à saúde parece ser fundamental. Entre as causas, mais 

frequentes, de anemia está a deficiência de ferro. Nos últimos anos, foram 

descritos em estudos de avaliação de portadores de hemoglobinopatias2, o 

aumento do estresse oxidativo e a deficiência de enzimas antioxidantes, 

sugerindo que pacientes não transfundidos tem a taxa de estresse oxidativo 

aumentada (EL-GHANRAWY, 2014; MAHDI, 2014). Sabe-se que o estresse 

oxidativo modifica reações metabólicas e causa danos teciduais irreversíveis. 

Além disso, como mencionado acima, indivíduos obesos parecem ter 

alterações na homeostase férrica, o que poderia agravar as comorbidades 

relacionadas à obesidade, em particular a RI e a dislipidemia, por exemplo, 

quando considerado o efeito benéfico da EPO sobre diferentes órgãos como, 

pâncreas, fígado; cérebro e tecido adiposo (CHOI, 2010; NOGUCHI, 2020). 

 

3.3 Homeostase do ferro  

 

  O ferro é um nutriente essencial para diferentes reações de organismos 

vivos. Nos humanos esse oligoelemento tem papel importante na 

manutenção da maturação das células vermelhas e no processo de lise 

celular (ANDERSON; FRAZER, 2017; GANZ, 2017). A alta reatividade desse 

elemento atribui importante destaque na produção de estresse celular 

diretamente e indiretamente quando sua sobrecarga pode aumentar a 

produção de estresse oxidativo, ou pela sua baixa quantidade de Fe²+ que 

pode gerar prejuízo da eritropoiese com consequente diminuição do aporte 

                                            
2 Hemoglobinopatias: gama de patologia causadas por erros na hemoglobina (KOHNE, 2011).   
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de oxigênio celular (ZANDMAN-GODDARD; SHOENFELD, 2007; KNUTSON, 

2017; GANZ, 2017).  

 A quantidade de ferro corpórea depende de dois fatores: os valores 

nutricionais de Fe3+ adquiridos na alimentação (ferro não heme) e a peculiar 

capacidade dos macrófagos e células do endotélio hepático e outros tipos 

celulares de reciclar o Fe2+ e ferro heme. Em termos nutricionais, o ferro não-

heme é obtido de grãos e vegetais, enquanto o ferro heme, da mioglobina e 

hemoglobina encontrada na carne de animais (ANDERSON; FRAZER, 2017; 

GANZ, 2017).  

   Os mecanismos de absorção e liberação de ferro compreendem 

diferentes proteínas especializadas em transporte, como a ferroportina, 

responsável por coordenar a saída do Fe2+ de células como enterócitos, 

macrófagos e hepatócitos; transportador de metal divalente (DMT1) 

responsável pela captura do Fe3+ do trato intestinal pelos enterócitos e a 

transferrina, responsável pelo transporte de ferro na sua forma Fe3+ na 

circulação (GULEC, 2014; KNUTSON, 2017). No período alimentar ocorre 

uma grande carga de absorção de Fe3+ o qual é reduzido em Fe2+ pela 

citocromo B duodenal, sendo armazenado no meio intracelular na ferritina, 

sofrendo subsequentemente a sua liberação pela ferritina e ao atravessar a 

membrana basal dos enterócitos conversão em Fe3+ para ser transportado 

pela transferrina até o tecido hepático via sistema porta-hepático 

(ANDERSON; FRAZER, 2017; KNUTSON, 2017).  

  Entre as diferentes proteínas envolvidas no controle de captação e 

distribuição do ferro nos tecidos, destaca-se a hepcidina, em particular aquela 

de origem hepática, a qual é capaz de regular a liberação e absorção de ferro 

em diferentes tecidos (KNUTSON, 2017). Deste modo, a sinalização 

endócrina dos hepatócitos regula o Fe2+ intracelular nos tecidos, de acordo 

com a disponibilidade de Fe3+. Essa sinalização tem seu centro de controle 

atribuído à função de componentes que aumentam a expressão da hepcidina, 

como a saturação da transferrina na ligação com os receptores de transferrina 

(TFN1), pelo influxo3 de Fe+3 hepático e pela produção de IL6 (GANZ; 

NEMETH, 2012; KNUTSON, 2017; ROSS, 2017). 

                                            
3 Influxo: Transporte iônico de moléculas do espaço extracelular para o espaço intracelular.  
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  Para tal, há complexa interação entre eritrócitos, hepatócitos, células 

intestinais e macrófagos do sistema reticulo-endotelial, presentes em órgãos 

como o baço (Figure 1).   

Figura 1. Mecanismo de regulação da homeostase férrica. 

 

 

Adaptado: (Knutson, 2017)4. 

Proteínas transportadoras e hormônio peptídico responsável pela absorção e liberação 
dos estoques de ferro. DMT1: Transportador de metal divalente; FPN: Ferroportina; TF: 
Transferrina; HEPICIDIN: Hepcidina; N-heme: ferro não heme; Heme: Ferro heme; BMP6: 
Proteínas de morfogênese óssea 6; Enterócitos: células do trato gastrointestinal; Hepatócitos: 
células tecido hepático; Sistema reticulo endotelial: células especializadas em fagocitose 
envolvidas na homeostase do ferro e eritropoiese.  

 

   Os níveis teciduais hepáticos de hepcidina regulam sua própria 

produção. Assim, frente ao aumento do Fe2+ intracelular nos hepatócitos 

ocorre up regulation (aumento da expressão) de hepcidina. A elevação da 

hepcidina resulta na inibição da atividade de transporte de Fe2+ dos 

enterócitos para circulação, pelo efluxo via ferroportina pelos receptores de 

ferroportina 1 (FPN1), ocorrendo o armazenamento interno de Fe2+ nos 

                                            
4 Disponível em: https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/28615441/ .  

https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/28615441/
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/28615441/
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enterócitos pela ferritina de armazenamento de ferro. A retenção de Fe2+  nos 

enterócitos diminui o ganho de Fe3+ dos hepatócitos, pela diminuição do 

efluxo de Fe2+ pelos enterócitos que acarreta na diminuição de Fe3+ na 

circulação promovendo a baixa saturação da transferrina (não ocorre 

carreamento de Fe3+ para o fígado) consequentemente essa atividade pode 

causar uma down regulation  (baixa expressão) de hepcidina nos hepatócitos, 

o que aumenta a atividade dos receptores FPN1 levando ao aumento da 

quantidade de Fe3+  liberado por células como enterócitos, macrófagos e 

hepatócitos para serem entregues para diferentes tecidos via transferrina 

(GULEC, 2014; BERGAMASCHI, 2016; KNUTSON, 2017).  

  A homeostase do ferro parece ter influência na patogenia da SM. Neste 

sentido, estudos apontam que os níveis de ferritina séricos parecem estar 

relacionados a distúrbios metabólicos na via glicolítica, relacionando a 

homeostase do ferro com DM2 (STECHEMESSER, 2017; SUÁREZ-

ORTEGÓN, 2018). Estudos atuais afirmam a existência de hiperferretinemia 

na SM, separando à patologia em SM com hiperferretinemia e sem 

hiperferretinemia (STECHEMESSER, 2017). Na fisiopatologia da SM a 

hiperferretinemia parece favorecer a instalação da RI, relacionando a SM ao 

estado dismetabólico férrico (DATZ, 2013). Sendo assim, o prejuízo da 

homeostase do ferro parece contribuir para instalação da SM em obesos, 

tendo papel importante no processo de adaptação do organismo a mudança 

de perfil inflamatório e dislipidêmico da obesidade. Nesse contexto, a 

hepcidina, o hormônio regulador da homeostase do ferro, parece ter papel 

importante.  
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3.4 Hepcidina, anemia e obesidade  

 

   A hepcidina é um hormônio peptídico secretado pelas células do fígado 

que tem como função controlar a absorção de ferro através da inibição da 

ferroportina, uma proteína transmembrana responsável pela liberação de 

ferro intracelular em diferentes tipos celulares (GANZ; NEMETH, 2012; 

KNUTSON, 2017). Deste modo, sugere-se que a hepcidina é um biomarcador 

para anemia.  

A secreção de hepcidina é controlada por ‘feedback positivo”, sendo 

regulada pela quantidade de Fe2+ no meio intracelular de hepatócitos 

(PRENTICE, 2017). A hepcidina controla o efluxo5 de Fe2+ de macrófagos, 

enterócitos e hepatócitos, por ligação direta com a ferroportina, levando a 

proteína a uma mudança conformacional que resulta em endocitose 6  da 

mesma e degradação lisossomal (GANZ; NEMETH, 2012). Deste modo, a 

produção de hepcidina, pelos hepatócitos, é induzida pela disponibilidade de 

Fe2+ liberado pelos enterócitos no processo de absorção de nutrientes 

alimentares, assim como, pela reciclagem de ferro pelo sistema 

reticuloendotelial (GANZ; NEMETH, 2012; KNUTSON, 2017).  

  O controle de síntese do peptídeo hepcidina pelos hepatócitos requer 

mecanismos intrínsecos das proteínas transportadores de Fe3+/Fe2+, como 

pela saturação da transferrina (FeTF) e consequente formação da 

holotransferina que liga-se ao receptor de transferrina (TFR1/TFR2), levando 

à sobreposição do receptor  TRF1 sobre o receptor de membrana HFE com 

consequente inibição da atividade do TRF1 pela holotransferina, que permite 

o deslocando do complexo holotransferina para o receptor TRF2, colaborando 

conjuntamente com outros mecanismos no estimulo  expressivo de hepcidina, 

uma via ainda incompleta (GANZ; NEMETH, 2012) 

Em sinergismo7  com outras vias, as proteínas de morfogênese óssea 

(BMPs) parece ser responsável pela regulação da síntese de hepcidina 

(GANZ; NEMETH, 2012). A ligação da proteína de morfogênese óssea 6 

                                            
5 Efluxo: Saída iônica de moléculas do meio intracelular para o meio extracelular.  
6 Endocitose: Processo de invaginação interna da membrana plasmática, que resulta na formação de uma vesícula 

intracelular.  
7 Sinergismo: Associação positiva de dois fatores contribuintes em algumas reações celulares.  
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(BMP6), ligada ao receptor de BMP acoplado à um co-receptor chamado 

hemojuvelina, está relacionada com a ativação de proteínas intracelulares 

SMADs, aparentemente, relacionada à expressão de hepcidina como 

ilustrado na Figura 2. Ainda, citocinas inflamatórias (IL-6) e o próprio influxo 

de Fe2+ nos hepatócitos parecem estar envolvidos nesse processo (GANZ; 

NEMETH, 2012).  

