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Resumo 

Durante os últimos anos, temos assistido a uma mudança radical no paradigma de consumo 

de drogas, com o aparecimento de novas substâncias psicoativas. As catinonas sintéticas são 

um dos grupos de substâncias mais popularizados, com 3, 4-Metilenodioxipirovalerona 

(MDPV) a destacar-se como o principal ingrediente dos tão conhecidos Bath salts. Esta 

molécula é um poderoso estimulante do sistema nervoso central (SNC) e é conhecido por 

mimetizar os efeitos de substâncias ilegais, como a cocaína ou a metanfetamina (META). 

Considerando a gravidade dos seus efeitos em vários órgãos (incluindo o cérebro), o MDPV já 

despertou alerta internacional. 

O abuso de psicoestimulantes tem sido associado a problemas neurocognitivos, psiquiátricos 

e fisiológicos. A META é uma toxina dopaminérgica, envolvida na ativação da microglia e dos 

astrócitos que acompanham a neurotoxicidade que promove em determinadas regiões do SNC. 

Estas alterações contribuem para as disfunções motoras e psiquiátricas inerentes ao seu abuso. 

De igual forma, o MDPV também exibe uma elevada afinidade para o sistema dopaminérgico, 

mas nada se sabe quanto aos seus efeitos ao nível da função motora e dos mecanismos de 

neurotoxicidade. Assim, o nosso objetivo foi comparar as propriedades comportamentais e 

neurotóxicas estriatais do MDPV e da META, despoletadas numa fase inicial da sua 

administração. Para tal, utilizou-se um regime neurotóxico (4 × 10mg/Kg) e avaliaram-se os 

efeitos das toxinas nas terminações nervosas dopaminérgicas e na ativação glial, explorando 

ainda o seu possível impacto nos recetores dos produtos de glicação avançada (RAGE) do 

sistema imune inato. 

É importante realçar que os nossos resultados revelaram, pela primeira vez, que o MDPV 

não é tão neurotóxico como a META, no período inicial de 24 horas. Ao contrário da META, 

o MDPV não causou disfunção motora nos testes comportamentais e não alterou os teores totais 

da tirosina hidroxilase nem provocou a ativação das células gliais. No entanto, é interessante 

constatar que a MDPV aumentou o comportamento exploratório dos murganhos. 

Adicionalmente, nenhuma das drogas alterou a expressão e os níveis proteicos do RAGE e do 

seu ligando, S100𝛽. Finalmente, nenhuma das drogas pareceu afetar a integridade da mielina 

no estriado. 

Este estudo comparativo é inovador e permitiu esclarecer os efeitos comportamentais e 

neurotóxicos iniciais associados a uma administração em binging de MDPV. Apesar de se ter 
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apresentado um perfil aparentemente inofensivo para esta Designer drug, estudos têm mostrado 

potenciais processos oxidativos que esta molécula pode desencadear. Considerando também os 

seus assustadores efeitos comportamentais no homem, mais estudos têm que ser feitos para 

percebermos com mais clareza o perfil toxicológico desta droga. 

 

 

Palavras-chave:   Designer drugs, MDPV, Metanfetamina, neurotoxicidade, RAGE, 

estriado
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Abstract 

Over the last few years, the traditional drug scene has been modified with the emergence of 

new psychoactive substances (NPS). Synthetics cathinone are the most popular ones, with 3,4-

methylenedioxypyrovalerone (MDPV) arising as the primary ingredient in the so-called “bath 

salts”. This drug is a powerful central nervous system (CNS) stimulant and is used to mimic 

the effects of controlled substances such as cocaine and methamphetamine (METH). 

Considering the severity of its central and peripheral toxicities, MDPV has already caused an 

international alert.  

The use of psychostimulants is related to profound adverse consequences 

with neurocognitive, -psychiatric and -physiologic impairments. METH is 

a dopaminergic toxin, known to trigger activation 

of microglia and astrocytes by neurotoxicity induced in discrete regions of the brain. These 

CNS interferences contribute to the motor and psychiatric symptoms associated with its 

dependence. Likewise, MDPV also hijacks the dopaminergic system, but nothing is known 

about its outcomes in motor behavior and neurotoxicity in the CNS. Therefore, our aim was to 

compare the behavioral and neurotoxic properties of MDPV and METH in their earlier stages 

of action, focusing on the striatum. To address this issue, we subjected mice with a binge-like 

regimen (4 × 10 mg/Kg, two hours-apart) and evaluated the effects of both toxins 

on presynaptic dopaminergic neurons and on glial cells activation, and their impact on the 

innate immune receptor of advanced glycation end-products (RAGE). 

Surprisingly, our results show for the first time that MDPV does not share with METH its 

drastic behavioural and neurotoxic effects, within the first 24 hours. Unlike METH, MDPV did 

not develop motor dysfunction nor did impose tyrosine hydroxylase TH depletion or glial 

activation. Interestingly, one should stress that MDPV increased exploratory behavior. Notably, 

both drugs failed to change RAGE and its ligand, S100𝛽, levels in striatum at this point.  

Moreover, none of the drugs appeared to cause damage to myelin. 

Taken together, this comparative study gives new insights into initial effects of MDPV 

regarding to motor deficits and to neuroinflammation state. Although it appears to be a harmless 

drug, evidences show its strong involvement in oxidative processes which may be in place for 

longer exposure time. For this reason, there is much that needs to be done to fully disclose the 

dangers that may come with this drug. 



 X 

 

Key-words: Designer drugs, MDPV, Methamphetamine, neurotoxicity, RAGE, striatum 
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1 Introdução 

As novas substâncias psicoativas sintéticas têm contribuído para uma realidade alarmante 

no mundo das drogas de abuso. Por serem Designer drugs, muitas resultam da otimização 

racional da função biológica associada, gerando moléculas com propriedades farmacológicas 

desconhecidas e, muitas vezes, em produtos ainda mais potentes do que os de partida. Face aos 

perigos de saúde pública que podem representar, estas substâncias têm despertado grande 

interesse na comunidade científica. A 3, 4-Metilenodioxipirovalerona (MDPV) é uma das 

drogas que mais popularidade ganhou e é o principal constituinte dos Bath salts: uma mistura 

de catinonas sintéticas1,2.  

Estas drogas são disponibilizadas em diversos meios (smart shops, lojas virtuais, mercado 

negro) a baixo custo e são apresentadas como substâncias euforizantes alternativas às drogas 

clássicas, como a Metanfetamina (META) ou outros psicoestimulantes3. Tal como acontece 

com outros psicoestimulantes, o consumo destas substâncias tem originado um quadro de 

intoxicação associado a perturbações psiquiátricas que incluem agressividade, ansiedade 

extrema, alucinações e outros sintomas psicóticos4.  

A META é um psicoestimulante, sendo uma das drogas do tipo anfetamínico mais vulgar e 

uma das que pode provocar um grave padrão de neurotoxicidade, associado a efeitos como a 

perturbação dos sistemas dopaminérgico e imune e a neuroinflamação5. 

A MDPV, partilha com a META, uma elevada afinidade pelo sistema dopaminérgico 

nigroestriatal6. No entanto, nada se sabe relativamente ao impacto desta nova Designer drugs, 

MDPV, nas células do sistema imune central. Assim, é totalmente pertinente abordar esta 

questão, para melhor perceber os perigos subjacentes ao seu consumo. 
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1.1          Psicoestimulantes  

O ser humano e os fármacos psicoestimulantes (drogas) têm um vínculo tão antigo como 

quase a sua própria existência. Desde cedo, as civilizações antigas aprenderam a obter das 

plantas produtos com propriedades medicinais (aliviar sintomas e/ou curar doenças). Entre eles, 

encontram-se substâncias psicoativas como o ópio, com efeitos analgésicos, sedativos e 

tranquilizantes ou, a cannabis, com efeitos analgésicos e hipnóticos, ou a folha da coca, para 

sensação de bem-estar e de energia. No entanto, o homem também aprendeu que podia recorrer 

a este tipo de produtos como fontes de euforia, prazer, alucinações e misticidade7. 

Apesar desta longa relação, o uso de drogas nem sempre esteve acessível a todos os 

indivíduos, tendo sido exclusivo de elites, intelectuais, sacerdotes ou curandeiros. A 

generalização do uso de drogas aconteceu no fim do século XIX, com os primeiros passos da 

Química Orgânica. Nesta época, foram extraídas e isoladas substâncias a partir de plantas, como 

a morfina ou a cocaína. A cocaína foi adicionada a vários produtos comerciais e prescrita para 

o tratamento da depressão, ansiedade ou para o tratamento da adicção de morfina em soldados 

da Guerra Civil Americana (1861-65).8 

Os efeitos colaterais do uso destes compostos psicoativos só começaram a ser reconhecidos 

apenas no século XX. De facto, na sequência da Convenção Internacional do Ópio em 1912, 

com a reunião de 13 nações, foram impostas restrições à circulação, venda e consumo destas 

substâncias9. Paralelamente ao aparecimento de restrições, a indústria farmacêutica foi 

introduzindo novos fármacos com propriedades psicoativas para desempenharem as mesmas 

funções das que foram sendo regulamentadas.  

A Segunda Guerra Mundial foi o marco mundial da difusão do uso e abuso de drogas, 

disponibilizadas como substâncias que aumentam a coragem ou diminuem a fadiga. Exemplos 

destas drogas incluem as drogas de abuso sintéticas anfetamina, META, 

metilenodioximetanfetamina (MDMA, ecstasy) e, mais tarde, a dietilamida do ácido lisérgico 

(LSD) (anos 40).  

Particularmente, as estruturas da anfetamina e da META foram patenteadas e 

comercializadas para o tratamento da asma, narcolepsia, depressão, obesidade ou 

hiperatividade com défice de atenção infantil, em alguns casos como substituintes da cocaína 

(depressão, obesidade). Os sintomas severos do abuso destas substâncias tornaram-se evidentes 

após a Segunda Guerra Mundial. Contudo, a anfetamina e a META foram incluídas na lista de 
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substâncias controladas Schedule II, apenas em 1971. A sua prescrição passou a ser permitida 

em situações clínicas devidamente justificadas, sendo proibida a sua livre circulação10,11.  

Com efeito, as drogas de abuso sintéticas, visavam mimetizar os efeitos psicoativos das 

drogas ilegais, fugindo ao controlo legal. Progressivamente, foram também surgindo restrições 

ao uso destas novas substâncias que, contrariamente ao pretendido, apenas incentivaram o 

consumo e o aparecimento de mercados clandestinos com o objetivo de procurar análogos 

farmacológicos às drogas tradicionais. Em consequência, esta cultura prolonga-se até aos dias 

de hoje e é ilustrada pelo fenómeno das Designer drugs12.  

As drogas sintéticas têm a característica comum de não dependerem de recursos naturais 

para a sua produção, diminuindo os custos e acelerando o ritmo da sua produção. Assim, as 

Designer drugs constituem um grave problema mundial associado a todas as classes sociais, 

sendo alimentado pelo aparecimento exponencial de novas substâncias com propriedades 

desconhecidas e imprevisíveis.  

A anfetamina e os seus análogos (META, ecstasy) constituem o grupo de Designer drugs 

com o historial mais longo: os estimulantes do tipo anfetamínico (ATS, amphetamine-type 

stimulants). Este conjunto de compostos caracteriza-se pela capacidade psicoestimulante de 

interferir nos sistemas monoaminérgicos do SNC e por possuírem a estrutura típica da 

Feniletilamina com derivações no anel, na amina ou nas posições 𝛼 e β da cadeia alquílica 

(figura 1.1)13. 

A popularidade destas drogas é refletida pela sua presença contínua no ranking das drogas 

mais consumidas mundialmente, tendo em 2011 sido consideradas o segundo tipo de drogas 

mais consumido (depois da canábis), de acordo com o United Nations Office on Drugs and 

Crime (UNODC)14.  De todos os ATS, a META domina os mercados mundiais com o maior 

número de apreensões, que tem vindo a aumentar progressivamente ao longo dos anos (figura 

1.2)15.   

Figura 1.1 Derivatizações da Feniletilamina. Anel aromático, amina e posições 𝛼 e β da cadeia 

alquílica como possíveis locais de derivatização para obter os vários ATS, partindo da Feniletilamina.  
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Paralelamente à problemática das ATS, começou a emergir, desde 2005, um conjunto de 

substâncias sintéticas psicoativas que ainda não estão abrangidas por quaisquer termos 

legislativos. O crescimento do abuso destas drogas despertou a atenção das entidades que as 

denominaram de New Psychoactive Substances (NPS)16. Estes produtos surgem com estruturas 

químicas análogas às drogas tradicionais (cannabis, cocaína, META, LSD ou ecstasy) e 

pretendem mimetizar os seus efeitos psicoativos. As estruturas químicas mais vulgares são os 

canabinóides, as catinonas, as feniletilaminas, as triptaminas e as piperazinas. 

Alternativamente, também podem ser classificados segundo os seus efeitos farmacológicos, 

como: estimulantes, depressores, halucinogénicos ou dissociativos17.  

Segundo o UNODC, a quantidade de apreensões de META subiu 21% em 2014 

relativamente ao ano anterior, mantendo-se como a ATS mais prevalente no mercado. 

Coincidentemente, a realidade das NPS destaca-se com o aumento de 18% de quantidade 

confiscada, com uma quantidade próxima à anfetamina (figura 1.2)15.  

Similarmente, a presença destas substâncias já foi reportada em Portugal. Os primeiros 

indicadores das NPS surgiram no Inquérito Nacional ao Consumo de Substâncias Psicoativas 

na População Geral de 2012 (INPG, 2012), onde 0,4% da população entre os 15-64 anos 

afirmou ter tido contacto com estas substâncias.  No último Relatório Anual Drogas e 

Toxicodependências 2015, apresentado pelo Serviço de intervenção aos comportamentos 

Aditivos e nas Dependências (SICAD), são revelados dados relativos a um inquérito a jovens 

com 18anos. Os dados indicaram uma prevalência semelhante do consumo de NPS semelhante 

ao de outras drogas, como a cocaína ou alucinogénios (≈5%); os ATS aparecem com uma 

prevalência de consumo de 7% (figura 1.3)18.  

Figura 1.2 Apreensões globais em toneladas de ATS e NPS em 2014, com os aumentos relativos ao 

ano de 201315. 
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A informação inerente às NPS é muito mais vasta em contextos mundiais e sugere uma 

situação mais dramática e preocupante do que aquela que se vive em Portugal. Estes novos 

compostos, com propriedades biológicas ainda desconhecidas, destacam-se pela grande 

diversidade estrutural, permitindo a produção em massa de uma grande diversidade de 

produtos. Em 2015 a European Monitoring Centre for Drugs and Drug Addiction (EMCDDA) 

e a Europol, denunciaram o importante aumento de novos compostos psicoativos, com 98 novas 

NPS detetadas na Europa (figura 1.4)19. 

Adicionalmente, a afirmação destas drogas no mercado internacional parece ser fortalecida 

pelo seu custo relativamente baixo e pelo fácil acesso em mercados online, com 58% da compra 

de NPS a ser via online (Global Drug Survey 2015). De acordo com o Global Drug Survey 

2017, as NPS estão entre as drogas mais compradas via online (33%), contra apenas 14% de 

compras de ATS (anfetamina/META) (figura 1.5)20.  

Figura 1.4 Evolução do número de novos NPS registados em cada ano, com o correspondente 

número de drogas monitorizadas (retirado do Relatório EMCDDA-Europol 201519).  

Figura 1.3 Prevalência de consumo por tipo de droga na população com 18anos em Portugal 

(adaptado do Relatório Anual Drogas e Toxicodependências 201518). 
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Como anteriormente referido, as NPS incluem drogas que pertencem às mais variadas 

classes estruturais, no entanto, existem algumas que se destacam. As NPS mais recorrentes são 

os Canabinóides sintéticos e as Catinonas sintéticas, tal como sugerido pelos World Drug 

Report 2016 (UNODC)15 e European Drug Report 2016 (EMCDDA)21 (figura 1.6).  

Curiosamente, as catinonas sintéticas são na sua maioria compostos análogos, química e 

farmacologicamente, aos compostos anfetamínicos, sendo por isso, também rotulados de 

estimulantes do tipo anfetamínico. Esta especificidade permite delinear estratégias de estudo 

destes novos compostos, recorrendo às propriedades das ATS como termos de comparação. O 

projeto em questão seguiu esta linha de raciocínio, recorrendo às drogas mais representativas 

das ATS e das Catinonas sintéticas: a META e a MDPV, respetivamente.  

 

 

Figura 1.5 “Que tipo de drogas tem mais obtido em mercados online?” (retirado do Global Drug 

Survey 201720). 

Figura 1.6 Representação do número de canabinóides e catinonas sintéticas no total de NPS 

apreendidos por ano (adaptado do World Drug Report 2016 (UNODC)15).  
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1.1.1     Metanfetamina (META) 

A META é uma substância com atividade psicoestimulante, vulgarmente utilizada para fins 

recreacionais pelos seus intensos efeitos euforizantes. Contudo, o seu elevado potencial de 

abuso pode transformar rapidamente o uso esporádico num desejo forte de consumo recorrente, 

traduzindo-se num consumo crónico de META associado a graves efeitos secundários. 

A META está disponível em forma de pó branco ou cristal branco translúcido, 

correspondendo ao seu sal (pela junção de ácido clorídrico), e na forma de comprimidos pela 

adição de outros adjuvantes, com a função de substituir parcialmente a META (diminuindo a 

pureza). O consumo pode ser feito pelas vias oral, inalatória (fumar), intranasal (snifar) ou 

intravenosa. A forma cristalizada possui maior pureza e é suficientemente volátil para passar a 

vapor, podendo ser consumida por via inalatória22. 

A sua estrutura difere daquela da anfetamina pela existência de um grupo metilo na amina, 

sendo igualmente dotada de um centro quiral. A metilação da amina confere maior 

lipossolubilidade à META (logP 1.94), comparativamente à anfetamina (logP 1.81). Assim, a 

META tem maior facilidade em permear barreiras lipídicas23. Os seus enantiómeros possuem 

diferentes efeitos farmacológicos, sendo o isómero S(+)-META responsável por induzir efeitos 

estimulantes24.  

O início de ação e a intensidade dos efeitos farmacológicos da META dependem da dose e 

das vias de administração (afetam a biodisponibilidade), da extensão da sua distribuição, 

biotransformação e excreção. Algumas das suas propriedades farmacocinéticas encontram-se 

discriminadas na Tabela 1. Com efeito, os efeitos mais imediatos, intensos e duradouros, são 

proporcionados pelas vias intravenosa e inalatória (fumo), onde os picos da concentração 

plasmática são atingidos mais rapidamente e a excreção é relativamente mais lenta. Contudo, 

está descrito que os efeitos da META duram entre 4-8horas, com efeitos residuais até 12horas25. 

Tabela 1 Comparação de parâmetros farmacocinéticos das várias vias de administração da META. 

 Biodisponibilidade (%) T[plasmática]máx T1/2 (h) Ref. 

Via intravenosa 1oo Minutos 12 26 

Via inalatória 67 - 90 1 - 2,5h 10 – 11 26,27 

Via intranasal 79 4h 10 27 

Via oral 67 3h 10 28,29 
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Relativamente à biodistribuição, a sua elevada lipofilicidade e baixa afinidade para as 

proteínas plasmáticas30, permitem a sua distribuição generalizada pelo organismo. Recorrendo 

à técnica de Positron emission tomography (PET), Volkow e os seus colaboradores31 

observaram elevados níveis de acumulação nos pulmões e fígado (23,7 e 21,8%, 

respetivamente) e uma menor extensão no cérebro e rins (9,6 e 6,7%, respetivamente), sendo 

que o pico de concentração de META no cérebro foi atingido 9min após a sua administração. 

No entanto, a depuração cerebral da META é lenta.  

A sua metabolização é essencialmente hepática e não origina metabolitos ativos (anfetamina 

não atinge concentrações farmacologicamente relevantes) e não parece ser alterada pelo seu 

uso crónico32. A META é excretada na urina na sua forma original e sob a forma de anfetamina, 

podendo sofrer acumulação com doses repetidas, o que permite a sua identificação na urina dos 

consumidores até 7dias após a última dose, na sequência de um consumo contínuo25,26. O pH 

da urina parece influenciar a quantidade excretada de META: pH acídico facilita a sua excreção 

através da urina29.  

Do ponto de vista farmacodinâmico, os ATS caracterizam-se pela sua interação com os 

transportadores das monoaminas biológicas, perturbando a sua homeostasia. Estes compostos 

diferem na afinidade e interação com os diferentes sistemas monoaminérgicos. Contudo, é 

transversal a capacidade de aumentarem a concentração destes neurotransmissores na fenda 

sináptica, prolongando a duração e intensidade da neurotransmissão.     

