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RESUMO

A Metanfetamina (MA) é uma droga psicostimulante ilicita consumida em todo o
mundo, sendo a segunda droga mais consumida, logo a seguir ao cannabis.

Vérios estudos mostraram que o0 consumo de MA provoca lesdes
neurodegenerativas no estriado, nos locais pré e pds-sinapticos. A exposi¢do a MA leva a
lesdo de marcadores terminais dopaminérgicos, como a TH (tirosina hidroxilase), que
implica deplecéo da DA e 5-HT, e aumento do marcador astrocitario GFAP (Proteina Glial
Fibrilar Acida).

O propésito deste estudo foi demonstrar a influéncia do exercicio fisico na
neuroproteccdo do estriado, usando um modelo de toxicidade por MA, em murganhos de
estirpe C57BL/6.

Os animais foram divididos em quatro grupos, dois com pratica de exercicio fisico
(MA+ Ex e SAL+EX) e dois sedentarios (MA+Sed e SAL+Sed). O exercicio fisico
consistia na pratica de corrida em “Treadmill” durante 8 semanas, 5 dias por semana, a
uma velocidade de 30cm/s, durante 30 minutos (com 5 minutos de aquecimento e 5
minutos de arrefecimento a 20cm/s), sem inclinacdo. Os animais foram administrados
intraperitonealmente com uma injecdo Unica de MA (30mg/Kg) ou uma solucdo salina
(NACI 0,9%) e sacrificados, por decapitagcdo, 72 horas depois. Os estriados foram
dissecados em gelo e guardados a -80°C.

Foi feita a quantificacdo dos niveis de DA (e seus metabolitos) e 5-HT, através do
método HPLC (Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia), e a determinacdo da expressao
de TH (marcador da perda de neurdénios dopaminérgicos) e GFAP (marcador astrocitario)
através da técnica Western Blotting.

Foi verificado que a MA produziu neurodegenerescéncia dos terminais
dopaminérgicos, através da diminuicdo dos valores estriatais da DA e seus metabolitos,
bem como da enzima TH. O aumento dos niveis estriatais da proteina GFAP também
sugere neurotoxicidade e o contributo da MA na neuroinflamacgdo. No entanto, 0s grupos
de exercicio fisico ndo mostraram alteracfes comparativamente com 0s grupos sedentarios.

Em conclusdo, os resultados sugerem gue o exercicio fisico moderado ndo protegeu

da neurodegenerescéncia produzida pela toxicidade por MA.



ABSTRACT

The Methamphetamine (MA) is a psychostimulant illicit drug, consumed
worldwide and it is the second most consumed drug, immediately after cannabis.

Several studies have shown that consumption of MA causes neurodegenerative
damages in the striatum, at pre-and postsynaptic sites. Exposure to MA leads to the injury
of the dopaminergic terminals markers such as TH (tyrosine hydroxylase), which implies
depletion of DA (dopamine) and 5-HT (serotonin), and increased the astrocyte marker,
GFAP (glial fibrillary acidic protein).

The purpose of this study is to demonstrate the influence of exercise on the
neuroprotection of striatum, using a model of MA toxicity, in mice of strain C57BL / 6.

The animals were divided into four groups, two with physical exercise (MA + Ex
and SAL+EXx) and two sedentary (MA+Sed and SAL+Sed). The exercise training consisted
of running on a treadmill, for 8 weeks, 5 days a week, at a velocity of 30cm/s, for 30
minutes (with 5 minutes warm-up and 5 minutes cooling, to 20 cm/s), without sloping. The
animals were injected intraperitoneally with a single-dose of METH (30mg/Kg) or with
saline solution (0.9% NacCl) and sacrificed by decapitation 72h post-treatment. Striata were
dissected on ice and stored at - 80°.

It was made the quantification of the DA levels (and its metabolites) and 5-HT,
through the HPLC (High Performance Liquid Chromatography) method, and the
determination of the expression of TH (marker of dopaminergic neuron loss) and GFAP
(astrocyte marker) using the Western Blotting technique.

It was found that METH produced neurodegeneration of the dopaminergic
terminals, through the decreasing of the values of striatal DA and its metabolites as well as
enzyme TH. The increased of striatal levels on GFAP protein, also suggests neurotoxicity,
and the contribution of the MA in neuroinflammation. However, groups of physical
exercise showed no changes compared to sedentary.

In conclusion, the results suggest that moderate exercise did not protect the

neurodegeneration produced by MA toxicity.



SIGLAS E ABREVIATURAS

5-HT — serotonina

5-HTT (SERT) — transportador da serotonina
5-http — 5-hidroxitriptofano

6-OHDA — 6-hidroxidopamina

A —amigdala

ACh — acetilcolina

ADN - acido desoxirribonucleico

AMP — anfetamina

ARG — arginina

BBB — barreira hemato-encefalica

BDNF — fator neurotréfico derivado do cérebro

Ca®" - célcio

CAMP — ciclo monofosfato adenosina
CIT —citrulina

CO, — dioxido de carbono

CO, — dioxido de carbono

DAT — transportador da dopamina
DOPA — dihidroxi-fenilalanina

DOPAC - &cido 3,4-dihidroxifenilacético
GABA — acido y-amino butirico

GDNF - fator neurotréfico derivado da glia
GFAP — proteina acida fibrilar glial

GLU — glutamato

GPe — globus pallidus parte externa

GPi — globus pallidus, parte interna

Vi



H,0, — perdxido de hidrogénio

HC — hipocampo

HPLC - cromatografia liquida de alta eficiéncia
K’ - potassio

LSD — acido lisérgico dietilamido

MA — metanfetamina

MAO — monoamina oxidase

MDMA - 3,4-metilenedioximetanfetamina
MPTP — 1-metil-4-fenil-1,2,3,6-tetrahidropiridina
MSN — medium spiny neurons (neurénios espinhosos médios - GABAEérgicos de projecéo)
NA — nucleo caudado do estriado

Na" - sédio

NET — transportador da norepinefrina

NGF — fator de crescimento nervoso

NMDAr - recetor N-metil-D-aspartato

NO — 6xido nitrico

NOS — 6xido nitrico sintetase

NUA — nucleo accumbens

O, — oxigénio

O, - superdxido

PFC — cortex pré-frontal

ROS - espécies reativas ao oxigeénio

SERT (5-HTT) — transportador da serotonina
SN — sistema nervoso

SNA — Sistema Nervoso Autdnomo

SNC — Sistema Nervoso Central

SNc — substéncia negra, parte compacta

Vi



SNP — Sistema Nervoso Periférico

SNr — substancia negra, parte reticulada

TH — tirosina hidroxilase

VMAT-2 — transportador vesicular monoaminérgico 2
VTA — area tegmental ventral

Sal —salino

Ex — exercicio

Sed — sedentario

NaCl — cloreto de sddio

CLAP — quimostatina+leupeptina+antipaina+pepstatina
DTT - ditiotreitol

BCA — &cido bicinconinico

BSA — albumina sérica bovina

NAOH — hidroxido de sddio

HVA — &cido homovanilico

5-HIAA — &cido 5-hidroxiindolacético

ECF — Enhanced Chemifluorescense

viii
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Exercicio Fisico: estratégia Neuroprotectora num Modelo de toxicidade estriatal induzida pela Metanfetamina

CAPITULO I - Introducéo

1. Sistema Nervoso Central

O sistema nervoso pode ser dividido em sistema nervoso central (SNC), do qual fazem
parte o encéfalo e a medula espinal, e sistema nervoso periférico (SNP), que consiste nos
nervos, ganglios e terminacGes nervosas, com funcdo sensorial, motora e autonomica.
(Caldas e Nunes, 2010; WHO, 2004).

O SNC tem fungbes complexas, designadas de integracdo, pois recebe a informacao
através dos nervos sensoriais, integra-a e responde atraves dos nervos motores (Caldas e
Nunes, 2010).

A regido do cérebro que comunica com a medula espinhal é designada de
rombencéfalo ou cérebro posterior, e é constituida pelo mielencéfalo (medula alongada)
e metencéfalo (ponte e cerebelo). E a medula que controla a respiracdo, a frequéncia
cardiaca e o fluxo sanguineo, sendo vital na sustentacdo da vida. Apresenta recetores para
drogas opidides, como a heroina e a morfina, sendo essa a causa da depressdo respiratoria e
morte em consumidores destas drogas. A ponte € um local de transmissdo de sinais entre o
cortex e o cerebelo, que esta envolvido no movimento do corpo e coordenacao (WHO,
2004).

Sulco

Gl(us Central Gi'rus
Pre-central Pos-central
Ganglio
Basal
Lobo Lobo
Frontal \ « Parietal| Cérebro

Hemisfério Anterior

Cerebral ~ |

Diencéfalo i

Cérebro
Médio

lobo _— )
Temporal el i
Cerebro y osterior
Médio%
Tronco Ponte
Cerebral Medulz s
Cerebelo Cervical

Medula

Espinal Toracica

Lombar

Sacral

Figura 1 - Sistema Nervoso Central (Adaptado de WHO, 2004)
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O mesenceéfalo ou cérebro médio apresenta a area tegmental ventral (VTA), rica

em neurdnios dopaminérgicos, envolvida na sinalizacdo de estimulos importantes tais

como os associados a alimentacdo e reproducdo; e a substancia negra, também com

projecdes dopaminérgicas, mas envolvida na coordenacdo e execu¢do dos movimentos do
corpo. Algumas drogas psicoativas tém fortes poderes nesta area cerebral, contribuindo
para o desenvolvimento da dependéncia, sendo o sistema mesolimbico dopaminérgico
(projecdo dopaminérgica de VTA para o nucleo accumbens (NuA)) o principal sistema
implicado na producdo da dependéncia por drogas psicoativas (WHO, 2004).

Os sintomas da doenca de Parkinson estdo relacionados com a degenerescéncia de
neurdnios na substancia negra (WHO, 2004).

PFC

Figura 2 - Sistema mesolimbico com origem na VTA e projecdo para NuA. O
PFC (cortex pré-frontal), HC (hipocampo) e A (amigdala) enviam projecdes
excitatorias para o NA. C (nucleo caudado do estriado) (Robbins e Everitt, 1999)

O prosencéfalo, ou cerebro anterior, é constituido pelo diencéfalo, onde se
encontra o tdlamo, o hipotalamo (envolvido nos sinais de regulacdo hormonal e funcbes
béasicas do corpo — balanco hidrico, temperatura, hormonas reprodutivas) e o lobo posterior
da glandula pituitaria; e telencéfalo (dois hemisférios cerebrais), com a sua porcdo externa
(cortex) constituida por camadas de neurdnios e organizada em circunvolugdes e sulcos,
aumentando a sua area de superficie e 0 nimero de neurdnios que contém. Cada hemisfério
estd dividido em quatro lobos: frontal, parietal, temporal e occipital. O cértex esta
envolvido em diferentes aspetos da dependéncia de substancias, desde os efeitos primarios
das drogas psicoativas (sensacdes e percecdes) aos comportamentos complexos,
pensamentos envolvidos no desejo pelas drogas e descontrole no uso de substancias
(Caldas e Nunes, 2010; WHO, 2004).
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Abaixo do cortex encontram-se 0s ganglios basais, envolvidos no comportamento
voluntario motor e consistem em ndcleo caudado, putamen, globus pallidus (segmentos
interno e externo), ndcleo subtaldmico e substancia negra (parte compacta e parte
reticulada) (Barker et al., 2003; Kandel et al., 2000). O nucleo caudado e o putamen juntos
designam-se de estriado, e logo abaixo deste, encontra-se 0 nucleo accumbens (estriado
ventral), uma area chave na dependéncia e motivacao de substancias (WHO, 2004). A sua
informacao é transmitida ao globus pallidus e substancia negra, e estes dois nucleos, cujos
corpos celulares sdo morfologicamente similares, ddo origem a maior projecdo de

informacdo proveniente dos ganglios basais (Kandel et al., 2000).

