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RESUMO

O presente estudo teve por objectivo estudar a influéncia do exercicio fisico e
da temperatura corporal sobre os mecanismos de cardiotoxicidade aguda, induzida
pela d-anfetamina, nomeadamente aqueles que sdo mediados pela produgéo
exagerada de espécies reactivas de oxigénio.

A amostra foi constituida por 48 ratinhos, expostos a diferentes temperaturas
ambientes no meio aquatico (20°C e 37°C) e sujeitos a administragdo de d-anfetamina
e/ou & realizagédo de exercicio fisico; este protocolo experimental teve a duragio de 60
minutos, ao longo dos quais se realizaram medigées da temperatura subcutanea,
tendo-se procedido, no final do referido tempo, ao sacrificio dos ratinhos, por
deslocamento cervical, e a recolha de tecido muscular cardiaco para analise de
indicadores bioquimicos de stress oxidativo, de lesdo tecidual por stress oxidativo e
para analise qualitativa das alteragdes morfoldgicas.

A nivel morfoldgico foi possivel observar-se que a d-anfetamina causou as
mais extensas e evidentes alteragdes estruturais e ultra estruturais, as quais foram
mais pronunciadas a temperatura de 20°C, sendo que todos os subgrupos expostos a
esta condigdo protocolar exibiram sinais de dano celular e tecidual; a nivel metabdlico
a exposicdo a temperatura de 20°C resultou numa significativa diminuigdo da
temperatura subcutanea, a qual foi exacerbada pela realizagdo de exercicio fisico e
pela acgdo conjugada de exercicio fisico e de d-anfetamina: a exposicdo a
temperatura de 37°C ndo provocou significativas oscilagdes na temperatura
subcutédnea; a nivel bioquimico os diferentes subgrupos expostos a 37°C
apresentaram niveis de stress oxidativo considerados fisiolégicos, enquanto que os
subgrupos expostos a 20°C revelaram superiores niveis de stress oxidativo e de lesio
tecidual por oxidagdo proteica, os quais foram exacerbados pela realizagdo de
exercicio fisico, tendo-se verificado, apenas, uma tendéncia para a sua elevagdo pela
administragéo de d-anfetamina.

Os principais resultados obtidos permitiram concluir que a d-anfetamina causou
niveis mais evidentes de cardiotoxicidade, manifestados nas lesdes estruturais e ultra
estruturais observadas, os quais foram exacerbados a temperatura de 20°C, na agua,

pela ocorréncia de hipotermia, e néo pela realizag&o paralela de exercicio fisico.

PALAVRAS-CHAVE: MIOCARDIO, LESAO TECIDUAL, TEMPERATURA SUB-CUTANEA,
RABDOMIOLISE, STRESS OXIDATIVO.
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ABSTRACT

The purpose of this study was to investigate the influence of physical exercise
and body temperature on the mechanisms of acute cardiotoxicity induced by the d-
amphetamine, namely on those mediated by over-production of reactive oxygen
species.

The sample consisted of 48 mice, which were exposed to different ambient
temperatures in water (20°C and 37°C) and administered d-amphetamine, and/or made
to undergo physical exercise. The experimental protocol was of 60 minutes duration,
during which time subcutaneous temperature measurements were taken. At the end of
this time, the mice were killed by cervical dislocation; cardiac muscle tissue was then
harvested and analysed for biochemical indicators and tissue lesion through oxidative
stress, and a qualitative analysis was made of morphological alterations.

At the morphological level, it was found that d-amphetamine caused the most
extensive and evident structural and uiltra structural changes, with these being more
pronounced at a temperature of 20°C; this protocol condition (20°C) was responsible
for signs of cell and tissue damage for all subgroups. At the metabolic level, exposure
to a temperature of 20° C resulted in a significant drop in subcutaneous temperature,
and this was exacerbated by physical exercise and by the combined action of physical
exercise and d-amphetamine; exposure to a temperature of 37°C caused no significant
oscillations in subcutaneous temperature. At the biochemical level, the different
subgroups exposed to ambient temperature of 37°C registered what were considered
to be physiological levels of oxidative stress; the subgroups exposed to a temperature
of 20°C registered higher levels of oxidative stress and tissue lesion through protein
oxidation, that were exacerbated by physical exercise and, merely, revealed a
tendency to increase with the administering of d-amphetamine.

The main results bear out the conclusion that d-amphetamine caused the
highest levels of cardiotoxicity, manifest in the structural and ultra structural lesions
observed, with these being exacerbated at an ambient water temperature of 20° C by
the occurrence of hypothermia and not by the parallel performance of physical
exercise.

KEY - WORDS : MYOCARDIUM, TISSUE LESION, TEMPERATURE, SUBCUTANEOUS,
RABDOMYOLISIS, OXIDATIVE STRESS



RESUME

La présente étude a eu pour objectif étudier I'influence de I'exercice physique et
de la température corporelle sur les mécanismes de cardiotoxicité aigue, induite par la
d-amphétamine, nommément ceux qui sont créés par la production exagérée
d’especes réactives de 'oxygéne.

Le groupe était constitué par 48 souris, exposées a de différentes températures
ambiantes dans le milieu aquatique (20° C et 37° C) et sujettes a I'administration de d-
amphétamine et/ou a la réalisation d’exercice physique. Ce protocole expérimental a
eu la durée de 60 minutes, pendant lesquels ont été réalisés des mesurages de la
température sous-cutanée; a la fin du temps cité, les souris ont été sacrifices par
dislocation cervicale et le tissu musculaire cardiaque a été recueilli pour analyse
d’indicateurs biochimiques de stress oxydatif, de lésion tissulaire par stress oxydatif et
pour I'analyse qualitative des altérations morphologiques.

Au niveau morphologique, il a été possible d’observer que la d-amphétamine a
provoqué les altérations structurelles et ultra structurelles les plus vastes et évidentes
qui ont éteé plus prononcées & la température de 20°C, étant donné que tous les sous-
groupes exposés a cette condition protocolaire ont produit des signes de dommage
cellulaire et tissulaire. Au niveau métabolique, I'exposition & une température de 20°C
a eu comme résultat une diminution significative de la température sous-cutanée, qui a
été exacerbée par la réalisation d'exercice physique et par IFaction conjuguée
d’exercice physique et de d-amphétamine ; exposition a une température de 37°C n'a
pas provoque d’oscillations significatives dans la température sous-cutanée. Au niveau
biochimique, les différents sous-groupes exposés a 37°C ont présenté des niveaux de
stress oxydatif considérés physiologiques tandis que les sous-groupes exposés a 20°C
ont révélé des niveaux supérieurs de stress oxydatif et de lésion tissulaire par
oxydation protéique, qui ont été exacerbés par la réalisation d’exercice physique et,
seulement, une tendance a I'élévation de ces niveaux a été vérifiée par I'administration
de d-amphétamine.

Les résultats principaux obtenus ont permis de conclure que ia d-amphétamine
a provoqué des niveaux de cardiotoxicité plus évidents, manifestés dans les lésions
structurelles et ultra structurelles observées, qui ont été exacerbés a une température
de 20° C, dans I'eau, par 'occurrence d’hypothermie et non par la réalisation paralléle
d’exercice physique.

MOTS-CLE: MIOCARDE, LESION TISSULAIRE, TEMPERATURE SOUS-CUTANNEE,
RHABDOMYOLYSE, STRESS OXYDATIF
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Introducao

1. INTRODUCAO

Ao longo dos tempos os estimulantes tém sido incluidos, de forma mais ou
menos regular, no quotidiano do ser humano (Pickering e Stimson, 1994). Este
ensaio refere que a cafeina é, provavelmente, nos dias de hoje, o estimulante
licito mais comum, ocorrendo o seu consumo diariamente. Ainda segundo
estes autores, no dominio dos estimulantes ilicitos, as anfetaminas sido um dos

mais frequentemente consumidos.

As anfetaminas s&do substéncias designadas como psicoestimulantes,
psicoténicas ou psicoenergéticas (Carvalho, 1998). So compostos
simpaticomiméticos de acg¢do indirecta, com uma forte capacidade de
estimulagdo do sistema nervoso central (SNC) e com efeitos periféricos que
resultam, fundamentalmente, da sua estimulagdo adrenérgica e serotoninérgica
(Carvalho et al., 1997). Por esta razdo, a toxicidade das anfetaminas parece
estar directamente relacionada com a libertacdo massiva de
neurotransmissores simpaticos dos seus locais de armazenamento (vesiculas
dos terminais nervosos e da medula supra-renal), levando a uma estimulagao
constante das células alvo, que pode persistir durante varias horas (Carvalho et
al., 1997).

Este efeito adverso é comum a varios compostos de estrutura anfetaminica,
como a metanfetamina, a metilenodioxietilanfetamina (MDEA), a
metilenodioxianfetamina (MDA), a 3,4-metilenodioximetanfetamina (MDMA),
entre outras, o que leva a supor que existe um mecanismo de acgdo comum a
estes derivados sintéticos da anfetamina, o qual podera estar ligado a esta

acgao simpaticomimeética indirecta (Carvalho, 1998).

As anfetaminas sdo substancias com alguma utilidade terapéutica; assim, a
anfetamina induz um potente efeito psicotrépico o qual, associado a outras
acgoes farmacoldgicas, permite a sua utilizagdo em algumas situacgdes clinicas,
como a narcolepsia, a sindrome hipercinética com atencao deficiente, a

enurese, a incontinéncia, a recuperagdo de isquemias cerebrais, a sincope
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Introdugéo

vasodepressora e o tratamento paliativo em oncologia (para refs. ver Carvalho
1998; Murray, 1998). No entanto, a reducdo dos efeitos da fadiga e a
manutencgao de altos niveis de eficacia, bem como a facilitagdo da performance
desportiva, efeitos que decorrem da sua acgdo estimulante, entre outros
factores, tém originado um consumo ilicito por estudantes em épocas de
exames, condutores de longo curso, militares em operagdes de combate

nocturnas, desportistas, etc. (para refs. ver Murray, 1998).

Uma investigagdo recente debrugou-se sobre as actuais motivagbes para o
consumo de estimulantes por estudantes universitarios americanos e concluiu
que estas variam entre a melhoria da performance académica, até ao aumento
da resisténcia atlética (Low e Gendaszek, 2002). Segundo estes autores, a
busca de sensagdes intensas também se associa ao consumo de estimulantes
legais e ilegais. Neste mesmo estudo, constata-se que o aumento do consumo
se associa positivamente ao aumento das prescrigdes médicas de estimulantes
para o tratamento do défice de atengdo e hiperactividade em jovens
estudantes, e a ideia generalizada de que estas drogas sdo relativamente

seguras.

O aumento do consumo de psicoestimulantes num contexto recreativo dos
quais sobressai a 3,4-metilenodioximetanfetamina (MDMA), conhecida
comummente como “ecstasy” (Manning et al.,, 2001) estd nomeadamente
relacionado com um fenémeno relativamente recente (década de 80),
designado de “movimento rave”’, no qual a presenga de jovens € muito
frequente assim como o consumo de psicoestimulantes devido aos efeitos
agudos destes, relacionados com o aumento da energia, da endurance, da
diminuicdo da sensagdo de fadiga, de ampliagdo da sociabilidade e da
sexualidade (Cohen, 2001; Harris et al., 2002; Verheyden et al., 2002; Sue et
al., 2002; para refs. ver Schwartz e Miller, 1997; Kalant, 2001). Estes jovens
que seguem o “movimento rave” participam em eventos de danga que se
prolongam de forma vigorosa por muitas horas; como resultado desta
“maratona” e do consumo de psicoestimulantes, a temperatura corporal dos
individuos eleva-se consideravelmente (Cohen, 2001; para refs. ver Schwartz
et al., 1997; Kalant, 2001).
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Varios autores (para refs. ver Kalant, 2001: Gowing et avl.,, 2002) tém-se
debrugado sobre as consequéncias nefastas destes compostos anfetaminicos
e tém procurado compreender os mecanismos de toxicidade que estardo na
sua genese; no entanto, sdo ainda numerosas as ddvidas e as incertezas que
rodeiam a acgdo destes compostos, face a complexidade dos mecanismos que
parecem estar envolvidos, bem como pela infludncia que varidveis enddgenas
e exbégenas parecem ter (Brody et al., 1998:; Zhang et al., 2003; Duarte et al.,
2004). As investigagbes realizadas tém incidido particularmente sobre os
mecanismos e manifestagbes de toxicidade anfetaminica ao nivel
cardiovascular (Brody et al., 1998; Lester et al., 2000; Irvine et al., 2001; Phillis
et al, 2001; Harris et al.,, 2002; Ratliff et al., 2002; Asghar et al., 2003),
neurologico (Miller e O'Callaghan, 1995; Cadet e Brannock, 1998; Zheng e
Laverty, 1998; Shankaran et al., 2001; Spielewoy et al., 2001; Yuan et al., 2002:
Saadat et él., 2003; Zhang et al., 2003;), masculo-esquelético (Duarte et al.,
1999; Reuter et al., 1998; Sue et al., 2002; Duarte et al., 2004), metabdlico
(Dafters e Lynch, 1998; Carvalho et al., 2002; Martinez et al., 2002; Mechan et
al., 2002; Saadat et al., 2003;), hepatico e renal (Carvatho et al., 1996;
Carvalho et al., 1997; Carvalho et al., 1999; Carvalho et al., 2001; Carvalho et
al., 2002) e subjectivo e comportamental (Harris et al., 2002; Verheyden et al.,
2002; Asghar et al., 2003). Com estas sucessivas pesquisas, e contrariamente
a ideia geral, partihada pelos consumidores, que as anfetaminas e outros
psicoestimulantes s&o relativamente seguros, as referéncias na literatura sobre
as consequéncias prejudiciais destes compostos anfetaminicos tém-se
multiplicado; nestas consequéncias funestas incluem-se, em sobredosagem
aguda, a hipertermia, a midriase, a hiperreflexia, as pre-cordialgias, as arritmias
cardiacas, a confuséo, o panico, o comportamento agressivo, as alucinagoes, o
delirio, as convulsbes, a depressdo respiratéria, a deplegdo de fluidos e
electrolitos, a coagulagdo intravascular disseminada, a rabdomidlise, a
insuficiéncia renal aguda, a toxicidade hepatica, o coma, o colapso circulatério
e a morte (Ginsberg et al., 1970; para refs. ver Schwartz et al., 1997: Carvalho,
1998;). Apesar destas inimeras manifestagdes de toxicidade, sdo também
cada vez mais numerosas as evidéncias que apontam para o consumo

crescente de psicoestimulantes, pela populagdo mais jovem, as quais se
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constatam em diversos estudos (Pickering e Stimson, 1994; Royo-Borbonada
et al., 1997; Ghuran et al., 2001; Manning et al., 2001; Pedersen e Wichstram,
2001; Walters et al., 2002; para refs. ver Schwartz e Miller, 1997; Murray, 1998,
Kalant, 2001; Gowing et al., 2002).

Varias pesquisas (Dafters e Lynch, 1998; Carvalho et al., 2002; Martinez et al.,
2002; Mechan et al., 2002; Saadat et al., 2003) tém também chamado a
atencdo para as consequéncias nefasfas do consumo de psicoestimulantes, de
forma particular, para a sua acgdo sobre 0s mecanismos de regulagdo da
temperatura corporal, nomeadamente para a ocorréncia de hipertermia, sendo
esta uma das manifestagbes da toxicidade induzida pela d-anfetamina. No
entanto, a hipertermia parece constituir-se também, por si s6, como um
mecanismo de toxicidade, como o apontam variados estudos (Carvalho et al.,
2001; Elster et al., 2002; Martinez et al., 2002; para refs. ver Jurkatt-Rott et al.,
2000; Kosack e Macintyre, 2001; Louis et al., 2001; Meis, 2001; Nelson, 2001).
Por outro lado, algumas investigagbes apontam também para a possibilidade
da temperatura ambiente ter alguma influéncia no &mbito da toxicidade
induzida pela d-anfetamina, no sentido da exacerbagdo das consequéncias
toxicas destes compostos (Miller e O’ Callagham, 1995; Dafters e Lynch, 1998;
Carvalho et al., 2002). No entanto, o papel da temperatura ambiente, na
toxicidade induzida pela d-anfetamina, ndo esta ainda plenamente estudado e
clarificado, ndo se compreendendo totalmente a sua influéncia. Esta também
pouco esclarecido o fendmeno da hipertermia, que ocorre frequentemente
como manifestacdo directa da toxicidade induzida pela d-anfetamina. Assim
surgem ainda algumas incertezas a rodear este fenomeno, nomeadamente, no
que diz respeito ao seu papel como factor despoletador de subsequentes

manifestagdes de toxicidade.

Em alguns ensaios a ocorréncia de rabdomiélise do musculo-esquelético como
consequéncia do consumo de d-anfetamina, e de outros psicoestimulantes, tem
sido descrita (Reuter et al., 1998; Duarte et al., 1999; Sue et al., 2002; Duarte
et al., 2004). O dano do muasculo-esquelético induzido pelo exercicio fisico tem
sido também descrito em varios estudos (Line e Rust, 1995; Reuter et al., 1998;
NG e Jonhston, 2000; Criner et al., 2002; Rupert, 2002; Lane e Phillips, 2003;
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Duarte et al., 2004; para refs. ver Criddle, 2003). Apesar da evidéncia que a
actividade fisica € um fenémeno que se associa frequentemente ao consumo
de psicoestimulantes, sdo ainda escassas as investigagdes que se tém
debrugado sobre esta questio, surgindo ainda muitas duvidas acerca do papel
da actividade fisica na toxicidade induzida pela d-anfetamina, nomeadamente
naquela que atinge o musculo-esquelético. No que diz respeito a toxicidade
induzida pela d-anfetamina sobre o musculo cardiaco, ndo ha estudos
conhecidos, pelo que a necessidade de serem realizadas investigacdes sobre

esta problematica é ainda mais urgente.

Varias pesquisas tém defendido que a produgdo acrescida de espécies
reactivas de oxigénio, que resulta em stress oxidativo, podera ser um dos
mecanismos envolvidos na toxicidade cardiaca induzida pela d-anfetamina
(Wolf et al., 2000; Carvalho et al., 2002; Zhang et al., 2003: Zhou et al., 2003).
Outros estudos parecem ainda demonstrar que o exercicio fisico se constitui
como uma agressao orgénica favoravel a produgédo acrescida de espécies
reactivas de oxigénio e ao incremento do stress oxidativo a nivel celular,
tecidual e orgénico (Poulsen et al., 1996; Bejma et al., 2000: ViAa et al., 2000;
Schippinger et al., 2002; Palazzetti et al., 2003; para refs. ver Packer, 1997;
Leeuwenburgh e Heinécke, 2001; Ascenséo et al., 2003). Face ao exposto
parece ser pertinente a investigacdo deste mecanismo, ja que este parece ser,
de facto, importante na toxicidade induzida pela d-anfetamina.