Especificamente, a META tem maior afinidade pelos transportadores da noradrenalina 

(NET, norepinephrine transporters) e dopamina (DAT, dopamine transporters) do que a 

anfetamina, sendo considerada uma droga mais potente do que a anfetamina33. A sua interação 

com o sistema noradrenérgico é responsável pelos seus acentuados efeitos 

simpaticomiméticos33. No entanto, são os seus efeitos na neurotransmissão dopaminérgica que 

são responsáveis pelo seu forte poder de reforço e adicção. A META distribui-se rapidamente 

por todas as áreas cerebrais. No entanto, a sua farmacocinética no estriado acompanha a cinética 

do efeito “high” proporcionado pela META e a densidade estriatal de DAT34. Por este motivo, 

de seguida são expostos os mecanismos de ação da META específicos ao sistema 

dopaminérgico. 

A META é caracterizada por atuar em múltiplos alvos que concorrem para aumentar a 

dopamina (DA) na fenda sináptica: em transportares membranares e vesiculares de DA, em 

enzimas de degradação/produção de DA.  

A META é um substrato dos DAT nos terminais dopaminérgicos pré-sinápticos, competindo 

com a DA pelo seu local de ligação e promovendo o transporte reverso de DA pelo DAT, 
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aumentando consequentemente o efluxo de DA35. No entanto, o mecanismo que promove esta 

libertação de DA não está totalmente esclarecido (difusão por troca facilitada – modelo clássico 

– ou transporte pelo DAT tipo canal iónico, dependente dos canais de Ca2+) 35–38.   

Para além da interação com os DAT, a META promove a redistribuição de DA nos terminais 

dopaminérgicos. Esta capacidade é em parte justificada pela interferência da META no 

armazenamento vesicular de DA, sendo substrato dos transportadores vesiculares de 

monoaminas (VMAT, Vesicular monoamine transporter), diminuindo o armazenamento do 

neuromodelador nas vesículas por quebra do gradiente de pH dentro destas (como base fraca 

atravessa facilmente a membrana vesicular e liga-se aos protões que mantêm o pH ácido, 

alcalinizando o ambiente)35. Outros mecanismos que contribuem para o aumento da DA no 

terminal pré-sináptico são a diminuição da degradação da DA, pela inibição da atividade 

enzimática da Monoamina Oxidase (MAO), e a interferência na atividade da enzima Tirosina 

Hidroxilase (TH)35,37. A síntese de DA é afetada discriminadamente, de acordo com a região 

cerebral39,40, sendo que no estriado a depleção de TH nos terminais dopaminérgicos representa 

um marcador importante da neurotoxicidade associada ao uso crónico de META41,42. Talvez 

mecanismos de feedback negativo pelo aumento de DA extracelular, justifiquem a inibição de 

ação da TH39,40 (figura 1.7). Com efeito, parece ocorrer uma neurotoxicidade regiosseletiva 

associada à META. Foram descritas lesões cerebrais decorrentes do abuso de longa duração de 

META (em humanos e roedores), particularmente no estriado (caudado-putâmen ventral) 43–46. 

Foi sugerido que a maior densidade de DAT e níveis de DA extracelulares nesta região cerebral 

contribuem para este fenómeno43.  

Figura 1.7 Alvos farmacológicos da META nos terminais dopaminérgicos estriatais. A imagem 

ilustra a dinâmica da DA na ausência (esquerda) e na presença (direita) de META. Na presença da 

META, o DAT promove a entrada da toxina para o meio intracelular e a libertação de DA para a fenda 

sináptica; a influência da META no DAT, não permite o uptake da DA funcionando como inibidor 

competitivo. Uma vez no citoplasma, a META aumenta os teores de DA no axoplasma pré-sináptico: 

quebra o gradiente de protões nas vesículas de armazenamento, pelo VMTA2; inibe a degradação da 

DA, pela enzima MAO, e diminui a atividade da TH (adaptado de Sulzer et al.35). 
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 A Figura 1.8 resume alguns dos mecanismos subjacentes à neurotoxicidade associada ao 

consumo da META. Como resultado direto da ação da META nos terminais dopaminérgicos, 

mecanismos de compensação podem provocar, a longo prazo, a diminuição dos níveis de DA, 

da densidade dos DAT e de TH47,48. A perturbação da homeostasia de DA está associada à 

produção de radicais livres, quer pela disponibilidade de DA em ser degradada intra- e 

extracelularmente (ROS, espécies reativas de oxigénio e /ou RNS, espécies reativas de 

azoto)47,48. Perturbações mitocondriais49 e alterações da função glial50 também contribuem para 

a formação de espécies reativas. Para além disso, a ativação permanente da glia (astro- e 

microgliose) contribui para a produção de mediadores inflamatórios51. Mecanismos 

apopotóticos52, autofágicos53, bem como a disfunção da barreira hematoencefálica (BHE)54 e 

alterações da mielina55, foram também associadas à neurotoxicidade produzida pela META. 

Paralelamente, perturbações no equilíbrio entre o ácido 𝛾-aminobutírico (GABA) e o glutamato 

induzidas pela META também contribuem para a excitotoxicidade e a toxicidade 

dopaminérgica56,57. Estas evidências experimentais de neurotoxicidade foram essencialmente 

produzidas em modelos animais. 

No contexto de farmacologia clínica, o consumo de baixas doses de META provoca 

sentimentos de intensa euforia e desinibição, diminuição da fadiga e aumento da vigilância e 

da líbido (ações dopaminérgicas); as ações noradrenérgicas são responsáveis por efeitos 

simpaticomiméticos como taquicardia, aumento da pressão arterial e vasoconstrição cutânea. O 

abuso de META é impulsionado pela alteração do sistema dopaminérgico de recompensa, 

incluindo o desenvolvimento de tolerância: doses cada vez maiores são necessárias para gerar 

os mesmos efeitos. Consequentemente, o consumo de doses elevadas e repetidas de META 

pode desencadear comportamentos repetitivos, compulsivos e violentos, alterações 

psiquiátricas (ex.: ansiedade, depressão, psicoses) e distúrbios cognitivos (falta de coordenação 

motora, problemas na atenção e memória)58,59; os sintomas simpaticomiméticos podem 

intensificar-se, com casos de enfartes e acidentes vasculares cerebraiss60,61.  
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1.1.2    Catinonas Sintéticas e Bath Salts 

A Catha edulis, conhecida por Khat, é uma planta vulgarmente utilizada pelos seus efeitos 

psicoestimulantes, com origem na África ocidental. A catinona, o seu principal princípio ativo, 

foi apenas identificado em 1975. Foi-lhe atribuída a responsabilidade das propriedades 

psicoativas da planta62. Curiosamente, tinham anteriormente sido sintetizadas estruturas 

análogas, como a metilcatinona e a mefedrona (primeiras catinonas sintéticas). No entanto, em 

consequência dos seus efeitos secundários, não lhes foi atribuída qualquer aplicação clínica. 

A catinona é uma versão oxidada da noradrenalina no grupo hidroxilo e difere da anfetamina 

pela presença de um grupo cetónico na posição 𝛽 da cadeia lateral (figura 1.9). O grupo 

Figura 1.8 Mecanismos associados à neurotoxicidade da META. 1) Transporte da META pelo DAT 

induzindo a extrusão de DA para a fenda sináptica; 2) Intracelularmente a META provoca a 

redistribuição da DA das vesículas para o axoplasma; 3,4) A disfunção mitocondrial, oxidação da DA 

(intra- e extracelularmente) e a ativação da glia contribuem para produção de espécies reativas de 

oxigénio e azoto (ROS e RNS), produzindo stress oxidativo; 5) Excitotoxicidade mediada pelos 

recetores NMDA (sistema Glutamatérgico); 6) A atiçação da glia induz a libertação de citocinas 

(adaptado de Marshall et al.48). 
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carbonilo das catinonas aumenta a polaridade, relativamente aos seus análogos anfetamínicos, 

diminuindo assim a sua capacidade de permear por barreiras lipídicas, nomeadamente a BHE63. 

Para além da semelhança estrutural, as catinonas partilham os mesmos efeitos característicos 

dos análogos anfetamínicos, sendo também considerados estimulantes do tipo anfetamínico. 

Estes psicoestimulantes produzem os seguintes efeitos: aumento da frequência cardíaca e da 

pressão arterial, broncodilatação, aumento do estado de alerta e do metabolismo; sensações de 

euforia, bem-estar e energia; aumento da libido; diminuição da fadiga64. No entanto, em doses 

elevadas as catinonas podem provocar desorientação, movimentos involuntários, agitação, 

comportamentos violentos, ansiedade e crises de psicose aguda, caracterizadas por alucinações, 

paranoia e/ou delírios65,66. Todos estes sintomas sugerem perturbações na homeostasia dos 

neuromodeladores monoaminérgicos: mecanismo partilhado com os análogos anfetamínicos67.  

As catinonas sintéticas são comercialmente rotuladas como Bath salts ou Plant food, estando 

disponíveis várias marcas para estas drogas (Super Coke, Blow, Cloud Nine, Ivory Wave, Bliss) 

(figura 1.10)66. Os rótulos, geralmente, indicam que estas substâncias não se destinam a 

consumo humano. Normalmente, apresentam-se como um pó cristalino branco ou castanho, 

podendo ser consumidas por via oral, respiratória (fumar ou snifar) ou via intravenosa68.  

Figura 1.10 Exemplo de Bath salts populares. Marcas Blow303 e Ivory Wave304 de misturas que contêm 

catinonas sintéticas.  

(±)Catinona (±)Anfetamina 

Figura 1.9 Estruturas químicas dos enantiómeros das substâncias psicoestimulantes catinona e 

anfetamina. 
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A composição química dos Bath salts não é indicada nas embalagens. No entanto, estes 

constituem uma mistura de uma, duas ou várias catinonas com outros compostos (cafeína, 

lidocaína, doxilamina), sendo as catinonas as substâncias em maior proporção. A mefedrona, a 

metilona e a MDPV são algumas das catinonas detetadas com maior frequência nos produtos69. 

A Tabela 2 representa a análise qualitativa de diferentes nomes de Bath salts. Esta tabela 

evidencia que a MDPV é a catinona mais abundante, existindo em mais de 50% dos produtos 

comercializados1,69,70. Adicionalmente, também se observou que os componentes dos Bath salts 

existem em quantidades variáveis em diferentes marcas e, até na mesma marca69. 

Em 2012, estas três Designer drugs foram incluídas na lista das drogas Schedule I, que inclui 

todas as substâncias químicas cuja venda, possessão e uso estão proibidos71.  

 Apesar das características psicoestimulantes transversais a todos estes compostos, a 

variabilidade existente no mercado (misturas diferentes com o mesmo nome, misturas com 

múltiplos constituintes, composições em permanente mudança) torna bastante desafiante 

caracterização dos seus efeitos farmacológicos no humano72.   

Em 2010 cresceu a sensibilização para estas drogas. Na verdade, houve um aumento de 

chamadas para a American Association of Poison Control Center (AAPCC) a relatar casos de 

Tabela 2 Detalhes resultantes da análise qualitativa/quantitativa de diferentes marcas de Bath salts. As 

setas azuis pretendem salientar a relativa abundância da MDPV (adaptada de Schneir et al. 69). 
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exposição a catinonas sintéticas (cerca de 10000). Entre 2011 e 2014 houve um total de 31000 

chamadas relacionadas com estes psicoestimulantes73. O relatório de 2012 do AAPCC indicou 

que o pico de utilização destas drogas ocorreu em  2011, com 22000 emergências hospitalares 

envolvendo o consumo de Bath salts: 33% relacionaram-se com o consumo isolado e 52% 

refletiram a combinação com outras drogas (DAWN, Drug Abuse Warning Network)74.  

A MDPV parece estar sempre presente em casos de intoxicação fatal com estas drogas. Em 

2012 foram relatadas 29 mortes nos Estados Unidos75 e 99 mortes na União Europeia76: estes 

óbitos tiveram em comum a presença de MDPV no cocktail de drogas consumido. Este facto é 

consistente com a análise qualitativa apresentada anteriormente.  

Este quadro torna imperativa a compreensão das propriedades farmacológicas da MDPV. 

Além disso, o seu estudo permite prever possíveis características farmacológicas de futuros 

análogos NPS que surjam no mercado com uma cadência imprevisível.  

 

1.1.3     3, 4-Metilenodioxipirovalerona (MDPV) 

A classificação da MDPV como um NPS está associada à sua crescente popularidade como 

droga de uso recreacional; no entanto, a sua estrutura química foi pela primeira vez descrita em 

1969, tendo sido patenteada como um estimulante central pela farmacêutica Boehringer 

Ingelheim77.  

A molécula MDPV (figura 1.11) difere da estrutura mais simples característica das catinonas 

contendo derivatizações no anel aromático (grupo 3,4-metilenodioxi; à semelhança do ecstasy), 

na amina (pirrolidina) e na posição 𝛼 da ramificação da etilamina (grupo propil).  

 

 

 

Figura  1.11 Estrutura química da 3, 4-Metilenodioxipirovalerona (MDPV). 
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A MDPV apresenta-se como um pó cristalino branco, na sua forma de sal com HCl, 

castanho, como base livre, ou cinzento (formulação Europeia)78. O seu sal pode ser dissolvido 

em água e ser administrado por via intravenosa. No entanto, as outras formulações de MDPV, 

com baixa solubilidade em água, são fumadas, inaladas ou ingeridas oralmente78.  

Não existem ainda estudos farmacocinéticos (nem em humanos ou em modelos animais) que 

estudem e comparem as diferentes vias de administração, ou até diferentes misturas deste 

composto. O facto do anel metilenodioxi ser responsável pela cinética não-linear do ecstasy 

(avaliação em humanos e roedores) permite sugerir que tal também aconteça com a MDPV79. 

Alguns estudos envolveram estudos da permeabilidade na BHE pela MDPV, da sua 

metabolização e excreção: um estudo preliminar sugeriu que a MDPV tem um tempo de semi-

vida de 2h, em humanos80.  

Em Gibbons et al. (2010) foram obtidas previsões dos valores de logP e logBHE para 

diferentes catinonas e para os respetivos análogos anfetamínicos, recorrendo a estudos de 

modelação molecular. Estes autores destacaram a MDPV como sendo a molécula mais 

lipofílica63. Mais tarde, Simmler et al. (2013), compararam o transporte transendotelial in vitro 

de várias drogas, tendo concluído que a MDPV possui uma elevada permeação por difusão 

passiva na barreira e, adicionalmente, também é transportado por mecanismos de transporte 

ativo, em contraste com as outras drogas. Na Tabela 3, estão representados os valores de 

permeabilidade dos fármacos anfetamina, META e MDPV num modelo de endotélio humano 

da BHE, onde se destaca a elevada permeabilidade do sentido apical para o basolateral da 

MDPV [valores de permeabilidade foram obtidos em comparação com a permeabilidade de um 

marcador extracelular com cor (Lucifer yellow)]6. Na verdade, este composto é uma exceção 

no grupo das catinonas, visto que o anel da pirrolidina diminui a sua polaridade, aumenta a sua 

lipofilicidade (logP 3.06)23 e, com isto, permite maior permeação lipídica.  

Tabela 3 Parâmetros comparativos da permeabilidade dos compostos (permeabilidade dos compostos 

comparativamente a um controlo), num modelo de endotélio humano da BHE (retirado de Simmler et 

al.6). 

 
Apical para 

Basolateral 

Basolateral para 

Apical 
Permeabilidade Transporte ativo 

Anfetamina 6.3 ± 3.7 5.2 ± 1.3 + Não 

META 5.4 ± 1.1 6.4 ± 3.0 + Não 

MDPV 37.2 ± 11.3 12.0 ± 11.2 ++ Sim 
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Um estudo preliminar in vitro sobre metabolitos indicou a formação dos análogos catecol e 

metilcatecol como os principais metabolitos de fase I da MDPV (abertura do anel 

metilenodioxi, seguida da desmetilação) (figura 1.12). Por outro lado, as enzimas de fase II 

produziram os conjugados de ácido glucurónico e sulfato dos metabolitos anteriores, numa 

proporção de 40% e 50% do produto metabolizado, respetivamente81. Em Meyer et al. (2010)82, 

produziram um estudo com maior detalhe que envolveu o fracionamento de vários metabolitos 

da MDPV, partindo de urina de rato e de humano. Adicionalmente ao catecol e ao metilcatecol, 

previamente descritos81, foram identificadas estruturas correspondentes à oxidação de um 

carbono na pirrolidina (lactama) e na cadeia propílica (formação da função álcool), incluindo 

as conjugações destas diferentes estruturas, em humanos. A formação de derivados sulfatados 

ou conjugados com o ácido glucurónico (metabolização fase II) também deve ser considerado.82 

Passemos à análise dos estudos sobre a farmacodinâmica da MDPV. A priori, seria de 

especular a semelhança farmacológica entre a MDPV e o ecstasy (anel metilenodioxi em 

comum), no entanto, rapidamente esta ideia foi refutada. Curiosamente, o mecanismo de ação 

da MDPV afasta-se daquele associado às drogas estruturalmente análogas, assemelhando-se 

mais ao mecanismo de ação da cocaína. 

Figura 1.12 Metabolismo da MDPV. Compostos resultantes da metabolização da MDPV, sendo o 

catecol e o metilcatecol os compostos mais abundantes (quadrados azuis).  
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Em 2013, três grupos de investigação, Baumann et al. (2013)83, Simmler et al. (2013)6 e 

Eshlemen et al. (2013)84, realizaram uma avaliação sistemática da farmacodinamia MDPV, 

tendo sido classificada como um bloqueador seletivo dos transportadores das catecolaminas, 

destacando-se como uma das drogas mais potentes comparativamente às tradicionais. 

Ensaios in vitro permitiram verificar que a MDPV tem uma elevada afinidade de ligação 

para com os DAT e NET, exibindo, até, maior afinidade para o DAT comparativamente à 

META, visto que apresenta um valor menor de Ki (constante de dissociação do inibidor). 

Similarmente, esta catinona exibiu uma potência de inibição do uptake (IC50) pelos 

transportadores  DAT e NET superior em relação à META e à cocaína, com a inibição em DAT 

6,83,84. Relativamente ao transportador da serotonina (SERT), a MDPV revela baixa afinidade 

pelo transportador, bem como uma baixa potência de inibição do uptake por este transportador. 

Isto sugere que a MDPV é mais seletiva para os transportadores das catecolaminas, ao contrário 

do que acontece com a cocaína. Na Tabela 4 podem ser consultados os valores Ki e IC50 para 

estes três psicoestimulantes.  

É relevante constatar que os efeitos da MDPV parecem ser estereosseletivos, uma vez que,  

os seus dois isómeros óticos diferem nas potências de inibição dos seus alvos farmacológicos 

(DAT e NET): a S(+)-MDPV apresenta uma potência de 200 e 80 vezes, respetivamente, maior 

do que a potência da R(-)-MDPV85. 

Tabela 4 Parâmetros de afinidade de ligação aos transportadores monoaminérgicos e sua inibição de 

transporte com a respetiva dose utilizada (adaptada de Simmler et al.6). 

 Afinidade de ligação (Ki) (µM) Inibição do uptake (IC50) (µM)  

 DAT NET SERT DAT NET SERT Dose (mg) 

MDPV 0,01 0,08 2,86 0,031 0,044 9,300 5 

META 1,85 4,28 26,70 1,050 0,064 >10 30 

Cocaína 0,28 4,47 1,10 0,768 0,451 2,370 75 

 

Na sequência da caracterização da elevada afinidade da MDPV pelos DAT, foi importante 

determinar se o mecanismo que permite a sua inibição envolve o comportamento de substrato 

ou bloqueador por parte da MDPV. Por um lado, estudos de libertação de DA e de serotonina 

(5-HT) sugeriram que a MDPV induz uma baixa libertação de DA e nenhuma libertação de 5-

HT. A ação dopaminérgica acompanhou a cocaína e foi significativamente menor do que a ação 

da META (figura 1.13)6. Adicionalmente, Baumann et al.83 confirmou que a MDPV tem baixa 

eficácia no aumento do efluxo de DA. Consequentemente, foi possível concluir que o aumento 

de DA na fenda sináptica provocado pela MDPV se deve ao bloqueio do seu uptake pelo DAT 
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(tal como a cocaína) e não à sua libertação (em oposição à META) (figura 1.14). 