Globus Dois lobos do Talamo
llid Globus
p.a I. 25 pallidus
direito esquerdo
Cabecado

caudado \;\ \
\ Putamen
.
\\ esquerdo
S Cauda docaudado
‘Amigdalz
esquerda

Figura 3 - Ganglios Basais (Adaptado de WHO, 2004)

Lesdes a nivel dos ganglios basais podem resultar em movimento diminuido ou
excessivo, que estdo associados com alteracdes cognitivas e distarbios de comportamento,
refletindo o papel principal destes ndcleos nas diversas fungbes dos lobos frontais (Kandel
et al., 2000). Lesdes neurolégicas (doenga de Parkinson e Huntington), e desordens
psiquiatricas, como 0 comportamento obsessivo-compulsivo, estdo associadas a uma
disfuncdo nos circuitos neuronais que envolvem os ganglios basais (Kreitzer e Malenka,
2008).

O sistema limbico é constituido pelo hipocampo, com principal papel na memoria, e
pela amigdala, critica na regulacdo emocional. Ambos recebem informagdes sensoriais de
outras zonas do cérebro para ajudar a coordenar uma resposta emocional e comportamental

apropriada, como resposta a um estimulo externo (WHO, 2004).
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1.1 Estriado

O termo estriado (do Latim striatus=listrado) descreve dois nucleos cerebrais que
partilham a mesma origem ontogeénica nos primordios do telencéfalo, o putamen (do Latim
putamen=casca de noz ou concha) e o nucleo caudado (do Latim cauda=cauda) (Pauly et
al., 2012). No cérebro de ratos, estas duas estruturas ndo se encontram separadas como nos
humanos, porque as fibras da capsula interna estéo distribuidas por todo o estriado (Pauly
etal., 2012).

A sua principal funcéo é a de filtrar numerosos inputs corticais e aferentes subcorticais
e é constituido pelo estriado dorsal ou neoestriado (caudado e putamen), que esta
relacionado com as func@es motoras voluntarias e esta envolvido na iniciacdo, producéo e
sequenciacdo do comportamento motor e no desenvolvimento da adicdo; e pelo estriado
ventral (nucleo accumbens) que esta mais relacionado com a interface entre o sistema
limbico e o sistema motor e tem um papel principal na motivacdo assim como no
desenvolvimento e expressdo da adicdo (David et al.,, 2005). O nucleo accumbens
encontra-se na porcao ventrorostral, onde a cabeca do nicleo caudado e do putamen
anterior se fundem. Devido a sua ligacéo dentro da via mesolimbica, o nicleo accumbens é

considerado a interface entre os ganglios basais e o sistema limbico (Pauly et al., 2012).

1.1.1 Neurénios do estriado

Os neuronios sdo células altamente especializadas, que variam muito dependendo da
forma e tamanho, mas que apresentam uma estrutura base igual, com um corpo celular ou
soma (com o nucleo, onde estd o ADN), dendrites (recebem a informacdo), axoénio
(transmite a informacdo para o botdo terminal) e botdo terminal (encontra-se no final do
axonio). Algumas substancias psicoativas alteram a expressdo do ADN, resultando em
alteragBes na funcdo neuronal, podem aumentar ou diminuir o nimero de dendrites e
podem alterar a recaptacdo de neurotransmissores (por exemplo as anfetaminas na
recaptacdo dos neurotransmissores dopamina e norepinefrina — prolongando a acéo destes
transmissores) (WHO, 2004).

O estriado é constituido por diferentes células neuronais, sendo cerca de 95%
correspondentes aos neuronios GABAEérgicos de projecdo (MSN — medium spiny
neurons), células com um corpo de tamanho médio (cerca de 10-15um de diametro), longo
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axonio e numerosas dendrites com espinhas densas. Estes neurdnios libertam o
neurotransmissor inibitorio acido y-amino butirico (GABA), assim como diferentes
neuropéptidos, como a encefalina, dinorfina e substancia P (David et al., 2005; Pauly et al.,
2012).

Consoante o seu local de projecdo e expressdo genética podemos dividir estes
neurdénios em dois subtipos diferentes: MSN estriato-palidal, enriquecidos pelos péptidos

encefalina, expressam recetores D2 da dopamina e recetores A2A da adenosina, e
correspondem a via indireta, pois projetam indiretamente através de varios auxiliares
intermediérios da parte externa do globus pallidus (GPe) e do nlcleo subtalamico para a
substancia negra, parte reticulada (SNr), e segmento interno do globus pallidus (GPi); e

MSN estriato-negral, enriquecidos pelos péptidos dinorfina e substancia P, expressam

predominantemente recetores D1 da dopamina e recetores M4 muscarinicos, e
correspondem a via direta, pois projetam diretamente do estriado para a substancia negra,
parte reticulada (SNr), e segmento interno do globus pallidus (GPi) (David et al., 2005;
Pauly et al., 2012; Kreitzer e Malenka, 2008).
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Figura 4 - Via direta e indireta dos circuitos dos ganglios basais. Vista sagital de um
cérebro de rato — azul (via direta); vermelho (via indireta); GP — globus pallidus; STN —
nicleo subtalamico; GPm — parte média globus pallidus; SNr — parte reticulada da
substancia negra (Kreitzer e Malenka, 2008)

A dopamina tem diferentes efeitos nos neuronios estriatais consoante o local de
projecdo, ou seja, 0s MSNs podem ser ativados ou inibidos apos libertacdo da dopamina.
Quando a dopamina € libertada na substancia negra parte compacta (SNc), 0s neurénios

que expressam os recetores D1 da dopamina, sdo ativados e libertam GABA para a SNr,
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enguanto os neurdnios que expressam os recetores D2 da dopamina sdo inibidos (Pauly et
al., 2012).

Outro tipo de células neuronais s@o os interneuronios, com percentagem de 4%, dos
quais 3% sdo interneurdnios colinérgicos e 1% interneuronios GABAérgicos (podem ser
divididos em trés populagcbes consoante 0 neuropéptido como co-transmissor —
somatostatina, calretinina e parvalbumina) (Pauly et al., 2012).

Os astrdcitos sdo as células que existem em maior quantidade no SNC e que
apresentam numerosas funcdes relacionadas com a homeostasia do potassio, captacao de
neurotransmissores, formacdo e fungdo das sinapses, regulacdo da barreira hemato-
encefédlica (BBB), mielinizacdo dos axonios e desenvolvimento do sistema nervoso
(Miljkovi¢ et al., 2011).

A sua forma assemelha-se a uma estrela e apresentam no seu citoplasma filamentos
intermediarios constituidos pela proteina acida fibrilar glial (GFAP) (Miljkovi¢ et al.,
2011). O GFAP é um marcador astrocitario, conhecido por ser induzido apds lesdo
cerebral, ou durante a degenerescéncia do SNC, sendo mais expresso num cérebro
envelhecido (Middeldorp, 2010).

1.2 Neurotransmissao

O potencial de acdo corresponde a um pequeno impulso elétrico que viaja ao longo do
axénio e permite ao neur6nio comunicar com outro através da libertacdo de
neurotransmissores (WHO, 2004).

Quando o neurdnio se encontra em repouso, O Seu interior apresenta mais cargas
negativas que o seu exterior, devido & elevada concentracdo de ides sodio (Na*) fora da
célula, levando a uma concentracdo desproporcional de iGes nos dois lados da membrana
do neurdnio. O Na" ndo entra dentro da célula devido a permeabilidade seletiva da
membrana e devido a bomba sodio-potéassio, que através de gasto de energia extrusa o
sodio para fora da célula. O potencial de acdo ocorre quando a informacgdo proveniente de
outros neuronios chega e altera o estado elétrico do neurdnio, quando alcancado o limiar de
excitacdo, com a abertura dos canais de sodio, permitindo a entrada deste para o interior do
neuronio, causando uma subita inversdo da polaridade (despolarizacdo). Seguidamente os
canais de Na" fecham-se e os de potassio (K') abrem-se, dando origem a repolarizagio do

neurénio (Caldas e Nunes, 2010).
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E nas sinapses que ocorre a libertacdo e transmissdo da informacéo, sendo que esta é
constituida por uma parte pré-sinaptica (pertencente ao neurénio que informa — botéo
terminal), uma parte pos-sinaptica (pertencente ao neurénio que recebe) e uma fenda
sinaptica (espago existente entre ambas). Na parte pré-sinaptica existem vesiculas
sinpticas onde se encontram armazenados 0S neurotransmissores, que por sua vez serdo
enviados para 0 neurénio pos-sinaptico, e se ligam aos recetores pos-sindpticos (complexos
proteicos) (Caldas e Nunes, 2010). Algumas substancias psicoativas ligam-se a estes
recetores, interferindo com a funcgéo de transmissédo normal (WHO, 2004).

Existem dois mecanismos basicos de sinapses quimicas, um d&-se através da abertura
dos canais idnicos pela ligacdo direta do neurotransmissor (ex. recetor GABA onde se
ligam as benzodiazepinas e barbituricos, promovendo a abertura do canal de CI°), e o outro
ocorre através de mensageiros secundarios (ex. recetor com proteina G acoplada — recetor
da dopamina — que pode estimular ou inibir a producdo do monofosfato ciclico da
adenosina — CAMP) (WHO, 2004). Os recetores nao tém sé um papel imediato, refor¢cando
os efeitos das substancias psicoativas, mas também um papel no processo de tolerancia e
afastamento (ex. a tolerancia das benzodiazepinas e barbituricos desenvolver-se-a atraves
de alteragdes na estrutura do recetor GABA-A) (WHO, 2004).

Com a chegada do potencial de acdo, as vesiculas sindpticas armazenadas aproximam-
se da membrana pré-sinaptica, fundem-se com ela e libertam o neurotransmissor na fenda
sinaptica. O neurotransmissor interage com o0s recetores da membrana pos-sinaptica e liga-
se a eles, alterando a sua permeabilidade e dando origem a alteracdes do estado elétrico do
neuronio pds-sinaptico. No final da neurotransmissdo os neurotransmissores tém de ser
removidos da fenda sinaptica por degradacao (através de enzimas) ou recaptacdo (Caldas e
Nunes, 2010; WHO, 2004). No caso da anfetamina esta promove a inversdo do mecanismo
de captacdo assim, o neurotransmissor € libertado na fenda sinéptica independentemente do
potencial de acdo (WHO, 2004).