Confrontados pela vasta lista de consequéncias prejudiciais, que estdo
associadas ao consumo de anfetaminas e de outros psicoestimulantes, e pelas
duvidas e incertezas que rodeiam os mecanismos de toxicidade envolvidos,
surge esta dissertagdo com o objectivo geral de contribuir para um
esclarecimento mais aprofundado sobre os mecanismos de toxicidade aguda
das anfetaminas. De forma mais particular este trabalho ira procurar debrucar-
se sobre a cardiotoxicidade induzida pela d-anfetamina, nomeadamente sobre
as alteragbes bioquimicas, morfologicas e metabdlicas sofridas pelo musculo
cardiaco. Este interesse particular justifica-se, em certa medida, pelo facto da
grande maioria dos estudos ja realizados (Brody et al., 1998: Lester et al.,
2000; Irvine et al., 2001; Phillis et al., 2001; Harris et al., 2002; Ratliff et al.,
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2002; Asghar et al, 2003) incidirem, de forma mais comum, sobre as
alteragdes funcionais cardiacas provocadas pelas anfetaminas e analogos
destas, existindo portanto um certo vazio cientifico neste dmbito. Este estudo
ira também procurar compreender, para além das consequéncias térmicas
directas que a d-anfetamina podera ocasionar, a influéncia que a temperatura
corporal podera ter sobre a cardiotoxicidade induzida directamente pela d-
anfetamina, nomeadamente aquela que é mediada pela produgdo exagerada
de espécies reactivas de oxigénio (ERO). Esta dissertagéo ira também procurar
esclarecer se o exercicio fisico, de forma aguda, podera ser responsavel por
uma maior ou menor susceptibilidade individual aos efeitos toxicos directos ou
indirectos das anfetaminas. Parecendo actualmente relevante o estudo da
acrescida produgé@o de espécies reactivas de oxigénio, como mecanismo de
cardiotoxicidade, esta dissertagdo ira utilizar como parametros de toxicidade

aguda, alguns indicadores bioquimicos teciduais de stress oxidativo.

Para se atingirem' estes objectivos, foi implementado um protocolo
experimental com as seguintes caracteristicas: foi utilizado um grupo de
ratinhos, exposto a diferentes condigdes térmicas ambientais (20°C e 37°C), no
meio liquido; alguns animais realizaram exercicio fisico, enquanto os restantes
se encontraram em situagdo de repouso; a um grupo de animais foi
administrada substancia solvente e a outro foi administrado sulfato de d-
anfetamina. A todos os animais foi medida a temperatura subcuténea e, apés
sacrificio, retirado o musculo cardiaco para posterior avaliagdo bioquimica e
morfolégica. Foram avaliados como indicadores bioquimicos de stress oxidativo
a glutationa oxidada (GSSG), a glutationa reduzida (GSH) e a relagdo
GSSG/GSH; como indicadores de leséo tecidual por stress oxidativo os grupos

carbonilo e os TBARS (Substancias reactivas ao acido tio-barbiturico).

No ambito formal, no que concerne aos aspectos estruturais desta dissertagao,

esta foi dividida em duas partes fundamentais:

Na primeira parte surge a Revisdo da Literatura na qual se procura dar a

conhecer o percurso histérico deste composto (anfetamina), as tendéncias de

consumo no passado e no presente, apresentacdo e formas de administrag&o,

8



Introdugéo

farmacocinética e mecanismos e efeitos farmacolégicos. De forma mais
extensiva sdo apresentados o0s mecanismos de toxicidade geral,
nomeadamente o mecanismo oxidativo de toxicidade, e mecanismos e
manifestagbes de toxicidade particular, particularmente o mecanismo de
cardiotoxicidade, de toxicidade muscular (rabdomiolise) e o papel das

repercussoes metabdlicas (hipertermia), no fendmeno de toxicidade.

Na segunda parte deste documento, s&o expostos o0s Procedimentos

Experimentais implementados. Assim, s3o apresentados os materiais e

métodos utilizados, procedimentos estatisticos implementados, principais
resultados obtidos, discussio da metodologia e dos resultados, conclustes

deste estudo e bibliografia consultada.
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2. REVISAO DA LITERATURA - ANFETAMINAS

2.1. Aspectos historicos

A anfetamina [(+)-a-metilfenetilamina] e outras drogas relacionadas, como a
metanfetamina, a MDMA (3,4-metilenodioximetanfetamina) e a MDA
(metilenodioxianfetamina), sdo drogas totalmente sintéticas, que nao existem

na natureza como tal (para refs. ver Kalant, 2001).

A anfetamina foi obtida pela primeira vez em 1887 (Pickering e Stimson, 1994;
para refs. ver Murray, 1998) por Edeleanu, durante um trabalho de sintese de
aminas alifaticas, trabalho esse que permaneceu esquecido até ao inicio dos
anos 30 (para refs. ver Carvalho, 1998). Por esta altura, um outro investigador
(Gordon Alles) deparou-se com as propriedades estimulantes deste composto
(fenilisopropilamina) e a comunidade médica reagiu positivamente a introdugao
da anfetamina em protocolo terapéutico, recomendando-a para o tratamento de

diversas doengas (para refs. ver Carvalho, 1998).

A MDA foi sintetizada em 1910 e a MDMA em 1912: a MDA foi patenteada
como supressor de tosse, tranquilizante e inibidor de apetite, mas nunca foi
comercializada para estes fins (para refs. ver Kalant, 2001). A MDMA também
foi patenteada em 1914 como inibidor de apetite, tendo sido utilizada na
decada de 70 como auxiliar na psicoterapia devido aos seus efeitos sobre a
comunicagao facilitada, aceitagdo e reducgéo de fobias; no entanto, o seu uso
actual tem sido apenas para fins recreativos (Walubo e Seger, 1999; Harris et
al., 2002; Walters et al., 2002; para refs.ver Kalant, 2001). A primeira referéncia

ao uso recreativo desta substéncia surge em 1972 (Walubo e Seger, 1999).

A anfetamina foi comercializada na década de 30 para efeitos de perda de
peso, como descongestionante nasal, como anti-depressivo, Gtil no tratamento
da narcolepsia, entre outras utilizacdes terapéuticas, tendo o seu uso sido,
mais tarde, restringido devido ao abuso e risco de dependéncia, entre outros

factores adversos (Pickering e Stimson, 1994; para refs. ver Kalant, 2001).
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Em 1931 surgiu o primeiro produto comercializado com fins terapéuticos que
consistia hum inalador nasal contendo Benzedrine, nome de patente para a
fenilisopropilamina racémica (dl-anfetamina) (para refs. ver Murray, 1998). Este
inalador era eficaz para o tratamento da congestdo nasal, rinite, mas cedo se
aferiu que também aliviava a sonoléncia e a fadiga, factos que conduziram a
utilizagdo deste composto para o tratamento da narcolepsia em 1935 (para
refs. ver Murray, 1998). Estes efeitos publicitados pela industria e imprensa
contribuiram para o abuso generalizado da anfetamina (para refs. ver Murray,
1998).

2.2. Evolugio das Tendéncias de Consumo de Anfetaminas e Analogos

O consumo abusivo de anfetaminas, com fins nao terapéuticos, iniciou-se na
década de 30; em 1936 estudantes universitarios comegaram a consumir
anfetaminas para permanecerem acordados durante os periodos de exame,
homens de negdcios comegaram igualmente a utiliza-las para permanecerem
alerta e resistirem a fadiga, bem como condutores de longo curso para
permanecerem acordados na estrada (para refs. ver Murray, 1998). A melhoria
da performance desportiva era-lhe também atribuida, e estudos indicavam que
pequenas doses de anfetaminas reduziam os efeitos da fadiga e mantinham

altos niveis de eficacia (para refs.ver Murray, 1998).

O uso de estimulantes no contexto militar data da Il Guerra Mundial, e tornou-
se uma constante em todos os conflitos que lhe seguiram (Bower, 2003).
Soldados canadianos, ingleses, alemaes e japoneses usaram anfetaminas para
contrariar a fadiga em condigbes de combate durante a Il Guerra Mundial
(Pickering e Stimson, 1994; para refs. ver Murray, 1998). Estas drogas
permaneceram igualmente disponiveis durante as Guerras da Coreia e
Vietname; soldados japoneses e trabalhadores fabris também as consumiram
e, com o fim da guerra, o seu uso tornou-se indiscriminado conduzindo a
situacbes de abuso (para refs. ver Murray, 1998). A primeira epidemia
documentada de abuso de anfetaminas ocorreu no Japao imediatamente apos
a Il Guerra Mundial, onde existiam 2 milhdes de individuos consumidores
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(Pickering e Stimson, 1994). Na Suécia o rapido aumento de consumo de
estimulantes ocorreu em 1938, tendo-se tornado abusivo com o fim da Il

Guerra Mundial (Pickering e Stimson, 1994).

Nos anos 50 as anfetaminas eram frequentes entre elites sociais e politicas
(Pickering e Stimson, 1994). Nas décadas de 50 e 60 o seu consumo continuou
a crescer e, nos anos 70, uma acgdo para o controlo de substancias, levada a
cabo pela Food and Drug Administration (FDA) alterou a actuacao face a esta
droga, controlando mais asperamente a produgéo, importagéo e prescrigio de
anfetaminas e anélogos (para refs. ver Murray, 1998). Assim em 1971 a FDA
considerou as anfetaminas como substancias de Grau Il (possuem utilizagbes
meédicas mas com elevado potencial de abuso) e restringiu a sua produgéo e
utilizagdo legitima ao tratamento da narcolepsia, do comportamento
hipercinético em criangas e ao tratamento da obesidade (Shields, 1990). Estas
restricoes levaram ao inicio da sua produg&o clandestina (para refs. ver Murray,
1998). Também no Reino Unido o consumo e posse de anfetaminas tornaram-
se ofensa em 1964 e, em 1971, estas foram incluidas no “Misuse of Drugs Act’
(Pickering e Stimson, 1994).

Em 1981, no Reino Unido, as capturas policiais de anfetaminas foram apenas
ultrapassadas pelas de Cannabis (Pickering e Stimson, 1994). Em 1987, as
forgas policiais dos Estados Unidos da América (EUA) descobriram 650
laboratérios clandestinos, envolvidos na sintese de anfetaminas (Shields,
1990).

Ha referéncias a utilizagdo da anfetamina em esforgos de guerra recentes,
como a Guerra do Golfo (1991) (operagdes “Desert Shield” e “Desert Storm”),
bem como pelos astronautas nas missées Apolo (Bower, 2003). Segundo estes
autores os efeitos mais promissores destes compostos, naquelas situagdes,
revelaram-se fundamentalmente na restauracdo dos niveis de vigilancia
durante os periodos de diminuigdo da fungdo. Na medida em que a natureza da
guerra se alterou, com acgdes de combate nocturnas e missdes de longa
duragéo, continuardo a existir pressbes para o uso de drogas que mantenham

a performance (Bower, 2003).
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Dados epidemiologicos do abuso de anfetamina e metanfetamina tém sido
documentados nos EUA, Espanha, Suécia e Japao; este abuso € comum entre
seguidores de dietas, entre jovens em idade escolar, entre participantes das
chamadas festas “rave” e tem sido encontrado em urgéncias médicas e em

pacientes do foro psiquiatrico (para refs. ver Murray, 1998).

Em 1985, os derivados da anfetamina (MDMA, MDA, MDEA) foram restringidos
de forma completa nos EUA, Canada e Reino Unido (para refs. ver Kalant,
2001), tendo a MDMA sido classificada de substancia controlada tipo 1 pelo
DEA (Drug enforcement administration), considerando-se que este composto
apresentava potencialidades de abuso, ndo possuindo nenhum valor
terapéutico (Walubo e Seger, 1999; Walters et al., 2002).

A 3,4-metilenodioximetanfetamina (MDMA), vulgarmente conhecida por
“ecstasy”, € um analogo da anfetamina, partilhando as suas propriedades
estimulantes, as quais se acrescentam propriedades alucinogénias (induz
euforia, auto-conhecimento aumentado mas nao produz efeitos psicéticos ou

distorgdes visuais) (Walters et al, 2002).

Esta droga é apelativa para os jovens e considerada segura pelos utilizadores
em contexto recreativo e por alguns psicoterapeutas, devido as suas
caracteristicas entactogénicas (aumenta a empatia, introspecgdo e
comunicagdo, induzindo estados positivos de humor e sentimentos de
tranquilidade e intimidade); no entanto, os efeitos adversos a curto prazo nao
se fazem esperar (para refs. ver Schwartz e Miller, 1997). Este composto ja se
encontra associado a varias fatalidades nos EUA e Reino Unido, e os casos de
morbilidade e mortalidade encontram-se relacionados, fundamentalmente, com
hipertermia fulminante, arritmias cardiacas, coagulagdo intravascular
disseminada, rabdomiélise, insuficiéncia renal aguda e toxicidade hepatica
(Irvine et al., 2001; para refs.ver Schwartz e Miller, 1997). O aparecimento dos
eventos “rave” na década de 80 originou um vertiginoso aumento do consumo
de “ecstasy” entre os jovens devido, particularmente, aos efeitos agudos desta

substancia (aumenta a energia, endurance, diminui a sensagdo de fadiga,
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amplia a sociabilidade e sexualidade) (Cohen, 2001; Harris et al., 2002: Sue et
al., 2002; Verheyden et al., 2002; para refs. ver Schwartz e Miller, 1997; Kalant,
2001). Esta ¢é, actualmente, uma droga largamente consumida na Europa,
Australia e EUA e o seu uso associa-se mais fortemente a estes eventos “rave”
do que a um uso solitario (Walubo e Seger, 1999; para refs. ver Gowing et al.,
2002).

O facto de ser considerada uma droga relativamente segura também tem
contribuido para a sua popularidade (para refs. ver Kalant, 2001). Em 1992,
vinte mil a trinta mil jovens ingleses frequentavam semanalmente as festas
‘rave”, e nesta década, estas festas também se tornaram populares nos EUA
(para refs. ver Schwartz e Miller, 1997). Dados recentes indicam que 1,5
milnGes de jovens alemdes participam de forma regular nas festas “rave”,
existindo 2 milhdes de participantes ocasionais; a grande maioria é do sexo
masculino com idades compreendidas entre 14-43 anos (Hitzler, 2002)

Os frequentadores das festas “raves” participam num evento de danga, que se
prolonga de forma vigorosa por muitas horas, ao som de musica ritmada e
electronica, onde é muito frequente o consumo de substancias psico-activas
(speed, cannabis, alucinogénios) pelos seus efeitos estimulantes, aumento do
contacto interpessoal e experiéncias sensoriais aumentadas (Hitzler, 2002).
Analistas consideram, no entanto, o emergir do consumo de ecstasy e de
outras drogas relacionadas, como um fenémeno cultural e transitrio (Hitzler,
2002). Acompanhando as dimensdes epidémicas do uso desta droga, o relato
documentado dos seus efeitos adversos tem aumentado (Cohen, 2001; para
refs. ver Schwartz e Miller, 1997; Kalant, 2001). Uma revisdo detalhada levada
a cabo por Kalant (2001) revelou a ocorréncia, na literatura cientifica, até a
data, do relato de 87 fatalidades relacionadas com o consumo de ecstasy e

outras drogas estiimulantes.

Estudos realizados sobre os efeitos adversos da MDMA (diminuicdo dos
marcadores de fungdo serotoninérgicos, efeitos cognitivos e fisioloégicos) nao
contribuiram para uma diminuigdo do seu consumo; dados de 2000, confirmam
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que 8,2% dos estudantes do 12° ano nos EUA consumiram MDMA no ultimo
ano (Harris et al., 2002).

Uma outra pesquisa corrobora estas informagdes e refere que o consumo de
drogas recreativas atingiu dimensdes epidémicas, estimando-se que cerca de
45 milhdes de europeus ja consumiram cannabis em algum momento das suas
vidas; este consumo tem se associado frequentemente a risco de morte
prematura e, de forma particular, as drogas recreativas tém se associado
fortemente a nefastos efeitos sobre a fungéo cardiovascular (Ghuran et al.,
2001).

Na Noruega o uso de drogas ilegais como a cannabis, as anfetaminas, € a
MDMA aumentou durante os anos 90 (Pederson e Wichstram, 2001). Este
estudo revela uma evolugdo no consumo de drogas, existindo uma sequéncia
tipica na utilizacdo social de drogas ilicitas: 1° cannabis, 2° outras anfetaminas,
3° MDMA e 4° heroina. O estudo evidencia ainda uma associagéo positiva
entre 0 consumo de tabaco, alcool e o consumo de drogas ilicitas (Pedersen e
Wichstram, 2001).

Uma outra investigagdo constatou que a anfetamina é a segunda droga mais
consumida em Londres, logo apds a cannabis (Manning et al., 2001). Estes
autores verificaram ainda que a possibilidade de experimentar drogas
alucinogénias é particularmente elevada, face a sua ampla disponibilidade e
que as questdes chaves que explicam o consumo de drogas, como a cannabis
e anfetaminas, sdo a sua grande disponibilidade, o baixo prego, os baixos
niveis de risco percebido, o controlo dos efeitos e o impacto limitado noutras

actividades (Manning et al., 2001).

Uma outra pesquisa, nos EUA, debrugou-se sobre as motivagbes para o
consumo de estimulantes por estudantes universitarios e concluiu que estas
variam entre a melhoria da performance académica, até ao aumento da
resisténcia atlética (Low e Gendaszek, 2002); também a busca de sensagoes
aumentadas se associa ao consumo de estimulantes legais e ilegais. Também

se constata neste estudo que o aumento do consumo se associa positivamente
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ao aumento das prescricdes médicas de estimulantes para o tratamento do
deficit de ateng&o, hiperactividade em jovens estudantes e devido a relativa

percepgao de estas serem drogas seguras (Low e Gendaszek, 2002).

Também em Espanha um estudo recente revela que entre as drogas ilicitas a
cannabis € a mais consumida, iniciando-se o seu uso na adolescéncia (Royo-
Borbonada et al., 1997). Segundo este estudo as anfetaminas apresentam o
valor mais alto de consumo entre os estudantes e, recentemente, o consumo
de um novo tipo de drogas ilicitas, as “designer drugs”, tem-se elevado entre os

jovens.

O consumo de MDMA tem surgido em idades cada vez mais precoces e 0s
investigadores constatam que estes jovens ndo sdo estudantes mal sucedidos,
como se poderia pensar; verificaram ainda que o factor demografico que mais
se associa ao consumo de MDMA ¢é o consumo de marijuana (Walters et al.,
2002).

Em Portugal, no que diz respeito ao consumo de substincias
psicoestimulantes, existem poucos dados conhecidos. Recentemente foram
revelados dados referentes a um inquérito nacional ao consumo de substincias
psicoactivas, realizado em 2001, pela Universidade Nova de Lisboa. Este
revelou que em Portugal a Cannabis é a droga mais consumida seguindo-se a
cocaina, a ecstasy (MDMA), outras anfetaminas, o LSD e a heroina. O intervalo
etario onde o consumo é mais frequente situa-se entre os 15 e os 34 anos,
sendo o sexo masculino predominante. O contexto de consumo destas drogas
verificou-se ser geralmente festivo (Noite de passagem de ano, festas publicas,

festas rave/techno, festas transe, etc.) (in revista Visdo, 3 de Junho de 2004).
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2.3. Apresentacao e formas de administracao

A anfetamina corresponde a uma mistura racémica (equimolecular das formas
dextrogira e levdgira) da () -a-metilfenetilamina (IJUPAC), e possui muitos
sindnimos como desoxinorefedrina, fenilisopropilamina, benzedrina, entre

muitos outros (para refs. ver Carvalho, 1998).

As anfetaminas sdo aminas que podem existir sob a forma de uma base ou
como sal de variadissimos acidos (para refs. ver Kalant, 2001). Como bases
sdo volateis e podem ser inaladas e, de facto, a anfetamina foi inicialmente
comercializada desta forma, num inalador como descongestionante nasal,
como sais, ndo sdo volateis, mas sdo muito sollveis na agua e podem, por
isso, ser administrados de forma venosa e/ou oralmente (para refs. ver Kalant,
2001).

