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Resumo

A metanfetamina é uma droga psicoestimulante ilicita, amplamente usada em
todo o mundo. As evidéncias cientificas sugerem que o seu uso crénico leva a altera-
¢Oes neurodegenerativas no cérebro, que incluem danos nos terminais dopaminérgi-
cos e serotonérgicos e a uma astrogliose reativa.

Estas premissas sugerem que sdao necessarias estratégias para tratar estes efeitos
deletérios, para além de uma abordagem farmacoldgica. O exercicio fisico tem-se des-
tacado devido ao seu possivel efeito neurorregenerador face a este tipo de neurotoxi-
cidade.

Neste sentido, pretendeu-se investigar um possivel efeito neurorregenerador do
exercicio fisico nos terminais monoaminérgicos e na astrogliose do cortex num modelo
por injecdo de metafetamina em murganhos C57BL/6. Para este efeito, os murganhos
foram submetidos a um programa de exercicio fisico (cinco dias de exercicio por
semana durante sete semanas) com inicio vinte e quatro horas apds a administracao
de uma dose elevada de metanfetamina (30 mg/kg, i.p.).

Para estimar a neurotoxicidade cortical avaliaram-se os niveis de dopamina e
serotonina e seus metabolitos, recorrendo a cromatografia liquida de alta pressao
(HPLC), a expressdo de TH (Tirosina Hidroxilase — marcador da perda de neurdnios
dopaminérgicos) e de GFAP (Proteina Glial Fibrilar Acida — marcador de astrécitos) por
Western Blotting.

A diminuicdo dos valores corticais de dopamina e seus metabolitos, de serotoni-
na e da enzima TH sdo sugestivos de que a metanfetamina, nesta dosagem, produziu
neurodegenerescéncia dos terminais dopaminérgicos e serotonérgicos, constituindo,
desta forma, um bom modelo para avaliar a neurotoxicidade cortical. Apesar do exer-
cicio ter mostrado potencial neurorregenerador ao nivel serotonérgico ndo parece ter
sido eficaz na reversao da neurotoxicidade dopaminérgica. O significado do impacto
positivo do exercicio fisico nos terminais serotonérgicos exige uma atencdo mais deta-
Ihada no futuro. Globalmente este trabalho sugere que o exercicio fisico é uma putati-
va estratégia neurorregeneradora.

Palavras-chave: metanfetamina, neurotoxicidade, dopamina, serotonina, astro-

gliose, cortéx, exercicio-fisico, neurorregeneragdo.



Abstract

Methamphetamine is an illicit psychostimulant drug widely abused in the world.
The scientific evidence suggests that its use leads to chronic neurodegenerative
changes in the brain. These changes include damage to dopaminergic and serotonergic
terminals and a reactive astrogliosis. These assumptions suggest, that strategies are
needed to address these deleterious effects beyond a pharmacological approach.
Exercise has stood out because of its possible neurorregenerative effect against this
neurotoxicity.

In this sense, we sought to investigate a possible effect of physical exercise on
neurorregenerative monoaminergic terminals and astrogliosis in the frontal cortex
following methamphetamine injection in a C57BL / 6 model in. To this end mice were
submitted to an exercise regimen (five days a week for seven weeks) starting 24 h
post-single high dose of methamphetamine (30mg/Kg, i.p.)

To estimate the methamphetamine-induced neurotoxicity, cortical levels of do-
pamine, serotonin and their metabolites were evaluated by high performance liquid
chromatography (HPLC). The expression of TH (Tyrosine Hydroxylase - marker of do-
paminergic neuron loss) and GFAP (glial fibrillary acidic protein - marker for astrocytes)
were also determined by Western Blotting.

Decreased values of cortical dopamine and its metabolites, of serotonin and TH
enzyme, are suggestive that methamphetamine at this dose, produced
neurodegeneration of dopaminergic and serotonergic terminals, constituting a good
model to evaluate the cortical neurotoxicity. Physical exercise exhibited
neuroregenerative potential towards serotonergic terminals. However it failed to pro-
mote cortical dopaminergic regeneration. The meaning of the positive impact of exer-
cise on the serotoninergic cortical pathway warrants further scrutiny. Overall this study

suggests that physiscal activity is a putative neuroregenerative strategy

Keywords: methamphetamine neurotoxicity, dopamine, serotonin, astrogliosis,

cortex, physical-exercise, neuroregeneration.
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Introducgdo

1. Cortex

O sistema nervoso central (SNC) é composto por, no minimo, cem bilides de
neurdnios. S3o células Unicas capacitadas de receber, conduzir e transmitir sinais.
Sao capazes de garantir os sentidos da visao, audi¢do, tato, olfato e gustacao; de
perceber o meio externo, de reagir com agdes, emogdes e secre¢cdes hormonais
face aos estimulos. S3o uma rede de funcionamento complexo que permite ao
cérebro a habilidade de processar, computar, integrar, transmitir e armazenar
informacao (Wong-Riley, 2003).

Existe apenas um SNC. Contudo, este encontra-se subdividido em dareas de
semelhanca anatdmica, estrutural e/ou funcional, constituido por varios tipos de
células. As células que tém a seu cargo a atividade nervosa sdo os neurdnios consti-
tuidos por uma parte ramificada, a dendrite, e uma regido ndo ramificada, o axénio.
Ha depois varios tipos de células de sustentacdo aos neurdnios denominadas no seu
conjunto de neurdglia ou células gliais que possuem um papel importante na nutri-
¢do, protecao e regeneracdo do SNC (Garcia et al., 2009).

Como refere Seeley et al. (2001), o tecido nervoso organiza-se de forma a que
a sua rede axonal se disponha em feixes. Os feixes de axdnios paralelos mielinizados
agrupam-se na substancia branca, os conjuntos de corpos celulares neuronais nao
mielinizados agrupam-se na substancia cinzenta. A superficie exterior da maior par-
te do cérebro consiste em matéria cinzenta denominada de cortex cerebral.

Cértex, palavra latina que significa “casca”, e que por definicdo constitui a
parte externa de um érgao. Especificamente, cortex cerebral refere-se a zona conti-
nua de substancia cinzenta, com trés a quatro mm de espessura, que ocupa toda a

superficie das circunvalagées cerebrais (Fonseca et al., 2012).

1.1. Anatomia e Fisiologia do Cortex Frontal

O cortex cerebral assume-se como um detentor de funcdes integrativas de

maxima importancia, sendo responsavel pelos processos de percecdo sensorial,
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Introdugdo

controla acdes e reagdes das mais simples as mais complexas, permite executar
fun¢bes mentais complexas e integrar memdrias passadas com eventos do presen-
te. No entanto, todas estas fungdes ndo sdo executadas pelas mesmas areas corti-
cais, podendo falar-se em especializagdo dessas mesmas areas apesar de serem
comunicantes. O cortex cerebral apresenta-se dividido em trés pdlos — frontal, occi-
pital e temporal e quatro lobos — frontal, parietal, temporal, occipital (Wong-Riley,
2003).

Contudo, torna-se necessario fazer uma divisdo do cértex em areas funcio-
nais, como é demonstrado na figura 1, para melhor compreender a relagao da loca-

lizacdo com as funcdes gerais de cada area cortical como é descrito na tabela 1:

Cortex cSultco§ Cértex
Motor entrais somestésico
primario  Area
do Paladar

Area de
associagao
somestésica

i Area de
Ly , \ ‘ = Associagao
Pré-Frontal f { Visual

N

3%

Area motor da fala -
(Area de Broca)

’ \ Cortex
— Visual

y y
v
\ .

*
»

T 'g,ﬂre.a sensorial da fala

== (Area de Wernicke)

Area de
Associagao Auditiva

Cortex Primario
da Audicao

Figura 1 Principais dreas funcionais na superficie lateral do cortex.
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Area Cortical Funcio

; : Raciocinio, emocao e selecao de comportamen-
Area Pré-frontal
tos adequados

Area Pré-Motora Selecao dos circuitos de programas motores
SRS METE R Coordenacéo de movimentos complexos
Motora
Cértex Motor Primario Producao de movimentos voluntarios
Cortex Sensorial Priméario Recebe informagéo sensorial do corpo
A Assgmagao Integra informagéo dos sensitiva/sensorial
Sensorial
Area de Associacgéo Visual Processa informacéo visual complexa
Cortex Visual Deteta estimulos visuais simples
Area de Wernicke Compreensao de linguagem
Area de Associag&o Processamento de informagéo auditiva comple-
Auditiva Xa

Deteta qualidades basicas do som (tom, inten-

Cortex Auditivo sidade)

Centro da Fala

p Producéo e uso da fala
(Area de Broca)

Tabela 1 Fung¢des de cada drea cortical (adaptado de Bear et al., 1998, e

Mackay, 2011).

O Cortex Frontal desempenha fungdes mentais complexas geralmente desig-
nadas de cognicdo, desde processos de tomada de decisdo até a memaria de longo
prazo. Esta associado ao raciocinio, planeamento, discurso, movimento, emogdes e
resolucdo de problemas. Esta regido cortical inclui a area pré-frontal, a area pré-
motora e o cortex motor primario. De forma mais detalhada, como refere Wong-
Riley (2003), a propriedade comum de todas as areas corticais motoras —drea4 e 6
— é que a sua estimulacdo elétrica induz movimentos e contragdes tonicas dos mus-
culos do lado oposto do corpo e algumas vezes no lado ipsilateral. As areas motoras
controlam o planeamento, a programacgao, a iniciagdao e a execugdao dos movimen-
tos.

J4 a area cortical Pré-Frontal, situada anteriormente as dreas motor e pré-

motor, tem uma funcdo de nivel superior ou executiva e integradora, nomeada-
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mente a selegao de comportamentos adequados face as circunstancias e exigéncias
do meio. Segundo Mackay (2011), esta regido recebe informacgao visual altamente
processada, bem como informacdo auditiva a fim de orientar a decisdo comporta-
mental. O influxo parietal providencia um contexto que permite ao cortex pré-
frontal (CPF) organizar objetivos motores ativando as partes adequadas da parte
pré-motora. Para além disso, atua como uma memodria circulante de trabalho. Em
particular, o CPF tem-se evidenciado como uma drea critica na selecdo de acdes,
tendo por base avaliacGes para atingir os objetivos com sucesso e controlo cognitivo
(Miller et al., 2001; Rolls, 2004).

Dentro do lobo frontal os objetivos gerais do comportamento sdo seleciona-
dos nas dareas anteriores. Contudo, os comportamentos sucessivamente mais deta-
Ihados sdo selecionados em areas progressivamente mais centrais. Tal como refere
Mackay (2011), quanto mais perto do sulco central mais especificados se tornam os
detalhes dos padroes motores organizados pelas colunas corticais. Resumidamente,
o pdlo frontal seleciona uma estratégia ou tarefa a executar, o CPF seleciona o pro-
grama motor que ira ativar ligacGes sensorio-motoras especificas no cértex pré-
motor. O cértex motor faz a selecdo final das sinergias musculares adequadas de
acordo com todos os objetivos e programas previamente especificados. De realgar
gue o poélo frontal fica seletivamente ativado enquanto se mantém um objetivo
principal em decurso, mesmo que esteja a executar sub-objetivos concorrentes,
tornando este processo essencial para o planeamento e raciocinio abstrato.

Como sugere Garcia (2009), lesdes na regido frontal e pré-frontal podem
induzir alteracdes da personalidade no seu cerne, desde a perda da flexibilidade
mental para formulagao de hipdteses para a resolugao de problemas, como perder
a critica ou a nocdo de adequacdo social — jocosidade despropositada, ou ainda e
claramente uma situacao mais grave, o mutismo acinético, concluindo assim que o
CPF em pleno funcionamento pode eventualmente suprimir respostas mal-

adaptativas (Schoenbaum e Roesch, 2005).
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1.2. Sistema de Neurotransmissores do Cortex Frontal

Segundo Wong-Riley (2003), o cértex humano tem entre dez a vinte bilides de
neurdnios, subdivididos em dois tipos celulares diferentes principais: piramidal e
ndo-piramidal. As piramidais com dentrites espinhosas apicais e basais que se rami-
ficam nos planos vertical e horizontal respetivamente; o axdnio deixa o cortex em
direcdo a outras areas corticais e subcorticais. Em suma, as células piramidais sao os
neurdnios de projecao do cortex, ja as células ndo-piramidais formam um grupo
diverso de interneurdnios, cujos axdnios ndo deixam o cortex, como sugerido na

figura 2:

/A B C D\

Figura 2 Representagdo de vdrios tipos de neurdnios corticais:
A - Célula Bipolar (interneurdnio);

B - Célula Unipolar (sensorial);

C - Célula Multipolar (motor);

D - Célula Piramidal.