1.2.1 Neurotransmissores

Os neurotransmissores sdo substancias quimicas sintetizadas no neuronio e libertadas
em quantidade suficiente para produzir um efeito pds-sinaptico. Produzem o mesmo efeito
quer sejam libertadas de forma natural (enddgena) ou como drogas (exdgena),
mimetizando a a¢do enddgena (Kandel et al., 2000, WHO, 2004).
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Existem diferentes tipos de neurotransmissores, como a acetilcolina, os aminoacidos
(GABA, glicina, glutamato, aspartato), as aminas (norepinefrina, epinefrina e dopamina —
catecolaminas; serotonina; histamina) e os péptidos.

A Acetilcolina (ACh) é formada por uma Unica reacdo enzimatica entre a colina e a
forma ativa do acetato (Acetil CoA), catalisada por uma acetilcolina transferase. A colina
ndo é sintetizada pelo tecido nervoso, sendo obtida através da dieta. E um transmissor
usado pelos neurdnios motores da medula espinal e libertado na juncdo neuromuscular
vertebrada. A nivel do SNA é transmissor de todos 0s neuronios preé-ganglionares e
neurénios pos-ganglionares parassimpaticos e pos-ganglionar nas glandulas sudoriparas. E
utilizado por numerosas sinapses de todo o cérebro. Existem inimeros corpos celulares que
sintetizam ACh a nivel do ndcleo basal que se projetam para o cortex cerebral (Kandel et
al., 2000). Tem um papel importante na aprendizagem e memdria. Os neurdénios que
sintetizam e libertam ACh sdo chamados de neurdnios colinérgicos. Os recetores da ACh
podem ser divididos em dois subtipos, nicotinicos e muscarinicos, e estdo implicados na
dependéncia da nicotina e contribuem para os efeitos da cocaina e anfetamina (WHO,
2004).

Pertencentes ao grupo das Aminas estdo as catecolaminas, a serotonina e a histamina.
As catecolaminas (dopamina, norepinefrina/noradrenalina e epinefrina/adrenalina) séo
sintetizadas a partir do aminoacido essencial tirosina, que é em grande parte obtido através
da dieta e uma pequena parte é sintetizado no figado a partir da fenilalanina. A sua
estrutura basica consiste num nucleo catecol (3,4-dihidroxibenzeno) (Golan et al., 2009;
Kandel et al., 2000). A sintese das catecolaminas pode ser dividida em diferentes passos:

1- Conversdo da L-tirosina em L-dihidroxi-fenilalanina (L-DOPA), pela acdo da

enzima tirosina hidroxilase (TH);

2- L-DOPA é descarboxilada dando origem a dopamina e CO2;

3- A dopamina é convertida em norepinefrina, com a acdo da enzima dopamina [3-

hidroxilase;

4- A norepinefrina é convertida em epinefrina (adrenalina), através da a¢do enzimatica

da feniletanolamina-N-metil transferase (Kandel et al., 2000).

A dopamina pode promover inibicdo pds-sinaptica, e esta envolvida no movimento,
aprendizagem e motivagdo, tendo também um papel importante na neurobiologia da
dependéncia (WHO, 2004).
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A norepinefrina esta envolvida na resposta excitatoria e ao stress. Algumas drogas
psicoativas como a cocaina e a anfetamina, aumentam a sua concentracdo a nivel da fenda
sinaptica (WHO, 2004).

A serotonina (5-HT) € uma indolamina derivada do aminoacido triptofano, e séo
necessarias duas enzimas para a sua sintese, a triptofano hidroxilase e a 5-
hidroxitriptofano (5-http) descarboxilase (Kandel et al., 2000). E sintetizada a nivel do
cérebro médio com projecdes para o cOrtex, hipotalamo e sistema limbico. Esta envolvida
na regulacdo do humor, excitacdo, impulsividade, agressao, apetite e ansiedade. A sua acao
aumenta com drogas antidepressivas e esta envolvida nas a¢fes primarias de algumas
drogas psicoativas como o &cido lisérgico dietilamido (LSD) e o ecstasy, e nos efeitos da
cocaina, anfetamina, alcool e nicotina (WHO, 2004).

Os aminoacidos podem ser excitatorios (glutamato e aspartato) ou inibitérios (GABA
e glicina). O glutamato, principal neurotransmissor do SNC, ¢ produzido a partir do a-
cetoglutarato (intermediério do ciclo de &cido tricarboxilico) (Kandel et al., 2000).
Apresenta quatro diferentes subtipos de recetores, NMDA, AMPA, Kainato e recetores
metabotropicos. E importante na aprendizagem, tendo um papel fundamental no
hipocampo (WHO, 2004). O GABA (4acido y-aminobutirico) é sintetizado a partir da
descarboxilacdo do glutamato e é o principal neurotransmissor inibitério do cérebro
(Kandel et al., 2000).

1.2.2 Vias dopaminérgicas

Os neurdnios dopaminérgicos apresentam quatro vias axonais diferentes, a via negro-
estriatal, com projecdes provenientes da substancia negra (parte compacta) para o estriado
dorsal (caudado e putamen) (Park et al., 2011); a via mesolimbica, com projecdes da VTA
para o estriado ventral (ncleo accumbens), tubérculo olfatério e partes do sistema limbico;
a via mesocortical, com projecdes da VTA para diferentes regides do cortex frontal; e a via

tubero-infundibular, com projecdes provenientes das células do ndcleo arqueado e

periventricular do hipotdlamo para a eminéncia mediana do hipotalamo (Vallone et al.,
2000).

A via negro-estriatal esta envolvida no controle da postura e comportamento motor
(Janhunen e Ahtee, 2007). A sua degenerescéncia esta relacionada com a doenca de
Parkinson, caracterizada por alteragdes dos movimentos, como tremores, rigidez e acinesia
(\Vallone, 2000).

10



Exercicio Fisico: estratégia Neuroprotectora num Modelo de toxicidade estriatal induzida pela Metanfetamina

Pensa-se que uma funcdo excessiva da dopamina, ao nivel das vias mesolimbica e
mesocortical, estd na base dos delirios e alucinagdes da esquizofrenia. A cocaina e
anfetamina, em doses altas, mimetizam algumas caracteristicas da esquizofrenia (WHO,
2004)

11
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2. Metanfetamina

A metanfetamina (MA) é uma substancia ilicita, pertencente a classe das anfetaminas
(AMPs). Classificada como droga de abuso psicostimulante, € ja considerada um problema
de salde publica internacional, com 15-16 milhes de consumidores em todo o mundo
(Krasnova e Cadet, 2009; Silva e Tavares, 1999). E a segunda droga mais consumida no
mundo, a seguir ao cannabis (Krasnova e Cadet, 2009).

A primeira AMP a ser sintetizada foi em 1887, pelo quimico Lazar Edeleanu, para ser
utilizada na terapéutica de diversas patologias, como a esquizofrenia. Em 1932 a AMP foi
introduzida no mercado como Benzedrina, em forma inalatéria (Sulzer et al., 2005).

Foi utilizada por militares na Guerra Civil Espanhola, para aumentar a concentracgdo, e
por pilotos na Segunda Guerra Mundial, para diminuir o estado de fadiga ao longo das
missGes (Karch, 2007). A MA foi sintetizada pela primeira vez pelo farmacologista
japonés Nagayoshi Nagai, e em 1941 foi vendida aos japoneses com a marca registada de
Philopon e Sedrin. No final da Segunda Guerra Mundial a procura por metanfetaminas
aumentou significativamente, dando-se inicio a “Primeira Epidemia” (1945-1957) de abuso
de MA no Japdo. Em 1950 foram implementadas estritas leis para ajudar a resolver o
problema do consumo excessivo de MA. A “Segunda Epidemia” surge em 1970, com a
utilizacdo excessiva por operarios, estudantes e domésticas. Atualmente, o consumo de
metanfetaminas no Japdo continua a ser um problema grave, sendo esta a droga mais
popular nos ultimos 10 anos (Karch, 2007).

No ano de 2007 foi feito em Portugal um inquérito relativo ao consumo de substancias
psicoativas na populacdo em geral, e concluiu-se que a substancia ilicita mais consumida
foi a cannabis, seguida da cocaina e do ectasy, com prevaléncias de consumo bastante
inferiores a primeira. A anfetamina surge com baixa prevaléncia em Portugal no ano de
2007 no entanto, ganhou maior visibilidade entre 2001 e 2007 (figura 5). Contrariamente
ao sucedido com as restantes substancias ilicitas, a anfetamina registou uma subida das
taxas de continuidade do consumo (proporc¢do de individuos que tendo consumido uma
dada substancia ao longo da vida, declararam ter consumido essa mesma substancia no
ultimo ano) entre 2001 e 2007 (figura 6) (Instituto da Droga e da Toxicodependéncia,
2011).
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Figura 5 - Prevaléncia de Consumo ao Longo da Vida, por Tipo de Droga; Populacdo Geral, Portugal —
Total (15-64 anos) e Jovem Adulta (15-34 anos), (Adaptado de Instituto da Droga e da Toxicodependéncia,
2011)
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Figura 6 - Taxa de Continuidade do Consumo, por Tipo de Droga; Populacéo Geral, Portugal — Total
(15-64 anos) e Jovem Adulta (15-34 anos) (Adaptado de Instituto da Droga e da Toxicodependéncia, 2011)

Atualmente, alguns psicostimulantes sdo utilizados a nivel terapéutico, como a
anfetamina, usada na narcolepsia, e 0 metilfenidato (Ritalin®) no tratamento de criangas
com falta de atencéo por hiperatividade (Siegel et al., 2006).
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2.1 Farmacocinética e seus efeitos comportamentais

O consumo de analogos de anfetamina tem aumentado significativamente,
especialmente sob a forma de metanfetamina (MA, “ice”) e 3,4-
metilenedioximetanfetamina (MDMA, “ecstasy”) (Silva e Tavares, 1999), estando
associado, mesmo em utilizadores esporddicos, a um aumento das patologias
psiquiatricas (psicose, depressao e ansiedade) (Scott et al., 2012). O seu consumo a longo
prazo provoca lesdes em varias regides cerebrais, como o estriado, cortex pré-frontal,
cortex cingulado anterior e amigdala, contribuindo para inumeros défices cognitivos,
observados em consumidores de MA (Salo et al., 2011).

Estas substancias sdo altamente lipofilicas, atravessando facilmente os tecidos,
incluindo a barreira hemato-encefalica, e causam efeitos rapidamente apds administracéo
endovenosa. A administracdo por via oral e endovenosa sdo as preferidas para a
metanfetamina, sendo que os cristais da metanfetamina sdo sollveis em agua, alcool,
cloroférmio e fréon, facilitando a sua administracao pela via endovenosa (Silva e Tavares,
1999).

A MA é distribuida para diferentes 6rgdos no corpo humano, sendo os rins e o pulméo,
aqueles que apresentam maior concentracdo, seguidos do estbmago, pancreas, figado e
baco. Surgem em menor concentracdo no cerebro e coracdo (Volkow et al., 2010).

