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Resumo

A metanfetamina (MA) é uma droga ilicita com propriedades psicoestimulantes
altamente viciante, cujo uso aumentou por todo mundo. Estudos anteriores demonstraram que
uma Unica injeccdo de metanfetamina causa neurotoxicidade devido a alteragdes corticais
dopaminérgicas e serotoninérgicas nos murganhos. Sabe-se que 0 exercicio exerce efeitos
neuroprotetores e melhora a recuperacdo neuronal em diversos distlrbios cerebrais.

Assim, o objetivo deste estudo foi descobrir se o exercicio fisico protege contra a
neurotoxicidade causada pela MA no cértex frontal.

24 murganhos adultos C57BL/6 foram divididos em 4 grupos: 1) Salino + sedentario;
2) Metanfetamina + sedentéario; 3) Salino + exercicio; 4) Metanfetamina + exercicio. Os
grupos foram submetidos a préatica regular de exercicio num tapete rolante (5dias/semana)
durante 8 semanas. Apos o periodo de exercicio, 0s animais foram injectados com uma dose
Unica de metanfetamina (30mg/kg, intraperitonealmente) ou com solugéo salina (NaCl 0,9%)
e sacrificados por deslocamento cervical trés dias apds a injeccdo. O cortex frontal foi
recolhido para analise da expressdo de proteina glial fibrilar acida (GFAP) e da tirosina
hidroxilase (TH), para determinacdo dos niveis totais de dopamina (DA), e dos seus
metabolitos (DOPAC e HVA) e da serotonina (5-HT). As monoaminas foram quantificadas
por HPLC-ED, e os niveis de proteina enzimética foram analisados pela técnica de Western
Blot.

O protocolo de exercicio utilizado ndo afetou a deplecdo dos marcadores
dopaminérgicos e serotoninérgicos causados pela MA (DA, DOPAC, HVA, TH e 5-HT). Os
niveis de serotonina no grupo salino + exercicio apresentou um aumento, quando comparado
com o grupo controlo. O treino no tapete rolante causou um aumento nos niveis de GFAP no
grupo injetado com MA.

Em concluséo, este trabalho demonstra que este protocolo de exercicio ndo s6 nao é

neuroprotetor como potencia a neurotoxicidade induzida pela MA no cértex frontal.

Palavras Chave: Metanfetamina, Neurotoxicidade, Tapete rolante, Neuroproteccdo, GFAP,
TH, DA, DOPAC, HVA, 5-HT.
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Abstract

Methamphetamine (MA) is an illicit drug with highly addictive psycostimulant
properties, which use have increased worldwide. Previous studies have shown that a single
high-methamphetamine injection causes neurotoxicity due to cortical dopaminergic and
serotonergic changes in mice. It is known that exercise exerts neuroprotective effects and
improves neuronal recovery in several brain disorders.

Thus, the aim of this study was to discover if exercise could be neuroprotective
towards methamphetamine-induced neurotoxicity in the frontal cortex.

24 adult house mice C57BL/6 were divided in 4 groups: 1) Saline + sedentary; 2)
Methamphetamine + sedentary; 3) Saline + exercise; 4) Methamphetamine + exercise. The
exercise groups were submitted to regular exercise in treadmill (5days/week) for 8weeks.
After exercise period the animals were injected a single dose of methamphetamine (30mg/kg,
intraperitoneally) or saline (NaCl 0,9%) and sacrificed by cervical dislocation 3days after the
injection. The frontal cortex was collected for analysis of the expression of glial fibrillary
acidic protein (GFAP) and the tyrosine hydroxylase (TH), for the determination of the total
levels of dopamine (DA), and it’s metabolites (DOPAC and HVA), and of serotonin (5-HT).
The monoamines were quantified by HPLC-ED, and enzymatic protein levels were analyzed
by Western Blot technique.

The exercise protocol used did not affect the depletion of dopaminergic and
serotonergic markers caused by MA (DA, DOPAC, HVA, 5-HT and TH). Serotonin levels in
group saline + exercise showed an increase compared with the control group. The workout on
the treadmill caused an increase in GFAP levels in the group injected with MA.

In conclusion, this study demonstrates that this exercise protocol is not only non-

neuroprotective and enhances MA-induced neurotoxicity in the frontal cortex.

Keywords: Methamphetamine, Neurotoxicity, Treadmill, Neuroprotection, GFAP, TH, DA,
DOPAC, HVA, 5-HT.
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I.  INTRODUCAO
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1. DROGAS DE ABUSO

1.1.Breve abordagem historica

As drogas fazem parte da histéria da humanidade desde os tempos mais remotos. S&o
imensas as referéncias literérias e historicas relativas ao uso de substancias com o intuito de
beneficiar o corpo, mente e/ou espirito (OBID, 2011). E na Biblia que surge muito
provavelmente a primeira referéncia as drogas. Noé tera bebido vinho até se embriagar,
desnudando-se em seguida (Gén., 9.20-21). Esta podera ter sido a primeira droga que a
humanidade conheceu.

J& na Grécia Antiga, foi descoberta a propriedade analgésica do 6pio usada e prescrita
por médicos desde o século X a. C. aos seculos XVI e XVII. Achados arqueoldgicos vieram
mostrar que a cocaina seria conhecida pelo menos desde o ano 600 a. C.; também 0s povos
indigenas a cultivavam para aumentar a produtividade dos trabalhadores. Segundo Marco
Pblo (1254-1324), o haxixe era igualmente utilizado para estimular a for¢a dos soldados da
fortaleza persa Alamut. Na Europa, o haxixe era usado principalmente pelas classes
aristocraticas nos séculos de 700 e 800. Durante a Guerra da Secessdo (1861-1865), uma outra
droga foi abundantemente ministrada aos feridos — a morfina. A cocaina torna-se a droga da
moda dos intelectuais na fase inicial do seculo XIX, substituindo o 6pio e o haxixe. Em 1927
sdo sintetizadas pela primeira vez as anfetaminas e € em 1935 que se assinala o inicio da
respetiva comercializacdo, uma vez que esta droga entrou facilmente nos usos da dependéncia
por provir de laboratérios farmacéuticos e a qual estavam associadas propriedades

terapéuticas comprovadas, como o0 emagrecimento. Cerca de uma década apds terem sido

sintetizadas as anfetaminas, &0
aparece a dietilamida de TR 2
_ 43 =
acido lisérgico (LSD) que 3¢ 4
mou
- = . - 1]
inicialmente se acreditava ter  § £
. . LT 29 35
A m e & 26
propriedades terapéuticas a0 $§ ,;
nivel da psiquiatria, o que “ R
psiqg ’ g 10 06 06 06 ., o5 g, OIB DIS 05 05 05
mais tarde viria a ser L il ll=z= GuEZEE

EC-C-S‘EDOQ 2010

2010 2008‘ 2009 ‘ 2010 20(}8‘ 2009 2008 ‘ 2009

znns‘zoc-g 2008|2009|2010 2010) 2010
refutado, desaconselhando o .
Cannabis [::;’:;"f:::;"r“ Grupo do ecstasy Cocaina Opidides Opidceos

uso da mesma. Na década de
Figura 1. Prevaléncia anual do uso de drogas ilicitas entre a populagdo (15-64anos),
70, deu-se um boom do 2008-2010 (Imagem adaptada do World Drug Report, 2012 — UNODC)
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consumo de drogas, sendo que as principais seriam a heroina e a cocaina (Poiares, 1999).

Atualmente, porém as anfetaminas ocupam o segundo lugar do pddio das drogas mais
consumidas (Figura 1), tendo ultrapassado a cocaina e a heroina, segundo o relatério Anual
das Drogas, 2012, do Escritorio das Nagdes Unidas sobre Drogas e Crime (UNODC).

1.2.Definigéo

Com o passar dos tempos a palavra “droga” tem vindo a sofrer alteragdes. Este termo
teve a sua origem na palavra “droog” (holandés antigo), cujo significado era folha seca, ja que
antigamente praticamente todos os medicamentos eram sintetizados a partir de vegetais. Nos
dias que correm a palavra droga, assume outro significado ‘“qualquer substancia nao
produzida pelo organismo, mas que tem a propriedade de atuar sobre um ou mais sistemas
produzindo alteragdes no seu funcionamento.” (OBID, 2011).

Porém, este termo gera uma certa controvérsia por ser muitas vezes negativamente
conotado e por ser um termo bastante lato e abrangente, envolvendo todos os medicamentos
ou qualquer substancia ativa do ponto de vista farmacologico (Sanchez, 1982). Assim, torna-
se importante distinguir medicamento de droga.

Um farmaco é designado por medicamento quando a sua utilizacdo € sob prescricao
médica, mas quando usado fora do contexto médico e com o propdésito de provocar alteracdes
comportamentais, euforia e sensacdo de prazer, causando vicio, tomam o nome de drogas
(Rang et al., 2012).

1.3.Classificacdo de drogas

Durante o século XX, varias foram as tentativas de classificar as drogas (substancias
psicoativas) e agrupa-las. Porém, os critérios que podem ser adotados para classifica-las sao
imensos, dificultando o seu agrupamento. Também o surgimento de novas drogas e avangos
acerca do conhecimento das caracteristicas das mesmas tornam estas classificacdes obsoletas.

A primeira referéncia documentada surge em 1927 por Lewin, que as classifica de
acordo com a sua agdo sobre o comportamento dos individuos. Sdo as eufdricas — provocam
bem-estar fisico ou psiquico - as fantasticas - causam alucina¢bes - as inebriantes -
substancias embriagadoras - as hipnéticas - induzem sono - e as excitantes - agem como
estimulantes (Richard, 1997).



Influéncia do exercicio fisico na neurodegenerescéncia causada pela metanfetamina
no cértex frontal do murganho

Posteriormente, surge uma nova classificacdo que divide as drogas em trés grupos

(Tabela 1), dependendo da sua ac¢éo no sistema nervoso central (SNC) (Fonseca, 1997).

Tabela 1. Classificagdo das drogas de abuso segundo Fonseca A. (1997)

Depressoras do SNC Estimulantes do SNC Perturbadoras do SNC
Analgésicos opiaceos Anfetaminas Cannabis

Ansioliticos Cocaina Alucinbgeneos
Hipnoticos ndo-barbituricos | Nicotina Ciclohexilaminas
Hipnoticos barbitdricos Psicoestimulantes Solventes volateis
Neurolépticos Aminas Simpaticomiméticas = Derivados do &lcool
Anti-histaminicos Anticolinérgicos

As substancias com efeito depressor do SNC, também designadas de psicolépticas,
tém a propriedade de diminuir as atividades fisicas e mentais. Os opiaceos e 0S Seus
derivados, as benzodiazepinas e os barbitiricos e outros tranquilizantes, sdo exemplos de
substancias psicolépticas. Por sua vez, as anfetaminas e farmacos do tipo anfetaminico e os
derivados da cocaina, sdo substancias com efeito estimulante do SNC, também designadas por
substancias psicoanalépticas. As substancias com efeito perturbador do SNC, ou
psicodislépticas, perturbam as percecdes e modificam as capacidades mentais. Neste grupo
incluem-se os derivados de cannabis, substancias volateis e inalantes, &lcool etilico,
alucinogénios e anticolinérgicos.

