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Resumo

A metanfetamina (METH) € um psicoestimulante viciante, sendo atualmente a
segunda substancia ilicita mais consumida em todo o mundo, apenas ultrapassada pela
canabis. Os psicoestimulantes interferem com a funcdo dos transportadores das monoaminas
dopamina (DA), serotonina (5-HT) e noradrenalina (NA). Deste modo, levam ao aumento dos
niveis cerebrais de DA, 5-HT e NA, podendo condicionar neurotoxicidade e astrogliose.
Durante a fase de privacdo, a METH partilha muitas semelhancas comportamentais com a
depressdo, em humanos. Varios estudos demonstraram o efeito antidepressivo do exercicio
fisico. Estes sustentam que o exercicio foi efetivo no melhoramento dos sintomas de
depressao.

Neste sentido, murganhos C57BL/6 foram submetidos a um programa de exercicio
fisico (cinco dias de exercicio por semana durante sete semanas) com inicio 24 h apos a
administracdo de uma dose Unica e elevada de metanfetamina (30 mg/kg, i.p.). Foram, entdo,
avaliados a neurotoxicidade induzida pela METH, determinando a expresséo de TH (tirosina
hidroxilase — marcador da perda de neurdénios dopaminérgicos), GFAP (proteina glial fibrilar
acida — marcador de astrécitos), BDNF (fator neurotrofico derivado do cérebro) e GDNF
(fator neurotréfico derivado da linhagem de células gliais), por Western Blotting e o
comportamento do tipo depressivo e ansioso numa fase tardia de privacdo de METH (49 dias)
através dos testes tail suspension e elevated plus maze, respetivamente.

Uma diminuicdo dos valores de TH corticais é sugestiva de que a METH produziu
neurodegeneracdo dos terminais dopaminérgicos, constituindo um bom modelo para avaliar a
neurotoxicidade cortical. Contudo, o exercicio fisico ndo promoveu regeneracdo
dopaminérgica cortical. Curiosamente, a METH aumentou significativamente, o tempo de
imobilizacdo dos murganhos no teste tail suspension, aos 49 dias de privagdo, o qual foi
reduzido pelo exercicio.

Estes resultados fornecem novas evidéncias de que uma dose Unica, mas toxica de
METH induz um comportamento depressivo duradouro em murganhos, associado a uma
disrupcéo persistente da neurotransmissdo dopaminérgica cortical. Os efeitos antidepressivos
do exercicio fisico observados sugerem que este possa ser uma putativa estratégia

antidepressiva.




Palavras-chave: metanfetamina, neurotoxicidade, depressdo, exercicio fisico, cortex,

dopamina, murganho, antidepressivo.
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Abstract

Methamphetamine (METH) is an addictive psychostimulant that is currently the
second most abused illicit substance in the world only behind cannabis. Psychostimulant
drugs interfere with the function of monoamine transporters for dopamine (DA), serotonin (5-
HT) and noradrenaline (NA). Thereby, they lead to an increase of extracellular DA, 5-HT and
NA levels in the brain, thus triggering neurotoxicity and astrogliosis. During withdrawal,
METH share many behavioral commonalities with major depression in humans. Many studies
have demonstrated the antidepressant effect of exercise intervention.

Herein, C57BL/6 mice were submitted to an exercise regimen (five days a week for
seven weeks) starting 24 h post-single high dose of METH (30 mg/kg, i.p.). Then, we
assessed the METH-induced neurotoxicity by determining the expression of TH (tyrosine
hydroxylase - marker of dopaminergic neuron loss), GFAP (glial fibrillary acidic protein -
marker for astrocytes), BDNF (brain-derived neurotrophic factor) and GDNF (glial cell line-
derived neurotrophic factor) by Western Blotting and the depressive- and anxiety-like
behaviour at late stage of METH withdrawal (49 days) by tail suspension and elevated plus
maze tests, respectively.

A decrease in cortical TH levels suggests that METH induced dopaminergic terminals
neurodegeneration, thus being a good model of cortical cortical neurotoxicity. However,
physical exercise failed to promote dopaminergic regeneration in cortex. Interestingly, METH
significantly increased the time of imobilization in mice using the tail suspension test, after 49
days of withdrawal, which was reduced by exercise.

Taken together, these results provide new evidence of a long-lasting depressive-like
behaviour in mice, associated with a permanent disruption of cortical dopaminergic
transmission induced by a single-high dose of METH. The antidepressive effects of physical
exercise observed suggests that this might be a putative antidepressant strategy.

Keywords: methamphetamine, neurotoxicity, depression, physical exercise, cortex, mice,

antidepressant.
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O efeito antidepressivo do exercicio fisico em | 2013
murganhos submetidos a uma dose neurotoxica de
metanfetamina

1. Abuso de drogas

O abuso de drogas € um importante problema de saude publica e social, custando
milhdes de euros anualmente em cuidados de saude dispendiosos, reducdo de produtividade e
perda de vencimentos, entre outros prejuizos (Chabrawi et al., 2011; Justinova et al., 2009).
Um dos aspetos mais relevantes associado as drogas de abuso € a ocorréncia de mortes
prematuras. Com efeito, a UNODC (United Nations Office on Drugs and Crime) estima que
tenham ocorrido entre 99 000 e 253 000 mortes em 2010, como resultado de abuso de drogas
ilicitas, ou entre 22,0 e 55,9 milhdes de mortes em cada milhdo de pessoas, com idade entre
0s 15 e 0s 64 anos (tabela 1).

A viciacdo é, atualmente, considerada uma doenca crénica do sistema nervoso central
(SNC), e inclui uma compulsdo para uso cronico de drogas (ex. opioides, canabinoides,
psicoestimulantes, alcool, nicotina), apesar das consequéncias negativas e a ocorréncia de
sintomas de privacao, que aumentam a vulnerabilidade do consumidor para a recaida (Koob et
al., 1998). A viciacdo €, ainda, condicionada pela combinacdo de fatores farmacodinamicos,
genéticos e ambientais (Brink et al., 2003; Roberts et al., 1997).

As drogas de abuso s&o tomadas inicialmente em busca do prazer. De facto, o
consumo repetido de uma droga deriva das suas acdes neuroquimicas que produzem um
reforco positivo, ou efeito de recompensa (Justinova et al., 2009). Isto €, um reforco positivo
aumenta a probabilidade de um comportamento, pela presenca (positividade) de uma
recompensa (estimulo). O consumo continuado de drogas de abuso leva progressivamente a
alteracdes neurobioldgicas nos circuitos de recompensa do cérebro e aos comportamentos
carateristicos da habituacdo: tolerancia, sensibilizacdo, dependéncia, privacao e desejo.

O desenvolvimento da habituacdo envolve uma transi¢cdo de comportamento normal e ou
impulsivo para compulsivo, culminando na perda de controlo sobre o consumo (Kasanetz et
al., 2010). Esta transi¢cdo no consumo & acompanhada por alteracdes induzidas pela droga na
sinalizacdo mediada pelas monoaminas [dopamina (DA), serotonina (5-HT) e noradrenalina
(NA)], na regulacao de fatores de transcrigéo seletivos nos circuitos neuronais de recompensa,
como a proteina de ligagdo ao elemento de resposta a adenosina monofosfato ciclica (CREB),

bem como na expressao de fatores neurotréfico.
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1.1. Estimulantes do tipo anfetaminico

A anfetamina (1-metil-2-fenetilamina; sintetizada pela primeira vez em 1887, na
Universidade de Berlim, por Lazar Edeleanu) é o primeiro membro de um grupo de
compostos que possuem estrutura e propriedades farmacoldgicas semelhantes e que séo
coletivamente designados por estimulantes do tipo anfetaminico ou anfetaminas (Cunha-
Oliveira et al., 2013; Berman et al., 2008).

As anfetaminas, tal como a cocaina, sdo classificadas como drogas psicoestimulantes,
visto que produzem os seguintes efeitos: sensacdo de bem-estar, euforia, aumento da energia e
da acuidade mental, diminuicdo da fadiga e do sono.

A metanfetamina (METH) e o ecstasy, ou MDMA (3,4-Metilenedioximetanfetamina),
sdo os derivados da anfetamina mais populares: a primeira representa a anfetamina mais
potente e a segunda possui moderadas propriedades halucinogénicas (Cunha-Oliveira et al.,
2013).

A partir de 1965, a organizacdo norte-americana que regulamenta os alimentos e 0s
farmacos (Food and Drug Administration, FDA) limitou a prescricdo de anfetamina,
metilfenidato e metanfetamina (METH) ao tratamento da narcolepsia, da sindrome de deficit
de atencdo e hiperatividade (SDAH) e da obesidade grave, as anfetaminas tém sido
consumidas ilegalmente. Estes farmacos estdo também autorizados para as mesmas
indicacdes clinicas no Canada e os Estados Unidos da América (Guerreiro & Carmo et al.,
2011; Kish, 2008; Berman et al., 2008). Também em Portugal, a narcolepsia e a SDAH em
criancas sdo as Unicas indicagbes terapéuticas para a prescricdo do metilfenidato (ritalina®,
concerta® e rubifen®) (Prontuario Terapéutico, 2011). No entanto, as anfetaminas tém sido
consumidas ilegalmente, no sentido de aumentar o estado de alerta, diminuir a fadiga,
controlar o peso e obter sensac¢Oes de intensa euforia (Cunha-Oliveira et al., 2013; Berman et
al., 2008).
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1.1.1. Epidemiologia do abuso de estimulantes do tipo anfetaminico

De acordo com o relatério mundial de droga de 2012 elaborado pela UNODC, as
anfetaminas representam o segundo grupo de drogas de abuso mais consumidas pelos adultos
jovens. De acordo com a tabela 1, estas sdo apenas ultrapassadas pela marijuana, com uma
estimativa de prevaléncia de 0,3-1,2 % em 2010 (entre 14,3 milhdes e 52,5 milhdes de

consumidores).

Tabela 1 — Consumo de drogas no ano de 2010, (UNODC). Informacéo retirada de World
Drug Report (2012).

Prevaléncia anual e nUmero de consumidores de drogas ilicitas a nivel global, 2010

Prevaléncia (Percentagem) NUmero (Milhares)
Baixa Alta Baixo Alto
Canébis 2,6 5,0 119 420 224 490
Opidides (6pio) 0,6 0,8 26 380 36 120
Opiaceos (6pio e heroina) 0,3 0,5 12 980 20990
Cocaina 0,3 0,4 13 200 19510
Estimulantes do tipo
anfetarminico 0,3 1,2 14 340 52 540
Ecstasy 0,2 0,6 10 480 28 120
Outras drogas ilicitas 3,4 6,6 153 000 300 000

De acordo com este relatério da UNODC, Oceénia, América do Norte e América
Central séo as regifes com maior prevaléncia de abuso de estimulantes de tipo anfetaminico,

tendo-se registado um aumento no Sudeste e Centro da Asia, nos tltimos anos (figura 1).
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Figura 1 — Prevaléncia do consumo de estimulantes do tipo anfetaminico (excluindo o

ecstasy), em 2010. Imagem retirada de World Drug Report (2012).

Relativamente ao consumo em Portugal, de acordo com o inquérito anteriormente
mencionado, as regides do Algarve e de Lisboa e Vale do Tejo, apresentam as taxas mais
elevadas de consumo de anfetaminas, tanto no consumo ao longo da vida, como nas taxas de
continuidade. Segundo o Inquérito Nacional ao Consumo de Substancias Psicoativas na
Populacdo Portuguesa Geral, verificou-se um aumento de 0,4 % na prevaléncia do consumo
de anfetaminas, de 2001 para 2007.

Relativamente a METH, estima-se que existam 25 milhdes de consumidores em todo
0 mundo (Buxton & Dove, 2008). Este psicoestimulante é consumido sobretudo no contexto
de clubes, raves, bares, concertos e festas (Kelly et al., 2006), com o intuito de manter altos
niveis de energia ou de alterar o estado de consciéncia do consumidor.

Em Portugal, a semelhanca da tendéncia mundial, a METH é essencialmente utilizada
pela populacdo jovem. Porém, segundo Hunt et al. (2007), a populacdo-alvo reine um
conjunto de caracteristicas proprias, como pessoas desempregadas, solteiras ou divorciadas,
de raca caucasiana e que residem maioritariamente em meios suburbanos e rurais. O sexo

masculino continua a ser 0 seu maior consumidor.
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Ao contrario da cocaina e heroina que sdo derivadas de plantas, a METH é preparada
a partir de simples percursores quimicos (Cho & Melega, 2002). A relativa facilidade com
que os ingredientes primarios podem ser adquiridos e convertidos no produto final, bem como
0 seu baixo preco (Sulzer et al., 2005), explicam porque se tornou numa epidemia a escala
global (Barr et al., 2006).