Adicionalmente, estudos de microdiálise em rato demonstraram que o MDPV é 10 vezes mais 

potente do que a cocaína na capacidade em aumentar a concentração de DA no espaço 

extracelular83. 

Apesar da MDPV partilhar o mesmo mecanismo de ação da cocaína, também é útil compará-

la com a META, atendendo à sua seletividade para o sistema dopaminérgico. 

Com efeito, recentemente foi investigado o potencial neurotóxico da MDPV, em 

comparação com estimulantes anfetamínicos, nomeadamente a META. Por exemplo, Eshleman 

et al. (2013)84 demonstrou que a MDPV tem pouca afinidade para o VMAT2 e Anneken et al. 

(2015)86 não verificou alterações na densidade relativa de DA, DAT, TH ou proteína ácida 

fibrilar glial (GFAP, glial fibrillary acidic protein) no estriado de murganhos, após a 

administração de uma única dose de MDPV86. Contudo, foram ultimamente caracterizados 

Figura 1.13 Estudos de libertação de neurotransmissores (DA e 5-HT). Efeito máximo produzido 

por 100µM de META, Cocaína e MDPV na libertação de DA e 5-HT (adaptado de Simmler et al.6).  

Figura 1.14 Mecanismo de bloqueio do transportador da DA pela MDPV. Na sequência da sua 

atividade como bloqueador do DAT, a MDPV inibe o uptake de DA na fenda sináptica (adaptado de De 

Felice et al.67). 
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vários marcadores de neurotoxicidade em células SH-SY5Y indiferenciadas e diferenciadas: a) 

perda de viabilidade celular dependente da concentração utilizada (após 24horas); b) aumento 

de ROS e RNS (metabolização do anel metilenodioxi, acumulação da DA extracelularmente); 

c) depleção de glutamina (talvez pela conjugação com metabolitos); d) danos na função 

mitocondrial; e) indução de mecanismos apoptóticos87. Apesar da aparente contradição entre 

os estudos in vitro, parece ser evidente que precisamos de mais estudos para caracterizar 

inequivocamente o potencial neurotóxico desta droga.  

Existe pouco informação relativamente aos efeitos fisiológicos associados ao uso individual 

da MDPV no homem, já que os efeitos relatados são generalizados para as catinonas sintéticas 

ou para os Bath salts. No entanto, para misturas com maior quantidade relativa de MDPV ou 

no caso de serem consumidas grandes quantidades desta substância, são frequentemente 

relatados sinais de agitação e ansiedade excessiva, ataques de pânico, comportamentos 

violentos, sinais de psicose (alucinações, paranoia) e pensamentos suicidas80. De acordo com o 

relato de alguns consumidores, o consumo repetitivo após a primeira dose é habitual (binging), 

com 1-2 horas de intervalo, sendo que os efeitos desejáveis se prolongam por 2-4 horas. 

Contudo, os efeitos indesejáveis permanecem durante dias88. Por outro lado, alguns dos 

comportamentos induzidos pelo consumo da droga podem colocar em risco a vida do próprio 

e, em consequência, de todos os outros que o rodeiam80. A elevada seletividade da MDPV pelo 

sistema dopaminérgico sugere que esta droga tenha um elevado potencial de reforço, facilitando 

o abuso da mesma89 (ver secção 1.2). Frequentemente, são relatados casos clínicos de 

intoxicações relacionadas com a associação de MDPV a outras substâncias psicoativas, como 

álcool ou outras substâncias ilícitas80. 

Estudos em roedores sugeriram que a MDPV produz uma elevada atividade locomotora e 

estereotipia que são dependentes da concentração plasmática da droga90–92 (figura 1.15). Foi 

também sugerido que as estereotipias produzidas pela MDPV são comparáveis aquelas 

induzidas pela META91,92. É relevante realçar que ocorreu substituição de outras drogas pela 

MDPV, em estudos de auto-administração, onde a catinona revelou ter um potencial aditivo91,92. 

Roedores também exibiram comportamentos de auto-mutilação, como morder, arranhar a 

própria pele ou grooming excessivo.92,93  
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Em resumo, os efeitos farmacológicos da MDPV, descritos no homem e em modelos 

animais, tornam implícita a necessidade de melhor se compreender o seu potencial 

toxicológico. 

Figura 1.15 Relação entre as concentrações de MDPV e atividade locomotora/estereotipia. 

Correlações positivas (valor de r) entre as concentrações plasmáticas de MDPV e a proporção de efeitos 

produzidos (atividade locomotora e estereotipia) (adaptado de Anizan et al.90). 
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1.2          O cérebro e a perturbação pela utilização de substâncias 

A perturbação pela utilização de substâncias é considerada uma patologia crónica e 

reincidente, que altera a fisiologia normal dos circuitos neuronais e distorce a visão clássica das 

necessidades básicas de um indivíduo. A evolução do uso para o abuso de substâncias, elimina 

os efeitos emocionais prazeirosos e o efeito de reforço positivo, surgindo um estado físico e 

emocional de procura e consumo incontrolados da substância (drug seeking) que interfere na 

capacidade de resistir à sua ausência94.  

Efetivamente, os padrões comportamentais associados ao abuso de substâncias devem ser 

lidos à luz das alterações que as drogas de abuso impõem aos circuitos neuronais associados à 

recompensa, à tomada e execução de decisões, à memória e à aprendizagem.  

De todos os sistemas neuronais referidos, a estimulação do sistema de recompensa parece 

ser o que mais contribui para o desenvolvimento do comportamento associado ao abuso de 

substâncias. Este sistema resulta da comunicação de diferentes circuitos neuronais e é 

responsável pela aprendizagem com base em incentivos (prazer), produção de respostas 

dependentes de um contexto e no desenvolvimento de comportamentos segundo um 

determinado objetivo. Este sistema resulta da interconexão de várias estruturas cerebrais, 

nomeadamente: córtex frontal, núcleos da base (incluindo o estriado), amígdala ou 

hipocampo95. 

As conexões entre as diferentes estruturas envolvem estímulos glutamatérgicos 

(excitatórios), GABAérgicos (inibitórios) e dopaminérgicos, sendo que estes últimos 

desempenham uma importante função reguladora da função estriatal. Assim, a DA é um 

neuromodelador crucial no sistema de recompensa89. 

Como anteriormente referido, os psicoestimulantes do tipo anfetamínico e as catinonas 

partilham, de forma variável, a afinidade pelos sistemas monoaminérgicos, sendo que as drogas 

com maior poder de adicção (maior reforço) estão associadas a alterações acentuadas nos 

sistemas dopaminérgicos e, consequentemente, à disrupção do sistema de recompensa. A 

META ilustra um psicoestimulante com elevadas propriedades aditivas, visto que, possui uma 

grande especificidade pelo sistema dopaminérgico e está associada a importantes alterações da 

homeostasia da dopamina no estriado50. No entanto, o impacto da MDPV no estriado está 

menos estudado.  
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1.2.1     Estriado, controlo motor, comportamento, emoções, DA e drogas 

psicoestimulantes 

O estriado é uma estrutura heterogénea dos núcleos da base que concentra a maior parte das 

projeções nervosas corticais e subcorticais (aferentes), coordenando as projeções eferentes para 

outros constituintes dos núcleos da base95.  

Os núcleos da base referem-se a um grupo de núcleos subcorticais responsáveis, em primeiro 

lugar, pelo controlo motor e, também, pela aprendizagem motora, funções executivas e 

comportamento e emoções associados aos mecanismos de recompensa (reward)96. 

É constituído por 90-95% de neurónios espinhosos de tamanho médio (MSNs, Medium-sized 

Spiny Neurons), caracterizados por uma rede densa de espículas dendríticas, e 5-10% de 

interneurónios que estabelecem conexão entre as várias partes do estriado. Os MSNs são 

GABAérgicos e têm uma ação inibitória nos locais alvo; os interneurónios podem ser 

colinérgicos ou GABAérgicos96. O estriado divide-se ainda em dois compartimentos: a matriz, 

enriquecida em calbindina, e estriossomas, área pobre em calbindina96.  

O estriado apresenta heterogeneidade funcional e é constituído pelo núcleo caudado, 

putâmen e núcleo accumbens (NAc). O caudado e o putâmen localizam-se numa posição mais 

dorsal (superior e prolongada no sentido posterior) do estriado, sendo separados pela cápsula 

interna; e o NAc é inferior a estas estruturas, sendo considerado numa posição ventral. O globo 

pálido (interno e externo) (GPi e GPe) e o putâmen constituem o núcleo lentiforme e, se 

considerarmos o GP e o estriado, este passa a ser denominado de corpo estriado. Na Figura 1.16 

estão representadas as estruturas indicadas e outras áreas relevantes no sistema de recompensa, 

incluindo a amígdala. Em roedores, a cápsula interna não é tão proeminente e é mais inclinada 

para o caudado, originando uma estrutura aparentemente mais homogénea chamada de 

caudado-putâmen97. 
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É recorrente representar-se o estriado tendo em conta um eixo dorso-lateral, considerando-

se o estriado dividido em quaTro quadrantes (Dorso-lateral/medial e Ventro-lateral/medial) 

com o NAc localizado na porção ventro-medial (figura 1.17). Não existe uma separação 

citoarquitetónica ou histoquímica que permita identificar claramente as diferentes regiões. 

Porém, existem algumas particularidades que valem a pena destacar.  

Por exemplo, saliente-se a maior densidade de DAT na região dorsal, relativamente à região 

ventral. Por outro lado, a região ventral apresenta uma rede mais densa e empacotada de 

Figura 1.17 Divisão estrutural clássica do estriado em murganho numa posição mais anterior. 

Região Dorso-Lateral (verde); região Dorso-Medial (laranja); regiões Ventro-Medial/Ventro-Lateral 

(vermelho) com o NAc destacado (amarelo) em torno da comissura anterior.  

ANTERIOR POSTERIOR LATERAL 

Figure 1.16 Perspetivas tridimensionais na posição Anterior, Posterior e Lateral do Sistema de 

recompensa. As estruturas mais relevantes no sistema de recompensa estão representadas com as 

seguintes cores: Caudado (rosa claro); Putâmen (azul escuro); NAc (vermelho); Globo Pálido externo e 

interno (rosa escuro e amarelo); Tálamo (azul claro); Substância Negra (roxo); Núcleo Subtalâmico 

(verde); Amigdala (castanho); Hipocampo (cinza) (adaptado de Haegelen et al.305). 
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neurónios, havendo uma distribuição mais homogénea na região dorsal. Finalmente, sublinhe-

se que existe uma distribuição heterogénea de projeções neuronais para as duas regiões95. 

As principais projeções glutamatérgicas para o estriado surgem de diversas áreas corticais, 

do tálamo, da amígdala e do hipocampo, estabelecendo sinapses com as espículas dos MSNs. 

Os aferentes corticais provêm de áreas límbicas, associativas e motoro-sensoriais, sendo que 

cada tipo de informação se distribui preferencialmente por zonas específicas do estriado95,98,99. 

As projeções corticais límbicas (p.ex.: córtex pré-frontal ventro-medial) concentram-se 

maioritariamente na região ventral do estriado, especificamente no NAc, mas também nas 

regiões ventrais do caudado e putâmen; os aferentes associativos (p.ex.: córtex orbito-frontal, 

córtex cingulado anterior dorsal) projetam-se essencialmente para a região medial do estriado, 

acompanhando o caudado e a porção rostral do putâmen; os aferentes motoro-sensoriais (p.ex.: 

córtex pré-frontal dorsal, neocórtex) concentram-se na regição dorsal do estriado, 

maioritariamente no putâmen. Fibras eferentes da amígdala e do hipocampo (estruturas que 

constituem também o sistema límbico) projetam-se para a região ventral (NAc) da estrutura e 

aferentes do tálamo enervam, principalmente, a região dorsal95,98,99. A diferente distribuição 

dos inputs nervosos, parece determinar o tipo de funções em que cada quadrante se envolve. 

Por exemplo, diversos estudos sugerem que o NAc (em particular o Shell) está envolvido nos 

parâmetros motivacionais e emocionais associados aos mecanismos de recompensa; o estriado 

dorso-lateral tem sido associado a comportamentos regulares, considerados como hábitos; o 

estriado dorso-medial parece influenciar o comportamento associado a um objetivo 

específico95,99–101. É também relevante destacar o envolvimento dos interneurónios na 

integração da informação proveniente das diferentes áreas estriatais95. 

Outro tipo de aferentes que inervam densamente o estriado dorsal e o NAc são as projeções 

dopaminérgicas do mesencéfalo [substância negra compacta (SNc) e área ventral tegmental 

(VTA)]: o estriado ventral recebe aferentes especificamente da VTA enquanto que, a SNc 

projeta para a região ventral e, de forma mais predominantes, para a região dorso-lateral102. 

Os MSNs estriatais estão organizados em duas vias: direta e indireta. Na via direta, os MSNs 

(que expressam recetores dopaminérgicos D1; figura 1.18) projetam-se para o GPi e para a 

substância negra reticulada (SNr). Como estas estruturas têm uma função inibitória sobre o 

tálamo, a inibição do GPi/SNr proporciona a desinibição do tálamo que projeta fibras 

excitatórias para o córtex motor.95,101,103,104 
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Por outro lado, a via indireta resulta da projeção de MSNs (que expressam recetores 

dopaminérgicos D2; figura 1.18) para o GPe, que tem o controlo inibitório do núcleo 

subtalâmico (STN). Visto que o STN exerce um controlo excitatório sobre os núcleos GPi/SNr, 

a via indireta promove a estimulação do STN e a diminuição da estimulação do córtex motor 

(figura 1.19)95,101,103,104.   

Figure 1.19 Via direta e indireta do circuito Cortico-Núcleos da base-Talâmico e dos inputs 

dopaminérgicos nos núcleos da base. São apresentados os tipos de conexões que se estabelecem entre 

as diversas estruturas e o efeito produzido (CTX, córtex; EST, estriado; NAc, núcleo accumbens; GPe, 

globo pálido externo; GPi, globo pálido interno; STN, núcleo subtalâmico; SN, substância negra; VTA, 

área ventral tegmental). 

Figura 1.18 Subtipos de recetores de DA. Os recetores de DA dividem-se segundo o tipo D1 (D1 e D5) 

e o tipo D2 (D2, D3 e D4). Os primeiros ativam a enzima Adenil ciclase, enquanto que os segundos inibem 

esta enzima. O diagrama mostra a localização dos diferentes subtipos de recetores de DA por diferentes 

regiões cerebrais (adaptado de Ares-Santos et al.306). 
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A DA funciona como um regulador deste sistema de comunicação, exercendo um papel 

determinante no controlo do movimento. A DA ativa a via direta pela sua ligação aos recetores 

D1 e inibe a via indireta pela ligação aos recetores D2
103,105. Assim, o controlo motor resulta de 

um equilíbrio entre estas duas vias. A disrupção do sistema dopaminérgico está associada a 

doenças do movimento, como por exemplo, a Doença de Parkinson96. 

Por outro lado, o uso de drogas ATS (tais como a META) está associado a perturbações da 

atividade nos núcleos da base (incluindo o estriado), inerentes a uma estimulação aberrante da 

transmissão dopaminérgica89,106. Psicoestimulantes clássicos, como a META ou a cocaína 

estimulam processos de plasticidade sináptica que envolvem alterações ao nível das dendrites 

e das suas espículas no NAc e na região dorsal do estriado107,108. Em suma, o estriado parece 

ser uma região cerebral fortemente afetada por drogas de abuso psicoestimulantes109,110.  
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1.3          Sistema Imunitário Inato 

O sistema imunitário (SI) é um mecanismo fundamental em qualquer organismo, com a 

função fisiológica de o defender da maioria das agressões exógenas, orquestrando uma resposta 

imunológica. Estas agressões podem consistir em microrganismos potencialmente patogénicos 

(vírus, bactérias, fungos, protozoários, vermes) ou substâncias estranhas, denominadas por 

agentes patogénicos111. 

Delves e Roitt (2000)111, estabelecem três linhas de defesa contra agentes infeciosos. A 

primeira linha consiste nas barreiras físico/químicas que tentam impedir o agente agressor de 

entrar no organismo hospedeiro. Estas barreiras incluem a pele, os epitélios, secreções e 

enzimas com propriedade anti-microbianas. Quando os agentes infeciosos ultrapassam a 

primeira barreira, encontram dois outros níveis de defesa: o SI Inato e o SI Adaptativo.  

Estas duas vertentes do SI diferenciam-se pelas suas entidades constituintes, pelo tempo e 

especificidade de reação ou até pela capacidade de estabelecer memória imunológica. No 

Esquema 1 pode observar-se algumas das principais caraterísticas de ambos.   

O SI, como tal o conhecemos, terá resultado de um processo evolutivo devido à pressão 

imposta pelos patógenos111. A imunidade inata definiu-se nos primeiros seres multicelulares. A 

SI Inato

SI Adaptativo

SI Inato

SI Adaptativo

Tempo de resposta

Minutos/Horas

Dias

Memória imunológica

Apenas pelas Natural Killers

Memória persistente e 
duradoura

Especificidade

Moléculas e padrões 
moleculares associados a 

patógenos e moléculas 
produzidas por células 

mortas/danificadas

Distinção pormenorizada de 
estruturas moleculares de 

agentes patogénicos

Componentes solúveis 
no sangue

Peptídeos antimicrobianos, 
proteínas e outros mediadores

Anticorpos e citocinas

Diversidade

Recetores dependem da linha 
germinativa, não sofrendo 

alterações com o tempo

Maior diversidade já que 
diferentes recombinações 

génicas de recetores podem ser 
criadas durante a vida do 

indivíduo

Células

Fagocíticas(neutrófilos, 
macrófagos e monócitos), 

outros leucócitos (eosinófilos e 
basófilos), Natural Killers, 

Células epiteliais e endoteliai

Linfócitos T, Linfócitos B

Esquema  1 Características principais da Imunidade Inata e Adaptativa. 
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sua relevância é traduzida no facto de que a maioria dos organismos sobrevivem com este tipo 

de imunidade. Com o aumento da diversidade dos agentes patógenos e pelo aumento da 

complexidade dos organismos, o SI Adaptativo apenas surgiu posteriormente com os 

vertebrados mandibulares112.  Este trabalho focar-se-á na imunidade inata. 

O SI Inato providencia uma defesa imediata que previne, controla ou elimina uma infeção 

causada por um agente infecioso113. A resposta inata é ativada quando os agressores conseguem 

superar as barreiras físico/químicas do organismo. Consequentemente, vários mecanismos e 

entidades são acionados, tipicamente dentro de minutos. Os agentes patógenos são detetados 

por células do sistema inato dotadas de recetores intra e extracelulares que reconhecem padrões 

moleculares exclusivos a microrganismos infeciosos. Esta capacidade aciona um amplo espetro 

de células e mecanismos que iniciam múltiplas vias de ação. 

Nos seguintes tópicos, vão ser abordados os intervenientes e mecanismos que permitem ao 

SI Inato identificar os agentes patógenos. 

 

1.3.1     Componentes celulares e moleculares da Imunidade Inata 

A imunidade inata é responsável por orquestrar diversas entidades (células e moléculas) para 

montar uma resposta inflamatória contra um agressor.  

As componentes celulares do SI inato identificam e eliminam os patógenos e promovem a 

amplificação do sinal, através de uma resposta coordenada e multidirecional. A maior parte 

destas células são leucócitos (monócitos, macrófagos, neutrófilos, eosinófilos, basófilos, 

mastócitos), mas também incluem as células dendríticas. 

Os macrófagos e neutrófilos são as principais células fagocitárias do SI inato e reconhecem 

diferentes patógenos. Os neutrófilos são os leucócitos circulantes mais abundantes e os 

macrófagos (que resultam da diapedese dos monócitos) estão presentes em vários tecidos. Os 

macrófagos funcionam também como células secretores de citocinas e quimiocinas e como 

células apresentadores de antigénios (Antigen-Presenting Cells, APC’s)114–116.  

As células dendríticas estão localizadas nos tecidos periféricos na forma imatura. Nesta fase 

estas células apresentam grande capacidade fagocitária, no entanto, na presença de inflamação 

elas amadurecem e migram para os gânglios linfáticos, onde exercem a sua principal função de 

APC’s115–117.  

Paralelamente aos fagócitos, existem as células Natural Killer que identificam e eliminam 

células com o MHC-I (Major Histocompatibility Complex class I) alterado recorrendo a 

mecanismos alternativos à fagocitose116,118. 
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Adicionalmente aos neutrófilos, também contribuem para o sistema inato outros 

granulócitos como os eosinófilos, basófilos e os mastócitos. Estes estão envolvidos em 

respostas alérgicas ou contra agentes que não podem ser internalizados pelos fagócitos, 

libertando grânulos que criam um ambiente extracelular hostil aos agressores119,120. 

