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RESUMO

O objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito da ingestdao de café sobre do sistema
glutamatérgico estimulado por tityustoxina gama (TiTX-y) proveniente do escorpido Tityus
serrulatus, em ratos. Seis grupos de ratos Wistar foram utilizados: NORM (grupo
normonutrido controle) recebeu racdo de biotério para ratos, enriquecida com ragdo para
cdes; NCAF (grupo normonutrido café) foi alimentado com dieta do grupo normonutrido
controle, acrescida de extrato aquoso de café; DESN (grupo desnutrido) foi alimentado
com a quantidade de dieta correspondente a 60% de NORM; DCAF (grupo desnutrido
café) recebeu a mesma dieta fornecida ao grupo desnutrido, acrescida de extrato aquoso de
café; DREC (grupo desnutrido com recuperacdo alimentar) foi alimentado como DESN e a
partir dos 60 dias foi alimentado ad [libitum; DRECAF (grupo desnutrido café com
recuperacio alimentar) recebeu a mesma dieta de DREC contendo extrato aquoso de café.
Os animais foram decapitados com 120 dias de vida e a fra¢do sinaptosomal do cértex foi
preparada. A liberacdo de glutamato foi medida por método fluorimétrico e os
sinaptossomos foram incubados em meio de Krebs-Ringer-Hepes contendo 0,05 puM da
fracdo gama (TiTX-y). O modelo de restricdo alimentar promoveu diminui¢do no peso
corporal (em g + EPM): NORM = 463,5 + 12,7; NCAF = 429,0 £ 11,5; DESN = 294,8 +
4,9; DCAF = 293,3 £ 5,1; DREC = 397,7 + 9,1 e DRECAF = 398,5 + 9,2 (P<0,05). O
glutamato liberado apds estimulo por toxina foi significativamente menor no grupo dos
animais desnutridos e desnutridos com recuperag¢do alimentar quando comparado com o
grupo normonutrido controle (nmol/mg proteina + EPM): NORM = 3,11 + 0,55; NCAF =
1,99 +0,27; DESN = 1,69 + 0,24; DCAF = 2,07 £ 0,64; DREC = 1,96 + 0,36 e DRECAF =
1,44 £ 0,10 (P<0,05). Concluiu-se que a desnutri¢cdo neonatal diminui irreversivelmente a
liberacdo de glutamato em sinaptossomos apds estimulo com toxina escorpidnica e que o
café apresentou efeitos semelhantes, indicando provdvel modula¢do no sistema nervoso

central.

Palavras chaves: desnutricao, café, glutamato, sinaptossomos e toxina escorpionica.
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ABSTRACT

The goal of the present work is, therefore, to evaluate coffee intake effect on the
glutamatergic system stimulated by tityustoxin gamma (TiTX-y), from escorpion venom
Tityus serrulatus, in rats. Six groups of Wistar rats were utilized: WNG (Wellnourished
control group) received rat lab chow diet, enriched with dog food; WCOF (Wellnourished
group coffee) fed WNG diet, supplemented with aqueous coffee extract; MNG
(Malnourished group) fed 60% of the amount given to WNG; MCOF (Malnourished
coffee) fed 60% of the amount given to WCOF; MREC (Malnourished group feed
recovered) fed as MNG up to 60 days of life and thereafter fed ad libitum; MRECOF
(Malnourished group coffee and feed recovered) fed as MREC supplemented with aqueous
coffee extract. The animals were decapitated at 120 days of life and the cortical
synaptosomal fraction was prepared. Glutamate released was evaluated by fluorimetric
method and the synaptosomes were incubated in Krebs-Ringer-Hepes medium containing
0.05uM tityustoxin gamma. The model of food restriction promoted a decrease in body
weight (in g + SEM): WNG = 463.5 + 12.7, WCOF = 429.0 + 11.5, MNG = 294.8 + 4.9,
MCOF = 293.3 + 5.1, MREC = 397.7 = 9.1 and MRECOF = 398.5 + 9.2 (P<0,05).
Glutamate released after stimulus by the toxin was significantly less in the malnourished
and feed recovered malnourished groups compared to wellnourished control (nmol/mg
protein = SEM): WNG = 3.11 + 0.55, WCOF = 1.994+0.27, MNG = 1.69 + 0.24, MCOF =
2.07 £ 0.64, MREC = 1.96 + 0.36 ¢ MRECOF = 1.44 + 0.10 (P<0,05). It was concluded
that neonatal malnutrition decreased irreversibly glutamate release from synaptosomes after
scorpion toxin stimulus and that coffee presented similar effects, indicating probable

modulation in the central nervous system.

Key words: malnutrition, coffee, glutamate, synaptosomes and scorpion toxin.
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1) INTRODUCAO

A ingestdo insuficiente de nutrientes nos seres vivos provoca efeitos fisiologicos e
bioquimicos pronunciados. A desnutricdo constitui um problema de saide publica,
ocorrendo isoladamente ou associada a outros fatores que aumentam a morbidade e a
mortalidade (SANTOS-MONTEIRO et al, 2002).

A desnutri¢do no inicio da vida produz um impacto severo no desenvolvimento do
organismo, tendo por resultado uma taxa reduzida da sintese da proteina na maioria dos
tecidos do corpo, incluindo o sistema nervoso central (SANTOS & MORAES-SANTOS,
1979; PEDROSA & MORAES-SANTOS, 1987), ocasido na qual o crescimento e o
desenvolvimento estdo ocorrendo com grande intensidade, através dos processos de
hiperplasia, hipertrofia e mielinizacdo (KELLER et al., 1982; SANTOS-MONTEIRO et al,
2002).

Além da evidenciada falta de nutrientes, a populacdo mundial passou a ter habitos
desfavordveis a saide, como consumo excessivo de gorduras, principalmente saturadas,
consumo excessivo de acucar e sal e, ainda, diminui¢do considerdavel do consumo de amido
e fibras dietéticas (CARVALHO et al, 2004). Dados epidemioldgicos recomendam o
consumo de frutas e verduras como medida preventiva para reduzir os riscos de diversas
doencas degenerativas (DE ANGELIS, 2001).

Justamente para prevenir os riscos de doencas degenerativas e garantir o
desenvolvimento e crescimento normal dos individuos, hd um importante grupo de
componentes dos alimentos que apresentam propriedades funcionais benéficas, além dos
efeitos dos tradicionais nutrientes. Os alimentos funcionais possuem marcadores biol6gicos
de sua fung¢do no organismo. Como beneficios para a saide, desempenham papel na
reducdo do risco de varias doengcas (WAITZBERG, 2000), através de uma nutricdo
preventiva, iniciada logo apds o desmame e continuada ao longo de toda a vida (DE
ANGELIS, 2001).

Efeitos estimulantes e/ou antioxidantes, encontrados no café e em outros alimentos,

produzem importantes relacdes benéficas para os individuos que tomam café
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(YANAGIMOTO et al, 2004). Esses efeitos, segundo CLARKE & MACRAE (1989), sdo
reflexos da torrefacdo que altera a constituicio quimica dos grios, principalmente pela
reacdo de Maillard, reagcdo de Streeker e por processos de pirélise. Dentre as substancias de
alto peso molecular, produzidas pela reacio de Maillard, estdo as melanoidinas que
possuem uma forte atividade antioxidante inibindo significativamente oxidagdo de lipideos.

Em estudos anteriores realizados por GOMES (2004) e ABREU (2005) foi
determinado que a ingestdo de café na dieta promoveu uma reducdo no indice de
peroxidagdo lipidica e um aumento no teor de glutationa reduzida em ratos normonutridos
como em desnutridos. RYAN et al. (2002) em estudo com idosos observaram relagdo direta
entre consumo de café e resultados positivos em teste de memoria verbal e de raciocinio
espacial. Resultados de muitos estudos sugerem que a cafeina interfere no desempenho
prejudicial produzido pela fadiga, por uma noite de trabalho e pela privacdo do sono,
aumenta o estado de alerta e a ansiedade, melhora a atencdo e a recuperagdo da memdoria
(SMITH et al., 2003). Além disso, estudos epidemiolégicos e relatos retrospectivos
relacionam o café e a cafeina a doenca de Parkinson (BENEDETTI et al., 2000; ROSS et
al., 2000; ASCHERIO et al., 2001).

No cérebro, um neurénio pode ser afetado, simultaneamente, por estimulos
excitatdrios e inibitérios de axonios provenientes de muitos neurdnios (POLLI LOPES et
al., 1999). A transmissdo de impulsos através de sinapses envolve a liberacdo sincronizada
de uma grande quantidade de neurotrasmissores. O glutamato é uma das substancias
quimicas que medeiam essa transmissao de informacdes (GUYTON, 1992).

O glutamato, neurotransmissor excitatorio mais presente no cérebro de mamiferos, é
um aminoécido ndo essencial que ndo atravessa a barreira hematoencefdlica, por isso, ndo é
fornecido ao cérebro pela circulagdo. No entanto € sintetizado nos terminais pré-sindpticos
a partir da glutamina, por meio da a¢do da enzima glutaminase, podendo também provir do
a-cetoglutarato aminotransferases (SCHOUSBOE et al., 1999).

A transmissdo glutamatérgica pode estar relacionada ao aprendizado, a memoria
(IZQUIERDO & MEDINA, 1997), aos processos plésticos no cérebro (OZAWA et al.,
1998), a transducdo central e a fisiopatologia da morte neuronal apds injuria cerebral

(BUGGY et al., 2000), a isquemia neural, a tolerancia e a dependéncia de drogas, a dor
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neuropdtica, a ansiedade, a depressaio (CAROBREZ, 2003), a proliferacdo e migracdo
celular (MCDONALD & JOHNSTON, 1990).

Para a elucidagdo da influéncia do café no sistema glutamatérgico, utilizamos
sinaptossomos, prepara¢do que tem sido usada desde a década de 60 para estudar as
funcdes pré-sindpticas (DE ROBERTIS et al., 1962; GRAY & WHITTAKER, 1962).

Para estimular a liberacdo do neurotransmissor foi utilizada tityustoxina-gama
(TiTX-y) da peconha do escorpido Tityus serrulatus (MASSENSINI et al., 1998).

Na presente dissertacdo de mestrado, o objetivo foi avaliar o efeito da ingestdo de
café sobre do sistema glutamatérgico estimulado por tityustoxina gama (TiTX-y) em ratos

normonutridos, desnutridos e desnutridos com recuperagdo alimentar apds 60 dias de vida.

2) REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 - CAFE, UM BREVE HISTORICO.

A planta de café é origindria da Etiépia, regido de Kaffa na Africa central, onde
ainda hoje faz parte da vegetacdo natural. Os manuscritos mais antigos mencionando a
cultura do café datam de 575 no Yémen, onde, consumido como fruto in natura, passa a ser
cultivado. A partir de 1615 o café comecou a ser saboreado no Continente Europeu, trazido
por viajantes em suas freqiientes viagens ao oriente. Até o século XVII, somente os drabes
produziam café. Alemaes, franceses e italianos procuravam desesperadamente uma maneira
de desenvolver o plantio em suas colonias (ABIC, 2007).