1.1.2. Metanfetamina: farmacocinética e efeitos farmacoldgicos

Em 1893, o farmacologista japonés Nagayoshi Nagai foi o primeiro a sintetizar
METH, a partir da efedrina, um medicamento muito usado no tratamento de problemas
respiratorios (Guerreiro & Carmo et al., 2011; Weisheit & White, 2009). A sua utilizacdo em
massa teve inicio na Segunda Guerra Mundial, para manter a performance e resisténcia em
combate dos soldados (Meredith et al., 2005). A dose terapéutica que deve ser administrada
em criancas com SDAH é de 5 a 30 mg/dia (Kish, 2008). No entanto, a dose necessaria para
produzir o efeito de euforia, tipico do consumo abusivo desta droga, € de 40 a 60 mg/dia.

O grupo metilo adicional da METH confere-lne uma maior lipossolubilidade
relativamente a anfetamina, que se traduz na maior facilidade de transporte através da barreira
hematoencefalica (BHE), maior estabilidade contra a degradacdo enzimatica pela monoamina

oxidase (MAO) e, consequentemente, maior duracdo da acdo (figura 2).

Metanfetamina

ZT1

D-anfetamina
MNH.

Figura 2 — Estrutura quimica da metanfetamina e da d-anfetamina. Adaptado de Barr et al.
(2006).

——
~
| —



O efeito antidepressivo do exercicio fisico em | 2013
murganhos submetidos a uma dose neurotoxica de
metanfetamina

Os consumidores de METH iniciam a sua administragdo geralmente por via oral ou
intranasal, podendo progredir para administracdo intravenosa e, ocasionalmente, podera ser
fumada.

Quando fumada ou injetada por via intravenosa, o efeito da droga é praticamente
imediato, provocando um intenso prazer (rush ou flash) que dura apenas alguns minutos
(Kish, 2008). Isto acontece porque, se fumada, a sua biodisponibilidade podera alcancar os
90%, valor extremamente proximo dos 100% alcancados na injecao intravenosa (Schifano et
al., 2007). Deste modo, estas duas vias de consumo permitem uma maior concentracdo da
droga nos locais de acdo a nivel do SNC e, por este motivo, ttm um maior potencial de
dependéncia e aumentam o risco de overdose (McAvoy, 2009). A utilizacdo intravenosa
acrescenta-se ainda o perigo de transmissdo de doencas infecto-contagiosas, como a hepatite
C e o virus da imunodeficiéncia humana (VIH) (Degenhardt et al., 2010).

Quando consumida por via intranasal ou oral, a METH provoca uma euforia menos
imediata e ndo tdo intensa como o0 rush que se obtém pelas vias intravenosa e inalatoria. Por
exemplo, apds ingestdo oral, a METH é rapidamente absorvida, devido a sua elevada
lipossolubilidade, atingindo um pico plasmatico de 0,01-2,5 mg/mL entre as 2,6 e 3,6 h
(Cunha-Oliveira et al., 2013; Cho & Melega, 2002). Os seus efeitos agudos normalmente
persistem durante 4 a 8 h, mas os efeitos residuais poderdo durar até 12 h (Cunha-Oliveira et
al., 2013; McAvoy, 2009). A eliminacdo urinaria comeca cerca de 3 h ap6s a administracdo da
droga, mas pode prolongar-se durante 4 a 7 dias, dependendo da dose, da via de administragdo
e do pH da urina (Logan, 2002).

O efeito farmacoldgico das drogas de abuso depende do seu modo de administracéo,
que afeta a sua biodisponibilidade (a propor¢do de droga absorvida na circulacdo sistémica), a
extensdo da sua distribuicdo pelos locais alvo e a sua biotransformagdo ou metabolismo, que
ocorre, maioritariamente no figado (Cunha-Oliveira et al., 2013).

A intensidade e o inicio dos efeitos psicotrépicos sdao determinados pela rapidez da
chegada da droga ao SNC. Os consumidores aprendem a maximizar a sua biodisponibilidade,
adaptando os métodos e vias de administracdo para otimizar a sua distribuicéo pelo cérebro.

Imediatamente ap0s ser consumida, a METH provoca uma sensacdo de euforia,
aumento de produtividade e energia, hipersexualidade e diminuicdo da ansiedade (Homer et

al., 2008; Meredith et al., 2005). Estes efeitos podem durar vérias horas devido ao tempo de
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meia vida de eliminacdo da droga do organismo, que varia de 10 a 12 h (Schepers et al.,
2003). O consumo de METH pode ainda condicionar agitacdo, taquicardia, hipertensdo e
hipertermia (Murray, 1998; Lynch & House, 1992). A ingestdo de doses elevadas da droga
pode causar consequéncias mais severas que colocam a vida do consumidor em risco, como
hipertermia acima dos 41°C, faléncia renal e hepética, arritmias, enfarte, hemorragias ou

acidentes vasculares cerebrais e convulsdes (Darke et al., 2008).

1.1.3. Metanfetamina e as vias dopaminérgicas mesocorticolimbica e
nigroestriada

A METH estimula as vias dopaminérgicas mesocorticolimbica e nigroestriada. Este
estimulante também modula adicionalmente a neurotransmissdo noradrenérgica e
serotonérgica. A METH condiciona, assim, o aumento dos teores extracelulares das
monoaminas DA, 5-HT e NA (Justinova et al. 2009).

1.1.3.1. Vias

A maioria dos neurénios produtores de DA no cérebro esta localizada em nucleos do
tronco cerebral: a substancia nigra pars compacta (SNpc) e a area tegmental ventral (VTA).

A via nigroestriada (figura 3) projeta-se desde a SNpc até ao estriado dorsal (nlcleo
caudado e putdamen) e tem um papel proeminente no planeamento motor e execucdo do
movimento, apesar de também desempenhar um papel importante em funcbes como a
cognicdo (Wise et al., 2009; McClure et al., 2003; Maharajan et al., 2001).

A via mesocortical (figura 3) inicia-se na VTA e projeta-se essencialmente para o
cortex pré-frontal, giro cingulado e cortex orbitofrontal (Tzschentke, 2004). Cré-se que esta
via seja importante para a concentracdo e funcfes executivas, como a memoria de trabalho.
Esta via é também relevante para o comportamento compulsivo e auséncia de controlo num

contexto de viciagdo (Volkow et al., 2001a).
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A via mesolimbica (figura 3) também tem inicio na VTA, mas projeta-se para o
estriado ventral [incluindo o nucleo accumbens (NAc)], nacleo da estria terminal, hipocampo,
amigdala e septo. E particularmente importante para a motivacao, o prazer e a recompensa.

A funcdo pituitaria anterior também esté sob o controlo dopaminérgico. Com efeito, a
via tuberoinfundibular (figura 3) inicia-se no ndcleo arqueado do hipotalamo (regido tuberal)
e projeta-se para a sua eminéncia mediana (regido infundibular), onde a libertacdo de DA
inibe a secrecdo de prolactina (Ben-Jonathan & Hnasko, 2001). Esta via dopaminérgica
poderd facilitar a transmissdo de informacdo do tdlamo para o neocortex (parte cortical do
sistema limbico), estriado e amigdala.

Dopamine Pathways Thalamus

Mesocortical
Mesolimbic
Nigrostriatal
Tuberoinfundibular

Thalamic y - . Prefrontal Cortex

Anterior Cingulate Cortex

Caudate/Putamen
Nucleus Accumbens

Entorhinal Cortex
Amygdala/Hippocampus

| Hypothalamus

|
Periaqueductal Grey Area ‘, / Medial Forebrain Bundle

Substantia Nigra

Ventral Tegmental Area

Figura 3 - Vias dopaminérgicas no cerebro humano: nigroestriada, mesocortical,
mesolimbica e tuberoinfundibular (seccdo sagital). Projecdo dos varios sistemas

dopaminérgicos para as respetivas regides cerebrais. Imagem retirada de Szabo et al. (2004).
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1.1.3.2. Sintese e sinalizacdo de dopamina

A sintese de DA (figura 4) é feita a partir do aminodcido tirosina, que € convertido em
L-3,4 dihidroxifenolalanina (L-DOPA), pela enzima tirosina hidroxilase (TH), sendo esta a
etapa limitante da producdo de DA (Dunlop & Nemeroff, 2007). A L-DOPA, por sua vez, é
convertida em DA por uma descarboxilase ndo especifica.

A DA ¢é posteriormente armazenada em vesiculas sinapticas, cuja entrada esta
dependente de um transportador existente na membrana — transportador vesicular de
monoaminas (VMAT) (Estevinho & Fortunato, 2003).

A libertacdo de DA envolve tipicamente exocitose, provocada por um influxo de
calcio, para o espaco sinaptico (Granner, 2000). A DA é removida do espaco extracelular,
principalmente por recaptagdo para os terminais pré-sinapticos mediada pelo DAT (Szabo et
al., 2004). No entanto, o cortex pré-frontal de humanos e roedores, possui baixa densidade de
DAT nos axénios dopaminérgicos (Sesack et al. 1998). Consequentemente, a libertacéo
sinaptica de DA é menos regulada por recaptacdo pelos terminais, sendo a difusdo
extracelular desta monoamina relevante. Pés-sinapticamente, a DA é inativada pela catecol o-
metiltransferase (COMT), existente essencialmente em células da glia. A enzima MAO
(monoamina oxidase; localizacdo pré- e pds-sinaptica), juntamente com a COMT, originam
os intermedidrios acido 3,4-dihidroxifenilacético (DOPAC) e 3-metoxitiramina (3-MT) antes
de formar o produto final de excregdo, o &cido homovanilico (HVA).

A DA é agonista dos recetores dopaminérgicos: a familia D1, que compreende 0s
subtipos D1 e D5 (excitatorios) e a familia D2, que compreende os subtipos D2, D3 e D4
(inibitorios) (Dunlop & Nemeroff, 2007).

A ligacdo da DA aos recetores da familia D1 ativa a enzima adenil ciclase (AC),
aumentando assim a concentragdo intracelular de adenosina monofosfato ciclica (CAMP)
(Mansour et al., 1998). Por sua vez, este segundo mensageiro aumenta a sinalizacdo
dependente da atividade da proteina cinase A (PKA), incluindo a ativacdo de fatores de
transcricdo que condicionam modificagdes persistentes na transmissdo sinaptica controlada
pela DA (Giraul & Greengard, 2004).

A familia de recetores D2, quando estimulada, leva a uma reducéo da atividade da AC.

Para além de estarem expressos pds-sinapticamente, existem recetores D2 somatodendriticos
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e pré-sinapticos que funcionam como autorrecetores: a ativacdo dos recetores D2
somatodendriticos provoca uma diminuicao da estimulacdo celular e a ativacdo dos recetores
D2 pré-sindpticos condiciona uma reducdo da quantidade de DA libertada por cada potencial
de acdo (Szabo et al., 2004). Estd também descrita uma interacdo pds-sindptica entre 0s
recetores D1 e D2 (Clark & White, 1987).

A

Apomorphine

cCAMP /
\ Cellular Responses

2ODSDPDIY

Figura 4 — Sinalizacéo sinaptica dopaminérgica. AADC, Descarboxilase dos Aminoacidos L-
Aromaticos; AMPT, a-metil-p-tirosina; AC, adenil ciclase; cCAMP, adenosina monofosfato
ciclica; COMT, catecol o-metiltransferase; D1-D5, recetores de dopamina do 1 ao 5; DA,
dopamina; DAT, transportador de dopamina; DOPA, 3,4-dihidroxifenilalanina; DOPAC,
acido dihidroxifenilacético acid; Gi, Go, e Gs, subunidades da proteina G; HVA, acido
homovanilico; MAO, monoamina oxidase; MT, 3-metoxitiramina; TH, tirosina hidroxilase; e

VMAT, transportadores vesicular de monoaminas. Imagem retirada de Szabo et al (2004).
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1.1.3.3. Metanfetamina e dopamina

A libertacdo de DA pode ser mediada por dois mecanismos distintos: libertagcdo
vesicular (dependente de célcio) e libertacdo mediada pelo transportador DAT (Jones et al.,
1998). A libertacdo de DA induzida por METH ocorre pelo segundo mecanismo: transporte
reverso.

A METH entra nos terminais por difusdo passiva, sendo transportada pelo VMAT para
o interior das vesiculas, dissipando o gradiente protonico imposto pela H'-ATPase.
Consequentemente, a METH induz deplecao vesicular, favorecendo a acumulacédo de DA no
citosol (figura 5). A inibicdo da enzima MAO pela METH também pode também diminuir a
degradacdo da catecolamina, contribuindo para a sua acumulagédo no citosol (Cunha-Oliveira
etal., 2013).

Esta alteracdo do gradiente de DA desencadeia a inversdo do DAT, favorecendo a
libertacdo de DA (Justinova et al., 2009).
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Figura 5 — Eventos nos terminais dopaminérgicos despoletados pela metanfetamina
(METH). 1) Redistribuicdo das catecolaminas das vesiculas sindpticas para o citosol e
transporte de neurotransmissores através da membrana citoplasmatica; 2) Inibicdo da
recaptacdo neuronal pela ocupagdo do transportador de dopamina (DAT) pela METH; 3)
diminuicdo da expressdo do DAT a superficie celular; 4) inibicdo da atividade da monoamina
oxidase (MAOQ); 5) alteracdo da atividade e expressdo da tirosina hidroxilase (TH). Imagem
retirada de Barr et al. (2006).