As drogas podem ainda ser classificadas de acordo com os seus efeitos, riscos, perigos
e consequéncias do seu uso continuado (OMS, 1993). Ou de acordo com a legalidade do uso
das mesmas, conforme as suas origens, em funcdo da capacidade de provocar ou ndo
dependéncia fisica.

As diferentes drogas apresentam algumas caracteristicas comuns entre si. No entanto,
a mais importante € o facto de terem uma acdo sobre o0 SNC, dai que seja a classificacdo mais
usual (Saavedra, 2004).

1.4.Estimulantes do SNC

As drogas que funcionam como estimulantes do SNC, tal como o nome indica,

estimulam a atividade do sistema nervoso central, aumentando o estado de vigilia, logo
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diminuem o sono, aumentam a excitacdo e aumentam ainda a atividade motora (Canesin,
2008). O uso deste tipo de drogas apresenta como sintomas 0 aumento da sudorese, aumento
da pressdo arterial, midriase, aumento da frequéncia cardiaca e hiperatividade.

Como referido acima, as anfetaminas sdo exemplos de estimulantes do sistema

nervoso central.

1.5.Anfetaminas

As anfetaminas sdo produtos sintéticos que se assemelham a algumas substancias
naturais. A fenetilamina, produto natural existente em alguns alimentos, quando introduzida
no organismo, através da dieta, apresenta poucos ou nenhuns efeitos, pois € rapidamente
degradada pela monoamina oxidase (MAO).

A anfetamina (1-metil-2-fenetilamina) & um derivado sintético da fenetilamina, que
apenas difere por possuir um grupo metilo — CH3- associado a cadeia lateral. Esta adi¢do do
grupo metilo vai proteger a anfetamina de ser degradada pela enzima MAO, aumentando a
capacidade de atravessar as membranas, o que é facilitado pela sua natureza anfipatica
(Carvalho et al., 2012, e Iversen, 2006). Porém, este grupo metilo pode ser adicionado tanto
do lado direito, como do lado esquerdo da cadeia lateral da fenetilamina, o0 que permite que a
anfetamina se possa apresentar sob a forma de dois estereoisomeros. O dextro-isdémero €
biologicamente mais ativo (D-anfetamina) comparativamente ao levo-isdmero (lversen,
2006).

Este psicoestimulante, usado para tratar diversas patologias, tais como défice de
atencdo, narcolepsia e obesidade, faz parte de um conjunto de compostos em que, muitos dos
quais sdo constituidos por um anel fenilo ligado a um grupo amina por meio de uma cadeia
lateral com dois carbonos com um grupo metilo no primeiro carbono da cadeia lateral
(Fleckenstein et al., 2007).

Os derivados anfetaminicos sdo substancias compostas pela anfetamina e pelos seus
derivados que, quimicamente, apresentam o esqueleto basico da B-fenetilamina e apresentam
semelhantes propriedades farmacoldgicas e sdo dinamicamente e cineticamente caracterizadas
pela facilidade com que atravessam a barreira hemato-encefalica (alta solubilidade lipidica)
para resistirem a biotransformacdo no cérebro e para libertarem neurotransmissores das
terminacdes nervosas. (Carvalho et al.,, 2012). A esta classe de farmacos designamos

anfetaminas (Macedo, 2000). Vérias sdo as alteracdes da estrutura basica da anfetamina
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(Figura 2). Por exemplo, a adicdo de um segundo grupo metilo ao azoto da cadeia lateral
transforma a anfetamina em metanfetamina, que apresenta acbes bioldgicas mais potentes.
Novamente, 0 dextro-isomero € mais potente (lversen, 2006).

Tal como  vérias  drogas

g MH, g e NH, e NH,
“\f; IH, SEJ g*: ‘~-OJ~;] IH: psicoativas, 0S derivados
Anfetamina 4-Metiltioanfetamina P Metoxianfetamina L. .
' {a-MTA) . A anfetaminicos causam dependéncia,
= TNCH, NL‘NHI A )
DRAE® T CI_,L,_;I T uma vez que produzem um efeito de
Mentanfetamina Feniprazina p Cloroanfetamina
OMe Me oue recompensa, 0 chamado reforgo
R MH, o ~NH, o NH: L i i
DR ,,.»L,.J L we I T Ly positivo. Os intervenientes neste
RS bue 17“ reforco positivo sdo o sistema
2,5-Dimetoxi-4-metilanfetamina 2, 5-Dimetosi-4-iodoanfetamine  2,5-Dimetoxi-3-etilanfetamina g p
(pomM) (L] [DOET) . ]
cH, mesotelencefalico da  dopamina
MeO., e NH =0 H -
2 ] R , . . .
,\ﬂﬁ \:';/H F’“erTHW H@T-T.ﬁvﬂ-} (DA), que é crucial para o circuito de
Me0 ' | . - H, .
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o™ tem origem na area do tegumento
L0 o O
l/ﬁ/\r N 1: l.ﬁ;J CH, CH, ventral (ATV) e projeta-se para 0
S H,
Benzofetamina Fenmatrazina Fenfluramina Nucleus Accumbens (N AC) através
AN 0 A N O A M N, CANEA
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Tranilcipromina  3A-Metienodioimetanfetaming 3,4 Metienodioxenfetaming mais frontal do prosencéfalo. Para
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o alem disso, este sistema distribui os
o T PN ”YNH; O A ) .
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Clorfentermina Fentermina  5,6- Metienodion: 2-smingindane do N.Ac. e das areas pré-frontais do

(MDAl
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Figura 2. Estrutura quimica de varios derivados anfetaminicos.

(Adantado de Toxicitv of amphetamines: an undate) ligacbes importantes com as
estruturas limbicas do prosencéfalo. No sistema mesolimbico, e em particular no N.Ac. , as
substancias de abuso estimulam a transmissdo mediada pela DA, elevando os niveis do
neurotransmissor por aumento da sua libertacdo nas sinapses e ainda, pelo blogueio da
recaptacdo neuronal. Os aferentes do cortex frontal integram a informacdo da memoria
recente nas respostas comportamentais (Macedo, 2000).

As anfetaminas sdo simpaticomiméticos que atuam a nivel central, onde aumentam o
nivel de catecolaminas nos recetores da dopamina e da noradrenalina (Macedo, 2000).

Para além disso, devido a sua semelhanca estrutural com 0s neurotransmissores
monoaminérgicos, as anfetaminas atuam como substratos competitivos na membrana dos

transportadores de noradrenalina (NAT), dopamina (DAT) e serotonina (5-HTT), reduzindo a
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recaptacdo de neurotransmissores endogenos, e portanto, a libertacdo de neurotransmissores
ndo-exocitoticos. As anfetaminas provocam, ainda, a libertagdo da dopamina e serotonina das
vesiculas e previnem a recaptacdo para as vesiculas, logo, aumentando a concentracdo
citoplasmética dos neurotransmissores e tornando-os mais disponiveis para 0 transporte
reverso (Carvalho, 2012).

A libertacdo da dopamina pode ocorrer através de dois mecanismos: libertacdo
vesicular, e a libertagdo mediada pelos transportadores. A libertacdo da dopamina causada
pelas anfetaminas ocorre pelo segundo mecanismo. A este processo da-se o nome de
transporte reverso (Jones, 1998).

1.6.Metanfetamina

A metanfetamina (MA) é um estimulante do SNC, com alguns efeitos terapéuticos,
sendo, porém, tremendamente aditiva. Inicialmente a MA produz uma estimulacdo excessiva
do sistema nervoso simpatico (SNP), originando hipertensdo, taquicardia, dilatacdo das
pupilas, sudorese, taquipneia e hipertermia. Alem de euforia, os efeitos desejados incluem um
elevado sentido de atencdo, aumento de energia, agravada curiosidade, interesse elevado em
estimulos ambientais, uma sensacdo de bem-estar, aumento de produtividade,
hipersexualidade, diminuicdo de ansiedade, aumento de vigilia e diminuicdo de apetite
(NIDA, 2006; Homer et al., 2008; Meredith et al., 2005). Estes efeitos podem durar por varias
horas, pois a semi-vida da eliminacdo da MA varia entre 10-12h (Schepers et al., 2003).

O uso prolongado resulta na deplecdo de catecolaminas e produz o sindrome de
abstinéncia, marcado principalmente por efeitos psicologicos. Os principais efeitos
psicoldgicos, sdo depressdo, disforia, ansiedade, irritabilidade, melancolia, fadiga, paranoia,
delirios e agressdo (Meredith, et al., 2005; Homer et al., 2008; Darke et al., 2008).

1.6.1. Nomenclatura

Metanfetamina (C1oH1sN) (Figura 3) € o nome comum para N, a-dimetilfenetilamina.
E um derivado anfetaminico e pertence a classe das anfetaminas. A primeira vez que foi
sintetizada foi em 1919 no Japdo, por Ogata, patenteada em 1920 e licenciada a Burroughs

Wellcome, que a comercializou como um anorexigeno, a Metedrina® (Logan, 2002). A MA é
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popularmente conhecida como meta, ice, speed, crank, crystal,

termos utilizados para preparagdes ilicitas de MA. *CH3
A metanfetamina & temperatura ambiente é um liquido. NHCH;
Assim, é-lhe adicionado um sal para que possa ser administrada
por varias vias. Uma das formas é o cloridrato de metanfetamina
(C10H16CIN). Este composto apresenta um ponto de fusdo entre os Metanfetamina

170-175°C, ou seja pode ser facilmente volatilizado sem Figura 3. Estrutura quimica da
L o metanfetamina. (Adaptado de Logan,
pirélise, permitindo-lhe ser fumada sob a forma de sal (Logan, 2002).

2002).

1.6.2. Farmacologia e mecanismos de a¢do da metanfetamina

A farmacologia da MA é complexa e envolve ac¢des centrais e periféricas. A MA é
uma droga simpaticomimetica, ou seja, mimetiza neurotransmissores endogenos do sistema
nervoso simpatico. Os neurotransmissores simpaticos sdo as catecolaminas adrenalina,
noradrenalina e dopamina, cujas estruturas quimicas se assemelham a da MA (Logan, 2002).

A MA ¢é um agonista indireto dos recetores de dopamina, noradrenalina e serotonina.
Face a sua semelhanca estrutural, a MA substitui as monoaminas nos transportadores,
nomeadamente no transportador de dopamina (DAT), no transportador de serotonina (5-
HTT), no transportador de noradrenalina (NAT) e no transportador vesicular de monoamina
(VMAT-2). O VMAT-2 encontra-se incorporado nas vesiculas, enquanto o DAT, NAT e 5-
HTT sdo proteinas integrais na membrana celular (Cruickshank et al., 2009).