NH,

Figura 1 — Representagdo da estrutura quimica da anfetamina

2.4. Farmacocinética
2.4.1. Absorgao e Distribuigcao

A anfetamina e a MDMA sdo bem absorvidas pelas mucosas do tracto
gastrointestinal (para refs. ver Kalant, 2001; Gowing et al., 2002), nasofaringe,
ramificagdo traqueobrénquica e vagina, sendo distribuidas por todo o
organismo através do sangue (Vree e Henderson, 1980; Lapierre e Hrdina,
1988; Shields, 1990).
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No homem, ap6s administracdo oral de uma dose de 0,25 mg/Kg, os picos
plasmaticos podem aparecer entre a segunda e terceira hora, variando de
acordo com os niveis de actividade fisica (aumenta a velocidade de absor¢ao)
e a presenca de alimentos no estdmago (diminui a velocidade de absorgao)
(Angrist et al., 1987; Shields, 1990; Brauer et al., 1996), sendo os seus efeitos
maximos atingidos ao redor da segunda hora (Angrist et al., 1987). No caso da
MDMA, os picos de concentragdo plasmatica ocorrem normalmente duas horas
apds administragdo oral, e doses de 50, 75 e 125 mg de MDMA em individuos
saudaveis causaram picos de concentracdo sanguinea de 106, 131 e 236

ng/ml respectivamente (para refs. ver Kalant, 2001).

A via intramuscular também permite uma ampla distribui¢cdo da anfetamina pelo
organismo; no entanto, a velocidade de difusdo dependera da perfusdo
sanguinea do musculo onde a anfetamina seja administrada (Vree e
Henderson, 1980).

Doses de 25 mg de d-anfetamina originaram, num estudo, valores pico de
concentragdo plasmatica de 41 ng/ml apds 3,5 horas da administragéo oral e,
de acrescer que, entre os 90 minutos e os 500 minutos, as concentragdes
plasmaticas se mantiveram em mais de 75% do valor pico (Asghar et al., 2003).
Neste estudo, o valor pico da pressdo arterial ocorreu aos 90 minutos e os

efeitos subjectivos méximos ocorreram no intervalo 60-90 minutos.

A anfetamina possui caracteristicas anfipaticas e atravessa com facilidade a
barreira hematoencefalica, distribuindo-se pelo cérebro de forma n3o
homogenea (Lapierre e Hrdina, 1988); a ligagdo as proteinas plasmaticas e o
volume de distribuigdo variam muito no Homem, podendo alternar entre 15% a
40% e de 3 a 4 L/Kg, respectivamente (Moffat, 1986; Lapierre e Hrdina, 1988:
Shields, 1990).

Apos administragdo intaperitoneal em ratos (4 mg/kg) e em ratinhos (2,5 e 10
mg/kg), a concentragdo méxima plasmatica & atingida em 15 minutos e o

tempo de semi-vida é de cerca de 1 hora acontecendo o mesmo ao nivel dos
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diferentes 6rgdos (pulmdes, coragdo, rins, figado e cérebro) (Jonsson e
Lewander, 1974; Rifee et al., 1978). Ap6s administragcdo intravenosa (0,5
mg/kg) em ratos, o tempo de semi-vida plasmatico e cerebral € também cerca
de 1 hora (Cho et al., 1973)

A d-anfetamina, administrada intraperitonealmente, atinge concentragées no
plasma e cérebro, duas vezes superiores a l-anfetamina, o que contribuira para
a maior poténcia estimulante do isdbmero dextro; na administragao intravenosa,
a d- e I- anfetamina atingem concentragées semelhantes no plasma e cérebro,
embora a l-anfetamina apresente um menor tempo de semi-vida (Rifee et al.,
1978).

2.4.2. Metabolismo da Anfetamina

A anfetamina, a MDMA e outras drogas semelhantes, sdo metabolizadas
principalmente no figado, onde a CYP2D6, isoenzima do citocromo P450, € a
principal responsavel, exibindo uma actividade polimérfica, a qual origina
rapidos e lentos metabolizadores, encontrando-se estes Ultimos em maior risco
de toxicidade; no entanto, outras enzimas parecem estar também envolvidas
na sua degradacao (Walubo e Seger, 1999; para refs. ver Kalant, 2001; Gowing
et al., 2002; Cho et al., 1999).

As drogas de abuso sdo geralmente quimicos lipossollveis e a sua eliminagao
depende do seu metabolismo (para refs.ver Cho et al.,, 1999). O citocromo
P450 é uma super-familia de proteinas com ferro, com numerosos papéis
fisioldgicos; um subconjunto destas proteinas férricas é responsavel pela fase |
do metabolismo de substancias lipossollveis, convertendo-as em derivados
mais polares e funcionais, para que possam depois passar a fase Il, ou

metabolismo baseado na conjugacéo (para refs. ver Cho et al., 1999).

Os principais passos metabélicos da anfetamina sdo a hidroxilagéo aromatica,
dando origem & 4-hidroxianfetamina, a desaminagéao oxidativa para dar origem

a fenilacetona e a N-oxidac&o, que origina a N-hidroxianfetamina (para refs. ver
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Cho et al., 1999). Ainda, segundo estes autores, a hidroxilagdo aromatica gera
a 4-hidroxianfetamina, farmacologicamente activa, sendo este o passo mais
importante nos ratos, com 70 a 90% da dose excretada sob esta forma. O
metabolismo da I- anfetamina é cerca de 1,3 a 4 vezes mais rapido que o da d-

anfetamina (para refs. ver Carvalho, 1998).

2.4.3. Excrecao renal da Anfetamina e de seus metabolitos

A anfetamina é excretada, fundamentalmente, pela via renal (para refs. ver
Gowing et al., 2002), ocorrendo igualmente a sua excrecdo pela via biliar (em
ratos), pelo suor, saliva, existindo igualmente a sua acumulagdo nas faneras

(para refs. ver Carvalho, 1998).

No homem, apds ingestdo de doses elevadas, a anfetamina pode ser
detectada na urina durante varios dias (Moffat, 1986); assim, segundo este
autor, sob condigbes normais, cerca de 30% da anfetamina é excretada na
forma ndo modificada, num periodo de 24 horas, e cerca de 90% da
quantidade total é excretada em 3 ou 4 dias. A anfetamina, sendo um
composto com caracteristicas basicas, ¢ facilmente excretada na urina sem
biotransformag&o prévia, embora a quantidade dependa do fluxo e do pH da
urina (para refs ver Carvalho, 1998). Se a urina estiver acidica (pH 5) a
anfetamina fica praticamente toda ionizada, sendo pouco reabsorvida nos
tdbulos apés ter ocorrido a filtragdo glomerular (a quantidade excretada de
anfetamina n&o modificada pode atingir os 74% na urina acidificada e diminuir
para 1 a 4% na urina alcalinizada) (Vree e Henderson, 1980; Moffat, 1986;
Shields, 1990). Sob condigdes alcalinas, o acido hipurico e o acido benzéico
atingem cerca de 50% do total da anfetamina excretada (Moffat, 1986). Em
condicbes normais, 16% a 28% da anfetamina é excretada em 24 horas como
acido hipurico, 4% como benzoilglucurénido, 2 a 4% como 4-hidroxianfetamina,
2% como norefedrina, detectando-se também pequenas quantidades de 4-

hidroxinorefedrina e de fenilacetona (Moffat, 1986).
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2.5. Acgao Farmacolégica

A Anfetamina e os compostos de estrutura anfetaminica (MDA, MDEA, MDMA)
sdo substancias que se assemelham aos neurotransmissores naturais, tais
como a epinefrina e dopamina, e a maior parte dos seus efeitos e acgdes
bioldgicas assemelham-se aos da epinefrina, dopamina e serotonina (para refs.
ver Kalant, 2001).

A produgdo de serotonina pelos neurénios regula a agressividade, humor,
sono, sensibilidade a dor, sexualidade, memoria e temperatura; a dopamina
exerce, por sua vez, uma acg¢ao importante sobre o controlo do movimento,
cognigéo, motivagéo e reforgo (para refs. ver Gowing et al., 2002). A dopamina
esta igualmente envolvida na regulagdo da pressdo arterial e da frequéncia
cardiaca, produzindo hipertensdo e taquicardia (Phillis et al., 2001). A
serotonina e norepinefrina, também tém um papel regulador da fungéo

cardiovascular (Phillis et al., 2001).

A anfetamina é um composto simpaticomimético de acgdo indirecta e a sua
accdo ocorre através da libertagdo de neurotransmissores simpaticos das
vesiculas dos terminais nervosos e da medula supra-renal, nomeadamente
serotonina (5- hidroxitriptamina ou 5-HT) e catecolaminas (noradrenalina,
adrenalina e dopamina); estes compostos, por sua vez, activam os respectivos
receptores levando a um estado de estimulacdo simpatica, com uma
intensidade e duracdo dependente da dose e da via de administragéo
(Carvalho et al., 1997; Carvalho et al., 1999; para refs ver Kalant, 2001).

A anfetamina provoca a libertagdo de aminas biogénicas, por diferentes
mecanismos, de acordo com a dose administrada; assim, para doses baixas, a
anfetamina leva a libertagdo das monoaminas por permuta com estas a nivel
dos seus transportadores de membrana, segundo um processo designado por
difusdo por permuta, segundo o qual a anfetamina é levada para o interior
pelos sistemas de captagdo neuronal, e estes, uma vez no interior das
membranas, transportam as monoaminas livres para o espacgo sinaptico (Liang
e Rutledge, 1982; Zaczec et al., 1991; Kuczenski e Segal, 1994). Em doses
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moderadas a altas (> 5mg /Kg), verifica-se que para além do processo de
difusdo por permuta, ocorre a penetragdo da anfetamina nos terminais
nervosos por difusdo passiva e deslocagdo das monoaminas das vesiculas
onde se encontram armazenadas (Liang e Rutledge, 1982; Seiden et al., 1993).
Uma vez no interior dos neurénios, a anfetamina possui uma potente acgao
inibidora da captagdo vesicular das catecolaminas, aumentando a permanéncia
destas no espago sinaptico (Kuczenski e Segal, 1994). Sendo uma base fraca,
a anfetamina pode também causar aumento do pH vesicular e um efluxo de
catecolaminas e 5-HT uma vez que estas aminas sdo mantidas no interior das
vesiculas através de um gradiente de ibes H* mantido por uma bomba de
protdes ATP dependente (Seiden et al., 1993; Kuczenski e Segal, 1994). A d-
anfetamina, comparativamente a I- anfetamina, manifestou ser dez vezes mais
potente neste processo (Zaczec et al., 1991). No SNC, a area do estriado, que
é rica em neurbnios dopaminérgicos, foi a que demonstrou ter maior
capacidade de transporte para a anfetamina (Zaczec et al., 1991), sugerindo
assim uma grande especificidade desta para os neurdnios dopaminérgicos do
SNC (Carvalho, 1998).

A anfetamina, para além de aumentar a libertacio de catecolaminas,
nomeadamente dopamina, e inibir a sua recaptagdo neuronal (Phillis et al.,
2001), aumentando assim o tempo de permanéncia das aminas biogénicas na
fenda sindptica, provoca ainda uma diminuigdo do metabolismo destas pela
monoamina oxidase (MAO), o que implica o prolongamento da estimulacao
simpatica (para refs. ver Frishman et al., 2003). A anfetamina, quando
administrada em doses baixas (0,25 -1,5 mg /Kg), estimula a sintese de
dopamina, o que parece dever-se a uma estimulagao da tirosina hidroxilase
pela auséncia do seu produto final, uma vez que a dopamina é libertada para o
espaco sinaptico; no entanto, este efeito ndo se verifica para doses mais
elevadas, o que parece dever-se a interferéncia com o armazenamento da
dopamina nas vesiculas (Kuczenski e Segal, 1994). Nos nlcleos caudado e
accubens, a anfetamina (2 mg/Kg) origina um aumento da dopamina
extracelular nos primeiros 20 a 40 minutos, 15 a 20x, atingindo 25 nM, havendo

um retorno gradual até aos niveis basais durante 2 a 3 horas; para doses mais
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elevadas (> 5 mg /Kg), as concentragdes extracelulares de dopamina podem

atingir niveis de cerca de 1,5 yM (Kuczenski e Segal, 1994).

A MDMA tem uma acgdo neurotdxica potente a nivel cerebral, actuando
fundamentalmente sobre os terminais nervosos serotoninérgicos, causando,
nestes locais, deplecdo de serotonina (5-HT) e do seu principal metabolito,
acido 5-hidroxindoleacético (5-HIAA), bem como diminuigdo da actividade da
enzima triptofano hidroxilase e redugdo dos locais de recaptagéo de 5-HT
(Shankaran et al., 2001; Darvesh et al., 2002).

O mecanismo de ac¢do da MDMA sobre a serotonina parece ser o seguinte:
inicialmente causa a libertagdo da 5-HT armazenada nos nervos terminais,
seguidamente previne a recaptagéo do excesso de 5-HT da fenda sinaptica e,
por fim, inibe a triptofano hidroxilase, inibindo assim a nova sintese de 5-HT; o
efeito sobre a triptofano hidroxilase permite prever a atenuagéo de 5-HT central
por alguns dias ap6s a dose aguda, causando efeitos sub-agudos (Verheyden
et al., 2002).

Um estudo revela que a dopamina enddgena cerebral ndo é necessaria para a
expressdo da neurotoxicidade induzida pela MDMA sobre a serotonina (Yuan
et al., 2002); no entanto, a MDMA, quando associada a temperaturas elevadas,
provoca também danos sobre os axénios serotoninérgicos e axénios terminais
dopaminérgicos. Parece assim, segundo este estudo, que a MDMA tem uma
actuagdo predominante sobre a serotonina a baixas dosagens e um pequeno
efeito sobre a dopamina a doses mais elevadas. Dados confirmam ainda que a
hipotermia protege contra os efeitos téxicos sobre a serotonina pela MDMA,
enquanto que a hipertermia aumenta esta toxicidade e que alterages na dose
e temperatura sdo interactivas, e podem influenciar significativamente as
propriedades neurotdxicas da MDMA (Yuan et al., 2002).

Outros autores sugerem que, de facto, a MDMA aumenta os niveis extra-
celulares de serotonina e dopamina e tem grande afinidade pelos
transportadores que recaptam a serotonina (Harris et al., 2002). A estes se

acresce igualmente uma afinidade, em concentrag&o na ordem dos micromolar,
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pelos receptores de 5-HT-2, alfa-2 adrenérgicos, M-1 muscarinicos e H-1
receptores de histamina; adicionalmente aos efeitos sobre os
neurotransmissores e receptores, a MDMA aumenta a corticotropina (ACTH),

cortisol e prolactina em humanos (Harris et al., 2002).

A anfetamina é uma das aminas simpaticomiméticas com maior poténcia
estimulante do SNC (para refs. ver Carvalho, 1998). Os efeitos variam de
acordo com a dose, frequéncia e duragdo do consumo (para refs. ver Kalant,
2001), do estado mental e da personalidade do individuo (para refs. ver
Carvalho, 1998). A dose n&do é preditiva das consequéncias, surgindo como
explicagbes para este facto algumas formas de miopatia metabdlica ou
variabilidade individual no metabolismo; parece, no entanto, que a combinagao
da dose, com o contexto do seu consumo, associado aos comportamentos

individuais, determinam as consequéncias (para refs. ver Gowing et al., 2002).

As anfetaminas sdo potentes anorexigenos e, por esse motivo, foram usadas
clinicamente no tratamento da obesidade; os efeitos anorécticos sio mediados
pelos  neurotransmissores dopaminérgicos, estando o0s mecanismos
serotoninérgicos provavelmente envolvidos: no entanto, a tolerancia a estes

efeitos quase sempre se desenvolve (para refs. ver Murray, 1998).

No caso do tratamento da hiperactividade e do défice de atencao, de referir que
0 uso de medicamentos estimulantes quase que triplicou desde 1990 (para
refs. ver Seeman e Madras, 1998). A utilizagdo terapéutica da anfetamina em
humanos deve-se a sua actuagdo bifasica (para refs. ver Seeman e Madras,
1998). Em pequenas doses (dose clinica varia entre 0,2 e 0,6 mg/Kg), porque
provoca o aumento dos niveis basais de dopamina extracelular (6 x mais),
diminui a libertagéo relativa de dopamina com os impulsos nervosos (2 x mais
em relagdo ao nivel basal), reduzindo assim a actividade locomotora e a
distracg&o; para doses mais elevadas (acima de 1 ou 2 mg/Kg), a magnitude do
aumento dos niveis basais varia entre as 14 a 35 x mais, e o nivel pulsatil de
dopamina aumenta 7 x mais, associando-se por tal a sintomas psicolégicos,
comportamentais e somaticos hiperdopaminérgicos (para refs. ver Seeman e
Madras, 1998).
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Como efeitos agudos desejaveis surgem o aumento da energia e resisténcia, a
criacdo de estados de vigilia, a diminuigéo da fadiga e do sono, a modificagéo
do humor, o bem-estar, o aumento da iniciativa, autoconfianga, euforia,
eloquéncia, a percepgdo sensorial aumentada, a maior sociabilidade e
extroversdo; estes efeitos fizeram com que em tempos se achasse que a
anfetamina e outras drogas relacionadas, teriam um valor potencial como

auxiliar na psicoterapia (para refs. ver Kalant, 2001, Gowing et al., 2002).

Como efeitos agudos indesejaveis, as anfetaminas provocam midriase, o
relaxamento dos musculos lisos do tracto intestinal, a elevagdo da frequéncia
cardiaca e o aumento da tensdo arterial (para refs. ver Murray, 1998).
Provocam também um aumento da actividade locomotora e actividade
muscular, a qual, aliada a acgdo directa sobre o sistema de termorregulagio
provoca um aumento da temperatura corporal; rigidez e dores musculares s&o
comuns nhos dias seguintes ao consumo, assim como cefaleias, nauseas, perda
de apetite e insdnias; a frequéncia cardiaca e a presséo arterial mantém-se
elevadas ou apresentam grandes flutuagdes nos dias seguintes (para refs. ver
Kalant, 2001; Gowing et al., 2002).

Os efeitos psicolégicos incluem hiperactividade, falta de concentragéo,
alucinagbes, despersonalizagdo, ansiedade, agitagdo, comportamentos
bizarros ou desprendidos que podem evoluir para ataques de pénico, delirios
ou breves episodios psicoticos, défices de memoria e alteragéo dos padroes do
sono; nos dias seguintes continuam as dificuldades de concentragéo, surgem
sentimentos depressivos, ansiedade e fadiga (Walters, 2002; para refs. ver
Murray, 1998; Kalant, 2001; Gowing et al., 2002). Sintomas de abstinéncia
envolvem disforia, anergia, estados de sonoléncia e fadiga prolongados (para
refs. ver Murray, 1998). Este autor faz ainda referéncia a um estudo que revela
a ocorréncia de sintomas psicoticos apdés o consumo de d-anfetamina (euforia
inicial, depressdo, sintomas hipocondriacos, alucinagbes, delirios, ideias

parandicas e sintomas psiquiatricos excessivos).
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A exposicdo do organismo a drogas de abuso pode também resultar na
modulagéo das suas respostas imunitarias, quer por imunodepresséo, quer por
imunoestimulagéo; no entanto estudos indicam que os efeitos negativos sobre
o sistema imunitario serdo mais frequentes (para refs. ver Carvalho, 1998). A
anfetamina tem um efeito estimulante sobre a secrecao da hormona
adrenocorticotréfica (ACTH) e, consequentemente, de corticoesterona, a qual
interfere de forma inibitéria com a resposta imune (para refs. ver Carvaiho,
1998).