Na verdade, os neurénios formam uma rede que interage funcionalmente
com outras regioes do cérebro, como confere Garcia (2009), exemplificando que um
axonio exclusivamente cortical pode estabelecer ligacdo com a dendrite de outro
neurdnio cortical, e que este pode entdo enviar o seu axénio através da substancia

branca até um outro neurdnio de uma regido distante do cortex.
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1.2.1. Neurotransmissores

Sendo o SNC uma rede altamente organizada, necessita também de uma for-
ma de comunica¢dao muito eficaz. De uma forma geral, os potenciais de a¢do de
uma célula podem resultar em potenciais de acdo a serem produzidos noutra célula,
permitindo uma comunicac¢do entre elas — a sinapse (Seeley et al., 2001). Os com-
ponentes essenciais de uma sinapse sdo o terminal pré-sinaptico, a fenda sinaptica
e a membrana pods-sinaptica. Os potenciais de agao ndo passam diretamente de um
terminal para a membrana, provocam sim a libertacdo de substancias quimicas,
denominadas de neurotransmissores, a partir do terminal pré-sinaptico. Estes tém a
capacidade de se difundir através da fenda e estimular ou inibir a producdo de
potenciais de acdo na membrana pds-sindptica.

Segundo Rose (1998), conhecem-se mais de cinquenta neurotransmissores,
onde estdo incluidas as aminas biogénicas, os aminodcidos ou neuropeptideos,

como é referido na tabela 2:

Aminas biogénicas Aminoacidos Neuropeptideos

- Acetilcolina
- Encefalina
- Catecolaminas — dopa-
- Beta-endorfina

mina (DA), epinefrina, | - Acido gama amino-
- Substancia P
norepinefrina butirico (GABA)
- Colecistoquinina
- Histamina - Glicina

- Fator libertador da corti-
- Indolaminas: Serotonina | -Glutamato
cotrofina

(5-HT)
- Neuropéptico Y

Tabela 2 Alguns neurotransmissores do SNC (Garcia, 2009).

Além da categoria dos neurotransmissores deve ainda considerar-se os neu-
romoduladores e as neuro-hormonas. Neuromodulador serd a substancia que
modula a a¢do dos neurotransmissores, ou seja, modifica o ambiente quimico em

gue a neurotransmissao se processa alterando o seu resultado, estes podem atuar
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pré ou pos sinapse. Como refere Cooper et al. (1991), as substancias acima mencio-
nadas podem atuar como neurotransmissores num local do SN e como neuromodu-
ladores noutro local.

O efeito provocado por um neurotransmissor, seja a produ¢ao de um poten-
cial excitatorio pds-sinaptico (PEPS) ou um potencial inibitério pds-sinaptico (PIPS)
ou de uma alteragdo na produgao de um nucleétido ciclico, depende apenas de um
recetor, de tal forma que uma Unica substancia transmissora pode produzir todos
estes efeitos em diferentes sinapses, ou uma combinacdo destes efeitos numa
mesma sinapse (Garcia, 2009).

A maior parte dos medicamentos ou outras substancias como a cafeina, nico-
tina ou drogas ilicitas, atuam no SNC através de recetores neuronais. E o recetor
gue determina a acdo ionotrépica ou metabotrépica do transmissor. Como exempli-
fica Mackay (2011), os recetores ionotrépicos podem classificar-se com recetores
rapidos porque o efeito direto da ligacdo recetor-transmissor é uma alteracdo ime-
diata da condutancia iénica da membrana local; ja os recetores metabotrépicos, em
vez de alterarem diretamente a permeabilidade idnica, funcionam catalizando rea-
¢Oes enzimdticas, aumentando, por exemplo, a producdo de “segundos mensagei-
ros” — os nucleétidos ciclicos: a adenosina monofosfato ciclica (AMPc), a guanosina
monofosfato ciclica (GMPc) ou inositol trifosfato (InPs), que iniciam efeitos metabé-
licos dentro dos neurénios. A DA e a 5-HT sdao exemplos de aminas biogénicas, cate-
colamina e endolamina respetivamente, que necessitam de recetores metabotrofi-
cos.

Ainda segundo Nishida (2007), a maioria dos recetores metabotrépicos pds-
sindpticos ativam uma proteina reguladora, denominada de proteina G, que por sua
vez aciona uma outra proteina efetora que podera alterar a conformacdo de um
canal iénico, ou entdo ativar uma enzima chave, que modifica o metabolismo do
neurdnio pds-sindptico. Este tipo de recetores ativam uma rea¢ao em cascata, como
exemplifica a figura 3 e a figura 4.

Alguns neurotransmissores sdo recaptados para o terminal pré-sindptico ou
para os astrécitos através de moléculas transportadoras especificas. Existem trans-
portadores especificos para a DA e para a 5-HT. Algumas drogas psicoestimulantes

atuam ao nivel do bloqueio desses mesmos transportadores.
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Figura 3 Recetor ionotropico.

/ Canal iénico

Figura 4 Recetor metabotrobico, mostrando dois sistemas da proteina G: agdo dire-
ta e via 22 mensageiro.

1.2.2. Neurotransmissores Corticais: Inputs Monoaminérgicos

A grande maioria dos neurénios piramidais usa o glutamato como principal
neurotransmissor excitatorio; os ndo-piramidais utilizam o GABA como neuro-
transmissor principal. Alguns neurénios corticais contém também oéxido nitrico sin-
tase, uma enzima que sintetiza éxido nitrico — um neurotransmissor gasoso. Além
de neurotransmissores, os neurénios corticais produzem neuromoduladores, como
0s varios neuropeptideos que modulam a transmissdo sinaptica.

Segundo Wong-Riley (2003), existem vias monoaminérgicas que se projetam
para amplas areas corticais, como é exemplificado na tabela 3. Sabe-se que as
monoaminas estdo envolvidas em transtornos mentais, doencas neuroldgicas e

neurodegenerativas e na dependéncia de drogas.
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Vias monoaminérgicas Origem

Via serotonérgica Nucleos do rafe na linha média do tronco cerebral

Area ventrotegmental (VTA) do mesencéfalo (pro-
Via dopaminérgica
jecoes mesolimbicas e mesocorticais)

Via noradrenérgica Locus coeruleus

Tabela 3 Vias monoaminérgicas (adaptado de Wong-Riley, 2003).

Como reforca Hyman et al. (2006), a origem da DA do CPF, bem como da ami-
gadala, estriado, nucleus accumbens (NAc) e hipocampo é a VTA do mesencéfalo,

bem como a origem da 5-HT é o tronco cerebral como é sugerido na figura 5.

Fronta

cortex ™

Substantia

y / nigra

-

\
Raphe nucleus

Figura 5 Proje¢ées da DA desde a VTA até ao NAc, CPF, estriado e hipocampo, bem
como a projecdes da 5-HT desde os nucleos de rafe do tronco cerebral
abrangendo toda a drea cortical.

Cohen et al. (2002) e Montague et al. (2004), sugerem ainda que pelo facto do
CPF receber inervacdo dopaminérgica da VTA, promove que haja uma libertacdo
faseada de DA, que poderd estar relacionada com a atualizacdo de informacao,

selecdo e codificacdo de novos objetivos.
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2. Anfetaminas

Anfetamina é o nome que designa uma classe de farmacos sintéticos, de baixo
peso molecular, que possuem propriedades psicotrépicas. Este grupo de psicoesti-
mulantes produzem ac¢des bioldgicas similares as mediadas por neutrotransmisso-
res endogenos - as aminas biogénicas, como refere Patifio (2008), ou seja, possuem
uma atividade farmacodinamica no input das varias monoaminas no SNC. Em ter-
mos farmacocinéticos, a absorcdo da anfetamina no trato intestinal é rapida e com-
pleta, o que permite esta droga ser consumida oralmente. Também pode ser con-
sumida via endo-venosa potenciando a estimulacdo do SNC. A sua metabolizacdo
acontece no figado; contudo, a maior parte da anfetamina é excretada de forma
inalterada (Tarter et al., 2010).

Homer et al. (2008) referem que a anfetamina quando consumida suprime o
apetite e apresenta sintomas positivos como euforia, excitabilidade, aumento de
produtividade e agitacdo psicomotora, mas, também provoca adi¢cdo, uma desor-
dem que se manifesta pela procura e consumo compulsivo da droga e sintomas de

privagdo (Koob e Volkow, 2010).

2.1. Metanfetamina

A metanfetamina (METH) é um derivado das anfetaminas, de uso ilegal, que
se tem vindo a tornar um problema de Saude Publica devido ao seu uso indiscrimi-
nado. Calcula-se que no mundo inteiro existam quinze a dezasseis milhdes de utili-
zadores de anfetaminas e seus derivados, o que as torna na segunda droga mais
consumida a seguir a canabis (United Nations Office on Drugs and Crime, 2007). A
METH tornou-se muito popular devido a sua producdo pouco dispendiosa, baixo
custo na sua aquisicdo, e durabilidade em termos de efeitos (Koob e Volkow, 2010).

Os efeitos da METH sdo imediatos e devidos a libertacdo de 5-HT e DA, como
também a inibicdo da recaptacao da 5-HT, DA e noradrenalina, uma vez que dimi-
nuiu a quantidade de transportadores das monoaminas disponiveis, 5-HTT e DAT,

respetivamente (O’Dell et al., 2012).

11
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Estudos tém demonstrado que a anfetamina e seus andlogos, incluindo a
METH, aumentam os niveis de DA no cérebro. Este aumento pode acontecer pela
libertacdo ou pela diminuicdo da recaptacdo de DA. Porém, o bloqueio da recapta-
¢do somente ocorre em doses préximas daquelas capazes de produzir toxicidade,
sendo que a estimulacdo da libertacdo ocorre em doses mais baixas. Tarter et al.
(2010) ainda referem que doses elevadas de anfetaminas podem induzir alcaliniza-
¢do nas vesiculas que armazenam DA e ainda inibir os seus recetores, potenciando a

libertacdo deste neurotransmissor, como é demonstrado na figura 6:

Po

Neurdnio
A pré-sinaptico W

©® Dopamina

e W Neurdnio 4

Pos-sinaptico

Figura 6 Efeito da anfetamina na regulagdo do transportador de DA

A: Finalizagéo da neurotransmissdo de DA realizada através do seu transportador —
DAT no neurdnio pré-sindptico. O transporte de DA ocorre com a ligagdo
de uma molécula de DA, dois ibes Na+ e um Cl'. Apds a formagdo deste
complexo, o transportador é integrado e a DA é armazenada em vesiculas.

B: A anfetamina como substrato liga-se no local especifico da DA. Este efeito dimi-
nui a quantidade de DAT disponiveis na membrana para a recaptacéo da
DA, pelo que se mantem mais tempo na fenda sindptica.

Estudos neuroquimicos, utilizando ensaios com microdialise, sugerem um
aumento dos transportadores de DA na superficie da membrana e que este fené-
meno é tempo-dependente, como reforca Neto et al. (2003), mencionando que o
mecanismo de acdo das anfetaminas depende substancialmente de dois fatores:

tempo de atua¢do dos neurotransmissores envolvidos no processo, e aumento da

12
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libertagao de DA através do transportador da membrana plasmatica, impedindo o
armazenamento vesicular de catecolaminas.

Darke et al. (2008) referem ainda que a ingestdo de grandes doses a curto-
prazo apresentam consequéncias graves, podendo colocar a vida em causa com
hipertermias severas, falhas hepdticas e renais, hemorragias cérebro-vasculares e
convulsdes; a longo-prazo de surgir ansiedade, depressao, isolamento social, psico-
se, perturbacées de humor e disfuncdo psicomotora.