O tempo de semivida desta droga no humano varia consoante a via de administracao,
onde estudos provaram que na via intravenosa e oral corresponde a aproximadamente 9h,
com um pico maximo antes dos primeiros quinze minutos para a via intravenosa, e 180
minutos na oral; na via respiratéria (fumar) corresponde a 12 horas de semivida, com
aproximadamente um pico aos 18 minutos; e na via intranasal corresponde a cerca de 11
horas de semivida, com um pico antes dos primeiros quinze minutos (Cruickshank e Dyer,
2009). Apresentam uma semivida longa, pois para serem eliminadas do plasma necessitam
de enzimas de distribuicéo e atividade limitadas (Silva e Tavares, 1999). Estudos feitos em
ratos demonstraram que nesta espécie, 0 tempo de semivida, numa administracao
intravenosa, era de 70 minutos (Cho et al., 2001)

A metabolizacdo da MA ocorre sobretudo a nivel do figado e apresenta diferentes
etapas. A MA pode ser convertida em AMP através de uma N-demetilagdo, catalisada pelo
citocromo P450 2D6, ou convertida em 4-hidroximetanfetamina através de uma
hidroxilagdo aromatica, via também citocromo P450 2D6 (figura 7) (Cruickshank e Dyer,

2009). A anfetamina é metabolizada pela hidroxilacdo do anel benzeno para a forma 4-

14



Exercicio Fisico: estratégia Neuroprotectora num Modelo de toxicidade estriatal induzida pela Metanfetamina

hidroxianfetamina, seguida pela hidroxilagdo do p-carbono para a forma 4-
hidroxinorefedrina, tendo estas duas formas atividade bioldgica, juntamente com a
norefedrina. A AMP é também metabolizada em fenilacetona, que ap0s oxidacdo da

origem ao acido benzoico, que é conjugado formando o &cido hipurico (Musshoff, 2000).
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Figura 7 — Metabolismo da MA e AMP. (A) MA, (B) AMP, (C) 4-hidroximetanfetamina, (D) 4-
hidroxianfetamina, (E) fenilacetona (fenil-2-propanona), (F) norefedrina, (G) 4-hidroxinorefedrina, (H)
cido benzoico, (1) glicina, (J) &cido hipurico (Musshoff, 2000)

Aproximadamente 70% da dosagem de MA € excretada pela urina em 24 horas. 20-
25% da metanfetamina é eliminada perdendo o grupo metilo ligado ao azoto terminal,
formando varios derivados da anfetamina e efedrina, que sofrem desaminacdo,
hidroxilagdo e conjugacéo; entre 30-50% é excretada pelo rim na sua forma original, ao
longo de varios dias, sendo mais eficaz se a urina for acida, e outros metabolitos, como a 4-
hidroximetanfetamina, norefedrina e 4-hidroxinorefedrina sdo também eliminados pelo rim
(Cruickshank e Dyer, 2000; Silva e Tavares, 1999).

Uma intoxicagdo aguda por metanfetaminas resulta numa estimulagdo intensa do
sistema nervoso, provocando midriase, hipertensdo, taquicardia, diaforese e hipertermia
(Karch, 2007).

Imediatamente ap06s o consumo, 0s consumidores experimentam uma sensacgdo de

euforia, aumento da atividade, hipersexualidade, bem-estar geral, diminui¢do da ansiedade,
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cansaco e apetite, que pode durar até 10-12 horas (Krasnova e Cadet, 2009). O efeito de
alerta e anorexia provocado pelo consumo da MA esta relacionado com a libertacdo da
norepinefrina nos neurdnios noradrenérgicos, e os efeitos do estimulo locomotor, estdo
relacionados com a libertacdo da dopamina, nos terminais dopaminérgicos (sobretudo no
neoestriado) (Logan, 2002). Doses elevadas produzem atividade motora repetitiva
(comportamentos estereotipados), e doses muito elevadas podem provocar convulsoes,
hipertermia, coma e morte (Siegel et al., 2006). Disturbios da percecdo e comportamentos
psicoticos, causados por elevadas doses de MA, estdo relacionados com a libertacdo da
dopamina no sistema mesolimbico e da 5-hidroxitriptamina (serotonina) nos neuronios
triptaminérgicos (Logan, 2002).

Um consumo repetitivo desta droga resulta em graves consequéncias fisiologicas e
neuroldgicas, como perda de peso, perda muscular, necrose periodontal, lesGes cerebrais e

comprometimento da atencdo, memoria e execucdo de fun¢bes (Marshall e O “Dell, 2012).

2.2 Efeitos neuroquimicos

A MA é uma droga simpaticomimética, que mimetiza os transmissores enddgenos no
sistema nervoso simpatico, através da interacdo com os seus recetores (Logan, 2002). A
interacdo dos estimulantes psicomotores com os transportadores da dopamina (DAT),
serotonina (SERT), norepinefrina (NET) e vesicular monoaminérgico 2 (VMAT-2),
promovem o aumento extracelular dos neurotransmissores monoaminérgicos (Siegel et
al.,2006).

As anfetaminas aumentam os niveis de dopamina no cérebro devido ao aumento da sua
libertacdo ou blogueio da sua recaptacdo, sendo neste caso necessario doses mais elevadas

de anfetamina para a producéo deste efeito (Karch, 2007).
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Figura 8 - Estrutura quimica da Dopamina e Anfetaminas (Adaptado de Fleckenstein et
al., 2007)

O efeito toxico da MA (CyoHisN) esta relacionado com a similaridade na estrutura
quimica com a dopamina (figura 8), permitindo a entrada desta droga nos neurdnios
dopaminérgicos, via DAT e difusdo passiva. Dentro destes, a MA entra em vesiculas
sinapticas através do VMAT-2, causando libertacdo da dopamina para o citoplasma via
alteracdes no balanco do pH (figura 9, n°1) (Krasnova e Cadet, 2009).

No citoplasma a dopamina sofre auto-oxidacédo para a forma toxica dopamina-quinona,
com formacdo de radicais superéxido e peroxido de hidrogénio, que, por sua vez,
interagem com metais de transi¢do dando origem a radicais hidroxilo, conduzindo ao stress
oxidativo, disfuncdes mitocondriais e lesdo peroxidativa das membranas pré-sinapticas
(figura 9, n°2) (Krasnova e Cadet, 2009).

Alguma dopamina é transportada para o espaco extracelular, onde também sofre auto-
oxidacdo produzindo espécies reativas ao oxigenio (ROS) (figura 9, n°3) (Marshall e
ODell, 2012).

O aumento dos niveis das monoaminas no citosol deve-se também a inibicdo da
monoamina oxidase (MAQ) e a estimulacdo da tirosina hidroxilase (TH) (Siegel et al.,
2006).

Elevadas concentracdes intracelulares de dopamina e metanfetamina podem inibir a
cadeia transportadora de eletrGes na mitocdndria, contribuindo para a perda de eletrdes de
elevada energia, com consequente aumento na producdo de superdxido (ver figura 9, n°4)
(Marshall e O‘Dell, 2012).
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Figura 9 - Mecanismo de neurotoxicidade provocado pela MA. mA — metanfetamina; DAT — transportador
da dopamina; VMAT - 2 - ftransportador vesicular monoaminérgico — 2; DOPAC - &cido 3,4-
dihidroxifenilacético; H202 — perdxido de hidrogénio; 02" - superdxido; O2 - oxigénio; CO, — didxido de
carbono; GLU — glutamato; Ca 2+ _ calcio; NMDAr - recetor N-metil-D-aspartato; ARG — arginina; NOS — dxido
nitrico sintetase; NO — oOxido nitrico; CIT — citrulina; ROS — espécies reativas ao oxigénio. (Adaptado de
Marshall, 2012)

A MA induz um aumento na libertacdo do glutamato (GLU), que estimula os recetores
NMDA dos terminais dopaminérgicos, aumentando o Ca®* a nivel intracelular (figura 9,
n°%5). O Ca”*, por sua vez, aumenta a estimulacdo da sintese do oxido nitrico, com
consequente aumento da sua producdo, que combinado com o superdxido da origem ao
peroxinitrito, uma forma altamente toxica (figura 9, n°6). Por outro lado, os elevados niveis
intracelulares de Ca®* estimulam as enzimas proteoliticas, como a Calpaina, que quebram a
estrutura das proteinas, como a Espectrina e Tau, lesionando a integridade terminal (figura
9, n°7) (Marshall e O‘Dell, 2012).

Estudos em animais sugerem que a repetida exposicdo a elevadas doses de
psicostimulantes produzem a longo termo uma diminui¢cdo dos marcadores da integridade
dos terminais nervosos dopaminérgicos e serotoninérgicos, sugerindo neurodegeneracao

por radicais livres e stress oxidativo (Siegel et al., 2006).
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A MA induz também uma resposta inflamatéria, estimulando a microglia para a
libertagdo de ROS e citoquinas, que por sua vez, contribuem para 0 aumento extracelular
dos niveis de GLU (figura 9, n°8) (Marshall e O‘Dell, 2012). A ativacdo microglial e
astroglial e a producédo de citoquinas e guimoquinas ocorrem em conjunto com a lesdo dos
terminais dopaminérgicos do estriado apds inducdo com MAS, sugerindo a sua
neurotoxicidade e o seu contributo na neuroinflamacdo (Kelly et al., 2012). Estudos
demonstraram que a administracdo cronica de corticosteroides aumenta a resposta
neuroinflamatdria aquando de uma dose neurotoxica de MA, evidenciado o efeito pro-
inflamatdrio associado a neurotoxicidade aumentada (Kelly et al., 2012). Como o uso de
niveis cronicos de corticosteroides esta associado ao elevado stress fisioldgico, o estudo
sugere que o stress fisioldgico sensibiliza a resposta neuroinflamatéria e neurotoxica por
Metanfetamina (Kelly et al., 2012).

Devido a producdo de ROS, hipertermia, e a ativacdo de metaloproteases MMP-2 e
MMP-9 (que alteram a integridade) provocada pela MA, a barreira hemato-encefalica sofre
rutura, permitindo a saida de proteinas, seguida de agua e ies, provocando edema cerebral
e outras alteracdes da neurotransmisséo (figura 9, n°9) (Marshall e O ‘Dell, 2012).

Estudos de neuroimagem mostraram que a metanfetamina provoca alteragdes
neurodegenerativas no cérebro, como diminuigdo persistente dos niveis dos transportadores
de dopamina (DAT) no cortex oOrbitofrontal, cortex pré-frontal dorsolateral e no caudado-
putamen; diminuicdo da densidade dos transportadores da serotonina (5-HTT) no cérebro
médio, caudado, putamen, hipotalamo, tdlamo, e cértex Orbitofrontal, temporal e
cingulado; anomalias no metabolismo da glicose nas areas subcorticais e corticais do

cérebro; ativacdo microglial proeminente (Krasnova e Cadet, 2009).

2.3 Modelo Animal de Toxicidade por Metanfetamina

A utilizacdo de animais no estudo dos efeitos da MA ¢é essencial na investigacdo, pois
sO assim € possivel a obtencdo de um isolamento na exposicdo a MA sem outras variaveis,
como a farmacologia, genética e ambiental, que afetam o cérebro e a cognicéo (Marshall e
O “Dell, 2012).