  Interresantemente, a EPO, responsavél pela maturação de eritrócitos, 

demonstrou papel importante sobre a fisiopatologia da obesidade 

(ALNAEELI; NOGUCHI, 2015). Sabe-se que a quantidade de EPO é 

inversamente proporcional a quantidade de hepcidina (ALAMO, 2017). 

Contudo, a EPO parece estar envolvida na diminuição da atividade da STAT3 

hepática , assim como, na diminuição da lipogênese, e inflamação hepática 

local (NOGUCHI, 2020) , como parece ter impacto sobre os estoques de 

gordura, e termogênese (ALNAEELI, 2014; KODO, 2017; NOGUCHI, 2020), 

além de modular a resposta inflamatória através de macrófagos, pela ativação 

da STAT3 em macrófagos, responsáveis pela expressão de EPOr, 

colaborando na diminuição de citocinas pro-inflamatórios e aumentando a 

síntese de citocinas anti-inflamatórias como IL-10 (SURESH, 2020). 

  Em colaboração com os estoques de ferro corpóreo, os macrófagos, 

células filogenéticamente antigas, desempenham papel importante na 

distribuição de Fe3+ em períodos de necessidade, macrófagos da polpa 

vermelha do baço, macrófagos centrais na medula óssea e células de Kuppfer 

no fígado garantem a disponibilidade de Fe3+ para as reações celulares 

necessárias (KNUTSON, 2017). Interessantemente, os macrófagos parecem 

sofrer diferenciação celular dependente de Fe2+. Zhou (2018), afirmam que o 

ferro intracelular de macrófagos é responsável pela polarização para o 

subtipo celular M1, ou seja, o Fe2+ intracelular contribui para indução de 

macrófagos pró-inflamatórios. 

   A mudança de perfil de polarização de macrófagos é uma característica 

da obesidade. Na sua fisiopatologia, macrófagos M2 sofrem polarização para 

o subtipo M1, levando o tecido adiposo hipertrófico a um estado de inflamação 

de baixo grau (SUKHBAATAR; WICHART, 2019). Os macrófagos têm papel 

importante no perfil de secreção de citocinas na obesidade local e sistêmica 

(PINTO, 2010; WOLF, 2017). 
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Figura 2. Compreensão atual dos mecanismos moleculares de regulação da 

hepcidina. 

 

Fonte: Ganz; Nemeth (2012).8 

Vias de sinalização que controlam o aumento da síntese de RNAm do hormônio hepcidina. 
HoloTf: Holotransferina; TfR1: Receptor de transferina 1; TfR2: Receptor de transferina 2; 
HJV: Hemojuvelina; HFE: Proteína de membra HFE; BMP e BMP6: receptores BMP; SMAD: 
proteínas intracelulares SMADs; JAK-SATAT3: via de sinalização intracelular.     

    

    Estudos atuais apontam que o déficit micronutricional, referente 

ao Fe2+, está intimamente relacionado ao processo inflamatório crônico de 

baixo grau da obesidade. Logo a produção elevada de IL-6 parece aumentar 

a expressão de hepcidina. Com isso ocorre o aumento intracelular de Fe2+ 

com menor efluxo celular de Fe2+ (GIBSON, 2014; FERRARI, 2015; 

MORENO-NAVARRETE, 2017). Interessantemente, a indução da anemia 

hemolítica aguda por FHZ por gavagem parece estimular a dislipidemia, 

sendo observado o aumento de lipídios e triglicerídeos no fígado 

(OGUNRINOLA, 2019), 

                                            
8 Disponível em: https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC4048856/.  

  

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC4048856/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC4048856/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC4048856/
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   Na obesidade-MSG, o baço parece ser um órgão atrófico que se 

relaciona, de alguma forma, com a hipertrofia do tecido adiposo na obesidade, 

quando observado o trabalho de Guareschi (2019).    

  O aumento de heme no TAB, a deficiência de ferro em obesos, o 

aumento da expressão de hepcidina e sua relação com a resistência à insulina 

assim como, o aumento do estresse oxidativo e a diminuição de agentes 

antioxidantes em pessoas com hemoglobinopatias, sugere uma relação entre 

os mecanismos de deficiência de ferro na obesidade e anemia.  

 

3.5 A obesidade induzida por glutamato monossódico  

  

  A pesquisa experimental utiliza diversos modelos de obesidade em 

roedores para ampliar o conhecimento e favorecer o desenvolvimento de 

estratégias para o tratamento da fisiopatologia da obesidade. Neste contexto, 

o hipotálamo é centro neural fundamental no balanço energético. Logo, 

alterações hipotalâmicas podem levar a perda ou ganho de peso, associada 

ou não, a complicações no controle alimentar (SACALLET; OLNEY, 1989). 

A obesidade hipotalâmica induzida pela administração de glutamato 

monossódico (MSG), no período neonatal, tem sido um modelo amplamente 

usado no estudo da obesidade e SM (OLNEY, 1969; GRASSIOLLI, 2006; 

BALBO, 2007; MIRANDA, 2016).   

  O glutamato é um neurotransmissor e coordena cerca de 50% da 

atividade excitatória no Sistema Nervoso Central (SNC). Sofre antagonismo 

direto da atividade gabaergica, logo a resposta de integração somática 

espacial gaba compete com a atividade excitatória do glutamato no SNC 

(LENT, 2010).  

  O modelo experimental pioneiro de obesidade induzida por MSG, foi 

realizado por Olney (1969), o primeiro a descrever que as consequências do 

tratamento neonatal com MSG resultava em obesidade, originada de uma 

lesão na região hipotalâmica, provocada por um edema intracelular no tecido 

neural acompanhado de necrose neural atingindo o plano médio do cérebro, 

terceiro ventrículo e base do cérebro, região pré-óptica e o NA do hipotálamo.  
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  Em parceria, Scallet e Olney (1989), confirmaram que o tratamento 

neonatal com MSG atinge principalmente o NA, podendo alterar o núcleo 

Ventro Medial do Hipotálamo (VMH), sendo assim, comparado com modelos 

de lesão hipotalâmica causados por lesão eletrolítica, como o realizado por 

Lazaris (1976), ou pela administração de outros agentes como bipeperydil 

mustard ou gold thioglucose. Não obstante, os roedores obesos induzidos por 

MSG, possuem características diferentes de obesos com lesão no VMH 

(MACIA, 2010).  

  O modelo de obesidade induzida por MSG é caracterizado pela 

redução da massa muscular e óssea, alterações hormonais, como da redução 

do hormônio liberador de hormônio do crescimento (GHRH) pelos neurônios 

do hipotálamo provocando redução da síntese do hormônio do crescimento 

(GH) pela adenohipófise, aumento nas concentrações plasmáticas de cortisol 

e insulina, hipofagia ou normofagia (SVED; FERNSTROM, 1979; SCALLET; 

OLNEY 1989; BALBO, 2007; ANDREAZZI, 2011; MIRANDA, 2016). Alguns 

autores mostram que há um desajuste no Sistema Nervoso Autônomo (SNA) 

decorrente da lesão hipotalâmica ocasionada pela administração do MSG no 

período neonatal (SCOMPARIN, 2009; KONRAD, 2012; MIRANDA, 2016). 

Este fenômeno de desajuste do SNA também é confirmado em outros 

modelos de obesidade, incluindo humanos. Neste sentido, o desajuste no 

metabolismo energético parece promover a hipoatividade do Sistema 

Nervoso Simpático (SNS) e a hiperatividade do Sistema Nervoso 

Parassimpático (SNP), influenciando na baixa atividade catabólica do TAB e 

aumento da hiperinsulinemia sistêmica (BRAY, 1985; YAHAGI, 2016; 

MIRANDA, 2016).   

   A hiperinsulinemia parece ter íntima relação com a expansão do TAB, 

visto que é o principal hormônio com atividade lipogênica, um evento já 

demonstrado em roedores obesos- MSG (BALBO, 2000; BALBO, 2007). Além 

disso, a redução do SNS favorece o acúmulo de triglicerídeos no fígado, reduz 

a lipólise no TAB, leva a um menor gasto energético e favorece a 

hiperinsulinemia (DOLKINOFF, 2001; KALSBEEK, 2010; GEERLING, 2013; 

WOLF, 2017). Adicionalmente, a hiperinsulinemia e hipercortisolemia, 

comuns do modelo MSG, favorecem a hipertrofia e hiperplasia do TAB 

(OLNEY, 1969; ZUBIRÍA, 2016). Em consequência do aumento do tamanho 
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celular e divisão celular dos adipócitos, ocorre o aumento da secreção das 

adipocinas, citocinas produzidas pelo TAB hipertrofiado como: TNF-α, IL-6; 

proteína quimioatratora de macrófagos (MCP-1) e a leptina, esta última 

envolvida na regulação da fome e saciedade (PINTO 2010; ROMAM-RAMOS, 

2011). Assim o modelo apresenta RI, intolerância à glicose, dislipidemia, 

alterações cardiovasculares, eventos associados a obesidade que definem a 

SM, sendo esta à principal causa de DM2, evento de impacto na qualidade 

de vida da população (FONSECA-ALANIZ, 2007; LEAL; MAFRA, 2013; 

LEITE, 2015).  

  As limitações desse modelo experimental, atreladas ao aumento de 

cortisol e redução do GH, ocasionadas pela lesão no hipotálamo, 

recentemente foram demonstradas em humanos. Foi encontrado, na literatura 

atual, pacientes com lesões no hipotálamo por craniocarcinoma que 

apresentam características semelhantes do modelo (LEE; KORNER, 2009), 

redução da expressão e de receptores do GH (MAKIMURA, 2003; NAN; 

MARCUS, 2008; LEE, 2013). Sendo assim, esses achados reforçam a 

pertinência do modelo experimental.  

  Leite e colaboradores (2015), mostraram não haver alterações no 

hematócrito ou hemácias neste modelo, porém até o presente momento, 

nenhum estudo avaliou a homeostase do ferro em roedores MSG.  