A MDMA partilha as caracteristicas estimulantes da anfetamina, sendo
classificada como uma anfetamina alucinogénia, mimetizando os efeitos dos
estimulantes, aos quais se acrescentam sentimentos de bem-estar, de prazer,

de euforia e desinibigdo no campo sexual (Cohen, 2001 )-

Os efeitos adversos deste composto incluem sudacgdo, fadiga, espasmos
musculares, taquicardia, deple¢do de fluidos e electrdlitos, inadequada
secrecao da hormona anti-diurética e anemia aplastica, disfun¢des musculares
e do SNC, hemorragias internas, danos hepaticos, falha renal, ataques
cardiacos, golpe de calor fatal, convulsGes e coma (Walubo e Seger, 1999;
Cohen, 2001; Irvine et al., 2001; Traub et al., 2002; para refs. ver Schwartz e
Miller, 1997). Como efeitos psicolégicos e comportamentais sio referidos a
depressdo, ansiedade, ataques de panico, parandia, despersonalizagéo,

mudancas de humor e também alucinagdes (Cohen, 2001).

Um estudo realizado recentemente (Harris et al., 2002) que se debrugou sobre
os efeitos fisiologicos, subjectivos e hormonais da MDMA, mostrou que para
uma dose de 1,5 mg/Kg existiram aumentos significativos na pressao diastdlica
e sistolica arterial; os niveis das hormonas cortisol, dehidroepiandrosterona
(DHEA) e prolactina também aumentaram significativamente. Neste estudo
também se verificaram efeitos subjectivos significativos mais consistentes com

a acgao de psicoestimulantes do que com alucinogénios.

Também é apresentado como efeito adverso raro, causado pela MDMA, a

hiponatremia, atribuindo-se esta situagéo clinica a inapropriada secregéo da
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hormona anti-diurética pela ac¢ao deste composto; adicionalmente, o consumo
excessivo de agua contribui para o desenvolvimento de hiponatremia induzida
(Sue et al., 2002; Traub et al., 2002). A inducdo de hiponatremia pela MDMA
tem varias explicagdes; assim, existem evidéncias que sugerem que a
libertagdo da hormona anti-diurética é mediada pela serotonina; outras
explicagdes apontam para o excessivo consumo de agua o qual & potenciado
pela hipertermia induzida pela MDMA (Traub et al.,, 2002). Outros estudos
alertam para o efeito dos metabolitos da MDMA, no aumento da libertagio da
hormona antidiurética arginina vasopressina, chamando a atengéo,
nomeadamente, para a 4-hidroxy-3-metoxymetanfetamina (HMMA), principal
metabolito da MDMA, a qual apresenta o efeito mais potente (Forsling et al.,
2002; Fallon et al., 2002).

2.6. TOXICIDADE DAS ANFETAMINAS E ANALOGOS

A dose téxica da anfetamina é variavel e as manifestagdes toxicas podem
aparecer para doses td0 baixas como 2 mg mas s&o mais comuns para doses
superiores a 15 mg; as reacgdes mais severas tém sido observadas para doses
superiores a 30 mg e os casos fatais podem ocorrer para doses de 400 a 500
mg, embora pelo seu uso cronico, se possam tolerar doses mais elevadas

(para refs. ver Carvalho, 1998).

Para a MDMA é referido que néo existe linearidade entre a dose consumida e a
concentragdo sanguinea; assim, pequenos aumentos na dose podem
ocasionar desproporcionados aumentos nas concentragdes, contribuindo assim
para a sua toxicidade (para refs. ver Gowing et al., 2002). Os efeitos adversos
podem igualmente ocorrer tanto em utilizadores crénicos como em utilizadores

primarios (para refs. ver Murray, 1998).
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2.6.1. Mecanismos de Toxicidade Geral

As drogas de abuso actuam por diversos mecanismos, concorrendo para
diferentes formas de toxicidade (toxicidade neurolégica, cardiotoxicidade,
toxicidade musculo-esquelética, toxicidade metabdlica, etc.). Actualmente, um
dos mecanismos de toxicidade mais estudados é o mecanismo oxidativo de
toxicidade ou stress oxidativo, fenémeno mediado pela producédo acrescida de
radicais livres e outras espécies reactivas pro-oxidantes (Wolf et al., 2000
Carvalho et al., 2002; Zhang et al., 2003; Zhou et al., 2003). Este mecanismo
de toxicidade tem sido igualmente associado ao exercicio fisico (Poulsen et al.,
1996, Bejma et al., 2000; Viia et al., 2000; Schippinger et al., 2002; Palazzetti
et al., 2003; para refs. ver Packer, 1997; Leeuwenburgh e Heinecke, 2001:

Ascensao et al., 2003;).

Neste ambito, parece ser consensual que os radicais livres participam em
inimeros processos biolégicos; no entanto, ganham predominancia ao nivel da
fisiopatologia de um leque variado de doencas, nomeadamente degenerativas,
como a arterosclerose, a doenca da artéria coronaria, cancro e envelhecimento
(Fabiani et al., 2001; Mezzetti et al., 2001; Lim et al., 2002; Jatuporn et al.,
2003; Zhang et al., 2003; para refs. ver Ascenséo et al., 2003).

Um radical livie é um &atomo ou molécula portadoras de electrdes
desemparelhados numa das suas Orbitas, situagdo que lhes confere
instabilidade e reactividade bioquimica; para readquirirem a estabilidade
quimica estes radicais cedem o electrdo desemparelhado a uma molécula
estavel, formando um radical reduzido, ou aceitam um electrdo a partir de uma
molécula estavel, convertendo-a em radical oxidado (para refs. ver Ascensao et
al., 2003). Ainda segundo estes autores os diferentes radicais encontram-se
associados habitualmente a 4 atomos (carbono, enxofre, azoto e oxigénio). Nos
estudos j& efectuados, tem sido dada uma primordial importancia aos radicais
livres associados ao oxigénio e as espécies reactivas de oxigénio (ERO), de
onde se salienta o radical superdxido (O,"), o peréxido de hidrogénio (H,0,) e
o radical hidroxilo (HO') (para refs. ver Cadet e Brannock, 1998; Mak e Newton,
2001; Ascens3o et al., 2003).
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O desequilibrio entre os mecanismos de produgéo e neutralizagdo das ERO, a
favor das espécies reactivas, denomina-se Stress Oxidativo e resulta da
incapacidade dos sistemas antioxidantes em combater a produgédo adicional de
ERO (Fabiani et al., 2001; Lim et al., 2002; Jatuporn et al., 2003, Palazzetti et
al.,, 2003; para refs. ver Leeuwenburgh e Heinecke, 2001; Mak e Newton,
2001;).

As ERO e outras espécies reactivas podem provocar modificagdes oxidativas
em varios componentes celulares como lipidos (ataques sobre a membrana
celular originando peroxidagao lipidica), proteinas (oxidar proteinas tornando-
as susceptiveis a ataques proteoliticos), ADN (originar perda de informacéao
genética, favorecendo o processo de envelhecimento) e enzimas antioxidantes
(afectar a funcdo de enzimas como a CAT, SOD, GPx) (Bejma et al., 2000;
Fabiani et al., 2001; Lim et al., 2002; Palazzetti et al., 2003; para refs. ver Cadet
e Brannock, 1998).

O tecido muscular e o tecido nervoso sao particularmente susceptiveis a este
tipo de stress, pois ambos possuem células pos-mitdticas, as quais séo
capazes de acumular o dano oxidativo ao longo do tempo (Lim et al., 2002).
Estes autores acrescentam que o tecido muscular, sendo o maior tecido
corporal, é responsavel pelo maior consumo de O,, pelo que esta exposto ao

grande fluxo de radicais livres de oxigénio (Lim et al., 2002).

As células, por sua vez, possuem enzimas antioxidantes que participam nos
mecanismos de proteccao tecidual ao stress oxidativo, sendo as principais a
superoxido dismutase (SOD), a catalase (CAT), a glutationa peroxidase (GPx);
para além destas enzimas, existem outras substéncias antioxidantes n&o
enzimaticas, endégenas e exogenas tais como a Glutationa (GSH), as
vitaminas C e E, o ubiquinol, o beta-caroteno, o acido urico e o &cido lipdico
(Bejma et al., 2000; ViRa et al., 2000; Palazzetti et al., 2003; Vaziri et al., 2003;
para refs. ver Packer, 1997; Cadet e Brannock, 1998; Leeuwenburgh e
Heinecke, 2001; Mak e Newton, 2001; Ascenséo et al., 2003).
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Os grupos sulfidrilo ndo proteicos (GSNP), tais como a glutationa e a cisteina,
participam no sistema de defesas anti-oxidantes celulares, prevenindo ou
minorando os efeitos adversos do stress oxidativo (causado por agentes
oxidantes e xenobiéticos) (Carvalho et al., 1993; Carvalho et al., 1997).
Acrescentam, ainda, que qualquer deplecdo dos GSNP pode aumentar a
susceptibilidade celular a agentes prejudiciais, como aos radicais livres, para os
quais a glutationa reduzida actua como desintoxicante, participando
nomeadamente no metabolismo e na manutengdo do estado redox de varios

orgaos.

As enzimas anti-oxidantes actuam da seguinte forma: a SOD promove a
dismutagdo do radical O,” formando H,O; e O, . A CAT catalisa a
decomposicdo de H,O, em H,O e O, . A GPx catalisa a reducdo de H,O, em
agua ou de hidroperéxidos em aldeidos, utilizando para tal a glutationa
reduzida (GSH) como dadora de electrdes; esta enzima assume-se como um
dos principais neutralizadores de hidroperéxidos provenientes das diferentes
fontes celulares; devido ao facto da GSH ser oxidada pelo GPx e formar
glutationa oxidada (GSSG), as células dever&o possuir uma via de regeneragao
de GSH; esta reacgdo ¢ catalisada pela enzima Glutationa redutase (GRed) a
qual utiliza NADPH como cofactor e agente redutor, transformando a GSSG em
GSH; a maior parte da sintese de novo GSH ocorre no figado e, em situagdes
de stress oxidativo adicional, este exporta quantidades superiores de GSH para
0 sangue, a partir do qual os restantes tecidos importam o GSH via ciclo gama-

glutamil (para refs. ver Ascenso et al., 2003).

A glutationa surge como uma substancia antioxidante muito relevante e existem
algumas evidéncias que aumentando o estado antioxidante celular (tratamento
com N-acetilcisteina que aumenta o nivel de GSH intracelular) se previne

algum do dano induzido pelo exercicio (para refs. ver Paker, 1997).

No que diz respeito a suplementagéo antioxidante (Vitaminas C e E, coenzima
Q10) os resultados sdo menos claros (para refs. ver Packer, 1997) e pouco
convincentes (para refs. ver Mak e Newton, 2001). Neste ambito um estudo

refere, no entanto, que a ingestdo aumentada de antioxidantes (vitaminas C e
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E) parece actuar de forma protectora, alterando a progressdo da arterosclerose
e doenga coronaria (Jatuporn et al., 2003), assim como a vitamina E parece ser
eficaz na protecgdo do ADN do dano oxidativo (Fabiani et al., 2001). Outros
autores defendem, igualmente, o papel protector destas duas vitaminas na
prevencdo da doenca vascular arteroesclerotica, através de mecanismos que
incluem a inibicdo da oxidagdo das lipoproteinas de baixa densidade (LDL),
inibigdo da interacgdo entre leucécitos e células endoteliais (adesdo celular) e
prevengdo da disfungdo vascular por acgdo do ascorbato e do a-tocoferol que
actuam de forma anti-oxidante destruindo radicais livres (para refs. ver Carr et
al., 2000). Outro estudo defende que o acido ascérbico actua na atenuagéo da
deplegédo dos niveis de 5-HT induzida pela MDMA, e também na supresséo do

stress oxidativo induzido por esta neurotoxina (Shankaran et al., 2001).

Entre as principais fontes de produgdo de ERO encontra-se a mitocondria;
embora a sua principal fungéo seja a producédo de energia existem evidéncias
que apontam para a formagdo de ERO durante as reacgdes de fosforilagao
oxidativa; a cadeia transportadora de electrdes mitocondrial parece ser
responsavel por produzir uma pequena mas significativa quantidade de O,",
H,0, e HO" (Bejma et al., 2000; Vifa et al., 2000; Palazzetti et al., 2003; Vaziri
et al., 2003; para refs. ver Packer, 1997, Cadet e Brannock, 1998,
Leeuwenburgh e Heinecke, 2001; Mak e Newton, 2001; Ascenséo et al., 2003).
Surgem ainda os mecanismos associados as enzimas Xantina Oxidase (XO),
nicotinamida adenina dinucleotido fosfato (NADPH), aldeido oxidase,
aminoacido oxidase, aos peroxissomas, ao citocromo P450 e aos neutréfilos
polimorfonucleares (NPM) (Bejma et al., 2000; Vifia et al., 2000; Palazzetti et
al., 2003; Vaziri et al., 2003; para refs. ver Packer, 1997; Cadet e Brannock,
1998; Leeuwenburgh e Heinecke, 2001; Mak e Newton, 2001; Ascenséo et al.,
2003).

Outros autores corroboram que os fagécitos (neutrédfilos) sdo também uma
importante fonte de oxidantes, ja que estes utilizam na resposta inflamatoria
uma diversidade de espécies reactivas para destruir os patogénios invasores
(02", ON' H,0,, HOCI), intervindo enzimas como a NADPH oxidase, a NO

sintetase e a mieloperoxidase (Fabiani et al., 2001; para refs. ver
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Leeuwenburgh e Heinecke, 2001). Num estudo particular constatou-se que a
activagdo de mondcitos (células fagociticas) induziu dano no ADN de linfocitos

pela acgéo dos radicais livres (Fabiani et al., 2001).

Recentemente descobriu-se que a mitocondria também gera 6xido nitrico
(ON’), o qual tem implicagbes na produgio de oxidantes durante o exercicio,
sendo que em quantidades moderadas o ON' pode reagir com radicais como o
O," para formar peroxinitrito (ONOO™), um poderoso oxidante (para refs. ver
Cadet e Brannock, 1998; Leeuwenburgh e Heinecke, 2001). Estes autores
localizaram a Oxido Nitrico Sintetase (NOS) em mitocondrias isoladas do
coragao, rim, cérebro e musculo-esquelético. Outro estudo defende a ligagao
entre a formagéo de ON’ e alguma da neurotoxicidade serotoninérgica induzida
pela MDMA (Zheng e Laverty, 1998); assim esse estudo verificou que a
administragcdo de MDMA causou um aumento na actividade da NO sintetase e
constatou que a inibicdo desta enzima bloqueou, em certa medida, a

neurotoxicidade sobre a 5-HT induzida pela MDMA.

Tem sido verificado que o consumo de doses elevadas de anfetaminas resulta,
frequentemente, numa marcada hipertermia no homem e em animais; esta
parece ser uma condigdo pro-oxidante, ja que ocorre um decréscimo nos niveis
hepaticos de glutationa reduzida (GSH) (Carvalho et al., 1993). Estudos
experimentais, in vivo, permitiram testemunhar a deplegéo dos grupos sulfidrilo
nao proteicos, nomeadamente a nivel hepatico e renal, ndo se verificando, no

entanto, o mesmo efeito no coragéo, pulméo e cérebro (Carvalho et al., 1996).

As catecolaminas endogenas parecem ter também um papel na deplecao
observada dos GSNP, induzidas pelas anfetaminas; de facto, tanto a
adrenalina como a noradrenalina e outros agonistas adrenérgicos ja revelaram
capacidade para diminuir a glutationa hepatica em ratos, tendo este efeito sido
contrabalangado por antagonistas adrenérgicos (Carvalho et al., 1993). Os
resultados deste estudo mostraram que a administragdo aguda de d-
anfetamina alterou a homeostasia dos GSNP, nomeadamente no figado e rim,

de forma dependente da dose (Carvalho et al., 1993).
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As aminas biogénicas simpaticas (dopamina, adrenalina e noradrenalina),
libertadas das terminagGes nervosas, podem contribuir para a toxicidade
celular; de facto, através do metabolismo destas, mediado pela MAO, ha
sintese de perdxido de hidrogénio (H,O;) como produto paralelo (Carvalho et
al., 1999). Ainda, segundo estes autores, quando as enzimas que metabolizam
as catecolaminas ficam saturadas, as catecolaminas oxidam-se de forma
apreciavel, convertendo-se em compostos altamente reactivos (semi-quinonas,
quinonas e radicais livres), os quais provocam danos em componentes
celulares como os lipidos, proteinas e ADN (acido desoxirribonucleico). Outros
autores defendem o papel da auto-oxidagdo das catecolaminas, como fonte
alternativa de produgéo de ERO (para refs. ver Paker, 1997; Cadet e Brannock,
1998; Givertz e Colucci, 1998).

Outro estudo sugere que existe produgéo de radicais superoxido no striatum de
ratinhos tratados com metanfetamina, a qual se deve provavelmente a
libertagdo de dopamina no cérebro e subsequente oxidagdo desta nos

terminais dopaminérgicos (para refs. ver Cadet e Brannock, 1998).

A estimulagdo a-adrenérgica, induzida pela acgdo da d-anfetamina, tem ainda
efeitos sobre a respiragdo mitocondrial e sobre os niveis intracelulares de
calcio livre, levando a elevagéo destes factores (para refs. ver Carvalho, 1998).
No 1° caso, com o aumento da respiragdo mitocondrial, pode ocorrer um
incremento na produgdo do anido superdxido, o qual podera originar
peroxidagao lipidica (Fawthrop et al., 1991); a manutengéo de elevados niveis
de calcio livre intracelular pode, por sua vez, activar enzimas degradativas,
como as fosfolipases, originando disfungbes membranares e peroxidagio
lipidica (Jaeschke, 1990), ou como as proteases, levando a degradagao
proteica, podendo ser afectadas as proteinas responsaveis pela estrutura
celular (Corcoran e Ray, 1992). No caso dos hepatécitos, o aumento do caicio
do nlcleo activa as endonucleases dependentes do calcio tendo como
consequéncia a fragmentagdo do ADN (Shen et al., 1991, 1992); provoca ainda
a conversdo da xantina desidrogenase em xantina oxidase, a qual participa na
oxidagdo de grupos sulfidrilo, dos acidos gordos e fosfolipidos, originando

como produtos de reacgdo o perdxido de hidrogénio e o ido superdxido, os
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quais representam um elevado nivel de toxicidade para a célula (Jaeschke,
1990; Groot, 1992).

As catecolaminas sdo também responsaveis por induzirem peroxidacao lipidica
celular (Carvalho et al, 1997), a qual é potenciada pela acgdo da anfetamina
sobre a monoamina oxidase (MAO) cuja inibicdo ira contribuir para a
prevaléncia de um nivel elevado de catecolaminas (para refs. ver Murray, 1998;
Carvalho, 1998).

O metabolismo da d-anfetamina também pode perturbar a homeostasia da
GSH; assim, é conhecido que o metabolismo oxidativo da d-anfetamina
envolve a hidroxilagdo aromatica, pelo sistema enzimatico do citocromo P450
2D, dando origem a p-hidroxianfetamina (para refs. ver Cho et al., 1999); no
entanto, um outro estudo demonstrou que o metabolismo da d — anfetamina
‘na@o ocorre de forma téo linear, ao revelar que a alteragdo na homeostasia da
glutationa pode ocorrer, igualmente, devido & conversdo metabdlica da d-
anfetamina, pelo citocromo P450 2D, num intermedidrio reactivo (muito
provavelmente um epoxido reactivo) que reage com a glutationa para formar o
aducto (glutationa-S-yl)-p-hidroxianfetamina, originando assim a deplecdo de
GSH (Carvalho et al., 1996).