A MA potencia efeitos ao nivel do SNC, que parecem estar relacionados com a
libertacdo de monoaminas das vesiculas para o0s terminais nervosos. Aparentemente, a
acentuada libertacdo da noradrenalina dos neurdnios noradrenérgicos € responsavel pelos
efeitos anoréticos e de alerta das anfetaminas, e juntamente com a libertacdo da dopamina dos
terminais dopaminérgicos € responsavel pelos efeitos estimulantes do sistema locomotor.
Doses elevadas de anfetaminas, que provocam a libertacdo de dopamina no sistema
mesolimbico e acentuam a libertacdo da serotonina nos neurdnios serotonérgicos, podem
ainda estar relacionadas com disturbios de percecdo. Assim, administracfes de altas doses de
metanfetamina levam a diminuicdo dos niveis cerebrais dos neurotransmissores
dopaminérgicos e serotonérgicos, bem como a reducdo da atividade das enzimas responsaveis

pela sua sintese, tirosina hidroxilase (TH) e triptofano hidroxilase (TPH), respetivamente
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(Logan, 2002). A longo prazo a MA causa destruicdo dos terminais dopaminérgicos e
serotonérgicos pre-sinadpticos, e pode causar morte neuronal, causando apoptose (Krasnova et
al., 2009).

A MA redistribui as monoaminas, das vesiculas para o citosol, através da reversdo da
funcdo da VMAT-2 e da disrupg¢do do gradiente de pH. A funcdo enddgena do DAT, SERT e
NAT é alterada, resultando na libertagdo de dopamina, noradrenalina e serotonina do citosol
para as sinapses. Estas monoaminas ficam entdo disponiveis para estimular os recetores pos-
sinapticos. Para além disso, a metanfetamina atenua o metabolismo das monoaminas inibindo
a monoamina oxidase (Cruickshank et al., 2009). Os circuitos dopaminérgicos principais do
SNC incluem as vias mesolimbica, mesortical e nigroestriatal (Wise, 2004). As regides
noradrenérgicas de particular interesse sdo encéfalo basal, hipocampo e cortex pré-frontal, que
esta envolvido nos processos cognitivos.

Vaérios sdo os fatores que adicionam complexidade na compreensdo dos efeitos dos
neurotransmissores sobre as monoaminas: 1) a existéncia de multiplos subtipos de recetores
para a dopamina, noradrenalina e serotonina, com distintas afinidades, de efeitos dos
segundos-mensageiros e diferente distribuicdo no SNC; 2) a comunicacdo das vias neuronais
entre si; 3) existéncia de efeitos periféricos (Cruickshank et al., 2009).

Os efeitos periféricos das anfetaminas sdo mais intensos com os levo-isomeros. Efeitos
da MA mediados por a-recetores, incluem midriase, contracdo da bexiga, vasoconstri¢ao
coronaria e dilatacdo do musculo bronquial. A ejecéo cardiaca aumenta, bem como a presséo

arterial e os niveis de glicose no sangue (Logan, 2002).

1.6.3. Farmacocinética da Metanfetamina

1.6.3.1.Vias de administracéo

A MA pode ser administrada sob diversas formas: ingestdo oral (p.o.), injecao
intravenosa (i.v.), inalacdo como vapor ou fumando-a sob a forma de cloridrato de
metanfetamina (Carvalho et al., 2012). A semi-vida no plasma é de aproximadamente 10h e
os efeitos agudos podem persistir até 8h ap6s uma unica dose moderada (Cruickshank et al.,
2009).

Tal como acontece com a via intravenosa, fumando MA atinge-se rapidamente o inicio

de acdo. A concentracdo maxima € atingida entre 1h a 2,5h, contra 3h p.o. (Schepers et al.,
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2003). Também a biodisponibilidade é significativamente maior para MA fumada quando

comparada com a administracdo oral (Carvalho et al., 2012).

1.6.3.2. Distribuicéo

A distribuicdlo da MA é semelhante a da anfetamina e aparentemente ndo é
influenciada pela via de administragdo. Num estudo realizado por Volkow (2010), ficou
demonstrado que a MA se acumula em diversos 6rgéos, principalmente pulmdes, figado e em
menor grau no cérebro e rins, apresentando, porém, variabilidade inter-individual (Volkow et
al., 2010).

1.6.3.3. Metabolizacéo

A metanfetamina € amplamente metabolizada no figado. A metabolizacdo pode
ocorrer via: 1) N-desmetilacdo para produzir anfetamina, catalisado pela CYP2D6; 2)
hidroxilacdo aromatica via citocromo P450 (CYP2D6), produzindo 4-hidroximetanfetamina;
3) B-hidroxilacdo para produzir noradrenalina. Numerosos metabolitos sdo formados a partir
destas vias, ndo contribuindo aparentemente para os efeitos clinicos. A anfetamina, vinda da
metabolizacdo de 30mg de MA, atinge niveis plasmaticos inferiores aos da droga ingerida. A

metabolizagcdo ndo parece ser alterada com a dosagem (Cruickshank et al., 2009).

1.6.3.4. Excrecgéo

A semi-vida de anfetaminas €, em grande medida, dependente do pH da urina, uma
vez que a excrecdo renal é a principal via de eliminacdo. Dado que estes farmacos sdo bases
fracas quimicamente, a excre¢do renal aumenta com a acidificacdo da urina e diminui com a
alcalinizacdo da urina. Por esta razdo, existe uma enorme variabilidade na semi-vida da
eliminacdo das anfetaminas e, muitas vezes, os consumidores ingerem bicarbonato para
prolongar o efeito da droga. A semi-vida da eliminacdo parece ser independente da via de
administracao (Carvalho et al., 2012).

Aproximadamente 70% da dose de MA é excretada na urina dentro de 24 horas apés a
administracdo. A metanfetamina € principalmente excretada inalterada (até 50% da dose) e

como 4-hidroximetanfetamina (15%) e anfetamina (10%). A metanfetamina
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tem uma semi-vida de eliminagdo de 25 h e acumula-se na urina com doses repetidas
(Cruickshank et al., 2009).

1.7. Neurotoxicidade

A exposicdo repetida a anfetaminas leva a danos dos axdnios dopaminérgicos e
serotonérgicos. Estes mecanismos ainda ndo sdo bem compreendidos. No entanto, a
seletividade do dano pode ser explicado pela oxidacdo da dopamina e serotonina citosolica em
6-hidroxidopamina e 5,6-dihidroxitriptamina, que podem oxidar proteinas e lipidos nos
neuronios ricos em dopamina e serotonina. Os danos neuronais induzidos pelas anfetaminas
localizam-se especialmente nos axonios e nos terminais.

A neurotoxicidade associada a MA no estriado esta relacionada com sintomas
psicoticos, défices de memoria e da coordenacdo psicomotora. Os sintomas psicéticos
encontram-se relacionados com a densidade diminuida do DAT no cdrtex frontal e com a
reducdo da densidade da 5-HTT (Cruickshank et al., 2009).

A neurotoxicidade causada pela metanfetamina pode dever-se a: 1) stress oxidativo
(formacdo de especies reativas ao oxigénio — ROS), 2) excitotoxicidade 3) disfuncdes
mitocondriais e 4) hipertermia (Sharma et al., 2007; Quinton et al., 2006).

Pensa-se que 0 aumento excessivo de DA intracelular, provocado pela administracao
da MA, possa levar a formacgéo de quinonas e espeécies reativas ao oxigénio (Michel e Heffi,
1990).

A excitotoxicidade esta relacionada com o glutamato, outro neurotransmissor cuja
libertacdo excessiva esta associada a morte neuronal. A excitotoxicidade € mediada pelos
recetores ionotropicos e metabotrépicos do glutamato que levam a um aumento dos niveis de
Ca” no interior da célula. Este aumento dos niveis de Ca** traduz-se na formag&o de radicais
livres e danos no ADN (acido desoxirribonucleico) (Quinton et al., 2006).

Descobriu-se que a MA causava disfun¢ées mitocondriais, uma vez que inibidores da
cadeia transportadora de eletrdes na mitocdndria, provocavam aumento nos danos incitados
pela MA, e que os substratos da metabolizacdo da energia pareciam atenuar essa toxicidade
causada pela MA (Quinton et al., 2006).

Por outro lado pensa-se que a hipertermia esta relacionada com a formacao radicais
livres, pois a hipertermia esta associada ao stress oxidativo (Sharma et al., 1999; Sharma et
al., 1997).
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Outro fator importante relativamente a neurotoxicidade causada pela MA, é o facto de

a administracdo da MA, causar neuroinflamacao, tal como qualquer agente agressor ao SNC.

2. Sistema Nervoso

2.1. Breve descri¢cdo anatémica

O sistema nervoso divide-se em sistema nervoso central e sistema nervoso periférico. O
sistema nervoso central consiste no encéfalo, tronco cerebral e na medula espinhal. J& o
sistema nervoso periférico é constituido por nervos sensitivos e motores e sistema nervoso
autobnomo..

Ao longo desta dissertagdo vamos focar-nos primeiramente no encéfalo.

O encéfalo é o centro do controlo para as demais tarefas corporais. E constituido pelo
tronco cerebral, o cerebelo, o diencéfalo ou cérebro intermédio e o cérebro hemisférico, ou
telencefalo.

O cérebro hemisférico encontra-se dividido em dois hemisférios. Cada hemisfério esta
dividido em lobos, designados pelos nomes dos 0ssos onde se situam. A substancia cinzenta
na superficie exterior do cerebro é o cortex e na profundidade do cérebro, encontram-se 0s
nacleos da base. Entre os ndcleos da base e o cortex encontra-se a substancia branca, ou
centro oval (Seeley et al., 2003).

O cortex, camada que reveste o telencéfalo, apresenta uma estrutura complexa, em que
0S neuronios estdo agrupados em camadas, num total de seis. Cada camada recebe aferéncias
especificas ou da origem a eferéncias especificas.

Um dos tipos de neurdnio é o piramidal, pois apresenta-se com uma forma triangular
(Mackay, 2011). As células piramidais tém dendritos espinhosos apicais e basais que se
ramificam nos planos vertical e horizontal, respetivamente. Sdo o neurdnio de projecdo do
cortex (Wong-Riley, 2003). Outro tipo de neurdnio é o granular

O cortex tem trés polos: cortex frontal, occipital e temporal (Wong-Riley, 2003). O
cortex frontal divide-se em: 1) &rea motora primaria ou cértex motor primario; 2) area pré-
motora e 3) cortex pré-frontal. A area motora primaria € responsavel pela motricidade

voluntéria, enquanto que a area pré-motora tem como funcdo integrar os atos motores. O
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cortex pré-frontal tem como principais funcdes o planeamento e andlise de agdes futuras,
estando envolvido com o comportamento (Seeley et al., 2003).