 

3.6 A indução de anemia por fenilhidrazina  

  

Assim como a obesidade, modelos experimentais em roedores têm 

sido utilizados para simular o impacto de alterações na homeostase do ferro 

sobre o organismo. A FHZ é um agente farmacológico capaz de promover a 

anemia em roedores como confirmado por diferentes estudos (COHEN; 

HOCHSTEIN, 1964; ZYUZ’KOV, 2004; MOREAU, 2012).  O mecanismo de 

ação da FHZ envolve alterações do metabolismo celular, cujas bases são 

apresentadas a seguir.  

A glicose é um metabólito central para o funcionamento celular, em 

particular em tecido neural e em células cuja via anaeróbica glicolítica seja 

importante na geração da energia, tal como os eritrócitos. O metabolismo da 
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glicose intracelular é dependente da sua conversão em glicose seis fosfatos 

(G6P), um passo realizado pela enzima desidrogenase (G6PD), um processo 

essencial que retém a glicose intracelularmente e destina a mesma a etapas 

subsequentes na via glicolítica. Na via glicolítica oxidativa, após a glicólise, o 

piruvato será convertido a acetil-Coa, o qual tem grande importância na 

produção de energia intracelular por colaborar com as reações enzimáticas 

do Ciclo do Ácido Cítrico (CAC) e finalmente, para a fosforilação oxidativa 

mitocondrial responsável principal pela síntese da adenosina trifosfato (ATP) 

celular (LEHNINGER, 2010; CAMPOS; LEME, 2018).  

Entre as diferentes reações enzimáticas que ocorrem no CAC, tem 

grande importância a produção de ATP, que acontece com a redução da 

enzima nicotinamida adenina dinucleotídio fosfato (NADP) em nicotinamida 

adenina dinucleotídio fosfato reduzida (NADPH), que além de produzir 

energia, protege a célula formando água (H2O) no final do CAC, a partir das 

moléculas de hidrogênio (H+) e oxigênio (O2) (LEHNINGER, 2010). Defeitos 

nessa fase de óxido redução (NADP      NADPH)  no final do CAC, como a 

falha da catalase, enzima que em diferentes complexos proteicos é 

responsável pela redução de NADP em NADPH, podem gerar o acúmulo de 

H+ e, consequente, produção de peróxido de hidrogênio (H2O2)  (FERREIRA; 

MATSUBARA, 2017).  

  O H2O2 é uma molécula altamente reativa que provoca lesões celulares 

não reversíveis, como peroxidação lipídica de membranas celulares 

(FERREIRA; MATSUBARA, 2017; CAMPOS; LEME, 2018). Esta última 

parece estar relacionada ao processo de hemólise que acontece na anemia 

hemolítica (COHEN; HOCHSTEIN, 1964).  

  A hemólise em eritrócitos vem sendo estudada há décadas. A G6PD 

parece estar relacionada a este fenômeno. Em estudo realizado por Cohen e 

Hochstein (1964), foi demonstrado o efeito de diferentes substâncias 

hemolíticas concluindo que, agentes como hidroxilamine e FHZ causam 

hemólise e levam ao declínio da proteção oxidativa pela diminuta atividade da 

glutationa peroxidase (GHS-Px), relacionada à intermediação da geração de 

H2O2.  

  Diferentes estudos, in vivo ou in vitro, demonstraram a eficácia da FHZ 

na indução de hemólise em eritrócitos (COHEN; HOCHSTEIN, 1964; JAIN; 
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SUBRAHMANYAM, 1978; MOREAU, 2012). Em meados do século XX, foi 

demonstrado que diferentes agentes hemolíticos, entre eles a FHZ, produzem 

auto-oxidação de eritrócitos, evento este relacionado à oxidação com 

oxihemoglobina que provoca oxidação do GSH-Px, deficiência de G6PD, 

provocando insuficiência irreversível da síntese de NADPH. Por fim, o 

dispêndio da proteção oxidativa de eritrócitos gera danos como a oxidação da 

hemoglobina e inibição da glicólise (COHEN; HOCHSTEIN, 1963, 1964). A 

partir desse momento, diferentes estudos vêm demonstrando os efeitos 

sistêmicos da indução de anemia por FHZ.  

  Nesse contexto, estudos esclarecem o efeito hematopoiético da FHZ 

(ZYUZ’KOV, 2004), o tempo de resposta regenerativa de hemácias 

(CRISWELL, 2000), os precursores eritróides da medula óssea em animais 

com anemia hemolítica induzida por FHZ (VANNUCCHI, 2000), o efeito da 

FHZ sobre a histomorfologia de hemácias (RAMOT, 2008), assim como 

atividades enzimáticas da via antioxidante (LOW, 2010; MARKOVIC, 2011), 

o efeito sobre o metabolismo do ferro (MASARATANA, 2012), sobre o 

metabolismo lipídico hepático e a atividade da citocromo P-450 (JONEN, 

1982). De maneira interessante, o modelo tem sido proposto como limitado, 

porém, adequado para estudos relacionados à patologia das talassemias 

(RAMOT, 2008). Supreendentemente, foi revelado os efeitos da FHZ sobre a 

atividade imune esplênica, assim como, o efeito em diferentes linhagens 

celulares na corrente sanguínea (LAZAREVA, 2002).  

   Em um estudo realizado por Naughton (1990), foi revelado que a FHZ 

é capaz de ativar o sistema imune, promovendo aumento da produção de 

prostaglandinas E2 (pE2) e anticorpos IGg circulantes, estes últimos 

responsáveis pelo aumento acentuado de células B no baço, com 

consequente ativação da blastogênese linfoide, principalmente de células B. 

Esses achados sugerem que o efeito hemolítico da FHZ pode ter influência 

na polarização dos macrófagos. Esses dados mostraram que macrófagos M1, 

alternativamente ativados, possuem baixa afinidade com as proteínas do 

metabolismo do ferro e aumento do estoque intracelular de Fe2+e, 

contrariamente, o subtipo de macrófagos M2 ativados classicamente que tem 

alta afinidade pelas proteínas do metabolismo do ferro e baixo estoque 

intracelular de Fe2+ (CORNA, 2010; CAIRO, 2011; SAHA, 2017). Além disso, 
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os macrófagos esplênicos CD169+ estão relacionados com proliferação do 

centro germinativo esplênico de células B, responsáveis pela imunidade 

humana inata (VENINGA, 2015). Esses achados parecem de grande 

importância para nosso estudo, visto que, na obesidade há mudanças na 

polarização dos macrófagos, inflamação crônica, além de alterações 

esplênicas (BALBO, 2007; ZHOU, 2018; GUARESCHI, 2019).   

  Na anemia induzida por FHZ, existem controvérsias quanto aos seus 

efeitos sobre a expressão de hepcidina. Alguns estudos mostraram que a 

expressão da hepcidina hepática é inibida pela FHZ (CORNEL, 2017; 

MASARATANA, 2012), fator que parece melhorar o tráfego de ferro nos 

macrófagos.   

Sendo assim, é provável que o efeito hemolítico, induzido por FHZ, seja 

uma hemólise aguda, fator que deve ativar a regeneração de células 

vermelhas, bem como, aumentar a eritropoiese. Portanto, no presente estudo 

avaliaremos o efeito da hemólise aguda em ratos magros (controles) e 

obesos-MSG. Acreditamos que os efeitos da administração de FHZ 

colaborem com o dispêndio do metabolismo energético, acentuando os 

agravos da obesidade induzida por glutamato monossódico.  
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4. METODOLOGIA  

   

Realizamos uma pesquisa do tipo experimental verdadeira. Para tal, 

foram utilizados ratos Wistar (machos e fêmeas) obtidos do Biotério Central 

da Universidade Estadual do Oeste do Paraná (UNIOESTE) e mantidos no 

biotério setorial do Laboratório de Fisiologia Endocrinologia e Metabolismo 

(LAFEM), sob condições controladas de luminosidade (luz das 07h00min às 

19h00min) e temperatura (21±1ºC), recebendo água de torneira e ração 

padrão para roedores da marca BIO BASE/SC à vontade. Os animais usados 

nesse estudo foram provenientes do projeto de pesquisa previamente 

aprovado pelo Comitê de Experimentação Animal e Aulas Práticas da 

UNIOESTE (CEUA) (Anexo I).  

4.1 Acasalamento e indução da obesidade:  

  

Os animais (4 ratos machos e 12 fêmeas) foram acasalados em 

sistema de harém (um macho para três fêmeas). Constatada a prenhes, as 

ratas foram separadas em caixas individuais, e após o nascimento, as 

ninhadas foram ajustadas para 6 filhotes machos/mãe. A partir do 2º ao 6º dia 

de vida, metade das ninhadas (n=20 ratos) foram submetidos a administração 

das injeções subcutâneas de MSG, na dose de 4 g/Kg, conforme protocolo 

adaptado de Olney (1969). No mesmo período, animais do grupo controle 

(CTL; n=20 ratos) receberam salina equimolar (1,25 g/Kg). Ambos os grupos 

foram desmamados aos 21 dias de vida, alojados em caixas apropriadas com 

número de 3-4 ratos por caixa e permaneceram em condições controladas de 

luminosidade, temperatura, hidratação e nutrição, conforme mencionado 

anteriormente.  

  

4.2 Administração da Fenilhidrazina  

 

Aos 70 dias de vida, iniciando `as 8:00h da manhã, e após jejum prévio 

de 12h, animais de ambos os grupos foram pesados individualmente e 

preparados para a indução da anemia hemolítica.   
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  Parte dos animais de ambos os grupos (n=10) recebeu, via 

intraperitoneal (ip), uma dose de 40 mg/Kg de fenilhidrazina (FHZ) dissolvida 

em salina (0,9%) conforme protocolo experimental realizado por Moreau, 

(2012). A mesma dose foi repetida, também, por via ip 24h e 32h após a 

primeira aplicação. No mesmo período e horário, a outra metade dos ratos, 

de ambos os grupos, recebeu salina 0,9% (SAL) sem FHZ para simular o 

estresse (n=10).  Deste modo, formaram-se quatro grupos experimentais:  

CONSAL: ratos controles salina; CONFHZ: ratos controles tratados com 

fenilhidrazina; MSGSAL: ratos tratados com glutamato monossódico 

recebendo salina; MSGFHZ: ratos tratados com glutamato monossódico 

recebendo fenilhidrazina (n=10/ratos/grupo).  

 

4.3 Peso Corporal e Ingestão Alimentar  

  

Os animais receberam uma marca individual na cauda e, dos 72 aos 

90 dias de vidas, foram registrados o peso corporal (g) e ingestão de ração. 