A massiva libertacdo de monoaminas no cérebro, incluindo a DA, é responsavel pelo
comportamento caracteristico observado em consumidores de METH: uma intensa
estimulacdo psicomotora (Robinson & Becker, 1986). Eradiri & Starr (1999) observaram que,
ratos exibiram hiperatividade locomotora minutos ap6s o consumo de METH (5 mg/kg i.p.),
com nitidos movimentos estereotipados, incluindo farejar o chdo, movimentos verticais da

cabeca e morder.

1.1.3.4. Metanfetamina e neurotoxicidade: disrup¢do da homeostasia
dopaminérgica e astrogliose

O potencial para a neurotoxicidade mediada pela METH pode variar com a idade, com a
exposicdo continua a droga, ou até com o contexto comportamental da administracdo da droga
(Berman et al., 2008).

A toxicidade dopaminérgica (Stephans & Yamamoto, 1996; O’Dell et al., 1993) é
inferida pelos défices nos marcadores fenotipicos para os terminais nervosos dopaminérgicos,
incluindo a propria DA e as suas enzimas biossintéticas TH e descarboxilase dos aminoacidos
L-aromaticos (AADC) e os transportadores DAT e VMAT-2 (figura 6).

A DA libertada no citosol devido a acdo da METH, auto-oxida-se, formando quinonas
e semiquinonas, potencialmente tdxicas para as células, além* de espécies reativas de oxgénio
(ROS), como os radicais superdxido (O,") e perdxido de hidrogénio (H202) (Melega et al.,

2007; Cadet & Brannock, 1998). A subsequente formacéo de radicais hidroxilo através de
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interacbes de O,” e H202 com metais de transicdo, leva a stresse oxidativo, disfuncédo
mitocondrial e dano peroxidativo para as membranas pré-sinapticas.

O envolvimento de DA enddgena na neurotoxicidade da METH ¢é suportado por
evidéncias de que o inibidor da TH, a a-metil-p-tirosina (AMPT), o qual bloqueia a sintese de
DA, oferece protecdo contra esta toxicidade (Axt et al., 1990; Gibb & Kogan, 1979;
Hotchkiss & Gibb, 1980). Além disso, o papel da DA € suportado por observacdes de que o
inibidor da MAO, a clorgilina, (Thomas et al., 2008; Kita et al., 1995) e o inibidor irreversivel
do transporte vesicular, a reserpina, (Kuhn et al., 2008; Thomas et al., 2008) os quais resultam
num aumento dos niveis citoplasmaticos de DA, podem exacerbar a toxicidade induzida pela
METH. Em suma, admite-se que estes eventos sejam parcialmente responsaveis pela
disfuncdo dos terminais dopaminérgicos. A libertacdo de DA dos terminais também contribui
para estes efeitos deletérios. De facto, o &cido anfonélico (inibidor do DAT), ao bloquear a
libertacdo de DA induzida pela METH, pode prevenir o dano em axonios dopaminérgicos
(Fumagalli et al., 1998; Marek et al., 1990).

Os efeitos toxicos da libertacdo de DA podem ainda ocorrer pela ativacdo de recetores
de DA: antagonistas destes recetores bloqueiam a degeneragdo dos terminais dopaminérgicos
(O'Dell et al., 1993; Sonsalla et al., 1986). E relevante referir que interagdes da DA com
recetores da familia D1 na membrana pds-sinapticas; causam ativacdo de varios fatores de
transcrigdo (ex. familias AP-1, NF-xB ou AP-2, importantes na lesdo neuronal, controlo da
apoptose e de vias de sobrevivéncia) e subsequente sobrerregulacdo de cascatas apoptéticas
em neurdnios pés-sinapticos (Dalton et al., 1999; Poli et al., 2004). Estas cascatas podem ser
parcialmente inibidas pelo antagonista dos recetores D1, SCH23390 (O'Dell et al., 1993;
Sonsalla et al., 1986). Adicionalmente, a sulpirida (antagonista dos recetores da familia D2),
também bloqueia os efeitos tdxicos induzidos pela METH nos sistemas dopaminérgicos
(Sonsalla et al., 1986). Um outro antagonista destes recetores D2, a eticloprida, também

previne a depleccdo dos teores totais de DA.
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Figura 6 — Representacdo esquematica dos eventos celulares e moleculares envolvidos

induzidas pela
metanfetamina (METH). A figura sumariza resultados de varios estudos que se debrugaram
sobre o0 papel da dopamina (DA), nos mecanismos de toxicidade da METH. Imagem retirada
de Krasnova & Cadet (2009).

Eisch et al. (1992) relataram que os terminais dopaminérgicos no estriado ventrolateral

de DA a retomarem os valores basais em cerca de um ano (Cass, 2000; Harvey et al.,

duradouro, mas ndo permanente.

sdo mais visados do que os terminais no estriado dorsolateral, sendo o NAc largamente
poupado. Apesar de doses agudas de METH produzirem lesBes significativas nos terminais
dopaminérgicos estriatais, os corpos celulares das células dopaminérgicas sdo essencialmente
1992; Ricaurte et al., 1982). A neurotoxicidade imposta pela droga

nos marcadores dopaminérgicos reverte apds um periodo de tempo prolongado, com 0s niveis

2000;

Cass & Manning, 1999). Isto é sugestivo de que o dano nos terminais dopaminérgicos é

Fantegrossi et al. (2008) e Achat-Mendes et al. (2005) e Ladenheim et al. (2000)
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administracdo de METH (5 ou 10 mg/kg, 4 injecGes, a cada 2 h). Também em ratos,
Armstrong & Noguchi (2004) e Stephans & Yamamoto (1996) registaram reducdes de DA
cortical, 3-4 dias apos a injecdo de METH (32 mg/kg, durante 5 dias, ou 7,5 mg/kg, 3
injecOes, a cada 2 h, respetivamente). As alteraces neuroquimicas foram sublinhadas por
evidéncias neuroanatdmicas da degeneracdo das fibras monoaminérgicas apds tratamentos
agudos com METH (Bowyer et al., 2008; Schmued & Bowyer, 1997).

Estudos de neuroimagem em humanos consumidores desta droga mostram
diminuicdes nestes marcadores dopaminérgicos, bem como anomalias generalizadas na
estrutura e funcdo do cortex cerebral, em concordancia com o que acontece em modelos
animais (Sekine et al., 2006; Kim et al., 2006, London et al., 2005; Thompson et al., 2004;
Volkow et al., 2001a,b,c; McCann et al., 1998). Com efeito, a semelhanca do que foi
observado em animais tratados com regimes agudos de METH, consumidores em privagédo
exibiram diminuigdes duradouras na ligacdo ao DAT cortical e estriatal (Volkow et al.,
2001b). Este efeito foi revertido 2 a 17 meses ap6s a paragem do consumo. No entanto,
alguns autores sugerem que persistem sequelas funcionais, mesmo ap6s um longo periodo de
abstinéncia.

Estudos de imagem e analises post-mortem corroboram que consumidores crénicos de
METH exibem reducGes nos niveis de marcadores terminais de neurénios dopaminérgicos
(DA, TH e DAT), principalmente no estriado (Kish et al. 2009; Kitamura et al. 2007; Wilson
et al. 1996). Em casos de consumo extremo, existe ainda uma diminuicdo da densidade de
VMAT-2 nesta regido (Kitamura et al., 2007).

Adicionalmente, Berman et al. (2008) descreveram anomalias estruturais do cérebro
associadas ao consumo de METH, incluindo a diminuicdo de volume de matéria cinzenta
cortical, que pode refletir padrGes cerebrais que predispdem para a dependéncia pela
substancia. Por outro lado, o consumo desta droga pode induzir hipertrofia estriatal, que
podera refletir compensacédo pela toxicidade nos ndcleos da base, ricos em DA. Berman et al.
(2008) afirmaram ainda que existem também alteracdes na atividade cerebral associadas a um
abuso cronico da droga: aumento anormal da atividade na amigdala, no estriado ventral e no
cortex orbito-frontal lateral. Por outro lado, ha uma diminuicdo da atividade no cortex pré-
frontal medial e, especialmente, no cortex cingulado. A METH atua também nos terminais

serotonérgicos, ao nivel do cortex pré-frontal (O’Dell et al., 2012), resultando numa deplecdo
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de 5-HT, do transportador de 5-HT (5-HTT) e da triptofano hidroxilase (TPH) (Kish et al.
2009; Sekine et al. 2006; Hotchkiss et al. 1980). Estas deple¢des induzidas pela droga nos
marcadores serotonérgicos sdo suscetiveis de retomarem os valores basais de 5-HT em cerca
de seis meses (Cass, 2000; Harvey et al., 2000; Cass & Manning, 1999).

O papel da glia na neurotoxicidade induzida pela METH tem sido foco de imensa
atencdo. A microglia exibe proliferacdo e reativacdo (microgliose) em estados patoldgicos,
tais como doencas neurodegenerativas, trauma e isquémia (Streit, 2002, 2005; Hanisch,
2002). Alguns estudos sugerem que a ativagdo da microglia estd também envolvida na
neurotoxicidade da METH. De facto, a atenuacédo da ativacdo da microglia reduziu a deplecéo
de DA ou o défice de imunorreatividade do DAT, no estriado, causado pela administracdo de
METH (5 mg/kg, 4 injecdes, a cada 2 h) (Thomas & Kuhn, 2005; Thomas et al., 2004a, b;
LaVoie et al., 2004).

De acordo com estudos post mortem, a ativagdo microglial em &reas que sofrem
degeneracdo neuronal sugere que a proliferacdo glial pode também modular o processo
neurotoxico produzido pelo consumo cronico da METH (Guilarte et al., 2003; LaVoie et al.,
2004; Pubill et al., 2003; Thomas & Kuhn, 2005; Thomas et al., 2004a,b). Segundo Sekine et
al. (2008), os niveis de ativagdo da microglia correlacionam-se inversamente com a duracéo
da privacdo do consumo de METH em humanos.

Tem sido também investigado as alteraces do fendtipo dos astrdcitos o, as células
mais abundantes da glia, num contexto de neurotoxicidade induzida pela METH. Os
astrdcitos sao elementos muito importantes na plasticidade sinéptica, na integridade da BHE,
no metabolismo e em estratégias antioxidantes (Parpura & Zorec, 2010; Perea & Araque,
2010; Correale & Villa, 2009; Gibbs et al., 2008; Li et al., 2005; Dringen, 2000) A
proliferacdo e reativacdo dos astrocitos (astrogliose) € considerada um dos marcadores de
neurotoxicidade (Ridet et al., 1997). Foi demonstrado que a administracdo de doses
neurotoxicas de METH (10, 20, 30 ou 40 mg/kg, dose Unica; ou 10 mg/kg, 4 injecdes, a cada
2 h (Bowyer et al., 2008; Pubill et al., 2003; Cappon et al., 2000; Fukumura et al., 1998;
O’Callaghan & Miller, 1994) produziu um aumento na densidade estriatal da proteina glial
fibrilar acida (GFAP; uma proteina estrutural dos astrocitos, marcadora de astrogliose) pelo

menos até 14 dias pos-tratamento. Destes autores, apenas O’Callaghan et al. (1994)
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investigaram a astrogliose no cortex, observando um aumento dos niveis de GFAP, 14 dias

apos administracdo de METH (10 mg/kg, 4 injecdes, a cada 2 h).

2. Depressao

A tristeza é uma emocéo inerente a condicdo humana. Quando é experienciada de
modo pervasivo, com um grau de intensidade e duracdo com interferéncia no funcionamento
do individuo e dos que o rodeiam, podera constituir a entidade clinica designada de depressao.

A sindrome depressiva inclui os seguintes sintomas: humor deprimido ou disférico,
perda de interesse e prazer (abulia e anedonia), alteracdo do sono, do apetite e do peso,
agitacdo ou lentificacdo psicomotora, dificuldades de concentracdo, diminuicdo da energia,
sentimentos de inutilidade, culpa e ideacdo suicida (APA, DSM-IV-TR, 2000).

A depressdo €, assim, uma doenca neuropsiquiatrica altamente incapacitante e a
principal causa de suicidio no mundo. Apresenta uma elevada prevaléncia em toda a vida
(12% a 50%), antecipando-se um incremento destes nimeros nos proximos anos (Kessler et
al., 2005; Blumenthal et al., 2007).

Estima-se que 31 a 42% dos casos de depressdo sejam de origem hereditaria (Dunlop
& Nemeroff, 2007). Contudo a etiologia é complexa e mal conhecida, pressupondo-se uma
interacdo de fatores genéticos, biologicos, ambientais e psicolégicos. Assim, individuos
vulnerdveis e/ou expostos a determinados stressores enddgenos e exogenos, poderdo
desenvolver uma disfuncdo emocional, cognitiva, comportamental e somatica que se traduz
no sindrome depressivo (Tsuang et al. 2004). O abuso de psicoestimulantes é também um
fator de risco para a depressao.