Citando O’Dell et al. (2012), os estudos referem como conclusao validada, que
0 uso e a dependéncia prolongada de METH causa mudangas significativas em todo
o sistema das monoaminas, seja dopaminérgico ou serotonérgico, como se descre-

ve mais detalhadamente na sec¢do 2.3.

2.2. Acdo da Metanfetamina nos Sistemas Dopaminérgico e

Serotonérgico

A METH, bem como outras drogas de abuso, como a cocaina ou heroina, tém
em comum o facto de atuarem direta ou indiretamente nos sistemas dopaminérgi-
cos e serotonérgicos, induzindo mudangas neuropatoldgicas e neurodegenerativas,
como referem Aron e Paulus (2007) e Chang et al. (2007). Estas alteracbes incluem
uma persistente queda nos niveis dos transportadores de DA (DAT) e de 5-HT (5-

HTT) no CPF e noutras regides cerebrais (Sekine et al., 2006).

2.2.1. Biossintese da Dopamina e Serotonina

Tal como ja foi referido, a DA e 5-HT, neurotransmissores do SNC, sdao deno-
minados de aminas biogénicas ou monoaminas. Existem, no entanto, algumas dife-
rengas quimicas estruturais, a DA porque possui um grupo catecol designa-se por
catecolamina, ja a 5-HT ndo possui esse grupo mas sim o grupo indolamina. (Nishi-
da, 2007).

A sintese de DA é feita a partir do aminoacido tirosina, que é convertido em L-

3,4 dihidroxifenolalanina (L-DOPA), pela enzima tirosina hidroxilase (TH), sendo esta

13
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a etapa que limita a producdo de DA. A L-DOPA, por sua vez, é convertida em DA
por uma descarboxilase ndao especifica. A DA é posteriormente armazenada em
vesiculas sindpticas cuja entrada esta dependente de um transportador existente na
membrana — transportador vesicular (VMAT) (Estevinho e Furtunato, 2003), como é

demonstrado na figura 7:

(ay, OU B, OU B;)

Figura 7 Esquema da sintese e de armazenamento vesicular da DA, num neurdnio
dopaminérgico.

A libertacao de DA envolve excitose, provocada por um influxo de calcio, para
0 espaco sinaptico (Granner, 2000). A DA ainda pode ser libertada para o meio
extraneural por inversao do DAT localizado na membrana plasmatica do terminal

pré-sinaptico, quando a concentracdo de DA no citoplasma do neurdnio pré-

14
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sindptico se eleva (Sulzer et al., 1995). Tanto os VMAT como os DAT sdo alvo de ini-
bicdo por parte das anfetaminas (Jones et al., 1998).

A 5-HT é sintetizada também a partir de um aminodcido, o L- triptofano, que
se hidroxila por a¢dao da enzima triptofano-hidroxilase, processo que limita a produ-
¢do de 5-HT. De seguida, a molécula é sujeita a uma descarboxilagdo, como é
demonstrado na figura 8 (Nishida,2007). Uma vez produzida, a 5-HT é transportada
pelo VMAT e armazenada em vesiculas pré-sinapticas localizadas nos terminais
axonais, estando a sua liberacdo dependente da atividade neuronal. Apds a liberta-
¢do da 5-HT na fenda sinaptica para exercer a sua agdo como neurotransmissor,
esta pode ser recaptada para o terminal axonal pelos transportadores pré-

sindpticos ou, entdo, ser degradada na sinapse (Kapczinski, 1998).

OH OH
42.0H.BH,
BH, +Q
H.N H,N
TrpOH
/ /
HN HN.

L-Triptofano S-hidroxi-L-triptofano

Desearboxilase

NH,

CO;

HN

Serotonina

Figura 8 Esquema da sintese de Serotonina.

Berger e Roth (2011) ainda acrescentam que o VMAT é um transportador
inespecifico de monoaminas, tendo a capacidade de fazer o transporte de todas as
aminas biogénicas ao nivel vesicular. Ja pelo contrario, os transportadores de recap-
tacdo de monoaminas exibem seletividade, alta afinidade e baixa capacidade para

cada monoamina especifica. Os transportadores seletivos de monoaminas, que
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incluem o transportador de serotonina (5-HTT) e o transportador de dopamina
(DAT), também sdo capazes de transportar as outras monoaminas, mas com menos

eficacia.

2.2.2. Recaptacdo e Metabolismo da Dopamina e da Serotonina

De modo a impedir a permanente estimulacdo dos recetores, a acdo dos neu-
rotransmissores libertados é terminada basicamente por duas formas: através da
recaptacdo ou através de mecanismos de inativacdo. No que se refere a DA, uma
vez estando no espaco sindptico, pode ser recaptada para o neurdnio pré-sinaptico
e reincorporada em vesiculas por transportadores de alta afinidade, o DAT (Estevi-
nho e Fortunato, 2003). A METH possui bastante afinidade com este transportador
impedindo a recaptacao de DA para o terminal nervoso.

Dentro dos terminais dopaminérgicos, a principal via catabdlica da DA estd a
cargo da enzima monoaminoxidade (MAOQ). Exitem duas isoformas da MAO — A e B,
sendo a DA preferencialmente metabolizada pela MAO-A (Berge e Roth, 2011). Esta
enzima localiza-se na membrana mitocondrial externa e é responsavel pela conver-
sdo da DA em acido 3,4-dihidroxifenilacético (DOPAC). A DA pode ainda ser degra-
dada, como refere Granner (2000), por uma outra enzima, a catecol-O-
metiltranferase (COMT), que converte este neurotransmissor em 3-metoxitiramina
(3-MT) ou o DOPAC em acido homovanilico (HVA), sendo este o produto final do
metabolismo da DA (Estevinho e Fortunato, 2003), como pode ser demonstrado na

figura 9.
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Figura 9 Esquema do metabolismo da DA, pelas enzimas MAO e COMT.

Como refere Nashida (2007), a 5-HT apresenta um processo de recaptacdo e
metabolizacdo muito semelhante & DA e as restantes catecolaminas. E recaptada
para o neurdnio pré-sinaptico e reincorporada nas vesiculas sindpticas por transpor-
tadores especificos, o 5-HTT, processo também inibido pela METH. A principal via
de degradacdo da serotonina é a oxidacdo pela MAO-B, formando como produto de

excrecdo o acido 5-hidroxindolacético (5-HIAA) (Berger e Roth, 2011).

2.2.3. Recetores Dopaminérgicos e Serotonérgicos

Os recetores de DA pertencem aos recetores metabotrdpicos. Sdo encontra-
dos no SNC e até em tecidos nao neurais (Estevinho e Fortunato, 2003). Existem
duas sub-familias, os recetores do tipo D;, que incluem os recetores D; e Ds, e os
recetores do tipo D,, que incluem os D,, D3 e D,. Esta divisdo baseia-se em critérios
de semelhancas bioquimicas, moleculares e farmacoldgicas.

Tal como ja foi descrito, os recetores dopaminérgicos estdo associados a pro-
teinas G, que na familia do tipo D, sdo responsaveis por estimular a enzima adenila-

to ciclase e, por consequéncia, aumentar da producdo de cAMP (Nishida, 2007). J4 a
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familia do tipo D, esta ligada a inibi¢ao da adelinato ciclase, interferindo na abertu-
ra de canais de cdlcio e potassio (Ricci et al., 2001).

Estdo identificados cerca de catorze subtipos de recetores para a 5-HT, entre
0s quais podem ser citados os recetores 5-HT3, relacionados com a inibicdao da ativi-
dade da adenilato ciclase ou com a regulacdo de canais de potdssio ou cdlcio, e os
recetores 5-HT,, ligados a ativacao da fosfolipase C, bem como o recetor 5-HT3, o

qual leva a correntes aumentadas de sddio e potdssio (Olivier e Oorschot, 2005).

2.2.4. Influéncia da Metanfetamina no Circuito Dopaminérgico e Seroto-

nérgico

1- Substdncianegra <~ ‘ :
2- Area tegmental ventral S
3- Amigdala

4- Nucleo accumbens
§- Estriado

6- Cortex frontal

@ Via dopaminérgica nigro-estriatal
@ Via dopaminérgica tuberoinfundibular
¥ Via dopaminérgica mesocortical

« Via dopaminérgica mesolimbica

Figura 10 Vias dopaminérgicas.

Neurdnios dopaminérgicos da substdncia negra (mesencéfalo) projetam-se para o
estriado e controlam a motricidade.

Neurdnios da VTA projetam-se para estruturas limbicas, tais como a amigdala,
estriado, NAc. Neurdnios da ATV também se projetam para o cortex pré-
frontal.

Sdo varias as vias dopaminérgicas, a nigro-estriatal, a tuberoinfundibular, a

mesolimbica e a mesocortical, representadas na figura 10, sendo as duas ultimas as
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que se revelam mais afetadas com o uso de METH. A via mesolimbica origina-se na
VTA, sendo a principal responsavel pelo comportamento motivado; a via mesocorti-
cal inicia-se na VTA e inerva o cértex frontal, encontrando-se envolvida em fenéme-
nos de aprendizagem e memdria (Wong-Riley, 2003). Estas vias, que incluem os
recetores p opidides, sdo as mais afetadas e ativadas pelo consumo da METH, uma
vez que, devido as suas caracteristicas funcionais, sdo suscetiveis a uma adaptagao
e tolerancia a droga, bem como ativam um comportamento aditivo de recompensa,
procura e a formagdo de uma memdria associada a dependéncia (figura 11) (Robin-
son e Berridge, 2000). A tolerancia ocorre devido a alteragdes de curto e longo pra-
zo nos recetores especificos 4, bem como adaptacdes nos mecanismos de sinaliza-
¢do intracelular, necessitando de doses cada vez maiores para obter o mesmo efei-
to. Mackay (2011) acrescenta que os opidceos apresentam um mecanismo de inibi-
¢do pré-sinaptica diferente, que pode ocorrer ao longo dos axénios e ndo apenas na
porcdo terminal, ligando-se ao recetores p da membrana axonal. Esta afinidade,
estimula em geral o sistema dopaminérgico. Como refere Bear et al. (1998), as anfe-

taminas atuam também como agonistas dopaminérgicos.

cortex
pro-frontal

nicleo
accumbens \
#rea tegmentar

vontral

Figura 11 Circuito de recompensa originado pelo uso de metanfetamina, através
da via mesolimbica.

19



Introducgdo

As drogas aditivas ativam ainda os rectores D; que iniciam uma sequéncia
metabdlica e molecular, que induz uma modificagdo na expressdao génica e que
poderd estar na origem da modificacdo da estrutura e funcdo dos neurdnios
(Hyman e Malenka, 2001; Nestler, 2001; Robinson e Kolb, 1999). Contudo, a relagao
entre as mudangas moleculares e as respostas comportamentais ainda ndo estao
totalmente esclarecidas.

A METH ativa a neurotransmissdo dopaminérgica através de uma acao direta
sobre os seus transportadores, quer o DAT, este mais seletivo, impedindo a
recaptag¢ao, quer o VMAT, impedindo o ser armazenamento vesicular, conduzindo a
um aumento da secre¢cdo dopaminérgica na via mesolimbica (Nestler, 2001).

Sousa et al. (2004) acrescentam ainda que a METH interfere em diferentes
neurotransmissores, nomeadamente nos neurdnios serotonérgicos, que sdo muito
suscetiveis ao consumo deste tipo de drogas. A METH promove a libertagdo macica
de 5-HT, seguida de um periodo de deplecdo da mesma (Gree et al., 2003). Estudos
em roedores demonstram que o uso da METH promove um rdpido aumento da
concentracado de 5-HT, mediado por diferentes mecanismos: para além de estimular
a libertacdo de 5-HT, inibe a sua recaptacdo (Brodkin et al., 1993) e bloqueia a
enzima MAO-A, responsavel pelo metabolismo da 5-HT (Leonardi e Azmitia, 1994).

Outro efeito do uso de METH consiste na diminuicdo de terminagcdes nervosas
serotonérgicas, primariamente nos nucleos do rafe do tronco cerebral, como refe-
rem O'Hearn et al. (1988). Além deste efeito, Schmidt e Taylor (1987) ainda men-
cionam que a METH também provoca decréscimo na atividade da enzima triptofa-

no-hidroxilase, uma das enzimas responsaveis pela sintese de 5-HT.