O cortex recebe os inputs monoaminérgicos através de trés vias: 1) via serotonérgica
dos nucleos da rafe na linha média do tronco cerebral; 2) via noradrenérgica do locus
coeruleus; 3) via dopaminérgica da area ventral tegumental do mesencéfalo (Figura 4). Elas
estdo envolvidos na atengdo, na excitagdo, no humor, na motivacdo e em outras funcdes

cognitivas complexas (Wong-Riley, 2003)

Figura 4. Vias monoaminérgicas: Via serotonérgica (A), Via noradrenérgica (B) e Vias dopaminérgicas (C). (Modificado
de Rang et al., 2012)

2.2. Cortex Frontal — efeitos da metanfetamina

Como referido anteriormente, a metanfetamina é um estimulante do sistema nervoso
central que atua mimetizando as monoaminas neurotransmissoras, tais como dopamina,
serotonina e noradrenalina. A MA exerce multiplos efeitos farmacoldgicos através de
diferentes processos moleculares (Barr et al., 2006). A metanfetamina, sendo um composto
pertencente a classe das anfetaminas, ndo apresenta diferencas relativamente a libertacdo da
dopamina no estriado, nas taxas de eliminagdo ou em qualquer outra propriedade
farmacocinética, quando comparada a anfetamina. Porém, a anfetamina produz um aumento
maior de libertacdo de DA no cértex frontal, comparativamente a metanfetamina, logo
também causa diferencas na memaria e na tolerancia comportamental (Sulzer et al., 2005).

Os mecanismos pelos quais a metanfetamina leva ao aumento das monoaminas séo: 1)

redistribuicdo das monoaminas das vesiculas sinapticas para o citosol; 2) transporte reverso
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através de transportadores de membrana plasmaética; 3) blogueio da atividade de
transportadores de monoaminas; 4) diminuicdo dos transportadores de dopamina na superficie
celular; 5) inibicéo da atividade da monoamina oxidase e 6) aumento da atividade e expressao
da enzima tirosina hidroxilase (Figura 5) (Barr et al., 2006).

A longo-prazo a MA causa deplecdes
dos niveis de DA, bem como dos seus
metabolitos, HVA e DOPAC, acompanhada
por alteragdes que indicam degeneracdo da
terminacdo neuronal, tal como astrogliose,
caracterizada pelo aumento da expressdo da
GFAP. Também ocorre a diminuicdo dos
niveis de TH e diminuicdo dos niveis
estriatais de serotonina (Quinton et al., 2006).

Estes efeitos foram verificados em varias

areas cerebrais, tais como cortex frontal

Figura 5. Mecanismos através dos quais a metanfetamina induz o aumento das (Travassos et al.,
monoaminas (especialmente a DA). Redistribuicdo das monoaminas através das

vesiculas sinapticas para o citosol (1), blogueio da atividade dos transportadores das 2011; O’Callaghan e
monoaminas (2), diminuicdo da expressdo de transportadores na superficie celular (3), . .
inibicio da atividade da MAO (4) e aumento da atividade e exbressio da TH (5). Miller 1994) e estriado

(Pereira et al., 2012; Kitamura et al., 2010; Brennan et al., 2010).

2.2.1. A dopamina

A dopamina é um neurotransmissor cuja distribuicdo ¢ mais abundante no estriado
porém, altas concentracfes existem também no cértex frontal. Este neurotransmissor esta
relacionado com distdrbios cerebrais (esquizofrenia, doenca de Parkinson e défice de
atencdo), bem como com a dependéncia a drogas.

A dopamina € sintetizada a partir da conversdo da tirosina para dopa, seguindo-se uma
descarboxilacdo para formar dopamina. Apds a libertacdo da DA dos terminais nervosos, ela é
amplamente recuperada por um transportador de dopamina — DAT. A sua metabolizacdo é

feita através da monoamina oxidase, que a converte em acido dihidroxifenilacético (DOPAC),

14



Influéncia do exercicio fisico na neurodegenerescéncia causada pela metanfetamina
no cortex frontal do murganho

sendo este transformado em é&cido homovanilico (HVA) pela catecol-O-metiltransferase
(COMT).

As vias dopaminérgicas sdo: 1) via nigroestriatal, cuja funcdo é o controlo motor; 2)
via mesolimbica; 3) via mesocortical, que em conjunto com a via mesolimbica apresentam
efeitos comportamentais; 4) via tuberoinfundibular, que tem como funcéo controlo enddcrino
(Rang et al., 2012)

2.2.2. A serotonina

A serotonina é um neurotransmissor que esta envolvido em varios processos
fisiolégicos tais como, sono, apetite, termorregulacdo, percecdo da dor. Para além dos
processos fisiologicos, a 5-HT também estd relacionada com a depressdo, distdrbios
obsessivo-compulsivos, esquizofrenia e abuso de drogas.

A serotonina é sintetizada a partir da conversao do triptofano pela enzima triptofano-
hidroxilase em 5-hidroxitriptofano que posteriormente é descarboxilado. Apos a sua
libertacdo € recaptada para o neuronio através de um transportador. A sua metabolizagdo é
efetuada através da MAO, que a converte em acido 5-hidroxiindolacético (5-HIAA) (Rang et
al., 2012).

Desta forma, podemos dizer que a MA provoca alteracGes nos sistemas dopaminergicos e

serotonérgicos. Essas alteragdes ocorrem em varias zonas cerebrais.

3. Neuroproteccao

A morte neuronal é uma das forcas que moldam o desenvolvimento do sistema
nervoso central. Os neuronios estabelecem contacto com os seus alvos e refinam-no durante
toda a sua vida. Para alcancarem o objetivo de formarem e manterem a arquitetura funcional
dos neurdnios, a morte neuronal é cautelosamente regulada durante o desenvolvimento e
estritamente mantida sob controlo nos sistemas adultos. Assim, 0s neurénios que ndo
conseguem manter a maioria das suas conexdes sinapticas, ndo apresentam qualquer
vantagem em existirem e por isso sdo extintos. No sistema nervoso maturo a maioria dos
neurdnios sdo células pos-mitoticas e ndo sdo facilmente renovaveis. Por esta razdo, a morte

celular nos sistemas nervosos centrais de adultos é um fenémeno bastante mais severo do que
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na maioria dos tecidos: o nimero de neurénios num adulto é dependente da sobrevivéncia
neuronal, e o seu declinio em idades mais avangadas € um evento de extrema importancia.

Para além disso o aumento da morte neuronal decorrente de agressées é também um
enorme fator de risco nos distlrbios neurodegenerativos e o envelhecimento € outro fator de
risco que causa neurodegenerescéncia (Repici et al., 2007).

O processo neurodegenerativo € caracterizado por uma perda progressiva funcional ou
estrutural dos neuronios, levando a morte neuronal. Varias sdo as vias que levam a morte
neuronal, no entanto as vias mais importantes sdo a necrose, apoptose e a autofagia de células
mortas.

Lacovelli et al (2006), propuseram que a neurotoxicidade induzida pelas anfetaminas e
os distirbios degenerativos partilham uma série de passos nos seus mecanismos de acdo
envolvendo o sistema da ubiquitina-proteassoma.

Por exemplo a doenga de Parkinson, uma doenca neurodegenerativa, apresenta
semelhancas com a neurotoxicidade induzida pela metanfetamina, tais como disfuncéo
mitocondrial, excitotoxicidade, neuroinflamacéo e o stress oxidativo (Schapira e Jenner, 2011;
Schapira, 2008; Tansey et al., 2007). O envelhecimento parece estar relacionado com
disfun¢des mitocondriais (Trifunovic et al., 2004).

Podemos entdo inferir que as mitocondrias estdo intimamente relacionadas com a
neurodegeneragéo.

As mitocondrias sdo organelos celulares cuja funcdo € a de converter oxigénio e
nutrientes em ATP (adenosina trifosfato — energia) através da fosforilacdo oxidativa, para a
célula. O tecido nervoso pode conter mais de mil mitocondrias por ser metabolicamente ativo
(Seeley et al., 2003). A fosforilagdo oxidativa € um processo bastante importante a
sobrevivéncia celular, no entanto causa espécies reativas ao oxigénio, logo stress oxidativo.
Assim, a formacdo de ROS através da mitocondria e a sintese de ATP, estdo intimamente
ligadas.

Desta forma o termo neuroproteccdo significa um conjunto de tratamentos cujo
objetivo é proteger o tecido nervoso contra eventos celulares adversos induzidos pela reducéo
do fornecimento de oxigénio, de glicose ou de ambos. Os neurdnios apresentam uma enorme
necessidade de energia par o desempenho das suas fungbes, no entanto a sua reserva de
energia € limitada, pois praticamente que ndo armazenam substratos energéticos. A faléncia
da energia celular ameaca a sobrevida das células de trés modos: 1) na auséncia de reservas
adequadas de energia, 0 metabolismo recorre a glicose anaerobia, produzindo acidose lactica;

2) a faléncia de energia causa rutura do equilibrio i6nico, originando maiores concentracdes
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intracelulares de sddio, cloro e do ido célcio; 3) as estruturas celulares sofrem um desarranjo
devido ao consumo de ATP e aumento da concentracdo de Ca** (Sreedhar e Gadhinglajkar,
2003).

Eventos que levam a neurodegenerescéncia podem ser entdo travados com o auxilio de

agentes neuroprotetores.

1.1.Agentes neuroprotetores farmacolégicos

Conhecem-se aproximadamente oitenta categorias de agentes neuroprotetores. Alguns
exemplos encontram-se na Tabela 2. Entre elas temos a proteina neuroprotetora de atividade
dependente (ADNP), que é uma proteina essencial para o funcionamento cerebral.
Providencia neuroproteccdo contra uma enorme variedade de agressdes citotoxicas. Analogos
da adenosina sdo também agentes neuroprotetores, uma vez que a adenosina € um
neuromodulador inibitério. Considera-se que a adenosina seja a ligagcdo entre a energia
cerebral e a sinalizacao sinaptica. Os anti depressores, que se pensa induzirem a neurogénese,

sdo outra categoria de agentes neuroprotetores farmacologicos (Jain, 2011).

Tabela 2. Exemplos de agentes neuroprotetores (Adaptado de Jain 2011)

Categoria Exemplos

Anti depressores Todas as categorias

Agentes anti- Acido acetilsalicilico (aspirina);

inflamatérios Nimesulida (inibidor COX-2);
Antagonistas da Interleucina-1;

Inibidores de apoptose Dopamina, noradrenalina; litio;
acidos gordos 6mega-3 (DHA);

Antioxidantes Flavonoides, acido ascdrbico (vit.
C), beta-caroteno;

Estimulantes do SNC Modafinil

Terapia celular Transplantes celulares: Células

estaminais neuronais; células
estaminais adultas;

Hormonas e recetores Corticosteroides, estrogénios,
relacionados insulina, progesterona
Inibidores da MAO-A Lazabemida

e MAO-B

Fatores neurotréficos BDNF; FGF; AGF-1

Para além de agentes neuroprotetores de origem farmacoldgica, existem outros tipos

de agentes neuroprotetores como € o caso da hipotermia e o exercicio fisico.
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4. Exercicio fisico

O sedentarismo aumenta o risco de grande parte de doencas relacionadas com o
envelhecimento, tais como doenca cardiovascular, diabetes e cancro. Logo, a préatica regular
de exercicio fisico pode reduzir o risco dessas doencas (Mattson, 2000).