Estudos revelaram que dosagens repetidas de MA em murganhos produzem perda de
dopamina no estriado e cortex, diminuicdo das ligagdes do DAT e dos niveis de DAT no

estriado e bulbo olfatério, assim como diminuigdo dos niveis do TH.
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Vérios estudos demonstraram que o0s murganhos, ap0s administragdo de
metanfetaminas, apresentavam uma marcada deplecdo da dopamina e do transportador da
dopamina (DAT), mas ndo tinham alteracGes a nivel da 5-HT e do transportador da 5-HT
no estriado, amigdala, cortex frontal e hipocampo, sugerindo uma neurotoxicidade seletiva
nos terminais dopaminérgicos (Anderson e ltzhak, 2006; Marques et al., 2008). No
entanto, outro estudo demostrou que murganhos C57BL/6J e C57BL/129sVj mostraram
deplecéo dos niveis de 5-HT no estriado e hipocampo (Krasnova e Cadet, 2009).

Os murganhos podem ainda apresentar morte neuronal no estriado, cortex frontal e
parietal, hipocampo e bulbo olfatério, através de processos semelhantes a apoptose
neuronal. A administracdo de MA provoca também astrocitose reativa e microgliose
(Krasnova e Cadet, 2009).
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3. Exercicio Fisico

Nos primdrdios da historia da humanidade o Homem tinha necessidade de desenvolver
as suas capacidades fisicas para a sua sobrevivéncia e sustentacdo. Atualmente, e apés a
revolucdo industrial, o Homem deixou de precisar tanto das suas capacidades fisicas,
adotando um estilo de vida mais sedentéario.

O sedentarismo € um fator determinante no desenvolvimento das doencas
degenerativas, sendo por isso fundamental a promogéo de estilos de vida mais saudaveis,
com atividade fisica regular.

O exercicio € uma atividade multifatorial que afecta diversos 6rgaos e tecidos, ndo so
contribuindo para uma vida mais saudavel e melhoria na qualidade de vida, como a sua
auséncia pode favorecer o aparecimento de problemas de saude cronicos. Problemas como
obesidade, associada a diabetes, hipertensdo, doenca cardiovascular e doenca musculo-
esquelética, bem como outras patologias (depressdo, etc..) poderiam ser minimizadas com
a pratica regular de exercicio fisico (Kregel et al., 2006; Speelman et al., 2011).

Alguns sintomas de doencas associadas a deméncia e a doenca de Parkinson, podem
ser melhorados com a pratica de exercicio fisico (Marques et al., 2008; Speelman et al.,
2011).

Vaérios estudos sugerem que o exercicio fisico também melhora a performance motora
(Petzinger et al., 2007; Smith et al., 2011; Speelman et al., 2011), bem como a funcéo
cognitiva (Speelman et al., 2011).

3.1 Neuroprotecgdo

Estudos sugerem que o exercicio fisico cronico pode apresentar influencias
neuroprotectoras, por estimulacdo do crescimento e desenvolvimento de novas células e
protegendo contra lesdo isquémica neuronal na formacdo hipocampal ou lesdo neurotdxica
no neostriado (Marques et al., 2008).

A neuroplasticidade cerebral € um mecanismo fundamental para a aprendizagem,
memoria e cognicdo em geral. Estudos sugerem que o exercicio fisico promove esta
neuroplasticidade, induzindo a expressdo de fatores neurotroficos, como o fator
neurotrofico derivado do cérebro (BDNF), o fator de crescimento nervoso (NGF) e o fator
neurotrofico derivado da glia (GDNF) (Ahlskog, 2011; Smith e Zigmond, 2003).
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As neurotrofinas, as citoquinas do SN, séo a ligacdo que existe entre 0 SN e o sistema
imunitéario, promovendo a sobrevivéncia e manutencdo neuronal durante e depois de uma
lesdo. Alguns estudos feitos com modelos animais de lesdo isquémica aguda, axotomia
cervical e lesdo de neurdnios motores, provaram que as neurotrofinas preveniam e
diminuiam a morte neuronal e o0s processos degenerativos, atraveés de alteracfes na
plasticidade cerebral (Gonzélez-Torres e Armendariz-Borunda, 2005).

Estudos sugerem que o BDNF, in vitro, modula a plasticidade cerebral, aumentando o
crescimento neuronal e a funcao sinaptica, e promove a sobrevivéncia de varios neurénios
afetados por condigdes neurodegenerativas (Ahlskog, 2011; Smith e Zigmond, 2003). Este
efeito pode durar vérias semanas ap6s o exercicio (Bayod et al., 2011). O aumento do
BDNF apds exercicio pode ser a chave para a utilizacdo do exercicio na implementacao de
uma terapia para recuperacdo de lesdo cerebral (Arida et al., 2011). Lau et al (2011)
verificaram que o exercicio fisico aumenta os niveis enddgenos de BDNF na sustancia
negra e de GNDF no estriado, havendo desta forma atividade neurotréfica nos neurénios
negroestriatais, num modelo de doenca de Parkinson crénico.

Outros estudos demonstraram que 0 exercicio moderado a intenso, em treadmill,
aumentava os niveis do fator de crescimento nervoso (NGF) no hipocampo e suprimia a
apoptose (Chae e Kim, 2009). O NGF e o BDNF imunomodulam a interacdo da micrdglia
local com as células do sistema imunitario, previnem o processo inflamatorio e regulam a
libertacdo de citoquinas pré-inflamatorias (Gonzalez-Torres e Armendariz-Borunda, 2005).

Wu et al (2011), ao estudar o efeito do exercicio na protecdo dos neurdnios
dopaminérgicos da substancia negra ap0s degenerescéncia inflamatéria induzida,
concluiram que ap6s 4 semanas de exercicio houve protecdo dos neurdnios
dopaminérgicos na substancia negra, parte compacta, contra a agressao inflamatoria. Este
efeito ndo era devido a alteracdes na resposta inflamatdria mas devido a via de sinalizagédo
do BDNF.

A atividade fisica envolve a sintese e libertacdo de dopamina nos ganglios basais
(Fontes-Ribeiro et al., 2010). Estudos sugerem que o exercicio fisico, para além de ter
efeitos benéficos a nivel cardiovascular, muscular e enddcrino, influencia a
neurotransmissdo central, com aumentos das concentracdes cerebrais de DA e
noradrenalina (NA), sugerindo sintese e metabolismo destes transmissores, bem como,
aumento estriatal do recetor D, apds exercicio, indicando uma possivel diminuicdo da
libertacdo estriatal de dopamina (Meeusen et al., 1997). Outro estudo, utilizando a técnica

da microdidlise e exercicio em treadmill, sugere que no exercicio crénico ha uma menor
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recaptacdo da dopamina apds administracdo de AMP, por alteracbes a nivel do
transportador da dopamina, considerando que o exercicio fisico pode ter efeitos duradouros
a nivel da transcricdo de genes e na producdo de fatores neurotroficos (Marques et al.,
2008).

Smith et al (2011), provaram nos seus estudos que o exercicio em treadmill levou a um
aumento da expressdo estriatal de TH e de DAT no murganho, e resgate parcial de
neuronios dopaminérgicos na SNc, talvez devido a formagdo ou migracdo de neuronios
dopaminérgicos, sugerindo desta forma que doentes com doenca de Parkinson com
sintomatologia inicial podem recuperar parcialmente neurénios dopaminérgicos e atrasar a
progressao da doenga com exercicio fisico regular.

Por outro lado, estudos sugerem que o exercicio fisico aumenta a expressao da proteina
GFAP no estriado dorsal em ratos lesionados por 6-hidroxidopamina (6-OHDA), a qual
provoca lesdo a nivel dos terminais dopaminérgicos estriatais, axonios negro-estriatais
dopaminérgicos e corpos celulares dopaminérgicos na substancia negra. Este artigo sugere
gue o mecanismo pelo qual o exercicio fisico exerce os seus efeitos benéficos sobre o SNC
pode estar relacionado com a influéncia direta ou indireta do exercicio sobre o0s astrocitos
(Dutra et al., 2012).

Gerecke et al (2010), num estudo feito em murganhos, demonstraram que o exercicio
fisico ndo restritivo e voluntario, durante 1 a 2 meses, ndo produzia qualquer efeito nos
neurénios dopaminérgicos da SNc; no entanto, murganhos com 3 meses de exercicio
apresentavam algum tipo de protecdo, concluindo assim que o tempo é crucial para haver
protecdo dos neurdnios dopaminérgicos contra a morte causada por intoxicacdo aguda por
MPTP.

Os mecanismos exatos pelos quais o exercicio desencadeia respostas benéficas sobre o

SNC continuam a ser alvo de pesquisas.

3.2 Modelos Animais para exercicio fisico

A utilizacdo de animais para alguns estudos sobre o exercicio é fundamental na medida
em que o estudo com humanos nem sempre € viavel, desejavel, praticavel e ético, sendo
por vezes necessario um estudo ao longo de uma vida, ou com aplicagdo de técnicas
invasivas. Por outro lado, alguns estudos feitos com animais s@o necessarios para entender

a biologia animal, bem como melhorar a sua satde (Kregel et al., 2006).
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Para o estudo da plasticidade cerebral sdo utilizados diferentes modelos de inducdo de
exercicio fisico em animais, como natacdo, roda de corrida (exercicio voluntério), corrida
em “treadmill”, escalada ¢ levantamento de peso, sendo os trés primeiros os mais
utilizados (Arida et al., 2011). O ambiente enriquecido é também utilizado por
investigadores para 0 mesmo tipo de estudo, permitindo que haja interacdo social e oferta
de estimulos sensoriais, cognitivos e do sistema motor do cérebro (Arida et al., 2011).

A corrida em “treadmill” tem sido bastante utilizada nas Ultimas quatro décadas para
estudos comportamentais, fisioldgicos, bioguimicos e, mais recentemente, em estudos
sobre as respostas moleculares ao stress no exercicio agudo, e ao treino fisico cronico
(Kregel et al., 2006). E utilizada com frequéncia devido & sua simplicidade, eficéacia,
facilidade em treinar varios animais ao mesmo tempo, e relevancia para realizar exercicio
aerobico e anaerobico. No entanto, este tipo de exercicio pode provocar algum stress nos
animais, existindo, por isso, formas de minimizar o stress, como realizar o exercicio na
fase escura do ciclo circadiano, usar estimulos manuais em vez de choque elétrico e fazer
as fases de aquecimento e arrefecimento com o exercicio (Arida et al., 2011). Por outro
lado, este tipo de exercicio oferece vantagens relativamente ao exercicio voluntario e
natacdo, na medida em que é possivel controlar a intensidade, duracdo e frequéncia do
exercicio (Arida et al., 2011).
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CAPITULO II: Objetivos
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CAPITULO II - Objetivos

Este trabalho experimental teve como objetivo primordial o estudo do efeito
neuroprotetor do exercicio na toxicidade provocada pela Metanfetamina no estriado,

recorrendo-se a um modelo de toxicidade por Metanfetamina, em murganhos C57BL/6.
Foram desenvolvidas diferentes tarefas, no sentido da obtencdo destes objetivos:

v' Determinacdo da neuroproteccdo através da leitura da expressdo da tirosina
hidroxilase (TH — marcador da sintese da L-DOPA e, assim, da dopamina) e do
GFAP (marcador de astrocitos), através da técnica experimental “Western
Blotting”.

v Determinacdo dos niveis de dopamina, e seus respetivos metabolitos, e serotonina,
através de HPLC (High Performance Liquid Chromatography) com detecdo

eletroquimica.
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CAPITULO Ill: Material e
Meétodos
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CAPITULO 11l — Materiais e Métodos

1. Animais

Neste estudo, foram utilizados 24 murganhos machos, de estirpe C57BL/6, com 12
semanas de idade, provenientes de Charles River Laboratories Inc. (Barcelona — Espanha).
Foram mantidos, com um n=6 por gaiola, em condi¢fes de temperatura (21 + 1°C),
humidade e ciclos de luz (12/12h — 8h as 20h) controlados, com agua e comida ad libitum,
no biotério da Faculdade de Medicina da Universidade de Coimbra.