Complementarmente às células anteriores, o SI inato compreende um conjunto de 

substâncias que funcionam como um complexo multiprotéico para facilitar a eliminação de 

agentes patogénicos, o sistema complemento. 

Os vários tipos de células e o sistema complemento alicerçam a resposta imune inata na 

maioria dos tecidos, podendo por vezes os mecanismos adotados causarem danos ou disfunção 

no local de ação. O SNC é sensível e tem baixa capacidade de regeneração, possuindo um 

sistema imunitário exclusivo121. 

As microglias constituem o sistema imune propriamente dito no SNC e partilham muitas 

características imunológicas com os macrófagos periféricos. Estas células focam-se na proteção 

do SNC através da identificação/eliminação de agentes agressores e da mediação da inflamação. 

Os neurónios e os astrócitos comunicam com a microglia, tendo também um papel ativo na 

defesa do SNC121. 

Todo este arsenal de entidades, funcionam de forma coesa e organizada, permitindo o 

desenrolar de uma resposta inflamatória capaz de combater a agressão e conduzir, de novo, o 

sistema à homeostasia. Contudo, a eficiência deste sistema depende da sua capacidade de 

distinguir o que constitui, ou não, perigo para o organismo. Para tal, todos estes constituintes 

do SI expressam recetores que identificam a presença de microrganismos ou de agentes 

endógenos/exógenos que põem em causa a integridade do sistema.  

 

1.3.2     Reconhecimento de patógenos pelo SI Inato 

Como apresentado anteriormente, todos os elementos do Sistema Inato têm de conseguir 

reconhecer o que poderá constituir uma agressão ao organismo para que se origine o alerta. Este 

primeiro sinal é determinante para que se despolete a resposta inflamatória com o objetivo de 

retornar à homeostasia.  

No caso de microrganismos (vírus, bactérias, fungos, protozoários), a estratégia de 

reconhecimento consiste na deteção de Pathogen-associated Molecular Patterns, PAMPs, 

padrões moleculares exclusivos a estes organismos, não presentes em células do organismo 

agredido. Estes padrões são os principais alvos do SI Inato por constituírem, muitas vezes, 

estruturas vitais aos microrganismos, não tendo sofrido alterações com a evolução destes. Para 
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além de substâncias exógenas como os PAMPs, o SI Inato também reage contra células em 

morte celular ou danificadas do próprio organismo, detetando produtos metabólicos anormais, 

os Damage-associated Molecular Patterns, DAMPs. Os xenobióticos (medicamentos, toxinas 

ou poluentes) também podem ativar indiretamente o SI inato pela libertação de DAMPs por 

células afetadas por estes agentes químicos122. Recentemente, foi proposto que metabolitos de 

drogas de abuso, como a morfina e o etanol, podem funcionar como Xenobiotic-associated 

molecular patterns (XAMPs). 

O reconhecimento destes padrões é do encargo de recetores celulares deseignados por 

Pattern Recognition Receptors (PPR’s) e por moléculas solúveis. Estes recetores podem ser 

expressos na membrana, no citoplasma ou armazenados em lisossomas/endossomas. Alguns 

recetores são libertados e são solúveis. Este facto permite que os PAMPs sejam detetados dentro 

e fora das células. Adicionalmente, os recetores solúveis possibilitem uma maior área de ação, 

estando presentres no espaço intersticial, no sangue e em secreções nas mucosas116,123. 

Genericamente, a estas moléculas está inerente diversidade estrutural e funcional, relacionada 

com as suas estruturas multiméricas e com a afinidade a diferentes ligandos.  Estas 

características determinam a resposta rápida, eficiente e multidirecional da resposta imune 

inata.  

O trabalho conjunto destas moléculas, PRRs e compostos solúveis, viabiliza o discernimento 

do próprio/não próprio pelo SI Inato, precavendo o ataque imunológico a células do próprio 

organismo. A maioria das células do SI Inato expressam PRRs, no entanto, estes podem também 

estar presentes em células frequentemente expostas a patógenos (pele, mucosas, endotélio, 

neurónios). Curiosamente, as células não expressam todos os PRRs individualmente, estando 

os variados subtipos de recetores presentes em diferentes populações celulares.123 

 Resumidamente, estes distinguem-se estruturalmente, na sua localização, no tipo de padrões 

moleculares que reconhecem e na sinalização celular que originam. Apresentam-se, de seguida, 

as 5 principais classes de PRRs (figura 1.20):  

 Toll-like Receptors (TLRs) São proteínas transmembranares localizadas nas membranas 

plasmáticas e endossomais de vários tipos de células (macrófagos, células dendríticas, células 

endoteliais). Os PAMPs que lhes estão associados são peptidoglicanos (parede celular) ou 

Lipopolissacaríedos (LPS) de bactérias gram(-) e ácidos nucleicos virais. 

 RAGE (Recetores dos produtos de glicação avançada) Proteínas membranares ou 

solúveis, expressas em vários tipos de células e associadas ao reconhecimento de PAMPs e 

DAMPs.  
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 C-type Lectin-like Receptor (CLRs) São recetores da membrana plasmática em 

fagócitos, células dendríticas e noutras células, que reagem na presença de hidratos de carbono, 

com terminações de manose ou frutose, da superfície microbiana e glucanos constituintes da 

parede celular de fungos. 

 NOD-like Receptors (NLRs) Proteínas presentes no citoplasma das células (fagocitárias, 

células dendríticas, células de Paneth no intestino). Detetam peptidoglicanos, ácido úrico. 

 RIG-like Receptors (RLRs) Proteínas citoplasmáticas, presentes em fagócitos e noutras 

células, que detetam a presença de RNA viral. 

O presente estudo vai focar-se nos recetores RAGE, visto que, o Instituto de Farmacologia 

e Terapêutica Experimental tem estudado este PRR no contexto de doenças do SNC que 

envolvem os núcleos da base (Doença de Parkinson)124. 

 

1.3.3     Recetores dos produtos de glicação avançada (RAGE) 

Os recetores RAGE foram inicialmente identificados pela sua interação com produtos 

resultantes da glicação e oxidação de proteínas e lípidos, os AGE’s (Advanced Glycation End 

products). Estes produtos foram intensamente descritos nos anos 90 pelo seu aparente 

envolvimento aparente nas complicações da Diabetes mellitus125,126. Tendo sido estes os 

primeiros ligandos a serem associados ao recetor em questão, este foi denominado de RAGE, 

Figura 1.20 Classes de PRRs e os respetivos PAMPs e DAMPs. 
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Receptor for Advanced Glycation End products127,128. Hoje, há uma intensa atividade científica 

sobre o papel do RAGE nos mecanismos neurodegenerativos e nas doenças 

neurodegenerativas, incluindo a doença de Alzheimer, a polineuropatia amiloide familiar, a 

neuropatia diabética, a doença de Parkinson e a doença de Huntington129. 

Para além desta classe de ligandos, o RAGE apresenta uma panóplia de ligandos onde se 

incluem: as proteínas da família S100 (S100, S100A4/8/9/12) com duas estruturas mãos EF 

que ligam a Ca2+ 130,131; HMGB-1, uma anfoterina que regula processos no DNA e que também 

se encontra no meio extracelular132; fibras amiloides com estrutura em folha-, como a -

amilóide133. O RAGE difere dos outros PPRs pela sua interação seletiva com moléculas que 

sugerem danos em células do organismo (DAMPS). No entanto, tal como outros PRRs, o 

RAGE localiza-se no locus MHC III (possui um papel importante na imunidade)134. 

Estruturalmente, o recetor RAGE existe em várias isoformas. A sua estrutura principal, pela 

qual foi descoberto, denomina-se por full-lenght RAGE ou, simplesmente RAGE (figura 1.21 

(a)), sendo constituído por três domínios. O domínio extracelular vincula o RAGE à 

superfamília das imunoglobulinas, pelas suas semelhanças estruturais: este domínio é 

constituído por um domínio variável (domínio-V) e dois domínios constantes (domínio-C1 e 

domínio C2), cada um com uma estrutura em sandwich de duas folhas- com cadeias anti-

paralelas135,136. A porção transmembranar, uma simples hélice-, conecta o domínio anterior 

com a região citoplasmática com uma sequência negativamente carregada (terminal-COOH)127. 

As outras isoformas mais comuns, são as seguintes: sRAGE (RAGE solúvel ou secretado) 

(figura 1.21 (b)), apenas tem o domínio extracelular (V, C1 e C2)
137; dnRAGE (dominant- 

negative RAGE) (figura 1.21 (c)), que não possui a cauda intracelular138,139; NtRAGE (N-

truncated Rage) (figura 1.21 (d)), não apresenta o domínio V e, por isso, não é capaz de se ligar 

a AGEs140,141. Adicionalmente, existem isoformas que resultam de polimorfismos ou variações 

das estruturas anteriores, o que aumenta a complexidade da fisiologia do RAGE141. O 

mecanismo pelo qual estas isoformas são geradas não está completamente esclarecido, sendo 

que o mecanismo mais descrito pela literatura resulta da seleção alternativa de exões e intrões 

no pré-mRNA do RAGE – Splicing Alternativo, gerando assim diferentes mRNAs a partir do 

mesmo gene. Contudo, também tem sido sugerida a formação do sRAGE por proteólise do 

ectodomínio do RAGE (cRAGE), tanto em ratinho, como em humano142–144.  

A literatura sugere a importância da compreensão dos mecanismos de regulação e as funções 

específicas destas variantes, para se perceber melhor a sua importância nos mecanismos 

fisiopatológicos. 



Capítulo I Introdução Sistema Imunitário Inato 

 

 35 

Similarmente a outros PRRs, existem evidências de que o RAGE depende da oligomerização 

(que pode incluir homodímeros e tetrâmeros de RAGE ou heterodímeros RAGE:sRAGE) para 

a sua ligação eficaz com os vários ligandos145–153. Esta diversidade de oligomerização do RAGE 

parece refletir-se na grande variedade estrutural que os seus ligandos apresentam. 

As isoformas do RAGE foram identificadas em vários tecidos, incluindo no cérebro141,154, e 

em inúmeras células do SI: microglia, astrócitos, monócitos e macrófagos, células dendríticas, 

linfócitos T127,155–158. 

Tipicamente, o recetor é expresso em valores basais em diferentes tipos de células127,159.  

Em condições fisiológicas normais o RAGE revela-se neuroprotetor160, contribuindo para a 

ativação e migração da microglia161,162 ou para o crescimento e diferenciação neuronal (figura 

1.23) 132,163–165. À periferia, RAGE é importante para a ativação, maturação e diferenciação de 

células dendríticas, linfócitos T e monócitos/macrófagos166–168. 

No entanto, a sua sobre-expressão foi identificada em condições patológicas associadas a 

inflamação crónica como, por exemplo: Alzheimer169, Huntington170, Esclerose lateral 

amiotrófica171, doenças inflamatórias renais172 Diabetes mellitus173,174 ou Artrite reumatoide175.  

A via de sinalização gatilhada pelo RAGE mais proeminente é a via do fator de transcrição 

nuclear kappa B (NF-kB), sendo este o principal fator de transcrição de genes pró-inflamatórios 

(figura 1.22) 151,176. A ativação do RAGE por qualquer um dos seus ligandos em praticamente 

todas as células (células endoteliais, macrófagos, células dendríticas, neurónios), desencadeia 

a fosforilação e degradação da proteína IkB, seguida da translocação do fator de transcrição 

Figura 1.21 Estrutura do recetor RAGE. O RAGE é expresso em múltiplas isoformas como são 

exemplo o recetor membranar de full-lenght (a), o recetor solúvel (b), a forma dominante-negativa (c) 

e a forma truncada (d).  
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nuclear NF-kB para o núcleo167,177. Este fator está interligado com a transcrição de citocinas, 

moléculas de adesão, moléculas anti-apoptóticas. Esta cascata funciona como um feedback 

positivo ao estímulo inicial, favorecendo a transferência do recetor RAGE de vesículas 

intracelulares para a membrana extracelular. Esta situação favorece a formação de pré-

oligómeros e, consequentemente, a maior ativação da via NF-kB com a interação RAGE-

ligandos. Por outro lado, o fator de transcrição NF-kB também regula a transcrição do gene que 

codifica RAGE, contribuindo para o ciclo de perpetuação de transcrição/ativação do recetor 178. 

Assim, os produtos pró-inflamatórios secretados incrementam a atividade inflamatória da 

microglia e dos astrócitos. Em conjunto, estes mecanismos manifestam um estado crónico de 

inflamação descrito em toda a bibliografia de patologias associadas ao recetor, como exposto 

anteriormente129,151,179,180.  

O stress oxidativo também contribui para a perpetuação deste ciclo, tanto pela ativação direta 

da oxidase NADPH (NOX) através do RAGE, ou pela geração de espécies reativas de oxigénio 

(ROS) com a elevada concentração de ligandos no meio (AGEs, -amilóides, S100 e HMGB-

1) (figura 1.22)181,182. 

Figura 1.22 Cascata se sinalização do RAGE por ativação do NF-kB. Este mecanismo é responsável 

pela perpétua sinalização do RAGE em patologias associadas a inflamação crónica.  



Capítulo I Introdução Sistema Imunitário Inato 

 

 37 

A resposta celular associada à ativação do RAGE não segue um padrão específico, 

dependendo de muitos fatores, tipo e concentração do ligando, tipo de células, concentração do 

RAGE, presença de isoformas ou de moléculas adaptadoras. A Figura 1.23 ilustra algumas das 

funções/ações do RAGE em células do SNC: neurónios, microglia e astrócitos. Destaque-se a 

interação S100𝛽-RAGE. 

O S100 é um ligando que é constitutivamente expresso nos astrócitos e é um agente 

autócrino e parácrino. Esta molécula estimula a secreção de citocinas [factor de necrose 

tumoral- (TNF-) e IL-6]183,184 via NF-kB, sendo um ativador da inflamação nos 

astrócitos185,186. Na microglia, elevadas concentrações de S100 também ativam a via NF-kB 

induzindo a migração e ativação microglial com o aumento da expressão de quimiocinas 

(CCL3, CXCL12), citocinas pró-inflamatórias (interleucinas e TNF-) e óxido nítrico 

(NO)130,162,187–189. Por outro lado, o S100 pode exercer uma função de imunossupressão a 

baixas concentrações (através do RAGE), favorecendo um mecanismo de regulação da ativação 

da microglia190,191. Relativamente aos neurónios, a presença de S100 em concentrações 

fisiológicas promove a expressão do factor anti-apoptótico Bcl-2 e promove o crescimento 

axonal192,193. No entanto, em elevadas concentrações, o S100 induz stress oxidativo e 

disfunção neuronal194.  

A sinalização do RAGE é dependente de moléculas adaptadores, tais como a molécula 

Diaphanous-1, requerida para o desenrolar de cascatas de migração celular, e o conjunto 

Figura 1.23 Vias de sinalização mediadas pelo RAGE nos neurónios, microglias e astrócitos. 
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TYRAP-MYD88 que é partilhado com os TLRs195,196. Estas duas classes de PRRs, para além 

de partilharem moléculas adaptadoras, também partilham ligandos podendo operar de forma 

concertada, promovendo a amplificação de efeitos197,198.  

Finalmente, é relevante referir que as diferentes isoformas do RAGE condicionam as suas 

respostas biológicas. As isoformas ntRAGE, dnRAGE e sRAGE funcionam como reguladores 

da atividade do RAGE, diminuindo a sua ativação. Os sRAGE e dnRAGE têm a mesma 

afinidade do que o RAGE para os seus ligandos e funcionam como recetores decoy, diminuindo 

a concentração de ligando disponível para ativar o RAGE140,164,199–202. Certos autores propõem 

ainda a oligomerização das isoformas truncadas com o RAGE, impedindo de forma direta o 

desenrolar das cascatas de sinalização149,203. Em suma, estas isoformas truncadas podem ser 

consideradas formas antagonistas do RAGE, prevenindo a sua sobre-expressão e consequente 

sinalização deletéria. 

 

1.3.4     Neuroinflamação e Psicoestimulantes 

O SNC possui duas barreiras que restringem a circulação livre de substâncias e células para 

o parênquima do cérebro.  A BHE é constituída por uma camada de células endoteliais 

especializadas, sem fenestrações e interligadas com tight-junctions, sendo uma barreira 

extremamente seletiva. Por sua vez, a Barreira Sangue-Líquido cefalorraquidiano consiste num 

epitélio com microvilosidades no plexo coroide que produz o líquido cefalorraquidiano e o 

separa do sangue. Assim, em condições normais, o cérebro é protegido do conteúdo plasmático 

e das células imunitárias circulantes e dos seus mediadores, de forma a manter os equilíbrios 

químicos e iónicos deste microambiente204. 

Apesar desta separação física, as células imunitárias periféricas desempenham um papel 

determinante na imunovigilância do SNC, permanecendo em locais ou compartimentos 

exteriores ao parênquima. Em condições fisiológicas normais, o fluído cefalorraquidiano 

contém em circulação leucócitos, que passam da corrente sanguínea para o ventrículo através 

do endotélio do plexo coróide, sendo depois possível a sua circulação pelo espaço 

subaracnóide205,206. Os linfócitos T constituem a maior parte destes leucócitos207,208 e, 

adicionalmente, existem regiões cerebrais onde se podem encontrar subpopulações de 

macrófagos com diferentes fenótipos209. No entanto, alguns autores sugerem que são monócitos 

circulantes que se expressam de acordo com o microambiente do local210,211. 

As microglias são as responsáveis pela patrulha do parênquima cerebral. Estas são as únicas 

células de origem mielóide presentes no cérebro, partilhando inúmeras características com os 
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macrófagos circulantes. Também, os astrócitos desempenham um papel determinante na 

modelação da inflamação com a produção de produtos pró- e anti-inflamatórios. Ambos os 

tipos de glias são dotados de heterogeneidade funcional e estrutural, e a resposta inflamatória 

induzida depende do tipo, severidade e duração da agressão212–214.  

Assim, o SNC encontra-se num contínuo estado de vigilância para detetar e eliminar 

potenciais mediadores de inflamação, com o objetivo de manter a homeostasia e o normal 

funcionamento neuronal215,216. Este equilíbrio pode ser perturbado por diversos fatores, 

incluindo neurotoxinas, infeções, lesões cerebrais e morte neuronal, que podem ativar a 

microglia, uma das respostas iniciais às perturbações do SNC217.  

A microgliose consiste em alterações morfológicas das microglias e na ativação do seu 

imunofenótipo. Morfologicamente, as microglias adquirem processos celulares mais intensos e 

diminuição dos prolongamentos. Caso desenvolvam a sua capacidade fagocitária, passam a ter 

uma forma esférica/ameboide, semelhante à dos macrófagos (figura 1.24)212,218. Por exemplo, 

a presença de interferão IFN-𝛾 no parênquima induz o fenótipo de fagocítico das microglias, 

sendo que estas e os astrócitos têm a capacidade de amplificar este mecanismo218,219. 

Genericamente, a microgliose pode ser desencadeada pela deteção de PAMPs [LPS, Tat 

(proteína nuclear do VIH (Vírus da Imunodeficiência humana)], DAMPs (S100𝛽, placas 

amiloides, HMGB-1) ou citocinas e mediadores provenientes de células do SNC ou do 

exterior.220 As microglias são induzidas a expressar mediadores pró-inflamatórios (TNF-𝛼, IL-

1𝛽, IL-6, IL-18, IL-12), quimiocinas, proteases, ROS e marcadores superficiais 

específicos213,221,222.  

 

Posteriormente, também os astrócitos participam na reação imunitária, sofrendo alterações 

estruturais e funcionais (astrogliose). Tal como as microglias, os astrócitos libertam mediadores 

Figure 1.24 Evolução da morfologia da microglia desde o estado de repouso até ao estado ativado. 
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pró-inflamatórios (TNF-𝛼, IFN-𝛾, IL-6). Embora os astrócitos também expressem PRRs, a sua 

ativação decorre maioritariamente das citocinas presentes no meio (TNF-𝛼, IL-1𝛽, IFN-

𝛾)223,224. Sendo que a microgliose precede a astrogliose, as microglias têm uma influência 

colossal na ativação dos astrócitos215. No entanto, também os astrócitos estão envolvidos em 

importantes processos fisiológicos da microglia225. 