Jankowsky e Patterson (1999) mostraram que o aumento de alguns fatores
neurotréficos, especialmente o fator neurotrofico derivado cerebral (BDNF), exercem
beneficios na plasticidade sinaptica e, por isso, facilitam a aprendizagem e memaria. Sabe-se
também que o exercicio fisico aumenta os niveis de BDNF (Ollif et al., 1998; Radak et al.,
2006), logo beneficia a aprendizagem e memoria.

Para além destes beneficios, o exercicio fisico regular aparenta diminuir os niveis de
ROS (Radak et al., 2006). Segundo Radak et al., (2001) o exercicio apresenta ainda, efeitos
favoraveis na funcdo cardiovascular, fungdo cognitiva, no aumento do crescimento capilar,
aumento das conexdes dendriticas. Logo existe a sugestdo de que o exercicio fisico podera
promover a funcdo cerebral. O atraso no declinio cognitivo relacionado com a idade e a
reducdo do risco de neurodegeneracdo sdo caracteristicas favoraveis resultantes do exercicio,

que desempenha um importante papel na depressdo (Cotman et al., 2007).

4.1. Efeitos neuroprotetores do exercicio fisico

Ha muito tempo que se sabe que a pratica de exercicio fisica € benéfica, pois resulta
em diversas adaptacdes organicas, face a exigéncia metabdlica durante o estado de atividade
que esta aumentada. Essas adaptacGes melhoram a salde fisica e mental do praticante. A
atividade fisica regular é considerada agente stressante e influencia diversos processos
corporais através de mecanismos neuro-hormonais que sdo dependentes do tipo, intensidade,
tempo de duracéo, nivel de condicionamento e bio-individualidade (Ferreira et al., 2001).

Mattson (2000) sugere que a pratica de exercicio fisico, associada a outros fatores,
como a restricdo na dieta e a atividade mental, promovem a atividade neuronal e o stress
celular, que levam a producdo de fatores neurotréficos e proteinas de stress. Esta producao de

fatores neurotréficos desencadeia a proliferacdo e sobrevivéncia das células estaminais
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neuronais, que por sua vez, provoca resisténcia ao envelhecimento e a agressoes, aumentando
a plasticidade sinaptica.

A formacdo de ROS € necessaria a processos bioldgicos, no entanto torna-se
potencialmente perigosa se atingir concentrac@es elevadas (Radak et al., 2004). Estas espécies
reativas ao oxigénio e danos oxidativos aos lipidos, proteinas e ADN, pensa-se estarem
associados, ou serem causadores do envelhecimento e de varias doengas cerebrais (Mattson,
2002). Sabe-se, no entanto, que a atividade fisica pode, dependendo da intensidade e duracdo
aumentar a formacdo de ROS, o que contraria a teoria de que o exercicio fisico protege contra
a neurodegenerescéncia causada pelas ROS. Porém, Radak et al., 2005 propde que este efeito
paradoxal, se deve ao facto de o exercicio fisico promover a formagdo de ROS a um nivel que
poderd causar danos significativos, mas toleraveis, que poderdo por sua vez induzir
adaptacOes benéficas que poderdo proteger contra subsequentes agressoes.

Um outro mecanismo pelo qual se pensa que o0 exercicio podera ser neuroprotetor,
deve-se ao facto de o exercicio fisico potenciar a sintese e libertacdo de neurotransmissores,
como a DA (Meeusen et al., 1997).

Em suma, a pratica de exercicio fisico podera ser neuroprotetora, na medida em que
aumenta os niveis de fatores neurotroficos, aumenta a proliferacdo de células estaminais
neuronais, aumenta os niveis de DA e induz alteracbes adaptativas relativamente a

concentracdo de ROS.

4.2.Caracterizacao de modelos animais de exercicio

As espécies mais frequentemente utilizadas em estudos de exercicio sdo 0s ratos e 0s
murganhos, por isso as modalidades de exercicio aqui abordadas serdo as utilizadas nestas
duas espécies de roedores. Os tipos exercicio utilizados nestas duas espécies sdo: a corrida em
treadmill, a natacdo e corrida voluntaria nas rodas.

A corrida em treadmill, consiste numa forma de exercicio induzido, tal como a
natacdo, estes tipos de exercicio causam stress. Ja a corrida voluntaria em roda, tal como o
nome indica é uma forma de exercicio voluntario. A corrida em treadmill apresenta vantagens
relativamente aos outros dois tipos de exercicio (natacéo e corrida voluntaria nas rodas), pois
permite ao investigador controlar minuciosamente o nivel de esforco e torna-lo uniforme para
todos os animais em estudo. Para além disso, tanto a duracdo da sessdo, como a intensidade

de exercicio podem ser manipuladas. Um grande inconveniente no uso desta modalidade de
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exercicio prende-se com o facto de os animais serem manipulados pelo investigador,
causando stress e 0 uso de estimulos aversivos para 0s encorajar a correr. Por outro lado,
também o preco do treadmill torna-se uma desvantagem, relativamente a natacdo que é a
modalidade menos dispendiosa. Esta modalidade, requer a vigilancia constante do
investigador, assim como a natagéo.

A natacdo apresenta desvantagens, sendo que a principal prende-se com o facto de o
investigador ter que estar sempre atento a comportamentos ndo-natatorios (flutuar), bem como
a afogamentos, para além disso investigadores defendem que pela natacdo ndo existe
consenso relativamente ao ponto de exaustdo do animal.

Quanto a corrida voluntaria em roda, a grande vantagem que apresenta é que o animal
se exercita quando quer e a velocidade que escolher. Apresenta ainda a vantagem de que 0
investigador ndo necessita estar presente, caso exista um sistema de monitorizacdo (Kregel et
al., 2006).

4.3.Impacto do exercicio fisico no cortex frontal

Como referido anteriormente, o exercicio fisico promove o aumento de fatores
neurotroficos, especialmente o BDNF, que parece estar relacionado com a aprendizagem e
memoria (Ollif et al., 1998; Radak et al., 2006).

ApoOs a pratica de atividade fisica existe uma diminuicdo da atividade cortical frontal
(Schneider et al., 2013).

Kleim et al., 2002 mostraram que apds 0 exercicio existe um aumento dos vasos
sanguineos que podera induzir angiogénese no cortex motor.

Merino et al., 2001, verificaram um aumento nos niveis de 5-HT com a prética de

exercicio intenso no cortex frontal.
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1. OBJETIVOS
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O presente estudo teve como objetivo identificar um possivel efeito neuroprotetor
sobre os sistemas dopaminérgico e serotonérgico corticais da pratica de exercicio fisico em
treadmill, recorrendo-se para o efeito a um modelo de neurotoxicidade, induzida pela

administragdo de uma Unica injecdo de metanfetamina (30mg/kg) em murganhos C57BL/6.

Com o intuito de atingir tal objetivo geral, foram elaborados os seguintes objetivos
especificos, em animais com ou sem um programa de treino estruturado de exercicio fisico,
sendo posteriormente tratados com metanfetamina:

X2 Avaliacdo da expressdo de proteina glial fibrilar acida - GFAP (marcador
astrocitario) e da expressdo da tirosina hidroxilase — TH (marcador de neurdnios

dopaminérgicos), recorrendo ao método Western Blot;

X Quantificacdo dos niveis da dopamina, e seus metabolitos, e da serotonina,
através da técnica de HPLC-ED (high performance liquid chromatography with

electrochemical detection);

Assim, e de acordo com o supracitado, o principal objetivo deste estudo foi delinear
uma estratégia de protecdo contra a neurotoxicidade através da pratica do exercicio fisico em

treadmill.
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lIl.  MATERIAIS E METODOS

23



Influéncia do exercicio fisico na neurodegenerescéncia causada pela metanfetamina
no cortex frontal do murganho

1. Animais

Neste estudo foram utilizados 24 murganhos machos, de estirpe C57BL/6, com 12
semanas, provenientes de Charles River Laboratories Inc. (Barcelona — Espanha). Esta estirpe
foi selecionada relativamente a outras pois estes animais sdo facilmente manipulaveis e
apresentam facilidade na adaptacéo ao treino em treadmill (De Lira et al., 2008).

Também o facto de serem jovens foi relevante, pois sabe-se que ratinhos jovens
apresentam um melhor desempenho fisico comparativamente aos de mais idade (Pagala et al.,
1998).

Os animais foram divididos por 4 gaiolas e mantidos sob condi¢cdes ambientais
controladas no biotério da Faculdade de Medicina da Universidade de Coimbra (Humidade,
50 + 10%; Temperatura 21 + 1°C; Ciclo de luz, 12/12horas — 8h as 20h). A agua e a racao
foram fornecidas ad libitum. Os murganhos passaram por um periodo de adaptacdo ao
biotério, onde foram mantidos durante 3 dias, antes de se dar inicio ao procedimento
experimental.

O processo experimental foi realizado em conformidade com as orientacbes da
Comunidade Europeia (86/609/CEE), bem como, com as Normas Técnicas de Protecdo dos
Animais Utilizados para Fins Experimentais e Outros Fins Cientificos (Portaria n® 129/92, 6
de Julho). Foram efetuados todos os esforgos para minimizar o sofrimento animal e para

reduzir o nUmero de animais utilizados.

2. Treadmill / Tapete rolante

Neste procedimento foram usados
dois treadmills (modelos LE8700 e LE
8706, Panlab, s.l., Barcelona, Espanha) com
algumas adaptacGes, uma vez que estes
modelos sdo apropriados para ratos e ndo

para murganhos. Assim, dividimos cada

corredor a0 meio com uma placa de

Figura 6. Treadmills utilizados neste estudo (Fotografia

acrilico. o que tornou possivel que onde obtida no Laboratorio de Farmacologia e Terapéutica
' Experimental da Faculdade de Medicina da Universidade de

originalmente corria um rato pudessem Coimbra).

correr dois murganhos. Os treadmills apresentavam assim 6 corredores, possibilitando todos
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0s animais do mesmo grupo correrem simultaneamente. A divisdo dos corredores foi
efetuada de forma a que os murganhos tivessem espaco suficiente para se movimentarem,

sem tocarem nas paredes do treadmill.

3. Protocolo experimental

3.1.Divisao dos Animais

Os murganhos foram divididos aleatoriamente por quatro grupos: 1) Controlo - Salino
+ Sedentario (SAL + SED); 2) Metanfetamina + Sedentario (MA + SED); 3) Salino +
Exercicio (SAL + EX) e 4) Metanfetamina + Exercicio (MA + EX).

3.2. Adaptacéo ao treadmill

Os murganhos pertencentes aos grupos do exercicio (SAL + EX e MA + EX)
passaram por um periodo de adaptacdo ao treadmill, cujo principal objetivo foi prepara-los
para o protocolo de exercicio. Porém, este periodo permitiu ainda minimizar o stress dos
animais que poderia interferir com o desempenho do exercicio. Desta forma os animais foram
adaptados a0  ambiente
envolvente do treadmill (De
Lira et al., 2008).