2.3. Neurotoxicidade: Astrogliose e Disrup¢cao da Homeostasia

Dopaminérgica

A metanfetamina é uma droga de abuso ilicita, cuja evidéncia cientifica sugere
causar uma situacdo de neurodegeneracao quando administrada em altas dosagens

(Cadet e Krasnova, 2009).
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Scott et al. (2007) ainda acrescentam que o uso desta mesma droga é respon-
savel pela indugao de alteragdes neuropatolégicas e morfoldgicas nos cérebros dos
individuos a ela expostos. Estudos imagioldgicos corroboram que a metanfetamina
causa mudangas neurodegenerativas (Aron e Paulus, 2007; Chang et al., 2007),
demonstrando-se uma activacdo microglial em varias regides do cérebro, sendo o
cortex uma das mais afetadas (Sekine et al., 2008). Estas mudangas também
incluem uma perda de substancia cinzenta nas proje¢cdes mesolimbicas e hipertrofia
da substancia branca (Thompson et al., 2004). Bowyer et al. (2004) reforgam ainda
que o cortex frontal estd implicado como sendo um alvo para os efeitos neurotdxi-
cos provocados pela METH.

De acordo com a literatura, um grande numero de estudos animais demons-
tram que a METH pode causar uma destruicdo especifica dos terminais dopaminér-
gicos e serotonérgicos, e também tem sido evidenciado que existe morte neuronal
por fendmenos apoptdticos (Cadet e Krasnova, 2009). Kuczenski et al. (2007) ainda
acrescentam que pelo uso desta droga de abuso, especificamente no cértex, é
demonstrada uma perda bastante significativa da complexidade denditrica dos neu-
ronios piramidais, acompanhada de distrofia local consistente com o processo neu-
rodegenerativo, que é representado por multiplos eventos como stress oxidativo,
exotocicidade, hipertermia, respostas neuroinflamatérias e disfuncdo mitocondrial,
sinais que caracterizam um estado de neurotoxicidade (Cadet e Krasnova, 2009).

A resposta dominante do SNC a lesdes, quer traumaticas quer patolégicas, ou
mesmo induzidas por agentes quimicos, parece ser bastante parecida, traduzindo-
se em astrogliose em todos os locais suscetiveis de serem danificados, tal como
referem O’Callaghan et al. (2008). Existe desta forma a possibilidade que uma expo-
sicdo a agressdes neurotoxicas ative diretamente a glia, originando uma resposta
subsequente com o aumento das concentracdes de mediadores neuro-
inflamatdrios, como acontece com a proteina glial fibrilar acida (GFAP), com o fator
basico de crescimento fibroblastico (BFGF) ou com o fator neurotréfico derivado
glial (GDNF) (O’Callaghan et al. 2008).

O fendmeno da neuro-inflamacdo tem sido tido como o resultado de agres-
sOes toxicas e de vdrias doencas neurolédgicas do SNC (Block et al., 2007; Kraft e

Harry, 2011; Sriram e O’Callaghan, 2007). Contudo, os mecanismos de causa e con-

21



Introducgdo

sequéncia ainda ndo se encontram devidamente elucidados (Streit, 2010). No
entanto, é conhecido que a METH causa danos neurotdxicos significativos nos ter-
minais dopaminérgicos (Kelly et al., 2012), refletindo-se num declinio da DA e da
tirosina hidroxilase (TH) e a uma ativa¢dao dos neurdnios gliais que sdao responsaveis
pelo aumento de GFAP (O’Callaghan et al., 2008).

Como refere O’Dell (2012), vérios estudos confirmam que a administragao de
METH produz de facto lesdes ao nivel dos terminais dopaminérgicos, que sdo
observadas através da quantificacdo dos niveis de DAT, VMAT e TH (marcadores
dopaminicos), que apds o insulto neurotdxico se encontram significativamente mais
baixos a semelhanca das concentracdes de DA. Tansey (2007) e Kuhn (2006), ainda
acrescentam que os neurdnios dopaminérgicos parecem ser particularmente vulne-
raveis a este tipo de insultos aumentando o stress oxidativo tecidular, uma vez que
ja se encontram habitualmente em processos intracelulares oxidativos relacionados
com a sintese de DA.

A METH também atua nos terminais serotonérgicos ao nivel do cortex pré-
frontal (O’Dell, 2012), resultando numa deple¢do de 5-HT. Estudos confirmam que
apos a agressao existe, ndo sé6 uma diminuicdo dos transportadores de 5-HT (SERT),
bem como consequentemente uma diminui¢cdo da concentracao efetiva de 5-HT.

Como tem sido amplamente descrito, a administracdo de METH atua como
agente neurotéxico, sendo uma causa possivel de neurodegeneragao, tendo como
consequéncias diretas a deplecdo de DA, TH e também de DOPAC e HVA. Apesar de
este psicoestimulante ser um neurotdéxico dopaminérgico, afeta outras monoami-
nas como a 5-HT, tal como refere Cadet e Krasnova (2009), uma vez que a agressao
prejudica em primeira instancia os inputs vindos da substancia nigra pars compacta
e dos nucleos do rafe, responsaveis pela homeostasia da area cortical (Pereira,
2012). Pode dizer-se com alguma certeza que a neurotoxicidade assenta em dois
acontecimentos basilares: a perda de neurdnios e terminais dopaminérgicos e sero-
tonérgicos, bem como a inducdo da astrogliose (Kelly et al., 2012).

A neurotoxicidade causada pela METH é demonstrada nas regides cerebrais
do coértex e no estriado (Bowyer, 2004). Contudo, da sua administracdo ndo resul-
tam apenas disrup¢des bioquimicas, traduzem-se também em respostas compor-

tamentais (Robinson e Berridge, 2000), ndo apenas na adicdo fisica sentida pelos
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consumidores, mas também na agitacdo motora e défices cognitivos (Sekine et al.,
2006; Volkow et al., 2001; Wilson et al., 1996).

Em suma, um cérebro alvo de drogas de abuso é caracterizado por mudancgas
neuropatoldgicas que incluem degeneragdao dos terminais monoaminérgicos, stress
oxidativo, ativacdo da glia e astrogliose (Cadet e Krasnova, 2009). Estes efeitos tém
sido repetidamente reproduzidos em modelos animais, que permitem identificar os
mecanismos de neurotoxicidade e de neurodegeneracdo no sentido de desenvolver
abordagens e estratégias para promover a recuperacdao dos sistemas aminérgicos
(Cadet e Krasnova, 2009).

Petzinger (2009) ainda acrescenta que estudos com METH tém vindo a
demonstrar uma dinamica neuropldstica do sistema nigroestrial, e a sua capacidade
de responder a uma agressao tdxica, testando os mecanismos moleculares e bio-
quimicos degenerativos dos neurdnios dopaminérgicos axonais e serotonérgicos,
sugerindo que o entendimento destes mesmos mecanismos poderd conduzir a
novas modalidades terapéuticas, nomeadamente abordagens neuroprotetoras ou

neurorregeneradoras (Frost e Cadet, 2000).
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3. Exercicio

Speelman et al. (2011) referem que um estilo de vida sedentario pode apre-
sentar inUmeras consequéncias, quer ao nivel fisico, motor, cognitivo ou mesmo
bioquimico. Evidéncias sugerem que o exercicio fisico pode, em geral, melhorar nao
sO a resposta as agressOes externas como a altera¢des patoldgicas enddégenas.
Investigadores ainda acrescentam que o exercicio apresenta beneficios adicionais
ao nivel das fungGes executivas (Takana, 2009) e tem sido reconhecido como uma
das estratégias principais para a manutencao de perturba¢des metabdlicas e a for-
ma de alcancar beneficios sustentados no tempo (Fu et al., 2010).

A plasticidade cerebral ¢ um mecanismo fundamental da cognicdao em geral. A
literatura suporta que o exercicio pode facilitar a neuroplasticidade, bem como
aumentar a expressao génica de fatores de transcricdo que estdo relacionados com
este fendmeno (Berchtold et al., 2010; Gomez-Pinilla et al., 2008; Shen et al., 2001;
Stranaham et al., 2010).

Arida et al. (2011) mencionam que o exercicio parece estar implicado como
um fator influenciador em todos os circuitos neuronais, favorecendo o seu normal
funcionamento e influenciando a sua plasticidade na resposta a alteragdes neurolé-
gicas. Neste sentido, muitos protocolos e modelos tém sido utilizados para explorar
os efeitos do exercicio no cérebro e o impacto no seu funcionamento; no entanto,
também tem sido amplamente reconhecido que apenas um tipo de exercicio fisico
podera ndo ser suficiente para alcancar todos os objetivos investigacionais (Arida et

al., 2011).

3.1. Treadmill / Tapete Rolante

Os modelos de exercicio fisico foram desenvolvidos para estudos animais
com o objectivo de simular a atividade fisica em humanos e sdo designados de
“modelos de exercicio”. Estes modelos podem variar na intensidade, frequéncia,

duracdo e formas de atividade (Arida et al., 2011).
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Torna-se importante diferenciar atividade fisica de exercicio fisico. Por ativi-
dade fisica entende-se qualquer movimento do corpo produzido pelos musculos
esqueléticos e que implica dispéndio de energia. Por sua vez, o exercicio fisico com-
preende um conjunto de atividades fisicas programadas que objectivam a manu-
tencdo ou a melhoria da condicdo fisica em uma ou mais componentes (Arida et al.,
2011).

Existem vdrios modelos para induzir os animais ao exercicio, tais como
swimming (Rupp e Wahl, 1990), weight lifting (Wong e Booth, 1988), climbing
laddermill (Norton et al., 1990), wheel running (O'Dell et al., 2012), e sistema de
treadmill (Desai et al., 1997; Kemi et al., 2002; Lambert e Noakes, 1989; Schefer e
Talan, 1996). Contudo, segundo Arida et al. (2011), os modelos mais utilizados para
estudar as adaptacdes fisioldgicas do exercicio sdo o wheel running (figura 12A),

treadmill (figura 12B), e swiming (figura 12C).

Figura 12 Modelos de exercicio fisico para roedores:

A — Wheel running;
B — Treadmill;
C—-Swimming.

O treadmill ou tapete rolante tem sido largamente utilizado nas ultimas déca-
das para estudar respostas comportamentais, fisioldgicas, bioquimicas e molecula-
res ao exercicio. Apesar de se terem usado diversas espécies animais, tém-se prefe-

rido os roedores para os estudos no treadmill (Kregel et al., 2006).
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O treadmill apresenta vantagens relativamente aos outros modelos animais,
uma vez que apenas neste modelo, a intensidade, a velocidade e a duragao do exer-
cicio pode ser manipulada e quantificada pelo investigador, ao contrario da whee/
running ou swimming, em que o exercicio é voluntario (Arida et al., 2011; Kregel et
al., 2006; Rosa et al., 2008). Este controlo preciso de varidveis permite ainda uma
carga de exercicio controlada e uniforme (Holydal et al., 2007).

O treadmill apresenta outras vantagens, tais como a facilidade na observacao
da cinematica dos roedores comparativamente aos outros modelos de exercicio
(Kregel et al., 2006). Kemi et al. (2004) referem ainda que apenas o treadmill repre-
senta um modo fidvel pelo qual o exercicio e os pardmetros cardiovasculares
podem ser medidos sobre condigdes controladas, o que leva a uma baixa variagao
dentro dos grupos experimentais e pequenas diferencas a serem detetadas.

Os programas do treadmill induzem respostas adaptativas estruturais e fun-
cionais benéficas para os multiplos sistemas (Haram et al., 2008; Kemi et al., 2007).

Estas vantagens levam ao extenso uso do treadmill em estudos animais que
pesquisam a adaptacdo fisioldgica ao exercicio (Apple e Billadello, 1994; Zhou e
Dohm, 1997). A sua simplicidade e eficacia, assim como a facilidade em treinar
varios animais ao mesmo tempo e a sua relevancia para a realizagdao do exercicio
aerdbio e/ou anaerdbio, levam ao uso deste modelo (Arida et al., 2011).

Contudo, este modelo apresenta algumas limitagdes. Se os roedores sao indu-
zidos ao exercicio, a actividade é considerada involuntdria e portanto requer algum
tipo de estimulo que pode ser aversivo (depende da intensidade e dura¢do do exer-
cicio), como é o exemplo dos choques eléctricos que podem ter influéncia a nivel
cerebral ou bioquimico (Arida et al., 2011).