O crescente mercado consumidor europeu propiciou a expansdo do plantio de café
em paises africanos e a sua chegada ao Novo Mundo. Pelas mios dos colonizadores
europeus, o café chegou ao Suriname, Sao Domingos, Cuba, Porto Rico e Guianas. Foi por
meio das Guianas que chegou ao norte do Brasil. Desta maneira, o segredo dos drabes se
espalhou por todos os cantos do mundo. Em 1000 d.C., os drabes comegaram a preparar

uma infusdo com as cerejas, fervendo-as em dgua. Somente no século XIV, o processo de
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torrefacdo foi desenvolvido, e finalmente a bebida adquiriu um aspecto mais parecido com
o dos dias de hoje (ABIC, 2007).

O sucesso da producgd@o no Brasil deu-se no inicio do século XVIII, sendo cultivado
no Vale da Paraiba em Sao Paulo. O clima e as terras férteis da regido transformaram o
Brasil no maior produtor mundial de café a partir do final do século XIX (ICO, 2003).

Atualmente o Brasil é o maior produtor mundial de café, sendo responsédvel por
30% do mercado internacional, volume equivalente a soma da produgdo dos outros seis
maiores paises produtores. E também o segundo mercado consumidor, atrds somente dos
Estados Unidos (ABIC, 2007).

Seu mercado internacional movimenta anualmente recursos na ordem de 15 bilhdes
de dolares, sendo a planta mais consumida no mundo e o segundo maior mercado depois do
petrdleo. Pelo fato deste alto consumo mundial, as pesquisas relacionadas as atividades
bioldgicas do café verde e especialmente do café torrado foram intensamente estimuladas
(ABIC, 2007).

O consumo do café no mundo estd aumentando. O consumo médio do café em 1990
foi de 1,41 xicara/dia no Japdo, 1,73 xicara/dia nos Estados Unidos e 3,87 xicaras/dia na
Alemanha (1 xicara equivale a 150 mL). Os resultados de uma pesquisa realizada na Franca
indicam o que mais acentua o consumo do café, seria o seu fator estimulante e o seu paladar

forte caracteristico (NEHLIG, 1999).
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2.1.1 - CAFE COMO ALIMENTO FUNCIONAL

Historicamente, a alimentacdo de populagdes vivendo em paises industrialmente
desenvolvidos apresenta tendéncias desfavordveis como o excessivo consumo de gorduras,
principalmente saturadas, excessivo consumo de agucar e sal e, ainda, diminui¢cdo
consideravel do consumo de amido e fibras dietéticas (CARVALHO et al, 2004). O
consumo de frutas e verduras tem sido recomendado como medida preventiva para reduzir
os riscos de diversas doencas degenerativas (DE ANGELIS, 2001).

Nutrientes sdo necessdrios para o desenvolvimento e crescimento normais dos
individuos. Também € preciso proteger os individuos contra os riscos de origem genética e
do meio ambiente, incluindo os hdbitos alimentares, minimizando riscos pela nutricao
preventiva, iniciada logo apds o desmame e continuada ao longo de toda a vida.
Obviamente, que ndo se proibe o consumo de alimentos menos recomendados, mas é
necessaria a moderacio. E neste ponto que outros componentes dos alimentos, nio somente
os nutrientes tradicionais devem também, fazer parte da alimentagc@o. Estes compostos que
existem e que ndo sdo os nutrientes cldssicos apresentam propriedades funcionais benéficas
e devem ser consumidos normalmente (DE ANGELIS, 2001).

Os alimentos funcionais, como beneficio para a saude, desempenham papel na
reducdo do risco de vérias doencgas, tais como infeccdes intestinais, doencas
cardiovasculares, cancer, obesidade e diabetes tipo 2, ndo insulina dependente
(WAITZBERG, 2000).

Os alimentos funcionais fazem parte de uma nova concepg¢ao de alimentos, lancada
pelo Japao na década de 80, através de um programa de governo que tinha como objetivo
desenvolver alimentos sauddveis para uma populacdo que envelhecia e apresentava uma
grande expectativa de vida (ANJO, 2004).

Efeitos estimulantes e/ou antioxidantes podem ser encontrados no café e em
diversas plantas, frutas, suco de frutas e vegetais, feijoes e chd (YANAGIMOTO et al,
2004).

Em relagdo ao café, CLARKE & MACRAE (1989) relataram que o processo de

torrefacdo da origem as mudancas que lhe conferem gosto agraddvel e aroma caracteristico,
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produzindo uma das bebidas mais populares do mundo. Este processo altera a constitui¢ao
quimica dos graos, principalmente pela reacdo de Maillard, reacdo de Streeker e por
processos de pirdlise envolvendo substincias de alto e baixo peso molecular, alterando a
concentracio e a estrutura quimica de diversas substincias presentes. No primeiro grupo,
estdo as proteinas e os polissacarideos e, no segundo grupo, a cafeina, a trigonelina, o 4cido
clorogénico, o 4cido caféico e a sacarose (CLARKE & MACRAE, 1989). Segundo os
mesmos autores, em ordem de abundancia, os teores dos constituintes do café, soliveis em

dgua, podem ser observados na Tabela 1.

Tabela 1- Constituintes do café soluveis em dgua

. Outros
Polimeros Acidos
Polissacarideos acidos Minerais Cafeina Acgtcares Lipideos
Fenolicos clorogénicos
organicos
Percentual
8,0 6,0 4,0 0,5 3,0 1,0 0,3 0,2
(%)

Fonte: CLARKE & MACRAE, 1989

Dentre as substancias de alto peso molecular, produzidas pela reacdo de Maillard,
estdio as melanoidinas que possuem uma forte atividade antioxidante inibindo
significativamente oxidacdo de lipideos. Mais de 300 compostos heterociclicos foram
identificados no café incluindo pirrois, furanos, tiazois, tiofendis, imidazdis e pirazinas. Os
pirrdis e furanos sdo volateis e possuem atividade antioxidante quase iguais ao O-tocoferol
(YANAGIMOTO et al, 2004).

Outros estudos realizados mostraram que a ingestdo de café na dieta provocou uma
reducdo no indice de peroxidagdo lipidica e um aumento no teor de glutationa reduzida
tanto em ratos normonutridos quanto desnutridos (GOMES, 2004; ABREU, 2005).

Esta descrito na literatura que a cafeina excita o sistema nervoso central, age sobre o
sistema muscular circular, principalmente sobre o musculo cardiaco. Em pequenas doses,
ela diminui a fadiga sendo prejudicial se for ingerida em excesso (SALDANA et. al, 1997).

A cafeina diminui o desempenho prejudicial produzido pela fadiga, por uma noite
de trabalho e pela privacdo do sono, aumenta o estado de alerta e a ansiedade, melhora a

atencdo e a recuperacdo da memoria (SMITH et al., 2003).
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2.1.2 - CAFE E SISTEMA NERVOSO CENTRAL

Ha relatos de que o aroma do café afeta as ondas do cérebro e o fluxo sanguineo
(YAMATO et al., 2002). A cafeina, dentre os varios componentes do café, € absorvida até
0 sangue e tecidos corporais com 5 minutos apds a ingestdo. Em aproximadamente 30
minutos, a concentracio de cafeina alcanga seu pico no sangue com uma meia-vida de mais
ou menos 4 horas. A cafeina, como uma leve estimulante, afeta o cérebro aumentando a
atividade neural (PAPADELIS et al., 2003). Em idosos, o consumo de café melhorou a
memoria verbal e de raciocinio espacial (RYAN et al., 2002).

Embora a acdo primdria da cafeina seja bloquear receptores de adenosina, isso leva
a um segundo efeito muito importante sobre muitas classes de neurotransmissores incluindo
adrenalina, dopamina, serotonina, acetilcolina, glutamato e GABA (FREDHOLM &
SOLLEVI, 1999), influenciando um grande nimero de diferentes fungdes fisioldgicas. O
papel da adenosina no sistema nervoso central é agir como um regulador da atividade
central, diminuindo os disparos neuronais e inibindo a liberacio de vdrios
neurotransmissores, como, dopamina, serotonina, GABA, acetilcolina e noradrenalina
através dos receptores pré-sindpticos (SMITH et al., 2003); foram descritos quatro
receptores para essa substancia: Al, A2a, A2b e A3.

Outros estudos afirmam que os potenciais beneficios neuroprotetores dos
antagonistas dos receptores A2a, como a cafeina, poderiam ser empregados na melhora dos
sintomas e no tratamento da doenca de Parkinson (SCHWARZSCHILD et al., 2003). E
conclui afirmando que os antagonistas poderdo ndo somente aliviar os sintomas, mas
também retardar o progresso da doenca. Esses receptores atuam em conjuncdo com 0s
receptores dopaminérgicos D2, e a cafeina, ao bloquear os receptores A2a, permite que 0s
receptores D2 sejam estimulados, assim aumentando a atividade motora. O estimulo da
neurotransmissdo dopaminérgica ocorreria pelo aumento da ligacdo de dopamina a

receptores dopaminérgicos D2 (FERRE et al.; 1992; SELF, 1996).
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Em um estudo que envolveu a técnica de microdidlise, YAMATO et al (2002)
observaram que a injecao intraperitonealmente em animais com café (33mg/Kg) ou cafeina
(1,7 mg/Kg), quantidade equivalente a uma xicara de 150 ml de café, apresentavam uma
diminuicdo significativa de liberagdo de serotonina no hipocampo e no striatum em
momentos de estresse. Segundo os mesmos autores, este resultado pode ser explicado
devido a ndo seletividade da cafeina nos receptores de adenosina, observando uma maior
probabilidade de uma antagonizacdo efetiva no receptor A2 do que nos receptores Al e A3.

Diante do exposto, a cafeina tem sido relacionada com um risco reduzido de
desenvolvimento de doenga de Parkinson em vdrios estudos epidemioldgicos prospectivos
(ROSS et al., 2000; ASCHERIO et al., 2001) e madaltiplos relatos retrospectivos
(BENEDETTI et al., 2000). A incidéncia de Parkinson declina com o aumento nos niveis

de consumo de café ou cafeina.

2.2 - SINAPSES E O SISTEMA GLUTAMATERGICO

O sistema nervoso regula todos os aspectos das fungdes do corpo humano e a sua
complexidade parece infinita. Bilhdes de neurdnios agrupados para diferentes funcdes
regulam, constantemente, o meio interno de nosso organismo e a influéncia do universo
exterior: luz, tato, pressdo, som, equilibrio, imagens, concentracdes de muitas substancias,
dor, emocdo, consciéncia. Grupos de neurdnios interagem e transmitem a informacao
resultante a outros grupos para que ela seja processada e armazenada. Mediante 0 mesmo
processo, outros neurdnios regulam a contracdo dos miusculos e a secrecdo das glandulas
enddcrinas e exdcrinas. O cérebro, o centro de controle que armazena, computa, integra e
transmite a informacdo, contém milhdes de neur6nios e cada um deles forma conexdes,
chamadas sinapses, com até duzentos mil outros neurdnios (KUFLLER et al, 1984).