Para registro do consumo de ração, o total ofertado, num dia, foi reduzido da 

sobra de ração após 48h e dividido pelo número de ratos na caixa e, 

posteriormente, pelo peso individual do rato. Deste modo, o consumo de 

ração foi expresso em g/g de peso corporal.  A evolução do peso corporal e o 

consumo de ração foram utilizados para análise da área sob a curva (ASC) 

no período. O ganho de peso corporal foi calculado, reduzindo o peso corporal 

aos 90 dias, do peso corporal aos 70 dias de vida.  

 

4.4 Análise do hematócrito 

 

Aos 90 dias de vida, os ratos (n = 10 / grupo) foram alocados em 

gaiolas individuais e uma amostra de sangue foi coletada da veia caudal dos 

animais em tubos heparinizados, microcapilares, que foram transferidos para 

centrífuga microcapilar com o raio da circunferência de cobertura medindo 13 

cm (CENTRIBIO), por cinco minutos, a 4000 rpm. Então, o hematócrito (Hct: 

%) foi obtido a partir da proporção do volume de glóbulos vermelhos (RBC) 
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ao volume total de sangue, medido com um Cartão Especial para Leitura de 

Hematócrito conforme realizado por Gomes (2006). 

 

4.5 Eutanásia e Coleta de Tecidos e Sangue  

 

Aos 92 dias de vida, e após 12h de jejum, os ratos foram pesados e o 

comprimento naso-anal (CNA; cm) registrado para posterior cálculo do Índice 

de Lee (IL) conforme proposto por Lee (1928) e aplicado e confirmado por 

Bernardis e Patterson (1968) de acordo com a fórmula 

.  

Em seguida os animais foram dessensibilizados em câmara de gás 

carbônico e rapidamente eutanasiados por decapitação. Não foi usado 

anestésico ou outros agentes farmacológicos que deprimam o sistema 

nervoso central, pois assim evitamos seus efeitos colaterais sobre a glicemia, 

lipidemia e insulina plasmáticas (PIOREZAN, 2017). Imediatamente o sangue 

total foi coletado em tubos previamente heparinizados. As amostras coletadas 

foram centrifugadas 12.000 (RPM) por 3 minutos, o plasma foi separado e 

acondicionado em eppendorf, que foram armazenados em freezer a -20 Cº. 

Foi coletado depósito do tecido adiposo branco subcutâneo inguinal (TAB-I) 

(g/100g) e o tecido adiposo marrom (TAM) (100g/rato), baço e fígado dos 

animais. Os órgãos coletados foram pesados em uma balança de alta 

precisão e os dados foram anotados e tabulados com a ajuda do software 

Excel. O baço, fígado, TAM, TAB-I, foram limpos e pesados para verificação 

do peso (g/g de peso). Ambos os tecidos foram transferidos para frascos 

contendo ALFAC (Anexo II) para fixação e posteriormente foram lavados em 

água corrente e fixados em álcool 70%, para realização das análises 

histológicas.   

 

4.6 Dosagens Bioquímicas Plasmáticas  

 

O plasma troncular total coletado foi centrifugado, (15.000 rpm / min) por três 

minutos e usados para dosagem de glicose e triglicerídeos por kits enzimáticos 
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colorimétricos (BIOLAB e BIOCLIN). O valor do jejum de glicose e triglicerídeos foram 

usados para calcular o índice de triglicerídeos e glicose (TyG), para as fórmulas: TyG 

= ln [triglicerídeo em jejum (mg / dl) x Jejum glicose (mg / dl)] / 2. O índice TyG é um 

indicativo de resistência à insulina como apontado por Almeda-Valdés et al., 2018). O 

plasma também foi usado para dosagem dos níveis de ferro plasmático pelo método 

2,4,6-Tripiridil-s-triazina (TPTZ) (Humano GmbH; Magdeburg; Alemanha) sendo a 

leitura feita em sistema automatizado Human Star 600. 

 

4.7 Histologia 

 

Após 24h em ALFAC o TAB-I e TAM, assim como baço e fígado, foram 

lavados e armazenados em álcool 70% em frasco de vidros vedados em 

temperatura ambiente. Posteriormente, os tecidos passaram por etapas de 

desidratação em concentrações crescentes de álcool, diafanizarão em xilol e 

finalmente foram embebidos em paraplast (SIGMA). Os tecidos emblocados 

foram submetidos à microtomia, feito cortes semi-seriados de ≤ 7µm os quais 

foram transferidos para lâminas de vidro, corados em Hematoxilia & Eosina 

(H&E) e posteriormente fotografados com auxílio do fotomicroscópio 

(OLYMPUS BX60) com câmera de captura acoplada (OLYMPUS DP71). As 

lâminas coradas em H&E foram utilizadas para análise do número de 

adipócitos por área e área de adipócitos no TAB-I, para contagem de núcleos 

nos cortes de fígado e para verificação da área da polpa branca e centro 

germinativo do baço. Também foi realizada descrição qualitativa do infiltrado 

de lipídios no TAM.  

 

4.8 Análise Estatística  

 

Foram, inicialmente, aplicados os testes de normalidade e 

homocedasticidade e quando os resultados foram paramétricos foi aplicado o 

teste T para amostras independentes, nos casos de dados não paramétricos 

utilizamos o teste MannWhitney-U.  Os dados foram expressos como Média 

± Erro Padrão da Média (EPM). Para avaliarmos o efeito da FHZ realizamos 
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a análise de variância Anova de duas vias, quando F significativo, foi realizado 

o pós-teste de Tukey para dados onde os pressupostos foram aceitos. Em 

todas as análises p<0,05 foi adotado como critério de significância. Todos os 

testes estatísticos, bem como a elaboração dos gráficos, foram realizados 

com auxílio do Software Graph Pad Prism versão 7.0.  
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Abstract: Iron imbalance is frequent in the obesity. Herein, we evaluated 

the impact of anemia induced by phenylhydrazine on adiposity and 

metabolic state of hypothalamic obese rats. Hypothalamic obesity was 

induced by high doses of glutamate monosodium (MSG; 4g/Kg) 

administered neonatally (n=20 male rats). Control (CTL; non-obese) 

received saline equimolar (n=20 male rats). After 21 days of life the rats 

were weaning and at 70 days of life half of rats received intraperitoneally 

phenylhydrazine (PHZ; 40mg/Kg; three doses) or saline solution.  The 

body weight and food intake were accompanied by four weeks after PHZ. 

At 92 days of life the rats were euthanized and blood collected to 

hematocrit (Hct) microcapillary analysis, as well as, the plasma was used 

to biochemistry dosage of glucose, triglycerides, total cholesterol and iron 

levels. The liver, spleen, white (WAT) and brown (BAT) adipose tissues 

were excised, weighted and used to histological analysis. MSG-treated 

rats develop obesity, hypertriglyceridemia and insulin resistance in 

relation to CTL rats (p<0.05); without changes in iron and Hct values 

(p>0.05). The PHZ administration reduced iron plasma levels and 

provoked similar histological injuries in splenic and liver tissues of MSG 

and CTL rats. However, in MSG-obese PHZ causes reduction in fasting 

glucose and Hct values, as well as, diminished subcutaneous WAT and 

BAT mass. In conclusion, MSG obese rats have normal iron plasma 

levels and Hct value than lean rats. However, PHZ-induced anemia in 

obese induces markedly drop in subcutaneous WAT and BAT mass 

suggesting higher lipolytic effects at these sites.     
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Introduction  

Obesity results of disarrangements of food intake and energy 

expenditure, a process regulated by hypothalamic areas (MUNZBERG et 

al., 201JAIS; BRUNING, 2017). High doses of monosodium glutamate 

(MSG) administered during first post-natal days results in intensive lesion 

in hypothalamic nucleus, in particular affecting arcuated nucleus (ARC) 

(OLNEY, 1969). After ARC lesions the MSG-treated rats develop intense 

adiposity accomplished of metabolic dysfunctions such as, glucose 

intolerance, insulin resistance (IR), dyslipidemia, cardiovascular and liver 

abnormalities (DOLNIKOFF et al., 2001; KONRAD et al., 2012; LEITE et 

al., 2015). Thus, at long of life MSG-treated rats reproduces central 

characteristics of metabolic syndrome (MS) typically found in human 

obese subjects (BARBALHO et al., 2015).  Moreover, MSG-obese rats 

show altered pro-inflammatory state, a condition that frequently 

accompanies obesity having close relationship with development of MS 

and non-communicable chronic diseases (NCD) in special, diabetes and 

hypertension (ROMAN-RAMOS et al., 2011; KONRAD et al., 2012).   

More recently data indicates that iron homeostasis disruptions also could 

be involved in obesity comorbidities including MS (GOTARDO et al., 

2013; GONZÁLEZ-DOMÍNGUEZ et al., 2020). Since the decade of 60 

several studies have demonstrated reduction in iron (hypoferraemia) in 

obese subjects, an event that, initially, was related with alterations in 

dietary iron ingestion, changes in blood volume and muscle mass (ZHAO 

et al., 2015). However, the discovery of hepcidin protein and its central 

role in iron homeostasis have revealed new aspects in the relationship 

obesity, iron and metabolic diseases (DEL GIUDICE et al., 2009; 

FADEM, 2017).  

The adequate iron availability is essential to maintain biological and 

physiological functions, once that this mineral is necessary for 

hemoglobin synthesis and production of heme, as well as, to iron-sulfur 

(Fe/S) clusters, which are components of central proteins/enzymes 

involved in respiration, nucleic acid replication and repair, metabolic 
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reactions and host defense.  Important, the iron show high ability to 

accept or release electrons having greater potential to damage cell. Thus, 

high iron levels are toxic to organisms and tightly controlled iron 

homeostasis is necessary to prevent both deficiency and overload 

avoiding pathological states (PAUL et al., 2017). The iron homeostasis is 

obtained by balance between absorption, utilization, storage and 

recycling. In this regard, the liver is an important site to iron storage, the 

blood cells production is important font of iron utilization and spleen and 

reticuloendothelial system (RES) participates of iron recyclizing (GANZ; 

NEMETH, 2012; KNUTSON, 2017).  