Existem varias modalidades de tratamento, sendo o recurso a antidepressivos a mais
utilizada, com taxas de resposta muitas vezes insatisfatorias. Apenas 50-70% dos doentes
apresentam remissdo completa dos sintomas, com necessidade de tratamento de longo prazo e
subsequente exposicdo a efeitos secundarios relevantes, designadamente gastrointestinais,
hepéticos e sexuais. As abordagens psicoterapéuticas sdo importantes, mas insuficientes em
monoterapia nos casos moderados a graves, estando a electroconvulsivoterapia reservada

sobretudo as depressdes resistentes, com boas taxas de resposta, mas com necessidade de
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aplicacdes repetidas e alguns riscos, nomeadamente cognitivos (Berton & Nestler, 2006;
Racagni & Popoli, 2008).

Face ao impacto que esta perturbacdo apresenta em todo o mundo, bem como aos
inconvenientes terapéuticos supracitados, verifica-se a necessidade de um maior investimento
na investigacdo de métodos alternativos de tratamento da depressdo. O exercicio fisico, sendo
capaz de aliviar os sintomas da depressdo (APA, DSM-IV-TR, 2000), parece ser uma

estratégia alternativa, ndo farmacologica, no tratamento da depresséo.

2.1. Comportamento depressivo e/ou ansioso na fase de privacao da
metanfetamina

Investigadores mostram que o abuso de substancias e disturbios de humor ocorrem,
geralmente, em conjunto. A fase inicial da privacio em consumidores cronicos, é
caracterizada por sintomas psiquiatricos e somaticos e é frequentemente referida de crash,
(APA, DSM-1V-TR, 2000). Por exemplo, a privacao de psicoestimulantes, apds consumo de
elevadas doses, precipita uma condicdo com uma semelhanca notavel aos sintomas de
depressdo (Barr et al. 2002). De facto, os efeitos da privagdo de psicoestimulantes sdo
sobreponiveis com os critérios de diagnostico para a depressdo (APA, DSM-IV-TR, 2000).
Contudo, ao contrario da depressdo, a maioria destes efeitos induzidos pelos
psicoestimulantes sdo transitorios, enquanto na depressao esses sintomas persistem por meses
(Barr et al. 2002).

A privacdo da METH ap6s abuso crénico pode contribuir para distarbios de humor,
ansiedade, agressividade, isolamento social, psicose, défices de atencdo e de memdria na
tomada de decisdes (fungéo executiva), disfungdo psicomotora e um imenso desejo pela droga
(Darke et al. 2008; Homer et al. 2008; Scott et al. 2007; Semple et al. 2005).

Estas alteragbes neuropatoldgicas sédo sublinhadas por alteragfes neuroquimicas nas
vias dopaminérgicas, que persistem apds a paragem do consumo (Zweben et al., 2004). Em
modelos animais, a privacdo de METH induz alteragcbes neuroquimicas no NAc (circuito de

recompensa), levando a fenétipos depressivos em roedores, incluindo desespero, letargia,
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anedonia (forte diminuicdo do interesse e prazer no desempenho de todas, ou quase todas, as
atividades) e ansiedade (Di Chiara et al., 1999; Paulson et al., 1991).

Muito recentemente, Jang et al. (2013) verificaram um comportamento do tipo
depressivo em ratos durante uma fase inicial de privacdo (4-7 dias), apds consumo
compulsivo de METH (0,05 mg/kg/autoadministracdo, 1 h ou 6 h, durante 13 sessdes).
Kitanaka et al. (2010) sugeriram que uma dose uUnica e baixa de METH (1 mg/Kkg, i.p.)
condicionou disforia 24 h apd6s a administracdo deste psicoestimulante pela observacdo da
diminuicdo da locomocéo voluntaria Esta alteracdo de humor é caracteristica da fase de
privacdo aguda de METH.

Cryan et al. (2003) observaram um aumento na imobilizacdo de murganhos 24 h apos
privacdo de METH (5 mg/kg/dia, durante 7 dias) no teste tail suspension sugerindo que ha um
comportamento do tipo-depressivo. Timar et al. (2003) reportaram uma reducao da atividade
locomotora espontanea em ratos 3 dias apds tratamento com METH (10 mg/kg, 4 injecdes
subcutéaneas, a cada 2 h). Contudo, este efeito foi transitorio visto que 1, 2 e 4 semanas depois
da administracdo de METH os animais revelaram um comportamento locomotor normal.

Pometlova et al. (2007) e Slamberova et al. (2010) demonstraram que doses baixas de
METH (0,5, 1,0 e 1,5 mg/kg) produziram um efeito ansiogénico em ratos, observando uma
diminuicdo da interacBes social dos animais em testes de comportamento social. Este efeito
ansiogeénico é consistente com os estudos prévios feitos por Biala & Kruk (2007) e Hayase et
al. (2006). No entanto, estes autores usaram doses mais elevadas ou administragdes repetidas
da neurotoxina (2 mg/kg, ip, durante 9 dias e 15 mg/kg, i.p., respetivamente). Também
Kitanaka et al. (2010) observaram um aumento da ansiedade em murganhos, na fase de
privacdo, apos injecdo de METH (1,0 ou 2,5 mg/kg, i.p., 2 vezes por dia, durante 10 dias
consecutivos). Num outro estudo de Hayase et al. (2005) o comportamento do tipo ansioso
desapareceu 10 dias apds a administracdo repetida de METH (4 mg/kg, i.p., durante 7 dias).
Contudo, é escassa a informacdo sobre o comportamento ansioso/depressivo em periodos
prolongados de abstinéncia.

Finalmente a privagdo de psicoestimulantes parece fornecer a base para o
desenvolvimento de um modelo animal de sintomatologia ansiosa/depressiva, permitindo

assim o rastreio de novas abordagens farmacoldgicas ou ndo farmacoldgicas.
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2.2. Envolvimento da via mesocortical na depressao e na ansiedade

O cortex frontal (figura 7) esta associado ao raciocinio, planeamento, discurso,
movimento, emocgOes e resolucdo de problemas. Adicionalmente, esta regido cerebral tem
uma funcdo executiva e integradora. De facto, esta regido recebe informagéo visual altamente
processada e informacdo auditiva a fim de orientar a decisdo comportamental adequada as
circunstancias e exigéncias do meio (Mackay et al., 2010). De acordo com a literatura, a
tristeza e a ansiedade, em individuos normais, aumenta a atividade em algumas areas do
cortex frontal (Goldwater et al., 2009). Isto é consistente com esta regido cerebral ser
essencial para a regulacdo dos estados de humor.

Casos familiares de depressdo mostram anomalias no cortex frontal. Alguns estudos
revelaram alteracBes das medidas volumétricas desta estrutura. Por exemplo, Elkis et al.
(1996) verificaram uma reducdo na quantidade de tecido no cortex frontal de jovens que
padeciam de depressdo. Estudos post mortem apresentaram ainda uma diminui¢do no nimero

de células da glia nesta regido.

Lobo frontal

Lobo parietal

Lobo temporal Lobo occlipital

Figura 7 — Os quatro lobos do cortex cerebral: frontal, parietal, temporal e occipital.

Imagem retirada de Shaw et al. (2012).
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A motivacdo, a rapidez psicomotora, a concentracao e a capacidade de sentir prazer
sdo aptidGes reguladas, em parte, pela DA e uma disfuncdo nos seus circuitos sdo
caracteristicas proeminentes de depressdo. Foi demonstrado que individuos com depressdo
severa exibiram uma diminuicdo da concentracdo de metabolitos de DA, tanto no liquido
cefalorraquidiano, como em regides cerebrais que medeiam o humor e a motivagéo (Dunlop
& Nemeroff, 2007).

A desregulacéo da libertacdo de DA podera tambem contribuir para a patofisiologia da
depressdo. Estudos usando modelos animais de roedores comprovaram que uma diminuicao
da concentracdo de DA correlaciona-se com uma reducdo na tentativa de os animais
conquistarem recompensas especificas (Neill et al. 2002; Salamone et al. 1999). Foi também
sugerida que a depressdo esta associada a uma sobrerregulacdo compensatoria dos recetores
dopaminérgicos D2. Estas alteracGes na sinalizacdo de DA podem estar subjacentes ao
aumento das sensacdes de prazer experienciados por individuos deprimidos tratados com
anfetamina comparados com a resposta de individuos controlo normais e com menor grau de
severidade da doenca. Deste modo, os primeiros agentes a serem usados para tratar a
depressdo foram psicoestimulantes (ex. cocaina ou anfetamina), pelo aumento que provocam
na libertacdo de DA e bloqueio do transportador de DA (DAT), apesar de também atuarem
nos neuronios serotonérgicos e noradrenérgicos. Apesar desta relacdo entre a DA e a
depressdo, a maioria dos antidepressivos atua especialmente nos circuitos serotonérgicos e
noradrenérgicos (NIH, 2011).

Disfuncdes dopaminérgicas no sistema mesocortical estdo também envolvidas na
patofisiologia de distirbios de ansiedade. O stresse agudo aumenta a libertacdo e o
metabolismo de DA no cortex frontal (Thierry et al., 1998). Adicionalmente, uma ativacdo
transitoria da VTA parece despoletar a expressdo de ansiedade e aversdo durante a privacédo

de multiplas classes de drogas de abuso.

3. Fatores neurotroficos — BDNF e GDNF

Os fatores neurotroficos sdo uma familia de proteinas que promovem a diferenciagéo e

sobrevivéncia de neuronios e participam na modulacdo da transmissdo e plasticidade
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sinapticas (Kermani et al., 2007). Estdo ainda associadas a modulacdo das vias
dopaminérgicas (Yacoubian et al. 2009; Saha et al., 2006).

Todas as neurotrofinas sdo sintetizadas primeiramente na forma de pré-pro-
neurotrofinas. O mMRNA (&cido ribonucleico mensageiro) das neurotrofinas direciona a sintese
da proteina nascente para o reticulo endoplasmatico, através da sequéncia sinal, para que esta
siga a via secretora. A sequéncia sinal é clivada no reticulo endoplasmatico dando origem as
pré-neurotrofinas, que espontaneamente formam dimeros através de ligacdes ndo covalentes.
Estes dimeros na forma de pro-neurotrofinas podem ser clivados intracelularmente (antes de
serem secretados) ou extracelularmente (depois de terem sido secretados) ou podem mesmo
nunca virem a ser clivados (revisto em Lessmann et al.,, 2003). A clivagem das pro-
neurotrofinas origina neurotrofinas designadas de maduras. Tanto as pré-neurotrofinas como
as formas maduras das neurotrofinas atuam como moléculas sinalizadoras, contudo, com
propriedades de sinalizag&o distintas (Lee et al., 2001).

A relacdo entre os mecanismos de viciacao, a neurotoxicidade produzida pela METH e o
fator neurotrofico derivado do cérebro (BDNF), bem como o fator neurotréfico derivado da
linhagem de células gliais (GDNF) tem sido alvo de estudo (Cass et al., 2006; LaVoie et al.,
2004).

No caso do BDNF, este é sintetizado como uma isoforma percursora de 32 kDa
(proBDNF) que origina por clivagem proteolitica uma isoforma madura de 14 kDa
(matBDNF) ou uma isoforma truncada de 28 kDa (Mowla et al., 2001; Seidah et al., 1999). O
matBDNF liga-se aos recetores tirosina cinase B (Trk B) e desencadeia uma série de vias de
sinalizacdo anti-apoptéticas e plasticidade neuronal, incluindo a via fosfatidilinositol 3-
cinase/proteina cinase B (PI3K/Akt) (figura 8) (Patapoutian et al., 2001; Dechant et al., 2001).
A ativacdo destas vias promove a fosforilagdo do promotor de morte associado a Bcl-xL/Bcl-
2 (BAD), promovendo a inibicdo de vias apoptoticas (Nakagawa et al., 2004; Mandic et al.,
2003). Por outro lado, o proBDNF tem afinidade para o recetor de neurotrofinas p75,

provocando efeitos pré-apoptoticos e antiplasticidade.
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Figura 8 — Vias de sinalizacdo de BDNF. BDNF ativa as vias AKT e ERK1/2. PI3K causa
indiretamente a fosforilacdo de AKT que, por sua vez, fosforila e inibe proteinas apoptoticas
(FOXO03 e BAD). ERK1/2 é fosforilada por uma cascata de cinases (RAF para MEK para
ERK1/2) que ¢ ativada pela RAS que, por sua vez, é ativada por RAS-GEF (modulada por
Grb2), que esta ligada a dimeros TrkB fosforilados. Esta via também pode ser fosforilada pela
proteina cinase dependente de célcio/calmodulina (CaMKII). Figura retirada de Mitchell
(2010).