Um neurdnio pode ser afetado, simultaneamente, por estimulos excitatorios e
inibitdrios de axonios provenientes de muitos neurdnios. Os diferentes sinais diminuem ou
aumentam o potencial que se movimenta ao longo da membrana plasmadtica, a partir do
ponto de sinapse para o corpo celular, e dai para o cone axonal. A partir dai, um novo

potencial de agdo serd gerado ou ndo, dependendo do balango de tempo, amplitude, e
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localizac@o dos vdrios potenciais excitatdrios e inibitdrios, recebidos pelo neurénio (POLLI
LOPES et al., 1999).

A transmissdo quimica envolve dois tipos distintos de especializa¢des neuronais, 0s
compartimentos pré - e pds-sindpticos. A liberagdo de neurotransmissor (NT) no seu sitio
intracelular no terminal pré-sindptico ocasiona resposta em estruturas pos-sindpticas através
do espaco intersindptico ou fenda sindptica (FS) (POLLI LOPES et al, 1999). A
transmissdo de impulsos através de sinapses envolve a liberacdo sincronizada de uma
grande quantidade de neurotrasmissores. O transmissor, por sua vez, age sobre proteinas
receptoras localizadas na membrana do neurdnio posterior excitando-o, inibindo-o ou
modificando sua sensibilidade de alguma maneira. O glutamato e a acetilcolina sdo duas
dessas substancias quimicas que medeiam essa transmissdo de informacdes (GUYTON,
1992).

Ha dois tipos de sinapse, elétricas e quimicas, que diferem em estrutura e func¢do. Os
neurdnios que se comunicam mediante sinapses elétricas sdo conectados por jungdes
comunicantes (gap junction) através das quais os impulsos elétricos passam entre células. A
vantagem das sinapses elétricas € a velocidade, jd que o impulso direto evita a demora ao
redor de 0,5 ms, caracteristica das sinapses quimicas. A sinapse quimica, base funcional do
sistema nervoso, € uma estrutura especializada e auto-regulada. E integrada por um
terminal pré-sindptico, o botdo terminal, e uma &4rea correspondente do neurdnio pos-
sindptico, que contém parte da densidade sindptica, receptores para neurotransmissores e
canais i0nicos p0ds-sindpticos. O terminal pré-sindptico contém as vesiculas sindpticas, que
carream neurotransmissores especificos, € a membrana com os canais pré-sindpticos. Cada
vesicula sindptica consta de um aparelho protéico, formado por mais de trinta proteinas
especificas para produzir fusdo de suas membranas com a membrana pré-sindptica e
secretar o NT. Imediata endocitose € produzida para reciclar a membrana e 0os componentes
nao utilizados do NT. A fusdo € um processo muito rdpido, medido em fracdo de
milisegundos, produzido pelo potencial de acdo pré-sindptico, quando os canais, operados
por voltagem, permitem rdpida e passageira entrada de Ca™ no terminal. Este calcio
interage com vdrias proteinas da membrana vesicular (POLLI LOPES et al., 1999), o que
provoca, por exocitose Ca®*-dependente, a liberacio do neurotransmissor na fenda

sindptica. A exocitose do neurotransmissor também ocorre in vitro, em meios ausentes de
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Ca”, por um mecanismo de transporte reverso na membrana citoplasmatica (NICHOLLS,
et al 1997). Segundo o mesmo estudo, a preincubacdo dos sinaptossomos em 30 graus
centigrados por 2 horas antes que a despolarizacdo conduz a uma diminui¢do na
liberacdo de glutamato Ca2+-independente e a um aumento na liberagdo de Ca2+-
dependente, devido a uma recolocacdo intrasinaptossomal do aminodcido.

O neurotransmissor ligar-se-4 a sitios receptores da membrana do neurdnio pos-
sindptico, transmitindo desta forma o impulso nervoso. No cérebro humano, a comunicacio
entre os neurdnios se dd por contatos sindpticos que utiliza na sua maior parte, 0s
aminoacidos como transmissores (NICHOLLS, 1993).

Os terminais pré-sinapticos tém diversas formas anatdmicas que lembram pequenos
botdes redondos ou ovais que apresentam duas estruturas internas importantes: as vesiculas
sindpticas (VS) e as mitocondrias. As VS armazenam a substancia transmissora excitatoria
ou inibitdria e mitocondrias que fornecem ATP (trifosfato de adenosina), necessario para a
sintese de mais substancias transmissoras (GUYTON, 1992).

O tamanho das VS varia, dependendo do tipo de NT contido no seu interior.
Existem dois tipos de vesiculas: as de centro denso (VCD) e as pequenas de centro claro
(VP). A VCD apresenta uma regido central, elétron-densa, e sdo subdividas em dois tipos:
pequenas, 80 nm, que contém catecolaminas e grandes, 200 nm, que contém
neuropeptideos. As VP sdo elétron-licidas, didmetro de 50 nm e contém um tipo de NT de
acdo rdpida que pode ser acetilcolina, glicina, GABA ou glutamato. Estas vesiculas ndo
estdo distribuidas uniformemente no citoplasma pré-sindptico, estando, a maioria, reunida a
uma distancia de aproximadamente 0,5 pm da membrana, proximo a zona ativa. Quando
um potencial de ac¢do alcanca o terminal, € esperado que, pelo menos, alguma vesicula se
funda com a membrana pré-sindptica. Apés a fusdo, a membrana da vesicula torna-se parte
da membrana pré-sindptica, sendo endocitada para reutilizacdo (POLLI LOPES et al.,
1999).

O glutamato é um aminodcido ndo essencial que ndo atravessa a barreira
hematoencefélica, por isso, ndo € fornecido ao cérebro pela circulagdo. No entanto ele é
sintetizado nos terminais pré-sindpticos a partir da glutamina, por meio da acio da enzima
glutaminase e d-cetoglutarato aminotransferases e armazenado em vesiculas

(SCHOUSBOE et al., 1999). A captagio vesicular é Na'-independente por a¢do de
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transportadores de membrana, sendo sua incorporacdo possivel devido a um potencial
interno de membrana positivo que é gerado por uma H*-ATPase vacuolar, a qual medeia o
transporte de H para dentro da vesicula (NAITO & UEDA, 1985). As enzimas de sintese e
degradacdo do glutamato t€ém sido encontradas predominantemente nos neurdnios e nas
células gliais, dois principais componentes do encéfalo (DINGLEDINE & McBAIN, 1994).

Nos neur6nios glutamatérgicos, o glutamato estd em grandes concentragdes por toda
extensdo celular, mas ele € particularmente abundante na regido pré-sindptica, onde existem
as vesiculas carregadas com neurotransmissores que serdo liberados mediante estimulo
(ERECINSKA & SILVER, 1990; MASSENSINI, 1996).

A liberacdo de glutamato na sinapse € processada de duas formas: via exocitose de
vesiculas carregadas com o neurotransmissor ¢ que depende de fons calcio (SANCHEZ-
PRIETO et al., 1987) e via cédlcio independente que ocorre pela reversido do transportador
de membrana de alta afinidade, liberando glutamato do pool citoplasmatico (ROMANO-
SILVA et al., 1994).

Na despolarizagdo dos terminais pré-sindpticos glutamatérgicos, ocorre a liberacdo
do glutamato das vesiculas para a fenda sindptica por exocitose dependente da concentracdo
de célcio citossélico (VESCE et al., 1999), interagindo com receptores glutamatérgicos
(GluRs) ionotrépicos (iGluRs) e/ou metabotrépicos (mGluRs) localizados nas membranas
pos-sindpticas e gliais (GALLO & GHIANI, 2000; MELDRUM, 2000). A concentrag¢do de
glutamato na sinapse no periodo pré-liberacdo € de 2-5 umol/L, podendo chegar a 5-100
umol/L depois da despolarizagao (DAIKHIN & YUDKOFF, 2000).

A captacdo de glutamato tem vital importdncia na manutencdo de baixas
concentracdes extracelulares deste neurotransmissor (ANDERSON & SWANSON, 2000;
DAIKHIN & YUDKOFF, 2000) além de prover glutamato para a sintese de GABA
(TILLAKARATNE et al., 1995). A captagdo de glutamato desempenha papel importante
como acoplador da atividade neuronal com o metabolismo da glicose em astrécitos
(MAGISTRETTI et al., 1999). Apés a captagdo astrocitdria, o glutamato € transformado
pela glutamina sintetase em glutamina. Esta € transportada para os neuronios, convertida
pela glutaminase a glutamato, que pode ser captado pelas vesiculas sindpticas e liberado
novamente, recomecando o processo (SCHOUSBOE et al., 1999; ANDERSON &
SWANSON, 2000; AMARAL & FONTANA, 2002). A regeneracdo do glutamato a partir
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da glutamina fecha o ciclo glutamato-glutamina, o qual promove: rdpida remocdo do
glutamato da sinapse; conversao no astrocito do glutamato em glutamina, um composto nao
neuro-ativo, mas que permite a volta do glutamato para os neurdnios; provisdao dos
neurdnios com substrato metabdlico, uma vez que a glutamina pode ser utilizada como
fonte energética em potencial; tamponamento da amonia, substincia potencialmente
neurotdxica, via glutamina sintetase (DAIKHIN & YUDKOFF, 2000).

A neurotransmissdo glutamatérgica também desempenha papel crucial no
desenvolvimento e manutenc¢do de crises convulsivas, as quais estdo presentes no fenomeno
epiléptico. Além disso, pronunciada liberacdo de glutamato seguida da ativacdo de
receptores (NMDA), (AMPA) e kainato assim como os receptores metabotropicos vém
sendo associados a excitotoxicidade provocada pelo glutamato e morte neuronal em varias
estruturas durante o status epilepticus (MILLAN et al., 1993).

Diversos estudos investigam a transmissdo glutamatérgica relacionando-a com
patologias. CAROBREZ (2003) relata que dados pré-clinicos em roedores € humanos tém
mostrado que compostos que reduzem a ativacdo do glutamato, pelo bloqueio dos seus
receptores ou através da reducdo da sua liberacdo dos terminais, produzem um perfil
ansiolitico em modelos de ansiedade. J4 BRANDAO (2000) sugere que um actimulo de
glutamato na fenda sindptica pode levar ao surgimento do Delirium hipoativo (distirbio da
memdria, imaginagdo e pensamento) em ocasides de encefalopatia hepatica. HANDLEY et
al (2006) associaram a toxicidade do glutamato a Doenga de Huntington - doenca genética
neurodegenerativa, com quadros de ansiedade, depressdo, e apatia. E ainda,
HELFENSTEIN JR et al. (2006) associam a fibromialgia, sindrome clinicamente definida,
mas de etiopatogenia obscura a um distirbio complexo da neuromodula¢do da dor,
envolvendo principalmente o sistema nervoso central (SNC) que poderia ser caracterizado
por uma disfun¢do neuro-hormonal que incluiria uma deficiéncia de neurotransmissores
inibitérios em niveis espinhais ou supraespinhais (serotonina, encefalina, norepinefrina e
outros), ou uma hiperatividade de neurotransmissores excitatorios (substancia P, glutamato,

bradicinina e outros peptideos) ou ainda ambas as condi¢des poderiam estar presentes.