Obesity has been found to influence all tissue targets of iron metabolism 

having role in pathophysiology of obesity-related anemia in human and 

rodent obese models. Thus, in overweight and obesity, elevated WAT 

content predicts higher serum hepcidin contributing to reduction in iron 

availability and resulting in increased risk for iron deficiency (AUSK; 

LOANNOU, 2008; ARSHAD et al., 2016; MORENO-NAVARRETE et al., 

2017). High fat diet (HFD) consumption is associated with reduction in 

iron intestinal absorption as well as in renal iron transportation 

(FERARRI, et al., 2015). Rodent models lacking the active ferritin subunit 

are unable to develop HFD-induced obesity, as the reduction of 

intracellular iron deposits ameliorates the inflammatory state.   Obese 

woman with higher central adiposity presented elevated plasmatic levels 

of hepcidin associated with disruptions in iron homeostasis and reduction 

in iron absorption (STOFFEL et al., 2020). In contrast, have been 

observed that obese subjects with fatty liver disease (NAFLD) or MS can 

develop a condition termed “dysmetabolic iron overload syndrome 

(DIOS)” with elevated ferritin concentrations (DATZ et al., 2012).   

The transferrin receptor, mediates cellular iron uptake being essential to 

prevent iron overload. Obese patients present high plasma values of pro-

inflammatory cytokines and acute phase reagents, and patients with 

impaired iron homeostasis manifest iron sequestration when an increase 

in transferrin saturation is observed (FRAENKEL, 2017). Several studies 

have demonstrated the influence of transferrin on thermogenesis and it 
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has been pointed out that obese patients with weight loss have higher 

plasma levels of transferrin saturation, which supports the hypothesis that 

obesity causes iron sequestration (FRAENKEL, 2017; LI et al., 2020).   

Interestingly, MSG-treated rats present alterations in central organs of 

iron metabolism such as, liver and spleen, suggesting that iron disruption 

could be contributing to metabolic abnormalities in this obese model. 

Phenylhydrazine (PHZ) is a hemolytic agent that lyses red blood cells 

(RBC), reducing hemoglobin concentration and provoking alterations in 

hematocrit (Hct) (JAIN; SUBRAHMANYAM, 1978; MOREAU et al., 

2012). In the present work we evaluated the impact of PHZ administration 

on histopathological aspects of adipose tissue, liver and spleen in 

hypothalamic obese rats.   

Methods  

Animal and ethics aspects  

All experimental procedures were previously approved by the Ethics 

Committee of the University of West Parana (UNIOESTE) in 2017 

following the principles stablished by Conselho Nacional de 

Experimentação Animal (CONCEA) of Brazil.    

Ten pregnancy rats were obtained and allocated in individual cages at 

bioterium of Laboratory of Endocrine and Metabolic Physiology (LAFEM) 

– Unioeste, being maintained at controlled luminosity (12h dark-light 

cycle) and temperature (23±3oC) and receiving water and rodent chow 

(BIO BASES/SC) ad libitum. At birth the size of litter was adjusted to 6 

pup male rats by dam to avoid lactation milk fluctuation ingestion and 

sexual hormone of female interference. For 2nd to 6th day after birth, part 

of the litter (n=50) received subcutaneously monosodium glutamate 

(MSG) solution in a diary dose of 4g/Kg for body weight (bw), according 

to the protocol adapted from Olney (1969). In same period non-obese or 

Control (CTL) group received saline equimolar solution (n=36 male rats).  

During lactation period the dams and pup remained in controlled 

luminosity, temperature and had free access to water and rodent chow 

as describe above. The pups were weaning at 21 days, being regrouped 

in cages (n=3 male rats/cages) according groups.  
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Phenylhydrazine administration  

At 70 days of life 20 male rats from CTL and MSG-treated groups were 

randomly selected to receive the first dose of PHZ (40mg/Kg/bw) solution, 

via intraperitoneal (i.p) which was repeated after 24h and 32h, as 

indicated by Moreau (2012). Negative groups received, at same period 

and via, a saline (0.9%) solution. Thus, were originated 4 experimental 

subgroups (n=10 male rats/group): control-saline (CTLsaline); control-

phenylhydrazine (CTLPHZ); monosodium glutamate-saline (MSGsaline); 

monosodium glutamatephenylhydrazine (MSGPHZ). The rats were 

regrouped in cages (n=3 rats) and received free access to water and 

rodent chow until 90 days of life.  

Body weight and food intake   

From 72 to 90 days of life were weekly accomplished body weight (BW; 

g) and food intake (g) consumptions. For this, the rats received an 

individual mark in tail and were weighed once per week. The body weight 

gain (∆BW; g) was obtained by reduction of initial BW (at 70 days) minus 

the final BW (at 90 days). To analyze of food intake the total of chow 

offered at start of week was discounted of total chow consumed during 

the week and the result divided by number of rats in cage and by 

individual body weight of rat. Thus, food intake was expressed in g/g of 

BW. The area under curve (AUC) of food intake also was calculated.   

Hematocrit Analysis   

At 90 days of life the rats (n=10/group) were allocated in individual cages 

and a blood sample was collected in microcapillary heparinized tubes 

which were transferred to microcapillary centrifuge with the radius of the 

cover circumference measuring 13 cm (CENTRIBIO) for five minutes at 

4000 rpm. Then, the hematocrit (Hct; %) was obtained from ratio of the 

volume of red blood cells (RBC) to the total volume of blood, measuring 

with a Special Card for Reading Hematocrit as accomplished according 

performed by Gomes et al., 2006.   

Euthanasia, Adiposity, Blood and Tissues collection   
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At 92 days of life and after 12h of fasting the animals were weighed and 

nasoanal length (NAL; cm) were registered to calculated Lee Index, value 

using the formulae ∛ 𝐵𝑊( 𝑔))/ 𝑁𝐴𝐿 (𝑐𝑚)as proposed by Lee (1928). The 

rats were desensitized by CO2 and immediately decapitate being the total 

truncal blood collected in heparinized tubes. In next, the abdominal cavity 

was opened and the white adipose tissue (WAT) from inguinal depot 

(WAT-I), the brown adipose tissue (BAT) from scapular region, spleen 

and liver were excised, cleaned and weighed. Also were excised and 

weighed WAT from visceral depot, were used the mesenteric (WAT-R) 

and retroperitoneal (WAT-R) depots.   

Blood biochemistry analysis   

The total truncal blood collected was centrifuged (15.000 rpm/min) by 

three minute and the plasm separated and used to dosage of glucose 

and triglycerides by colorimetric enzymatic kits (BIOLAB and BIOCLIN). 

The fasting value of glucose and triglycerides were used to calculate the 

triglycerides and glucose index (TyG), for the formulae: TyG = ln [Fasting 

triglyceride (mg / dl) x Fasting glucose (mg / dl)] / 2.  The TyG index is an 

indicative of insulin resistance as pointed (ALMEDA-VALDÉS et al., 

2018).   The plasma also was used to dosage of the levels of iron (Fe+2) 

by 2,4,6-Tripyridyl-s-triazine (TPTZ) method (Human GmbH; Magdeburg; 

Germany) being reading made in automatized system Human Star 600.   

Histological Techniques  

The BAT and spleen were used whole, while to liver and WAT 

retroperitoneal depot was used only a fragment of tissue to histological 

procedures. Thus, after excised and weighted all tissues or fragments 

were transferred to ALFAC fixative solution by 24h. In next, the tissues 

were submitted at phases of dehydration in growing alcohol solution, 

being diaphanized in xylol and embedded in paraplast (GUARESCHI et 

al., 2019). Posteriorly, the specimens were manually sectioned with a 

microtome (Microsystems Inc., Wetzlar, Germany) to obtain 5-7 μm-thick 

sections. Dewaxed sections are then stained with hematoxylin and eosin 

(H&E) and photographed using an Olympus BX51 (Olympus Microscope, 

Shinjuku, Japan), and digital photographs were taken with a digital still 
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36-bit color camera, 1280x1024 pixels, with a DP71 Controller 

(Olympus). The ImageJ 1.42q software (National Institutes of Health 

[NIH], Bethesda, Md), available from the NIH site 

(http://rsb.info.nih.gov/ij, accessed on January 18, 2019). Each tissue 

was submitted at particular profile of analysis: i) WAT depots:  were 

evaluated the number and size of adipocytes; ii) BAT depot: were 

analyzed total area of  nuclei  expressed in percentage (%) and 

qualitative analysis of droplets lipids deposition; iii) liver: were noted 

nucleus number and elaborated a qualitative pathological analysis; iv) 

spleen: were evaluated white pulp (WP) area, germinative center (GC) 

area, and lymphatic nodule (LN) thickness, as well as, a qualitative 

pathological analysis was done.   

Statistical Analysis 

Data are showed as mean±SEM. Student´s t test was used to evaluate CTL 

versus MSG (p<0.05). Two-way variance analysis (ANOVA) was used to 

calculate F value to Obesity (O); PHZ (P) and interaction (I) being applied 

Tukey post-test to evaluated mean differences between groups (p<0.05).   

 

 

Results  

The MSG-treated rats showed reduction in BW and NAL in relation to 

CTL animals (Table 1; p<0.0001). In contrast, the Lee index was 

significant elevated in MSG-treated rats in comparison to CTL animals 

(p<0.036), indicating obesity installation as confirmed by greater WAT-R 

content found in MSG-treated animals in relation to CTL rats (p=0.0003). 

Despite of normoglycemia and similar TC values MSG-treated rats 

presented high TG levels in relation to CTL group (p<0.0130). Thus, TyG 

index was significant higher in MSG-treated rats in relation to CTL 

animals (p<0.0007), indicating insulin resistance. Moreover, Hct 
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percentage and iron plasmatic levels were similar between CTL and 

MSG-treated rats (Table 1; p=0.1551 and p=0.2923, respectively).   