Em condições patológicas normais, este alvoroço de mediares pró-inflamatórios pode atrair 

as células imunitárias circulantes, alterações estruturais da BHE e a sua consequente infiltração 

para o parênquima. A microglia, mas principalmente os astrócitos, são conhecidos pela sua 

íntima comunicação com a lâmina basal das células endoteliais, com um grande número de 

prolongamentos cobrindo estas célulasa (astrócitos perivasculares)226. Assim, os astrócitos 

influenciam diretamente as propriedades de permeabilidade da BHE interferindo nas tight 

junctions do endotélio227,228, na expressão e polarização de transportadores, como a 

glicoproteína-P (P-gp)229, expressão de recetores de angiotensina (AT1)
228 ou na atividade de 

diversas enzimas227,230. A produção de mediadores como prostaglandinas, leucotrienos ou 

bradicinina por diversas células, também contribui para a modelação da permeabilidade da 

barreira.226,231 Em situação de agressão ao cérebro, estes mecanismos são alterados e favorecem 

o enfraquecimento da BHE, diminuindo a seletividade do transporte através da barreira 

(paracelular ou transendotelial).232–234 Paralelamente, citocinas pró- (TNF-𝛼, IL-1𝛽, IFN-𝛾, IL-

6) e anti-inflamatórias (IL-10, TGF-𝛽) influenciam a expressão de quimiocinas (MIP-1/𝛽, 

RANTES)235 e de moléculas de adesão endotelial (VCAM-1, ICAM-1) pela barreira 

endotelial236–238. Por sua vez, a BHE exerce também influência no comportamento das células 

do SNC.239,240  

Consecutivamente à perturbação das propriedades BHE, há a difusão destas moléculas pró-

inflamatórias para a periferia, promovendo o recrutamento direcional de leucócitos 

circulantes205,241,242.  

No parênquima, as células residentes, concertadas com as células infiltradas, orquestram um 

conjunto de eventos com o objetivo de eliminar a agressão. O ambiente enriquecido em IFN-𝛾 

e TNF-𝛼, produzidos praticamente por todas as células, promovem a ativação clássica das 

células fagocitárias com o aumento da capacidade fagocitária, a produção de NO, ROS e de 

citocinas e mediadores pró-inflamatórias213,218. Todos estes agentes representam risco 

tóxico/citotóxico a diferentes níveis: desmielinização dos axónios221,243 e morte de 

oligodendrócitos244, destruição da matriz extracelular pela ativação de metaloproteases da 
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matriz245 ou a promoção de stress oxidativo. Este ambiente inflamatório é exacerbado pelo 

aumento de DAMPs231. 

Apesar da neuroinflamação ser benéfica em diversas situações, promovendo a 

neuroprotecção e a homeostasia, por vezes ocorrem falhas nos mecanismos de resolução e/ou 

reparação o que torna este processo nefasto para o cérebro. Várias são as perturbações cerebrais 

que estão relacionadas com a inflamação e/ou a disrupção da BHE, podendo ser desencadeadas 

por estímulos externos, como no caso do abuso crónico de psicoestimulantes246, ou por um 

acidente vascular cerebral231. Processos inflamatório crónicos podem contribuir para a evolução 

de doenças neurodegenerativas, como a Esclerose Múltipla, a Esclerose Lateral Amiotrófica, a 

doença de Alzheimer ou Parkinson226,247–249.  

A gliose é um processo que pode ser desencadeado quer pelo uso esporádico, como pelo uso 

crónico de uma substância, sendo um marcador de neurotoxicidade51. Estudos em modelos 

animais demonstram que doses únicas de META ou regimes de quatro administrações (2h/2h), 

produziram microgliose41,51. A astrogliose parece seguir-se à microgliose, permanecendo até 

30 dias após o regime de doses repetidas250. Apesar disto, a microgliose parece exercer uma 

maior contribuição para a neurotoxicidade induzida pela META do que a astrogliose, uma vez 

que é dependente da dose utilizada e do tempo após a exposição. A microgliose parece coincidir 

com a evolução das alterações no sistema dopaminérgico51,250.  

Alguns dos fatores que podem contribuir para a neuroinflamação induzida por 

psicoestimulantes, como a META e a cocaína, são os seguintes: o aumento da forma oxidada 

da DA (DAQs) que funciona como ativador da microglia251; desequilíbrio nos estímulos 

inibitórios e excitatórios também são responsáveis pela promoção da gliose252; nos astrócitos 

os processos metabólicos são comprometidos por alteração do sistema glutamatérgico253; 

ativação de recetores inflamatórios na microglia (SIGMA1R)254; META induz hipertermia51 e 

a produção de produtos de glicação255 que são desencadeadores de microgliose . 

Todos estes mecanismos vão favorecer fenótipos inflamatórios na microglia e nos astrócitos, 

contribuindo para a ativação de vias de sinalização inflamatórias. O ambiente passa a 

caracterizar-se pela elevada presença de citocinas pró-inflamatórias e pela eliminação de 

produtos ou restos celulares pela microglia256. 

Uma das consequências do consumo de drogas de abuso, é a disrupção da BHE: alteração 

de expressão de peptidases envolvidas na tight junctions, aumentando a expressão de moléculas 

de adesão endotelial ou pelo aumento de fatores inflamatórios257. Este mecanismo leva ao 

aumento da permeabilidade da barreira e da vulnerabilidade do cérebro a fatores tóxicos 

periféricos, favorecendo a entrada de bactérias e vírus no sistema central. Um exemplo que 
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retrata esta situação é o aumento da mortalidade da infeção por VIH em pacientes que 

consomem drogas, sendo que adicionalmente estes pacientes expõem-se a muitos fatores de 

risco (partilha de seringas, relações sexuais não protegidas)257,258.  

A longo prazo, o uso crónico de substâncias promove a perpetuação da inflamação que passa 

a desempenhar uma ação deletéria, ao invés de uma ação compensatória gatilhada pelos 

estímulos neurotóxicos254. Esta condição promove o aparecimento de alterações 

neurodegenerativas de longa duração que contribuem para perturbações progressivas nas áreas 

motoras, cognitivas e comportamentos dos indivíduos.  

Assim, o abuso de drogas está associado a processos neurotóxicos irreversíveis que 

contribuem para complicações neuropsiquiátricas presentes, durante e após, a exposição às 

drogas. No entanto, dependentes em abstinência mostraram a recuperação, pelo menos 

parcialmente, dos transportadores dopaminérgicos259. 

Para finalizar, é importante referir algumas terapias anti-adicção que se encontram a ser 

exploradas com base em mecanismos imunológicos. Um dos exemplos é o desenvolvimento de 

vacinas que impedem a entrada da droga no SNC, pela ligação de anticorpos à molécula, e 

estratégias anti-inflamatórias que visem atuar a vários níveis dos processos 

neuroinflamatórios260. 
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1.4          Objetivos 

A presente dissertação pretende elaborar uma caracterização comparativa, entre a META e 

o MDPV, relativamente aos seus impactos no comportamento, na neurotoxicidade e no eixo-

S100-RAGE, 24 horas após um regime de administração neurotóxico. 

Para tal, foram traçados diferentes patamares de tarefas:   

1º Tarefa  → Avaliar a condição emocional dos murganhos, relativamente a 

comportamentos relacionados com a depressão e ansiedade; 

2º Tarefa  → Averiguar a condição locomotora e exploratória dos animais; 

3º Tarefa   → Caracterizar marcadores clássicos de toxicidade dopaminérgica e a 

integridade da mielina; 

4º Tarefa   → Caracterizar o estado de gliose induzido; 

5º Tarefa   → Avaliar o impacto destas toxinas nos RAGE e S100β. 
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2 Materiais e Métodos 

Neste capítulo é apresentada toda a informação relativa à construção e execução deste 

trabalho. As informações relativamente ao modelo animal, às drogas e ao planeamento 

experimental encontram-se aqui descritas, seguidas dos procedimentos e protocolos adotados 

para cumprir os objetivos traçados.   
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2.1          Modelo Animal e Fármacos 

Para a realização prática deste projeto, o modelo animal utilizado foi o murganho C57BL/6J 

do sexo masculino, com 10 semanas de idade e peso situado entre 21–27g, tendo sido fornecidos 

pelos Laboratórios Charles River (Barcelona, Espanha).  

Antes dos procedimentos experimentais, os animais foram mantidos no biotério do Pólo III 

da Faculdade de Medicina da Universidade de Coimbra (FMUC) sob condições controladas 

(temperatura 22±1˚C; humidade 50±10%; ciclos de luz/obscuridade 12/12horas) e acesso ad 

libitum a água. Em todo o procedimento prático tentou-se diminuir ao máximo o sofrimento 

dos animais e o planeamento incluiu minimizar o número de animais necessários. 

Relativamente aos fármacos testados, o (+)-Clorohidrato de Metanfetamina foi obtido 

através da Sigma-Aldrich e o clorohidrato de Metilenedioxipirovalerona (mistura racémica) foi 

gentilmente cedido pelo Professor Doutor Félix Carvalho ( Laboratório Associado UCIBIO-

REQUIMTE - Laboratório de Toxicologia, Faculdade de Farmácia da Universidade do Porto). 

As duas substâncias foram administradas intraperitonealmente com doses de 10mg/Kg. 

Para ambas as substâncias foram obtidas as autorizações necessárias, nomeadamente à FMUC 

e ao INFARMED (Autoridade Nacional do Medicamento e Produtos de Saúde I.P.).  
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2.2          Planeamento experimental 

A execução deste trabalho envolveu a utilização de 30 murganhos C57BL/6 que foram 

pesados logo após a sua chegada. Esta estirpe é recorrentemente usada em estudos de adicção 

de substâncias e terá sido utilizado em trabalhos anteriores neste laboratório57,124. 

O desenho experimental incluiu três grupos experimentais: Grupo MDPV, n=10; Grupo 

META, n=10; Grupo Controlo (CTR), n=10. A distribuição teve em conta a homogeneidade de 

peso entre os grupos. Cada grupo ficou com 3 gaiolas associadas, duas com 3 animais e outra 

com 4 animais, tendo estes sido devidamente marcados na cauda para sua distinção. Foi 

cumprido um período de 7dias para a habituação social e espacial dos animais ao biotério antes 

de qualquer procedimento. 

Foram estipulados três dias para executar a administração dos fármacos e a realização dos 

ensaios comportamentais, sendo que em cada um desses dias nos concentramos no estudo de 3 

gaiolas de animais (uma de cada grupo). O Esquema 2 representada a organização temporal das 

tarefas realizadas de igual forma nos três dias.  

O regime de administrações incluiu 4 injeções intraperitoniais (ip.) intercaladas por 2h. Ao 

grupo CTR foi administrada uma solução salina a 0.9% (250µl) e aos grupos META e MDPV 

foram administradas doses de 10mg/Kg (META 1,68mg/ml; MDPV 1mg/ml). Este 

procedimento foi adotado por ser considerado um regime com uma dose neurotóxica, 

conseguindo-se maiores concentrações de droga no cérebro (mimetiza a via intravenosa em 

humano) e reproduzem-se os efeitos em indivíduos sem tolerância. Além destes fatores, esta 

dosagem está associada a níveis notórios de toxicidade induzida no estriado (depleções de DA 

e DAT), condições que se pretendem avaliar neste estudo261.  

Esquema 2 Planeamento das tarefas experimentais incluindo o protocolo de administrações até ao 

sacrifício. 
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Os testes comportamentais seguiram-se 18h após da última injeção, seguindo sempre a 

mesma ordem: primeiro o Elevated plus maze, seguido do Open field, depois o Splash test e, 

por fim, o Tail suspension. Os testes foram antecedidos de 1h de habituação dos animais ao 

ambiente da sala de comportamento.  

O sacrifício foi realizado 24h depois a última administração (6h após os testes 

comportamentais), com o propósito de avaliar parâmetros de neurotoxicidade e impacto no 

recetor da imunidade inata RAGE numa fase aguda após a administração das toxinas. 

Uma vez que durante o período de experiência alguns animais morreram, por circunstâncias 

alheias aos procedimentos ou terapêuticas, o número de animais de cada grupo sofreu 

alterações. De acordo com o número de animais disponíveis, as amostras foram divididas e 

armazenadas de acordo com cada uma das técnicas utilizadas para avaliação post-mortem dos 

marcadores identificados.  

Duas das técnicas executadas foram Western Blot (WB) e Polymerase Chain Reaction com 

transcrição reversa quantitativa (RT-qPCR), sendo que para estas técnicas o sacrifício ocorreu 

por deslocamento cervical, seguido da decapitação e dissecação do estriado nos dois 

hemisférios do cérebro (procedimento sobre gelo). Relativamente aos estriados do hemisfério 

esquerdo, estes foram armazenados em condições específicas para ensaios de quantificação dos 

níveis proteicos por WB, tendo correspondido a um ntotal=18 (esquema 3). Os estriados do 

hemisfério direito foram aproveitados para análises de expressão genética por RT-qPCR com 

um ntotal=17 (esquema 3).  Todos as amostras foram imediatamente colocadas em hidrogénio 

líquido e, posteriormente, armazenadas a -80˚C. Outra técnica realizada foi Imunohistoquímica 

(IHC, Immunohistochemistry), o que requereu o sacrifício por perfusão transcardíaca para a 

fixação dos tecidos. De igual forma, os cérebros destes animais foram dissecados sobre gelo e 

armazenados em condições específicas da técnica. 

Imunohistoquímica

•Grupo MDPV n=3

•Grupo MET n=2

•Grupo CTR n=3

RT-qPCR

•Grupo MDPV n=5

•Grupo MET n=6

•Grupo CTR=6

Western Blot

•Grupo MDPV n=5

•Grupo MET n=7

•Grupo CTR n=6

Esquema 3 Esquematização da distribuição dos animais de cada tratamento para as diferentes técnicas 

de análise biológica. 
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2.3          Testes Comportamentais 

Os testes comportamentais foram realizados 18horas após a última injeção, com o intuito de 

preservar o intervalo de 24h entre a última injeção e o sacrifício. Adicionalmente, a ordem pela 

qual estes foram realizados (Elevated Plus Maze (EPM), Open Field (OF), Splash test (ST) e 

Tail suspension (TS)) teve o objetivo que evitar a transição de interferências comportamentais 

para o teste subsequente. 

As condições adequadas à realização destes procedimentos foram acedidas na sala de 

comportamento deste laboratório (isolamento acústico, regulador de intensidade da 

luminosidade (12lx)), tendo sido concretizados entre as 9-13h. Os ratinhos foram previamente 

(1h) colocados no novo ambiente para um período de habituação. 

Os testes de EPM, OF, e ST foram gravados por uma câmara de vídeo, enquanto que o TS 

foi monitorizado presencialmente (com a menor interferência possível).  Alguns dos dados 

experimentais, no caso do EPM e OF, foram obtidos com o sistema de vídeo-análise ANY 

MazeⓇ (Stoelting Co., EUA). 

 

2.3.1     Splash test (ST) 

O ST direciona-se para avaliar o comportamento motivacional e de cuidado-próprio dos 

animais. Este comportamento é traduzido pelo grooming que inclui múltiplas ações, como: 

friccionar o nariz ou a face com as patas; movimentos circulares com a cabeça; lamber o pelo 

do corpo ou os genitais (figura 1.25 (b))262. Estes comportamentos existem naturalmente, mas 

são fomentados em situações de stress ou moderados pela falta de interesse próprio, 

mimetizando os sintomas anedónicos em padrões depressivos263,264. 

O teste foi realizado na caixa individual do animal durante 5min, após a pulverização de uma 

solução de sacarose a 10% no dorso do animal (figura 1.25). Com a viscosidade da solução, o 

ratinho era impulsionado a limpar a zona afetada. Foram registados os seguintes dados: latência, 

número e duração do grooming.  
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2.3.2     Tail suspension (TS) 

Um dos procedimentos indicados para o estudo do comportamento tipo depressivo é o TS. 

Genericamente, o ratinho adota uma postura imóvel quando exposto a um stress inevitável num 

curto espaço de tempo, como a suspensão no ar. Este comportamento é influenciado pelo estado 

emocional depressivo do animal que pode ser incrementado pela administração de drogas, como 

a META, ou atenuado por substâncias antidepressivas265,266. 

Os ratinhos foram colocados individualmente com um tubo de borracha com 2cm na cauda 

e presos a 50cm do chão com fita-cola, a cerca de 1cm da ponta da cauda. A agilidade dos 

ratinhos em prender a pata na cauda, de forma a facilitar a subida/escapatória, foi relata por 

outros autores como um problema persistente neste teste. O tubinho inserido na cauda elimina 

esta variável267.  

Similarmente aos protocolos já existentes, o teste teve a duração de 6min e iniciou-se 

imediatamente após a suspensão do animal. Foram, presencialmente, registados o tempo de 

imobilização e a latência da imobilização. Esta postura foi considerada a partir do momento em 

que o animal ficava completamente sem movimento. 

 

2.3.3     Elevated Plus Maze (EPM) 

O EPM consiste num teste comportamental que avalia o comportamento espontâneo em 

ambientes condicionadas (abertos, potencialmente perigosos), provocando um conflito entre 

curiosidade/medo nos roedores. Desde o início da sua aplicação que se constatou que a aversão 

natural destes animais a espaços abertos ou altos era influenciada pela administração de 

ansiolíticos. Historicamente, a sua prática destinava-se ao estudo de comportamentos tipo 

ansiedade para screening de ansiolíticos, contudo, atualmente têm abrangido o estudo 

Figura 1.25 Exemplificação do Splash test. Caixa individual para a execução do ST com exemplos da 

aplicação da sacarose no dorso (a) e do comportamento grooming monitorizado (b). 

a) b) 
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emocional associada à memória e aprendizagem, à dor, ao abuso de drogas ou à síndrome de 

abstinência268,269.  

Neste projeto recorreu-se a um aparelho (LE 848 PANLAB, Barcelona, Espanha) em acrílico 

com uma altura de 50cm. Este aparelho é constituído por 4 braços em forma de cruz com 30cm 

de comprimento e 5cm de largura, dos quais 2 braços opostos tinham uma aba opaca de 1cm 

(braços abertos) e os outros dois tinham paredes laterais cinzentas com 14cm de altura (braços 

fechados) (figura 1.26).  

Todos os testes foram iniciados com os animais posicionados no centro da cruz, tendo-se 

contabilizado o número de entradas em cada tipo de braço durante 5min. A entrada num braço 

foi definida pela entrada das 4 patas do ratinho. No intervalo de cada teste, o aparelho era limpo 

com etanol a 10% para evitar interferências no comportamento do animal seguinte. 

Relativamente aos parâmetros adotados: o comportamento ansiogénico foi avaliado pela 

diminuição da proporção entre o número de entradas nos braços abertos e o número total de 

entradas (percentagem de entradas nos braços abertos) e pela percentagem de tempo despendido 

nos braços abertos; o número de entradas nos braços fechados serviu como um parâmetro 

indicativo de atividade locomotora. Estes critérios estão em concordância com outros autores e 

com trabalhos anteriormente desenvolvidos neste laboratório263,270,271.   

 

 

 

 

 

 

Figura 1.26 Perspetivas do aparelho utilizado para o Elevated Plus Maze. 
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2.3.4     Open Field (OF) 

Similarmente ao EPM, o teste de OF consiste na observação de respostas não condicionadas 

do animal quando exposto ao ambiente da arena (aparelho de teste). Neste caso, a aversão 

natural é constituída pelo espaço aberto e desprotegido da arena, sendo que a tendência do 

animal é manter-se junto às paredes (tigmotaxia). Este teste é aplicado maioritariamente ao 

estudo da atividade locomotora e exploratória dos animais, através da frequência do 

movimento. Contudo, parâmetros relacionados com a atividade no centro da arena são 

considerados válidos para concluir sobre o estado ansioso do animal, tendo em conta que a 

diminuição da ansiedade traduz-se numa maior à vontade para explorar o sempre da arena272.  

O aparelho utilizado consiste numa arena quadrada (44,5x44,5cm) de chão branco com 

paredes cinzentas com 40cm de altura (figura 1.27). O teste foi gravado com uma câmara de 

vídeo, tendo-se iniciado o vídeo com a indicação dos limites da periferia e do centro para 

posterior tratamento de dados no sistema ANY Maze. De seguida, os animais foram 

posicionados no centro da arena e o seu comportamento foi monitorizado durante 5min, com 

luz amena. Entre cada teste a arena era higienizada com uma solução de etanol a 10%. 

Através de uma posterior análise com o software ANY Maze, os parâmetros registados 

foram: atividade horizontal (distância total percorrida, número de entradas e tempo no centro) 

e a atividade vertical (frequência e duração de rearings)273.  