2.3 - RECEPTORES DE GLUTAMATO
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O glutamato é o mais abundante aminodcido excitatério neurotransmissor no
sistema nervoso central de mamiferos atuando em receptores metabotropicos (mGluRs)
acoplados a proteina G, modulando a producdo de segundos mensageiros e sdo divididos
em 8 subtipos (mGluR1-8) (OZAWA et al., 1998). Os mGluR1 e mGIuRS5 (Grupo 1) sao
ligados via proteinas G a ativacdo da fosfolipase C. Os mGluR2 e mGluR3 (Grupo II) e os
mGluR4, mGluR6, mGIuR7, mGIuR8 (Grupo III) estdo negativamente correlacionados a
ativagdo da adenilato ciclase (CHAPMAN, 2000).

J4 os receptores ionotropicos (iGluRs), responsdveis pela iniciacdo, propagacio e
amplificacdo do sinal glutamatérgico (COTMAN et al., 1995), sdo canais 10nicos cation-
especificos e sdo subdivididos em trés subtipos: «-amino-3-hidroxi-5-metil-4-
isoxazolepropionico (AMPA), kainato (os quais estdo associados a canais independentes de
voltagem e sdo permedveis a Na“ e K*, sendo que algumas subunidades sio permedveis ao
Ca+2) e N-metil-D-aspartato (NMDA) que sdo dependentes de voltagem, altamente
permedveis ao Ca™ e de baixa permeabilidade ao Na* e K*, mediando a transmissdo
sindptica lenta. Sendo os dois primeiros denominados coletivamente de receptores nao-
NMDA (OZAWA et al., 1998).

O canal do receptor NMDA ¢ bloqueado por Mg®* em neurdnios em potencial de
repouso, € a ativacdo deste receptor sO ocorre se a membrana neural for previamente
despolarizada pela ativagdo dos receptores AMPA, permitindo a saida do Mngr do interior
do canal (EDMONS et al., 1995). A ativagdo do receptor NMDA contribui para a
plasticidade neuronal e para a indug@o da potenciacdo de longa duracdo (LTP) e, por outro
lado, a sua estimulacdo excessiva leva ao aumento de Ca*? intracelular e morte celular
(MODY & MACDONALD, 1995).

Os receptores NMDA sdo encontrados tanto em células neuronais quanto gliais
(CONTI et al., 1997). A expressdo de suas subunidades varia muito no SNC, sendo o
hipocampo e o cortex cerebrais, estruturas particularmente rica neste receptor (WATKINS

et al., 1990).
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2.4 - SINAPTOSSOMOS

Os sinaptossomos sao estruturas vesiculares obtidas a partir de membranas de
terminais sindpticos, contendo os componentes necessarios para a realizacdo dos processos
de exocitose e endocitose como vesiculas sindpticas, componentes de citoesqueleto e
mitocdndrias. O processo basico de isolamento das fragdes sinaptossomais foi descrito pela
primeira vez por DE ROBERTIS (1962) e por GRAY e WHITTAKER (1962). O processo
consistia na preparacdo de um homogeneizado de tecido, que era submetido sucessivamente
a centrifugacdes diferenciais, seguidas por uma centrifugacdo num gradiente preparado
com solugdes de sacarose com diferentes concentracdes. Este processo permitia isolar os
sinaptossomos, eliminando as mitocondrias e a mielina.

As preparagdes sinaptossomais tém sido usadas desde a década de 60 como modelo
para elucidar fenomenos que dizem respeito a produgdo e liberagdo de neurotrasmissores
(DUNKLEY et al, 1988). Os sinaptossomos apresentam-se com diametro de 0,5 a 1,0 um,
constituidos por uma ou menores mitocondrias e uma grande concentracdo de vesiculas
sindpticas presentes na regido da zona ativa (NICHOLLS, 1993).

Para o isolamento desses sinaptosomas apds a homogeneizacdo de dreas definidas
do cérebro, NICHOLLS (1993), obteve sucesso no procedimento resultando na
homogeneidade das estruturas vidveis no processo de separagdo e também, caracterizando
subpopulacdes morfologica e quimicamente distintas. Essa preparac@o sinaptossomal pode
ser mantida no gelo por até 6 horas sem perda da capacidade de manutengdo dos niveis de
ATP, o gradiente idnico ou a liberacdo de neurotransmissores detendo toda a maquinaria
pré-sindptica de producdo, estocagem e liberacdo de neurotransmissores (NICHOLLS,
1993).

Os sinaptossomos podem utilizar a glicose como fonte bioenergética e também usar
como metabodlico o piruvato. O isolamento desses terminais nervosos intactos, e ainda a
identificagdo e caracterizac¢do de proteinas do terminal pré-sindptico sdo os meios utilizados

para elucidar a questao da transmissao sindptica (NICHOLLS, 1993).

2.5 - DESNUTRICAO
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As deficiéncias nutricionais decorrentes da insuficiente ingestio de macro e/ou
micronutrientes levam a graus varidveis de desnutri¢do, reconhecidamente um grave
problema mundial, principalmente nos paises em desenvolvimento. Quando incide em
criangas, constitui um problema de saide publica, ocorrendo isoladamente ou associada a
outros fatores que aumentam a morbidade e a mortalidade (SANTOS-MONTEIRO et al,
2002). A desnutri¢do ocorre quando o organismo nao recebe os nutrientes necessarios para
a manuten¢do das suas fungdes metabdlicas, em decorréncia da ingestdo insuficiente de
alimentos ou de problemas na utilizacao do que lhe € ofertado (WHO, 2000).

Utiliza-se a expressdo desnutricdo energético-protéica (DEP) para descrever um
espectro de quadros clinicos que incluem o kwashiorkor € 0 marasmo bem como as formas
mais leves e moderadas que sdo suas precursoras. O termo kwashiorkor pode ser entendido
de duas formas distintas: como sindbnimo de desnutricio edematosa ou como a sindrome
clinica que ocorre em criangas entre um e quatro anos de idade e que inclui alteragdes na
pele e mucosas, no cabelo e no humor, bem como infiltracdo gordurosa do figado. O
marasmo ocorre principalmente em criancas com menos de um ano de vida, que deixam de
receber o leite materno ou recebem de forma insuficiente os seus substitutos. Estas criancas
ndo apresentam edema, mostram-se bastante emagrecidas, com pele fina e enrugada, com
perda da elasticidade, porém sem lesdes cutaneas. Além disso, sdo criangas inquietas com
olhar vivo e choro constante por fome (WATERLOW, 1992). Em outra defini¢do, marasmo
¢ uma deficiéncia cronica de energia e, em estados avangados, € caracterizado por perda de
massa muscular e auséncia de gordura subcutanea (CASTIGLIA, 1996).

O modelo experimental de desnutri¢do cronica precoce, por restri¢do da ingestao de
alimento, é o mais semelhante ao que acontece na nossa populagdo infantil, a desnutricao
protéico-caldrica nos dois primeiros anos de vida, iniciando apds o término do aleitamento
materno (NUNES et al, 2002).

A desnutricdo no inicio da vida produz um impacto severo no desenvolvimento do
organismo, tendo por resultado uma taxa reduzida da sintese da proteina na maioria dos

tecidos do corpo (KELLER et al., 1982; PEDROSA & MORAES-SANTOS, 1987).
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A restricdo alimentar precoce ocasiona seqiielas em vdrios O0rgaos e sistemas
dependendo dos moldes, quantidades e periodos da vida utilizados. Quando afeta o periodo
de desenvolvimento do animal, pode levar a efeitos irreversiveis em maior extensao que
aquela imposta ap6s a maturidade. Quando esta restri¢do é realizada no periodo de divisdo
celular, os animais ndo alcancam os niveis normais de peso corporal e de tamanho de

alguns 6rgdos, mesmo apds uma recuperacdo nutricional (WINICK & NOBLE, 1966).

2.5.1- DESNUTRICAO E SISTEMA NERVOSO

No que se refere ao sistema nervoso central, a deficiéncia nutricional no inicio da
vida é mais grave, principalmente porque nesta fase o crescimento e o desenvolvimento
estdo ocorrendo com grande intensidade, através dos processos de hiperplasia, hipertrofia e
mielinizacdo. A neurogénese, glicogénese e a migracdo neuronal realizam-se, entdo, com
velocidade maxima, provocando um ripido aumento do peso cerebral. Por esse motivo,
essa fase é denominada PCRC (periodo de crescimento rapido do cérebro). E considerado,
como um dos periodos criticos mais importantes para o desenvolvimento cerebral, por ser
uma etapa de grande vulnerabilidade a varios tipos de agressdo, inclusive a nutricional.
(SANTOS-MONTEIRO et al, 2002). Segundo os mesmos autores, o PCRC ocorre em
épocas distintas nas diversas espécies animais. Assim, nos seres humanos, inicia-se no
periodo pré-natal (altimo trimestre de gestacdo) continuando até os primeiros anos de vida
(dois a quatro anos); na cobaia, correspondente a vida pré-natal, no rato e no cdo, ocorre no
periodo de aleitamento.

Indmeros estudos tém demonstrado uma estreita associacdo entre a ocorréncia da
desnutri¢do protéico-caldrica grave e o prejuizo para o desenvolvimento do cérebro, com
conseqiiente alteracdo do seu funcionamento (BALLABRIGA, 1989 & PICANCO-DINIZ
et al., 1998).

Em animais de laboratério, a desnutricio protéica em idades precoces provoca
alteracdes no tecido nervoso, tais como: diminui¢do nos teores de glicogénio e glicose
cerebrais; aumento da producdo de corpos cetdnicos, aumento na concentracdo de acido

glutamico e glutamina. A caréncia nutricional imposta durante a gestacdo acarreta, nos
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filhotes, a diminui¢cdo de DNA e das proteinas cerebrais, bem como alteracdes das taxas de
divisdo celular, resultando em reducdo no nimero final de células nervosas (SANTOS-
MONTEIRO et al, 2002).

No periodo de aleitamento, a desnutricio leva a uma diminui¢io do peso do
cerebelo, do hipocampo e do cértex cerebral, evidenciando-se uma maior vulnerabilidade
destas estruturas (FULLER & WIGGINS, 1984).