O GDNF é um homodimero glicosilado, ligado por uma ponte dissulfito, com 32-42
kDa, inicialmente sintetizado na forma de um percursor, o pré-pr6-GDNF, que por clivagem
proteolitica, da origem a duas isoformas de pr6-GDNF com ~16 kDa: a-pr6-GDNF ou p-pro-
GDNF, que sdo armazenadas em vesiculas (Matsushita et al.,, 1997). AlteracGes na
concentragdo de calcio intracelular resultam na secre¢do de B-pr6-GDNF e clivagem do pro-
dominio, originando GDNF maduro (Lonka-Nevalaita et al., 2010). O GDNF liga-se ao seu
recetor, recetor al da familia do GDNF (GFRal), ativando o recetor Ret com atividade
tirosina cinase (Ret — rearranged during transfection) por autofosforilagéo (Ugarte et al.,
2003; Ho et al., 2002) (figura 9). Uma das vias de sinalizacéo ativada é a PI3K/Akt. O seu
efeito neuroprotetor é provavelmente mediado pela inibicdo da sinalizacdo apoptotica (Ho et
al., 2002).
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Figura 9 — Vias de sinalizacdo de GDNF. A ligacdo de GDNF a GFRal leva a ativacdo
de Ret por autofosforilacdo de residuos de tirosina (a vermelho). Por sua vez, Ret ativa varias
vias de sinalizagdo (a verde): MAPK (ERK1/2), PI3K e PLCy. Imagem retirada de Carnicella
& Ron (2009).

3.1. Efeito neurorreparador de BDNF e GDNF

Chen et al. (2012) mostraram, pela primeira vez, que 0s niveis de BDNF no soro
baixaram significativamente em consumidores de METH, durante as primeiras 3 semanas de
privacdo. Adicionalmente, Kim et al. (2005) observaram que consumidores cronicos deste
estimulante em abstinéncia, durante pelo menos um més, apresentavam niveis de BDNF no
plasma significativamente elevados. Em conjunto, os niveis de BDNF encontravam-se
diminuidos inicialmente e aumentados apos privacdo de METH, em humanos.

Também foi descrito que o BDNF aumenta no cortex cerebral e estriado, apos lesdo
neuronal excitotdxica induzida por quinolinato (envolvido em doengas neurodegenerativas e
psiquiatricas), no estriado (Canals et al., 2001). Estes autores sugeriram que 0 aumento de

BDNF representa uma adaptacdo neuroprotetora/neurorreparadora. O dano excitotoxico
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induzido pela METH é um potencial mecanismo para o0 aumento da expressdo de BDNF e
TrkB., tendo possivelmente um envolvimento semelhante em caso de lesdo neuronal.

Ap0s tratamento com METH, ratos que sobreexpressaram mRNA de BDNF exibiram
uma menor deplecgdo de DA estriatal comparativamente com o grupo controlo (Dluzen,
2002, 2004; Joyce et al., 2004). Contudo um outro estudo sugeriu que a administracdo
intraestriatal de BDNF, 24 h antes de uma injecdo aguda de METH (5 mg/kg, 4 injecdes, a
cada 2 h), ndo preveniu a perda de DA no estriado (Cass et al., 2006).

Para além do BDNF, também o GDNF manteve a sobrevivéncia de neuronios
catecolaminérgicos adultos em ratinhos (Pascual et al., 2008) e mostrou promover a
sobrevivéncia e diferenciacdo de neurénios dopaminérgicos em cultura (Lin et al., 1993).

O GDNF apresentou um papel restaurador importante ap6s lesdo do sistema
nigroestriatal (Beck et al., 1995). Com efeito, doses elevadas de GDNF protegeram neurénios
dopaminérgicos adultos da substancia nigra (SN) contra a axotomia e toxicidade induzida por
1-metil-4-fenil-1,2,3,6-tetrahidropiridina (MPTP) e 6-hidroxidopamina (6-OHDA). Estas
neurotoxinas destroem seletivamente neurdnios dopaminérgicos (e também noradrenérgicos
no caso de 6-OHDA), causando sintomas permanentes da doenca de Parkinson (DP) (Beck et
al., 1995; Kearns & Gash, 1995; Tomac et al., 1995). A administracdo de GDNF no sistema
nigroestriatal induziu a regeneracdo de neurénios dopaminérgicos, aumentou os niveis de DA,
5-HT e NA e melhorou o comportamento motor (Tomac et al., 1995).

E ainda relevante referir que Lui et al. (2012) demonstraram que 0s astrocitos exibem
um mecanismo enddgeno de autorreparacdo através da libertacdo de BDNF e/ou GDNF,

durante uma fase muito inicial de Parkinsonismo, em ratos intoxicados com 6-OHDA.

3.2. As neurotrofinas na depressao e ansiedade

A hipdtese das neurotrofinas na depressdo e ansiedade postula que uma reducdo dos fatores
neurotroficos em estruturas limbicas induzida pelo stresse estd diretamente envolvida na
patofisiologia destas desordens psiquiatricas (Duman & Monteggia, 2006).Com efeito,
estudos clinicos provaram que os niveis séricos de BDNF e de GDNF sé&o significativamente

mais baixos em pacientes com depressdo, ndo tratados, do que em individuos saudaveis
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(Gonul et al. 2005; Shimizu et al. 2003; Karege et al. 2002, 2005). A maioria dos estudos
relata aumentos dos niveis de BDNF ap0s o tratamento com antidepressivos (Brunoni et al.
2008). Com efeito, foi sugerido que a restauracdo do BDNF mediada pelos antidepressivos é
responsavel pelo alivio dos sintomas da doenca (Duman & Monteggia, 2006).No entanto,
estudos animais ndo demonstraram uma relagdo causal entre o declinio nos niveis de BDNF e

GDNF e estados de humor ansiosos e depressivos.

4. Exercicio fisico

O exercicio fisico tem vindo a ser crescentemente prescrito pois é considerado
importante para 0 melhoramento da satde publica (Peluso & Guerra de Andrade, 2005). Este
tipo de atividade é relevante na prevencao e tratamento de diferentes tipos de doencas, tais
como doencas cardiovasculares, hipertensdo, diabetes mellitus e osteoporose, reduzindo o
risco de mortalidade na populacdo (Kokkinos et al., 2011; Lee et al., 2010).

Numerosos beneficios podem ser conferidos pelo exercicio, especialmente em pessoas
mais velhas. Estudos em humanos sugerem que o exercicio pode ser Gtil na prevencao e no
tratamento de doencas psiquiatricas, tais como depressdo (Conn et al., 2010) e disturbios de
ansiedade (Dunn et al., 2010), melhorar a cogni¢édo a curto prazo, reduzir riscos de deméncia
como a doenca de Alzheimer (Cotman & Berchtold, 2002), de DP (Smith & Zigmond, 2003)
e de outros tipos de doencgas neurodegenerativas, bem como diminuir a perda progressiva de
volume cerebral associado ao envelhecimento.

O exercicio fisico tem também vindo a ser crescentemente prescrito para o tratamento
da viciacdo, Efetivamente, tem vindo a ser sugerido que a atividade fisica - desde atividades
aerobicas (por exemplo, andar de bicicleta) até atividades menos vigorosas (por exemplo,
caminhada) - pode prevenir 0s habitos tabagicos entre os jovens (Health et al., 2012; Audrain-
McGovern et al., 2003; Escobedo et al., 1993). O exercicio fisico pode também diminuir do
desejo de fumar, atenuar os sintomas de privacdo (Van Rensburg et al., 2009; Taylor et al.,
2007) e proporcionar uma melhor gestdo do stresse (Taylor et al., 2007). No entanto, o
exercicio fisico pode comprometer a saude mental, especialmente quando desempenhado de

forma intensa.
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4.1. Efeito antidepressivo/ansiolitico do exercicio fisico

Foi na década de 80 do século passado que comegaram a emergir registos dos efeitos
benéficos do exercicio fisico na depressdo (Ernst et al. 2006).

Estudos epidemioldgicos de Kritz-Sliverstein et al. (2001), Strawbridge et al. (2002) e
Motl et al. (2004) demonstraram que individuos jovens e idosos que pratiqguem exercicio
apresentaram menores sintomas depressivos e sao menos suscetiveis a desenvolver depressao.
Por outro lado, o exercicio fisico regular esta associado a uma baixa reatividade do sistema
nervoso simpatico (SNS) e do eixo hipotalamico-hipofisario-adrenal (HPA) (Rimmele et al.,
2007). O eixo HPA desempenha um papel critico no desenvolvimento de respostas a
stressores psicoldgicos e fisicos (De Kloet et al., 2005). Deste modo, as alteragdes induzidas
pelo exercicio no eixo HPA modulam o stresse e a ansiedade em humanos.

Dimeo et al. (2001) avaliou a eficicia do exercicio no tratamento de depressdo
moderada a severa. Nesse estudo, o exercicio aliviou significativamente esta condicao.
Também Mather et al. (2002) avaliou os efeitos do exercicio como um adjuvante & medicacéo
antidepressiva. Singh et al. (2001) e Babyak et al. (2000) demonstraram que os efeitos
antidepressivos do exercicio se prolongavam para além do periodo de tratamento com
beneficios até 6 (Babyak et al. 2000) e 21 meses (Singh et al. 2001) apds a paragem do
exercicio. Por outro lado, as alteracdes de humor impostas pelo exercicio parecem dissipar-se
4 h apo6s o final deste (Thayer, 1997; Petruzzello & Landers, 1994). Consequentemente, se 0
objetivo for restabelecer e manter o bom humor em pessoas com depressdo, entdo serad
necessario aumentar a frequéncia do exercicio e/ou manté-lo.

O exercicio reduziu os sintomas depressivos per se ou, reduziu os efeitos secundarios
quando combinado com uma abordagem farmacolodgica (Trivedi et al., 2006).

Adicionalmente, Dunn et al. (2002, 2005) sublinharam que um programa de 12
semanas de exercicio aerobico funcionava como um tratamento efetivo para a depressdo de
severidade ligeira a moderada. E interessante registar que o exercicio fisico regular aumentou
0s niveis de monoaminas no cérebro, de forma semelhante aos efeitos de antidepressivos (Van
Praag, 1982).

Os mecanismos subjacentes a esta atividade corretora destas doengas do humor nao

estd inteiramente esclarecida. No entanto foi sugerido que o exercicio fisico provoca um
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incremento do fluxo sanguineo no cortex frontal (Colcombe et al. 2004), um aumento do
volume do hipocampo (Erickson et al. 2011) e dos mediadores cerebrais tais como 0 BDNF.
Russo-Neustadt et al. (2001) mostraram que a combinacdo de exercicio fisico com
antidepressivos diminui 0 comportamento do tipo depressivo e aumentou os niveis de MRNA
de BDNF num modelo animal de depressao.

Outro dos mecanismos implicados nos efeitos antidepressivos/ansioliticos do exercicio
fisico é a neurogénese. Com efeito, 0 exercicio fisico também aumenta a sintese de novos
neurénios no cérebro adulto, aumentando assim a resisténcia a disturbios psiquiatricos
relacionados com o stresse (Babyak et al., 2000; Smits et al., 2008; Herring et al., 2010):

Muito recentemente, Greenwood et al. (2013) sugerem pela primeira vez que
individuos que facam exercicio fisico forcado podem ainda assim beneficiar dos seus efeitos
protetores contra distarbios psiquiatricos relacionados com o stresse.

Apesar da quantidade de estudos que relacionam exercicio fisico e depressdo e
ansiedade ser ainda escassa, a literatura existente sugere que o exercicio aerobico esta
associado a maiores beneficios, que os efeitos antidepressivos do exercicio podem ultrapassar
0 seu periodo de execucdo e que os beneficios terapéuticos em casos de distdrbios do tipo
depressivo ou ansioso ndo sdo restritos aos sintomas da doenca (Ernst et al. 2006).

Assim, o exercicio fisico parece ser uma ferramenta ndo farmacoldgica no auxilio na
prevencdo e tratamento de doencas psiquiatricas e na promocdo de uma qualidade de vida

mais satisfatoria.

4.2. Efeito neurorreparador do exercicio fisico

Tem sido sugerido que numerosos fatores contribuem para os efeitos
neuroprotetores/neurorreparadores do exercicio em relacdo a danos cerebrais (Griesbach et
al., 2009; Devi & Kiran, 2004; Cotman & Berchtold, 2002; Gomez-Pinilla et al., 2002; Carro
et al.,, 2000). Estes incluem a ativacdo de sistemas anti-inflamatorios, antioxidantes e
neurotroficos no cérebro.