 

 

Figura 1.27 Aparelho de execução do Open Field. Representação dos limites de periferia e centro no 

início do teste (a) e exemplificação da monitorização com o programa ANY Maze (b).  

a) b) 
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2.4          Ensaios Biológicos 

A caracterização biológica das amostras foi elaborada tendo em conta diferentes perspetivas: 

análise semi-quantitativa dos níveis de proteínas por WB; marcação imunohistológica em 

secções cerebrais por IHC; avaliação da expressão genética RT-qPCR. 

 

2.4.1     Western Blot 

A amostra proteica para análise por WB foi extraída dos estriados do hemisfério esquerdo, 

seguindo um protocolo experimental otimizado anteriormente neste laboratório274,275. 

a) Extração proteica 

Após a dissecação de cada cérebro, as amostras biológicas foram imediatamente colocadas 

em hidrogénio líquido, armazenadas em eppendorfs individuais contendo 200µl de tampão lise 

RIPA (NaCl 150mM; TrisHCl 50mM, pH 8; Triton X-100 1%; EGTA 5mM; Deoxicolato de 

sódio (DOC) 0.5%; Dodecil sulfato de sódio (SDS) 0.1%) com um cocktail de inibidores de 

proteases (cOmplete™ Mini EDTA-free, Sigma-Aldrich).  

Para preparação da amostra proteica final, inicialmente o tecido foi homogeneizado com 

ultrassons (3pulsos, 10s) mergulhando as amostras em gelo entre cada pulso, para evitar o seu 

sobreaquecimento. Os lisados foram depois centrifugados (13000 rpm (15493 x g), 15min a 

4˚C), tendo-se armazenado separadamente o sobrenadante e o pellet a -80˚C. 

b) Quantificação e desnaturação proteica  

 A quantificação de proteína total em cada amostra foi realizada   pelo método de 

quantificação do ácido bicinconínico (bicinchoninic acid, BCA) que permite fazer a detecção 

colorimétrica e a quantificação de proteínas. Neste método, um reagente de Cu2+ é reduzido por 

resíduos das proteínas da amostra, originando iões Cu+ que são estabilizados por duas moléculas 

de BCA, formando um complexo de cor roxa com uma absorvância ≃560nm. Uma vez que as 

absorvâncias de BCA são lineares às concentrações de proteína total das amostras, estas 

determinam-se através da comparação com uma curva padrão (absorvâncias/concentrações já 

definidas de uma proteína modelo) previamente construída.276  

Para este método, recorreu-se ao kit Pierce™ BCA Protein Assay (ThermoScientific™), a 

partir do qual se misturaram dois reagentes numa proporção de 50:1 (A:B). Cada amostra foi 
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diluída 16x em tampão RIPA, também 16x diluído (para não saturar a absorvância).  

Posteriormente, numa placa multiwell com 96 poços, foram distribuídas as amostras em 

duplicado. Para cada poço foi então adicionado 25µl da amostra diluída, 25µl de água Mili-Q 

e 200µl da solução do kit BCA.  Para construir a curva padrão, prepararam-se 7 diluições de 

albumina de soro bovino 0,4% (bovine serum albumin, BSA) (25µl de cada diluição; 25µl 

tampão RIPA 16x diluído; 200µl solução do kit BCA), também dispostas em duplicado. Por 

fim, a placa foi a incubar a 37˚C, 30min. Seguiu-se a medição das absorvâncias a 560 nm tendo, 

por construção da curva padrão, se obtido as concentrações de proteína total para cada amostra.  

Por fim, prosseguiu-se a desnaturação da amostra, onde foram preparados eppendorfs com 

concentrações definidas de cada amostra. Ao volume final necessário para a concentração 

pretendida, foi adicionado 6% (v/v) de solução desnaturante (sample buffer, SB) (Tris-HCl 

0,5M, pH 6,8; SDS 10% (m/v); Glicerol 30% (v/v); DTT 0,6M; azul de bromofenol 0,01% 

(m/v)) e o restante volume de tampão RIPA). A desnaturação ocorreu a 95˚C durante 5minutos 

e os extratos proteicos foram armazenados a -20˚C, tendo sido utilizados para imunodeteção 

das proteínas ao longo das semanas que se seguiram. 

c) Técnica SDS-PAGE e Imunodetecção (Western Blot) 

Pretendeu-se identificar e semi-quantificar determinadas proteínas nos extratos obtidos e, 

para tal, primeiro foi necessário promover à diferenciação por peso molecular das diferentes 

proteínas presentes nas amostras.  

Procedeu-se então, à eletroforese das amostras em géis de poliacrilamida (PAGE) contendo 

dodecil sulfato de sódio (SDS), técnica de eletroforese conhecida por SDS-PAGE. O gel é 

constituído por duas porções, o stacking gel (porção onde se carregam as amostras com 4% de 

acrilamida) e o resolving gel (porção onde ocorre a separação das proteínas). Para cada tipo de 

proteína que se testou, as seguintes condições da eletroforese foram ajustadas: percentagem de 

acrilamida do resolving gel (maior percentagem para proteínas com menor peso molecular), 

quantidade de proteína, condições de voltagem, amperagem e tempo (uma menor voltagem e 

maior tempo de corrida, permitem uma corrida mais eficiente de proteínas com maior peso 

molecular). Em todos os géis a eletroforese realizou-se na presença do tampão de corrida (Tris-

base 500mM; Bicina 500mM; SDS 0,5 % (m/v)) 5x diluído, envolvendo uma primeira corrida 

com 80V durante 20min, para as amostras fluírem no stacking gel e, depois, outra corrida para 

o resolving gel onde as condições variaram consoante a proteína (≃50min). Como comparador 

de peso molecular usou-se o padrão Precision Plus Protein™ Dual Color Standards (BIO-

RAD). 
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Após a separação por peso molecular, as proteínas foram eletrotransferidas do gel para uma 

membrana de difluoreto de polivinildieno (PVDF) (Immobilon-PSQ Membrane PVDF 0.2 µm, 

Millipore), previamente ativada em metanol (10s) e mergulhada em tampão de transferência 

(Tris-base 62,5mM; Glicina 480mM) diluído 5x com 20 % (v/v) de metanol. A transferência 

ocorreu na presença do tampão de transferência, com a voltagem constante de 130-170V e a 

amperagem variável de 250-300 durante 90minutos, com o sistema de transferência em gelo 

(evita o sobreaquecimento).  

Depois da transferência, sucedeu-se o bloqueio das membranas durante 1h, sob agitação e à 

Tamb, com uma solução de leite magro 5% (m/v) em tampão tris salino (TBS) (Tris-base 

200mM; NaCl 1,37M; ph 7,6) diluído 10x com 0,1% (v/v) de Tween- 20 (TBS-T 0,1%). 

Posteriormente, as membranas foram incubadas, durante a noite a 4˚C, com o anticorpo 

primário da proteína de interesse, numa solução com leite magro 5% (m/v) e TBS-T 0.1%. 

No dia seguinte à primeira incubação e após a realização de um protocolo de lavagens (3 

lavagens de 10min em TBS-T 0.1% sob agitação), as membranas foram incubadas com os 

respetivos anticorpos secundários, durante 1h à Tamb, numa solução com leite magro 5% (m/v) 

e TBS-T 0.1%. Procedeu-se novamente a lavagens nas mesmas condições anteriores. Na Tabela 

5 estão apresentados os anticorpos, primários e secundários, utilizados e as respetivas condições 

de blot. 

As membranas foram reveladas no detetor Fluorescent Image Analyzer Typhoon FLA 900 

(GE Healthcare Bio-Sciences), através da utilização de um reagente quimioluminescente que 

reage com os anticorpos secundários acoplados a fosfatase alcalina (AP, alkaline phosphatase) 

(Enhanced chemifluorescence (ECF), GE Healthcare). 

Adicionalmente, as membranas foram reincubadas com anticorpos específicos para 

proteínas cuja expressão não é alterada pelos tratamentos (β-Actina, GAPDH), com o objetivo 

de confirmar a igual carga de proteína transferida. 

A análise densitométrica foi realizada recorrendo ao software Image Studio™ Lite, onde a 

intensidade relativa das bandas foi normalizada em relação às bandas da proteína referência (β-

Actina ou GAPDH). Os resultados são expressos como percentagens relativas ao controlo e 

representados como média±SEM (standard error of the mean). 
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Tabela 5 Lista de anticorpos primários e secundários no Western Blot com as respetivas condições e 

referências. 

 

 

2.4.2     Imunohistoquímica – Free-Floating  

O tecido biológico para IHC foi obtido por perfusão transcardíaca com uma solução salina 

de tampão fosfato (PBS) (NaCl 0,14M; KCl 2,7mM; KH2PO4 1,8 mM; Na2HPO4.2H20 10mM; 

ph 7,4), seguida de uma solução de paraformaldeído 4% em PBS (±10ml/animal), 

proporcionando uma rápida e uniforme fixação dos tecidos. Previamente, os animais foram 

anestesiados com uma injeção ip. de uma solução de pentobarbital (100mg/kg). Após a 

dissecação do cérebro, este foi mantido 24h em paraformaldeído 4% e colocado posteriormente 

em sacarose 30% a 4˚C. 

No crióstato (Leica CM3050S, Nussloch, Germany), os cérebros foram fixados nos apoios 

com a cola de fixação Cryomatrix (Sigma-Aldrich) e os cortes histológicos em secções coronais 

de 40 µm de espessura foram armazenados numa solução anti-freezing (Glicerol 30%(v/v); 

Polietilenoglicol 30%(v/v); TBS 40% (v/v)) a -20˚C. Os limites anatómicos foram 

Anticorpos 

primários 

Peso 

Molecular 

(KDa) 

Quantidade 

proteína (µg) 

Diluição 

(µl) 

% Acrilamida no 

gel resolving 

Eletroforese 

no resolving 

gel 

Referência 

Anti-GFAP 

mouse 
50 10 1:2000 10% 140V 

Merk Millipore 

IF03L 

Anti-TH 

mouse 
60 10 1:2000 10% 140V 

Merk Millipore 

mab318 

Anti-C-

RAGE rabbit 
50-25 30 1:500 12% 120V 

Abcam 

ab3611 

Anti-N-

RAGE goat 
50-40 30 1:200 12% 120V 

Santa Cruz 

sc-8231 

Anti-MBP 

rabbit 
21-17 15 1/500 15%  

Abcam 

ab40390 

Anti-βActina 

mouse 
42 - 1:5000 - - 

Sigma Aldrich 

95316 

Anti- GAPDH 

mouse 
39 - 1:2000 - - 

MerckMillipore  

mab374  

Anticorpos secundários Diluição (µl)  Referência 

Goat anti-mouse - AP 1/5000 
Sigma Aldrich 

A3562 

Goat anti-rabbit - AP 1/5000 
GE Healthcare 

NIF1317 

Donkey anti-goat - AP 1/5000 
Santa Cruz 

sc-2022 
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estabelecidos segundo o atlas do cérebro de rato277 entre as coordenadas +1,54 a -0,10mm na 

direção Anterior-Posterior do bregma (figura 1.28).  

As secções cerebrais foram posteriormente utilizadas para IHC em free-floating, técnica 

mais adequada a espessuras maiores de tecido. Foi seguido um protocolo otimizado 

anteriormente no laboratório em questão274,275. 

O protocolo iniciava-se então com um conjunto de lavagens (2x 5min) em tampão fosfato 

salino (PBS) (NaCl 137mM; KCl 2,7mM; Na2HPO4.2H2O 10mM; KH2PO4 1,8mM; pH 7,4), 

seguido de bloqueio com 0,2/0,5% de Triton X-100 e 3% BSA em PBS durante 1hora a Tamb. 

Posteriormente, as fatias eram incubadas com os anticorpos primários durante 24horas a 4˚C. 

 No dia seguinte, o excesso de anticorpo primário era retirado com lavagens em PBS (3x 

10min) e as fatias eram incubadas durante 1h30min à Tamb numa solução com os respetivos 

anticorpos secundários (anticorpo secundário com diluição específica; 4’, 6-diamidino-2-

fenilindol (DAPI) 1/200 (Invitrogen™); Triton X-100 0,2/0,5%; PBS). Acabando a incubação, 

as fatias eram de novo lavadas (3x 10min) em PBS. Por último, as secções eram montadas nas 

lâminas gelatinizadas com meio de montagem Glicergel (Dako, CO563) e armazenadas a -

20˚C.  

As montagens foram então visualizadas no microscópio confocal LSM 710 Meta (Carl Zeiss 

Gottingen, Alemanha) utilizando uma ampliação 10/40×. As imagens obtidas foram 

posteriormente tratadas com o programa ImajeJ/FIJI. Adicionalmente, com o mesmo programa 

foi determinada a intensidade de fluorescência obtida para cada anticorpo, por cada tratamento. 

Esta medida é expressa em unidades arbitrárias e os dados são apresentadas como médias 

percentuais relativo ao grupo controlo ± SEM. As características dos anticorpos utilizados para 

as incubações podem ser consultadas na Tabela 6. 

Figura 1.28 Secções coronais com as coordenadas estereotáxicas entre os limites +1,54 e -0.10 mm 

do bregma na direção Anterio-Posterior (retirado de The Mouse Brain in Stereotaxic Coordinates277). 
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Tabela 6 Lista de anticorpos primários e secundários com as respetivas diluições e referência. 

 

 

2.4.3     Expressão Genética por RT-qPCR 

 Polymerase Chain Reaction (PCR) de transcrição reversa quantitativa (RT-qPCR) é uma 

técnica relativamente recente que permite quantificar RNA numa amostra, pela sua conversão 

em cDNA, por meio de enzimas de transcriptase reversa, seguida de uma reação normal de PCR 

com primers específicos para o gene em estudo, em que o produto formado é quantificado em 

tempo real pela introdução de sondas fluorescentes. 

Neste projeto as amostras utilizadas resultaram da dissecação do estriado do hemisfério 

direito do cérebro dos animais em estudo. Estas amostras foram imediatamente colocadas em 

RNA later™ (QUIAGEN) e armazenadas a -80˚C. O protocolo adotado consiste na preparação 

e quantificação da amostra, na síntese de DNA complementar (cDNA) e numa reação de PCR. 

Anticorpos primários Diluição (µl) Referência 

Anti-GFAP mouse 1/100 
Merck Millipore 

IF03L 

Anti-TH rabbit 1/250 
Merck Millipore 

ab152 

Anti-Iba-1 rabbit 1/250 
Wako 

019-19741 

Anti-C-RAGE rabbit 1/500 
Abcam 

ab3611 

Anti-N-RAGE goat 1/100 
Santa Cruz 

sc-8231 

Anti-S100β rabbit 1/500 
Merrk Millipore 

ABN59 

Anti-MBP rabbit 1/1000 
Abcam 

ab40390 

Anticorpos secundários Diluição (µl) Referência 

Alexa 488, Donkey anti-mouse 1/1000 
ThermoFisher™ 

A21202 

Alexa 488, Goat anti-rabbit 1/1000 
Life Technologies 

1124089 

Alexa 594, Donkey anti-rabbit 1/1000 
ThermoFisher™ 

A21207 

Alexa 488, Donkey anti-goat 1/1000 
Life Technologies 

A11055 
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Para preparar a amostra, inicialmente esta tem de passar por uma fase de extração e 

purificação do RNA, seguida de uma fase de quantificação. A extração do RNA executou-se 

de acordo com o protocolo do kit usado (RecoverAll™ Total Nucleic Acid Isolation Kit, 

Invitrogen™), incluindo este reagentes e material para: primeiro, promover a digestão das 

proteases presentes no meio, recorrendo à lise mecânica (MagNA Lyser Green Beads, Roche) 

e enzimática da amostra; segundo, isolar os ácidos nucleicos da amostra com um filtro e 

soluções de lavagem; terceiro, separar RNA do DNA através da digestão enzimática deste. As 

concentrações de RNA das amostras foram determinadas no espectrofotômetro (NanoDrop™ 

2000, ThermoScientific™) e a integridade do RNA (RNA Integrity Number, RIN) foi acedida 

com o kit RNA Nano ChipⓇ no Bioanalyzer Agilent 2100 (software 2100 expert, Agilent 

Technologies). 

Após a obtenção do RNA puro e da sua quantificação, seguiu-se a síntese do cDNA para 

cada amostra recorrendo-se ao kit Transcriptor Universal cDNA Master (Roche). O volume de 

amostra correspondente a 1µg de RNA foi misturado com 1µl da reverse transcriptase 

Transcriptor Universal Reverse Transcriptase 20x concentrado, 4µl de Transcriptor Universal 

Reaction Buffer 5x concentrado, perfazendo o restante volume (VT = 20µl) com água. A reação 

de síntese ocorreu no termociclador Mastercycler pro vapo.protect™ (Eppendorf) com os 

seguintes ciclos: 5min a 25˚C, 10min a 55˚C e 5min a 85˚C (segundo o protocolo do kit da 

Roche). 

Com o cDNA sintetizado, prosseguiu-se para a avaliação da expressão genética através da 

PCR quantificada a tempo real usando o LightCyclerⓇ 480 II (Roche). Os genes de interesse 

correspondiam às proteínas S100𝛽, RAGE e 18SrRNA (housekeeping) e os seus primers foram 

otimizados no RealTime ready catalog assays (Roche) com as seguintes sequências:  

RAGE, 5’- GTCAGCATCAGGGTCACAGA-3’ (5’→3’) e 5’-

AGGCCAGGGCTAGCGTA-3’ (3’→5’) (Cat. nº 311489);  

S100𝛽, 5’-AACAACGAGCTCTCTCACTTCC-3’ (5’→3’) e 5’- 

CTCCATCACTTTGTCCACCA-3’ (3’→5’) (Cat. nº 315571);  

18SrRNA, 5’-GCAATTATTCCCCATGAACG-3’ (5’→3’) e 5’-

GGGACTTAATCAACGCAAGC-3’ (3’→5’) (Cat. nº 300236). 

Para a reação de amplificação é necessário adicionar à amostra uma solução com o primer 

pretendido, uma mix reacional (LightCyclerⓇ 480 Probes Master 2x concentrado, Roche) e 

água. Diferentes combinações das entidades anteriores foram combinadas de forma a otimizar 

os resultados, sendo que as condições de reação utilizadas podem ser consultadas na Tabela 7. 
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Adicionalmente, foi realizado um controlo negativo no-template control (NTC) para assegurar 

a especificidade da amplificação. 

Por último, os resultados foram analisados com o software qbase+ (Biogazelle) e 

estabeleceu-se um número máximo de ciclos relevantes (40ciclos). Os dados foram obtidos em 

calibrated normalized relative quantities (CNRQ) e apresentados como médias percentuais 

relativamente aos controlos ± SEM. 

 

Tabela 7 Proporções adotadas para os diferentes reagentes da reação de amplificação para casa gene. 

 Mix reacional Vamostra Amostra/Mix 

Rage 

Primer 1µl 

Prob Master 10µl 

Água 4µl 

5µl 5/15 

Primer 1µl 

Prob Master 10µl 

Água 4µl 

2µl 5/15 

S100𝛽 

Primer 1µl 

Prob Master 10µl 

Água 7µl 

2µl 2/18 

18SrRNA 

Primer 2µl 

Green Master 10µl 

Água 3µl 

2µl 5/15 
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2.5          Análise Estatística 

Os dados apresentados foram estatisticamente analisados recorrendo ao software GraphPad 

Prism 6.0. Em todos os gráficos os dados são apresentados como médias com o respetivo SEM. 

Os dados das avaliações comportamentais foram primeiro sujeitos ao teste D’Agostino e 

Pearson para avaliar a normalidade. Os grupos de dados enquadrados na distribuição Gaussiana, 

foram, de seguida, sujeitos à análise das variâncias pelo teste paramétrico one-way ANOVA 

seguido do teste post-hoc Tukey de múltiplas comparações, permitindo localizar as diferenças 

estatísticas entre os três grupos de tratamentos. No caso de um ou mais grupos não seguirem 

uma distribuição normal, recorreu-se ao teste não-paramétrico Kruskal-Wallis seguido do teste 

post-hoc Dunn de múltiplas comparações. 

Os dados resultantes dos ensaios biológicos, quando n≥5 foi utilizado o teste Kolmogorov-

Smirnov para avaliar a normalidade. Caso, os dados seguissem a distribuição normal foi 

utilizado o teste one-way ANOVA seguido do teste post-hoc Tukey de múltiplas comparações. 

Alguns dados com n<5 não foram comparados estatisticamente, sendo apenas indicado a média 

e o SEM para cada grupo. 