Dentre as alteracdes que podem ocorrer no cortex destacamos a interrup¢do do
desenvolvimento de células piramidais, a diminui¢do nas dimensdes de células corticais, a
reducdo da densidade das espinhas dendriticas e a diminuicio da complexidade da
ramificacdo dendritica do cortex e do nimero total de células gliais. Embora a densidade
das sinapses corticais ndo parega ser afetada, o nimero total de sinapses do cortex visual é
claramente reduzido pela desnutricao (HAZIN, 2006).

Durante o periodo de rdpido crescimento do cérebro, a taxa de biossintese de
proteinas estd aumentada em cinco vezes quando esta € comparada com animais adultos
(LAJTHA et al., 1979). No entanto, a biossintese de proteinas pode ser bloqueada pela
desnutri¢do, conforme estudos prévios realizados em animais experimentais submetidos a
restricdo de alimentos. Como resultado destes estudos, foi encontrada uma menor taxa de
biossintese de proteinas no grupo de animais desnutridos, em estudos in vitrro (MORAES-
SANTOS, 1981), ex vivo (SANTOS & MORAES-SANTOS, 1979), e estudos in vivo
(PEDROSA & MORAES-SANTOS, 1987; REZENDE, 2006).

Nos animais subnutridos, o cortex cerebral tem mais de 40% de perda das sinapses
(MORGAN & WINICK, 1985), o que explicaria o prejuizo na transmissao de informagdes
(DYSON & JONES, 1976), uma vez que a quantidade de neurotransmissores estaria
diminuida. Essas alteracdes, acontecidas em decorréncia da restricdo alimentar precoce de
ratos, ndo podem ser revertidas inteiramente pela reabilitacio nutricional, deixando
seqiielas permanentes (PEDROSA & MORAES-SANTOS, 1987).

Modelos de desnutri¢do animal durante o periodo pré-natal levam a alteragdo do
desenvolvimento pds-natal do cérebro apesar da reabilitacdo nutricional ao nascimento.
Alteracdes no comportamento, anatomia, quimica e fisiologia estendem-se apos o periodo

pos-natal, permanecendo até a vida adulta (FIACCO et al., 2003).
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26 - LIBERACAO DE GLUTAMATO POR TOXINAS
ESCORPIONICAS

O veneno de escorpido consiste de uma complexa mistura de proteinas
farmacologicamente ativas. Mesmo sendo de diferentes géneros e espécies, esses
escorpides apresentam propriedades muito comuns entre eles, especialmente, a presenca de
componentes téxicos (SAMPAIO et al, 1983).

O veneno do escorpido Tityus serrulatus € uma mistura de peptideos téxicos e nao
toxicos além de serotonina, nucleotideos, aminoacidos, enzimas liticas (hialuronidase) e
lipideos (POSSANI et al., 1981). As fragdes toxicas do veneno de 7. serrulatus comecaram
a ser purificadas em 1966 (GOMEZ & DINIZ), por processo posteriormente modificado
por SAMPAIOQ et al. (1983), utilizando cromatografia liquida de filtracdo molecular e troca
10nica. Deste processo sdo obtidas duas fracOes toxicas principais: a TiTX-y (tityustoxina
gama) e a TsTX (tityustoxina).

Tityustoxina mimetiza muitos efeitos do estimulo elétrico aumentando a captacdo
de sédio e célcio (SALGADO, 2006).

A tityustoxina gama (TiTX-y) € um polipeptidio composto de uma cadeia de 61
aminodcidos. O principal efeito da toxina € a alteragdo que ela exerce sobre os canais de
Na* voltagem-dependente. Essa toxina cria um constante movimento de fons Na* para
dentro do terminal nervoso promovendo a alteracdo do potencial de membrana. Com essa
alteracdo, ocorre a abertura dos canais de sédio, anteriormente em repouso, e a liberacio
desses fons no espaco intracelular. Os canais de Ca®* - voltagem-dependente, por sua vez,
sdo abertos, os fons migram, e a concentracio interna de Ca** ¢ aumentada, como descreve
ROMANO-SILVA et al. (1994). Os fons Ca®* se ligam as moléculas protéicas na superficie
da membrana do neur6nio pré-sindptico, € a aproximacdo com a vesicula sindptica
acontece, e para que ocorra fusdo, ha abertura da vesicula e, por exocitose, a liberacdo do
neurotransmissor na fenda sindptica. Por causa do aumento provocado na acdo desses

canais de Na*, a TiTX-y é considerada um marcador por exceléncia, desses sistemas de
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portdes envolvidos na atividade biologica (LAZDUNSKI et al., 1986; MASSENSSINI,
1996).

DRUMOND et al. (1995) observaram efeitos diferenciados das fragdes TiTX-y e
TsTX em dtrios isolados de ratos. O acréscimo de TiTX-y ao banho provocou uma reducao
inicial tanto na forca de contracdo (efeito ionotropico) quanto na freqii€éncia de contragio
atrial (efeito cronotrépico). Novas adi¢des desta toxina apds 30 ou 60 minutos ndo
produziram novas alteragdes, sugerindo uma alta afinidade de ligacdo. J4 a adi¢do de TsTX
provocou também aumento na forca de contracdo e na freqii€ncia, e quando adicionada
novamente apds 30 minutos reproduziu estes efeitos.

MASSENSINI et al. (1998), estudando as fragdes TiTX-y e TsTX em
sinaptossomos corticais de ratos, observaram um aumento tanto nas concentra¢des de Na' e
Ca®* intrassinaptossomais, quanto na liberacio de glutamato, induzidos de forma dose-
dependente pela TsTX. As fracdes TiTX-y produziram igualmente um aumento dose
dependente na liberacdo de glutamato. Observou, ainda, que uma concentracdo de apenas
0,05 uM de TiTX-y foi suficiente para liberacdo maxima de glutamato que equivale
estatisticamente a liberacdo estimulada com KCI (33 mM) em preparacio sinaptossomal de
cortex de ratos. No mesmo estudo os autores observaram que em meios ausentes de Ca**
houve uma liberacio menor, mesmo que significativa, do neurotransmissor quando
comparadas a meios com este mineral. Este resultado demonstra a eficiéncia desta toxina na
liberacdo de glutamato em sinaptossomos de cortex de ratos.

Portanto, o estudo dessa toxina é de particular interesse em canais de sdédio de

membranas excitdveis e por causa dessa afinidade, ela tem sido utilizada em experimentos

bioquimicos (LAZDUSNKI et al,, 1986).
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3. MATERIAL E METODOS

3.1 - MATERIAL

3.1.1 - CARACTERIZACAO DO CAFE

O café utilizado foi da espécie Coffea arabica, torrado a uma temperatura de 160 °C
em um tempo aproximado de 13 minutos e foi comparada a torra no colorimetro da marca
AGTRON da SCAA (Specialy Coffe Association of America) na classificacdo 45 ideal
para consumo. A amostra utilizada foi do tipo exportagdo, grao sem defeito, granulacdo
média e de processo de preparo natural de bebida mole. A extragado foi feita de acordo com
VITORINO et al. (2001) com algumas modificacdes. Um volume de 1000 mL de dgua
destilada (90 °C), aquecida em chapa elétrica, foi vertido lentamente sobre a amostra do
café moido (80 g) e a suspensdo obtida foi agitada por 2 minutos. A amostra foi resfriada
em dgua a temperatura ambiente por 10 minutos. O extrato foi entdo centrifugado
(centrifuga refrigerada Hitachi modelo CR-21, cidade Hitachinaka, Japao) a 1200 g por 10

minutos a 8 °C. E o sobrenadante foi utilizado no preparo da racao com café.
3.1.2 - MODELO EXPERIMENTAL

O modelo experimental estd de acordo com os Principios Eticos de Experimentacio
Animal conforme projeto aprovado pelo Comité de Etica em Experimentagdo Animal
(CETEA/UFMG) sob o protocolo n° 136/05.

Ratos da raca Wistar, da colonia do Laboratério de Nutricdo Experimental da
Faculdade de Farmdcia da UFMG, foram acasalados e, por volta do 18° dia de prenhez,
determinada por esfregaco vaginal, as fémeas foram transferidas para gaiolas individuais e
divididas aleatoriamente em seis grupos: um grupo normonutrido que recebeu dieta
composta por racdo de biotério (Labina, Brasil) e ragdo para caes (Bonzo Mix Carnes - SP,
Brasil); um grupo normonutrido que recebeu a rag¢do anterior acrescida de extrato aquoso

de café; um grupo de desnutridos que receberam 60% da racdo consumida pelo grupo

31



normonutrido e um outro grupo de desnutridos, que receberam dieta anterior contendo
extrato aquoso de café. Todas as dietas experimentais foram oferecidas a partir do
nascimento dos filhotes. O nimero de filhotes por fémea foi fixado em oito, sendo que
posteriormente somente os machos foram mantidos. Os animais tinham livre acesso a dgua
e eram mantidos em sistema claro/ escuro (12/12 h).

Apds o desmame, aos 21 dias de vida, os filhotes foram separados, mantendo-se a
mesma dieta oferecida para a respectiva fémea matriz, obtendo-se uma totalidade de seis

grupos distintos:

¢ (NORM) grupo normonutrido controle, recebeu racdo de biotério para ratos
(Labina.) enriquecida com rac¢do para caes (Bonzo);

e (NCAF) grupo normonutrido café, foi alimentado com dieta do grupo normonutrido
controle acrescida de extrato aquoso de café;

e (DESN) grupo desnutrido controle, foi alimentado com dieta correspondente a 60%
da rag@o consumida pelo grupo normonutrido controle;

e (DCAF) grupo desnutrido café, recebeu dieta do grupo desnutrido controle
acrescida de extrato aquoso de café;

e (DREC) grupo desnutrido com condi¢do alimentar reconstituida controle, foi
alimentado com dieta correspondente a 60% da ragdo consumida pelo grupo
normonutrido controle e ap6s 60 dias foi alimentado ad libitum;

e (DRECAF) grupo desnutrido com condi¢do alimentar reconstituida café, recebeu
dieta do grupo desnutrido acrescida de extrato aquoso de café; e apds 60 dias
alimentado ad libitum.

Todos os grupos receberam dgua ad libitum e foram pesados semanalmente. Aos
120 dias de vida, os animais foram sacrificados por decapitagdo e retirado o cortex para o

preparo de sinaptossomos.
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3.1.3 - PREPARO DA DIETA COM CAFE

O preparo da dieta foi por adaptacdo da técnica utilizada por PAOLINELLI (2002).
As racdes (Labina® e Bonzo®) foram previamente moidas e misturadas numa proporc¢ao
de 3:1, respectivamente. A cada 1000 g desta mistura foram adicionados 1000 mL de
solucdo contendo 4% de gelatina em pd, 5% de agicar e 1% de amido de milho,
previamente dissolvidos em 4dgua quente, recebendo o nome de dieta controle. A dieta
suplementada com café teve como base a dieta controle, porém a essa foi adicionado 1000
mL de extrato aquoso de café (80 g de café torrado para 1000 mL de dgua a 90 °C). Depois
de adequadamente homogeneizada, a massa resultante foi cortada em pequenos pedacos e
secada por 12 horas a 60 °C em estufa com circulacdo forcada de ar (NOVA ETICA,
modelo 420D, Vargem Grande Paulista, SP, Brasil).