Grande parte da investigacdo atualmente feita baseia-se na relagdo entre o exercicio

fisico, alteracOes na atividade cortical cerebral e na sua ligacdo a processos psico-fisiologicos

30

——
| —



O efeito antidepressivo do exercicio fisico em | 2013
murganhos submetidos a uma dose neurotoxica de
metanfetamina

(Vogt et al., 2012). A atividade neuronal no SNC durante o exercicio fisico tem sido
examinada em varias areas cerebrais. Observou-se que, durante a corrida, hd o aumento
significativo das atividades dopaminérgicas e noradrenérgicas no estriado, da atividade
dopaminérgica no NAc e da atividade serotonérgica no hipocampo e cortex frontal (Kitaoka et
al., 2010). Estudos recentes demonstraram que o exercicio fisico melhora a fungdo cognitiva,
neuroguimica e mitocondrial em modelos experimentais (Lin et al., 2012; Pietrelli et al.,
2012; Aguiar et al., 2011; Elokda et al., 2010; Tuon et al., 2010; Bloomer et al., 2008; Dutra
et al.,, 2012). Também foi sugerido que o exercicio pode conferir efeitos neuroprotetores
(Funk et al., 2011; Tajiri et al., 2010).

O exercicio estimulou a recuperacdo funcional apds lesbes estriatais dopaminérgicas e
modulou a neurotransmissdo no sistema nigroestriatal (Tajiri et al., 2010; O’Dell et al., 2007,
2012; Dobrossy & Dunnett, 2003) em modelos animais. Ha um corpo robusto de informacéo
que sugere que 0 exercicio atenua as alteragbes comportamentais e neurobioldgicas em ratos
tratados com 6-OHDA (Tajiri et al., 2010; Yoon et al., 2007; Tillerson et al., 2003) e melhora
0 controlo e equilibrio motor em pessoas com DP (Dibble, et al., 2009, Fisher, et al., 2008,
Sasco, et al., 1992). No entanto, ndo tem sido estudado a putativa a¢do neurorregeneradora do
exercicio fisico no cortex frontal.

Os mecanismos responsaveis por esta acao neuroprotectora/neuroreparadora ainda nao
sdo conhecidos. No entanto foi sugerido o envolvimento das neurotrofinas BDNF e GDNF.
Por exemplo, Tajiri et al. (2010) revelou que o exercicio exerceu efeitos neuroprotetores no
sistema dopaminérgico e estimulou a migracdo neuronal, pelo menos parcialmente, através da
sobrerregulacdo de BDNF e GDNF. Tuon et al. (2010), demonstraram que exercicio modulou
significativamente tanto a atividade de TH e sinucleina, como o conteddo em BNDF no
estriado de ratos com DP ou SDAH. Para além de aumentar os niveis de neurotrofinas, o
exercicio aumenta também os niveis de fator de crescimento semelhante a insulina tipo 1
(IGF-1) e de fator de crescimento neural no cérebro, 0s quais ativam a via de PI3K-Akt (Carro
et al.,, 2003; Cotman & Berchtold, 2002). Finalmente, o exercicio fisico estd também
associado a modulagéo da plasticidade sindptica (Gomez-Pinilla et al., 2008; Berchtold et al.,
2007).
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1. Objetivo

Este estudo tem como principal objetivo testar a hipdtese segundo a qual o exercicio fisico
cronico consegue corrigir estados emocionais negativos bem como a disrup¢do dopaminérgica
cortical induzidos por uma dose neurotoxica de metanfetamina. Em ultima andlise, pretende-

se propor o exercicio fisico como uma estratégia neurorreparadora, ndo farmacoldgica.
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1. Animais

Este projeto foi desenvolvido utilizando-se 32 murganhos C57BL/6 machos (10
semanas de idade; 22-26 ¢, Laboratérios Charles River, Barcelona, Espanha), divididos em 8
gaiolas (4/gaiola), e mantidos no biotério da Faculdade de Medicina da Universidade de
Coimbra (FMUC) em condicdes ambientais controladas (temperatura, 22 £ 1° C; humidade,
50 £ 10%; ciclo de luz, 12/12 horas), com racdo e agua fornecidas ad libitum. O seu peso foi
monitorizado, semanalmente, no sentido de avaliar a evolugdo dos diferentes grupos
experimentais.

Todos os procedimentos experimentais obedeceram as regras impostas pelas Normas
Técnicas de Protecdo dos Animais Utilizados para Fins Experimentais e Outros Fins
Cientificos (Portaria n°® 129/92, de 6 de Julho), bem como as normas da Convencao Europeia
do Bem-Estar Animal (Portaria n°® 1005/92) e de acordo com a diretrizes da Comunidade
Europeia (2010/63/EU). Foram feitos todos os esforcos para minimizar o sofrimento animal e

para a utilizacdo do menor numero possivel de animais.

2. Neurotoxina utilizada

Utilizou-se o cloridrato de metanfetamina para a execucdo deste trabalho
experimental.

Foram pedidas as autorizacfes necessarias a FMUC e ao INFARMED Portugal
(Autoridade Nacional do Medicamento e Produtos de Saude 1.P.) para a sua aquisicdo a Life
Science and High Technology Company Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA).

3. Treadmill

Para a execugdo do exercicio fisico aerobio foram utilizados dois treadmills - o
modelo LE8700, serial number 2187/07 e o modelo LE8706, serial number 8589/04, Panlab,
S.L., Barcelona - Espanha, ambos de 50 W, 110/120 V e 50/60 Hz.
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Estes modelos, apropriados para ratos, foram redimensionados, através da separagédo
de cada passadeira com acrilico transparente, diminuindo-se assim a largura de cada corredor.

Deste modo, foi possivel exercitar ao mesmo tempo 4 murganhos por esteira.

4. Desenho experimental

Os 32 animais foram divididos aleatoriamente em 4 grupos, havendo 8 animais por
grupo: (1) grupo salino sedentério (Sal/Sed), (2) grupo METH sedentario (Meth/Sed), (3)
grupo salino exercicio (Sal/Ex) e (4) grupo METH exercicio (Meth/Ex) (tabela 2). Os animais
foram previamente identificados com riscas na cauda (tinta) e alojados nas respetivas gaiolas,
tendo sido sujeitos a um periodo de adaptacdo de 2 semanas as condi¢Ges controladas do
biotério (mencionadas anteriormente). O peso dos murganhos foi registado semanalmente,
com recurso a uma balanca analitica (KERN CB 6 K1, Alemanha). No entanto, a pesagem foi

feita diariamente na semana posterior a administracao da neurotoxina.

Tabela 2 — Grupos experimentais e quantidade de murganhos utilizados (n).

Murganhos (n=32)

Exercicio (n=16) Sedentério (n=16)
METH (n=8) Salino (n=8) — METH (n=8) Salino (n=8) —
controlo-exercicio controlo-sedentario

4.1. Adaptacao ao treadmill

Ap0s este periodo de adaptacdo, 0os murganhos pertencentes aos grupos do exercicio
(Sal/Ex e Meth/EX) realizaram um plano de treino diario de adaptagdo ao treadmill e ao seu
funcionamento com a duracdo de 2 semanas (5 dias/semana). O treino consistiu em quatro
fases (figura 10), com um aumento progressivo do tempo total de cada sessdo (de 20 min no
inicio para 40 min na ultima semana) e da intensidade (velocidade maxima diaria de 20 para

30 cm/s) até se atingirem os valores usados no protocolo de exercicio.
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Periodo de Adaptacdo ao Treadmill
—I D|D d

Protocolo:

- Trl: Velocidade — 20 cm/s; 20 min

- Tr 2: Velocidade — 20 cm/s — 5 min; 25 cm/s — 20 min; 20 cm/s — 5 min
- Tr 3: Velocidade — 20 cm/s — 5 min; 30 cm/s — 20 min; 20 cm/s — 5 min
- Tr 4: Velocidade — 20 cm/s — 5 min; 30 cm/s — 30 min; 20 cm/s — 5 min

- D: Descanso

Figura 10 — Protocolo do periodo de adaptagdo dos murganhos ao treadmill. Tr, treino e D,

descanso.

4.2. Administracdo de metanfetamina

Apo0s a fase de treino, todos os murganhos foram de novo pesados e 0s Seus pesos
registados, no sentido de aferir exatamente a dose correta a administrar a cada um.

Aos grupos Sal/Sed e Sal/Ex foi administrada uma solucéo salina (NaCl 0,9%, 250ul),
enguanto aos grupos Meth/Sed e Meth/Ex foi feita uma Unica administracdo i.p. de METH
(3mg/ml) na dose 30mg/kg. Os animais foram administrados com uma Unica inje¢do
intraperitoneal (i.p.) (figura 11). Pereira et al. (2012) demonstraram que esta dose de 30
mg/kg METH é neurotdxica, induzindo deplecdo da dopamina e dos seus metabolitos no
estriado 3 dias ap6s a administracdo. Isto € sugestivo de que esta dose elevada de METH

produz disfuncéo dos terminais estriatais dopaminérgicos.

41

——
| —



O efeito antidepressivo do exercicio fisico em | 2013
murganhos submetidos a uma dose neurotoxica de
metanfetamina

Figura 11 — Administracdo intraperitonial de uma Unica dose de metanfetamina (30 mg/kg)

num dos murganhos pertencentes ao grupo Meth (Sed ou Ex).

Apds a administracdo, os animais foram observados cuidadosamente as 0,5, 1 e 3 h
subsequentes. Os animais que receberam esta neurotoxina estavam extremamente agitados,
reproduzindo um dos efeitos descritos dos psicoestimulantes.

No dia seguinte, dois dos murganhos pertencentes ao grupo Meth/Ex encontravam-se

mortos. A sua morte poder-se-a ter devido a hipertermia causada pela METH.

4.3. Protocolo de exercicio

Vinte e quatro horas ap6s a administracdo de METH e de NaCl, os grupos do exercicio
(Sal/Ex e Meth/Ex) foram submetidos a um protocolo de corrida diéria (figura 12), 5 dias por
semana, durante 7 semanas (49 dias), de acordo com a seguinte planificacdo: 1) 5 min de
aquecimento a 20 cm/s; 2) 30 min de corrida a 30 cm/s; 3) 5 min de arrefecimento a 20 cm/s.
A inclinagdo da esteira foi sempre nula. A estimulacdo da corrida foi feita por suaves toques

manuais em vez da utilizagdo de choques elétricos, de modo a minimizar o stresse causado
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aos animais. O exercicio foi sempre feito no mesmo periodo matinal (entre as 9h30 e as 12 h)

(figura 13).

Protocolo de exercicio fisico

| [&| o | o [ed]exededed o | o [&d] [&o]o
| [6c] o | o [edededexded o | o [& |6l oo

[eexexfefe o] s

Protocolo:

- Ex: Velocidade — 20cm/s — 5 min; 30 cm/s — 30 min; 20 cm/s — 5 min
- D: Descanso

- S: Sacrificio

Figura 12 — Protocolo de exercicio fisico para os respetivos grupos de exercicio, Sal/Ex e

Meth/Ex. EX, exercicio; D, descanso e S, sacrificio.

Figura 13 — Corrida dos murganhos pertencentes ao grupo exercicio no treadmill com uma
esteira separada por uma diviséria em acrilico, proporcionando dois corredores

individualizados.
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Os animais dos grupos sedentarios correram apenas uma vez por semana, durante 10
minutos a velocidade minima de 5 cm/s, para uniformizar as condicdes de stresse as quais 0s
animais dos grupos do exercicio estavam expostos. O barulho do motor do treadmill, a
vibracdo, a textura do tapete rolante, a privagdo de &gua e comida e o frequente
manuseamento dos animais sdo alguns dos fatores stressantes, propostos por Woods et al.
(2003).

5. Testes de comportamento

Os testes de comportamento EPM e tail suspension foram realizados por esta ordem,
para avaliar os estados emocionais dos murganhos, 49 dias apos a administracdo de METH
(30 mg/kg, i.p.) ou solugéo salina.

Ambos foram realizados no mesmo dia, entre as 9 e as 17 h, numa sala com som
atenuado e luz de baixa intensidade (12 Ix). Os murganhos foram transferidos 1 h antes do
inicio dos testes, para se habituarem ao ambiente. O comportamento foi monitorizado por
uma camara de video posicionada acima do aparelho e as imagens foram posteriormente
analisadas com o sistema de monitorizacdo de video ANY Maze (Stoelting Co., Wood Dale,
IL, EUA) por um experimentador experiente e que desconhecia 0 grupo experimental a que

pertenciam os animais testados.

5.1. Elevated plus-maze

O teste EPM é o mais usado para avaliacdo dos efeitos ansioliticos ou ansiogénicos de
farmacos em murganhos (Lister, 1987)., E usado, alternativamente, para testar subtipos
individuais de desordens ansiogénicas (Hogg, 1996). Testes EPM podem ser ainda utilizados
para compreender melhor as bases biologicas das emocgdes em relacdo a dor, viciagcdo por
drogas e sindrome de abstinéncia (Carobrez & Bertoglio, 2005; File, 1993). As vantagens

deste teste sdo Obvias e numerosas: validade ecoldgica, economia, rapidez e simplicidade,
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associadas ao facto de que ndo requer processos de treino envolvendo a privacdo de
comida/bebida e choque elétrico (Pellow et al. 1985).