Em todos os métodos foi considerado um intervalo de confiança de 95%, considerando-se 

diferentes os dados quando p<0.05. Foram adotados símbolos para representar as diferenças 

estatísticas entre os grupos META/MDPV e o grupo CTR - * - e entre o grupo META e MDPV 

- #. Nos gráficos, quando existem diferentes o valor p é apresentado segundo valores padrões 

com as seguintes correspondências: * / # p<0.05, ** / ## p<0.01, *** / ### p<0.001, **** / 

#### p<0.0001. 
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3 Resultados  

Os resultados dos procedimentos elaborados no percurso deste trabalho são apresentados 

neste capítulo, segundo a lógica dos parâmetros avaliados. Em primeiro lugar encontram-se os 

resultados relativamente ao comportamento, à locomoção e ao estado emocional dos 

murganhos, após a administrações das toxinas; em segundo, são apresentados os efeitos das 

drogas em marcadores de neuroinflamação e toxicidade dopaminérgica; por último, o impacto 

do efeito das drogas nos RAGE, recetores do SI Inato. 
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3.1 Análise comportamental em murganhos expostos a META e a 

MDPV: efeitos locomotores e emocionais 

 

3.1.1     Alterações comportamentais nos murganhos registadas durante e 

imediatamente após as administrações das toxinas 

O regime de administrações (10mg/Kg × 4, 2/2h) foi executado em ambiente calmo, para 

minimizar eventuais fatores de stress. O comportamento foi monitorizado durante e após as 

injeções para se identificarem possíveis diferenças entre as drogas. 

Imediatamente após as primeiras e segundas administrações foi evidente o estado de vigília 

intenso com elevada atividade e exploração (corridas circulares constantes na caixa e rearings) 

para as duas drogas. Durante as terceiras administrações os animais injetados com META 

adotaram uma elevada estereotipia (lamber, roer as patas) com pouca exploração e piloereção, 

enquanto os animais sob o efeito de MDPV permanecerem ativos (menos ativos do que 

anteriormente) e exploradores, e também exibiram alguma estereotipia. Após a última injeção 

os animais permaneceram ativos, sendo que sob efeito de META permaneceram menos 

exploradores do que os animais injetados com MDPV. Durante todas as injeções, os animais 

injetados com MDPV exibiram comportamentos violentos, como roer a cauda ou morder o pêlo 

de outros murganhos, e movimentos repentinos, como saltos ou rodopios bruscos. 

Relativamente ao grupo controlo, foram observados períodos de agitação normal (não tão 

elevada como nos outros grupos), imediatamente após as administrações de uma solução salina, 

e foram observados períodos de repouso ao longo de todo o procedimento. 

A maior parte dos murganhos injetados com META acalmaram ao fim de 3 horas após a 

última injeção, ao invés dos murganhos injetados com MDPV que permaneceram mais ativos. 

Ao fim de 18 horas os animais injetados com MDPV aparentaram ter um comportamento 

normal, contrariamente aos animais de META que permaneceram imóveis. Os murganhos do 

grupo controlo estavam ativos e com um comportamento normal, ao fim de 18 horas. 

Durante a execução dos testes comportamentais, os animais administrados com MDPV 

estavam exploradores e ativos. O grupo injetado com META permaneceu com pouca atividade 

e com um comportamento apático e respondeu de forma deficiente aos estímulos externos. 
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 O peso dos murganhos foi medido antes do regime das administrações (-30h) e 

imediatamente antes do sacrifício (0h) (figura 1.29). Não foram registadas quaisquer variações 

significativas do peso em nenhum dos grupos (p > 0.05). 

3.1.2     Efeitos da META e da MDPV no comportamento tipo ansioso e 

depressivo em murganhos 

O teste EPM foi efetuado com o intuito de avaliar os efeitos das toxinas no fenótipo 

emocional do tipo ansioso nos animais, aproximadamente 18 horas após a última administração. 

Neste teste os comportamentos do tipo ansioso são avaliados pelo nº de entradas e pelo tempo 

que os animais passam nos braços abertos do EPM. Apesar de os animais injetados com META 

terem entrado mais vezes nos braços abertos do que os animais controlo, o tempo que aí 

permaneceram não foi significativamente diferente do tempo registado para os animais controlo 

(figuras 1.30 (a) p<0.05, (b) p<0.05). A MDPV não alterou de forma estatisticamente 

significativa o nº de entradas e o tempo de permanência nos braços abertos (Figuras 1.30 (a), 

(b) (p>0,05)). O nº de entradas nos braços fechados (sítio não aversivo) foi outro critério 

analisado, que serviu como índex da atividade locomotora. Os animais do grupo META e 

MDPV entraram menos vezes nos braços fechados do que os animais controlo (figura 1.30 (c), 

respetivamente p<0.0001 e p<0.05). Adicionalmente, a perturbação da atividade locomotora 

parece ser maior nos animais do grupo META relativamente aos animais do grupo MDPV 

(##p<0.01). Esta perturbação da atividade locomotora mascara o resultado obtido relativamente 

à maior percentagem de entradas nos braços abertos pelos animais do grupo META.  

Figure 1.29 Registo do peso dos murganhos antes das administrações e do sacrifício. Valores 

médios do peso de cada grupo experimental antes das administrações (-30h) e do sacrifício (0h) de cada 

grupo experimental. Os resultados estão expressos como médias ± SEM (n=8/9) e são estatisticamente 

tratados pelo teste one-way ANOVA. (p>0.05) (CTR -30h (25.13±0.6), CTR 0h (24.0±0.6), META -

30h (25.9±0.7), META 0h (24.1±0.8), MDPV -30h (24.9±0.6), MDPV 0h (23.9±0.6)) 
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Os testes ST e TS foram realizados para avaliar o comportamento emocional do tipo 

depressivo dos murganhos injetados com as duas toxinas, 18-24 horas após a injeção de META 

e de MDPV. Nenhuma das toxinas alterou o tempo que os murganhos passaram a fazer 

grooming (friccionar o nariz ou a face com as patas; lamber o pelo do corpo ou os genitais) 

relativamente aos animais controlo (figura 1.31 (a), p>0.05). Isto sugere que as toxinas não 

alteraram nem o auto-cuidado, nem o comportamento motivacional dos animais. No teste TST 

foi possível observar que a META, mas não a MDPV, aumentou significativamente o tempo 

de imobilização dos murganhos (figura 1.31 (b), **p<0.01 vs CTR, ### p<0.001 vs MDPV).  

Apesar destes resultados obtidos no TST poderem sugerir um comportamento do tipo 

depressivo nos animais do grupo META, esta observação não foi acompanhada pelo teste de 
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Figure 1.30 Efeitos da META e MDPV no comportamento ansiogénico em murganhos. A figura 

apresenta parâmetros que avaliam o comportamento relacionado com a ansiedade e a atividade 

locomotora 18h após a última injeção (4×10mg/Kg) de META e MDPV, durante uma sessão de 

5minutos do teste EPM. As percentagens de (a) Tempo e (b) Entradas nos braços abertos para os grupos 

META e MDPV revelam uma tendência para menores níveis de ansiedade e o número de (c) Entradas 

nos braços fechados refletem uma menor atividade locomotora para os mesmos grupos. Os resultados 

estão expressos como médias ± SEM (n=8/9) e são estatisticamente analisados pelo teste (a) Kruskal-

Wallis (p>0.05) ((CTR (20.2±3.3), META (29.2±9.5), MDPV (28.0±6.6)); teste one-way ANOVA 

seguido do post-hoc Tukey (b) (CTR (24.8±3.6), META (47.7±8.2), MDPV (34.95±6.0)), (c) (CTR 

(13.5±0.9), META (4.2±1.0), MDPV (9.2±0.8)). (* p<0.05, ## p<0.01, **** p<0.0001) 
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grooming. Além disso, o aumento da imobilização no TS pode ser justificado com a possível 

existência de problemas locomotores previamente observados no EPM (figura 1.30 (c)). 

 

  

3.1.3     Efeitos da META e da MDPV na atividade locomotora e exploratória 

em murganhos 

O teste OF (5 minutos) foi realizado após o teste EPM para avaliar a possibilidade de 

existirem complicações na função locomotora e exploratória dos murganhos na sequência da 

administração das duas substâncias (4×10 mg/Kg, com intervalos de 2 horas). O teste OF 

permitiu observar que os animais do grupo META exibiram menor atividade locomotora 

espontânea exploratória relativamente aos animais controlo: foi medida uma diminuição 

superior a 50% na distância percorrida e no nº de rearings (figura 1.32 (a) p<0.001, (b) p<0.01, 

respetivamente). Saliente-se também que a atividade locomotora dos animais META é 

significativamente inferior aquela dos murganhos do grupo MDPV (figura 1.32 (a) p<0.01 vs 

MDPV). A redução do tempo que os murganhos do grupo META passaram a fazer rearings 

não foi estatisticamente significativa relativamente ao grupo controlo (figura 1.32 (c), p>0,05). 

A MDPV não alterou a distância percorrida comparativamente aos animais controlo (figura 

1.32 (a), p>0,05). No entanto, esta toxina aumentou o tempo de rearings em comparação com 
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Figure 1.31 Efeitos da META e MDPV no comportamento tipo depressivo em murganhos. A figura 

apresenta os dados de (a) Tempo de grooming (s) obtidos no ST (5min) e (b) Tempo de imobilização 

(s) no teste de TS (6min) que atestam a existência de comportamento depressivo promovido pelas 

substâncias 18h após a última injeção (4×10mg/Kg). O comportamento tipo depressivo pareceu afetar o 

desempenho nos testes, com uma diferença significativa do tempo de imobilização para o grupo META. 

Os resultados estão expressos como médias ± SEM (n=7-9) e são estatisticamente analisados pelo teste 

(a) one-way ANOVA (p>0.05) (CTR (99.5±24.2), META (128.3±20.6), MDPV (103.4±11.9)); (b) 

Kruskal-Wallis seguido do post-hoc Dunn (CTR (182.4±6.3), META (249.3±10.9), MDPV 

(168.3±13.2)). (**p<0.01, ### p<0.001) 
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o controlo e com o grupo META (figura 1.32 (c), p<0.05 vs CTR, p<0,001 vs META). O painel 

d) ilustra o trajeto (figura 1.32 (d)).  

 

 

Figure 1.32 Efeitos da META e MDPV na função locomotora e exploratória dos murganhos. A 

figura apresenta parâmetros correspondentes à atividade locomotora/exploratória 18h após a última 

injeção (4×10mg/Kg) de META e MDPV, durante uma sessão de 5minutos do teste OF. (a) Distância 

percorrida (m); (b) Número de Rearings; (c) Tempo de Rearing (s); (d) Trajeto representativo de cada 

grupo durante a sessão. Os resultados estão expressos como médias ± SEM (n=8/9) e são 

estatisticamente analisados pelo teste (a) Kruskal-Wallis seguido do post-hoc Dunn (CTR, (23.2±1.8), 

META (6.2±1.9), MDPV (21.5±2.9)); pelo teste one-way ANOVA seguido do post-hoc Tukey (b) 

(CTR, (22.6±2.2), META (7.2±2.7), MDPV (33.4±4.9)), (c) (CTR, (15.8±1.9), META (6.6±2.6), 

MDPV (31.6±5.7)). (# p<0.05, **/## p<0.01, *** p<0.001, #### p<0.0001) 
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3.2 Efeitos da META e da MDPV em marcadores de 

neurotoxicidade estriatal – TH, mielina e gliose – em murganhos  

A disfunção do sistema estriatal dopaminérgico representa uma das fases iniciais da 

neurotoxicidade provocada pela META41,42. Este parâmetro está mal caracterizado 

relativamente à MDPV. Com efeito, a META diminuiu significativamente a densidade de TH 

no estriado de murganhos (efeito superior a 50 %), 24 horas após a sua administração, tal como 

foi avaliado por WB e confirmado por IHC (figura 1.33 (a) p<0.001, (b)). Isto confirma que a 

META perturbou as fibras dopaminérgicas estriatais. A MDPV não modificou 

significativamente a densidade de TH em comparação com o grupo controlo, de acordo com as 

análise por WB e IHC (figura 1.33 (a) p<0.05, (b)). Importa referir que as avaliações por WB 

e IHC permitiram ainda observar que a densidade de TH no grupo da META é também 

significativamente menor do que aquela observada no grupo MDPV (figura 1.33 (a), p<0.001 

vs MDPV).  

A desmielinização é um processo que compromete a integridade neuronal e que está 

associada aos processos neurotóxicos provocados pelo consumo de META em humanos e 

animais55,278. Neste trabalho comparou-se a integridade da mielina nos grupos MDPV e META, 

medindo-se a densidade de MBP (myelin basic protein) por WB (em homogeneizados totais de 

estriado) e por IHC (em secções coronais de estriado). A Figura 1.34 (a) revela que nenhuma 

das toxinas alterou a densidade da MBP relativamente ao grupo controlo. A análise por IHC 

permitiu ainda verificar que não houve reorganização da mielina nas fibras marcadas por MBP 

em nenhum dos grupos experimentais em comparação com o grupo controlo (figura 1.34(b)). 
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Figure 1.33 Efeitos da META e MDPV nos terminais dopaminérgicos estriatais em murganhos. A 

figura reúne os resultados de WB e IHC para o indicador de toxicidade dopaminérgica (TH) 24h após o 

regime de administrações. (a) Densidade de TH (60KDa) por WB normalizada para β-actina (loading), 

com as bandas representativas de cada tratamento (one-way ANOVA seguido do post-hoc Tukey 

(***/###p<0.001) (n=5-7)) (CTR (100.0±7.6), META (48.7±4.45), MDPV (107.1±8.9)). (b) IHC por 

microscopia confocal, mostram a marcação de TH em secções coronais estriatais representativas para 

cada grupo experimental. O DAPI marca DNA nuclear. Os resultados estão expressos como médias 

percentuais relativas ao CTR ± SEM. 
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Figure 1.34 Efeitos do tratamento com META e MDPV na MBP. A figura reúne os resultados de 

WB e IHC para o marcador de desmielinização (MBP) 24h após o regime de administrações. (a) 

Densidade de MBP (21-17KDa) por WB normalizada para β- actina (loading), com as bandas em bloco 

representativas de cada tratamento (one-way ANOVA (p>0.05) (n=5-7) (quantificação individual de 

cada peso (21-17KDa) sem diferenças) (CTR (100.0±10.8), META (82.9±15.1), MDPV (89.3±13.1)). 

(b) IHC por microscopia confocal para cada tratamento com marcação de MBP em secções coronais 

estriatais, numa perspetiva geral e outra com maior ampliação. Os resultados estão expressos como 

médias percentuais relativas ao CTR ± SEM. 
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A perturbação dos terminais dopaminérgicos induzida pela META é geralmente 

acompanhada por gliose que contribui para a neurotoxicidade desta droga41,279. O impacto da 

MDPV nas células da glia é pouco conhecido. Comparou-se, assim, o perfil de reatividade das 

microglias (Iba-1) e dos astrócitos (GFAP) induzido pelas drogas META e MDPV, 24h após a 

última injeção num regime de 4×10mg/Kg (2 horas de intervalo). 

As imagens que permitem visualizar as microglias (por microscopia confocal) parecem 

sugerir uma maior imunorreatividade para Iba-1 nos seus corpos celulares no grupo da META 

relativamente ao grupo controlo (figura 1.35). As microglias parecem assim exibir um estado 

de ativação. Por outro lado, as imagens sugerem que a MDPV não alterou a imunorreatividade 

para Iba-1 em comparação com o grupo controlo. Os planos aproximados de células individuais 

para cada tratamento sugerem uma morfologia mais arredondada para o grupo META.   

Relativamente aos astrócitos, a Figura 1.36 sugere que META aumentou a densidade de 

GFAP no grupo da META, relativamente ao grupo controlo. Por outro lado, a MDPV não 

alterou a imunorreatividade para GFAP em comparação com o grupo controlo (Figura 1.36). 

Isto sugere que a META, mas não a MDPV, induziu astrogliose.   

Assim, a análise das microglias e dos astrócitos sugere que a MDPV, ao contrário da META, 

não produziu gliose, no tempo avaliado.  
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Figure 1.35 Efeitos da META e MDPV na microglia estriatal em murganhos. A figura mostra a 

avaliação da densidade de Iba-1 por IHC, 24 horas após a última injeção de META e de MDPV 

(4×10mg/Kg, com intervalos de 2 horas), em secções coronais estriatais representativas para cada grupo 

experimental. Os painéis da direita representam uma ampliação da área contida no quadrado desenhado 

nos painéis do centro e estes, por sua vez, resultam do quadrado nos painéis da esquerda. O DAPI marca 

DNA nuclear. 
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Figure 1.36 Efeitos da META e MDPV nos astrócitos estriatais em murganho. A figura mostra a 

avaliação da densidade de GFAP por IHC, 24 horas após a última injeção de META e de MDPV 

(4×10mg/Kg, com intervalos de 2 horas), em secções coronais estriatais representativas para cada grupo 

experimental.  

a) 

CTR META MDPV 
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3.3          Efeitos da META e da MDPV no eixo S100𝛽-RAGE em 

estriado de murganho 

RAGE é um recetor associado ao SI Inato, sendo expresso por microglia e astrócitos. A 

proteína astrocítica S100 é agonista deste PRR e está envolvida em processos 

inflamatórios184,280. No entanto, o eixo S100-RAGE é virtualmente desconhecido no contexto 

das drogas de abuso, incluindo os psicoestimulantes META e MDPV. Neste trabalho avaliou-

se a expressão e a densidade do RAGE e do S100.  

Ao nível da expressão génica, os níveis de mRNA do RAGE não foram significativamente 

alterados por nenhuma das toxinas estudadas, em comparação com o grupo CTR (figura 1.37 

(c) (p>0.05)). Para avaliar a densidade proteica de RAGE, foram utilizados dois anticorpos que 

marcam duas porções distintas de RAGE (terminal N- e terminal C-). Ambos reconhecem a 

isoforma flRAGE. No entanto, o anticorpo anti-terminal C descrimina as isoformas N-

truncadas, enquanto que, o anticorpo anti-terminal N reconhece as isoformas C-truncadas. Esta 

estratégia permite, assim, uma abordagem mais integrada da complexidade deste receptor275,281. 

As Figuras 1.37 (a), (b) sugerem que nenhuma das toxinas utilizadas alterou de forma 

estatisticamente significativa a densidade das isoformas de RAGE com terminação C- (50-

25KDa) e N- (50-40KDa) (p>0.05). Estas bandas foram quantificadas em conjunto. A 

quantificação de cada banda individualmente não alterou este cenário. Estes resultados foram 

confirmados por IHC em secções coronais de estriado (Figura 1.38). Com efeito, nenhuma das 

toxinas utilizadas alterou a imunorreatividade para RAGE. O anticorpo anti-terminal C exibiu 

marcação nuclear, enquanto que, o outro anticorpo permitiu ver marcação citosólica e, 

possivelmente no neurónio, nos animais do grupo controlo. Esta marcação é consistente com 

observações anteriores124. Nenhuma das toxinas utilizadas parece alterar a localização sub-

celular do RAGE. Finalmente, a marcação imunohistológica de S100β em secções coronais 

estriatais não sugere que haja diferenças entre os grupos estudados (figura 1.38). Isto é 

consistente com a não alteração da expressão do gene S100 pelas toxinas utilizadas (figura 

1.37 (d) (p>0.05)). Em conclusão, nenhuma das toxinas parece alterar a expressão e densidade 

do eixo S100-RAGE no estriado 24 horas após a sua administração.   
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d) c) 

Figure 1.37 Efeito da META e MDPV na expressão e densidade de RAGE e do seu ligando S100β 

no estriado de murganho. A figura reúne os resultados de WB para as porções intra e extracelulares 

do RAGE e os dados de expressão genética para o recetor e para o S100β 24h após o regime de 

administrações. (a) Densidade do RAGE com terminação N (50-40 KDa) por WB normalizada para 

GAPDH (loading), com as bandas representativas de cada tratamento (one-way ANOVA (p>0.05) (n=6-

8)). (b) Densidade do RAGE com terminação C (50-25 KDa) por WB normalizada para GAPDH 

(loading), com as bandas representativas de cada tratamento (one-way ANOVA (p>0.05) (n=6-8)). 