Composicao quimica da dieta

Tabela 2 - Composi¢do quimica das dietas (g/100g de ragdo) *

Nutrientes Controle Controle Café
Proteina 23,22 23,39
Carboidrato 45,37 45,79
Lipideo 4,39 4,51
Teor caldrico 313,87 kcal 317,31 kcal

*QOs valores sdo aqueles constantes dos rétulos dos produtos registrados pelo fabricante.

3.1.4 - REAGENTES

Albumina Bovina (Fracdo V), Reagente de Folin & Ciocalteau (2,0 N), L-4cido
glutimico, HEPES (N-[2-Hydroxyethyl]piperazine-N’-[2-ethanesulfonic acid]), B-NADP
(B-nicotinamida adenina dinucleotideo fosfato), L-glutamato desidrogenase, foram
adquiridos de SIGMA CHEMICAL CO St. Louis, MO, USA. Carbonato de Sédio, Fosfato
dcido de potdssio e glicose foram adquiridos de MERCK S.A. — Indistrias Quimicas, RJ,

Brasil. Hidréxido de sédio e Tris base (Tris-(hidroximetil)-aminometano) foram adquiridos
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de LABORCLYN - Produtos para Laboratérios LTDA. Tartarato de sédio e potdssio foram
adquiridos de INLAB S.A.

Os reagentes utilizados nos experimentos sdo reagentes de grau analitico.

3.1.5 - SOLUCOES

Meio de Krebs-Ringer-Hepes

Composi¢ao: NaCl 124 mM; KC1 4 mM; MgSO4 1,2 mM; HEPES 25 mM;
glicose 10 mM. O pH final foi ajustado para 7,4 com NaOH 5 N.

Solu¢do de homogeneizacgao
Composigao: sacarose 0,32 M; EDTA 1 mM; dithiotreitol 0,25 mM. O pH
final foi ajustado para 7,4 com NaOH 0,1 N.

Solu¢do Padrao de Glutamato

0,5 mM de L-glutamic acid

3.1.6 EQUIPAMENTOS

Banho com agitagdo e temperatura reguldvel, modelo BT-25 YAMATO
SCIENTIFIC CO, Japao. Espectrofotometro modelo SHIMADZU, modelo UV 160 A,
Jap@o. Detector Espectrofluorimétrico Shimadzu RF-551 (Kyoto, Japdao). Homogeneizador
de tecidos Potter Elvehjem. Centrifuga refrigerada, modelo CR 21 da HITACHI, Japao.
Centrifuga Excelsa Baby FANEM modelo 242, Brasil. Estufa com circulagdo for¢ada de ar
(NOVA ETICA, modelo 420D, Vargem Grande Paulista, SP, Brasil).Bomba peristéltica da
INCIBRAS — BP-100, Brasil. Balanga digital SARTORIUS BP 2100.
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3.2 - METODOS

3.2.1 - AVALIACAO DO CONSUMO DE RACAO E GANHO DE MASSA CORPORAL

Os animais foram acondicionados em gaiolas individuais. Diariamente pesava-se a
racdo administrada e a sobra para avaliacdo da quantidade de ragdo ingerida por animal.
Tanto para o peso semanal dos animais quanto para o das ragdes usou-se a balanga digital

SARTORIUS BP 2100.

3.2.2 - DETERMINACAO DO CONTEUDO DE GLUTAMATO LIBERADO

3.2.2.1 - A OBTENCAO DOS SINAPTOSSOMOS

Aos 120 dias de vida, os ratos foram decapitados e os cérebros rapidamente
removidos e imersos em um meio de incubacdo Krebes-Ringer-Hepes (KRH) e mantidos
no gelo. Os dois hemisférios cerebrais foram separados sobre papel filtro, umedecidos com
meios de incubacdo, colocados sobre uma placa de Petri invertida no gelo.

Ap6s a dissecacdo, os cortices cerebrais foram transferidos para um tubo (Thomas
Company — B19982) contendo 10,0 mL de solu¢do de homogeneizacio (sacarose 0,32 M;
EDTA 1 mM; dithiotreitol 0,25 mM, pH 7.,4). Os cértices foram homogeneizados em
movimentos “up and down” por 14 vezes no homogeneizador Potter-Elvehjem mantidos no
gelo. Este homogeneizado foi centrifugado na centrifuga refrigerada Hitachi (CR21), a
1100 g por 10 min. Em todos os passos da centrifugac@o foi usada a temperatura de 4° C.
Ap6s a centrifugagdo, o sobrenadante, recolhido com pipeta de Pasteur para uma proveta,
teve o seu volume completado para 10,0 mL com a solucdo anterior (vide item 3.1.5). Com
o auxilio de uma bomba peristaltica (Inciras — BP-100) e um fluxo de 2 mL/min, com o
objetivo de preservar as interfaces, foram transferidos 2,5 mL. do homogenato anterior para
outros quatro tubos de centrifuga refrigerada ja contendo 8 mL de solu¢des Percoll (Sigma)
distribuidas na ordem decrescente de concentragdo 23, 15, 10 e 3% (v/v) num volume final
de 10,5 mL, e imersos no gelo, segundo DUNKLEY et al. (1988). Em seguida foram

centrifugados a 39000 g — 15 min e as fragdes 3 e 4, visiveis de cada tubo, por apresentarem
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maior quantidade e mais homogeneidade de estrutura de sinaptossomos foram recolhidas e
transferidas para outro tubo e lavadas com cerca de 50,0 mL de meio KRH, seguido de
centrifugacdo a 39000 g — 20 min. Ao término, o sobrenadante foi descartado e o
precipitado ressuspenso com KRH e transferido para um tubo de 1,2 mL, centrifugado
novamente a 2800 g por 20 segundos, em temperatura ambiente para lavagem (Centrifuga
Excelsa Baby FANEM modelo 242).

Ap06s novo descarte do sobrenadante, os sinaptossomos foram ressuspensos em um
volume de 1200 pL do meio de KRH. Desta suspensao, foram entdo transferidas aliquotas
de 200 pL para 4 tubos contendo 800 uL. de KRH em cada um, e 400 pL foi congelado a —
70° C para posterior dosagem de proteinas. Em trés destes tubos eram adicionados TiTx-y
numa concentracdo final de 0,05 pM suficiente para liberar glutamato presente nos
sinaptossomos (MASSENSINI, 1996). Os tubos com a suspensdo foram mantidos no gelo
até o momento da incubacdo. O protocolo experimental consistiu no seguinte esquema:

Tubo 1 — controle — liberacdo de glutamato sem estimulagao.

Tubo 2, 3 e 4 — Estimulacdo com toxina TiTx-y (concentragdo final 0,05 uM)

Tubo 5 e 6 — Dosagem de proteina

Os tubos, exceto o 5 e 6, ficaram sob agitagdo por 15 min no banho-maria a 37 °C,
(Yamato, Japao — BT — 25). Em seguida, os tubos foram centrifugados a 11300 g por 10
min em temperatura ambiente e recolhido o sobrenadante em tubos de eppendorf para

posterior dosagem de glutamato liberado de vesiculas sindpticas do cortex cerebral.

3.2.2.2 — A DETERMINACAO DO CONTEUDO PROTEICO SINAPTOSSOMAL

A dosagem de proteina seguiu o0 método de LOWRY et al (1951), modificado por
HARTREE (1972). Um homogeneizado de sinaptossomos foi preparado na concentracdo
de 1:10. Este homogeneizado foi diluido em dgua bidestilada na propor¢cdo 1:4 em um
eppendorf. Retiraram-se 20 pUL dessa diluicdo e foi completado o volume com agua
destilada para 1,0 mL. Foi adicionado a cada tubo um volume de 0,9 mL da solu¢do A (2,0
g de tartarato de sédio e potdssio; 100,0 g de carbonato de sédio e 500,0 mL de solugdo de
IN NaOH) e aquecido em banho-maria a 50 °C por 10 minutos. Apés resfriamento,

adicionou-se um volume de 0,1 mL da solu¢do B (2,0 g de tartarato de sédio e potassio; 1,0
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g CuSO0s4. 5 H,0 e 10,0 mL de NaOH 1N), seguindo-se homogeneiza¢do. Apds repouso por
10 minutos, na temperatura ambiente, foram adicionados 3,0 mL da solucdo C (1 volume
de Folin-Ciocalteau (~2N) para cada 15 volumes de dgua destilada) em jatos, seguido de
agitacdo vigorosa. Logo apds, incubou-se no banho aquecido (50 °C) por mais 10 minutos.
Ap6s resfriamento, foi realizada a leitura das amostras no espectrofotometro a 650 nm. Para
o cdlculo de concentracdo das amostras foi usada uma curva de proteina, utilizando a

albumina bovina como padrio.

3.2.2.3 — A LIBERACAO DE GLUTAMATO

O glutamato liberado foi determinado a 37 °C, por método fluorimétrico, baseado
na rea¢do de oxidacdo do glutamato pela enzima glutamato desidrogenase (GDH), em que o
NADP" adicionado ao meio é convertido a NADPH. Este por sua vez, quando excitado a
385nm, emite uma fluorescéncia que pode ser quantificada e detectada em comprimento de
onda de 450nm (KITAYAMA & SUGUMURA, 2001) em um detector
espectrofluorimétrico Shimadzu RF-551 (Kyoto, Japao).

Para dosagem das amostras, utilizou-se como referéncia uma quantificacdo prévia
pelo padrio interno, que correspondia a 5 nmols de glutamato. Este padrio foi previamente
preparado (vide item 3.1.5).

Para as leituras da amostra e do padrao foram adicionadas as cubetas as seguintes

substancias, em intervalos de tempo definidos, como pode ser visualizado na tabela 4:

37



Tabela 3 — Protocolo de leitura de glutamato

Tempo (segundos) Substancia (UL) Observagio
0 1700 de KRH a37°C
0 15,5 de GDH (30 U) -
0 20 de B-NADP* (1 mM) Homogeneizar e zerar
fluorimetro
0 200 de amostra Homogeneizar
180 - Leitura e registro a 37 °C
180 10 de glutamato como padrao Homogeneizar
interno
360 - Leitura e registro a 37 °C

Os resultados obtidos na amostra eram quantificados levando em consideracdo a
leitura do padrdo interno. De maneira simples, apds o registro do padrdo interno,
possuiamos um valor que correspondia a 5 nmols de glutamato. E apds a leitura da amostra,
por diferenca e uma regra de trés simples os resultados eram expressos em nmols de

glutamato na amostra por miligrama de proteina.