Estudos sugerem que os machos C57BL/6J apresentam maiores deplecdes de
dopamina no estriado que as fémeas da mesma estirpe (Yu e Liao, 2000). Por outro lado, 0
mesmo estudo conclui que a espécie C57BL/6J apresentou 1,4 a 2,2 vezes mais deplecdo
dopaminérgica gque a espécie BALB/c.

Os animais sofreram um periodo de adaptacdo ao biotério, onde foram mantidos,
por um periodo de 3 dias, antes de se dar inicio ao procedimento experimental.

Ap0s exercicio, os animais foram cuidadosamente inspecionados, com o objetivo
de pesquisar algum tipo de leséo fisica subjacente ao exercicio, por exemplo, hemorragias,
diarreias ou comportamentos anormais, que eventualmente pudessem interferir com o0s
resultados.

Foram feitos todos os esfor¢os para minimizar o sofrimento animal, bem como o
nimero de animais utilizados. Todos os procedimentos experimentais obedeceram as
regras impostas pelas Normas Técnicas de Protecdo dos Animais Utilizados para fins
Experimentais e Outros Fins Cientificos (Portaria n® 129/92 de 6 de Julho), bem como as
normas da Convencgéo Europeia do Bem-estar Animal (Portaria n® 1005/92).

1.1 Grupos de animais
Neste trabalho experimental foram utilizados quatros grupos de animais:
- Grupo Sal + Sed — n=6 de murganhos Salino + Sedentario

- Grupo Sal + Ex — n=6 de murganhos Salino + Exercicio
Controlo

- Grupo MA + Ex — n=6 de murganhos Metanfetamina + Exercicio Estudo
- Grupo MA + Sed — n=6 de murganhos Metanfetamina + Sedentario
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Grupos Sedentérios: durante 8 semanas os animais ndo fizeram exercicio fisico no

“treadmill” e receberam uma injecdo unica de Metanfetamina (estudo) ou Salino

(controlo), 72 horas antes do sacrificio.

Grupos Exercicio: durante 8 semanas os animais fizeram exercicio fisico no

“treadmill” e receberam uma inje¢do unica de Metanfetamina (estudo) ou Salino

(controlo), 72 horas antes do sacrificio.

2. Farmacos utilizados

Neste trabalho experimental utilizou-se o farmaco Metanfetamina - HCI que foi
adquirido da Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA), pelo INFARMED de Portugal
(Autoridade Nacional do Medicamento e Produtos de Saude).

A solucdo de Metanfetamina (30mg/Kg — 3mg/ml) foi reconstituida no dia da
injecdo com uma solucédo salina de NACI 0,9% (10,4mg de Metanfetamina por 3,46ml de
solucéo salina (NacCl)).

A Metanfetamina produz défices profundos nos sistemas, dopaminérgico e
serotoninérgico. Estudos demonstraram que uma dose Unica de 30mg/Kg de
Metanfetamina em murganhos, induzia degenerescéncia dos neurénios estriatais as 72h,
com défices nos marcadores dopaminérgicos terminais do estriado (TH — diminuicdo de
80% e DAT) e aumentos do marcador GFAP nos astrocitos estriatais (Zhu et al., 2005).
Outro estudo sugere que a mesma dose de Metanfetamina produz neurotoxicidade, apos
uma semana da injecdo, com redugdo dos niveis de dopamina, DOPAC e HVA, para
respectivamente 80, 45 e 62% (Fumagalli et al., 1998). Pereira et al (2012), demonstrou
qgue uma dose Unica de MA (30mg/Kg), que mimetiza uma overdose em humanos, € um
bom modelo para estudar a toxicidade provocada pela MA, com alteragdes nos niveis
estriatais dopaminérgicos e enfraquecimento locomotor, bem como alteracbes na

homeostase do GLU e GABA subjacente a astrogliose.
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3. Desenho experimental

3.1 Protocolo de exercicio e injecao da droga

Os grupos de exercicio foram submetidos a uma prética de exercicio regular em
“Treadmill” (modelo 1e8706 e 1e8700 adaptados, Panlab, S. L., Barcelona - Espanha), 5
dias por semana com 2 dias de descanso (figura 10). O exercicio consistia numa pratica de
40min/dia (dos quais, 5 min para aquecimento e 5 min de arrefecimento), a uma velocidade

de 30cm/s, sem inclinagdo.

Figura 10 - Pratica de exercicio fisico (corrida em “treadmill”) (Fotografia
tirada no Laboratdrio de Farmacologia e Terapéutica Experimental da Faculdade
de Medicina da Universidade de Coimbra).

Estudos confirmam que o exercicio em “treadmill”, durante 4 semanas a uma
velocidade de 18m/min, 40min/dia, sem inclinacdo, 5 dias por semana, diminui 0s
marcadores de lesdo cerebral, como GFAP, S100B (proteina de ligagdo do célcio), NSE
(enolase especifica do neurénio), no estriado de murganhos com Parkinsonismo cronico,
explicando o papel benéfico do exercicio em pacientes com doenga de Parkinson (Al-
Jarrah e Jamous, 2011).

Os grupos sedentarios foram submetidos as mesmas condigdes fisicas e ambientais
dos grupos de exercicio (“Treadmill”, ruido do motor, manipulacéo, vibragéo, privacao de
agua e comida), uma vez por semana a uma velocidade minima no “Treadmill” (5cm/s, 10
minutos).

Os animais dos dois grupos salinos (Sal) receberam uma injecdo intraperitoneal
Unica de 250l de NaCl 0,9%, 3 dias antes do sacrificio.
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Os animais dos dois grupos de Metanfetamina (MA) receberam uma injec&o Unica,
intraperitoneal, de solucdo de metanfetamina, 3 dias antes do sacrificio, sendo que o
volume administrado dependia do peso de cada murganho (peso x 10ul de solucdo com

10,4mg de MA+ 3,46ml NaCl 0,9%) (figura 11). Os animais foram observados durante

cerca de 3 horas ap6s administracao.

Figura 11 - Administracdo intraperitoneal (Fotografia tirada no
Laboratério de Farmacologia e Terapéutica Experimental da Faculdade de
Medicina da Universidade de Coimbra).

3.2 Sacrificio dos animais

Trés dias apo6s a injecdo (de MA ou salino), todos os animais foram sacrificados por
deslocamento cervical, os cérebros foram removidos, sendo o estriado dissecado e
congelado em azoto liquido. Todos os estriados foram guardados a -80°C para posterior

analise em Western Blotting (hemisfério esquerdo) e HPLC (hemisfério direito).

Kﬂd od 2s 10s 10s + ?2h

‘ Adaptagio ‘ Treino ‘ Exercicio fisico

Figura 12 - Desenho experimental (d-dias; s-semanas; h-horas)
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DIAS (Adaptagdo + Treino)
1|12|3|4|5|6| 7| 8|5 |10f11|12|13] 14|15 161718
CM | Ad|[Ad | Ad | Trdl | Trd | Tr2|{Tr2 [Tr2| O | D | Tr3|Tr3 | Tr3|Trd (T4 [ D | D

DIAS (Exercicio)
19|20 21122 23(24) 25|26 27|28 29(30)31|32[33|34(35(36|37|38|35|40(41])42]|43[44]45(46

Ex |Ex [ Ex [Ex |[Ex|D | D |Ex|BEx|Ex|Ex|Ex|D | D |Ex|Ex|[Bx[Ex|Ex|D |0 |Ex|[Ex|Ex|Ex|Ex|D |D

DIAS (Exercicio + Injegdo + Sacrificio)
47|48 4% (5051 |52 |53 |54 ([55(56| 5758|5960 (61|62 |63|64|65[RE[67| 6B |69 |70
Ex [Ex [Ex|Ex | Ex|D [ D [Ex|Ex|Ex|Ex|Ex|D |D |Ex|Ex[Ex|Ex|Ex|D |Ipi|Ex|Ex

LEGEMDA: PROTOCOLO:

-CM - Chegada dos murganhos  -Tr 1: Velocidade — 20 cmy/s; 20 minutos

- Ad — Adaptacdo ao Bioteério -Tr 2: Velocidade — 20 cmy/s - 5 minutos; 25cm/s - 20

Tr— Treino minutos; 20 cm,s — 5 minutos

-Tr 3: Velocidade — 20 cmys — 5 minutos; 30 cm/s— 20

-D — Descanso
minutos; 20 cm/s — 5 minutos

-Ex —Exercicio

-Tr &4: Velocidade — 20 cmys —5 minutos; 30 cmys — 30
-Inj— Injecdo minutos; 20 cm,s — 5 minutos
-5 —Sacrificio - Ex: Velocidade — 20 cmys — 5 minutos; 30 cmys — 30

minutos; 20 cm/s — 5 minutos

Figura 13 - Cronograma temporal do protocolo de exercicio

4. Western blotting

Os niveis proteicos de TH (tirosina hidroxilase) e GFAP (proteina glial fibrilar
acida) do estriado dos murganhos foram quantificados através da técnica experimental
“Western Blotting”, descrita por Simdes et al., 2008.

4.1 Homogeneizacao de regides cerebrais e preparacao de lisados proteicos

As amostras de estriado (hemisfério esquerdo) foram adicionados 200pl de tamp&o
de lise RIPA (150mM NaCl; 50 mM Tris HCI pH=8,0; 5mM EGTA; 1% Triton X-100;
0,5% DOC; 0,1% SDS) suplementado com um cocktail de inibidores de proteases (1mM
fluoreto de fenilmetilsulfonilo (PMSF); 1mM ditiotreitol (DTT); 1ug/ml quimostating,;
1pg/ml leupeptina; 1pg/ml antipaina; 5ug/ml de pepstatina A — CLAP), tendo sido
posteriormente sonicadas (homogeneizacdo por ultra-sons — 3 pulsos, 15 segundos) e
centrifugadas a 13 000 rpm (815 493 G), durante 15 minutos a 4°C.
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Recolheram-se 0s sobrenadantes (extrato total) e armazenaram-se os lisados

proteicos a - 80°C até posterior utilizacao.