No exercicio forcado, o roedor ndo tem a opgdo de participar ou ndo na ativi-
dade, verificando-se dificuldade na motivacdo do mesmo. Desta forma, o modelo de
exercicio ndo representa o padrdao normal de actividade fisica (Kregel et al., 2006) e
os animais podem ficar sujeitos ao stress fisico e psicolégico (Helmreich et al., 2005;
Moraska et al., 2000). Neste sentido, torna-se importante utilizar estratégias para
reduzir o nivel de stress, nomeadamente a motivacao fisica manual, em detrimento
dos choques eléctricos, pois estes ultimos geram ainda mais stress (Arida et al.,

2011).
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Outra preocupagdo a considerar é a dos roedores que participam nestes
modelos de exercicio poderem correr o risco de desenvolver lesGes ao nivel das
patas e unhas. E portanto necessdria uma supervisdo constante para evitar lesdes
(Kregel et al., 2006).

As vdrias interpretacdes de dados revelam que os modelos animais nao
apresentam uniformidade na descricdao e controlo das caracteristicas do exercicio
fisico, nos diferentes tipos de atividade. No entanto, modelos de exercicio, incluindo
o treadmill, tém sido relacionados com a plasticidade neuronal e altera¢des neuro-
légicas. Na verdade, estes modelos permitem, in vivo, investigar os beneficios do
exercicio fisico no cérebro antes e depois da agressdao neurotdxica (Arida et al.,

2011).

3.2. Os Efeitos do Exercicio no Cérebro: Neurorregeneracao

O conceito do exercicio fisico ser essencial para a manutencdo de uma boa
saude ndo é novo. Contudo, comeca a ser evidenciado que o treino regular pode ser
responsavel por uma série de respostas adaptativas favoraveis (Chow et al., 2010).

Hillman (2008) atesta que os efeitos benéficos do exercicio no cérebro, pre-
sumivelmente, atuam na via adaptativa neuroplastica, que se traduzem na capaci-
dade do cérebro em ajustar-se ao estimulo através de uma reorganiza¢dao neuronal
dindmica. Estudos em roedores testemunham que o exercicio aerdbio regular
desencadeia mudancgas relacionadas com a plasticidade do SNC, incluindo sinapto-
génese, neurogénese ou mesmo angiogénese, como referem Hirschi e Farley
(2009). Cotman (2007) ainda acrescenta que o exercicio pode promover a reducao
da neuroinflamacdo e até suprimir o stress oxidativo. Estd ainda associado a liberta-
¢do de fatores de crescimento neurotréficos, associados a plasticidade sindptica,
podendo desta forma aumentar a performance cognitiva, de aprendizagem e de
membdria. (Colcombe e Kramer, 2003; Dishman, 2006).

Estudos imagiolégicos demonstram que o exercicio pode provocar aumento

do volume da substancia cinzenta e branca e alteracdes gliais. Contudo, o mecanis-
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mo que induz a alteragdo estrutural e funcional ainda nao se encontra devidamente
esclarecido (Lange, 2008; Buhmann, 2005).

Como tem vindo a ser descrito, os psicoestimulantes sdo responsdaveis pela
inducdo de processos degenerativos pela sua elevada capacidade neurotdxica.
Numerosos estudos tém, contudo, reportado que o exercicio fisico apresenta
potencial para a redugao dos prejuizos causados por tais agressdes toéxicas (Cotman
e Berchtold, 2002; Elder e Marincek, 2000; Smih e Zigmond, 2003), e até mesmo
prevenir a continua¢do da degeneracdo caso a agressao toxica persista (Anstrom et
al., 2007; Tillerson et al., 2003).

A prevengdo ou o nao aumento da neurotoxicidade também parece ser
fomentada pelo melhoramento da conetividade funcional e ativa¢do cortical, para-
metros na base da melhoria das fung¢bes cognitivas e motoras (Colcombe et al.,
2004; Voss et al., 2010). Para reforgar este facto, Stephenson (2009) sugere que o
aumento da performance pode dever-se a um aumento da sintese e libertacdo de
DA e outras monoaminasm, como a 5-HT, no cortex e nucleus accumbens, entre
outros locais.

Gerecke et al. (2010) acrescentam que em roedores previamente expostos a
agressOes toxicas, apds uma intervengdo com exercicio fisico, existe uma elevagao
da DA, DOPAC e HVA, comparativamente aos roedores que foram mantidos em
sedentarismo. Smith e Zigmond (2003) e Tillerson et al. (2003) verificam também
nas suas investigacbes que o exercicio diminui o dano provocado pela exposicdo as
neurotoxinas. Tem sido demonstrado que o exercicio leva a um aumento da sintese
e libertacdo de DA e estimula a neuroplasticidade (Fontes-Ribeiro et al., 2010).

Em suma, ndo sé o exercicio atenua a dimensdo da agressao tdxica, apresen-
tando caracteristicas de neuroprotecdo, mas também restaura os terminais
monoaminérgicos e a glia, através de mecanismos adaptativos que envolvem todo o
processo de neurotransmissdo das varias monoaminas (Cohen, 2003; Pothakos,
2009). O treino, recorrendo ao treadmill, parece facilitar a recuperacdao neuronal.
Em varios estudos os animais demonstraram mudangas compensatorias, principal-
mente ao nivel das concentracdes da DA, que aumentam, bem como a expressdo do
receptor D, da DA (Petzinger, 2007). Pode afirmar-se que os mecanismos de neuro-

proteccdo e neurorregeneracdo existem ao nivel celular através de resultados que
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sdo consistentes com a elevacdo de fatores neurotréficos (Neeper, 1996; Shen,
2001).

Também O’Dell et al. (2012) referem que o exercicio antes ou depois da expo-
sicdo ao neurotdxico pode maximizar a probabilidade de obtengao de melhorias nos

terminais dopaminérgicos e serotoninérgicos, bem como dos seus marcadores.
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4. Objetivos

Este trabalho teve como objetivo encontrar um possivel efeito neurorregene-
rador relativamente aos sistemas dopaminérgicos e serotonérgicos do coértex fron-
tal, implementando um protocolo de exercicio fisico. Para este desenho experimen-
tal, recorreu-se a um modelo de neurotoxicidade induzido pela METH, em murga-
nhos C57BL/6.

Para a concretizacdo deste objetivo foram executadas diferentes tarefas,
nomeadamente:

= Administracdo de uma dose elevada de METH (30mg/Kg) uma unica
vez;

= Confirmacdo da neurotoxicidade através da determinacdo da expres-
sao da tirosina hidroxilase (TH; marcador de neurdnios dopaminérgi-
cos) e da expressdao de GFAP (marcador de astrécitos), através do
método de “Western Blotting”, no cértex frontal do murganho;

= Determinagdo no cértex do murganho dos niveis da dopamina e da
serotonina, bem como dos seus respectivos metabolitos, usando a
técnica de HPLC (high performance liquid chromatography) com dete-
¢do eletroquimica;

* |mplementacdao de um protocolo de exercicio fisico, utilizando tread-
mill, apds o qual se repetiram os procedimentos anteriores.

Em suma, e levando em conta o supracitado, este estudo tem como principal
finalidade ou objetivo delinear uma possivel estratégia neurorregeneradora recor-

rendo ao exercicio fisico.
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1. Animais

Nesta investigacdao foram utilizados vinte e quatro murganhos machos
C57BL/6 (figural3), (23-26g; 12 semanas; Charles-River, Barcelona - Espanha), divi-
didos em quatro gaiolas, seis em cada, e mantidos em condi¢des ambientais contro-
ladas no biotério da Faculdade de Medicina da Universidade de Coimbra (tempera-
tura, 22 + 1 °C; humidade, 50 + 10%; ciclo de luz, 12/12 horas) com rac¢do e a agua

fornecidas ad libitum.

Figura 13 Exemplo de um murganho C57BL/6.

Esta estirpe de roedores foi escolhida pelo facto das suas estruturas cerebrais
serem sensiveis a METH, verificando-se deplecdo ao nivel do cértex de DA e outras
monoaminas (Achat-Mendes et al., 2005; Fantegrossi et al., 2008; Ladenheim et al.,
2000), DAT (Achat-Mendes et al., 2005; Hirata et al., 1996; Ladenheim et al., 2000;
Xu et al., 2005; Zhu et al., 2005) e TH (O’Callaghan e Miller, 1994; Xu et al., 2005;
Zhu et al., 2005).

De Lira et al. (2008), também acrescenta que os murganhos ainda apresentam
as vantagens de serem facilmente manipuldveis e se adaptam facilmente ao exerci-

cio efetuado no treadmill.
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Foram utilizados animais jovens-adultos visto que a taxa de mortalidade neste
modelo de neurotoxicidade aumenta com o envelhecimento (Przedborski et al.,
2001). Além disso, o envelhecimento esta associado a progressiva reducdo de maté-
ria cortical, e por isso as ligacBes sinapticas reduzem significativamente (Terry,
1987; Hof e Morrison, 2004), logo, para testar os mecanismos moleculares e bio-
quimicos envolvidos na degeneragdo neuro axonal dopaminérgica e serotonérgica,
os autores Petzinger et al. (2008), referem que a administracdo de METH deve ser
feita em animais adultos, pelos motivos supracitados.

Todos os procedimentos experimentais obedeceram as regras impostas pelas
Normas Técnicas de Protecdo dos Animais Utilizados para Fins Experimentais e
Outros Fins Cientificos (Portaria n2 129/92, de 6 de Julho), bem como as normas da
Convencdo Europeia do Bem-Estar Animal (Portaria n2 1005/92) e de acordo com a
diretrizes da Comunidade Europeia (2010/63/EU). Todos os esfor¢os foram feitos
para minimizar o sofrimento animal e para a utilizacdo do menor nimero possivel

de animais.

2. Neurotoxico e Reagentes Utilizados

Neste trabalho investigacional foi utilizado um derivado das anfetaminas, a
metanfetamina. Note-se que para a obtencdo desta droga foram pedidas todas as
autoriza¢cdes necessdrias para a sua aquisi¢cao, quer a Faculdade de Medicina da
Universidade de Coimbra, quer ao INFARMED Portugal (Autoridade Nacional do
Medicamento e Produtos de Saude I.P.).

O cloridrato de metanfetamina bem como padrdes de DA, DOPAC, HVA e 5-HT
foram adquiridos a Life Science and High Technology Company Sigma-Aldrich (St.
Louis, MO, USA)
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3. Treadmill

Para a realizacdo deste procedimento experimental foram utilizados dois
treadmills - modelo LE8700, serial number 2187/07 e o modelo LE8706, serial
number 8589/04, Panlab, S.L., Barcelona - Espanha, ambos de 50w, 110/120v e

50/60Hz (figura 14):

Figura 14 Treadmills utilizados (Fotografia obtida no Laboratdrio de Farmacologia e
Terapéutica Experimental da Faculdade de Medicina da Universidade de Coimbra).

Estes modelos foram utilizados, embora com algumas adaptac¢des, nomeada-
mente a separacdo de cada passadeira com acrilico transparente com o objetivo de
redimensionar a largura de cada linha de corrida, como exemplifica a figura 15, uma
vez que estes modelos sdo apropriados para ratos e ndo para murganhos, desta
forma tornou-se possivel correrem dois murganhos em vez de correr apenas um

como seria suposto originalmente em cada corredor.

34



Materiais e Métodos

Figura 15 Fotografia de um treadmill com duas passadeiras separadas por divises
em acrilico, proporcionando quatro corredores individualizados.

Desta forma, as iniciais trés passareiras deram origem a seis corredores, tor-
nando possivel aos seis murganhos que constituiam cada grupo correrem simulta-
neamente. A divisdo dos corredores foi efetuada para que os murganhos tivessem
espaco suficiente para se movimentarem e executarem devidamente o protocolo

de exercicio, sem tocarem nas paredes do treadmill.
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4. Desenho Experimental

4.1. Grupos Experimentais

Os murganhos foram divididos aleatoriamente por quatro grupos:

. Salino + Sedentario (SAL + SED)

. Metanfetamina + Sedentario (METH + SED)
= Salino + Exercicio (SAL + EX)

" Metanfetamina + Exercicio (METH + EX)

4.2. Adaptacao ao Treadmill

Rosa et al. (2007) referem que no minimo os animais devem experienciar cin-
co dias de adaptacdo ao biotério. Neste sentido, os murganhos em estudo foram
alvo de um periodo de adaptagdo as condi¢des do biotério, apds terem sido dividi-
dos pelas respetivas gaiolas (n = 6).