Alguns estudos sugerem que o abuso de MDMA pode também originar stress
oxidativo e dano potencial por accdo de radicais livres, apresentando algumas
explicagbes possiveis para este facto; assim, o abuso de MDMA potencia a
hipertermia, a qual pode ser uma importante causa para o aparecimento de
radicais livies como O, e HO' entre outros; também podem ser produzidos
radicais livres durante o metabolismo da MDMA (existem evidéncias que a
MDMA é bio-transformada num intermediario reactivo capaz de se conjugar
com a GSH e assim causar a sua deple¢édo e produzir radicais); o abuso deste
composto induz ainda a libertagdo aguda de serotonina e dopamina, sendo
esta Ultima desaminada pela MAO, o que resulta na producao de radicais livres
e de ERO, os quais induzem peroxidagao lipidica e outros tipos de stress
oxidativo nas membranas celulares (Zhang et al., 2003; Zhou et al., 2003; para
refs. ver Cadet e Brannock, 1998).
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Outros autores corroboram que o metabolismo hepatico da anfetamina e
MDMA origina produtos secundarios, alguns altamente reactivos com a
glutationa, cuja diminuigdo permite uma série de alteragbes bioquimicas
(influxo de célcio massivo, alteragbes oxidativas nos lipidos das membranas

celulares) que podem resultar em morte celular (para refs. ver Kalant, 2001).

Outra via pela qual o abuso de MDMA induz stress oxidativo € pela via
alimentar, que fica diminuida pela acgdo anorexigena desta droga, a qual
favorece uma diminuicdo do intake alimentar e consequentemente uma
diminuigdo da quantidade de vitaminas C, E e beta-caroteno adquiridas pela
dieta alimentar, as quais tém caracteristicas anti-oxidantes (Carvalho et al.,
2002; Zhang et al., 2003).

Outros autores também defendem que o exercicio fisico, apesar dos
reconhecidos beneficios (diminui¢do do risco de doenga cardiovascular, de
cancro, de osteoporose e diabetes) se constitui como uma agressdo organica
favoravel a producgéo acrescida de espécies reactivas de oxigénio (ERO) e ao
incremento do stress oxidativo a nivel celular, tecidual e organico devido ao
aumento das exigéncias metabdlicas, nomeadamente sobre o musculo
cardiaco (Bejma et al., 2000; Vifa et al., 2000; Palazzetti et al., 2003; para refs.
ver Packer, 1997; Leeuwenburgh e Heinecke, 2001; Ascenséo et al., 2003).

O exercicio fisico causa, de facto, uma produgdo acrescida de ERO, observada
em varios estudos, a qual origina maiores indices de oxidacgao lipidica (100%
no musculo exercitado e figado e 60% a 100% no cérebro), de oxidagio
proteica, de oxidagdo de 4acidos nucleicos, embora neste caso surjam
resultados controversos (para refs. ver Packer, 1997). Neste ambito h& autores
que referem que a presenga de ERO é vista como a principal causa de dano
oxidativo de ADN manifestada pela excre¢do urinaria de 8-hidroxiguanina
(Poulsen, 1996).

O exercicio fisico crénico é, todavia, capaz de provocar adaptagbes positivas,

ao nivel das defesas antioxidantes (Poulsen, 1996; Jatuporn et al., 2003; para
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refs. ver Leeuweburgh e Heinecke, 2001). Assim, alguns estudos mostraram
que o treino regular de resisténcia diminuiu os niveis basais de H,O,
produzidos pela mitocéndria isolada, pela elevagdo dos niveis de antioxidantes
e enzimas antioxidantes tanto no musculo-esquelético como cardiaco (GPx,
SOD e GSH) (para refs. ver Leeuweburgh e Heinecke, 2001) bem como pela
elevagé@o dos niveis plasmaticos de vitaminas C e E (Poulsen, 1996). De facto
pensa-se que, possivelmente, os antioxidantes também tém um efeito positivo
sobre a performance e a prevengao da fadiga, no entanto estudos em humanos
tém sido pouco conclusivos (Vifia et al., 2000). Ainda segundo estes autores, o
exercicio, quando ndo exaustivo, é claramente benéfico e os seus efeitos
prejudiciais podem ser, em parte, prevenidos pelo treino. Estudos revelam que
o exercicio regular diminui a susceptibilidade ao dano oxidativo, provoca a
indugéo de enzimas antioxidantes (Vifia et al., 2000), aumenta os niveis de
repouso de GSH, associando-se estes a uma diminuigdo dos marcadores de
stress oxidativo induzido pelo exercicio (Palazzetti et al., 2003); no entanto, um
desequilibrio entre carga de treino e recuperagéo, pode conduzir a um estado
de sobretreino, o qual pode envolver também a incapacidade dos sistemas
antioxidantes se adaptarem ao treino, originando stress oxidativo crénico e
dano celular (Palazzetti et al., 2003). Uma investigacdo registou um aumento
da actividade da CK em repouso, bem como um aumento dos niveis de
actividade de GPx plasmatica, assim como uma diminuicdo no estado
antioxidante total, durante o sobretreino, o que parece confirmar a hipotese de
ocorréncia de stress oxidativo nesta situagdo especifica (Palazzetti et al.,
2003).

Para além do stress oxidativo estar envolvido no mecanismo de toxicidade pela
MDMA e outras anfetaminas, surgem algumas evidéncias para o papel do
stress bioenergético nesta mesma toxicidade (Darvesh et al., 2002). Neste
estudo a administragdo de MDMA resultou num aumento da glicogendlise e no
aumento da concentragdo de glicose extracelular. Pareceu também existir,
segundo este estudo, uma associagdo entre a propensdo para a MDMA
provocar hipertermia e induzir glicogenolise, ja que esta foi de facto aumentada
pelo estado hipertérmico, e néo foi alterada pela administragao de fenfluramina,

a qual ndo tem efeitos sobre a temperatura corporal. Outros estudos revelam
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que a MDMA provoca uma inibigdo da fungdo mitocondrial com perda de ATP
striatal e origina a deplegdo de glicogénio cerebral; esta deple¢do das reservas
de energia pode resultar em desregulagdo idnica e dano proteolitico dos
terminais de 5-HT (Darvesh et al., 2002).

Os efeitos neurotéxicos da anfetamina, relacionados com a produgéo de ERO,
parecem também estar ligados ao aumento dos niveis extracelulares de
glutamato (Wolf et al., 2000). O stress oxidativo e a produgdo de ERO podem
ser induzidos pela anfetamina através do aumento do fluxo e do metabolismo
oxidativo da dopamina, e pelo aumento do fluxo de glutamato (Wolf et al,,
2000).

2.6.2. Mecanismos e Manifestagbes de Cardiotoxicidade

O consumo de anfetaminas pode conduzir ao aparecimento de efeitos
cardiovasculares nefastos, responsaveis por cefaleias, calafrios, palidez ou
ruborizagdo, hipertensdo ou hipotensdo, palpitacbes e, em casos severos,
arritmias, dor anginosa e colapso circulatério, podendo a morte ocorrer por
insuficiéncia cardiaca aguda ou por acidente cerebrovascular (para refs. ver
Carvalho, 1998). Outros autores acrescentam a este leque de consequéncias a
hemorragia intra-cerebral, as cardiomiopatias, a hipertensdo pulmonar, a
formagao e ruptura de aneurisma, a morte subita e o enfarte do miocardio (para
refs. ver Frishman et al., 2002). A cocaina, o ecstasy e outras anfetaminas
partiiham os efeitos adversos sobre o sistema cardiovascular, os quais se
relacionam predominantemente com a activagdo do sistema nervoso simpatico,
com a consequente libertagdo de norepinefrina, dopamina e serotonina
(Ghuran et al., 2001).

Microscopicamente verifica-se a ocorréncia, no caso da cardiomiopatia, de
edema intersticial, infiltragdo por leucécitos, degeneragdo das fibras
musculares e necrose, anormalidades mitocdndriais que incluem gréanulos
mitocdndriais e perda de matriz; a formagdo de trombos parece ser o factor

despoletador de enfarte do miocardio, pela acgéo da anfetamina (para refs. ver
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Frishman et al., 2003). Estes autores acrescem que o abuso crénico de
anfetamina tem sido também associado a vasculite necrosante, a qual se

manifesta no estreitamento das artérias de pequeno e médio tamanho.

A anfetamina exerce os seus efeitos, sobre o sistema cardiovascular, de forma
indirecta, pela sua acgdo sobre as catecolaminas (dopamina e noradrenalina)
(Walubo e Seger, 1999; para refs. ver Kalant, 2001). Segundo estes autores, o
efluxo das catecolaminas, nomeadamente noradrenalina, é responsavel pelos
mais graves efeitos adversos sobre este sistema; a vasoconstricdo ou
vasodilatagéo induzida pelo consumo de anfetaminas pode levar a hipertensao
ou hipotens&o, sendo que a hipertensdo apresenta o risco subsequente de
ruptura dos vasos sanguineos e hemorragias internas, e a taquicardia o
consequente aumento do trabalho cardiaco, e risco de falha cardiaca (Walubo
e Seger, 1999; para refs. ver Kalant, 2001).

Os efeitos das anfetaminas sobre o sistema cardiovascular sdo também
referidos por outra investigagdo que refere a ocorréncia de 6 fatalidades
relacionadas com aspectos da funggo cardiaca (para refs. ver Gowing et al.,
2002). O relato de 12 casos de hemorragia ou AVC sugeriu que rapidas e
inapropriadas alteragbes na pressdo sanguinea ou no fluxo sanguineo,
associadas ao consumo de MDMA e outras anfetaminas, resultam em isquemia
cerebral ou rupturas de vasos sanguineos (para refs. ver Gowing et al., 2002).
Um estudo efectuado no dmbito do consumo de ecstasy concluiu que os
consumidores de MDMA, aparentemente saudaveis, exibiam sinais
cardiovasculares de desregulagdo autonomica (disfungdo parassimpatica)
(Brody et al., 1998). Uma outra pesquisa, realizada sobre os efeitos cardiacos
de MDMA, revelou elevagdes na tensdo arterial sistélica e diastolica, aumento
na demanda de oxigénio pelo miocardio, dependente da dose, sem aumento na
sua contractilidade, sendo que esta combinagdo pode originar um maior risco
de complicagbes cardiovasculares (Lester et al., 2000). Os resultados de um
outro estudo apontam para elevagbes na frequéncia cardiaca, pressoes
diastdlica e sistdlica, amplitude e largura das ondas T (ECG) para doses de 10
a 20 mg/kg (Irvine et al., 2001).
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Existem diferengas nas taxas de produgdo de ERO e susceptibilidade ao dano
oxidativo entre varios 6rgédos e tecidos; assim tecidos pds-mitoticos como o
miocardio parecem ser mais vulneraveis aos agentes oxidantes do que tecidos

com maior capacidade de proliferagéo (ex.: figado) (Bejma et al., 2000).

Estudos in vitro e in vivo em animais, tém demonstrado que um excesso de
produgdo de radicais livres, ou fungdo antioxidante danificada, causam efeitos
adversos em varias fungdes dos midcitos; diminuem a sua contractilidade,
provocam lesdes nos tecidos do miocardio e apoptose (para refs. ver Mak e
Newton, 2001). Segundo estes autores, os resultados das investigagbes em
humanos tém sido, no entanto, pouco convincentes ja que as medidas
bioquimicas de stress oxidativo apresentam grandes limitagbes, néo existindo
um “gold standard” para a medigdo de ERO ou danos que lhe estéo

associados.

As fontes de ERO mais determinantes a nivel cardiaco sdo a mitocéndria e os
mecanismos associados a XO, contudo as catecolaminas, os peroxissomas e
os neutréfilos polimorfonucleares (NPM) também se incluem (para refs. ver
Ascensdo et al., 2003). O elevado volume e densidade mitocondriais e 0
elevado fluxo mitocondrial de O,, sédo duas caracteristicas que influenciam a
produgdo de ERO no miocardio (Bejma et al., 2000; para refs. ver Ascenséao et
al., 2002). De facto, mesmo em repouso, o consumo de O./g de tecido cardiaco
é superior ao consumo de O,/g de musculo-esquelético durante exercicio
intenso: durante o exercicio fisico, o fluxo sanguineo coronario aumenta até 4X
e a elevagdo da taxa metabdlica oxidativa cardiaca decorrente do exercicio
fisico constitui-se como factor predisponente para a produgdo acrescida de
ERO (para refs. ver Ascensdo et al., 2003). Alteragdes nas concentragoes
intracelulares de ATP, com aumento das concentragdes de AMP e ADP,
diminuigdo das reservas de glicogénio, modificagbes na temperatura e pH,
perda da homeostasia do ido Ca 2* e respiragdo mitocondrial ndo acoplada
podem ser estimulos para a formagdo adicional de ERO (para refs. ver
Ascensao et al., 2003).
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Um composto ndo enzimatico determinante na actividade antioxidante tecidual
geral e do miocardio em particular € a GSH (Leichtweis e Ji, 2001; para refs.
ver Ascenséo et al., 2003). Dados providenciam evidéncias que a homeostasia
da GSH tem um papel critico na protecgédo do miocardio dos agentes oxidantes
(Leichtweis e Ji, 2001).

Como antioxidantes exdgenos cardiacos temos a vitamina E que parece
combater a peroxidagdo lipidica cardiaca (Venditti et al., 1999). Este estudo
refere que o tratamento com vitamina E melhorou a recuperagao funcional e
reduziu a peroxidagao lipidica, apds um episddio de Isquemia-Reperfusio (I-R),
provavelmente pelo seu papel na estabilidade da estrutura da membrana,
actuando tanto como antioxidante, como inibidor de fosfolipase. Outro estudo
confirma a importancia da vitamina E na redugdo do risco de ocorréncia de
eventos cardiovasculares, estando o mecanismo ainda em estudo; no entanto,
sugere-se que os seus beneficios se devem & redugéo na ades&o e agregacdo
plaguetaria, inibicdo de factores de coagulacdo dependentes de potassio e
reducéo da susceptibilidade das LDL a oxidacdo (Mezzetti et al., 2001 )

A Glutationa, como antioxidante multifuncional, tem um papel vital na protecgao
do miocardio face aos oxidantes, sendo ndo apenas um intermediario dador de
electrées para neutralizar H,O; e lipoperdxidos mas também um destruidor de
radicais livres de oxigénio e azoto (Leichtweis e Ji, 2001). Ainda, segundo estes
autores, em situagdo de stress oxidativo a GSH é transportada do plasma para
os cardiomidcitos, via o ciclo gama-glutamil, e os niveis circulatérios de GSH
s@o mantidos por exportagdo hepatica por estimulagdo de catecolaminas,
glucagina e vasopressina. A deplecdo dos niveis de GSH no coragao
originaram, neste estudo, uma mais baixa contractilidade, pressao e trabalho
no ventriculo esquerdo, ou seja, uma menor capacidade de recuperacao das
fungbes cardiovasculares apds um episédio de I-R, em comparagdo com um
coracado normal sujeito ao mesmo episodio. O radical HO® foi indicado como o
intermedirio de ataque a Ca** -ATPase miocardial, danificando assim a funcao

contractil cardiaca (Leichtweis e Ji, 2001).
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2.6.3. Mecanismos e Manifestacbes de Toxicidade Muscular -

Rabdomidlise

A rabdomidlise pode ocorrer em qualquer pessoa, sob circunstancias
particulares e pode ter consequéncias severas e até fatais; pode acontecer de
forma recorrente e ser considerada enddégena (por desordens enzimaticas que
resultam na disfungdo do metabolismo dos glicidos, lipidos, etc.), ou surgir
como consequéncia de um episddio agudo isolado, apresentando uma origem
exdgena [ex: exercicio fisico, factores traumaticos, isquémicos, infecciosos,
inflamatorios, metabdlicos, toxinas (alcool, anfetaminas, heroina, metadona,
cocaina, penicilina, LSD, esteroides), temperatura elevada, etc.] (Line e Rust,
1995; NG e Johnston, 2000; Criner et al., 2002; Rupert, 2002). De forma mais
comum, a combinacdo do calor, do exercicio fisico e da desidratagao

precipitam a rabdomidlise (Criner et al, 2002).

Episddios Gnicos sdo comuns, causados por infecgbes (bacterianas e virais),
drogas, toxinas e venenos, factores fisicos como o sindroma compartimental,
isquemia-reperfusdo e traumas fisicos directos; exercicio severo ou inabitual,
particularmente em situagdes de calor extremo, tém sido causas comuns;
alcool, opiaceos e todas as drogas potencialmente miotdxicas podem induzir
rabdomidlise, tal como drogas que induzem estados de agitagdo extrema
(anfetamina e ecstasy) (Tan e Herzlich, 1995; Blanco et al., 2002; Celik et al.,
2002; Lane e Phillips, 2003; para refs. ver Criddle, 2003). A estas causas se
acrescem deficiéncias enzimaticas, miopatias, disturbios electréliticos (Tan e
Herzlich, 1995), desordens endocrinolégicas e desordens genéticas e auto-

imunes (para refs. ver Criddle, 2003).

A rabdomidlise foi relatada pela primeira vez por Hough em 1902, tendo sido ja
observada numa variedade de espécies incluindo humanos, cavalos, cées,
ratos, etc. (Reuter et al., 1998). Outro autor refere casos de rabdomidlise que
assomam na literatura germanica em 1911, onde surge descrita a triade
classica de sintomas que a caracterizam: a dor muscular, a fraqueza muscular
e a urina acastanhada (Rupert, 2002). Esta desordem ganhou evidéncia

durante a Il Guerra Mundial como resultado de lesdes por esmagamento, altura
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(1941) em que ¢é identificada a primeira relagdo causa — efeito entre

rabdomidlise e falha renal aguda (Rupert, 2002).

Até 1960 a rabdomidlise por exercicio exaustivo era achada um fenémeno raro
(Line e Rust, 1995). Estes autores referem que a atengao para este fenémeno
aumentou em 1971, no contexto militar, com o aparecimento de 40 casos de
militares hospitalizados com pigmenturia, dor muscular, edema e fraqueza
muscular. Em 1988 foram relatados 50 casos de rabdomidlise relacionados
com a actividade fisica vigorosa, nomeadamente em corredores de longa
distancia, halterofilistas, futebolistas, etc. (Line e Rust, 1995). O exercicio fisico
€ considerado, mais recentemente, causa comum da rabdomidlise (Lopez e
Rojas, 1995).

A rabdomidlise caracteriza-se por ruptura das fibras do musculo-esquelético,
com libertacdo de enzimas musculares (creatina fosfoquinase (CK), lactato
desidrogenase (LDH), transaminase glutamica-oxoloacética (GOT), aldolase
(ALD)), mioglobina, potassio, fésforo, calcio e outros constituintes intracelulares
para o espaco extracelular (Line e Rust, 1995; Tan e Hezlich, 1995: Blanco et
al.,, 2002; Celik et al., 2002; Criner et al., 2002: Rupert, 2002; para refs. ver
Criddle, 2003). As evidéncias mais comuns de rabdomidlise consistem em
mialgias, fraqueza muscular, dor, rigidez muscular, mioedemas, mioglobintria e
aumento plasmatico das enzimas musculares (CK e GOT), de creatinina, de
potassio e de difosfato de adenosina (ADP) (Lopez e Rojas, 1995; Kendrick et
al., 1997; Reuter et al., 1998;). Manifestacdes gerais incluem mal-estar, febre,
taquicardia, vomitos, nauseas, distirbios nos electrolitos o que pode originar
agitagdo, confusdo, estados mentais alterados e baixa producdo urinaria
(Rupert, 2002).