Assim, durante duas

Periodo de Treino/Adaptacio ao Treadmill

TR1 | TR1 | TR2 | TR2 | TR2| D | D TR3 | TR3 TR3 TR4 TR4 D | D

. . Legenda:
semanas (cinco dias por

- Trl: Velocidade — 20 cm/seg: 20 minutos

Semana), 0S murganhos -Tr: Velocidade — 20 cm/seg - 5 minutos: 25 cm/seg - 20 minutos:; 20 cm/seg —
5 minutos
. -Tr3: Velocidade — 20 cm/seg — 5 minutos: 30 cm/seg — 20 minutos; 20 cm/seg —
foram sendo submetidos a s minatos ** ¥ 38
. . - Tr4: Velocidade — 20 cm/seg — 5 minutos; 30 cm/seg— 30 minutos; 20 cm/seg—
treinos com dificuldade 5 minutos

t  -D—Descanso;

crescente até atingirem a
velocidade e o tempo utilizado Figura 7. Protocolo de adaptagdo ao treadmill.

no protocolo de exercicio.
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De cada vez que os animais eram colocados no aparelho, 0 mesmo encontrava-se
desligado. Apenas, apds 0s animais estarem colocados no aparelho, o tapete rolante era ligado
a velocidade minima (5cm/seg). Desta forma, a velocidade iria aumentando gradualmente
(cerca de 1cm/seg, por segundo) até atingirmos a velocidade pretendida. Também apds 0s
animais correrem o tempo pretendido a velocidade ia sendo diminuida gradualmente até a
velocidade minima do aparelho e s6 entdo o treadmill era desligado. Este procedimento
evitava lesBes, pois consistia num pequeno aquecimento antes do exercicio/treino e num

arrefecimento ap6s o mesmo (Petzinger et al., 2007, Gorton et al., 2010).

3.3.Protocolo de Exercicio

Apo0s o periodo de adaptacao ao treadmill, os animais dos grupos SAL + EX e MA +
EX foram submetidos a cinco dias de exercicio por semana durante oito semanas. O exercicio
foi feito no periodo das manh&s e sempre a mesma hora. Os animais foram colocados em
namero de seis (um grupo de cada vez) nos treadmills. Assim, os grupos do exercicio foram
submetidos a um treino diario, de acordo com o seguinte: 1) 5minutos de aquecimento a
20cm/seg, 2) corrida durante 30minutos a 30cm/seg, e 3) bminutos de arrefecimento a
20cm/seg. A inclinacdo do treadmill foi sempre 0%. Os murganhos foram estimulados
manualmente. Os choques elétricos ndo foram usados como reforco negativo, pois estes
teriam acrescentado stress, que ndao € normalmente associado com o exercicio (Rosa et al.,
2008).

Protocolo de exercicio

Ex EX E EX = U L EX E EX E EX U U = Ex E = E L

Legenda:

¢ -Ex:Velocidade— 20 em/seg— 5 minutos; 30 cm/seg — 30 minutos;
¢ 20 cm/seg— 5 minutos
i -D—Descanso;

Figura 8.Protocolo de exercicio para os animais dos grupos SAL +EX e MA + EX.

Os animais pertencentes aos grupos sedentarios correram apenas uma vez por semana,

durante 10minutos & velocidade minima. Desta forma os animais foram também,
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manipulados, expostos ao barulho do motor, a vibracdo, a textura do tapete rolante e a
privacdo de 4gua e comida durante o periodo de corrida.

Ap0s cada sessdo de exercicio os animais foram cuidadosamente inspecionados, com o
objetivo de pesquisar algum tipo de lesdo fisica subjacente ao exercicio como, por exemplo,
hemorragias, diarreias ou comportamentos anormais, que eventualmente pudessem interferir
com os resultados. Nenhum animal foi excluido por causa destes problemas.

No fim do protocolo de exercicio os animais repousaram um dia antes da

administragdo do farmaco.

3.4. Administracgédo da metanfetamina

Neste estudo o farmaco utilizado foi a metanfetamina. Foi-nos dada permisséo para
importar o clorohidrato de metanfetamina, que foi adquirido através da Sigma-Aldrich (St.
Louis, MO, USA), pelo INFARMED, Portugal (Autoridade Nacional do Medicamento e
Produtos de Saude I.P.). Foi entdo preparada a solucdo de metanfetamina para administrar aos
murganhos com uma concentragdo de 3mg/ml.

Os murganhos pertencentes aos grupos da
metanfetamina (MA + EX e MA + SED) foram
pesados e 0s seus pesos foram registados. Apos
pesagem, 0s animais foram administrados com uma
Gnica injecdo intraperitoneal de metanfetamina
(30mg/kg), pois sabe-se que esta dose € neurotoxica
(Travassos et al., 2011).

Relativamente aos animais dos grupos da

solucdo salina (SAL + SED e MA + SED), seguiram

Figura 9. Administragdo intraperitoneal do

farmaco (Fotografia obtida no Biotério da 0 mesmo procedimento a excecdo da administracao
Faculdade de Medicina da Universidade de
Coimbra). do farmaco.

A estes grupos foram administrados 250ul de uma solucéo salina (NaCl 0,9%).
Apos a injecdo de todos os animais, 0s mesmos foram sendo observados as Oh, as 1h e

as 3h apos injecéo.

27



Influéncia do exercicio fisico na neurodegenerescéncia causada pela metanfetamina
no cortex frontal do murganho

3.5.Sacrificio dos animais e isolamento do cértex frontal

Trés dias ap6s a injecdo, 0s animais
foram sacrificados por deslocamento cervical e
decapitados. Os cérebros foram rapidamente
removidos e dissecados em gelo. Procedeu-se ao
isolamento do cértex frontal com base nas
coordenadas descritas para o0 cérebro do
murganho (Paxinos e Franklin, 2004). As

amostras foram imediatamente congeladas em A
azoto Il’quido e guardadas a -80°C até serem Figura 10. Isolamento do cdrtex frontal (Fotrafia

tirada no Laboratério de Farmacologia e Terapéutica
usadas. As areas do hemisfério esquerdo foram Experimental da Faculdade de Medicina da

. L . Universidade de Coimbra).
utilizadas para a avaliacdo da expressdo das
proteinas GFAP e TH por Western Blot e as areas do hemisfério direito foram usadas para a
determinacdo dos niveis de monoaminas e dos seus metabolitos por cromatografia liquida de

alta pressdo com detecéo eletroquimica (HPLC —ED) (Travassos et al., 2011).

4. Quantificacdo da expressdo de TH e GFAP por Western Blotting

A analise dos niveis de TH e de GFAP foi feita a partir da técnica de Western blot. O
hemisfério esquerdo do cortex foi homogeneizado em 400ul de tampédo de lise RIPA (150
mM NaCl; 50 mM Tris-HCI pH=8,0; 5 mM EGTA; 1 % Triton X-100; 0.5% DOC; 0.1 %
SDS) complementado com uma mistura de inibidores de proteases (1 mM fluoreto de
fenilmetilsulfonilo (PMSF), 1 mM ditiotreitol (DTT), lug/mL quimostatina, 1 ug/mL
leupeptina, 1 pg/mL antipaina, 5 pg/mL pepstatina A (Sigma-Aldrich, Sintra, Portugal)). A
mistura de inibidores de proteases foi adicionada ao tampéo de lise imediatamente antes de
usar. O tecido foi homogeneizado por ultra-sons (3pulsos de 15segundos). Posteriormente, 0s

lisados foram centrifugados a 13000 rpm, durante 15 minutos a 4°C (Simdes et al., 2007).
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O sobrenadante (extrato total) foi recolhido e conservado a -80°C. A concentragédo de
proteina total foi determinada através do método de 4&cido bicinconinico (BCA -
Thermoscientific®) (Smith et al., 1985).

As amostras foram desnaturadas por fervura a 95°C, durante 5 minutos em solugéo
desnaturante 6x (Tris-HCI, 0,5M, pH 6,8; SDS (dodecil sulfato de sédio) 10% (m/v); glicerol
30% (v/v), DTT 0,6M, azul de bromofenol 0,01% (m/v)) e separadas, por electroforese, em
geles de poliacrilamida em condi¢fes desnaturantes, na presenca de lauril sulfato de sodio
(SDS) de acordo com Laemmli (1970). Os geles de separagdo foram preparados com 10 % de
Bis acrilamida. Na eletroforese usou-se um tamp&o com Tris base 125 mM, glicina 100 mM e
SDS 0,5 % (m/v), pH 8,3. Seguidamente, as proteinas foram transferidas do gel de
poliacrilamida para membranas de difluoreto de polivinildieno (PVDF) (Immobilon PVDF

transfer membranes 0.45 pum, Millipore) ' B a

previamente ativadas em metanol, por
eletrotransferéncia. A transferéncia ocorreu
durante 90min a 110V, em gelo. A
composicdo do tampdo usado na

eletrotransferéncia foi a seguinte: CAPS

100mM, pH 11; metanol 20 % (v/v). Depois Figura 11. Eletrotransferéncia (Fotografia tirada no
Laboratorio de Farmacologia da Faculdade de Medicina da

da transferéncia, as membranas foram Universidade de Coimbra).

blogueadas com solucdes 5 % (m/v) de leite magro em PBS-T [(Tween 20 0,1 % em tampéo

fosfato (NaCl 136,8mM, KCI 2,6mM, Na2HPO4.2H20 12,7mM e KH2PO4 1,8mM; pH 7,4)]

durante 1h, sob agitacdo a temperatura ambiente, para detecdo de TH e bloqueadas em

solucgdes de 1% (m/v) de BSA (Bovine serum albumin - ) em PBS-T, para detecdo de GFAP.

As membranas foram posteriormente incubadas com os anticorpos primarios (ver tabela)

preparados numa solucao 5 % (m/v) de leite magro em PBS-T, a exce¢do do anti - GFAP que

foi preparado numa solucédo 1% (m/v) de BSA em PBS-T , durante a noite a 4°C.

Ap0s incubacdo com o anticorpo primario, as membranas foram lavadas durante 60
minutos (6 x 10 minutos), com solucdo PBS-T sob agitacdo e incubadas a temperatura
ambiente, durante uma hora, com o respetivo anticorpo secundario conjugado com fosfatase
alcalina (Tabela 2) preparado em 5 % (m/v) de leite magro em PBS-T. Apos ter-se dado a
reacdo com o ECF (Enhanced chemifluorescence — GE Healthcare Life sciences) as
membranas foram reveladas no detetor Fluorescent Image Analyzer Typhoon FLA 900 (GE

Healthcare Bio-sciences).
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Depois de uma nova série de lavagens com 0,5% de PBS-T e para confirmar a carga
igual de proteina e transferéncia das amostras, as membranas foram re-incubadas overnight
com anticorpos anti-p-tubulina ou anti-GAPDH para TH e GFAP, respectivamente.