Apds a adaptacgao ao biotério, apenas os animais que entravam na constitui-
¢do dos grupos de exercicio (SAL + EX e METH + EX) foram submetidos a um periodo
de adaptacdo ao treadmill. De Lira et al. (2008) referem que o principal objetivo da
adaptacdo as condicdes do exercicio, incluindo velocidade e o préprio treadmill, é
minimizar varidveis como o stress que podem interferir com o desempenho do
exercicio ou até possiveis lesoes. Kregel et al. (2006) ainda acrescentam que a fami-
liarizagdo com o treadmill tem que ser parte integrante do protocolo de exercicio,
constituida por um periodo de cinco dias a duas semanas com velocidades variaveis
no sentido crescente. Desta forma, durante duas semanas (cinco dias/semana), os
murganhos concretizaram treinos com velocidades e tempo de exercicio crescentes
até atingirem a velocidade e o tempo utilizado no protocolo de exercicio, tal como

demonstra a figura 16:
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Periodo de Adaptacao ao Treadmil

TR1 |TR1 |TR2 |TR2 |[TR2 |D (D |TR3 |TR3 | TR3 |TR4 | TR4 | D |D

LEGENDA: Tr — Treino- D — Descanso

PROTOCOLO:

- Tr 1: Velocidade — 20 cm/seg; 20 minutos
- Tr 2: Velocidade — 20 cm/seg - 5 minutos; 25 cm/seg - 20 minutos; 20 cm/seg —

5 minutos

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

- Tr 4: Velocidade — 20 cm/seg — 5 minutos; 30 cm/seg — 30 minutos; 20 cm/seg
— 5 minutos

Figura 16 Protocolo do periodo de adapta¢do dos muganhos ao treadmill.

Levou-se em conta a consideracdo de nunca colocar os animais no treadmill
com as passadeiras em andamento. De cada vez que os murganhos eram sujeitos a
algum tipo de exercicio, estes eram colocados no aparelho, e este encontrava-se
desligado para evitar lesdes ou um estimulo inicial demasiado agressivo (De Lira,
2008). SO apds os animais estarem todos nos respetivos corredores, o tapete era
ligado a uma velocidade minima de 5cm/seg. Posteriormente, a velocidade ia sendo
aumentada gradualmente (cerca de 1cm/seg) até atingir a velocidade pretendida,
cumprindo desta forma a fase inicial da sessdo - o aquecimento. Apds realizado o
tempo e a intensidade estipulada para a sessdao de treino, a velocidade regredia
periodicamente na mesma proporc¢ao até o treadmill ser desligado, efetuando desta
forma a fase final do treino - o arrefecimento (Rosa et al., 2008). Petzinger et al.
(2007) e Gorton et al. (2010), realcam que as fases do aquecimento e arrefecimento
sdo importantes, uma vez que ambas estdo relacionadas com a prevencdo de

lesdes.

37



Materiais e Métodos

4.3. Administracdao do Neurotdxico

Posteriormente a adaptagdo ao exercicio no treadmill, e antes de se dar inicio
ao protocolo de exercicio, os murganhos pertencentes aos grupos da metanfetami-
na (METH + EX e METH + SED) foram pesados e os seus pesos registados, no sentido
de aferir exatamente a dose correta para cada murganho.

A dose para cada murganho foi extraida da solucdo mae de metanfetamina -
3mg/ml, numa relacdo de 30mg/kg. Para o efeito, os murganhos pertencentes aos
grupos da metanfetamina (METH + EX e METH + SED) foram pesados e os seus
pesos foram registados. Apds pesagem, os animais foram administrados com uma
Unica injecdo intra-peritoneal de metanfetamina (30mg/kg), como ilustra a figura
17. Travassos et al. (2011) e Pereira et al. (2012) consideram que uma Unica admi-
nistracdo de 30mg/kg é neurotdxica, induzindo deple¢do das monoaminas, dos seus

metabolitos e provocando neurodegeneracdo nos terminais monoaminérgicos.

Figura 17 Administragdo intraperitoneal de uma dose (30mg/kg) de metanfetamina
no murganho.
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Os restantes animais dos grupos de solucdo salina (SAL + SED e SAL + EX),
seguiram o mesmo procedimento, mas, em vez de se proceder a administracao da
METH, substituiu-se por uma solugdo salina NaCl 0,9%, 250pl.

Apds a injecao, todos os animais foram sendo observados cuidadosamente as

Oh, a 1h e as 3h subsequentes.

4.4. Protocolo de Exercicio

Vinte e quatro horas apés a injecdo da METH e de NaCl, os animais dos gru-
pos Sal + Ex e METH + Ex foram submetidos a cinco dias de exercicio por semana
durante sete semanas, como sugerem Fu et al. (2011). O exercicio foi feito no
periodo das manhas e sempre a mesma hora. Os animais de cada grupo (um grupo
de cada vez) correram simultaneamente, uma vez que para os seis murganhos que
constituiam cada grupo, havia um corredor individual disponivel.

Assim, os grupos do exercicio foram submetidos a um treino didrio, de acor-
do com o seguinte esquema: 1) cinco minutos de aquecimento a 20cm/seg; 2) cor-
rida durante trinta minutos a 30cm/seg; 3) cinco minutos de arrefecimento a
20cm/seg (Figura 18). A inclinagdo do treadmill foi sempre 0%, como sugere Rosa et
al. (2008). Os murganhos foram estimulados e motivados para a corrida com ligei-
ros estimulos manuais, uma vez que os choques elétricos ndo foram utilizados, por
se considerar que seriam um possivel fator de stress que ndo estd normalmente

associado ao exercicio (De Lira et al., 2008).
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Protocolo de Exercicio Fisico

Ex |Ex |Ex |Ex |Ex | D | D |Ex | Ex | Ex | Ex |Ex| D | D | Ex | Ex | Ex | Ex | Ex

ExExDDExExExExExD.

LEGENDA: Ex — Exercicio D — Descanso S - Sacrificio

PROTOCOLO:

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

Figura 18 Protocolo de exercicio fisico para os grupos SAL + EX e METH + EX

Os animais dos grupos sedentdrios correram apenas uma vez por semana,
durante dez minutos a velocidade minima de cinco cm/seg, para que desta forma os
animais também fossem expostos as mesmas condi¢des de manipulagado, barulho
do motor do treadmill, vibragdo, textura do tapete rolante e privacdo de agua e
comida durante o periodo de corrida, como propdem Woods et al. (2003).

Apds cada sessdo de exercicio os animais foram cuidadosamente inspeciona-
dos com o objetivo de pesquisar algum tipo de lesdo fisica subsequente a sessdo de
exercicio, como algum tipo de hemorragias, deformidades corporais, diarreias,
vomitos ou comportamentos anormais, que eventualmente pudessem interferir
com a performance no cumprimento das sessdes de exercicio e futuramente com
os resultados. Durante todo o protocolo ndo foi detetada nenhuma intercorréncia,

pelo que nenhum animal foi excluido.

40



Materiais e Métodos

4.5. Sacrificio dos Animais e Isolamento do Cortex Frontal

Os animais foram sacrificados por deslocamento cervical e decapitados qua-
renta e oito horas apds o terminus do protocolo de exercicio fisico (no segundo dia
de repouso).

Os cérebros foram rapidamente removidos e dissecados sobre gelo e proce-
deu-se ao isolamento do cortex frontal com base nas coordenadas descritas para o
cérebro do murganho segundo Paxinos e Franklin (2004), como demostra a figura
19. As amostras bioldgicas foram imediatamente congeladas em azoto liquido e
guardadas a -80°C até serem utilizadas. As areas do hemisfério esquerdo foram
usadas para a avaliacdo da expressdo das proteinas GFAP e TH por Western Blot e as
areas do hemisfério direito foram usadas para a determinagdo dos niveis de
monoaminas e dos seus metabolitos por cromatografia liquida de alta pressao com

detecdo eletroquimica (HPLC) (Pereira et al., 2012).

Figura 19 Isolamento do cdrtex frontal do murganho.
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Todas as fases do desenho experimental estao definidas esquematicamente

na figura 20:

/—\ —
Adaptagio ao Biotério Mﬁ

(2 semanas)

murganho (1 dia) Dia do Sacrificio

— |
< 1
E

Chegada dos j Exercicio (7 semanas),
Adaptago ao Treadmill (2 d
Murganhos (1dia) semanas), com descanso cor:‘:jeic;nso (2 dias)
intermédio (2 dias) ente/cadasemand
® 6 06 ¢ o o ()

Duragéo total do protocolo— 11 semanas

Figura 20 Esquema representativo do desenho experimental.

5. Determinacao dos Niveis de Monoaminas e dos

seus Metabolitos por HPLC

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

(modelo 142) e software v5.11 (Figura 21).
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Figura 21 Sistema de HPLC utilizado neste estudo para a quantificagdo de monoa-
minas (Fotografia tirada no Laboratdrio de Farmacologia e Terapéutica Experimen-

tal da Faculdade de Medicina da Universidade de Coimbra).

Apds o sacrificio dos animais e concluida a colheita da regido cerebral em
estudo — o cortéx frontal — as amostras foram descongeladas e homogeneizadas em
acido perclérico 0,2 M. Os homogeneizados foram centrifugados e filtrados e as
amostras foram mantidas a 4 °C até a analise pelo método de HPLC.

As amostras foram homogeneizadas em acido perclérico 0,2 M. Os homoge-
neizados foram centrifugados (13.000 rpm durante 7 minutos, 4 °C) e os sobrena-
dantes foram filtrados com microfiltros 0,22 um Nylon (Spin-X® Centrifuge Tube
Filter, Costar) a 10.000 rpm, durante 4 minutos (4 °C). Os pellets foram ressuspen-
sos em NaOH 1M e utilizados para a quantificacdao da proteina, por método do 4ci-
do bicinconinico (BCA) e leitura pelo método ELISA. Os sobrenadantes filtrados bem
como os pellets foram armazenados a -80°C.

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

tado (0,1 M), acido citrico monohidratado (0,1M), octilsulfato de sédio (0,5 mM),
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EDTA (0,15 mM), dibutilamina (1 mM) e metanol (10 %) (pH 4,5). O fluxo foi de 1
ml/minuto e a sensibilidade foi mantida a 2nA/V. Os tempos de retencdo obtidos

estdo apresentados na tabela 4:

Monoaminas e Metabolitos Tempo médio de reten¢do (minutos)
DOPAC 6,69
DA 9,03
HVA 16,4
5-HT 23,3

Tabela 4 Tempos de reten¢do registados das monoaminas e respectivos metabolitos
avaliados em estudo por HPLC.

A concentragao das monoaminas em cada amostra foi calculada tendo como
referéncia curvas padrdao de cada monoamina. Os resultados foram apresentados

em ng/mg de proteina.

6. Quantificacdo da Expressao de TH e de GFAP por

Western Blotting

A andlise dos niveis de TH e de GFAP foi feita a partir da técnica de Western
blot. O hemisfério esquerdo do cértex frontal foi homogeneizado em 400ul de tam-
pao de lise RIPA (150 mM NacCl; 50 mM Tris-HCl pH=8.0; 5 mM EGTA; 1 % Triton X-
100; 0.5% DOC; 0.1 % SDS) complementado com uma mistura de inibidores de pro-
teases e de fosfatases (1 mM fenilmetilsulfonil fluoreto (PMSF), 1 mM ditiotreitol
(DTT), 1pg/mL quimostatina, 1 pg/mL leupeptina, 1 pg/mL antiparina, 5 pg/mL
pepstatina A, 50 mM fluoreto de sédio e 1 mM ortovanadato de sédio (Sigma-
Aldrich, Sintra, Portugal)). A mistura de inibidores de eproteases e de fosfatases foi
adicionada ao tampao de lise imediatamente antes de usar. O tecido foi homoge-
neizado por ultra-sons (3 pulsos de 15 segundos). Posteriormente, os lisados foram

centrifugados a 13000 rpm, durante 15 minutos a 42C (Simoes et al., 2007).
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O sobrenadante (extrato total) foi recolhido e conservado a -80°C. A concen-
tracao de proteina total foi determinada através do método de acido bicinconinico
(BCA -Thermoscientific®) (Smith et al., 1985).