As causas da rabdomidlise sdo varias, mas todas tém em comum o aumento
critico do cdlcio sarcoplasmatico e dano intracelular pela activacdo das
proteases e fosfolipases dependentes do calcio (Tan e Herzlich, 1995; Blanco
et al.,, 2002; Celik et al., 2002; Lane e Phillips, 2003; para refs. ver Criddle,
2003).
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Os mecanismos potencialmente envolvidos sdo a deplecdo de metabolitos
essenciais, destabilizagdo da membrana celular e deplecdo de ATP
mitocondrial (para refs. ver Evans e Rees, 2002). A deple¢do de ATP, factor
inicial que despoleta uma cascada de eventos, ocorre por contracgdo muscular
sustentada ou por bloqueio dos patamares metabdlicos necessarios a sua
producdo, o que leva a graves alteragdes no equilibrio dos electrélitos
intracelulares (Backer e McCutchan, 2003). O primeiro disturbio ocorre ao nivel
do calcio, com elevagdo dos seus niveis intracelulares os quais actuam de
forma toxica activando proteases, fosfolipases e outras enzimas que danificam
a membrana celular e a mitocdndria o que resulta em dano oxidativo por
radicais livres e libertagdo de toxinas intracelulares para a circulagéo (Backer e
McCutchan, 2003). Assim que a membrana celular perde funcionalidade ocorre
um fluxo massivo de Na* para a célula o qual é acompanhado naturalmente
pelo fluxo de agua que origina edema intracelular; por esta razéo, grandes
quantidades de fluido intravascular pode deixar a circulago e ficar sequestrado
no interior das células (para refs. ver Criddle, 2003). Esta mudanga de fluido
produz hipovolemia e instabilidade hemodindmica; a dramatica diminui¢édo do
volume plasmatico leva a vasoconstricdo e faléncia pré-renal (para refs. ver
Criddle, 2003). Os ides CI" e Ca** também se movimentam para dentro das
células causando hipocalcemia e deposigéo de calcio no musculo-esquelético e
tecidos renais; entre os conteidos intracelulares que saem das celulas
danificadas encontra-se o potassio, podendo ocorrer hiperkalemia fatal pela
cardiotoxicidade e arritmias que se agravam pela existente hipocalcemia e
hipovolemia (para refs. ver Criddle, 2003). O ido fosfato também deixa as
células, originando hiperfosfatemia a qual potencia a hipocalcemia; os miécitos
danificados também libertam &cido lactico e acidos orgénicos o que produz
acidose metabodlica e aciduria; as purinas, libertadas pelas células que se
desintegram, sdo metabolizadas para &cido Urico originando hiperuricemia; sao
também nefrotdxicas danificando os tdbulos renais; a mioglobina, proteina
muscular, libertada com a lise das células musculares origina mioglobinuria;
finalmente a tromboplastina libertada pelas células endoteliais danificadas torna
provavel a ocorréncia de coagulagdo intravascular disseminada (para refs. ver
Criddle, 2003).
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A rabdomitlise resulta, assim, em hiperkalemia, hipernatremia, acidose lactica,
hiperfosfatemia, hipocalcemia, hipovolemia e hiperuricémia. Coagulagao
intravascular disseminada, falha renal aguda e sindroma compartimental
podem também ocorrer (Line e Rust, 1995; Reuter et al., 1998; para refs. ver
Criddle, 2003). A libertagdo muscular de CK, creatinina, e ADP pode ainda
originar a agregagdo plaquetdria; a libertagio de um activador de
plasminogénio muscular, a hiperpirexia e as catecolaminas podem provocar a
fibrindlise excessiva; hiperbilirrubinemia, hipoalbuminemia também surgem
como consequéncias da rabdomitlise; o conjunto destes factores acaba por
induzir um estado de coagulagéo intravascular disseminada (DIC) (Line e Rust,
1995; Kendrick et al, 1997). A paragem cardiaca também esta descrita num
estudo, embora a este facto se tenham associado outros como a desidratacao,
0 consumo de um anti-inflamatoério ndo-esterdide e exercicio exaustivo (Ratliff
et al., 2002).

A actividade fisica intensa, por si s6, também causa severos danos musculares
que incluem formagédo de edemas, perda da estrutura celular, infiltragdo de
células inflamatérias, ruptura da membrana celular com consequente derrame
dos contetdos intracelulares para a corrente sanguinea e necrose (para refs,
ver Kalant, 2001). O musculo passa por dois episodios de dano por
rabdomidlise pelo exercicio: o dano inicial € mecanico e pensa-se ser o
resultado de uma maior forga ser aplicada em menos fibras o que resulta em
maior tensdo sobre as pontes transversas de actina e miosina para além do
limite de estiramento destas; este dano é seguido de lesdo metabdlica e
bioquimica que atinge o pico entre 0 1° e o0 3° dias apds o incidente; o principal
mecanismo desta Ultima lesdo parece ser a formagdo de radicais livres de

oxigenio (Reuter et al., 1998).

No caso da anfetamina, a rabdomiblise parece ser causada por exercicio
muscular vigoroso, hipermetabolismo celular, diminuicdo da perfusio muscular,
coagulopatia, hipotensdo e hipertermia (para refs. ver Carvalho, 1998). A
super-imposicéo do exercicio fisico, a hipertermia e os efeitos hipercinéticos da
anfetamina, a hipotensdo e a relativa hipoxia tecidual podem predispor ao

desenvolvimento da rabdomitlise (Kendrick et al., 1997).

47



Revisdo da Literatura

A Rabdomiélise pode ser também despoletada por hipertermia. A Hipertermia
Maligna (HM), uma reacgdo hipermetabdlica potencialmente fatal, € uma
desordem farmacogenética do musculo-esquelético (Hopkins e Ellis, 1991,
McCoy et al., 1994; Elster et al., 2002; para refs. ver Jurkat-Rott, 2000; Kozack
e Macintyre, 2001; Louis et al., 2001; Melzer e Dietze, 2001; Nelson, 2001).
Segundo estes autores, entre os factores que despoletam esta reacgao
hipermetabdlica, que ocorre em individuos geneticamente predispostos para
tal, encontram-se alguns anestésicos de inalagdo (halotano, isoflurano),
relaxantes musculares despolarizantes (succinilcolina), ou situages de stress
sob a forma de calor ou exercicio fisico. A HM é uma predisposi¢do genética
autossémica dominante, que causa uma disrupgdo da homeostasia celular do
calcio no musculo-esquelético, provocando uma reacgdo hipermetabdlica; os
niveis de calcio intracelular aumentam substancialmente durante esta reacgéo,
iniciando uma contracgdo muscular possivelmente irreversivel e
hipermetabolismo (Hopkins e Ellis, 1991; McCoy et al., 1994, para refs. ver
Jurkat-Rott et al., 2000; Kozack e Macintyre, 2001; Melzer e Dietze, 2001). De
facto a viabilidade do musculo-esquelético depende de forma critica dos
processos de regulagdo da concentragdo intracelular de Ca 2* (para refs. ver
Louis et al., 2001).

Este fenéomeno foi identificado em 1960 apos investigagdes numa familia
australiana, na qual 10 elementos tinham morrido de forma inesperada, durante
a anestesia cirurgica, apresentando o sindroma hipermetabdlico (Elster et al.,
2002; para refs. ver Nelson, 2001), que se manifestava através de contracturas
musculares e temperatura corporal elevada (para refs. ver Jurkat-Rott et al,,
2000).

Apds o diagnostico desta doenga em humanos, também este foi descrito em
algumas espécies tais como o porco (valioso modelo animal para o estudo
desta doenca), gatos, cavalos e cées, que apresentavam um fenotipo comum
de anormal sensibilidade contracti do musculo-esquelético a cafeina, ao
halotano, bem como semelhante etiologia (para refs. ver Jurkat-Rott et al.,
2000; Nelson, 2001).
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Quando o receptor da rianodina (RYR1-canal de libertagdo do calcio), que se
situa na triade de jungéo do reticulo sarcoplasmatico (RS), é estimulado no
musculo — esquelético, o célcio é libertado do reticulo sarcoplasmatico para o
sarcoplasma, causando contrac¢do muscular; durante uma reaccdo de HM
induzida por anestésicos, ou outros factores, excessivas quantidades de calcio
vao para o mioplasma, causando rigidez muscular, producdo aumentada de
calor e acidose; esta ruptura na homeostasia do calcio pode resultar em
necrose celular e rabdomidlise (para refs. ver Kozack e Maclntyre, 2001 Louis
et al., 2001; Nelson, 2001). O processo de excitagdo-contracgdo é dependente
da comunicagdo entre os canais RyR com os canais DHPR (receptor da
dihidropiridina - responsavel pelo inicio e pelo términus da libertacdo de calcio
pelo receptor da rianodina) dos tubulos transversos e da despolarizagdo de
ambos, estando estes dois elementos envolvidos no processo de HM (para
refs. ver Jurkat-Rott et al., 2000; Louis et al., 2001; Melizer e Dietze, 2001;
Nelson, 2001). Assim, durante a despolarizacdo do sarcolema, a alteracao do
potencial de membrana é sentida pelo receptor da dihidropiridina (DHPR),
situado na base dos tdbulos T, e o canal é activado; justapostos aos tabulos T
estdo as cisternas terminais do RS, locais de armazenamento de calcio, de
onde o calcio ¢ libertado para activar a contrac¢do; na membrana das cisternas
terminais do RS localizam-se os receptores de rianodina; a alteracdo de
voltagem no receptor da dihidropiridina leva & abertura do canal RYR1, o que

conduz a libertag&o de calcio par o exterior do RS (para refs. ver Nelson, 2001 )-

A HM ¢ provocada, pois, por uma aberragdo dos mecanismos de homeostasia
corporal, levando a uma situagdo limite (para refs. ver Meis, 2001; Melzer e
Dietze, 2001; Nelson, 2001). Evidéncias cientificas sugerem que a HM é
causada por uma elevagdo cronica mioplasmatica de Ca?* produzida por
mutagbes em proteinas que regulam o calcio nas células musculares
(fundamentalmente as que envolvem o canal de libertagdo de Ca % - RyR,
DHPR) sendo ineficaz a acgdo da SERCA (sarcoendoplasmic reticulum Ca®"
ATPase) na remogdo do Ca®" do mioplasma para o reticulo sarcoplasmatico
(RS) (para refs. ver Meis, 2001; Melzer e Dietze, 2001; Nelson, 2001).
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Hipermetabolismo é o sinal mais comum, com elevagdo de consumo de O; e
produgdo de CO, (5x) e aumento do nivel de lactato no sangue (15x);
hipertermia, hipoxia, taquicardia, cianose, rigidez muscular generalizada e
arritmias cardiacas sdo indicacgdes tipicas de HM (Elster et al., 2002; para refs.
ver Jurkat-Rott et al., 2000; Kozack e Macintyre, 2001; Louis et al., 2001,
Melzer e Dietze, 2001; Nelson, 2001). Acidose, hiperkalemia, hiperfosfatemia,
hipocalcemia podem ocorrer quando a integridade muscular se perde devido ao
hipermetabolismo; contracgdo muscular sustentada e estado hipermetabolico
que a acompanha pode resultar em rabdomiélise a qual por sua vez pode
originar a sindrome compartimental, falha renal e coagulagéo intravascular
disseminada (Elster et al., 2002; para refs. ver Jurkat-Rott et al., 2000; Kozack
e Maclintyre, 2001). Se os pacientes néo forem tratados em tempo util, pode
ocorrer morte por fibrilagdo ventricular, edema pulmonar, coagulopatia
intravascular, dano por hipoxia cerebral, edema cerebral ou falha renal (para
refs. ver Jurkat-Rott et al., 2000).

As substancias que induzem um estado de excitagdo do SNC com
hiperactividade central autondémica, também ocasionam uma resposta
hipertérmica, e esta resposta & por vezes imprevisivel e, em certos individuos,
pode de facto reflectir uma miopatia metabolica com desregulagdo da

homeostasia mioplasmatica do ido calcio (McCoy et al., 1994).
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Exercicio Xenobiético Hipertermia Outros factores
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Figura 2 — Etapas da rabdomitlise (adaptado de Criner et al., 2002)

51



Reviséo da Literatura

2.6.4. Mecanismos e Manifestacbes de Toxicidade Metabdlica -

Hipertermia

A elevagéo da temperatura corporal pode ser induzida pelo ambiente, pelo
aumento da actividade metabdlica ou por ac¢do de toxinas, que actuam de
forma directa ou indirecta (Martinez et al., 2002). A temperatura corporal normal
é mantida através da regulagdo do centro hipotaldmico de controlo da
temperatura, o qual é responsavel pela activagdo de mecanismos nervosos e
hormonais os quais regulam as taxas de producdo e perda de calor; face a
elevacdo da temperatura sdo despoletadas respostas neuro-endocrinas que
induzem vasodilatagdo periférica e aumento do débito cardiaco, aumentando o
fluxo sanguineo a periferia e a perda de calor, e respostas comportamentais
que incluem hidratag&o e procura de locais frescos (Martinez et al., 2002).

O consumo de anfetaminas resulta, frequentemente, em hipertermia no homem
e nos animais de experiéncia (Carvalho et al., 1997). Esta hipertermia parece
ser um importante factor de toxicidade oxidativa celular, manifestada pela
deplegdo de GSH, aumento de GSSG, indugdo de peroxidagéo lipidica e a
perda de viabilidade celular (Carvalho et al., 1997). A maior parte dos casos
relatados de toxicidade induzida pela anfetamina relaciona-se com a
hipertermia e &, de facto, provavel que as complicagbes que se lhe seguem
como a rabdomidlise, a coagulacdo intravascular disseminada (CID), sindroma
de stress respiratorio no adulto (SSRA) e insuficiéncia renal aguda se
relacionem com o grau e duracgédo da hipertermia (Bodenham e Mallick, 1996;
Mechan et al., 2002). A hipertermia surge, frequentemente, como a primeira
consequéncia do consumo de drogas psicoestimulantes (Bodenham e Mallik,
1996).

A hipertermia tem sido regularmente observada em sobredosagem de
anfetamina e estudos referem que a maior parte das complicagdes que advém
da toxicidade da anfetamina, relacionam-se com a sua capacidade de produzir
extremas elevagbes da temperatura corporal, sendo a sua histopatologia
semelhante a do golpe de calor; em ambas as situagdes surgem hemorragias

subendocardiais, necrose das visceras, hemorragias petequiais disseminadas
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e degeneragdo neuronal (Ginsberg et al., 1970). Em alguns casos, a
mortalidade dos individuos intoxicados por anfetaminas esta, de forma
evidente, associada a hipertermia que atinge frequentemente temperaturas da
ordem dos 43° C (para refs. ver Carvalho, 1998), sendo esta também
responsavel pelas complicagbes que se seguem, nomeadamente rabdomiolise,
falha renal, acidose e SSRA (Walubo e Seger, 1999). De referir que, todavia, o
efeito hipertérmico ndo estd claramente associado & quantidade de
anfetaminas ingerida (Carvalho et al., 1997). Nos casos mais severos, esta
elevagdo da temperatura corporal provoca danos hepaticos (as altas
temperaturas e os distdrbios metabolicos consequentes, podem provocar
varios graus de danos hepaticos como efeitos secundarios) e coagulopatia
intravascular disseminada (o aumento da temperatura pode despoletar
coagulagdo nos vasos sanguineos menores, causando a obstrugdo dos
mesmos em todo o corpo, ocasionando microenfartes) (para refs. ver Kalant,
2001).

A hipertermia, consequéncia clinica da intoxicagdo por MDMA, tem sido
também apresentada como elemento chave na toxicidade deste composto
(Miller e O'Callagham, 1995). Numa pesquisa, a agressdo concomitante pela
MDMA e hipertermia provou ser sinérgicamente téxica (Carvalho et al., 2001).
A MDMA produz uma aguda e massiva libertagdo de 5-HT das terminagbes
nervosas e tem sido assumido que a hipertermia induzida pela MDMA é uma
consequéncia da libertagdo de 5-HT e da subsequente estimulacdo dos
receptores de serotonina envolvidos na termorregulagdo (Mechan et al., 2002);
no entanto, a dopamina também parece estar implicada no fendomeno da
hipertermia; de facto a dopamina parece ter um papel fundamental neste
ambito, fundamentalmente ao nivel da estimulagdo dos receptores D1 (Mechan
et al., 2002).

Esta resposta termogénica parece resultar do aumento dos niveis cerebrais de
serotonina, os quais estimulam as regides de controlo termal no hipotalamo
anterior/ area pré-optica (Carvalho et al., 1997; Walubo et al., 1999; Carvalho et
al., 2001; Carvalho et al., 2002; Martinez et al., 2002; para refs. ver Kalant,
2001). Como consequéncia é estimulado o centro simpatico, o qual aumenta a
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descarga simpatica; as catecolaminas sao libertadas e estimulam os receptores
alfa e beta adrenérgicos, os quais aumentam o metabolismo mitocondrial e a
produgdo de calor; o aumento da actividade motora, acompanhado por um
estado hipermetabdlico do musculo-esquelético, também origina um aumento
da temperatura corporal, especialmente quando a perda de calor, através da
pele, esta inibida pela vasoconstricdo periférica induzida pelas catecolaminas;
a lipélise, originada pela estimulagéo dos receptores § dos adipécitos, tambem
contribui para este efeito; finalmente a actividade fisica sustentada, a
temperatura ambiente elevada e a inadequada reposi¢do de liquidos, podem
potenciar o efeito directo da droga nos mecanismos termorregulatérios,
causando uma maior elevagdo da temperatura corporal (Carvalho et al., 1997,
Walubo e Seger, 1999; Carvalho et al., 2001; Carvalho et al., 2002; Martinez et
al., 2002; para refs. ver Kalant, 2001).

A indugdo de hipertermia pela MDMA é, pois, potenciada pelas temperaturas
ambiente elevadas, pela desidratacdo e pelo exercicio fisico exaustivo
(Carvalho et al., 2001; Carvalho et al., 2002). De facto, outro estudo refere que
a resposta termogénica 8 MDMA é muito sensivel & temperatura ambiente,
sendo a direcgdo e duragdo da resposta complexa e determinada parcialmente
pela temperatura (Dafters e Lynch, 1998). Estes autores acrescentam que,
geralmente, doses de MDMA elevadas e temperatura ambiente elevada
produzem hipertermia, doses baixas e temperatura ambiente baixa produzem

hipotermia.

Pela andlise de estudos publicados sobre os efeitos da MDMA em humanos,
identificaram-se 69 casos, envolvendo a hipertermia, dos quais 32 resultaram
em morte (para refs. ver Gowing et al., 2002). Estes estudos referem que a
hipertermia & acompanhada de convulsbes, coagulagéo intravascular
disseminada, rabdomiélise, danos renais e hepaticos que podem ser induzidos
ou exacerbados pela hipertermia. A MDMA altera de forma evidente a
termorregulacéo, o que resulta em hipertermia em ambientes quentes (lrvine et
al., 2001).
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Outros estudos confirmam o papel da hipertermia no mecanismo de toxicidade
da MDMA, embora existam outros mecanismos envolvidos tais como o
metabolismo da MDMA, o aumento do fluxo de neurotransmissores e a
oxidag@o das aminas biogénicas (Carvalho et al., 2001; Carvalho et al., 2002).
Estes autores consideraram a hipertermia uma condicdo agressiva pré-
oxidante e verificaram que a elevagéo da temperatura de 37° C para 41° C, por
si s0, causou stress oxidativo, reflectido na indugéo de peroxidacso lipidica e

perda de viabilidade celular
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1. Caracterizagdo da Amostra

No presente estudo foi utilizada uma amostra constituida por 48 ratinhos
adultos, machos, com 10 a 12 semanas de idade, com 35,82 +1.85 g de peso
(balanga digital Cobos Precision, C-300-SX, com aproximacao as 0,01 g), da
estirpe Charles River, provenientes dos Charles River Laboratories, Espaia,
S.A. Estes animais foram hospedados individualmente ou em pares, em
gaiolas, devidamente acondicionados, com livre acesso a agua e alimentagao,
sujeitos a ciclos habituais de luz e escuro (12 horas cada ciclo) e a uma
temperatura ambiente constante (21°C+1°C), durante o periodo temporal que
antecedeu o protocolo experimental; este periodo, de uma semana, foi utilizado
para promover a adaptaco tecidual e organica aos sensores de temperatura e

para ambientag&do dos animais as condigdes laboratoriais.