Este teste foi realizado num aparelho (LE 848 PANLAB, Barcelona, Espanha) feito de
acrilico preto e colocado 55 cm acima do chdo. Os quatro bragos mediam 18 cm de
comprimento e 6 cm de largura. Dois bragos opostos eram rodeados por paredes opacas de cor
cinzenta (15 cm de altura, bracos fechados), enquanto os outros dois bragos eram desprovidos
de paredes (bragos abertos). Cada animal foi colocado no centro do labirinto e observado
durante um periodo de teste de 5 min. Um comportamento do tipo ansiogénico foi definido
por uma diminuicdo da proporcéo de entradas no brago aberto divididas pelo total de entradas
nos quatro bracos e por uma diminuicdo do tempo despendido nos bracos abertos
relativamente ao tempo total despendido nos bragos abertos e fechados. Sempre que um
animal colocava as quatro patas num braco, registava-se uma entrada. O numero total de

entradas nos bracos fechados foi utilizado como medida de atividade locomotora.

5.2. Tail suspension

O teste tail suspension tornou-se num dos testes mais usados para avaliar a atividade
de farmacos com atividade antidepressiva em murganhos. Baseia-se no facto de que, animais
incapazes de escapar ao stresse de curto-prazo imposto por estarem suspensos pela cauda,
desenvolverdao uma postura imével. A duracdo total da imobilidade induzida pelo teste tail
suspension foi determinada neste trabalho tal como foi descrito anteriormente (Steru et al.
1985). Os murganhos, isolados visual e acusticamente, foram suspensos 50 cm acima do chéo
com fita adesiva colocada aproximadamente 1 cm da ponta da cauda. O tempo de
imobilizacdo foi registado durante um periodo de 5 minutos. Os murganhos apenas eram

considerados imoveis quando se encontravam pendurados passivamente e sem movimento.
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6. Isolamento do cértex fontal

Os animais foram sacrificados por deslocamento cervical e decapitados, 48 h apo6s o
terminus do protocolo de exercicio fisico (no segundo dia de repouso) ou 49 dias ap0s a
administracdo de METH ou solucdo salina. Os cérebros foram rapidamente removidos e
dissecados sobre gelo, tendo-se procedido ao isolamento do cortex frontal com base nas
coordenadas descritas para o cérebro do murganho, segundo Paxinos e Franklin (2004). As
amostras bioldgicas foram imediatamente congeladas em azoto liquido e guardadas a -80°C
até posterior utilizacdo. As areas do hemisfério esquerdo foram usadas para determinar a
densidade das proteinas GFAP, TH, BDNF e GDNF, por Western Blotting.

7. Quantificacao da densidade de TH, GFAP, BDNF e GDNF por
Western Blotting

Os hemisférios esquerdos do cortex frontal foram homogeneizados, em 400 pl de
tampdo de lise RIPA (NaCl 150 mM; Tris-HCI 50 mM pH=8.0; EGTA 5 mM; Triton X-100 1
%; deoxicolato de sédio (DOC) 0.5%; dodecil sulfato de sodio (SDS) 0.1 %) complementado
com uma mistura de inibidores de proteases e de fosfatases (fluoreto de fenilmetilsulfonil
(PMSF) 1 mM, ditiotreitol (DTT) 1 mM, quimostatina lpg/mL, leupeptina 1 pg/mL,
antiparina 1 pg/mL, pepstatina A 5 pg/mL, fluoreto de s6dio 50 mM e ortovanadato de sodio
1 mM (Sigma-Aldrich, Sintra, Portugal)). Esta mistura de inibidores de proteases e fosfatases
foi adicionada ao tampao de lise imediatamente antes de o usar. O tecido foi homogeneizado
por ultrassons (3 pulsos de 10 s), mergulhando as amostras em gelo entre cada pulso, de modo
a evitar o sobreaquecimento do material bioldgico. Posteriormente, os lisados foram
centrifugados a 13000 rpm (15493 x @), durante 15 minutos a 4°C. O sobrenadante (extrato
total) foi recolhido e conservado a -80°C. A concentracdo de proteina total foi determinada
através do metodo do acido bicinconinico (BCA - Thermoscientific®).

As amostras foram desnaturadas a 95°C, durante 5 minutos, em solucdo desnaturante
6x (Tris-HCI, 0,5M, pH 6,8; SDS 10% (m/v); glicerol 30% (v/v), DTT 0,6M, azul de
bromofenol 0,01% (m/v)). As proteinas TH (60 kDa), GFAP (52 kDa), pro-BDNF (37 kDa) e
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GDNF (42 kDa) foram separadas por eletroforese em géis de poliacrilamida (190 V, 45 min)
em condicdes desnaturantes, na presenca de lauril sulfato de sédio (SDS), de acordo com
Laemmli (1970). Os géis de separacdo foram preparados com 10 % de Bis acrilamida para
TH, GFAP e GDNF e com 15 % de Bis acrilamida para BDNF. Na electroforese usou-se um
tampé&o com Tris base 125 mM, glicina 100 mM e SDS 0,5 % (m/v), pH 8,3.

Seguidamente, as proteinas foram eletrotransferidas (120 V, 90 min para TH, GFAP e
GDNF e 120 V, 60 min para BDNF) do gel de poliacrilamida para membranas de difluoreto
de polivinildieno (PVDF) (Immobilon PVDF transfer membranes 0.2 um, Millipore)
previamente ativadas em metanol. A composi¢do do tampéo usado na electrotransferéncia foi
a seguinte: CAPS 100 mM, metanol 20 % (v/v), pH 11. Depois da transferéncia, as
membranas foram blogueadas com solugdes 5 % (m/v) de leite magro em PBS-T [tampdo
fosfato-salino com Tween-20 1% (v/v): NaCl 387 mM, KCI 2,7 mM, Na2HPO4.2H20 10 mM
e KH2PO4 1,8 mM; pH 7,4] durante 2 h, sob agitacdo, a temperatura ambiente.
Posteriormente as membranas foram incubadas com os anticorpos primarios (tabela 2)
preparados numa solucdo 5 % (m/v) de leite magro em PBS-T, durante a noite, a 4°C.

Apo6s incubagdo com o anticorpo primério, as membranas foram lavadas durante 60
min (4 x 15 min), com solucdo PBS-T, sob agitacdo e incubadas a temperatura ambiente,
durante 1 h, com o respetivo anticorpo secundario conjugado com fosfatase alcalina (tabela 3)
preparado em 5 % (m/v) de leite magro em PBS-T. Procedeu-se novamente a lavagem das
membranas, nas mesmas condi¢des referidas.

Ap0s ter-se dado a reacdo com o substrato de quimioluminescéncia melhorada (ECF,
Enhanced chemifluorescence — GE Healthcare Life Sciences), as membranas foram reveladas
no detector Fluorescent Image Analyzer Typhoon FLA 900 (GE Healthcare Bio-Sciences).

Para confirmar uma carga igual de proteina e transferéncia das amostras, as
membranas foram reincubadas, durante a noite, com anticorpo anti-GAPDH ou anti-p-
tubulina. Os genes das proteinas GAPDH (gliceraldeido 3-fosfato desidrogenase) e tubulina
sdo housekeeping genes, isto &, sdo expressos constitutivamente sob condi¢cdes normais ou
patofisiologicas. A densidade relativa de cada banda foi normalizada em relacdo as de
GAPDH e B-tubulina e quantificada em unidades arbitrarias pelo software ImageQuant 5.0
(Molecular Dynamics). Cada blot foi repetido pelo menos duas vezes. Os resultados foram

expressos como percentagens de controlo (SAL + SED) e apresentados como média £ EPM.
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Tabela 3 — Anticorpos primarios e secundarios utilizados na analise por Western Blot-ting.

Anticorpo Peso Molecular | Quantidade de | Diluigao Referéncia
(kDa) proteina (pg) (ul)
Mouse anti- 52 5 1:2000 Millipore (IFO3L)
GFAP
Mouse anti-TH 60 20 1:2000 Millipore (MAB318)
Mouse anti- 37 100 1:200 Sigma-Aldrich (B5050)
BDNF
Rabbit anti- 42 50 1:200 Santa Cruz Biotechnology
GDNF (sc-328)
Mouse anti- 39 - 1:2000 Millipore (MAB374)
GAPDH
Mouse anti- 52 - 1:2000 Sigma-Aldrich (T6199)
tubulina
Goat anti- - - 1:10000 Sigma-Aldrich (B3582)
mouse
Goat anti- - - 1:10000 | GF Healthcare (NIF1317)
rabbit

8. Analise estatistica

Os resultados estdo expressos como média + erro-padrdo (EPM). Na comparacao entre
os diferentes grupos utilizou-se 0 ANOVA seguido do teste de comparacdo multipla Post-hoc
Newman Keuls, em que *, # p<0,05, **, ## p<0,01 e ***, ### p<0,001. O simbolo * refere-se
a comparacao dos grupos com o0s grupos controlo e # resulta da comparacgdo entre 0s outros
grupos.

As analises estatisticas foram realizadas usando o software GraphPad Prism 5.0.
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1. Alteragdes agudas comportamentais apds administracédo de
metanfetamina

Foram observadas alteracdes comportamentais logo ap6s a administracdo da METH.
Os animais revelaram bastante agitacdo psicomotora caracteristica deste tipo de droga de
abuso, tal como corridas e saltos. O seu comportamento foi monitorizado nas trés horas
subsequentes a injecdo, durante as quais 0s murganhos apresentavam o pelo ericado, edema e
movimentos repetidos com a cabeca. O efeito da METH manteve-se pelo menos durante 24 h,
Ap0s este periodo, os murganhos retomaram o seu comportamento normal.

Os murganhos que foram administrados com solucdo salina também demonstraram
agitacdo, como consequéncia da dor provocada pela injecdo e do stresse provocado pela sua
manipulacdo. Na hora subsequente, estes animais ja se encontravam em repouso.

De notar que, durante a pratica da atividade fisica, os animais injetados com METH
correram normalmente. E relevante acrescentar que estes murganhos estavam mais reativos ao
toque.

O peso dos murganhos aumentou significativamente em todos os grupos (p<0.05) ao
longo de 59 dias, menos no grupo METH/EX (p>0.05). No entanto, o peso dos animais ndo é
significativamente diferente no ultimo tempo avaliado (p>0.05) (figura 14).

321
301
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- Meth/Sed
-+ Sal/Ex
-¥ Meth/Ex
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Figura 14 — Evolugéo do peso dos murganhos ao longo de 62 dias.
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2. Efeito da metanfetamina e/ou exercicio fisico crénico no
comportamento do tipo ansioso em murganhos

Quarenta e nove dias apds a administracdo de METH (30 mg/kg, i.p.), 0s murganhos
do grupo Meth/Ex revelaram um maior tempo bem como uma maior percentagem de
entradas nos bracos abertos em relacdo aos grupos Meth/Sed (p<0,05) e Sal/Sed (p<0,05)
(figura 15 A e B). Adicionalmente, o grupo METH/EX passou uma maior percentagem de
tempo nos bracos abertos do que o seu controlo que fez exercicio (p<0,05) (figura 15 A).
N&o se registaram altera¢des significativas no total de entradas nos bragos nem no nimero
de entradas nos bracos fechados, quando os grupos foram comparados (p>0,05) (figura 15
CeD).
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Figura 15 — Efeito de uma dose Unica de METH (30 mg/kg, i.p.) e/ou exercicio fisico cronico

no comportamento do tipo ansiogenico [teste elevated plus maze (EPM)], 49 dias apds a
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injecdo com METH. A figura representa: (A) a % de entradas nos bracgos abertos do EPM, 49
dias apo6s a injecdo com METH ou SAL; (B) a % de tempo despendido nos bragos abertos do
EPM, 49 dias ap0s a injecdo com METH ou SAL,; (C) o total de entradas nos bracos do EPM,
49 dias ap0s a injegdo com METH ou SAL e (D) o nimero de entradas nos bragos fechados,
49 dias apds a injeccdo com METH ou SAL. Os resultados estdo expressos em média (%
Sal/Sed) £ EPM com 6 a 8 animais por grupo. Utilizou-se o teste ANOVA, seguido do teste

de comparacdo maltipla Post-hoc Newman Keuls. *p<0.05; #p<0.05.

3. Efeito da metanfetamina e/ou exercicio fisico créonico no
comportamento do tipo depressivo em murganhos

Registou-se no teste tail suspension um aumento do tempo de imobilizacdo dos
murganhos Meth/Sed, quando comparado com o tempo dos murganhos Sal/Sed (p<0,01), 49
dias apds a administracdo da neurotoxina (figura 16). No entanto, o exercicio fisico crénico
preveniu este comportamento tal como é evidenciado pelo tempo de imobilizacdo dos
murganhos Meth/Ex ser menor do que o tempo dos murganhos Meth/Sed (p<0,05). E
relevante acrescentar que o exercicio fisico isoladamente ndo alterou de forma
estatisticamente significativa o tempo de imobilizacdo comportamental dos murganhos
(p>0.05).
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Figura 16 — Efeito de uma dose Unica de METH (30 mg/kg, i.p.) e/ou exercicio fisico
crénico no comportamento do tipo depressivo (teste tail suspension). A figura mostra o tempo
de imobilizacdo no teste tail suspension, 49 dias apds a injeccdo com METH ou SAL. Os
resultados estdo expressos em media (% Sal/Sed) + EPM com 6 a 8 animais por grupo.