The effect of PHZ administration on biometric and metabolic parameters 

in MSGobese and non-obese (CTL) are showed in Table 2. The BW 

(F(1,36)= 114.6; p<0.0001), NAL (F(1,34) = 179.3; p<0.0001), TG (F(1,36) = 

15.9 p=0.0003), TC (F(1,35) = 7.639; p=0.0090) and TyG (F(1,36) = 8.537; 

p=0.0060) were influenced by MSG-treatment. Thus, MSG-obese 

presented reduced BW, TC and higher TG plasmatic levels, as well as, 

elevated value of TyG index confirming insulin resistance (p<0.01). Only 

glucose plasma level was affected by PHZ (F(1,36)= 17.91; p=0.0002), 

being plasmatic glucose values in CTLPHZ and MSGPHZ groups smaller in 

relation to respective saline groups (Table 2). MSG-treatment 

significantly affected Hct (F(1,36)= 20.61; p<0.0001); having MSGsaline rats 

smaller  

Hct value in relation to CTLsaline. Hct also was influenced by PHZ 

administration (F(1,36) = 19.88; p<0.0001). Thus, in MSGPHZ groups was 

noted reduction of Hct value in comparison to other experimental groups 

(Table 2). MSG-induced obesity no modifies iron plasma levels (F (1,36) = 

0.001078; p=0.9740). However, PHZ factor influenced this parameter (F 

(1,36) = 32.70; p<0,0001). Thus, in CTLPHZ and MSGPHZ were noted 

significant reduction in iron plasma levels in comparison with respective 

saline groups (Table 2; p<0.001).   

Body weight and food intake consumption during four weeks after PHZ 

administration are showed in Figure S1 (supplementary data). The 

MSGtreatment modifies body weight gain (F (1,36) = 239.9; p<0.0001), 

presenting MSGsaline and MSGPHZ groups smaller BW in relation to 

CTLsaline rats during this period (Figure S1a and insert). Independent of 

MSG-treatment or PHZ, the 1st and 2nd week were found gradated 

reduction in food consumption with recuperation at 4th week (Figure S1b 

and insert). Thus, the analysis of AUC showed, that neither MSG-

treatment (F (1,36) = 0.6842; p=0.4136) nor PHZ (F (1,36) = 1.85; p=0.1822) 

administration altered food intake (Figure 1b and insert).  
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The MSG-treatment influences WAT-I content (F (1,32) = 7.983; p=0.0081) 

as well as adipocyte size (F (1,16) = 4.738; p=0.0448) and number (F (1,44) 

= 8.008; p=0.0070); (Figure 1 a-g). Thus, MSGsaline rats showed higher 

WAT-I content (Fig. 1e); adipocyte hypertrophy (Fig. f) and reduction in 

adipocyte number (Fig. g) in relation to WAT-I from CTLsaline group.  WAT-

I content F (1,32) = 7.983; p=0.0081nu), number F (1,44) = 27.46, p<0.0001) 

and size F (1,16) = 9.406; p=0.0074) also were affected by PHZ 

administration. Moreover, interaction between obesity and PHZ were 

observed in all these variables. Thus, in MSGPHZ was found reduction in 

WAT-I content, accompanied of smaller adipocyte size and high 

adipocyte numbers in relation to MSGsaline (Fig. 1e, f and g).  In CTLPHZ 

were noted only rises in adipocyte size in relation to CTLsaline. 

Representative photomicrography of WAT-I depot stained in H&E are 

showed in Fig 1a-b. This reduction in WAT-I provoked by PHZ treatment, 

not was observed in WAT-M depot (Fig. S2; Supplementary data).  

The liver weight was influenced by MSG-treatment F (1,16) = 10.75; 

p=0.0047 and also by interaction obesity and PHZ (F (1,16) = 12.37; 

p=0.0029); without isolated effects of PHZ (F (1,16) = 0.4308; p=0.5209). 

Thus, MSGsaline animals showed reduction in liver weight in relation to 

CTLsaline; a difference that disappear in MSGPHZ (Figure 2e). In addition, 

the nuclei numbers in liver were modified by MSG-treatment (F (1,16) = 

5.729; p=0.0293), PHZ administration (F (1,16) = 119.9; p<0.0001), as well 

as, by interaction obesity and PHZ (F (1,16) = 4.962; p=0.0406).  Therefore, 

MSGPHZ and CTLPHZ animals showed high nuclei numbers in liver in 

relation to respective saline groups (Fig. 2f). Moreover, MSGPHZ 

presented elevated nuclei numbers in relation to CTLPHZ animals. In 

visceral WAT-M depot we note only influence of MSG-treatment, without 

effect of PHZ (Fig. S2; supplementary data).  Representative 

photomicrography of liver, stained in H&E are showed in Fig 2a-d. 

Pathological hepatic analysis shows higher resident macrophages 

(Kuppfer cells) infiltration and greater number of balloon cells, suggesting 

an increase in hepatic lipotoxicity and elevated activity of the 

reticuloendothelial system favoring erythropoiesis in CTLPHZ and MSGPHZ 

animals in relation to respective saline groups (data not shown).  
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The weight of spleen was influenced by PHZ (F (1,31) = 69.08; p<0.0001) 

and by interaction obesity and PHZ (F (1,31) = 8.897; p=0.0055).  Thus, 

CTLPHZ and MSGPHZ showed higher spleen weight in relation to 

respective saline groups (Figure 3e). In addition, MSGsaline have smaller 

spleen weight in relation to CTLsaline. Histological analysis of spleen 

showed that PHZ have effect on WP (F (1,16) = 14.86; p=0.0014) and 

GC size (F (1.16) = 428.0; p<0.0001). Thus, CTLPHZ and MSGPHZ presented 

elevated WP and GC size in relation to respective saline groups (Fig. 3e 

and 3f). The thickness of LN was modified by interaction effect between 

obesity and PHZ (F (1,16) = 12.89; p=0.0024). Thus, MSGsaline have smaller 

LN thickness in comparison to CTLsaline (Fig. 3g). Moreover, CTLPHZ 

showed reduction in LN thickness in relation to CTLsaline. Representative 

photomicrography of spleen, stained in H&E are showed in Fig 3a-d. An 

increase in the proliferation of splenic cells traveling between WP and red 

pulp was observed, as well as, an increase in hemosiderin depots in 

animals CTL and MSG-PHZ treated, suggesting splenic infarction (data 

not shown).   

BAT weight was affected by MSG-treatment (F (1,32) = 45.66; p<0.0001); 

PHZ administration (F (1,32) = 36.20; p<0.0001) and also by interaction 

obesity and PHZ (F (1,32) = 12.02; p=0.0015). Therefore, the weight of BAT 

from MSGsaline animals was significant higher in relation to others 

experimental groups (Fig. 4e). Moreover, MSGPHZ rats presented 

reduction in BAT weight in comparison to MSGsaline animals presenting 

similar BAT weight that CTL groups. Representative photomicrography 

of WAT-I depot stained in H&E are showed in Fig 4a-d.  Histological 

qualitative analysis pointed that MSGsaline presented high presence of 

unilocular lipids deposition in BAT in relation to CTLsaline group, 

suggesting reduced thermogenic process. Interesting, greater presence 

of multilocular droplets lipids were noted in BAT from MSGPHZ in relation 

to MSGsaline. Representative photomicrography of BAT depot stained in 

H&E are showed in Fig 4a-d.   

Discussion  



43 

 

Obesity have been associated with disruptions in iron homeostasis 

(ZHAO et al., 2015); an event no studied in hypothalamic obese rodents. 

Herein, we investigated the impact of anemic PHZ agent in liver, spleen, 

WAT and BAT depots in hypothalamic obese rats. We confirmed efficacy 

of MSG neonatal treatment to induce obesity and metabolic abnormalities 

as yet demonstrated by we (GUARESCHI et al., 2019; BALBO et al., 

2007) and others (SCALLET; OLNEY, 1986; MIRANDA et al., 2016). 

Thus, in the present work, the MSGtreated animals showed, in adult life, 

massive adiposity, hypertriglyceridemia and insulin resistance, as 

demonstrated by elevated TyG index value. The autonomic imbalance is 

an important contributor to adiposity in this obesity model (BRAY, 1985). 

Thus, vagal hyperactivity promotes hyperinsulinemia and favors 

adipogenesis in MSG-obese rats (MIRANDA et al., 2016).  Moreover, 

reduced sympathetic activity rate contributes with lesser lipolytic effect in 

WAT and reduction in thermogenic responsiveness in the BAT in MSG-

obese rodents (SCALLET; OLNEY, 1986). We also confirmed that adult 

MSG-obese rats have reduced growth and elevated Lee index value. 

High doses of MSG administered in first post-natal days promotes intense 

hypothalamic damage, primary ablating neurons in arcuate nucleus 

(ARC). In consequence, MSG-obese show reduced circulating levels of 

growth hormone (GH) due at inhibition of GHRH production primary 

occurring in ARC neurons. The lower GH plasma level contributed by 

smaller NAL, as observed in this work, and also explains the reduction in 

organ weight frequently present in MSG-obese rodents (SVED; 

FERNSTROM, 1979).   

Of our knowledge, there is no study evaluating iron levels in this 

hypothalamic obese model. As mentioned above, the MSG-obese rats 

develop insulin resistance, dyslipidemia associated with liver 

(NAKANISHI et al., 2008) and spleen (GUARESCHI et al., 2019) injuries 

suggesting the iron imbalance also could be present in this obesity 

animal. Herein, we no found significant difference in Hct (%) value and 

iron plasmatic levels in MSG-obese in relation to CTL, suggesting 

adequate manutention of iron homeostasis in hypothalamic obese rats. 

In contrast, Huang et al. 2015 demonstrated positive correlation between 
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obesity and plasma iron deficiency in adolescents. Reduced plasma iron 

levels also have been observed in HFD-obese rats (GOTARDO et al., 

2013). Other plasmatic biomarker to iron is the ferritin, which values are 

altered in obese adolescent (FERRARI et al., 2015). Herein, we no 

evaluated ferritin plasma levels. Moreover, as suggested by González-

Domínguez et al., (2020) the impact of obesity in iron homeostasis not is 

implicates in changes in iron plasmatic parameters, but in a complexes 

regulatory mechanism that includes intestinal absorption, storage and 

recycling.   

Thus, we utilized the anemic agent PHZ to evaluate the hypothesis that 

anemia state could to worsen the obesity comorbidities in hypothalamic 

obese rats. As demonstrated by our data in MSG-obese and non-obese 

(CTL) condition the PHZ administration reduced iron plasma levels. 