3.2.3 - AOBTENCAO DA TITYUSTOXINA GAMA (TiTX-y)

Escorpides Tityus serrulatus foram mantidos em caixas pldsticas teladas, no
escorpiondrio da Faculdade de Farmdcia da UFMG. Os animais receberam uma dieta
liquida composta de figado bovino cru, peptona, mistura de sais minerais e vitaminas
(REZENDE, 1991). Em ciclos de 25-30 dias coletou-se o veneno através de estimulo
elétrico na glandula secretora do animal. Para isso, o escorpido foi imobilizado e levado a
um eletrodo onde recebeu o estimulo elétrico. O aculeo foi colocado em contato com a
borda de um tubo de ensaio, onde a peconha foi recolhida e posteriormente liofilizada e
armazenada a -20 °C.

Seguindo as técnicas de GOMEZ & DINIZ (1966), modificadas por SAMPAIO et
al. (1983), fez-se a purificacdo das fragdes toxicas do veneno bruto. Aproximadamente 150

mg do veneno bruto liofilizado foram extraidos duas vezes com dgua bidestilada, para um
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volume final de 5 mL. A cada extrag@o centrifugou-se a amostra por 20 minutos a 15.000 g
em centrifuga refrigerada a 4 °C. Os sobrenadantes foram agrupados e aplicados numa
coluna de Sephadex G-25-fine. As fragdes obtidas foram liofilizadas e armazenadas a -20
°C. Dissolveu-se cerca de 40 mg da segunda fracdo (T1), obtida na cromatografia do
veneno bruto, em 2 mL de solu¢do de bicarbonato de amonio 0,01 M que foi aplicada em
uma coluna de troca idnica (CM celulose-52), previamente equilibrada com a mesma
solugdo. Os dois primeiros picos foram eluidos com solucdo de bicarbonato de amodnio 0,01
M e os seis restantes eluidos com um gradiente de concentragdo de 0,01 a 0,7 M da mesma
solucdo. O oitavo pico corresponde a toxina TiTX-y. As fracdes foram liofilizadas e

armazenadas a -20 °C.

3.2.4 - ANALISE ESTATISTICA

Foi realizado teste de normalidade em todas as varidveis estudadas, para a escolha
do teste estatistico. Todos os dados seguiram a distribuicdo normal, portanto, aplicou-se o
teste de andlise de varidncia — ANOVA - com distingdo das médias pelo teste de
comparacdes multiplas de Duncan. Para comparacdo de duas médias usou-se o teste ¢ de
Student. Foi admitido um nivel de significancia (p) inferior a 5%, conferindo ao estudo uma
confiabilidade de 95%. Para a andlise dos dados foi utilizado o software Sigma Stat 2.03.

Os dados foram apresentados como média e erro padrao da média.
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4. RESULTADOS

4.1 — DETERMINACOES DO CONSUMO DE RACAO E DA MASSA
CORPORAL

O consumo didrio médio de racdo dos grupos normonutridos, desnutridos e dos
grupos desnutridos com recuperacdo alimentar estd representado na Figura 1. Nenhuma
diferenca significante foi observada nos grupos que ingeriram dieta contendo café quando

comparados com 0s grupos que ndo receberam a suplementacdo com café.
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Figura 1 - Consumo médio de racdo por grupos de ratos controles e experimentais. NORM
representa o grupo normonutrido (controle) que recebeu alimentacdo ad libitum; DESN representa o grupo
que recebeu uma dieta correspondente a 60% do consumo médio do grupo controle; NCAF indica o grupo
normonutrido que recebeu racdo suplementada com café e DCAF, o grupo desnutrido que recebeu 60%do
consumo médio do grupo controle com rac¢io suplementada com café. DREC representa o grupo que recebeu
uma dieta correspondente a 60% do consumo médio do grupo controle e a partir dos 60 dias recebeu dieta ad
libitum. DRECAF o grupo desnutrido com recuperagdo alimentar que recebeu 60% do consumo médio do
grupo controle com ragdo suplementada com café e a partir dos 60 dias recebeu dieta ad libitum. O consumo
de racdo dos grupos desnutridos apresentou-se significativamente menor que dos grupos normonutridos.
Nenhuma diferencga significativa (P>0,05 — Teste T de Student) foi observada no consumo de racio entre os
grupos suplementados ou ndo com café.

Da mesma forma que observado no consumo médio didrio de racdo dos grupos
normonutridos, desnutridos e dos grupos desnutridos com recuperagdo alimentar, os
resultados dos efeitos da restricdo de alimentos, da ingestdo de café e da posterior

recuperacio alimentar sobre o peso corporal acompanhou uma curva ascendente de acordo
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com o tempo de vida e o consumo de alimento. Através desta observacdo, pode ser
comprovado que o modelo de restricdo alimentar foi eficiente para determinar um baixo
ganho de peso dos animais dos grupos desnutridos, independente da associagdo do café na
dieta proposta.

Na tabela 4 observa-se o efeito da desnutricdo e da dieta suplementada com café
sobre a massa corporal dos animais aos 120 dias de vida. A restricdo protéico-caldrica
(40%) imposta fez com que os animais desnutridos ao final dos 120 dias apresentassem
reducdo de peso estatisticamente significativa (p < 0,05) quando comparados aos animais
da que receberam dieta controle (normonutridos) durante 0 mesmo periodo de tempo. Os
animais que tiveram a recuperacdo alimentar aos 60 dias, mesmo aos 120 dias de vida,
também apresentaram peso inferior (p < 0,05) em relagdo aos animais normonutridos. Nos
grupos controles, com exce¢do dos normonutridos, os animais ndo apresentaram diferenca
significativa nos pesos corporais aos 120 dias de vida entre aqueles que ingeriram café dos

que ndo ingeriram.

Tabela 4 - Peso médio aos 120 dias de vida dos animais normonutridos, desnutridos e

desnutridos com recuperagdo alimentar.

GRUPOS NORM NCAF DESN DCAF DREC  DRECAF

MEDIA 463,5° 429,2" 294,8° 293,3¢ 397,74 398,5¢
E.P.M. 12,7 11,5 4,9 5,1 9,1 9,2

* NORM representa o grupo normonutrido (controle) que recebeu alimentagio ad libitum; DESN
representa o grupo que recebeu uma dieta correspondente a 60% do consumo médio do grupo controle;
NCAF indica o grupo normonutrido que recebeu racdo suplementada com café e DCAF, o grupo
desnutrido que recebeu 60% do consumo médio do grupo controle com ragdo suplementada com café.
DREC representa o grupo que recebeu uma dieta correspondente a 60% do consumo médio do grupo
controle e aos 60 dias recebeu dieta ad libitum. DRECAF o grupo desnutrido com recuperagdo alimentar
que recebeu 60% do consumo médio do grupo controle com ragdo suplementada de café e a partir dos 60
dias recebeu dieta ad libitum. Letras sobrescritas distintas indicam diferencas estatisticamente
significativas pelo teste de Duncan (P< 0,05) em animais da mesma idade. Os resultados sdo expressos
como média = EPM.

A figura 2 mostra a evolucdo do peso corporal dos grupos, desde o dia do
nascimento até os 120 dias de vida. Esta figura comprova que efeito da alimentacdo
utilizada influenciou o peso de acordo com a oferta alimentar. Observamos também que a
massa corporal dos animais desnutridos e aqueles que tiveram recuperacao alimentar apos

os 60 dias de vida ndo diferiram até o momento da recuperacdo alimentar, indiferentemente
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da dieta a que estavam expostos. O modelo de restricdo de alimentos utilizado no presente

estudo ndo alterou o peso ao nascer.
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Figura 2 — Evolucdo do peso corporal dos grupos. NORM representa o grupo normonutrido
(controle) que recebeu alimentacdo ad libitum; DESN representa o grupo que recebeu uma dieta
correspondente a 60% do consumo médio do grupo controle; NCAF indica o grupo normonutrido que
recebeu racdo suplementada com café e DCAF, o grupo desnutrido que recebeu 60% do consumo médio
do grupo controle com rac¢do suplementada com café. DREC representa o grupo que recebeu uma dieta
correspondente a 60% do consumo médio do grupo controle e a partir dos 60 dias recebeu dieta ad
libitum. E DRECAF o grupo desnutrido com condi¢do alimentar reconstituida que recebeu 60% do
consumo médio do grupo controle com racdo suplementada com café e a partir dos 60 dias recebeu dieta
ad libitum. Letras sobrescritas distintas indicam diferencas estatisticamente significativas pelo teste T de
Student (p < 0,05) quando comparado entre os animais da mesma idade

4.2 — CONTEUDO DE GLUTAMATO LIBERADO DE SINAPTOSSOMOS
DO CORTEX CEREBRAL DOS RATOS NAS CONDICOES BASAIS E
ESTIMULADAS POR TITYUSTOXINA GAMA

Apbés a decapitagdo, os cortices foram retirados. Os sinaptossomos foram
preparados para a determinacdo do contetido de glutamato liberado. Os valores individuais
encontram-se no apéndice A.4.

A quantidade de glutamato (GLU) liberada pelas estruturas analisadas foi expressa
em nmol/mg proteina. Foram aferidos em todos a quantidade deste neurotransmissor na

condicdo basal (b) e estimulado (e) por tityustoxina gama 0,05uM (TiTX-y) de

42



concentracdo final no centésimo vigésimo dia. A figura 3 mostra o teor de glutamato
liberado de sinaptossomos dos grupos normonutridos, desnutridos e desnutridos que
tiveram recuperacao alimentar, com e sem café.

Observa-se que os valores de liberacdo, na condicdo basal, do neurotransmissor
glutamato dos sinaptossomos do cortex cerebral de todos os grupos ndo diferiram
estatisticamente (p < 0,05), mesmo em situacdo na qual os animais passaram por um

estresse alimentar.
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Figura 3 — Efeito da desnutricio, da desnutricio com recuperacao alimentar e da
dieta suplementada com café sobre o contetido de glutamato liberado aos 120 dias de

vida. NORM representa o grupo normonutrido (controle) que recebeu alimentagio ad libitum; DESN
representa o grupo que recebeu uma dieta correspondente a 60% do consumo médio do grupo controle;
NCAF indica o grupo normonutrido que recebeu ra¢éio suplementada com café e DCAF, o grupo desnutrido
que recebeu 60% do consumo médio do grupo controle com rag@o suplementada com café. DREC representa
o grupo que recebeu uma dieta correspondente a 60% do consumo médio do grupo controle e a partir dos 60
dias recebeu dieta ad libitum. E DRECAF o grupo desnutrido com recuperacéo alimentar que recebeu 60% do
consumo médio do grupo controle com racido suplementada com café e a partir dos 60 dias recebeu dieta ad
libitum. As colunas em branco representam as condi¢des basais do neurotransmmissor. Letras sobrescritas
distintas indicam diferencas estatisticamente significativas pelo teste de Duncan (p < 0,05) em animais da
mesma idade. Os resultados sdo expressos como média + EPM.

Os animais normonutridos apresentam valores de liberagdo estimulada de glutamato
superiores aos demais grupos estudados, inclusive para animais normonutridos que
ingeriram café. Este tltimo grupo nio diferiu dos demais.