(c)(d) Expressão genética avaliada por RT-qPCR do RAGE (CTR (1.00 ± 0.39), META (1.11 ± 0.44), 

MDPV (1.24 ± 0.35), (n=4)) e do S100β  (CTR (1.00 ± 0.19), META (0.96 ± 0.13), MDPV (0.88 ± 

0.21), (n=4-5)), respetivamente. Os resultados estão expressos como médias percentuais relativas ao 

CTR ± SEM. (quantificação individual às bandas dos Blots do RAGE-N/C sem alterações) 
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Figure 1.38 Efeitos da META e MDPV na marcação imunihistoquímica de RAGE (terminação N- 

e C-) e de S100β no estriado de murganho. A figura reúne imagens de IHC por microscopia confocal 

com marcação em secções coronais estriatais para as isoformas do RAGE com terminações N- e C- e 

para o seu ligando S100β. No mesmo plano de aquisição, está destacado o padrão de marcação das duas 

porções de RAGE, com a porção C- a marcar nos núcleos e a porção N- em torno. 
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4 Discussão 

 As catinonas sintéticas são Designer drugs que pretendem mimetizar os efeitos produzidos 

pelos psicoestimulantes clássicos, sendo disponibilizadas em qualquer mercado clandestino, a 

custos inferiores e com promessas de euforia extrema.3 O uso destas drogas tem sido associado 

a comportamentos violentos, ansiedade extrema, alucinações, paranoia, casos de psicose, 

intoxicação e problemas cognitivos3,4,282, consequências que despertaram a atenção para este 

tipo de moléculas.  

A MDPV é a catinona que recorrentemente se destaca em análises qualitativas e 

quantitativas de várias marcas de Bath salts1, tendo-se revelado um composto extremamente 

aditivo e potente quando comparado com psicoestimulantes clássicos, como a cocaína ou a 

META72,83. Os efeitos estimulantes produzidos por esta substância parecem ser justificados 

pelo seu impacto no sistema dopaminérgico, mimetizando os efeitos da META, mesmo que 

exibindo um mecanismo de ação equivalente ao da cocaína83. Apesar dos vários estudos 

mecanísticos e farmacológicos relativamente à MDPV, existe uma lacuna de informação em 

vários aspetos. Neste sentido,  este projeto pretendeu contribuir para a compreensão da 

farmacodinamia/toxicodinamia desta droga, recorrendo a uma análise comparativa de aspetos 

ainda não documentados, utilizando a META como controlo positivo - o ATS mais comum e 

mais neurotóxico15. 

A presente dissertação teve os seguintes objetivos: a caracterização das alterações 

emocionais e locomotoras, caracterização de marcadores neurotóxicos e do eixo S100-RAGE 

no estriado em murganhos (C57BL/6), 24h após um regime de 4 administrações ip. de MDPV 

e META (10mg/Kg) intercaladas por 2h.  Este protocolo experimental pretende mimetizar um 

regime de binging por administração intravenosa que é comum em consumidores de drogas de 

abuso.  Adicionalmente, este protocolo é frequentemente utilizado em estudos com META, 

visto que causa perturbações robustas no sistema dopaminérgico estriatal (um dos parâmetros 

de neurotoxicidade que se pretendeu avaliar)261. A janela temporal escolhida (24 horas) 

pretendeu olhar para a fase inicial da putativa neurotoxicidade imposta pelas drogas testadas 

MDPV e META: perfil comportamental  

O primeiro objetivo deste trabalho foi averiguar o comportamento emocional e locomotor 

dos murganhos nas 24 h após administração dos dois psicoestimulantes. Estudos clínicos 

relatam que o abuso crónico de META está associado a distúrbios psiquiátricos como a 
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depressão e ansiedade durante a fase aguda da abstinência (segunda semana)59. A depressão 

parece prolongar-se pelos anos seguintes, com menor severidade283,284. No entanto, não há 

nenhuma informação sobre o estado emocional dos murganhos na fase inicial da 

neurotoxicidade induzida pela META. Adicionalmente, a impressão digital emocional da 

MDPV é virtualmente desconhecida.  

No teste EPM, que visou caracterizar o comportamento do tipo-ansioso, o parâmetro do 

número de entradas nos braços fechados (indicativo de possíveis perturbações locomotoras) 

sugeriu que os animais do grupo META apresentavam uma acentuada disfunção locomotora 

(p<0.0001) em comparação com os animais controlo. Esta informação foi confirmada pelo teste 

OF que revelou que os animais do grupo da META exibiram menor atividade locomotora 

espontânea do que os animais controlo (p<0.001).  Assim, as alterações locomotoras impostas 

pela META mascaram a avaliação emocional dos murganhos e não permitiram a valorização 

do aumento da percentagem de entrada nos braços abertos significativamente nestes murganhos 

em comparação com os controlos (p<0.05). Adicionalmente, este parâmero não foi 

acompanhado por um aumento estatisticamente significativo do tempo passado nos braços 

abertos pelos murganhos do grupo da META (p>0.05 vs CTR). Por outro lado, a MDPV não 

parece ter alterado os parâmetros associados a um comportamento do tipo-ansioso em 

comparação com os murganhos controlo (percentagem e tempo passado nos braços abertos, 

p>0.05). O teste EPM também parecer sugerir alterações locomotoras no grupo da MDPV. No 

entanto, estas são menos robustas das que foram observadas para a META (p<0.05 VS CTR e 

p<0.01 VS META) e não foram confirmadas pelo teste OF que analisa especificamente a 

atividade locomotora. O teste EPM parece assim sugerir que a MDPV não alterou o perfil 

emocional do tipo ansioso nos murganhos. Para além do perfil do tipo-ansioso, quisemos 

caracterizar o perfil emocional do tipo-depressivo associado ao consumo destes fármacos, 

utilizando-se os testes ST e TS, já previamente utilizados no nosso laboratório263,266. No 

presente trabalho, os resultados obtidos por estes testes foram discordantes: o TS mostrou um 

tempo de imobilização significativamente superior para o grupo META em comparação com o 

controlo (p<0.001); por outro lado, o ST não revelou nenhuma diferença estatisticamente 

significativa entre os grupos da META e controlo (p>0.05). Os resultados obtidos no teste TS 

são consistentes com observações prévias do nosso grupo que mostraram que os murganhos 

exibiram um aumento do tempo de imobilização 3 e 49 dias após a administração de uma dose 

neurotóxica de META (30mg/Kg,ip.)266.  Por outro lado, a ausência de alterações no tempo de 

grooming nos animais do grupo da META são inconsistentes com resultados prévios do nosso 

grupo: 3 dias após a administração de uma dose neurotóxica de META (30mg/Kg,ip.), os 
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animais exibiram menor tempo de grooming relativamente aos animais controlo57. De novo, as 

perturbações locomotoras podem também perturbar a avaliação do perfil emocional do tipo 

depressivo nos animais injetados com META. Além disso, estas perturbações locomotoras 

podem contribuir para o aumento de tempo de imobilidade medido no teste TS, para o grupo 

da META.  

Relativamente à MDPV, os testes ST e TS parecem sugerir ausência de um perfil de tipo 

depressivo associado a esta toxina (p>0.05 VS CTR).  

Não há literatura científica que descreva os fenótipos do tipo depressivo e ansioso em 

modelos animais tratados com MDPV. No entanto, sendo um psicoestimulante com elevado 

potencial de abuso, já foram descritos em humanos quadros clínicos de sintomas profundos de 

ansiedade, durante/após o efeito e na fase de desejo de consumo incontrolável (craving), 

acompanhados por uma sensação de enorme “vazio” (sintoma depressivo) durante a 

abstinência3,4,285. 

A menor distância percorrida pelos animais do grupo da META cerca 18 horas após a 

administração desta toxina é consistente com a hipolocomação observada 24 horas após a 

administração de dois protocolos com META (30mg/Kg ip. e 4×10mg/Kg, com intervalos de 2 

horas, i.p) 57,286 em murganhos C57BL/6.  Esta hipolocomoção pode ter contribuído para a 

menor atividade exploratória observada nos animais do grupo da META tal como sugerido pelo 

menor número de rearings medido para este grupo (p<0.01 VS CTR e p<0.0001 VS MDPV).  

 Relativamente à MDPV, apenas estão descritos os efeitos de hiperlocomoção, de 

atividade exploratória e de estereotipia em murganhos e ratos, que foram observados durante o 

efeito psicoativo agudo da droga e que parecem assemelhar-se aos efeitos da META (protocolos 

incluindo a dose única de 10mg/Kg) 92,93,287,288. Porém, não há qualquer informação sobre o 

efeito do MDPV na locomoção ao fim de 18-24 horas após a administração de MDPV. No 

presente trabalho mostrou-se que o grupo administrado com MDPV não exibiu qualquer 

alteração na atividade locomotora no OF, no entanto, apresentou um maior tempo de rearings 

(p<0.05) do que o grupo CTR. Estes resultados sugerem que a hiperlocomoção observada 

inicialmente na fase aguda da intoxicação com MDPV se desvanece, mantendo-se a atividade 

exploratória. Este incremento na atividade exploratória pode sugerir um estado de agitação 

frequentemente descrito por consumidores de Bath salts.289Por outro lado, a intensa 

hipolocomoção e perda de atividade exploratória observada nos animais do grupo da META 

pode ser a impressão digital comportamental da neurotoxicidade dopaminérgica observada para 

a META. De forma distinta, o binging com a MDPV não está associado a toxicidade 

dopaminérgica (ver secção MDPV e META: perfil neurotóxico).  
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Em suma, os testes comportamentais revelaram uma acentuada disfunção motora nos 

animais administrados com a META e um aumento da exploração nos animais injetados com a 

MDPV. Este perfil exploratório não está associado a nenhuma perturbação emocional do tipo 

depressivo ou ansioso. Finalmente, é plausível assumir que o MDPV e a META afetam de 

formas distintas os circuitos neuronais no estriado, córtex frontal e na amígdala que regulam a 

atividade locomotora e exploratória.  

MDPV e META: perfil neurotóxico  

Neste trabalho comparou-se também o perfil neurotóxico da META e da MDPV, olhando-

se para o TH (marcador dopaminérgico), para as microglias (Iba-1), astrócitos (GFAP), e 

mielina (MBP). O perfil comportamental associado à META sugeriu que este psicoestimulante 

seja mais neurotóxico do que a MDPV. Com efeito, neste trabalho ficou claro que a META 

produziu uma disrupção dos terminais dopaminérgicos estriatais que foi acompanhada por 

microgliose e astrogliose, 24 horas após a administração desta toxina. Ao contrário, a MDPV 

não impôs quaisquer alterações nem nos terminais dopaminérgicos nem nas glias. 

A respeito dos terminais dopaminérgicos, uma análise por WB revelou, como esperado, um 

decréscimo da densidade da TH no estriado no grupo META às 24h, tendo sido este superior a 

50% relativamente ao grupo CTR (p<0.001) e ao MDPV (p<0.001) (n=5-7); não houve 

nenhuma alteração de TH no grupo MDPV quando comparado com o CTR.  Estas evidências 

foram corroboradas pela análise à imunorreatividade para TH por IHC em secções coronais do 

estriado. No caso da MBP, não observámos quaisquer diferenças (WB/IHC) entre os grupos 

experimentais.   

A toxicidade dopaminérgica observada neste trabalho está de acordo com a literatura 

(depleção de ≈60% obtida em O’Callaghan et al. (1994)290), servindo como controlo positivo 

validado para os efeitos da MDPV. Apesar da META ter imposto neurotoxicidade às fibras 

dopaminérgicas, não parece ter promovido desmielinização das fibras estriatais, visto que a 

densidade de MBP não foi estatisticamente diferente dos valores obtidos para o grupo controlo 

(WB/IHC). Esta observação não é consistente com a desmielinização observada por Bowyer et 

al. (2008)41 na fase inicial da neurotoxicidade estriatal associada à META. No entanto, estes 

autores recorreram a um corante (Black-Gold-II) que cora diferentes componentes da mielina, 

incluindo fosfolípidos e lipoproteínas291, permitindo identificar alterações com uma elevada 

resolução e contraste mesmo nas fibras mais pequenas, ao contrário da marcação específica 

imunohistoquímica da MBP. Não podemos, assim, excluir a hipótese segundo a qual a 

marcação da MBP com o seu anticorpo específico pode não ser suficiente para avaliar 

alterações finas na mielina nesta fase inicial do processo neurotóxico. Assim, o impacto da 



Capítulo IV Discussão  

 

    89 

META na mielina requer uma reavaliação no futuro, recorrendo a anticorpos que reconhecem 

outras proteínas constituintes da mielina: MAG, myelin-associated glycoprotein; CNPase, 

nucleótico fosfodiesterase; PMP22, peripheral myelin protein 22292.  

No caso do MDPV, não foram detetados sinais de lesão nas fibras estriatais na mesma janela 

temporal; este parâmetro nunca fora explorado anteriormente. Na verdade, existem apenas dois 

estudos sobre a avaliação da toxicidade dopaminérgica 48 horas após a exposição de 1mg/Kg×4 

(2/2h) de MDPV em murganhos C57BL/6 machos293 e 10mg/Kg×4 (2/2h) de MDPV em 

murganhos C57BL/6 fêmeas86, que concluíram não haver alterações ao nível da TH,  da DA e 

do DAT. Quanto ao efeito do MDPV na mielina, também não foram detetadas quaisquer 

alterações para este período, sendo um parâmetro nunca antes avaliado. Sugerem-se assim 

estudos futuros que avaliem adicionalmente a função dos oligodendrócitos e estado da 

mielinização das fibras para os dos psicoestimulantes294.  

Em conclusão, o perfil de toxicidade nas fibras dopaminérgicas do MDPV, 24h após a 

exposição in vivo de 4×10mg/Kg, parece não ser tão severo (comparado com a META) quer na 

densidade da TH nas fibras dopaminérgicas, como ao nível da densidade de MBP nas fibras 

nervosas. Quanto ao primeiro ponto, podem salientar-se algumas propriedades intrínsecas à 

molécula que tendem para este resultado. Primeiro, pelo próprio mecanismo de ação, sendo um 

bloqueador do DAT à partida não tem oportunidade para interagir com os alvos intracelulares 

de forma tão rápida quanto a META (substrato), não produzindo efeitos de toxicidade 

dopaminérgica tão precocemente. Segundo, a elevada lipofilicidade do MDPV, com um 

presumível transporte ativo transendotelial6, contribui para um reduzido tempo de semi-vida 

(≈2h)80 comparativamente à META (≈10h)32,  diminuindo o tempo provável de exposição dos 

alvos à droga. Por último, a molécula não tem afinidade para o recetor VMTA2 ao contrário da 

META, o que apoia a hipótese do MDPV não atuar diretamente em alvos intracelulares84.  

Relativamente à microgliose, a marcação imunohistológica mostra uma marcação da Iba-1 

mais intensa em torno de corpos celulares de microglias para o grupo META. No caso da 

MDPV, não foi sugerida qualquer alteração nas secções coronais estriatais. Estes resultados 

sugerem microgliose para a META, sendo que estudos anteriores confirmam esta observação 

utilizando um protocolo idêntico41. Futuramente, analisar-se-á o comprimento e densidade do 

esqueleto das microglias e utilizaremos marcadores específicos da reatividade microglial para 

melhor caracterizar o seu estado de ativação para ambas as toxinas. 

Avançando para a caracterização dos astrócitos, este estudo sugere que a META produziu 

astrogliose, tal como descrito anteriormente. Por exemplo, O’Callaghan et al.290 mostrou que 

um protocolo idêntico de administração de META aumentou os níveis de GFAP (150% do 



Capítulo IV Discussão  

 

    90 

controlo, ELISA) 24 horas após exposição a META. Outros autores já descreveram que o 

máximo de sobre-expressão de GFAP acontece 2 dias após dosagens neurotóxicas de META42 

De novo, o MDPV não parece ativar os astrócitos. Isto é consistente com a não ativação das 

microglias para esta toxina. Outros marcadores de astrócitos devem ser usados para melhor 

caracterizar o impacto da MDPV neste tipo celular.   

MDPV e META: eixo S100-RAGE 

Os recetores RAGE têm um papel importante nos mecanismos de neuroinflamação, 

incluindo a ativação glial295. Os mecanismos que garilham a gliose pela META não são 

conhecidos, embora se saiba que estes contribuam para a desregulação de múltiplos genes pró-

inflamatórios, incluindo genes da família S100𝛽296. O último objetivo foi a caracterização da 

densidade proteica estriatal do RAGE, através de dois anticorpos que distinguem isoformas do 

recetor truncadas na terminação N- ou na terminação C-, e a identificação de possíveis 

alterações na expressão génica do recetor e do seu ligando, S100𝛽. Não foram detetadas 

quaisquer variações na expressão génica ou densidade proteica destas estruturas, confirmadas 

também pela marcação imunohistoquímica destas proteínas. O nosso grupo, já havia 

demonstrado a inexistência de alterações ao nível da densidade de RAGE no estriado 3 dias 

após um regime de intoxicação de META (30mg/Kg) 57. Assim, não é surpreendente que nem 

o MDPV, nem a META, induzam alterações na expressão génica e na densidade proteica do 

RAGE e do seu ligando S100β, dentro de um período de 24 horas após um regime neurotóxico. 

Refletindo sobre toda a informação produzida neste projeto, primeiramente importa destacar 

a coerência dos nossos dados com a informação já disponível para os efeitos neurotóxicos da 

META, no período de 24 horas. Com este regime neurotóxico foi possível observar reatividade 

das células gliais que acompanha a acentuada depleção de TH. Alguns estudos chegam a 

afirmar que o fenótipo pró-inflamatório nos astrócitos é induzido principalmente por esta 

toxicidade dopaminérgica inicial, com aumentos significativos de GFAP localizados apenas no 

estriado290. Adicionalmente, ao longo do tempo a disrupção do sistema dopaminérgico tem sido 

sugerida como um dos efeitos neurotóxicos que mais contribuem para os défices nas funções 

executivas motoras associadas ao consumo crónico de META, quer em humanos como em 

animais297–299.  

Relativamente ao propósito principal desta dissertação, os dados científicos obtidos resultam 

numa caracterização nunca antes construída em torno da Designer drug – MDPV. Através da 

abordagem comparativa entre as duas drogas, conseguimos traçar um perfil de toxicidade para 

o SNC nas primeiras 24 horas. Primeiramente, os testes locomotores não identificam alterações 

nos vários parâmetros avaliados, acompanhados pelo aparente estado normal das fibras, 



Capítulo IV Discussão  

 

    91 

incluindo as dopaminérgicas e das células gliais. Os resultados parecem sugerir que o MDPV 

não parece ser tão neurotóxico como a META, nas primeiras 24 horas após um regime de 

binging. 

No entanto, devemos destacar algumas evidências que podem criar um cenário mais 

dramático a longo prazo. Estudos quantitativos da relação estrutura-atividade (SAR) definiram 

a lipofilicidade e o volume do MDPV, proporcionados pela cadeia α-alquílica e pelo anel da 

pirrolidina300, como as condições ideais para uma forte interação com o DAT301. Isto pode 

traduzir-se por uma constante de ligação ao DAT maior do que a da META6. Esta forte 

interação provavelmente contribui para uma cinética mais lenta do MDPV, com uma maior 

acumulação no meio extracelular disponível para iniciar ciclos de oxidação-redução, que 

contribuem para a formação de espécies reativas. Esta situação é facilitada também pela maior 

polarizabilidade do MDPV em relação à META (≈30×10-24Å23 e ≈19×10-24Å23, 

respetivamente).23 Por outro lado, há estudos in vitro que mostram a capacidade da molécula 

produzir RNS e ROS mesmo a pequenas concentrações, com potencial de destabilizar a BHE302, 

o sistema glutamatérgico e os processos de respiração celular87. A interação do MDPV com 

outros sítios de ligação, para além do transportador de DA, podem contribuir para uma maior 

aglomeração do neuromodelador na fenda sináptica83, contribuindo para os efeitos nefastos do 

stress oxidativo. 

No futuro, caracterizar-se-á os mesmos parâmetros de neurotoxicidade utilizando diferentes 

concentrações de MDPV e outras janelas temporais. Olharemos também para marcadores 

seletivos de neuroinflamação e de stress oxidativo para oferecermos uma caracterização mais 

global do impacto do MDPV no estriado. 
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5     Conclusão 

A presente dissertação apresenta um estudo inovador de caracterização comportamental e 

neurotóxica da ação, nas primeiras 24h, de uma dose total de 40mg/Kg de MDPV. Para tal, 

adotou-se uma abordagem comparativa, utilizando a mais comum e agressiva droga 

dopaminérgica, a META. 

Os objetivos traçados foram cumpridos e resultaram na perceção de um perfil 

comportamental/neurotóxico ligeiro relativamente aos efeitos da MDPV, nas condições 

estudadas. Esta droga não produz défices motores e neuronais tão profundos como a droga de 

referência. Adicionalmente, também parece não interferir na expressão do recetor da imunidade 

inata, RAGE. 

Apesar desta conclusão, parâmetros anteriormente estudados denunciam o perigo que esta 

droga representa e que devem ser contemplados num projeto futuro para o mesmo protocolo 

adotado na dissertação. 
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