Moreover, we noted significant elevation in spleen weight associated with 

high expansion of WP and GC size and elevated hemosiderin deposition 

in MSG-obese and non-obese PHZ treated. Similarly, elevated liver 

nuclei numbers were found in MSG-obese and nonobese PHZ treated 

animals. Taken together, these data confirm effectiveness of PHZ-

anemia induction with similar degree of injuries in MSG-obese than those 

observed in non-obese rats. The PHZ is an antipyretic drug that induces 

hemolytic anemia in laboratory animals and in humans. As demonstrated 

by several studies the anemia induced in the rat by PHZ is associated 

with the activation of the immune system, rises in serum immunoglobulin 

titers, B lymphocyte population of the peripheral blood and spleen as well 

as by altered ratio of T helper to T suppressor cells (DORNFEST et a.; 

1983). Moreover, PHZ also induces lyses of RBC, reducing hemoglobin 

concentration and provoking alterations in hematocrit (Hct) (JAIN; 

SUBRAHMANYAM, 1978; MOREAU et al., 2012).  

Anemic state has been related with worsen insulin sensitivity, elevated 

dyslipidemia and high incidence of MS in obese state (GONZÁLEZ-

DOMÍNGUEZ et al., 2020). However, in the present study, MSG anemic 

rats not showed deterioration in metabolic state. In contrast, HFD induced 

obesity is associated with alterations in iron and ferritin plasma levels 

(BERTINATO et al., 2014). According with these authors HFD obese 
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animal had higher iron requirements compared with non-obese (lean) 

rats, an event appeared independent of hepcidin, inflammation and 

intestinal iron absorption. Moreover, study of Dornfest et al., (1992) have 

showed that PHZ anemia can be reduced by corticoids treatment. In this, 

regard is important to remember that MSG-obese rodents show 

hypercorticosteronaemia (TORREZAN et al., 2019), a factor that no 

avoided anemia installation, as demonstrated in the present work.   

Thus, MSG-obese rats have particular responses to anemia condition 

different in relation to HFD obese rodents or humans obese. In this sense, 

we noted that PHZ anemia provokes higher reduction in Hct of MSG-

obese group in relation to non-obese, suggesting failure in hematological 

response to anemia in this obese model.  Erythropoiesis occurs in bone 

marrow where hematopoietic stem cells generate the immature 

progenitors to RBC. During anemia, a growth factor named erythropoietin 

(Epo) is released by the kidneys and inhibits progenitor apoptosis, 

allowing a fast production of numerous erythrocytes to recover the 

anemia. Interesting, new findings indicates that Epo also could affect 

WAT and metabolic homeostasis (TSUMA et al., 2018; SURESH et al., 

2020). Epo may be protective in diet-induced obesity, improves glucose 

tolerance, reduces insulin resistance and regulates WAT mass 

accumulation, particularly in male mice (WANG et al., 2014; ZHANG et 

al., 2014; ALNAEELI AND NOGUCHI, 2015). It is possible that MSG-

obese rats presented deficiently Epo production or responsiveness.   

Surprisingly we also noted that, PHZ-induced anemia has impact in WAT 

mass, in special to subcutaneous WAT depot from obese. In this sense, 

MSG-PHZ treated rats showed intensive reduction in subcutaneous WAT 

depot content with accented fall in adipocyte size, suggesting greater 

lipolysis in this site. Moreover, BAT content also was reduced in MSG-

PHZ treated animals. Interestingly, BAT mass reduction was associated 

with smaller lipids deposition and elevated presence of multilocular 

droplets lipids profile and elevated nuclei area, suggesting BAT 

thermogenesis activation.  The SNS is important modulator of WAT and 

BAT lipolysis, of note, subcutaneous WAT is more susceptible to beige 

phenomenon a process directed by high rate of SNS (SHIN et al., 2018). 
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Stress condition, such as, fasting and cold are able in promotes 

augmented brown-like adipocytes in subcutaneous WAT. The MSG 

treated rats have recognized lower SNS flux. Thus, it is possible that 

PHZ-induced anemia be a stressor event reacting SNS to BAT and WAT 

of MSG-obese rats elevating lipolysis and reducing WAT subcutaneous 

and BAT mass.   The ability of exercise to restore SNS flux and reduce 

WAT content yet has been observed in MSG-obese mice. Confirming this 

hypothesis, Fth-deleted mice, showed higher WAT lipolysis induced by 

high the production of norepinephrine released by the SNS 

(BLANKENHAUS et al., 2019). Moreover, nutritional iron deficiency is 

associated with norepinephrine accumulation in blood and urine, as well 

as with loss of adaptive thermoregulation (DILMANN, et al., 1979).   

As aforementioned anemia induces Epo production which has potential 

to regulates WAT mass (SURESH et al., 2020). Despite presence of Epo 

receptor in WAT subcutaneous, in human obese this receptor not was 

able in induced lipolysis (CHRISTENSEN, et al., 2016). In contrast, Epo 

was effective to reduce WAT inflammation in HFD-obese mice, an effect 

that may be mediated by hypothalamic areas, in particular, Arc region 

(ALNAEELI, et al., 2014). Important, MSG causes damage in Arc region, 

blocking Epo hypothalamic effects. Thus, it is possible that Epo in MSG-

obese rats acts in another hypothalamic nucleus to reactive SNS 

periphery flux.  In addition, insulin, it is a well-recognized lipogenic 

hormone, having central role in MSG adiposity (BALBO et al., 2007).  

Herein we not evaluated insulin plasma levels, but is important to note 

that fasting glycemia was reduced in MSGPHZ rats, suggesting effect on 

glucose homeostasis. PHZ induced anemia by elevated SNS could 

reduce insulin plasma levels contributing to lipolysis in WAT.  

Finally, several studies have demonstrated that during the anemia of 

inflammation, hepcidin transcription is increased due to inflammatory 

stimuli. Increased transcription can be a direct result of activation of Toll-

like receptors by inflammatory stimuli or indirectly due to increased levels 

of inflammatory cytokines such as Interleukin-1 or Interleukin-6. Hepcidin 

transcription will persist as long as the inflammatory cytokines or 
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inflammatory stimuli are present. Increased hepcidin levels downregulate 

ferroportin leading to a hypoferremia, which if persistent can lead to 

anemia. Herein, we no found hypoferremia in MSGobese. However, is 

important to remember that MSG-obese rats show rises in pro-

inflammatory cytokines, as TNF alpha in WAT.  Thus, the effects of 

adipokines on local WAT iron metabolism could not be discharge in this 

obese model.   

In conclusion, MSG-obese rats no presented alteration in Hct and iron 

plasmatic levels having PHZ-induced anemia similar impact in iron 

plasma levels and histological splenic and liver injuries in this 

hypothalamic obese model. Anemia in MSG-obese rat no worsen 

metabolic state. However, PHZ-induced anemia causes more 

pronounced reduction in glucose and Hct and provoked accented 

reduction subcutaneous WAT and BAT mass depots from MSG-obese 

rats suggesting elevated lipolytic effects on these targets.     
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Tables  

  

Table 1. Hypothalamic Obesity characteristics. Data are mean ±SEM. Biochemistry 
plasmatic variables were collected after fasting (12h). p value was obtained after 
Student´s t test. Legend: CTL: control; MSG: monosodium glutamate; BW: body weight; 
NAL: naso-anal length; TG: Triglycerides; TC: total cholesterol; Hct: hematocrit; TyG: 
triglycerides and glucose index.  

Table 2. Effect of phenylhydrazine administration on biometric and plasmatic 
biochemistry profile on CTL and MSG-obese rats. Data are mean ±SEM; n= 10 rats 
for group. Biochemistry plasmatic variables were collected after fasting (12h). Two-way 
Anova analysis with p value showed in column O (obesity), P (phenylhydrazine); I 
(interaction). The letters above of number show significant difference of p<0.05 in Tukey 
post-test. aCTLsaline; bCTLPHZ; cMSGsaline; dMSGPHZ. Legend: BW: body weight; NAL: 
naso-anal length; TG: Triglycerides; TC: total cholesterol; Hct: hematocrit; TyG: 

 CTL (n=15)  MSG (n=15)  p-value  

BW (g)  322.8±3.970  244.6±5.825  <0.0001  

NAL (cm)  22.62±0.1713  19.32±0.2261  <0.0001  

Lee Index  0.03000±0.0002  0.03237±0.0007  0.0036  

WAT-R (g)  0.90±0.06  1.61±0.15  0.0003  

Glucose (mg/dL)  80.63±3.351  88.94±3.255  0.0853  

TG (mg/dL)  78.13±5.938  97.13±4.005  0.0130  

TC (mg/dL)  33.19±2.155  32.25± 2.919  0.7979  

TyG  4.337±0.0450  4.521±0.0176  0.0007  

Hct (%)  56.67±1.26  54.63±0.66  0.1551  

Iron (μg/dL)  261.9±11.76  240.5±16.03  0.2923  

 CTLsaline  CTLPHZ  MSGsaline  MSGPHZ   p-value   

  

BW (g)  

  

316.50±4.75c,d  

  

314.8±8.08c,d  

  

235.50±8.73a,b  

  

249.2±4.88a,b  

O  P  I  

<0.0001  0.2681  0.3866  

NAL (cm)  22.7±0.21c,d  19.15±0.28c,d  19.15±0.28a,b  18.75±0.37 a,b  <0.0001  0.0221  0.4296  

Lee Index  0.30±0.0002c,d  0.33±0.006d  0.33±0.001ª  0.36±0.001ª,b  <0.0001  0.047  0.2596  

Glucose(mg/dL)  103.84±4.20b,d  85.27±4.74ª  99.93±3.93d  83.00±3.85a,c  0.4660  0.0002  0.8461  

TG (mg/dL)  68.3±5.85c,d  76.3±3.11  93.2±3.81a  92±6.63a  0.0003  0.5083  0.3721  

TC (mg/dL)  35.30±2.98  43.60±3.40d  31.11±3.88  27.80±4.13b  0.0060  0.4949  0.1174  

TyG  4.34±0.054c  4.38±0.034  4.529±0.029a  4.45±0.056  0.0255  0.6905  0.1821  

Hct (%)  58.00±1.53d  54.00±1.44d  53.90±1.01d  46.90±0.82a,b,c  <0.0001  <0.0001  0.2319  

Iron (μg/dL)  261.60±19.38b,d  149.50±8.26a,c  236.10±19.13b,d  174.00±15.01a,c  0.9740  0.0001  0.1094  
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triglycerides and glucose index; CTL: control; MSG: monosodium glutamate; PHZ: 
phenylhydrazine.   

 

Figures Legends  

Figure 1. PHZ-induced anemia reduces subcutaneous WAT mass in 

MSGobese rats.  