Utilizou-se o teste ANOVA, seguido do teste de comparacdo multipla Post-hoc Newman
Keuls. **p<0.01; #p<0.05.

4. Efeito da metanfetamina e/ou exercicio fisico créonico na densidade
cortical de TH em murganhos

A administracdo de uma dose Unica de METH, quer em murganhos sedentarios quer
em murganhos submetidos a exercicio crénico (Meth/Sed e Meth/EX), produziu uma
diminuig&o significativa (p<0,01) na densidade cortical de TH, relativamente aos seus grupos
controlo Sal/Sed e Sal/Ex, respetivamente (figura 17).
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Figura 17 — Efeito da administracdo da METH (30 mg/kg, i.p.) e/ou exercicio fisico na
densidade cortical da tirosina hidroxilase (TH). Os animais controlo (Sal) foram injetados
com NACI 0,9%. O sacrificio dos animais foi executado 49 dias ap0s a intoxicacdo e 48h
apo6s o terminus do protocolo de exercicio fisico. Os niveis de TH foram analisados por
Western Blotting. O GAPDH foi utilizado como controlo de loading. Os resultados sé&o
expressos em média (% Sal/Sed) £ EPM (n=6). Utilizou-se o teste ANOVA, seguido do teste

de comparacdo maltipla Post-hoc Newman Keuls.** p <0.01.
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5. Efeito da metanfetamina e/ou exercicio fisico cronico na densidade
cortical de GFAP em murganhos

Nem a METH nem o exercicio fisico crénico nem a sua combinagdo produziram
alteracOes estatisticamente significativas nos niveis de GFAP corticais relativamente aos
grupos Sal/Sed, Meth/Sed ou Sal/Ex (figura 18).
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Figura 18 — Efeito da administracdo da METH (30 mg/kg, i.p.) e/ou exercicio fisico na
densidade cortical da proteina acida fibrilar glial (GFAP). Os animais controlo (Sal) foram
injetados com NACI 0,9%. O sacrificio dos animais foi executado 49 dias ap0s a intoxicacéo
e 48h apds o terminus do protocolo de exercicio fisico. Os niveis de GFAP foram analisados
por Western Blotting. O GAPDH foi utilizado como controlo de loading. Os resultados estdo
expressos pela média (% Sal/Sed) £ EPM (n=6). Utilizou-se o teste ANOVA, seguido do teste
de comparacdo multipla Post-hoc Newman Keuls.

56

——
| —



O efeito antidepressivo do exercicio fisico em | 2013
murganhos submetidos a uma dose neurotoxica de
metanfetamina

6. Efeito da metanfetamina e/ou exercicio fisico cronico na densidade
cortical de BDNF e GDNF em murganhos

Nem a METH nem o exercicio fisico cronico nem a sua combina¢do produziram
alteracOes estatisticamente significativas nos niveis de BDNF e GDNF corticais relativamente
aos grupos Sal/Sed, Meth/Sed ou Sal/Ex (figura 18 e 19).
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Figura 19 — Efeito da administracdo da METH (30 mg/kg, i.p.) e/ou exercicio fisico na
densidade cortical do fator neurotrofico derivado cerebral (BDNF). Os animais controlo (Sal)
foram injetados com NACI 0,9%. O sacrificio dos animais foi executado 49 dias ap6s a
administracdo da METH ou Sal e 48h apds o terminus do protocolo de exercicio fisico. Os
niveis de GDNF foram analisados por Western Blotting. A tubulina foi utilizada como
controlo de loading. Os resultados estdo expressos pela média (% Sal/Sed) £ EPM (n=3).
Utilizou-se o teste ANOVA, seguido do teste de comparagdo multipla Post-hoc Newman

Keuls.
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Figura 20 — Efeito da administracdo da METH (30 mg/kg i.p.) e/ou exercicio fisico na
densidade cortical do fator neurotrofico derivado da glia (GDNF). Os animais controlo (Sal)
foram injetados com NACI 0,9%. O sacrificio dos animais foi executado 49 dias apds a
administracdo da METH ou Sal e 48h apds o terminus do protocolo de exercicio fisico. Os
niveis de GDNF foram analisados por Western Blotting. O GAPDH foi utilizado como
controlo de loading. Os resultados estdo expressos pela média (% Sal/Sed) £+ EPM (n=6).
Utilizou-se o teste ANOVA, seguido do teste de comparagdo mdaltipla Post-hoc Newman
Keuls.
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1. Comportamento

Os modelos animais constituem a espinha dorsal dos estudos pre-clinicos sobre a
neurobiologia da depressdo e ansiedade. Estes modelos sdo também dteis na demanda de
novos agentes terapéuticos (Griebel, 1995; Rodgers & Cole, 1994; File, 1992; Green &
Hodges, 1991; Handley, 1991; Stephens & Andrews, 1991; Lister, 1990). Embora
reconhecendo 0s seus aspetos subjetivos, a depressdo e ansiedade em humanos sao
invariavelmente refletidas em distarbios comportamentais evidentes, incluindo, por exemplo a
evasdo, 0 desespero, a irritabilidade e/ou hipervigilancia (Eysenck, 1991; Marks, 1987; Beck
& Emery, 2005). Quando observadas em animais, tais respostas sugerem (mas claro, nao
provam) um estado afetivo comum.

Estudos clinicos tém revelado a relevancia dos sintomas de ansiedade e depressdo em
consumidores de METH em abstinéncia (Glasner-Edwards et al. 2009, 2010; Volkow et al.
2001; Zorick et al. 2010). De facto, o consumo de METH por adolescentes esta associado a
sintomas depressivos subsequentes (Briére et al. 2012) e a ansiedade é uma das queixas
psiquiatricas mais proeminentes dos consumidores (Glasner-Edwards et al. 2010). Glasner-
Edwards et al. (2009, 2010) sublinhou a importancia de abordar estes estados emocionais
negativos dos consumidores de METH durante o tratamento do abuso da substancia.

Surpreendentemente, até a data, o perfil comportamental de roedores numa fase tardia
a administracdo de uma dose neurotdxica e Unica de METH ainda nédo foi documentado.

Neste trabalho, caracterizou-se, em primeiro lugar, o impacto de uma dose neurotoxica
e/ou exercicio fisico no estado emocional dos murganhos submetidos a METH pelos testes
tail suspension e EPM. Observou-se pela primeira vez que a METH provocou um incremento
na imobilizacdo dos murganhos sedentarios (Meth/Sed), 49 dias ap6s a sua injecdo, o que €
indicativo de um comportamento do tipo depressivo a longo prazo. Isto é consistente com o
facto de alguns utilizadores cronicos de METH exibirem um comportamento depressivo de
forma persistente apds alguns anos do fim do consumo (Rawson et al., 2002).

O exercicio fisico isoladamente ndo alterou o tempo de imobilizacdo dos murganhos,
mas corrigiu o seu aumento nos murganhos injetados com METH. Este resultado sugere que a

pratica do exercicio fisico € uma estratégia nao farmacologica com potencial antidepressivo.
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A acdo ansiogénica da METH nos momentos iniciais de privacdo estd bem
caracterizada. Contudo nao se conhece se esta alteracdo do humor € persistente.

Pelo uso do teste EPM, constatamos que nem a METH nem o exercicio fisico
produziram um comportamento do tipo ansioso 49 dias ap6s a injecdo desta neurotoxina (e/ou
7 semanas de exercicio). Consistentemente, estudos clinicos mostraram uma redugéo ao longo
do tempo dos sintomas ansiosos e retardamento psicomotor, que recuperaram para valores
normais no final da primeira semana de abstinéncia (McGregor et al. 2005). Adicionalmente,
49 dias apds a administracdo da METH a funcdo motora é normal, de acordo com os valores
totais de entradas nos bracos fechados. No entanto, registou-se um aumento da frequéncia de
entradas bem como a percentagem do tempo de permanéncia nos bracos abertos pelos
murganhos Meth/Ex relativamente aos restantes grupos experimentais, 49 dias apos a injecao
de METH. Isto sugere que os animais METH/Ex tém um comportamento menos ansioso do
que 0s restantes grupos experimentais.

Articulando os dois testes de comportamento, podemos afirmar que a resposta
adaptativa desencadeada pela METH foi potenciada pelo exercicio fisico, permitindo corrigir

0 comportamento do tipo depressivo e tornando 0s murganhos menos ansiosos.

2. Neurotoxicidade

Este comportamento do tipo depressivo persistente provavelmente é sublinhado por
alteragBes neuroquimicas permanentes no cortex frontal. Apesar de terem sido descritas
disfuncBes dopaminérgicas persistentes no estriado (Krasnova e Cadet, 2009), nada se sabe
relativamente ao cortex frontal.

Neste trabalho, demonstramos que a METH impbs uma diminui¢do acentuada da
densidade dos terminais dopaminérgicos corticais no grupo sedentario. Isto é consistente com
a depleccdo de DA no coértex frontal que observamos no nosso laboratorio (Pereira et al.,
2013; resultados ndo publicados). Esta disfuncdo dopaminérgica seria concordante com as
alteracbes comportamentais observadas. No entanto, apesar de estar descrito que o exercicio
fisico tem propriedades reparadoras em sistemas dopaminérgicos (eg. sistema nigroestriado),

esta estratégia aerdbica ndo conseguiu reverter a neurotoxicidade dopaminérgica imposta pela
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METH. Isto é sugestivo de que a acdo antidepressiva do exercicio é independente da
sinalizacdo dopaminérgica. A disfuncdo glial também tem sido associada a depressdo (
Beumer et al. 2012; Kaster et al. 2012; McNally et al. 2008).

Modelos animais de neurotoxicidade induzida por METH revelaram a existéncia de
reatividade de astrocitos e microglia (LaVoie et al. 2004; Thomas et al. 2004a,b; Guilarte et
al. 2003; Bowyer et al. 1994; O’Callaghan & Miller, 1994). Recentemente, Friend & Keefe
(2013) demonstraram a manutencdo dos niveis elevados de GFAP no estriado de ratos, 32
dias apds o tratamento com METH (10 mg/kg, 4 injecdes subcutaneas com 2 h de intervalo).
Estes resultados sdo consistentes com trabalhos anteriores que mostraram que o0s niveis de
GFAP se mantiveram elevados até 21 dias de privacdo em murganhos expostos a METH
(O’Callaghan & Miller, 1994) aos 30 dias em primatas expostos a METH (Harvey et al.
2000).

No entanto, além de desempenhar um papel neuroprotetor, os astrocitos ativados
também podem ter um papel neurotdxico, dependendo da natureza e extensdo dos danos, bem
como do periodo temporal de permanéncia da manutencao do estimulo agressor (Benarroch,
2012, Miyatake et al., 2005, Giaume et al., 2002). Nao ha informacdo sobre a reatividade
astrocitica a longo prazo no cértex frontal em murganhos expostos a doses neurotoxicas de
METH.

No presente estudo, ndo ha diferencas estatisticamente significativas entre os 4 grupos
experimentais, 49 dias ap6s a intoxicagdo com o psicoestimulante (e/ou 7 semanas de treino).
Estes dados sdo sugestivos de que o comportamento do tipo depressivo é independente de
processos inflamatorios.

Alteracbes em fatores neurotréficos corticais poderiam sublinhar o efeito depressivo
da METH e paralelamente a agdo antidepressiva do exercicio fisico. No entanto, apesar de ter
sido descrito que a exposicdo a anfetaminas alterou a densidade dos fatores neurotréficos
BDNF e GDNF na via mesolimbica (Angelucci et al., 2007; Niwa et al., 2007; Grimm et al.
2003) no presente estudo ndo se observaram quaisquer alteragcbes na densidade cortical de
BDNF e GDNF em murganhos, 49 dias ap0s o tratamento com uma dose unica e elevada de
METH (30 mg/kg).

Adicionalmente, o exercicio fisico per se também ndo revelou nenhum efeito

estatisticamente significativo nestes fatores neurotréficos. Contudo, ndo se pode descartar a
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hipdtese de ter havido alteracdes precoces e transitorias destas neurotrofinas nos murganhos
submetidos a METH. Aparentemente também ndo ha um nexo de causalidade entre o efeito
depressivo desta neurotoxina e alteracbes das neurotrofinas. Assim, ndo conseguimos
identificar um substrato neurogimico para as altera¢cbes do comportamento observadas neste

trabalho.
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1. Conclusao

Com este estudo foi possivel demonstrar que o exercicio fisico cronico corrigiu o
comportamento depressivo de murganhos submetidos a uma dose neurotoxica de METH. Este
estudo é relevante porque permite propor o exercicio fisico como uma estratégia néo
farmacoldgica no tratamento do comportamento depressivo que acompanha a sindrome de

privacdo de psicoestimulantes.
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