3.2. Procedimentos Experimentais

Todos os procedimentos experimentais foram aprovados pelo Conselho
Cientifico da Faculdade de Ciéncias do Desporto e de Educagdo Fisica da

Universidade do Porto.

Quatro dias antes do protocolo experimental propriamente dito, cada ratinho,
anestesiado com éter dietilico, foi sujeito a introdugdo, no tecido celular
subcutédneo da regido dorsal inter-escapular, de um sensor electrénico de
temperatura (Pocket Scanner IPTT™ -200, da Biomedic Data Systems Inc.)
que possibilitou a medigdo da temperatura subcutinea e a identificagéo

numeérica de cada ratinho.

No inicio do protocolo experimental, os ratinhos da totalidade da amostra
(n=48), foram distribuidos aleatoriamente por dois grandes grupos (G20 e G37)
com o0 mesmo numero de elementos (24 ratinhos cada), e foram expostos a

duas condi¢bes térmicas ambientais distintas (20°C e 37°C), no meio aquoso.
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Cada um destes grupos foi igualmente dividido em dois subgrupos de iguais
dimensdes (12 ratinhos cada), os quais foram sujeitos a duas situagoes
particulares; um subgrupo foi colocado em situagdo de exercicio fisico
(subgrupo Exercicio), o outro subgrupo foi colocado em situagéo de repouso
(subgrupo Repouso). Os ratinhos dos subgrupos Exercicio foram colocados em
situagdo de exercicio fisico, em meio liquido (os ratinhos tinham que se
movimentar para evitarem a submersao); os ratinhos integrados nos subgrupos
Repouso foram igualmente colocados em meio liquido, mas em situagdo de
auséncia de exercicio fisico (neste caso particular o nivel da agua apenas
permitia a imersdo dos ratinhos, pelo que ndo necessitavam de se movimentar
para evitar a submers&o). Finalmente cada um destes subgrupos sofreu uma
Gltima subdivisdo, originando dois subgrupos de pequena dimens&o (6 ratinhos
cada) sujeitos a dois procedimentos distintos; a um deles foi administrado,
intraperitonealmente, solvente (0,2 ml de soro fisiologico) (subgrupo controlo),
ao outro foi administrado intraperitonealmente, sulfato de d-anfetamina
dissolvida em soro fisiolégico (0,2 ml, com a concentragdo de 20mg/kg de

peso) (subgrupo anfetamina).

Estas diversas subdivisdes permitiram a formagao final de oito grupos distintos,
com caracteristicas proprias, de acordo com os procedimentos de que foram
alvo, os quais se discriminam de seguida: Grupo 20°C, em repouso, controlo
(G20RC), Grupo 20°C, em repouso, anfetamina (G20RAnNf), Grupo 20°C, em
exercicio, controlo (G20ExC), Grupo 20°C, em exercicio, anfetamina
(G20ExANf), Grupo 37°C, em repouso, controlo (G37RC), Grupo 37°C, em
repouso, Anfetamina (G37RAnf), Grupo 37°C, em exercicio, controlo
(G37ExC), Grupo 37°C, em exercicio, Anfetamina (G37EXAnf).

O protocolo experimental, para cada ratinho, teve a duragédo de 60 minutos e,
ao longo destes, realizaram-se mediges da temperatura corporal, aos 0, 15,
30, 45 e 60 minutos. Ao momento 0 (zero) minutos correspondeu a
administrag&o intra-peritoneal da respectiva substéncia, de acordo com o grupo
em questdo (soro fisioldgico ou sulfato de d-anfetamina). No fim do protocolo

experimental procedeu-se ao sacrificio dos ratinhos, por deslocamento cervical,
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e apos toracotomia a recolha de tecido muscular cardiaco para posterior

analise bioquimica e morfolégica (Figura 1).

A B
} | }

Tomin T15min T30min Ta5min Te0min

A - injeccéo i.p. de soro fisioldégico/ d-anfetamina
B — Sacrificio de cada ratinho e recolha de tecido muscular cardiaco
T — Medigbes da temperatura corporal

Figura 3 — Representagéo esquematica do protocolo experimental

3.3. Anadlise Bioquimica

Parte da parede do ventriculo esquerdo foi excisada e homogeneizada em
solugéo tampéo (pH 7.6) de tris (0,05 M)- L - serina (0,03 M)- borato (0,06 M),
num homogeneizador de vidro com motor, a temperatura de 0-4°C e a baixa
velocidade (440 rpm). As amostras homogeneizadas foram separadas para
diferentes aliquotas e rapidamente congeladas a temperatura de — 80°C, para
posterior anélise bioquimica de glutationa reduzida (GSH), glutationa oxidada
(GSSG), como indicadores de stress oxidativo, de TBARS, como indicador de
peroxidacao lipidica, de grupos carbonilo, como indicador de oxidacdo proteica
e de conteudo total de proteinas, para relativizagio dos parametros anteriores.
As aliquotas para a analise da glutationa foram previamente extraidas num

meio contendo &cido perclérico a 5% (w/v).

As medicbes de GSH e GSSG foram determinadas, da forma previamente
descrita por Tietze (1969), segundo técnicas de espectrofotometria a 414 nm. A
peroxidacéo lipidica foi determinada através da espectrofotometria, de acordo
com o método descrito por Bertholf et al. (1987), e medida pela formagdo de

TBARS. Para semi-quantificar os grupos carbonilo, um determinado volume do
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homogeneizado cardiaco (V) contendo 20ug de proteina foi derivatizado com
dinitro-fenil-hidrazina (DNPH). A amostra foi misturada com 1 V de 12% SDS
mais 2 V de 20mM DNPH 10% TFA, e ficou a incubar 30 minutos no escuro.
Apos este passo, foram adicionados 1.5 V de 2M Tris/18,3% de beta-mercapto-
etanol. Um controlo negativo foi preparado simultaneamente para cada
amostra. Apos terem sido diluidas as proteinas derivatizadas em TBS para
uma concentrac3o final de 0.001ug/ul, um volume de 100ml foi espalhado
numa membrana de Hybond-PVDF. A imunodeteccéo dos grupos carbonilo foi
efectuada com o anti-DNP do coelho (DAKO) como primeiro anticorpo (diluigao
de 1:2000), e o IgG-lgG-peroxidase anti-coelho (Amersham Pharmacia) como o
segundo anticorpo (diluicdo de 1:2000). As faixas foram visualizadas tratando
os “immunoblotts’ com os reagentes ECL de quimioluminiscéncia (Amersham,
Pharmacia Biotech, Buckinghamshine, Reino Unido), de acordo com as
instrugbes dos fabricantes, seguida pela exposi¢do as peliculas de raio X
(sigma, pelicula de Kodak Biomax, St. Louis, EUA claros). As peliculas foram
analisadas com o software QuantityOne (Rad bio). Os resultados da densidade
optica foram expressos em percentagem de variacao relativa aos valores
controlo. O contetido proteico foi determinado espectrofotometricamente, de
acordo com Lowry et al., (1951), usando albumina de soro bovino como medida

padréo.

3.4. Analise Morfoldgica

Parte da parede do ventriculo esquerdo foi preparada para observacéo a
microscopica optica e electronica segundo as técnicas descritas por Azevedo
(1979).

Apds ser extraido, as pegas foram seccionadas em cubos de 1 mm de aresta e
fixadas durante 2 horas em gluteraldeido (2,5% de gluteraldeido em solugéo
tampao de cacodilato de sédio a 0,2 M, pH 7.2-7.4, a 4°C). Foram
posteriormente lavadas em solucéo tamp&o, durante 1 hora, pos-fixadas em
tetréxido de 6smio a 2% durante 2 horas e lavadas novamente em solugdo

tampao durante 30 minutos. Em seguida, as amostras sofreram desidratacéo
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progressiva, sob a acgao de concentragdes crescentes de alcool etilico durante
3 horas e impregnagéo com epon durante 2 horas. O dxido de propileno foi o
composto utilizado na transicdo desidratagdo/impregnacdo. O corte das
amostras foi realizado apds a fase de inclusdo que durou 2 dias. Todos os
procedimentos foram realizados a uma temperatura de 4° C, com excepegao da
fase de inclusdo, que foi executada em estufa a uma temperatura de 60°C.
Foram realizados dois tipos de corte (1) os semi-finos, com uma espessura de
1 um, destinados a observagdo em microscopia dptica e (2) os ultra finos, com
uma espessura de 500A, destinados a observagcdo em microscopia electrénica.
Os cortes ultra-finos foram contrastados com uma solugdo aquosa saturada de
acetato de uranilo (durante 30 minutos) e com uma solugdo de citrato de
chumbo (durante 15 minutos), tendo-se procedido a lavagens no inicio e no
final de cada um destes procedimentos. Os cortes semi-finos foram colados por

aquecimento (2 a 3 minutos) e corados com azul de toluidina até fumegar.

Para o estudo em microscopia de luz foi utilizado um fotomicroscdpio 6ptico
Zeiss, modelo Phomi lll. Para o estudo em microscopia electronica foi utilizado
0 microscopio electronico Zeiss EM 10A, a 60 Kvolts. O estudo em microscopia
de luz e em microscopia electrénica permitiu apenas a analise qualitativa dos

tecidos.

3.5. Analise Estatistica

Os dados foram tratados estatisticamente pela média e desvio padrdo. As
diferengas de médias foram testadas a partir da ANOVA de Medigbes
Repetidas e da one-way ANOVA com a comparagéao post hoc de Bonferroni. O
nivel de significancia foi estabelecido em 5% (alfa igual a 0,05). Foi utilizado o
programa informéatico Statistical Package for the Social Sciences (SPSS,

versdo 11.0 para o Windows) em toda a andlise estatistica.
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4. RESULTADOS

4.1. Alteracbes Metabdlicas — Temperatura Subcutinea

Apresentam-se na figura 4 os valores médios e respectivos desvios-padréo das
temperaturas subcuténeas, registadas pelos diversos subgrupos, ao iongo do
protocolo experimental e assinalam-se, no ambito da andlise comparativa
realizada longitudinalmente, as diferencas com significado estatistico que
resultaram da comparagéo intra-subgrupos.
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Figura 4 — Representacéo grafica dos valores médios e respectivos desvios-padrio da
temperatura subcutanea, registada pelos diferentes subgrupos, ao longo do protocolo
experimental, nos varios momentos de avaliagéo.

Pela observagéo desta figura, verifica-se que os subgrupos G20RC, G20RANT,
G20ExC e G20ExAnf apresentaram uma diminuicdo gradual das temperaturas
medias ao longo do tempo, sendo a taxa de diminuicdo mais acentuada nos
primeiros 15 minutos do protocolo experimental. A diminuicdo da temperatura
persistiu ao longo do tempo, atingindo os valores mais baixos no final do
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referido protocolo, com excepgao para o subgrupo G20ExAnf que registou a
menor temperatura no penultimo momento do protocolo experimental. De
salientar que os subgrupos G20ExC e G20ExAnf foram os que apresentaram

uma diminuicdo da temperatura corporal mais marcada.

No seio do G20RC e do G20RAnf, as varias leituras da temperatura
subcutanea, efectuadas ao longo do tempo, foram, na quase generalidade,
significativamente diferentes entre si. De forma mais particular constata-se que
as temperaturas subcutaneas médias apresentadas por estes subgrupos aos
15, 30, 45 e 60 minutos foram significativamente inferiores a temperatura
apresentada no momento inicial do protocolo experimental, as temperaturas
apresentadas aos 30, 45 e 60 minutos foram significativamente menores que a
temperatura apresentada aos 15 minutos do protocolo; finalmente também se
verifica que a temperatura exibida aos 45 minutos do protocolo experimental foi

significativamente mais baixa daquela que surge aos 30 minutos.

No que concerne aos subgrupos G20ExC e G20ExAnf, no seio destes, 0s
valores médios da temperatura subcutanea, apresentados aos 15, 30, 45 e 60
minutos, foram significativamente menores dos valores da temperatura
apresentada no momento inicial do protocolo experimental, mas néo divergiram

mais, de forma significativa, entre si.

No que diz respeito aos subgrupos G37RC, G37RANf, G37ExC e G37ExAnf,
ndo se registaram grandes oscilagbes da temperatura subcutéanea ao longo do
tempo, havendo a registar uma ligeira tendéncia para a descida da temperatura

ao longo do protocolo experimental, na generalidade dos subgrupos referidos.

Pela observacéo da figura 4 reconhece-se que apenas surgem diferengas com
significado estatistico no seio dos subgrupos G37RC e G37ExC. Assim
constata-se que, no que diz respeito ao G37RC, a temperatura média exibida
aos 60 minutos do protocolo experimental foi significativamente menor que a
temperatura média apresentada aos 15 e 30 minutos do referido protocolo. No
que concermne ao grupo G37ExC apenas surgiram diferengas com significado

estatistico entre a temperatura média subcutanea apresentada aos 30 minutos
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e a apresentada ao 15 minutos do referido protocolo, tendo sido esta ultima

significativamente superior.

Apresentam-se no quadro 1, os valores médios e desvios-padrdo da
temperatura subcuténea, apresentados pelos diferentes subgrupos do G20 e

G37 e salientam-se, particularmente, entre estes diversos subgrupos, para

cada leitura da variavel dependente (temperatura), as diferencas
estatisticamente relevantes.
Quadro 1 - Resultados médios (x) e respectivos desvios-padrdo (sd) das

temperaturas médias subcutdneas exibidas pelos diferentes subgrupos, para cada
momento de avaliagio.

0 min 15 min 30 min 45 min 60 min
X £ sd X * sd X * sd x +sd X + sd
G20RC 38,60+0,68  31,35+1,98°  26,43+2,22°  2517+1,83° 24,77+1.36°
G20RAnf 38,28+0,31  29,98+1,07"  26,510,96°  2515:0,36°  24,61+0,31°
G20ExC 38,82+0,76  24,26+1,83%° 22,600,707° 22,26+1,00° 22,10+0,55*°
G20ExAnf 37,58£0,70  25,30+1,90™ 23,67+1,28°" 22,93:0,76™" 22,97+0,95%
G37RC 38,13£0,77  38,52+0,76  38,25:0,78  37,43+0,81  36,90+0,39
G37RAnf 37,3310,81  37,50#0,72  36,9740,36  36,57+1,30  37,63+1,24
G37ExC 37,60£0,46  37,52+0,33  37,00:0,28  37,00:0,11  36,73+0,23
G37ExAnf 37,3810,71  36,74+0,79  36,62t0,29  36,26:0,24  36,40+0,21

*p < 0,05 vs. G20RC; ° p< 0,05 vs. G20RANf; ® p < 0,05 vs. G37RC ; ° p < 0,05 vs. G37RANf ;
®p<0,05vs. G37ExC; p < 0,05 vs. G37ExAnf

No seio do grupo G20, salienta-se a existéncia de diferencas, com significado
estatistico, entre o subgrupo G20ExC e os subgrupos G20RC e G20RANf e
entre o subgrupo G20ExAnf e os subgrupos G20RC e G20RANf, aos 15, 30, 45

e 60 minutos do protocolo.

Pela observacéo deste quadro confirma-se a inexisténcia de diferencas com

significado estatistico entre os diversos subgrupos que constituem o G37.

Para a comparagéo efectuada entre os diversos subgrupos que constituem os
grupos G20 e G37 constata-se que aos 15, 30, 45 e 60 minutos do protocolo

experimental, os valores médios da temperatura subcutinea apresentados
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pelos subgrupos G20RC, G20RAnf, G20ExC, G20ExAnf, foram
significativamente inferiores aos valores médios apresentados pelos subgrupos
G37RC, G37RANf, G37EXC e G37ExAnf, para as comparacdes efectuadas.

4.2. Alteragoes Bioquimicas

Estdo expostos no quadro 2 os resultados médios, respectivos desvios-padréo
e salientadas as diferengas encontradas, com significado estatistico, para a
comparagédo multipla de médias realizada no seio dos diversos subgrupos que
constituem o G20 e o G37 (intra-grupo) para os indicadores bioquimicos de
stress oxidativo (GSSG, GSH e GSSG/GSH).

Quadro 2 — Resultados médios (x) e respectivos desvios-padrdo (sd) dos indicadores
bioquimicos de stress oxidativo, avaliados nos diferentes subgrupos, no final do
protocolo experimental.

Glutationa Oxidada Glutationa Reduzida GSSG/GSH

(GSSG) (GSH) (%)
x + sd x + sd X tsd
G20RC 1,24+0,36 4,14%1,73 36124
G20RANf 1,25+0,16 4,37+1,35 32+15
G20ExC 2,02+0,94 5,42+1,87 44128
G20ExAnf 2,00+0,62 5,92+1,03 36118
G37RC 0,98+0,31 7,3542,12° 1415
G37RAnNf 1,20+0,38 7,00+0,96° 175
G37ExC 1,28+0,77 15,7048,00 813
G37ExANf 1,80+1,30 17,45+11,29 10+3

* p < 0,05 vs. G37EXANf

Como se pode constatar pelos resultados obtidos, os valores da glutationa
oxidada, apresentados pelos diferentes subgrupos, foram algo diversos, tendo
variado entre os 0,98 nmol/mg de proteinas, atribuidos ao G37RC, e os 2,02
nmol/mg de proteinas apresentado pelo G20ExC; no entanto, como se pode
verificar pela leitura do quadro, ndo se registam diferengas com significado

estatistico entre os resultados obtidos no seio de cada grupo (G20 e G37).

70



Resultados

No que diz respeito & glutationa reduzida, os resultados apresentados pelos

subgrupos em estudo sofreram alteragcdes assinalaveis; assim constata-se que
os diversos subgrupos do G20 registaram os menores valores, e os diferentes
subgrupos do G37, os valores mais elevados, sendo que estes valores
dispararam de forma marcada nos subgrupos G37ExC e G37ExAnf. No que diz
respeito as comparagbes efectuadas intra-grupo, verifica-se que no seio do
grupo G20 n&o se registaram diferengas com significado estatistico entre os
diversos subgrupos analisados. Ja no que se refere ao G37, constata-se que o
G37ExAnf apresentou resultados médios significativamente superiores aos
subgrupos G37RC e G37RAnNf.

No que se refere & relagdo entre GSSG e GSH constata-se, pelos valores
registados no quadro 2, que os valores relativos deste indicador de stress
oxidativo sofreram algumas modificagGes; assim atesta-se que os diferentes
subgrupos do G20 apresentaram os maiores valores relativos deste indicador,
tendo o maior valor sido registado pelo G20ExC e o menor pelo G20RANf; ja no
que diz respeito aos diversos subgrupos do G37, estes apresentaram os
menores valores de GSSG/GSH, tendo o menor valor sido registado pelo
G37ExC e o valor mais elevado registado pelo G37RAnf: no entanto as
diferengas ocorridas no seio de cada grupo particular ndo surgem como
estatisticamente significativas.