A densidade relativa de cada banda foi normalizada contra o da p-tubulina ou GAPDH
e quantificada em unidades arbitrarias pelo software ImageQuant 5.0 (Molecular Dynamics).
Cada blot foi repetido trés vezes (Zhang et al., 2012).

Os resultados foram expressos como percentagens de controlo (SAL + SED) e

apresentados como média £ EPM.

Tabela 3. Anticorpos primarios e secundarios utilizados na analise por Western Blotting
ANTICORPOS PESO MOLECULAR  LOADING DILUICAO REFERENCIA COMPANHIA

(kDa) (ML)

Mouse anti-GFAP 50 10 1:1000 IFO3L Milipore

Mouse anti-TH 62 10 1:2000 MAB318 Milipore

Mouse anti- 34 = 1:2000 Ab-9484 Abcam

GAPDH

Mouse anti-p- 55 - 1:20000 T7816 Sigma Life

Tubulin sciences
Goat anti-mouse = = 1:5000 A 3582 Sigma Life

sciences

5. Determinacdo dos niveis de monoaminas e dos seus metabolitos por
HPLC-ED

Para a quantificacdo dos niveis de DA, dos respetivos metabolitos — DOPAC e HVA e da
5-HT, utilizou-se um método de cromatografia liquida de alta pressdo (HPLC) de fase reversa
com detecdo eletroquimica (amperométrica) (Morgadinho et al., 2004). O equipamento
utilizado inclui uma bomba Gilson (modelo 307), um auto-injetor Gilson (modelo 234; loop
50pul), um detetor Gilson (modelo 142) e software v5.11.

Apos o sacrificio dos animais e concluida a colheita da regido cerebral em estudo — o
cortex frontal- as amostras foram homogeneizadas em acido perclérico 0,2 M. Os
homogeneizados foram centrifugados (13.000 rpm durante 7 minutos, 4° C) e filtrados com

microfiltros 0,22 pum Nylon (Spin-X® Centrifuge Tube Filter, Costar) a 10.000 rpm, durante 4

minutos (4° C). Os pellets foram ressuspensos em NaOH 1M e utilizados para a quantificacdo da
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proteina, por método BCA e leitura pelo método ELISA. Os sobrenadantes e os pellets foram
armazenados a -80°C.

Para a separacdo e
quantificacdo das diferentes
monoaminas utilizou-se
uma coluna ODS 2 Waters
Spherisorb® (4.6 x 250
mm; tamanho das particula:
5 um). A fase movel,
desgaseificada e filtrada, foi

constituida por acetato de

Figura 12. Sistema de HPLC utilizado neste estudo para a quantificacio de sodio trihidratado (0,1 M),
monoaminas (Fotografia tirada no Laboratério de Farmacologia e Terapéutica .. L. .
Experimental da Faculdade de Medicina da Universidade de Coimbra). acido citrico monohidratado

(0,2M), octilsulfato de sodio (0,5 mM), EDTA (0,15 mM), trietilamina (1 mM) e metanol
(10 %) (pH 4,5). O fluxo foi de 1 ml/minuto e a sensibilidade foi mantida a 2nA/V. Os
tempos de retencdo obtidos estdo apresentados na tabela 3.

Tabela 4. Tempos médios de retencdo das monoaminas.

Monoaminas Tempo médio de retencdo (minutos)
DOPAC 6,69
DA 9,03
HVA 16,4
S-HT 25,3

A concentracdo das monoaminas em cada amostra foi calculada tendo como referéncia curvas

padrdo de cada monoamina. Os resultados foram apresentados em ng/mg de proteina.

6. Processamento dos dados e analise estatistica

Os resultados foram expressos como média + erro-padrdo da média (EPM) e a
significancia estatistica foi avaliada pelo one-way analyses of variance (ANOVA) seguido

pelo post-hoc Bonferroni multiple comparison (GraphPad Prism 5.00.288) e pelo teste t-
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student ndo emparelhado em que *,p<0.05; **,p<0.01 e *** p<0.001 e #,p<0.05; ##,p<0.01 e
###,p<0.001 comparando com o grupo controlo (SAL + SED). .
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IV. RESULTADOS

33



Influéncia do exercicio fisico na neurodegenerescéncia causada pela metanfetamina
no cortex frontal do murganho

1. Niveis corticais de dopamina (DA), dos seus metabolitos (DOPAC, HVA)
e expressdo de TH

A figura 13 ilustra os teores de DA, DOPAC, HVA e TH do cortex frontal dos 4
grupos experimentais sacrificados trés dias ap6s a administragdo do farmaco em estudo,
sequencialmente ao exercicio fisico.

A MA provocou uma deplecéo significativa de DA relativamente ao grupo controlo
(SAL + SED) nos grupos sedentérios. O exercicio fisico ndo preveniu esta diminui¢do dos
teores totais corticais de DA. Com efeito, essa deplecdo é visivel tanto no grupo MA + SED
(= 60%) como no grupo MA + EX (= 75%). O exercicio ndo provocou alteracfes nos teores
de DA no grupo salino. De forma consistente, a MA também induziu deple¢Bes nos niveis
corticais dos metabolitos da DA (DOPAC e HVA). Relativamente ao DOPAC houve
deplecdo deste metabolito no cortex frontal nos grupos sedentario e submetidos a exercicio
injetados com metanfetamina (MA + SED e MA + EX; 30% e ~ 50%, respectivamente), em
relagio ao grupo controlo (SAL + SED). O exercicio fisico produziu um aumento
estatisticamente significativo dos teores totais no grupo SAL + EX, quando comparado com o
controlo (SAL + SED, = 27%). Finalmente, quanto aos niveis de HVA, também se observou
uma diminuicéo estatisticamente significativa dos teores totais deste metabolito pds-sindptico
nos dois grupos administrados com MA, relativamente ao controlo (SAL + SED): o grupo
MA + SED apresentou uma deplegdo de = 38% e 0 grupo MA + EX apresentou uma deplecdo
de = 62%. O exercicio fisico ndo provocou alteragdes nos teores de HVA no grupo salino. O
exercicio fisico ndo s6 ndo preveniu a acao neurotoxica da metanfetamina nos terminais
dopaminérgicos como ainda potenciou esta acdo deletéria. De facto os valores da DA e dos
seus metabolitos no grupo MA + EX sdo significativamente menores do que os valores
obtidos nos animais em repouso.

A MA provocou uma deplecdo significativa de tirosina hidroxilase (TH),
relativamente ao grupo controlo (SAL + SED) nos grupos sedentarios. O exercicio fisico ndo
preveniu esta diminuicdo dos teores totais corticais de TH. Com efeito, esta subregulacdo é
visivel tanto no grupo MA + SED (28 %) como no grupo MA + EX (35%).

E interessante constatar que o exercicio fisico apresenta uma tendéncia para provocar a

subregulacdo da TH (p>0,05).
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Figura 13 — Efeito da administracdo da MA (30mg/Kg) e/ou exercicio fisico nos niveis corticais, totais de DA (A), seus
metabolitos, DOPAC (B) e HVA (C) e expressdo de tirosina hidroxilase (TH) (D). Os animais controlo (SAL) foram
injetados com NACI 0,9%. Os animais foram sacrificados trés dias ap6s a administracdo de MA e 48horas apds o terminus do
protocolo de exercicio fisico. Os niveis de DA, DOPAC e HVA foram determinados por HPLC, e os niveis de TH foram
determinados por Western Blot. A p-tubulina foi utilizada como controlo de loading. Os resultados sdo apresentados como a
média (% SAL + SED) +EPM (n=4-6). Utilizou-se o teste ANOVA, seguido do teste Post-hoc Bonferroni Multiple
Comparison, em que *, p<0,05; **, p<0,01; ***###, p<0,001 e o teste t-student, em que # ,p<0,05; ##, p<0,01 e ##,
p<0,001.
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2. Niveis corticais totais de 5-HT

A MA produziu deplecdo dos niveis totais de serotonina no cortex frontal nos grupos
sedentario e submetido a exercicio relativamente ao grupo controlo (SAL + SED) (Fig. 14).
Verificou-se ainda um aumento significativamente estatistico dos niveis totais de 5-HT do
grupo SAL + EX (=90%), relativamente ao grupo controlo (SAL + SED). Quando
comparados 0s grupos do exercicio (SAL + EX e MA + EX), verifica-se uma diminuicao
estatisticamente significativa dos niveis de 5-HT no grupo da MA (= 65%) relativamente ao
grupo injetado com soro fisioldgico.
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Figura 14. Efeito da administracdo da MA (30mg/Kg) e/ou exercicio fisico
nos niveis corticais, totais de 5-HT. Os animais controlo (SAL) foram injetados
com NACI 0,9%. O sacrificio dos animais foi executado trés dias ap6s a
administracdo da MA e 48h ap6s o terminus do protocolo de exercicio. Os niveis
de 5-HT foram determinados por HPLC. Os valores sdo apresentados com a
média (% SAL + SED) + EPM (n=6). Utilizou-se o teste ANOVA, seguido do
teste Post-hoc Bonferroni Multiple Comparison, em que *** ###, p<0,001 e o
teste t-student, em que *, p<0,05 e **, p<0,01.

36



Influéncia do exercicio fisico na neurodegenerescéncia causada pela metanfetamina
no cortex frontal do murganho

3. Expressdo da proteina GFAP

A MA, por si s6, ndo produziu alteragdes nos niveis de GFAP no cortex frontal
relativamente ao controlo. Porém, no grupo MA + EX existe um aumento significativo dos
niveis desta proteina (=50%), quando comparado com os restantes grupos (animais injetados
com soro fisiologico — SAL + SED e SAL + EX e animais sedentarios injetados com MA -
MA + SED ) (Figura 13).
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Figura 15. Efeito da administragdo da MA (30mg/Kg) e/ou exercicio fisico nos niveis
corticais, de GFAP. Os animais controlo (SAL) foram injetados com NACI 0,9%. Os
animais foram sacrificados ao terceiro dia apds a administragdo do fadrmaco. Os niveis de GFAP
(50kDa) foram analisados por Western Blot. O GAPDH (34kDa) foi utilizado como controlo de
loading. As bandas representativas do GFAP e do GAPDH encontram-se em representadas cima e
a quantificagdo dos resultados é apresentada em baixo. As barras verticais representam a média
(% SAL + SED) £ EPM n=6. A andlise estatistica foi feita pelo teste ANOVA, seguido do teste Post-
hoc Bonferroni multiple comparison, em que K p<0,05 e **,p<0,01.
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V. DISCUSSAO
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A metanfetamina (MA, numa Unica administracio de uma dose elevada ou
administracdes repetidas — 4 Xx), induz neurotoxicidade em regibes dopaminérgicas e
serotoninérgicas como o coértex frontal e o estriado:, , a deplecdo a longo prazo de
marcadores dopaminérgicos e serotoninérgicos sdo sugestivos dedegeneracdo dos terminais
dopaminérgicos e serotonérigos (Kitamura, et al 2010; LaVoie et al., 2004).