4.2 Quantificacdo proteica — Método BCA

A quantidade de proteina total presente na amostra foi determinada usando o
método de BCA (acido bicinconinico). Utilizou-se como padrdo a BSA (albumina sérica
bovina).

Numa placa multiwell de ELISA de 96 pogos, adicionou-se em duplicado:

- 25 pl de cada padrdo + 25 pl de tampéo de lise RIPA

- 25 pl de cada amostra proteica diluida + 25 pl de d&gua milliQ

- 200 pl de reagente BCA por pogo

Colocou-se a placa numa incubadora a 37°, durante 30 minutos, de seguida mediu-

se a absorvancia (A 570nm) no leitor de ELISA e fez-se uma reta de calibracéo.

4.3 Desnaturacao de lisados proteicos totais

A partir da reta de calibracdo, calculou-se a concentracdo de proteina das amostras
em estudo. As amostras foram desnaturadas por adicdo de uma solucdo desnaturante 6X
(10% (m/v) SDS (dodecil sulfato de sédio); 0,6 M DTT; 0,01% (m/v) azul de bromofenol;
0,5M Tris-HCI a pH 6,8 e 30% (v/v) glicerol), seguidas de aquecimento a 95°C durante 5

minutos.
4.4 Técnica de Western Blotting

Preparou-se o sistema de eletroforese, com a preparacdo de geles a 10% de Bis
acrilamida, de 15 pocos (para 12 amostras por gel, na quantidade de 3ug para TH e 10ug
para GFAP) e uma solucdo tampdo constituida por 125mM Tris-base, 100mM Glicina e
0,5% SDS a um pH 8,3.
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Figura 14 - Sistema de eletroforese utilizado neste estudo (Fotografia tirada
no Laboratério de Farmacologia e Terapéutica Experimental da Faculdade de
Medicina da Universidade de Coimbra).

Apbs eletroforese (a 190V durante 60 min), as proteinas foram transferidas por
electrotransferéncia (a 110V durante 90 min), para uma membrana de difluoreto de
polivinildieno (PVDF — Immobilon PVDF transfer membranes 0.45 pm, Millipore),
previamente ativada por imersdo em metanol durante 5 seg., seguido de incubacdo em agua
durante 5 min e por ultimo, em tampédo de electrotransferéncia (CAPS 100mM a pH 11,
metanol 20%) durante 15 min.

Ap0s electrotransferéncia, procedeu-se ao bloqueio da membrana numa solucéo de
BSA a 1% em PBS-T (tampédo fosfato com 0,1% tween-20), para a quantificacdo de
GFAP, e numa solugéo de leite magro a 5% em PBS-T para a quantificacdo de TH, durante
cerca de 60 minutos, sob agitacdo a temperatura ambiente.

As membranas foram incubadas durante a noite com os anticorpos primarios (ver
tabela) diluidos numa solucéo de leite magro a 5% (m/v) em PBS-T, a 4°C.

Apos incubacdo, as membranas foram lavadas numa solugdo de PBS-T, sob
agitacdo, durante cerca de 60 minutos (6 lavagens de 10 minutos cada). Seguidamente
foram incubadas no anticorpo secundério, diluido numa solucdo de leite magro a 5% em
PBS-T, a temperatura ambiente, durante cerca de 60 minutos. Apds esse tempo foram
feitos novos ciclos de lavagem de 10 minutos cada, durante 60 minutos, com PBS-T,
seguida de revelacdo por reacdo com quimiofluorescéncia, através do uso do reagente ECF
(Enhanced Chemifluorescence — GE Healthcare Life sciences).
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Tabela 1 - Anticorpos primarios e secundarios utilizados na técnica de Western Blotting

Peso
) Loading o o )
Anticorpos Molecular (1) Diluicdo | Referéncia | Companhia
(KDa) HO
Mouse anti- -
50 10 1:1000 IFO3L Millipore
GFAP
Mouse anti- .
59-63 3 1:2000 MAB 318 Millipore
TH
Mouse anti-
40 - 1:2000 Ab 9484 Abcam
GAPDH
Mouse anti- Sigma Life
) 55 - 1:5000 T 7816 )
B-Tubullna Science
Goat anti- Sigma Life
_ - 1:5000 A 3582 )
mouse Science

A revelacdo foi feita no detector Fluorescent Image Analyzer Typhoon FLA 900
(GE Healthcare Bio-sciences), e a quantificacdo das bandas foram obtidas através do uso
do software ImageQuant 5,0 (Molecular Dynamics).

Ap0s revelacdo as membranas foram reincubadas com os anti-corpos anti-GAPDH
(para 0 GFAP) e anti-pB-Tubulina (para o TH), para controlo de loading.

5. HPLC

A quantificacdo dos niveis de Dopamina (DA) e seus metabolitos (DOPAC e
HVA), e Serotonina (5-HT) foi determinada utilizando-se a técnica de cromatografia
liquida de alta pressdo (HPLC) de fase reversa com detecdo eletroquimica (HPLC-ED,
amperométrica) (Pereira et al., 2012).

O sistema de HPLC utilizado incluiu uma bomba Gilson (modelo 307), um auto-
injector Gilson (modelo 234; loop 50ul), um detector Gilson (modelo 142) e software
UniPoint v5.11.
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Figura 15 - Sistema de HPLC utilizado neste estudo para quantificacgdo de monoaminas
(Fotografia tirada no Laboratdrio de Farmacologia e Terapéutica Experimental da Faculdade de
Medicina da Universidade de Coimbra).

As amostras de estriado (hemisfério direito) foram descongeladas, sonicadas em
250 pl é&cido perclorico 0,2M arrefecido em gelo (trés pulsos de 10 segundos) e
centrifugadas a 13 000 rpm, 7 minutos a 42C. O sobrenadante foi filtrado em tubos de
polipropileno de centrifugagdo com microfiltros de 0,22 pm Nylon (Spin-X®Centrifuge
Tube Filter, Costar®), a 10 000 rpm, 10 minutos a 4°C, e armazenado a -80°C para
posterior analise. Os pellets foram ressuspensos em NAOH 1M e armazenados a -80°C
para posterior quantificacdo da proteina usando o método de BCA (4cido bicinconinico -
Thermoscientific®).

Para a separagdo e quantificagdo das monoaminas, utilizou-se uma coluna ODS 2
Waters Spherisorb® (4,6 x 250 mm Analytical Cartridge; tamanho da particula: 5 um).

A fase movel, desgaseificada e filtrada, foi constituida como mostra a tabela e
ajustada a um pH 4,5 com NaOH 5M.
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Tabela 2 - Condigdes experimentais para a analise em HPLC-ED

- Acetato de sodio triihidratado (0,1M)
- Acido citrico monohidratado (0,1M)
- Octilsulfato de sodio (0,5 mM)

Fase Movel
- EDTA (0,15 mM)
- Trietilamina (1 mM)
- Metanol (10%)
Fluxo 1 ml/minuto

Sensibilidade | 2 nA/V

Os tempos de retengédo para a DA, DOPAC, HVA e 5-HT foram respectivamente,
9.03, 6.64, 16.40 e 25.30 min. A concentracdo das monoaminas em cada amostra foi
calculada tendo como referéncia curvas padrdo de cada monoamina, sendo os resultados

apresentados em ng/mg de proteina.

6. Andlise estatistica

Todos os resultados estdo expressos como media + EPM e a significancia estatistica
foi avaliada utilizando-se 0 ANOVA seguido do teste Post-hoc Bonferroni multiple
comparison ou teste t-Student ndo emparelhado (GraphPad Prism 5.00.288), em que
*p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001 vs Sal+Sed.
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CAPITULO 1V: Resultados
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CAPITULO IV - Resultados

1. Administracdo de Metanfetamina

Apo6s administracdo intraperitoneal de Metanfetamina (cerca de 10 minutos depois), 0s
murganhos apresentaram alteracfes fisicas e comportamentais, como o pélo ericado,
comportamentos estereotipados (atividade motora repetitiva) e aumento da atividade

locomotora.

Figura 16 - Murganhos (esquerda — em estado normal; direita — sob o efeito da
Metanfetamina, com comportamento estereotipado e pelo ericado) (Fotografia
tirada no Laboratério de Farmacologia e Terapéutica Experimental da Faculdade de
Medicina da Universidade de Coimbra).

Passadas 24 horas, 0s animais ja se encontravam totalmente recuperados, apresentando
0s mesmos comportamentos e caracteristicas fisicas do grupo controlo. No “treadmill ” ndo
mostraram qualquer alteracdo na capacidade de corrida, comparativamente com 0 grupo
controlo (Sal + EXx).

Nenhum animal morreu ou mostrou algum tipo de complicacdo, apds administracdo de

Metanfetamina.
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2. Analise bioquimica

2.1 Niveis estriatais totais de Dopamina, seus metabolitos (DOPAC e HVA) e TH

A Metanfetamina produziu uma deplecdo dos niveis estriatais dopaminérgicos (= 34%
para o grupo sedentdrio e = 32% para o grupo exercicio) comparativamente com o grupo
controlo (Sal + Sed). O mesmo se verifica quando se compara ambos 0s grupos de
exercicio, havendo uma deplecao de ~ 37% no grupo MA comparativamente com 0 grupo
Sal. (figura 17, A e 20). Os metabolitos da dopamina apresentam a mesma tendéncia da
dopamina, com deple¢cdes no DOPAC de = 21% no grupo sedentario e = 27% no grupo
exercicio, comparativamente com o grupo controlo (Sal + Sed), e deplegdo de =~ 33% no
grupo (MA + Ex) quando comparado com o controlo (Sal + Ex) (figura 17, B e 19); no
HVA observa-se uma deplecdo de = 20% no grupo sedentario e = 24% no grupo de
exercicio, comparativamente com o controlo (Sal + Sed) e deplecdo de = 24% no grupo

(MA + EX), quando comparado com o controlo (Sal + Ex) (figura 17, C e 19).

Relativamente a expressdo estriatal da proteina tirosina hidroxilase (TH) observa-se
uma mesma tendéncia comparativamente com a dopamina e seus metabolitos, com uma
deplecao de = 42% no grupo sedentario e = 47% no grupo exercicio, comparativamente
com o grupo controlo (Sal + Sed), e uma deplecao de = 33% no grupo (MA + Ex) quando

comparado com o controlo do exercicio (Sal + Ex) (figura 17, D).