Na figura 4 observamos o efeito da estimulagdo pela tityustoxina gama nos
sinaptossomos, o que representa a diferencga entre o GLU liberado por estimulagdo e o GLU

basal. Os resultados apresentados indicam mais nitidamente a maior liberacdo de GLU em

43



animais normonutridos controle do que em animais desnutridos ou ndo ou que ingeriram

café.

Glutamato (nmol / mg de prot)
n
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Figura 4 — Contetido de glutamato liberado de sinaptossomos de cortex de ratos

com 120 dias de vida com estimulacio por Tityustoxina gama menos o basal. NORM
representa o grupo normonutrido (controle) que recebeu alimentacdo ad libitum; DESN representa o
grupo que recebeu uma dieta correspondente a 60% do consumo médio do grupo controle; NCAF indica
o grupo normonutrido que recebeu ragdo suplementada de café e DCAF, o grupo desnutrido que recebeu
60% do consumo médio do grupo controle com racdo suplementada com de café. DREC representa o
grupo que recebeu uma dieta correspondente a 60% do consumo médio do grupo controle e a partir dos
60 dias recebeu dieta ad libitum. E DRECAF o grupo desnutrido com recuperagdo alimentar que recebeu
60% do consumo médio do grupo controle com racéio suplementada com de café e a partir dos 60 dias
recebeu dieta ad libitum. Os resultados sdo expressos como média + EPM.

5. DISCUSSAO

2

Nutrientes sdo necessdrios para o crescimento e desenvolvimento dos individuos. E
bem aceito, hoje em dia, que ndo € somente para atender as necessidades fisioldgicas que os
nutrientes devem ser ingeridos em quantidade e propor¢do adequadas, mas também para
proteger os individuos contra os efeitos adversos do meio ambiente que, neste caso, eles
estdo incluidos em alimentos definidos como funcionais (DE ANGELIS, 2001). O café é
uma bebida apreciada em todo mundo tanto pelo seu sabor quanto pela sua agdo fisiolégica

a favor da saudde, aceito, portanto, como alimento funcional. O cérebro €, sem duvida, um
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dos 6rgaos protegidos pela ingestdao rotineira do café ou de alguma substdncia ativa nele
contida (COSTA et al, 2006).

Assim, o presente estudo associa a alimentagdo, o café e o sistema nervoso central
glutamatérgico, usando ratos da espécie Wistar como ferramenta para observar os efeitos
desta combinacdo. A escolha de ratos para os experimentos foi devido ao fato de serem
animais de facil manuseio e de ciclo reprodutivo curto (NOBREGA, 1986).

O modelo de restricdo alimentar pds-natal do tipo marasmdtica ocasionou uma
diminuicdo no peso corporal e a reabilitacdo alimentar apdés um periodo de 60 dias de
restricdo nao foi capaz de reverter o efeito da desnutri¢do, até 120 dias de vida. Isso sugere
que o modelo deveria ser efetivo para comprovar alteragdes neurofisiologicas ocasionadas
pela desnutricdo. Nossos resultados confirmaram a hipdtese, uma vez que liberacdo
aumentada de glutamato, por efeito de estimulacdo pela tityustoxina gama, foi observada
nos ratos desnutridos, apesar de menos intensa do que em animais normonutridos. A menor
quantidade do neurotransmissor liberada por estimulacdo nos ratos desnutridos parece ter
sido causada pelas condicdes adaptativas do cérebro (programing), considerando-se que a
desnutri¢do que produziu esse efeito foi imposta durante o periodo critico de crescimento e
desenvolvimento fisiolégico (FERNANDES et al, 2003). Os dados obtidos de liberacdo de
glutamato cdlcio-independente vdo de encontro a estudos ja sacramentados da literatura
(NICHOLLS et al, 1987 e MASSENSINI et al,1998), onde se observa uma menor
liberacdo quando comparada a liberagdo na presenga deste mineral.

Em condicdes alimentares adequadas para o desenvolvimento fisiologico, a
capacidade de producdo de glutamato a ser liberado pelo estimulo da toxina escorpiOnica
pode ser suficiente para proporcionar condi¢des fisiopatolégicas de citotoxicidade, como &
conhecido na literatura (MILLAN et al., 1993). Assim, a estimulacdo pela tityustoxina
gama foi capaz de elevar em animais normonutridos a capacidade de liberacdo in vitro do
neurotransmissor glutamato confirmando dados da literatura (MASSENSSINI ez al, 1998) e
o café foi capaz de reduzir essa liberacdo, sugerindo uma modulagdo no sistema
glutamatérgico e por conseqiiéncia uma protecdo contra possivel acdo citotoxica por
excesso de glutamato. Segundo dados da literatura, outros neurotransmissores tém liberacdo
aumentada por acdo de toxinas de escorpido (ESPINDOLA, 1983), portanto o efeito da

elevacdo de glutamato na fenda sindptica, em consonancia com outros neurotransmissores,
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ndo descarta a possibilidade de citotoxicidade. O efeito modulador do café em animais
normalmente alimentados assemelha-se ao efeito do “programing” ocasionado pela
desnutri¢ao protéico-caldrica, observado no presente estudo, uma vez que a toxina foi capaz
de aumentar a liberacdo de glutamato no terminal nervoso, mas ndo foi afetada pela
ingestao de café. O fendmeno poderia ser explicado pelo fato de que o efeito adaptativo do
“programing”, devido as condicoes de deficiéncias nutricionais no periodo de
desenvolvimento cortical, suplanta o efeito modulador da ingestdo do café que é também
efeito adaptativo. Da mesma maneira, ndo se pode descartar o possivel efeito citotéxico do
glutamato no animal desnutrido, apesar de os dados sugerirem que tanto a desnutri¢do
quanto a ingestdo de café mantém a homeostase com nivel de concentracdo de
neurotransmissores mais elevados.

O modelo de restricio adotado permite extrapolagdes para o ser humano,
considerando a semelhanca com o que ocorre em criangas desnutridas na infancia e que
podem ser nutricionalmente reabilitadas apés o periodo critico de crescimento e
desenvolvimento humano (DOBBING & SANDS, 1979).

A presenca do café incluido na dieta ndo alterou a ingestdo da ragdo quando
comparada ao grupo semelhante sem café. A partir dos 90 dias de vida o peso dos animais
normonutridos foi semelhante ao daqueles que ingeriram café, permanecendo até o
sacrificio. E possivel que a semelhanga da desnutri¢do, a observacdo se deva a um aumento
do metabolismo basal (YOUNG et al., 1985). Os resultados obtidos no presente trabalho
indicam que nao hd motivos para restri¢cdo de uso do café quando se depara com a evolucgao
ponderal, corroborando dados sobre costumes de ingestdo de café pds-desmame por

criancas na Guatemala (ENGLE et al., 1999).
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6. CONCLUSAO

A desnutricdo neonatal diminuiu a liberacdo de glutamato no terminal nervoso,
evidenciada pela estimulacdo com a toxina escorpidnica, provavelmente devido ao efeito
adaptativo resultante do “programing”, ocasionado pela desnutricdo no periodo critico de
crescimento e desenvolvimento do sistema nervoso central. A ingestdo de café promoveu o
efeito semelhante, provavelmente por uma adaptacdo resultante em neuroprotecdo,
diminuindo a capacidade de liberagdo de glutamato no terminal nervoso do cérebro, quando

submetido a estresse, no caso, estimulagdo por tityustoxina-y.
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8-APENDICE A

Tabela A.1 - Consumo de ragcdo dos animais normonutridos, desnutridos e desnutridos

recuperados.
DIAS/GRUPOS | NORM NCAF DESN DCAF DREC
DRECAF
21 2,45 1,95 1,00 0,80 1,00 0,60
35 17,62 16,00 10,89 10,20 10,90 9,50
49 20,37 19,39 13,00 12,20 13,00 12,20
63 22,51 23,50 13,50 13,70 27,32 26,67
77 26,69 27,31 16,40 16,50 25,44 26,27
91 26,63 26,20 16,30 16,00 22,53 24,04
105 28,32 29,11 17,00 17,50 28,84 25,98
120 25,00 26,20 14,60 15,80 23,64 21,37
MEDIA 21,20 21,21 12,84 12,84 19,08 18,33
DESVIO 2,96 3,15 1,84 1,92 3,45 3,44
E.P.M. 7,01 7,45 4,35 4,55 8,16 8,13

Tabela A.2 - Peso aos 120 dias de vida dos animais normonutridos, desnutridos e
desnutridos recuperados.

GRUPOS NORM NCAF DESN DCAF DREC
DRECAF
480 420 313 288 380 368
492 390 313 279 382 442
Peso 456 469 322 323 371 398
aos 500 396 280 288 425 374
120 363 431 279 275 344 391
dias 494 482 290 292 416 362
(2) 467 430 285 277 413 392
446 481 284 315 423 451
451 398 296 291 390 405
486 395 286 305 433 402
MEDIA 463,5 429,2 294,8 2933 397,7 398,5
DESVIO 40,1 36,4 15,6 16,2 28,7 29,2
E.P.M. 12,7 11,5 4,9 5,1 9,1 9,2

Tabela A.3 - Evolugdo do peso corporal dos animais normonutridos, desnutridos e
desnutridos recuperados.

DIAS/GRUPOS | NORM NCAF DESN DCAF DREC
DRECAF
1 6,90 6,30 6,30 4,60 6,30 6,30
21 52,20 46,30 33,80 27,30 31,40 29,00
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35
49
63
77
91
105
120

158,90
264,10
351,30
408,80
448,30
467,70
463,50

141,90

2290
318,40
366,50
394,50
416,90
429,20

89,10
156,90
225,40
237,10
260,80
281,10
294,80

80,90
1430
191,60
220,60
247,00
276,20
293,30

83,50
141,70
216,70
288,40
345,40
377,10
397,70

80,20
130,40
210,10
281,10
345,40
374,80
398,50

Tabela A.4 - Contetido de glutamato liberado de sinaptossomos de cortex de ratos com 120
dias de vida: em estdgio estimulado por Tityustoxina gama menos estdgio basal.

GRUPOS NORM  NCAF DESN DCAF DREC
DRECAF
5,31 2,70 1,74 1,72 1,74 1,60
2,69 1,56 0,91 1,19 0,91 1,48
1,31 3,34 1,87 1,40 1,87 1,52
2,10 3,57 3,55 5,17 3,55 1,14
Glutamato 1,45 1,60 2,16 0,84 2,16
(nmol por 1,45 1,57 1,50 2,08 1,50
mg de prot) 3,24 1,73 2,08
1,73 1,72
2,70 1,19
1,56 1,40
MEDIA 3,114397 1,989581 1,686565 2,068638 1,955635 1,437088
DESVIO | 1,474812 0,880002 0,605756 1,577036 0,889346  0,203528
E.P.M. 0,557427 0,278281 0,247299 0,643822 0,363074  0,101764
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