Data are mean±SEM (n= 3-5 rats/group). Representative 

photomicrography (Fig. 1a -d), H&E staining, 40x magnification. (*) 

indicate adipocyte size; (►) indicate nucleus. Weight of WAT-inguinal 

(WAT-I; subcutaneous) (Fig. 1e), adipocyte size (Fig. 1f) and adipocyte 

number (Figl 1g).  The line and letter in graphics represented the F value 

in Anova-two way (O: obesity factor; P: PHZ factor and I: interaction). 

Letters above of bars shows Tukey post-test (p<0.05) differences: a 

CTLsaline; b CTLPHZ; cMSGsaline and d MSGPHZ.  

  

Figure 2. PHZ-induced anemia rises nuclei number in liver from CTL and 

MSG-obese rats.  

Data are mean±SEM (n= 3-5 rats/group). Representative 

photomicrography (Fig. 2a - d), H&E staining, 40x magnification. (*) 

indicate central vein; (►) indicate nucleus. Liver weight (Fig. 2e) and liver 

nuclei (Fig. 2f). The line and letter in graphics represented the F value in 

Anova-two way (O: obesity factor; P: PHZ factor and I: interaction). 

Letters above of bars shows Tukey post-test (p<0.05) differences: a 

CTLsaline; b CTLPHZ; cMSGsaline and d MSGPHZ.  

Figure 3. PHZ-induced anemia rise weight of spleen and  alter size of WP and GC 

in splenic tissue of CTL and MSG-obese rats.  

Data are mean±SEM (n= 3-5 rats/group). Representative 

photomicrography (Fig. 3a - d), H&E staining, 40x magnification. Black 

circle WP size; Dashed yellow circle GC size. Spleen weight (Fig. 3e), 

size of WP (Fig. 3f) and GC (Fig. 3g); LN thickness (Fig.3h). The line and 

letter in graphics represented the F value in Anova-two way (O: obesity 

factor; P: PHZ factor and I: interaction). Letters above of bars shows 
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Tukey post-test (p<0.05) differences: aCTLsaline; bCTLPHZ; cMSGsaline 

and d MSGPHZ.  

 

Figure 4. PHZ-induced anemia reduces weight and lipids deposition in BAT from 

MSG-obese rats  

Data are mean±SEM (n= 3-5 rats/group). Representative 

photomicrography (Fig. 4a - d), H&E staining, 40x magnification. Dashed 

yellow indicates multilocular lipids deposition; (*) indicates unilocular 

lipids deposition; (►) indicates nuclei; BAT weight (Fig. 4e), BAT nuclei 

area (Fig. 4f). The line and letter in graphics represented the F value in 

Anova-two way (O: obesity factor; P: PHZ factor and I: interaction). 

Letters above of bars shows Tukey post-test (p<0.05) differences: 

aCTLsaline; bCTLPHZ; cMSGsaline and d MSGPHZ.  

  

  

Figure S1. Effect of PHZ administration in food intake and body weight 

in CTL and MSG-obese rats.   

Data are mean±SEM (n= 10 rats/group). Body weight gain (Fig. 1a and 

insert); food intake consumption (Fig. 2a and insert). The line and letter 

in graphics represented the F value in Anova-two way (O: obesity factor; 

P: PHZ factor and I: interaction). Letters above of bars shows Tukey post-

test (p<0.05) differences: aCTLsaline; bCTLPHZ; cMSGsaline and d 

MSGPHZ.  

Figure S2. PHZ-induced anemia reduces subcutaneous WAT mass in 

MSGobese rats.  

Data are mean±SEM (n= 3 rats/group). Representative 

photomicrography (Fig. 2a -d), H&E staining, 40x magnification. (*) 

indicate adipocyte size; (►) indicate nucleus. Weight of WAT-mesenteric 

(WAT-M; visceral) (Fig. 2e), adipocyte size (Fig. 2f) and adipocyte 

number (Figl 2g).  The line and letter in graphics represented the F value 

in Anova-two way (O: obesity factor; P: PHZ factor and I: interaction). 
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Letters above of bars shows Tukey post-test (p<0.05) differences: a 

CTLsaline; b CTLPHZ; cMSGsaline and d MSGPHZ.   
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6. CONSIDERAÇÕES/CONCLUSÕES FINAIS  

 

A obesidade tem sido associada a distúrbios na homeostase do ferro. 

Diferentes autores apresentaram resultados em diferentes modelos experimentais de 

obesidade relacionando obesidade e anemia, sugerindo a existência da relação entre 

marcadores anêmicos, mecanismos relacionados ao papel de absorção, distribuição 

e reciclagem de ferro, dos efeitos da homeostase do ferro e o perfil inflamatório do 

TAB, da relação da homeostase do ferro e SM e da relação dos estoques de ferro 

intracelular e a diferenciação de macrófagos e adipócitos em animais obesos 

(GIBSON, 2014; FERRARI, 2015; MORENO-NAVARRETE, 2017; ARSHAD, 2017; 

ZHOU, 2018; ALOUFI, 2018; MACHADO, 2019). 

Até o presente momento, não conhecemos nenhum estudo que tenha avaliado 

a homeostase do ferro em modelos de obesidade induzida por glutamato 

monossódico. Contudo, o presente estudo tem por objetivo avaliar os efeitos da 

administração do agente anêmico fenilhidrazina (FHZ) sobre a adiposidade e estado 

metabólico de ratos com obesidade hipotalâmica induzida por glutamato 

monossódico. Considerando os efeitos deletérios relacionados à homeostase do ferro, 

hipotetizamos que a administração de FHZ pode agravar o estado metabólico de ratos 

obesos-MSG. Nesse contexto, investigamos o impacto da FHZ em depósitos teciduais 

do fígado, baço, TAB e TAM, além de avaliarmos o efeito plasmático sobre o ferro, 

triglicerídeos, glicose e colesterol de animais magros e obesos-MSG tratados com 

FHZ. 

Após a administração de glutamato monossódico, no período neonatal, animais 

obesos-MSG apresentaram características especificas do modelo experimental como: 

diminuição do CNA, RI, trigliceridemia, e expansão da massa adiposa (SVED; 

FERNSTROM, 1979; SCALET; OLNEY, 1989; BALBO, 2007; ANDREAZZI, 2011; 

MIRANDA, 2016). Após a instalação da obesidade, ratos magros e obesos-MSG 

sofreram a indução de anemia hemolítica induzida por FHZ, de acordo com o 

protocolo de Moreau (2012).  Após tratamento, os grupos que receberam FHZ, 

apresentaram redução dos níveis plasmáticos de ferro e aumento significativo do peso 

do baço associado à alta expansão do tamanho do centro germinativo e da polpa 

branca no tecido esplênico, assim como a elevada deposição de hemossiderina. Não 

menos importante, esses animais apresentaram aumento do número de núcleos 
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hepáticos, características essas apontada no modelo experimental (JONEN, 1982; 

NAUGHTON, 1990). 

Ratos obesos-MSG não apresentaram alterações nos níveis plasmáticos de 

ferro e do Hct, a anemia induzida por FHZ reduziu os níveis plasmáticos de ferro em 

animais obesos e não obesos, assim como desenvolveu lesões histológicas 

esplênicas e hepáticas semelhantes entre os grupos tratados com FHZ. Além de tudo, 

a anemia induzida por FHZ causou a redução da glicose plasmática em ratos magros 

e obesos-MSG. Em particular, a obesidade-MSG não teve o estado metabólico 

agravado pela administração da FHZ, porém ratos obesos-MSG apresentaram 

redução acentuada do Hct, assim como a redução da massa do TAB e TAM. 

Considerando os achados do nosso estudo, acreditamos que a anemia 

hemolítica, induzida por FHZ, ativa mecanismos intrínsecos para manutenção da 

hematopoese frente a hemólise, o qual tem repercussão sobre mecanismos 

promotores da expansão da massa adiposa em roedores obesos-MSG, quando 

considerado que; a atividade do SNS é diminuída e favorece a hipertrofia de adipócitos 

em animais obesos-MSG (OLNEY, 1969; SHIN, 2018). Notadamente, após a 

administração de FHZ em roedores obesos-MSG, foi observada a diminuição dos 

depósitos de gordura do TAM, assim como foi observada a redução da massa adiposa 

do TAB. Evidentemente, esses achados podem estar relacionados aos efeitos da EPO 

sobre o SNS e a regulação da massa adiposa, quando considerado o efeito da EPO 

sobre o hipotálamo (neurônios POMC) (DORNFEST, 1983; TENG, 2010; NOGUCHI, 

2020). Não suficiente a EPO é inversamente proporcional a síntese de hepcidina, 

sendo esse ultimo, um neuropeptídio chave na regulação da homeostase do ferro, o 

qual regula a atividade da ferroportina e o sistema de reciclagem de ferro (ALAMO, 

2017). Logo, em períodos de maior uso de ferro plasmático, menor é a síntese de 

hepcidina (GANZ; NEMETH, 2012). Na hematopoese a EPO tem importante papel na 

maturação de células vermelhas, sendo assim, o aumento da síntese EPO ocorre para 

o aumento da maturação de células vermelhas frente hemólise, o que down regula a 

hepcidina, aumentando o efluxo de ferro para o plasma, favorecendo a maturação de 

células vermelhas.  

A hepcidina regula o acúmulo de ferro intracelular. Sabe-se que o ferro 

intracelular está relacionado à polarização de macrófagos e que, esses últimos, têm 

papel importante na inflamação de baixo grau da obesidade, considerando que o perfil 
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inflamatório está intimamente relacionado pela infiltração de macrófagos M1 em 

diferentes tecidos, em especial o tecido adiposo (ZHOU, 2018). Notadamente, os 

efeitos da administração de FHZ em roedores obesos-MSG, podem ter ocasionado a 

modificação do processo inflamatório da obesidade, quando considerados os efeitos 

da FHZ sobre o sistema imune e o desajuste na homeostase do ferro, requerente de 

aumento da hematopoese e consequente regulação dos níveis de ferro (DORNFEST, 

1983; CORNA, 2010; CAIRO, 2011; SAHA, 2017).              

Sendo assim, mesmo se for refutada a nossa hipótese, acreditamos que nosso 

estudo tem grande importância para o aprofunfamento do conhecimento, entre a 

relação da obesidade e homeostase do ferro, entre estado inflamatório, polarização 

de macrófagos e ferro frente à expansão do TAB, além de sugerir possíveis vias 

metabólicas e centrais referentes à regulação da homeostase do ferro.   
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