As figuras 18-20 ilustram cromatogramas representativos dos padrdes utilizados bem

como das amostras.
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Figura 17 - Efeito da administracdo da MA (30mg/Kg) e/ou exercicio fisico nos niveis estriatais, 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%. O sacrificio dos animais foi 72h apds administracdo de
Metanfetamina (MA) e Salino (Sal). Os niveis de DA, DOPAC e HVA foram determinados por HPLC, e os niveis
de TH foram determinados por Western Blot. A B-tubulina foi utilizada como controlo de loading. Os valores sdo
representados pela média +tEPM (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 teste Student’s t, em que *# <0,05.
*traduz a analise estatistica vs.grupo Sal+Sed
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Figura 18 - Cromatogramas representativos dos padrées (A — para DOPAC, HVA, 5-HT; B — para DA)
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Figura 19 - Cromatogramas representativos de cada uma das condigdes
experimentais — DOPAC; HVA; 5-HT (A — Sal+Sed; B — MA+Sed; C —
Sal+Ex; D — MA+EX)
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Figura 20 - Cromatogramas representativos de cada uma das condices
experimentais — Dopamina (A — Sal+Sed; B — MA+Sed; C — Sal+Ex; D —
MA+EX)
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2.2 Niveis estriatais totais de 5-HT

A metanfetamina ndo alterou os valores totais estriatais de serotonina no grupo
sedenté&rio em comparagdo com o grupo controlo (Sal + Sed). No entanto, ambos 0s grupos
de exercicio apresentam um aumento significativo desta monoamina ( = 49% Sal + Ex, =
39 % MA + Ex), comparativamente com o grupo controlo (Sal + Sed). Adicionalmente, o
grupo MA + Ex apresenta valores de 5-HT tendencialmente mais elevados do que o grupo
MA + Sed (=22%; p=0,0543; t-student).

5-HT

ng/mg de proteina

Figura 21 - Efeito da administracdo da MA (30mg/Kg) e/ou exercicio
fisico nos niveis estriatais, totais de 5-HT. Os animais controlo (Sal) foram
injetados com NACI 0,9%. O sacrificio dos animais foi 72h ap6s
administragdo de Metanfetamina (MA) e Salino (Sal). Os niveis de 5-HT
foram determinados por HPLC. Os valores sdo representados pela média
+EPM (n=6). Utilizou-se o teste ANOVA, seguido do teste Post-hoc
Bonferroni Multiple Comparison, em que ** p<0,01. *traduz a andlise
estatistica vs.grupo Sal+Sed
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2.3 Expressao da proteina GFAP

Relativamente ao marcador astrocitario, a MA produziu um significativo aumento
da proteina GFAP no estriado (= 251% no grupo Sed, e = 271% no grupo Ex),
comparativamente com o grupo controlo (Sal + Sed), e um aumento de ~ 188 % no grupo
MA + EXx, quando comparado com o grupo controlo do exercicio (Sal + Ex). N&o existe
diferenca estatisticamente significativa entre ambos os grupos da MA (MA + Sed e MA +
EX).
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Figura 22 - Efeito da administracdo da MA (30mg/Kg) e/ou exercicio fisico
na expressao estriatal da proteina acida fibrilar glial (GFAP). Os animais
controlo (Sal) foram injetados com NACI 0,9%. O sacrificio dos animais foi
72h apds administracdo de Metanfetamina (MA) e Salino (Sal). Os niveis de
GFAP foram analisados por Western Blot. O GAPDH foi utilizado como
controlo de loading. Os valores sdo representados pela média (% controlo)
+EPM (n=6). Utilizou-se o teste ANOVA, seguido do teste Post-hoc
Bonferroni Multiple Comparison, em que ## p<0,01; *** p<0,001. *traduz a
analise estatistica vs.grupo Sal+Sed
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CAPITULO V: Discussao
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CAPITULO V - Discussao

Esta investigacdo teve como principal objetivo avaliar o efeito neuroprotector do
exercicio crénico, no estriado, num modelo de neurotoxicidade por MA, induzido em
murganhos de estirpe C57BL/6.

A Metanfetamina produz defices profundos nos sistemas dopaminérgicos bem
como alteracBes gliais em varias regides dos circuitos dopaminérgicos que incluem o
cortex frontal e o estriado em roedores (Pereira et al., 2006; Pereira et al., 2012; Krasnova
e Cadet, 2009).

Dos varios modelos de toxicidade por MA (Krasnova e Cadet, 2009) escolhemos
um modelo de administracdo Unica, via intraperitoneal, com uma dosagem de 30mg/Kg,
mimetizando uma overdose em humanos. A administracdo desta dose elevada provoca
degenerescéncia dos terminais dopaminérgicos, acompanhada por astrogliose no estriado,

72 h ap6s a administracao deste farmaco (Pereira et al., 2012).

Nas primeiras horas subsequentes a administracdo da MA, os animais foram
observados e apresentaram alteracbes comportamentais, como comportamentos
estereotipados, aumento da atividade locomotora, bem como piloereccdo que é sugestiva
de uma resposta autonémica desencadeada por este psicoestimulante.

Os comportamentos estereotipados que surgem apds administracdo de MA, sao
considerados inuteis e repetitivos, ocorrendo em detrimento de outros comportamentos.
Em roedores, caracterizam-se por movimentos da cabeca e membros anteriores,
comportamentos orais (mastigacdo repetitiva), andar em circulos e cheirar (Atkins et al.,
2001).

Estudos demonstraram haver comportamentos estereotipados, bem como aumento
da atividade locomotora, imediatamente apOs administracdo da MA. O mecanismo
dopaminérgico parece ser o0 responsavel por estes aumentos na locomocdo e
comportamento estereotipado (Praputpittaya et al., 2005, Randrup e Minkvad, 1967).

Passadas 24 h, os animais ja ndo apresentavam alteragdes no comportamento, nem

dificuldades na execugdo da corrida no “treadmill”.

ApoOs 72 horas da administragdo Unica de MA (30mg/Kg) observou-se uma
deplecdo dos niveis estriatais de dopamina e seus metabolitos (DOPAC e HVA), bem

como diminuicdo da expressdo da proteina TH. Estes resultados sdo consistentes com
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outros estudos ja efetuados, e sugerem neurodegenerescéncia dos terminais
dopaminérgicos (Fumagalli et al., 1998; Pereira et al., 2012; Zhu et al., 2005).

Relativamente a 5-HT, ndo houve qualquer alteracdo entre os grupos administrados
com MA e os respectivos salinos, sendo também consistente com outros autores (Pereira et
al., 2012). A serotonina, assim como o BDNF, regulam a plasticidade sinptica,
neurogeénese e a sobrevivéncia neuronal de um cérebro adulto. Um comprometimento da
sinalizacdo da 5-HT e do BDNF parece estar relacionado com a depressédo, ansiedade e na
patogénese de algumas doencas neurodegenerativas (Mattson et al., 2004). Parece nao
haver consenso no que diz respeito a toxicidade da MA no sistema serotoninérgico,
havendo divergéncias nos resultados de diferentes autores. Fumagalli et al., (1998)
observaram uma deplecdo nos niveis de 5-HT, enquanto Grace et al., (2010) ndo
apresentaram nenhuma diferenca significativa.

Observou-se também um aumento marcado na expressdo da proteina GFAP, nos
animais submetidos a toxicidade induzida por MA, quando comparados com os salinos,
consistente com a existéncia de astrogliose. O GFAP é um marcador classico de
astrogliose, expressa nos astrocitos do SNC (Al-Jarrah e Jamous, 2011) e surge em
consequéncia de alteracBes patoldgicas. A sua expressdo é acompanhada de hipertrofia e
hiperplasia celular (Rohl et al., 2007).

Ndo se observaram diferencas relativamente aos niveis de dopamina, seus
metabolitos e expressdo do TH, entre 0s grupos submetidos a neurotoxina que ndo
praticaram exercicio fisico e que o fizeram regularmente. Estes resultados sugerem que
este protocolo de exercicio, considerado exercicio regular moderado, parece ter sido
ineficaz na prevencdo da neurotoxicidade dopaminérgica estriatal induzida por MA. Por
outro lado, a expressdao do GFAP também ndo apresentou alteracfes entre os grupos de
exercicio e os sedentarios que foram administrados com metanfetamina. Isto permite-nos
concluir que o exercicio ndo preveniu a astrogliose produzida pela MA.

E importante considerar que foi utilizado um protocolo de exercicio forcado e néo
espontaneo, o que pode representar um factor indutor de stress. Por outro lado, o exercicio
fisico foi realizado no periodo diurno, sendo mais stressante para os roedores, que se
encontram mais ativos no periodo noturno.

Com efeito, alguns investigadores reportaram que a corrida em treadmill pode
induzir sintomas de stress crénico, como hipertrofia da glandula adrenal, aumento dos

niveis basais de corticosteroides ou imunossupressao (Arida et al., 2011). A estimulacao
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cronica do SNC e a correspondente resposta hipotalamica-pituitaria-adrenal aumentam a
rigidez vascular, diminuindo a resisténcia vascular, suprime o sistema imunitério, induz
Ulceras e provoca lesdes em diferentes areas cerebrais (Kregel, et al., 2006). No entanto, o
presente trabalho ndo sugere que o programa de exercicio fisico levado a cabo seja
neurotdxico para o estriado visto que ndo produziu gliose. Contudo o putativo stress
associado a este programa de exercicio pode ter eliminado a sua eventual acdo benéfica
sobre os terminais dopaminérgicos. Por exemplo, Kelly et al. (2012) sugeriram que stress
fisioldgico sustentado pode sensibilizar o estriado a resposta inflamatoria e neurotoxica

produzida pela metanfetamina

Outro ponto, que contraria o putativo impacto neurotoxico no estriado da tipologia de
exercicio implementada neste estudo, tem a ver com os valores da serotonina observados.
Com efeito, verificou-se que esta apresenta um aumento significativo nos animais que
praticaram exercicio fisico. Pensa-se que o exercicio, uma dieta restritiva e drogas
antidepressivas, aumentam a sinalizacdo da 5-HT e do BDNF, protegem a funcédo cerebral
e promovem um envelhecimento saudavel (Mattson et al., 2004). Os nossos resultados sdo
consistentes com o facto de o exercicio fisico aumentar os niveis estriatais da serotonina e
seu metabolito (5-HIAA) (Bailey et al., 1993). Este estudo demonstra claramente que
apesar do exercicio fisico aumentar a sintese de serotonina no estriado ndo consegue
prevenir a degenerescéncia dos terminais dopaminérgicos nem a consequente astrogliose.
E fundamental a realizacio de mais estudos para esclarecer o mecanismo pelo qual o
exercicio fisico tem este impacto positivo nos terminais serotoninérgicos estriatais. E

também relevante esclarecer o seu significado fisioldgico.

50



Exercicio Fisico: estratégia Neuroprotectora num Modelo de toxicidade estriatal induzida pela Metanfetamina

CAPITULO VI: Conclusdo

51



Exercicio Fisico: estratégia Neuroprotectora num Modelo de toxicidade estriatal induzida pela Metanfetamina

CAPITULO VI - Conclusdo

Neste estudo utilizou-se uma administracdo Unica de MA para produzir
neurodegenerescéncia dopaminérgica negroestriatal, que foi constatada com a deplecéao
estriatal da DA e dos seus metabolitos (DOPAC e HVA), bem como pela diminuigdo da

expressao da proteina TH e do aumento da expressao da proteina GFAP.

Relativamente ao exercicio fisico, este estudo sugere que este ndo previne a
neurotoxicidade dopaminérgica estriatal, nem a astrogliose induzida pela MA. Por outro
lado, com base nos resultados obtidos acerca da 5-HT, pode-se concluir, que o0 exercicio

fisico aumenta os niveis estriatais desta monoamina.
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