As amostras foram desnaturadas por fervura a 952c, durante 5 minutos em
solucdo desnaturante 6x (Tris-HCl, 0,5M, pH 6,8; SDS (dodecil sulfato de sédio) 10%
(m/v); glicerol 30% (v/v), DTT 0,6M, azul de bromofenol 0,01% (m/v)) e separadas,
por electroforese, em géis de poliacrilamida em condi¢cdes desnaturantes, na pre-
senca de lauril sulfato de sédio (SDS) de acordo com Laemmli (1970). Os géis de
separac¢do foram preparados com 10 % de Bis acrilamida. Na electroforese usou-se
um tampdo com Tris base 25 mM, glicina 100 mM e SDS 0,150 % (m/v), pH 8,3.
Seguidamente, as proteinas foram transferidas do gel de poliacrilamida para mem-
branas de difluoreto de polivinildieno (PVDF) (Immobilon PVDF transfer membranes
0.45 um, Millipore) previamente activadas em metanol, por electrotransferéncia. A
transferéncia ocorreu durante 90 min a 110V, em gelo. A composi¢cdo do tampao
usado na electrotransferéncia foi a seguinte: CAPS 10mM, metanol 20 % (v/v), pH
11. Depois da transferéncia, as membranas foram bloqueadas com solucbes 5 %
(m/v) de leite magro em PBS-T [(Tween 20 0,5 % em tampdo fosfato (NaCl
136,8mM, KCI 2,6mM, Na2HPO4.2H20 12,7mM e KH2P0O4 1,8mM; pH 7,4)] durante
1h, sob agitacdo a temperatura ambiente, para detecdo de TH e bloqueadas em
solucdes de 1% (m/v) de BSA (Bovine serum albumin — A9647 Sigma - Aldrich) em
PBS-T, para detecao de GFAP. As membranas foram posteriormente incubadas com
os anticorpos primarios (ver tabela) preparados numa solugdo 5 % (m/v) de leite
magro em PBS-T, a excecao do anti - GFAP que foi preparado numa solucdo 1%
(m/v) de BSA em PBS-T, durante a noite a 4°C.

Apds incubacdo com o anticorpo primario, as membranas foram lavadas
durante 60 minutos (6 x 10 minutos), com solucdo PBS-T sob agitacdo e incubadas a
temperatura ambiente, durante uma hora, com o respectivo anticorpo secundario
conjugado com fosfatase alcalina (Tabela 5) preparado em 5 % (m/v) de leite magro
em PBS-T. Apds ter-se dado a rec¢do com o ECF (Enhanced chemifluorescence — GE
Healthcare Life Sciences) as membranas foram reveladas no detector Fluorescent

Image Analyzer Typhoon FLA 900 (GE Healthcare Bio-Sciences).
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Depois de uma nova série de lavagens com 0,5% de PBS-T e para confirmar a
carga igual de proteina e transferéncia das amostras, as membranas foram re-
incubadas overnight com anticorpos anti-B-tubulina ou anti-GAPDH para TH e GFAP,
respectivamente.

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

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

apresentados como média + EPM.

PESO MOLE- LOADING . .
ANTICORPOS DILUICAO | REFERENCIA | COMPANHIA
CULAR (kDa) (uL)
Mouse anti-
50 10 1:1000 IFO3L Milipore
GFAP
Mouse anti-
62 10 1:2000 MAB318 Milipore
TH
Mouse anti-
34 - 1:2000 Ab-9484 Abcam
GAPDH
Mouse anti-f3- Sigma Life
55 - 1:20000 T7816
Tubulin Sciences
Goat anti- Sigma Life
- - 1:5000 A 3582
mouse Sciences

Tabela 5 Anticorpos primdrios e secunddrios utilizados na andlise por Western Blot-
ting.
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7. Analise Estatistica

Os resultados estdo expressos como média + erro-padrdo (EPM). Foram utili-
zados dois testes estatisticos. Na comparacdo entre os diferentes grupos utilizou-se
o ANOVA seguido do teste Post-hoc Bonferroni multiple comparison, em que *, #
p<0,05, **, ## p<0,01 e ***, ### p<0,001. Para comparacao entre dois grupos sim-
ples foi utilizado o t-Student ndo emparelhado, em que *, # p<0,05.

Em ambos, * refere-se a comparacdo dos grupos com o grupo de controlo e o

# resulta da comparagao entre os grupos que nao o grupo de controlo.
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1. Alteracdes Comportamentais ap6s Administracao

de Metanfetamina

Foram observadas alteragdes comportamentais logo apds a administracao
intra-peritoneal da METH. Os animais revelaram bastante agitacdo psicomotora
caracteristica deste tipo de drogas de abuso, bem como o pélo ericado como
demonstra a figura 22. Uma horas apés, alguns animais apresentavam o efeito de
Straub (cauda erguida). O efeito da METH manteve-se pelo menos durante vinte e
quatro horas. Apds este periodo, os murganhos retomaram o seu comportamento
normal, notando-se apenas durante alguns periodos, principalmente noturnos,

alguma letargia reativa ao estimulo luminoso e fisico.

Figura 22 Fotografias retiradas
uma hora (C) e trés horas (A e B)
apos a administracdo da METH,

representando a tipica ere¢do

pilosa
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2. Niveis Corticais Totais de Dopamina e dos seus
Metabolitos (DOPAC e HVA) Sete Semanas
(duracao do exercicio fisico) apos a Injecdo com

METH

Os niveis de DA, DOPAC e HVA foram analisados nas amostras corticais sete
semanas apos a injecdo com METH e 48 horas apds a conclusdo do protocolo de
exercicio fisico.

A METH produziu uma deplegao significativa de DA e DOPAC relativamente ao
respectivo grupo de controlo (Sal + Sed). E importante constatar que o exercicio
fisico ndo produziu quaisquer altera¢des nos teores totais destas aminas. Adicio-
nalmente, o exercicio nao corrigiu esta deple¢ao de DA e de DOPAC no grupo METH
+ Ex (p<0,001)(figura 23 A e B).

Relativamente ao HVA, a METH produziu uma deplecdo que nao foi estatisti-
camente significativa relativamente ao grupo de controlo (Sal + Sed) e que foi acen-
tuada pelo exercicio fisico. Com efeito o grupo METH + Ex apresenta valores de HVA

mais baixos do que os restantes trés grupos experimentais (p<0.01) (figura23C).
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Figura 23 Efeito da administra¢do da METH (30mg/Kg) e/ou exercicio fisico nos
niveis corticais, totais de DA (A), seus metabolitos, DOPAC (B) e HVA (C) e expres-
sdo de tirosina hidroxilase (TH) (D). Os animais dos grupos Sal + Sed e Sal + Ex
foram injetados com NACI 0,9%.0 sacrificio dos animais foi feito sete semanas apds
a administracéo de METH e 48 horas apds o terminus do protocolo de exercicio fisi-
co. Os niveis de DA, DOPAC e HVA foram determinados por HPLC, e os niveis de TH
foram determinados por Western Blot. A 8-tubulina foi utilizada como controlo de
loading. Os valores sGo representados pela média +EPM (n=5-6). Para o TH os valo-
res sdo representados pela média (% Sal + Sed) *EPM (n=5-6). Utilizou-se o teste
ANOVA, seguido do teste Post-hoc Bonferroni Multiple Comparison, em que ##
p<0,01; *** ### p<0,001.
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3. Niveis Corticais de TH Sete Semanas (duracao do

exercicio fisico) apos a Injecdo com METH

Nem a metanfetamina nem o exercicio fisico produziram altera¢des estatisti-
camente significativas nos niveis de TH corticais relativamente ao grupo Sal + Sed

(Figura 23 D).

4. Niveis Corticais Totais de Serotonina Sete
Semanas (duracdo do exercicio fisico) apos a

Injecdo com METH

Relativamente aos niveis de 5-HT, esta indolamina também se encontra
depletada no grupo METH + Sed, face ao controlo (0,39+0,03 vs 0,52+0,05 ng/mg de
proteina; p<0,05, t-Student). Esta deplecdo foi revertida pelo exercicio fisico
(p<0,05). De notar que o exercicio isoladamente ndo teve qualquer impacto nos

teores totais de 5-HT (Figura 24).
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Figura 24 Efeito da administracéo da METH (30mg/Kg) e/ou exercicio fisico
nos niveis corticais, totais de 5-HT. Os animais controlo (Sal+Sed) foram injetados
com NACI 0,9%. O sacrificio dos animais foi executado sete semanas apos a adminis-
tracéo da METH e 48h apds o terminus do protocolo de exercicio. Os niveis de 5-HT
foram determinados por HPLC. Os valores sGo representados pela média +EPM (n=5-

6). Utilizaram-se os testes ANOVA, sequido do teste Post-hoc Bonferroni Multiple

Comparison e o t-Student ndo emaparelhado, em que *, # p<0,05.

5. Cromatografia por HPLC dos Niveis Corticais de

DA, DOPAC, HVA e 5-HT

Como ja foi referido anteriormente, para a dete¢dao das monoaminas e seus
metabolitos foi utilizado o método de cromatografia por HPLC, como demonstram os

cromatogramas presentes nas figuras 25, 26, 27, 28 e 29.
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Figura 25 Cromatografia de um padrdo de 50ng/ml, utilizado para a determinagdo

de tempos médios de retengdo de Dopac, DA, HVA e 5-HT.
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Figura 26 Cromatografia referente a um murganho pertencente ao grupo Sal/Sed.
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Figura 27 Cromatografia referente a um murganho pertencente ao grupo

METH/Sed.

54



Resultados

% Mabde Phe:
8
1
mVok:
°
Il
)
|
\

L) 28 T T 1
0 10 2 0
Mrates

Figura 28 Cromatografia referente a um murganho pertencente ao grupo Sal/Ex.
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Figura 29 Cromatografia referente a um murganho pertencente ao grupo METH/Ex.

6. Niveis corticais de GFAP sete semanas (duracao

do exercicio fisico) apés ainjecdo com METH

Nem a metanfetamina nem o exercicio fisico nem a sua combinacdo produzi-
ram alteracOes estatisticamente significativas nos niveis de GFAP corticais relativa-

mente ao grupo Sal + Sed (Figura 30).
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Figura 30 Efeito da administragcdo da METH (30mg/Kg) e/ou exercicio fisico na
expressdo cortical da proteina dcida fibrilar glial (GFAP). Os animais controlo
(Sal) foram injetados com NACI 0,9%. O sacrificio dos animais foi executado sete
semanas apds a administracdo da METH e 48h apds o terminus do protocolo de
exercicio fisico. Os niveis de GFAP foram analisados por Western Blot. O GAPDH
foi utilizado como controlo de loading. Os valores sdo representados pela média
(% Sal + Sed) +EPM (n=5-6). Utilizou-se o teste ANOVA, sequido do teste Post-hoc

Bonferroni Multiple Comparison.
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As anfetaminas hoje constituem um flagelo social, ndo sé pelo niumero de
consumidores, mas também pelo perfil toxicocinético que apresentam, conduzindo
a danos neurolégicos e psiquiatricos. Modelos animais de neurotoxicidade induzi-
dos por estas drogas de abuso proporcionam um meio de exceléncia para com-
preender os mecanismos de lesdo cerebral provocados por estes compostos téxi-
cos, bem como para determinar os seus efeitos a longo prazo. Finalmente, podem
constituir o caminho para a descoberta e inovacao terapéutica de algumas doencas
neurodegenerativas, como é o exemplo da doenca de Parkinson (Giselle, 2009).