Embora estes mecanismos ndo estejam ainda bem elucidados, pensa-se que o stress
oxidativo associado a DA apresenta um papel preponderante na neurotoxicidade induzida pela
MA. Por exemplo, foi sugerido que e a dopamina gera espécies reactivas de oxigénio bem
como quinonas, marcadores de stress oxidativo (LaVoie, et al., 2004). A excitotoxicidade,
bem como a hipertermia também estardo implicadas nesta neuropatologia causada pela
metanfetamina. No entanto, surgem provas recentes de que as células da glia também
apresentam aqui um papel importante. Desta forma, a inducdo de neurotoxicidade pela MA
ndo se foca apenas em eventos intra-neuronais, mas resulta de uma resposta multicelular
(LaVoie et al., 2004). Embora estes mecanismos ndo estejam ainda bem elucidados, pensa-se
que o stress oxidativo associado a DA apresenta um papel preponderante na neurotoxicidade
induzida pela MA. Por exemplo, foi sugerido que a dopamina gera espécies reativas de
oxigénio bem como quinonas, marcadores de stress oxidativo (LaVoie, et al., 2004). A
excitotoxicidade, bem como a hipertermia também estardo implicadas nesta neuropatologia
causada pela metanfetamina. No entanto, surgem provas recentes de que as células da glia
também apresentam aqui um papel importante. Desta forma, a inducdo de neurotoxicidade
pela MA ndo se foca apenas em eventos intra-neuronais, mas resulta de uma resposta
multicelular (LaVoie et al., 2004). Os astrocitos sdo sensiveis aos danos induzidos por
neurotéxicos no SNC, desempenhando um papel crucial nos processos de lesdo/reparacdo
neuronal (Barres et al., 2008). O nosso grupo bem como outros autores mostraram que um
aumento dos niveis da proteina glial fibrilar acida (GFAP) e a proliferacdo de astrcitos
reativos (sugestivos de astrogliose) sdo induzidos pela administracdo de uma dose neurotoxica
de MA em roedores (Cappon et al., 2000; Fukumura et al., 1998; O’Callaghan e Miller, 1994;
Pereira et al., 2012; Pubill et al., 2003).

Estudos anteriores demonstraram que a pratica de exercicio podera ser usada como
estratégia protetora de doencas neurodegenerativas, pois induz neurotrofinas, principalmente
o fator neurotrofico derivado do encéfalo (BDNF), que modulam a sobrevivéncia e

plasticidade neuronal (Cechetti et al., 2008). Por exemplo, O’Dell (2012) mostrou que a
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diminuicdo dos niveis estriatais de TH e de DA induzida por MA, foi parcialmente
prevenida/revertida com o exercicio voluntario em ratos.

Assim, o objetivo deste estudo foi avaliar o possivel efeito neuroprotetor do exercicio
fisico no sistema cortical dopaminérgico e serotonérgico de murganhos submetidos a uma
dose neurotoxica de metanfetamina. Desta forma, avaliou-se a homeostasia de dopamina (DA
e seus metabolitos e expressdo da TH), a astrogliose (expressdo de GFAP), bem como o
sistema serotoninérgico (5-HT) no cortex frontal de animais injetados com 30 mg/kg de
metanfetamina e previamente submetidos a um protocolo de exercicio fisico.

Apb6s a administracdo da MA, verificou-se que os murganhos apresentaram uma
hiperatividade inicial seguida por uma fase de hipoatividade, quando comparados com 0s
grupos salinos. Tal é consistente com a descricdo apresentada por Grace et al., (2010). Os
animais injetados com MA também apresentaram comportamentos estereotipados,
principalmente mastigar, circular e trepar. Estes comportamentos foram também observados
por Atkins et al., 2001.

A administracdo de MA em animais sedentarios induziu deplecdo da DA e dos seus
metabolitos (DOPAC e HVA), bem como uma diminuicdo dos valores da TH (Figura 13).
Sabe-se que a diminuicdo destes marcadores dopaminérgicos reflecte degenerescéncia dos
terminais dopaminérgicos. Este dano € um achado caracteristico da neurotoxicidade induzida
pela metanfetamina (Kelly et al., 2012). Estes resultados, comprovam que uma unica injec¢do
de alta dose (30mg/kg) de MA, causa neurodegeneracdo dopaminérgica no cértex frontal
sendo consistentes com os resultados de outros autores (Fantegrossi et al., 2008; Bowyer et
al., 1994; O’Callaghan and Miller, 1994).

Também nos grupos submetidos a exercicio verificAmos que a MA produziu uma
deplecdo dos niveis desta catecolamina e dos seus metabolitos, bem como da TH. Estes
resultados levam-nos a anunciar que este protocolo de exercicio ndo atuou como
neuroprotetor. Alids, pode inclusivamente afirmar-se que o exercicio potenciou a acao
neurotdxica da MA tal como evidenciado pelo facto dos valores de DA, DOPAC, HVA no
grupo MA+EX serem mais baixos do que aqueles obtidos no grupo MA+SED. O facto de o
exercicio ndo ter sido neuroprotetor pode ter a ver com o facto de ter sido efetuado no periodo
diurno. Com efeito, durante este periodo os animais estdo menos activos. Adicionalmente o
protocolo pode ainda ter sido de curta duragdo ou por ter sido induzido — fator indutor de
stress.

A resposta ao stress, que se caracteriza por uma ativacdo aguda do sistema nervoso

simpatico e do eixo hipotalamo-pituitaria-adrenal (HPA), é um fator critico no treino fisico,

40



Influéncia do exercicio fisico na neurodegenerescéncia causada pela metanfetamina
no cortex frontal do murganho

condicionando o desenho de protocolos de exercicio. Com efeito, a ativagdo cronica ou
prolongada da resposta ao stress, pode adversamente afetar o bem-estar animal e confundir a
interpretacdo das variaveis em estudo. A titulo de exemplo, a estimulagdo cronica e
prolongada do sistema nervoso simpético e do eixo HPA, induz dano em algumas &reas
cerebrais (Sapolsky et al., 2000).

Embora a MA seja primariamente vista como uma neurotoxina da DA, este
psicoestimulante também causa danos noutros perfis monoaminérgicos, nomeadamente a
serotonina (Pereira et al., 2012). No entanto, ainda ndo existe um consenso no que diz respeito
aos estudos com roedores, ao nivel das alteracbes serotonérgicas. Por um lado, Fumagalli et
al., (1998) demonstraram uma deplecdo do nivel de 5-HT tanto no estriado como no
hipocampo de murganhos, por outro Grace et al., (2010) ndo obtiveram deplecdes
significativas nos niveis de 5-HT no neoestriado de murganhos. Friedman et al., (1998)
mostraram deple¢bes dos niveis da 5-HT no cortex frontal de ratos, enquanto que
O’Callaghan e Miller (1994) mostraram depleg¢oes dos niveis desta indolamina no cértex
frontal de murganhos. Como se observou na Figura 12, a MA provocou deplecdo dos niveis
de 5-HT, nos grupos MA + SED e MA+EX, quando comparado com os controlos adinstrado
com soro fisioldgico. Tais resultados sdo consistentes com os resultados de O’ Callaghan e
Miller (1994). No entanto, € interessante realcar que o exercicio fisico aumentou cerca de
90% os niveis de 5-HT relativamente ao controlo (SAL+SED). Isto é consistente com a
literatura que sugere que o exercicio fisico prolongado causa aumentos nos niveis desta
monoamina no cértex frontal (Wilson e Marsden, 1994). Os astrocitos apresentam iniUmeras
funces tais como: 1) ddo suporte aos neurdnios; 2) ajudam na regulacdo da barreira hemato-
encefélica; 3) dao proteccdo aos neurdnios; 4) promovem a plasticidade sinaptica; 5)
coordenam a actividade neuronal via comunicacdo directa com 0S neurénios e 6) sdo
consideradas as células- tronco do cérebro. Assim, varios tipos de dano do SNC, levam a uma
reaccdo glial com elevada expressdo do GFAP (Middeldorp e Hol, 2011). Para além dos
danos nos terminais dopaminérgicos, outra caracteristica da neurotoxicidade induzida pela
metanfetamina é a inducdo da astrogliose (Kelly et al., 2012; Pereira et al., 2012). Uma das
areas cerebrais onde a neurotoxicidade da metanfetamina € mais pronunciada é no estriado,
porém também no cortex frontal estdo documentados danos (Kelly et al., 2012). No entanto,
0s astrocitos corticais aparentam ser mais resistentes a neurotoxicidade induzida pela MA
(Lau et al., 2000). Segundo Morgan et al., (1997), perante les6es cerebrais o aumento da
expressé@o do GFAP encontra-se relacionado com o stress oxidativo. Desta forma, ndo existiu

um aumento nos niveis da expressdo do GFAP no grupo MA + SED, o que pode ser
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justificado com o facto de o cortex ser uma zona menos susceptivel ao stress oxidativo (Lau et
al., 2000), logo a “agressdo” causada pela metanfetamina, ndo ser suficiente para causar um
aumento dos niveis corticais do GFAP, Por outro lado, o exercicio em conjunto com a MA,
levaram a um aumento de cerca de 50% dos niveis de GFAP em relacdo ao controlo. Este
resultado leva-nos a inferir que o putativo stress oxidativo causado pelo exercicio fisico pode
ter sensibilizado os astrocitos corticais a acdo neurotdxica da MA (Figura 13) Importa referir
que foi sugerido que exercicio fisico intenso ou ndo ajustado a condicédo fisica dos roedores
pode produzir stress oxidativo cerebral (Rosa et al., 2007).

Em suma o exercicio fisico ndo preveniu a acdo neurotoxica da metanfetamina no
cortex frontal. Assim, ndo atuou como agente neuroprotetor. As seguintes justificacbes podem
ser aduzidas: o tipo de exercicio escolhido, intensidade, tempo de treino e duracdo do
protocolo ndo foram adequados a protecéo.
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VI. CONCLUSAO
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Neste estudo foi possivel confirmar que uma dose Unica de metanfetamina causa
neurotoxicidade no cortex frontal. Com efeito, a deplecdo dos niveis corticais de dopamina e
dos seus metabolitos, a diminuicdo da expressdo do TH e dos niveis de 5-HT em murganhos
C57BL/6 injetados com 30mg/kg de metanfetamina, sugerem que houve degenerescéncia dos

terminais dopaminérgicos e serotoninérgicos.

Os resultados obtidos neste estudo demonstram que o protocolo de exercicio
selecionado n&o agiu como neuroprotetor, visto ndo ter prevenido a toxicidade nos terminais
dopaminérgicos e serotoninérgicos do cortex frontal. Adicionalmente, este estudo sugere que
o0 protocolo de exercicio utilizado potenciou a acdo neurotdxica da metanfetamina no cértex

(astrogliose e intensificacdo da deplecdo de DA e seus metabolitos provida pela MA).
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