O uso crénico da METH cursa com neurotoxicidade, circunstancia que inclui
danos na estrutura axonal dopaminérgica e serotonérgica (que podem ser acompa-
nhados pela degeneracdo dos terminais monoaminérgicos) bem como um com-
prometimento de toda a estrutura glial com uma astrogliose reativa (Krasnova e
Cadet, 2009). Estas evidéncias sugerem que apenas uma abordagem farmacoldgica
é insuficiente na recupera¢dao da funcionalidade das estruturas cerebrais, sendo
necessario testar e comprovar que outras estratégias como o exercicio fisico podem
ser uma resposta na resolucdo de varios problemas, nomeadamente na regenera-
¢do monoaminérgica, glial e até ser um fator que altere a circuitagem neuronal
envolvida nos comportamentos de adicdo (Fontes-Ribeiro et al., 2010).

O objectivo principal deste estudo foi avaliar o potencial regenerador do exer-
cicio fisico do sistema monoaminérgico cortical apds uma agressao toxica aguda
(30mg/kg de METH). A literatura apresenta a METH como um neurotéxico do SNC,
existindo zonas mais sensiveis como o estriado, hipotdlamo e regides corticais
(Bowyer et al., 2008; Eisch et al., 1998; O’Callaghan e Miller, 1994; Schmued e
Bowyer, 1997).

Tipicamente os investigadores utilizam para estudos de neurotoxicidade um
regime de varias administragdes (5-12,5 mg/kg, 4 x com intervalos de 2 h), mimeti-
zando assim estados neurofisiopatolégicos (Krasnova and Cadet, 2009). Foi

demonstrado que estes regimes produziram alteragdes persistentes nos terminais
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catecolaminérgicos estriatais e corticais. Por exemplo, foi descrito que a diminuigao
da actividade da TH persiste pelo menos até 1 més pds-injecao (Hotchkiss et al.,
1979; Hotchkiss and Gibb, 1980). No entanto, esta metodologia conferia complexi-
dade aos regimes, aumentando o numero de varidveis stressoras nos animais. Uma
Unica dose tem sido utilizada para reduzir essa mesma complexidade presente nos
regimes de doses repetidas evidenciando melhor a expressao neuropatolégica de
uma elevada, mas unica, dose de METH.

Bowyer et al. (2008); Eisch et al. (1998); O’Callaghan e Miller (1994);
O’Callaghan et al. (2008), Schmued e Bowyer (1997), ja comprovaram que uma uni-
ca dose elevada de METH (20mg/kg) tem a capacidade de induzir um efeito neuro-
téxico evidenciado pela expressdo de marcadores inflamatérios, pela ativacao
astroglial representada pela subida do GFAP, bem como pela deplecdo de marcado-
res catecolaminérgicos no estriado e no cortex frontal. Pereira et al. (2012) confir-
mam que 30mg/kg é também uma dose neurotoxica eficaz, tal como demonstrado
pela deplecdo da DA, TH, bem como do DOPAC e HVA e pela astrogliose observados
setenta e duas horas apds a injeccdo de METH no estriado. Os mesmos autores ain-
da acrescentam que os efeitos deste farmaco também se estendem a outras
monoaminas nomeadamente a 5-HT.

Os resultados obtidos nesta investigacdo sdo consistentes com a literatura
que sugere que a METH induz efeitos neutotdxicos areas corticais (Bowyer et al.,
2008; Eisch et al., 1998; O’Callaghan e Miller 1994; Schmued e Bowyer, 1997). De
facto, foi visivel uma deplecao de DA e dos seus metabolitos ao nivel cortical do
murganho, que se mantém sete semanas apds a administragdao de METH. No entan-
to, a expressado das proteinas TH e GFAP ndo sofreu quaisquer alteracgdes.

A Integracdo dos resultados da DA e metabolitos e do TH sugere que apesar
da densidade dos terminais dopaminérgicos ser normal, a sua func¢do estd compro-
metida por ac¢do da METH. Os valores normais do GFAP s3do sugestivos de que hou-
ve resolucdo da astrogliose que tipicamente acontece 2-3 dias apds uma agressao
de METH (O’Callaghan et al., 2008; Pereira et al., 2012). No presente estudo eviden-
cia-se ainda a deplecc¢do de 5-HT (ainda que ligeira) que foi gatilhada pela METH. A
literatura ndo é consensual relativamente ao impacto da METH nos terminais sero-

toninérgicos. Por exemplo, Fumagalli et al. (1998) evidenciaram deplecdo de 5-HT
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em murganhos C57BL/6J. Este facto ndo foi corroborado por Grace et al. (2010),
visto que estes investigadores apenas verificaram uma ligeira tendéncia para a
diminuicdo dos valores totais de 5-HT.

Por outro lado, O’Callaghan e Miller (1994) acrescentam categoricamente que
a METH, bem como outras drogas de abuso, induzem neurotoxicidade no cdrtex,
bem como astrogliose mensurada através da quantificacdo da expressdao do GFAP,
niveis de DA e TH diminuidos. No entanto, ndo verificaram uma deple¢do marcada
de 5-HT nesta regido cerebral. Finalmente, Krasnova e Cadet (2009) sugerem que a
deplecdo da DA induzida pela METH esta intimamente relacionada com a deplegao
de 5-HT. Mais estudos serdo necessdrios para que se defina um paradigma claro
relativamente ao perfil neurotéxico nos circuitos serotoninérgicos.

Caracterizado o modelo de neurotoxicidade dopaminérgica e serotoninérgica
usado no presente estudo, pode avangar-se para o ponto basilar deste trabalho: a
hipdtese do exercicio fisico poder constituir um fator de recuperacao neurolégica
ap6s uma agressdo neurotdxica. E inferido por estudos animais que o exercicio
através de uma variedade de biomecanismos facilita a neuroplasticidade, nomea-
damente através do aumento de fatores neurotréficos gliais. Adicionalmente foi
referido que os beneficios se traduzem na melhoria da meméria, atengdo e até nas
funcbes executivas e motoras. Estes estudos tém evidente impacto nas doencas
neurodegenerativas (Ahlskog et al., 2011).

O’Dell et al. (2012) referem que o exercicio estimulou a recuperacdo dos ter-
minais dopaminérgicos estriatais e serotoninérgicos corticais na sequéncia de um
estimulo neurotdxico (administracdo de metanfetamina). Os autores sugeriram que
a estimulacdo da angiogénese pelo exercicio fisico pode possibilitar uma reparagao
dos terminais monoaminérgicos. Os mesmos autores ainda propdem que o exerci-
cio voluntdrio pode ser uma estratégia ndao farmacoldgica no tratamento de depen-
dentes de METH.

No presente estudo, é interessante constatar que o exercicio fisico (treadmill)
estimulou a recuperacdo dos terminais serotoninérgicos como é ilustrado pelo
regresso dos valores de 5-HT totais grupo METH + Ex aos valores basais. Estas
observagdes confirmam aquilo que tem sido recentemente descrito na literatura: a

existéncia de uma relacdo estreita entre o exercicio em treadmill e a recuperacgado
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de 5-HT. Por exemplo, Arida et al. (2011) demonstraram que o exercicio em tredmill
ativa no cdértex algumas monoaminas, tais como a 5-HT.

No entanto, a literatura ndo é ainda unanime sobre a acdo neurorregenerado-
ra do exercio fisico. Em linha com a literatura inconsistente, os terminais dopami-
nérgicos ndo demonstraram sinais de recuperacao no presente estudo. De facto, os
teores totais de DA e DOPAC permaneceram diminuidos no grupo METH + Ex. Adi-
cionalmente, o exercicio fisico intensificou a deple¢cdo do HVA induzida pela METH.
Esta auséncia de capacidade de regeneracdo das vias dopaminérgicas pode ser
explicada pelo tempo de duragdo do protocolo, pela intensidade ou mesmo pelo
facto de o exercicio ser ndo voluntario.

De facto Rosa et al. (2008) sugeriram que, para uma resposta ser mais eficaz e
adaptativa, o protocolo de exercicio deveria ser implementado com periodos alter-
nados de maior e menor intensidade.

Outra questdo pertinente prende-se com o tipo de exercicio instituido. Neste
estudo foi utilizado o treadmill que é considerado uma forma de exercicio volunta-
rio. Hand et al. (2008) e McNicol et al. (2009) mencionam que, apesar de o exercicio
fisico moderado poder trazer efeitos benéficios a longo prazo ao nivel neuroquimi-
co, ha que considerar que este tipo de exercicio é forcado, ndo espontaneo, e desta
forma ndo existe a possibilidade de medir o stress inerente ao exercicio fisico forca-
do e avaliar o impacto deste facto nos resultados (Mello et al., 2008).

Arida et al. (2011) referem que, de acordo com o tipo de exercicio, agudo ou
crénico, voluntario ou involuntario, intensidade e duragao, estes modelos podem
ser contraproducentes constituindo um stress adicional e até terem um efeito
cumulativo com a agressao toéxica, facto que pode explicar a diminuicdo marcada
dos valores de HVA no grupo que foi alvo de uma agressdo com METH e que cum-
priu todo o protocolo de exercicio.

Assim, podem existir diferencas significativas entre implementar protocolos
de exercicio voluntario, que sdo muito menos stressantes, ao invés de implementar
protocolos de exercicio forcado como o treadmill (Arida et al., 2011). A implemen-
tacdo de um protocolo ndo voluntdrio no presente trabalho podera ter atenuado a

eficacia neurorregeneradora do exercicio nos terminais dopaminérgicos.
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Para além disso, sabendo-se que existe uma janela de tempo entre lesdao neu-
rolégica e a implementac¢do do exercicio como terapia, torna-se necessario avaliar o
momento ideal para iniciar o protocolo de exercicio fisico apds a agressdo (Arida et
al., 2011). Alguns autores referem que, apds lesGes, todo o cérebro possui uma
incrivel capacidade plastica de recuperar (Steinberg et al., 1997), mas apenas se o
exercicio for implementado numa fase precoce apds lesao (cinco dias no maximo)
(Buchkremer-Ratzmann, 1996). Prevenindo assim perda de tecido e estimulando a
reorganizacdo funcional do cértex (Nudo et al., 1996).

Neste trabalho, o exercicio foi iniciado vinte e quatro horas apds ter sido
administrada a agressdo. A auséncia de impacto positivo nos circuitos dopaminérgi-
cos pode sugerir que esta intervenc¢ao deveria ter comegado mais cedo. De facto, a
literatura mostra que vinte e quatro horas apds esta dose de METH ja ha uma
importante alteracdo da estrutura e fungdo dos terminais dopaminérgicos (Pereira
etal, 2012).

Em suma, esta a ser incrivelmente reconhecido que nenhuma modalidade ou
protocolo de exercicio satisfaz todas as necessidades e objetivos terapéuticos (Cot-
man et al.,, 2007). O’Dell et al. (2012) referem que mais estudos sdo necessarios
para determinar efetivamente que o exercicio acelera uma recuperagdo das estru-
turas e/ou bloqueia o embotamento caracteristico neste tipo de neurotoxicidade,
bem como se os beneficios do exercicio fisico sdo cumulativos a longo prazo, sendo
necessario definir com precisdo as necessidades individuais (Ahlskog et al., 2011).

O presente estudo permite sugerir que o exercicio fisico, com as caracteristi-
cas citadas na metodologia, apresenta um efeito neurorregenerador seletivo: sendo
eficaz relativamente aos terminais serotoninérgicos é ineficaz na recuperacao da
funcdo dopaminérgica. Este trabalho pretende reforcar a a importancia do exercicio
fisico como terapéutica neurorregeneradora. No entanto, mais estudos sdo neces-
sarias para clarificar estratégias que promovam de forma mais global e eficaz a
recuperacdo dos terminais monoaminérgicos nos modelos de toxicidade induzidos

pela METH.
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Neste estudo foi possivel validar a utilizacdo de uma dose Unica de METH
(30mg/Kg), como neurotdxico cortical, verificando-se uma deplecdo da DA e dos
seus metabolitos, bem como da 5-HT em murganhos C57BL/6, sugerindo a existén-
cia de degeneragcdo monoaminérgica.

Face aos resultados obtidos é possivel inferir que o exercicio influenciou posi-
tivamente a func¢do dos terminais corticais serotoninérgicos, uma vez que as con-
centracdes desta monoamina aumentaram nos grupos sujeitos a administracao da
METH e ao protocolo de exercicio fisico, sugerindo uma possivel regeneracao espe-
cifica nos terminais serotonérgicos.

O exercicio fisico pode ser assim proposto como uma estratégia de reabilita-

¢do neuronal.
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