Na figura 5 expressam-se graficamente os valores médios e respectivos
desvios-padrdo da relagdo GSSG/GSH e realgam-se as diferencas
estatisticamente significativas que resultam das comparagées efectuadas inter-

subgrupos.
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p< 0,05

G20RC G37RC GR0RANnf G37RAnf G20ExC G37ExC GR0BEXAnf G37ExAnf

subgrupos em estudo

Figura 5 — Representacéo gréfica dos valores médios e respectivos desvios-padrao,
do indicador bioquimico GSSG/GSH, avaliado nos diferentes subgrupos em estudo, no
final do protocolo experimental.

Pela observacdo desta figura confirmam-se diferencas com significado
estatistico entre os subgrupos G20ExC e G37ExC. No seio destes subgrupos a
percentagem relativa de GSSG desceu de 44% (G20EXC) para 8% (G37EXC).
As restantes diferencas encontradas, nas comparagbes efectuadas entre os
grupos em estudo, n&o revelaram significado estatistico, no entanto constata-
se que os valores percentuais de GSSG foram sucessivamente superiores nos
diversos subgrupos do G20 em comparagdo com os diversos subgrupos do
G37.

No quadro 3 apresentam-se os resultados médios e respectivos desvios-
padrdo, e realcam-se as diferengas intra-grupo e inter-subgrupos, com
significado estatistico, para os marcadores de lesao tecidual por peroxidacéo

lipidica (TBARS) e por oxidagéo proteica (grupos carbonilo).
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Quadro 3 — Resultados médios (x) e respectivos desvios-padréo (sd) dos indicadores
bioquimicos de peroxidacdo lipidica (TBARS) e de oxidagdo proteica (grupos
carbonilo), avaliados nos diferentes subgrupos, no final do protocolo experimental.

Grupos Carbonilo

X + sd

G20RC 152,41+31,9 11319°
G20RAnRf 131,0£27,0 131212°

G20ExC 140,8452,5 13945

G20ExAnf 172,4464,3 13144

G37RC 170,9480,1 10049

G37RANf 186,0+81,7 10619
G37ExC 154,8+37,2 121211°
G37ExAnf 146,7155,6 115411

TP <0,05vs. G20ExC; " p < 0,05 vs. G37RC. °p < 0,05 vs. G37RANT

No que concerne ao comportamento exibido pelos diferentes grupos no ambito
do indicador bioquimico de peroxidagéo lipidica, TBARS, constata-se que os
valores foram algo discrepantes, sem revelarem nenhuma tendéncia particular
e sem registarem diferencas estatisticamente significativas nas comparagdes

realizadas entre médias, para os diferentes grupos em estudo (G20 e G37).

Quanto aos valores relativos dos grupos carbonilo, pela observacdo do quadro
3 e da figura 6, verifica-se que no grupo G20 eles sdo superiores aos valores
relativos que surgem no seio do G37. Por outro lado confirma-se a ocorréncia
de diferencas estatisticamente significativas entre os resultados médios, para
as comparagdes realizadas intra-grupo, para este indicador bioquimico de
les&o tecidual por oxidagéo proteica. De referir que os resultados expostos no
quadro 3 para este indicador, estdo relativizados ao valor apresentado pelo
G37RC, tido como valor referéncia. Constata-se assim que o subgrupo G20RC
registou resultados médios significativamente inferiores ao subgrupo G20ExC e
que o subgrupo G37ExC apresentou valores médios superiores ao subgrupo
G37RC, com significado estatistico. Para as comparagdes efectuadas inter-
subgrupos constata-se a ocorréncia de diferengas com significado estatistico
entre os subgrupos G20RAnf e G37RAnf, sendo que o subgrupo G20RAnNf
apresentou valores meédios significativamente superiores ao subgrupo
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G37RAnf. Todas as restantes comparagdes realizadas inter-subgrupos nao

surgem como relevantes.

Na figura 6 estéo representados graficamente os valores médios e respectivos

desvios-padrdo dos grupos carbonilo, avaliados nos diferentes subgrupos em

estudo.

w O T €€ @

—

G20EXC G37EXC  G20RC  G37RC GROBXAnf G37ExAnf GR20RAnf G37RAnf

subgrupos em estudo

Figura 6 — Representagdo grafica dos valores médios e respectivos desvios-padrao,
das concentragdes cardiacas de grupos carbonilo em fungcdo da temperatura
ambiente, da realizagdo de exercicio fisico e da administracéo de d-anfetamina com
base nas marcac¢des de anti-dinitro-fenil-hidrazina (anti-DNPH) para cada grupo.
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4.3. Alteracées Morfolégicas

A analise morfologica dos animais controlo, expostos a diferentes temperaturas
(G20RC e G37RC) revelou, a microscopia 6ptica, uma estrutura normal sem
qualquer alteragdo morfologica a registar. A microscopia electrénica (figura 7),
a estrutura apresentava-se preservada nos dois subgrupos em estudo,
existindo apenas nos animais do G20RC um ligeiro “swelling” mitocondrial em

alguns cardiomidcitos, apresentando os restantes uma estrutura mitocondrial

normal.

Figura 7 — Fotografias de microscopia electrénica da parede ventricular esquerda de um
animal do grupo G20RC (A) e de um animal do grupo G37RC (B). A ultra-estrutura dos
cardiomiocitos encontra-se preservada, sendo visiveis em A alguns sinais sugestivos de
dilatag@o do reticulo sarcoplasmatico e um ligeiro “‘swelling” mitocondrial (ampliag&o original de
A e deB - 3.150x).

Os subgrupos exercitados apresentavam, a microscopia 6ptica, uma estrutura
normal havendo, no entanto, a salientar no G20ExC uma ligeira vacuolizagdo
citoplasmatica que, a microscopia electronica (figura 8), parece corresponder a
uma ligeira dilatagdo do reticulo sarcoplasmatico assim como a algum (ligeiro)
“swelling” mitocondrial. Nem todas as células foram atingidas por esta
alteragdo. Comparativamente aos grupos anteriores, este G20EXC foi o que
apresentou maiores alteragdes estruturais em termos mitocondriais e de
reticulo sarcoplasmatico. Nos subgrupos exercitados a 37°C ndo foram

encontradas alteragdes estruturais.
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Figura 8 — Fotografias de microscopia electronica da parede ventricular esquerda de um
animal do grupo G20ExC (A) e de um animal do grupo G37ExC (B). Na fotografia A séo
observados evidentes sinais de dilatagdo do reticulo sarcoplasmatico e de “swelling”
mitocondrial que contrastam com a normalidade estrutural observada em B (ampliag&o original
de A e de B -12.500x).

Nos subgrupos tratados com d-anfetamina, & microscopia Optica, a
vacuolizagdo sarcoplasmatica foi bastante acentuada em alguns
cardiomidcitos, ndo afectando, contudo, a totalidade das células observadas. A
microscopia electronica (figuras 9 e 10) esta vacuolizagéo traduz um evidente
“swelling” mitocondrial com dilatagdo do reticulo sarcoplasmatico e alguns
sinais sugestivos de edema intracelular. Estes animais foram os que
apresentaram maiores alteragdes estruturais face aos anteriores, e os animais

tratados a 20°C (G20RAnNf) foram os mais afectados.

Figura 9 — Fotografias de microscopia electronica da parede ventricular esquerda de um
animal do grupo G20RANf (A) e de um animal do grupo G37RAnf (B), onde s&o observados
sinais de intenso “swelling” mitocondrial (ampliag&o original de A — 10.000x e de B -12.500x).
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Figura 10 ~ Fotografias de microscopia electronica da parede ventricular esquerda de um
animal do grupo G20RANf (A) e de um animal do grupo G37RAnf (B). De realgar o “swelling”
mitocondrial afectando apenas alguns cardiomiécitos em A e em B, notando-se uma
normalidade estrutural nas restantes fibras (ampliagso original de A - 6.300x e de B - 8.000x).

Nos animais tratados com d-anfetamina e sujeitos a exercicio fisico foi também
evidente alguma vacuolizagido sarcoplasmatica, a microscopia optica, mas mais
suave que nos animais tratados apenas com anfetamina e afectando,
aparentemente, um menor numero de fibras. Nestes dois subgrupos
(G20ExAnf e G37EXAnf) foram também observados, a microscopia electrénica
(figura 11), sinais sugestivos de dilatagdo do reticulo sarcoplasmatico e de

“swelling” mitocondrial.

Figura 11 — Fotografias de microscopia electrénica da parede ventricular esquerda de um
animal do grupo G20EXAnf (A) e de um animal do grupo G37ExAnf (B). Nas duas fotografias
sé@o observados sinais de “swelling” mitocondrial e sinais ténues de dilatagdo do reticulo
sarcoplasmatico (ampliag&o original de A - 6.300x e de B -12.500x).

77



Resultados

78



Discussio

5. DISCUSSAO

79



Discussao

80



Discusséo

5. DISCUSSAO

5.1. Discussao da Metodologia

5.1. 1. Procedimentos experimentais

Foram utilizados animais de laboratério (ratinhos) para a realizagédo de todo o
estudo experimental; esta opgdo foi fundamentalmente tomada por questbes
éticas, j& que a administracdo de d-anfetamina, sem fins terapéuticos, a
humanos, do ponto de vista ético, é seriamente questionavel e reprovavel,
sendo o estudo em animais (ratinhos) a alternativa mais viavel, apesar das
limitagbes que poderdo ocorrer na extrapolagdo das conclusdes para o
universo humano. Questdes logisticas também determinaram a escolha do
modelo animal, para a concretizagdo deste estudo, na medida em que a
realizagdo de biopsia do musculo cardiaco em humanos é impraticavel (apenas
possivel em cadaveres). Porque as diferencas inter-sexuais, particularmente a
nivel hormonal (nomeadamente as que se relacionam com os diferentes niveis
de estrogénio) poderdo determinar diferentes respostas organicas, locais e
sistémicas (para refs. ver Pereira, 1994) utilizaram-se exclusivamente ratinhos

machos.

A “natagéo” foi a situagdo encontrada para responder a necessidade protocolar
de colocar os ratinhos em situagdo de exercicio fisico. Foi escolhida por
questoes logisticas e por se considerar a alternativa mais viavel. Certamente se
rodeou de algumas limitagGes, as quais se relacionaram com a ocorréncia de
alguns momentos de inactividade (os ratinhos por vezes limitavam-se a flutuar)
e falta de intensidade ou frequéncia nos gestos. A utilizagdo do meio liquido,
em termos logisticos, também se justificou pela necessidade de manipular a
temperatura ambiente para que se despoletassem diferentes respostas

metabolicas (alteragdes da temperatura corporal dos ratinhos).

A utilizagdo de sensores para medicdo da temperatura (colocados na zona
subcutédnea dorsal) ¢ justificada, em termos de exequibilidade, pela

necessidade de realizar, ao longo do protocolo experimental, medic¢des
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repetidas da temperatura; foi igualmente utilizado este sistema por ser
considerado pratico e preciso na medigdo da temperatura corporal (Kort et al.,
1998). Em oposigdo a medi¢do rectal da temperatura, um dos locais mais
comuns de mensuracido da temperatura central (para refs. ver Powers e
Howley, 2000), foi realizada a medigdo subcutdnea da temperatura por se
considerar ser um bom indicador da temperatura corporal, por ser menos
invasivo a médio prazo (foi utilizado o periodo de uma semana para promover a
adaptagdo tecidual e organica aos sensores de temperatura) e por permitir
evitar situagbes adicionais de stress para os animais, as quais poderiam

acarretar algumas repercussées nos resultados finais (Kort et al., 1998).

As administragdes intraperitoneal e intravenosa de d-anfetamina em ratinhos
originam tempos de semi-vida deste composto, ao nivel de diversos orgaos,
muito semelhantes (cerca de uma hora) assim como a ocorréncia de picos
maximos de concentragdo plasmatica em tempos idénticos (cerca de 15
minutos) (Jonsson e Lewander, 1974; Riffee et al., 1978; Cho et al., 1973); no
entanto, foi realizada a administracéo intraperitoneal da referida substéncia por
questdes fundamentalmente praticas e logisticas, j4 que se rodeia de menor
dificuldade e inflige menor stress aos animais, esta forma de administragéo. A
duragdo total do protocolo experimental (uma hora) esteve directamente
relacionada com o tempo de semi-vida que € atribuido a d-anfetamina ao nivel
dos diversos 6rgdos, onde se inclui o coragdo. A utilizagdo de d-anfetamina
deveu-se, de igual forma, ao facto de que esta, administrada
intraperitonealmente, atinge concentragdes no plasma e cérebro, duas vezes
superiores a l-anfetamina, o que contribuird para a maior poténcia estimulante

do isdbmero dextro (Riffee et al., 1978).

5.1.2. Procedimentos Estatisticos

A realizacdo da andlise descritiva e comparativa de resultados, no ambito das
alteragbes metabdlicas (alteragdes da temperatura subcutanea), originou a
utilizagdo de dois procedimentos estatisticos especificos; assim, pelas

caracteristicas da amostra e dos procedimentos de medida, foi aplicada a
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Anova de Medigbes Repetidas para a comparagédo multipla das temperaturas
subcutaneas médias no seio de cada subgrupo, ao longo do tempo
(comparagdes intra-subgrupo); este procedimento estatistico & utilizado em
situacOes caracterizadas, pelo acompanhamento ao longo do tempo das
amostras (amostras emparelhadas), as quais sdo alvo de varias medi¢des
experimentais (para refs. ver Maroco, 2003). Para a realizagdo de
comparagbes mdltiplas de médias entre os diversos subgrupos, para cada
momento particular do protocolo experimental (comparagdes intra-grupo e

inter-subgrupos) utilizou-se a one-way Anova.

A analise descritiva e comparativa realizada no ambito das alteracoes
bioquimicas originou a utilizagdo da one-way Anova para a anélise comparativa
de medias inter-subgrupos e intra-grupo, no ambito dos diferentes indicadores
bioquimicos avaliados. Este procedimento estatistico deve ser utilizado em
situagbes caracterizadas, pela existéncia de um factor de medigdo
independente (grupo de ratinhos) e de diversas variaveis dependentes
(parametros bioquimicos avaliados), sendo este o teste mais potente para
comparagao de médias populacionais a partir deste tipo de amostras (para refs.
ver Maroco, 2003).

Os testes utilizados, para comparagdo de médias, possuem algumas
exigéncias de aplicagcdo, para que os mesmos sejam considerados mais
vélidos e potentes, a saber a exigéncia da Normalidade da Distribuicao
Amostral e a exigéncia da Homogeneidade das Variancias, pressupostos de
aplicagido da Anova (Andlise de Variancia). Para verificagcdo do pressuposto da
normalidade da distribuigdo amostral foi aplicado o Teste de Shapiro-Wilk o
qual é mais aconselhado no caso de estudos com utilizagdo de amostras de
pequena dimensdo; procedeu-se igualmente a verificagdo do pressuposto da
Homogeneidade de Variancias, pela utilizagéo do teste de Levene, baseado na
média, sendo este considerado um teste potente e particularmente robusto a

desvios de normalidade (para refs. ver Maroco, 2003).

Pelo facto destes procedimentos estatisticos (Anova de Medicbes Repetidas e

one-way Anova) apenas confirmarem a existéncia ou ndo de diferengas
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estatisticamente significativas, na comparagao realizada entre médias, néo nos
permitindo identificar quais séo efectivamente as diferencas, nomeadamente
entre qual ou quais pares de médias estas acontecem, surge a necessidade de
testar & posteriori estas diferengas, pela utilizagdo dos testes Post Hoc. Neste
ambito, foi escolhido o ajustamento Bonferroni para posterior comparagao
multipla de médias, por ser considerado o procedimento mais potente quando
estamos perante amostras de reduzida dimenséo (para refs. ver Maroco,
2003).
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5.2. DISCUSSAO DOS RESULTADOS

O tecido muscular cardiaco, dos diversos subgrupos em estudo, foi analisado
morfologicamente, no final do protocolo experimental; esta analise teve um
caracter qualitativo, motivando, por isso, alguma subjectividade nas
comparagdes realizadas entre os diversos subgrupos tendo, contudo, permitido
confirmar claramente a existéncia ou auséncia de alteracdes morfolégicas ndo

possibilitando, todavia, a quantificacdo precisa das mesmas.

A temperatura ambiente de 20°C, os animais do subgrupo controlo
apresentaram ligeiras alterages estruturais, apenas visiveis a microscopia
electronica, as quais ndo foram observadas nos animais controlo, expostos a
temperatura de 37°C; esta analise sugeriu que a exposi¢ao dos animais a
situagdo protocolar de 20°C foi responsavel pelas lesbes estruturais
observadas, contrariamente & situagdo protocolar de 37°C que pareceu, por

seu lado, néo ter causado danos celulares e teciduais aparentes.

Ja no que concerne aos animais sujeitos a exercicio fisico, nas condigdes
ambientais de 20°C, foram novamente visiveis alteragdes estruturais e ultra-
estruturais, mais exuberantes do que as do subgrupo controlo a esta
temperatura; a temperatura de 37°C, no subgrupo exposto a exercicio fisico, as
alteragbes morfolégicas parecem ter sido inexistentes. Esta avaliagdo levou-
nos a reforgar o papel da temperatura ambiente de 20°C nos superiores niveis
de lesé&o tecidual, e pareceu também denunciar que o exercicio fisico contribuiu
para as mais marcadas alteragbes morfolgicas evidenciadas a esta

temperatura particular.

Os subgrupos tratados com d-anfetamina foram os que apresentaram
alteragbes morfoldgicas mais extensas e evidentes, comparativamente aos
restantes subgrupos estudados; tanto a 20°C como a 37°C, a d-anfetamina foi
responsavel pela ocorréncia de marcadas alteragdes morfoldgicas, as quais
foram mais pronunciadas & temperatura ambiente de 20°C. Nos animais
tratados com d- anfetamina e sujeitos a exercicio fisico também se observaram

evidentes alteragbes estruturais, todavia, estas foram, aparentemente, mais
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ténues, comparativamente aos animais tratados exclusivamente com d-

anfetamina.

As alteragbes morfolégicas sofridas pelos cardiomiocitos nos subgrupos
expostos a temperatura ambiente de 20°C e em alguns dos subgrupos
expostos a temperatura ambiente de 37°C, mais concretamente nos subgrupos
G37RANf e G37ExAnNf, sdo sugestivas da hiperactividade do sistema nervoso
simpatico e que se traduzem por vacuolizagéo sarcoplasmatica a microscopia
Optica e por swelling mitocondrial e edema ligeiro do reticulo a microscopia
electronica. Esta hiperactividade simpatica tera sido, assim, responsavel pelo
aumento do trabalho e metabolismo celular, os quais, naturalmente,
ocasionaram a exacerbacgao do stress metabdlico, mecénico e oxidativo, com
consequéncias locais nefastas, ao nivel da estrutura e ultra-estrutura celular

(para refs. ver Duarte, 1993).

A influéncia mais marcada da d-anfetamina na agressdo celular e tecidual
observada é compreendida, também, pela accdo desta sobre o sistema
nervoso simpatico; neste ambito, é conhecido que a d-anfetamina actua,
fundamentalmente, por mecanismos indirectos, sendo um dos mais referidos a
estimulacgdo alfa-adrenérgica, por exagerada libertagdo de catecolaminas, as
quais tém efeitos particulares sobre a respiragdo mitocondrial e sobre os niveis
intracelulares de calcio livre, entre outros, levando a elevagdo destes factores
(para refs. ver Carvalho, 1998). Uma das consequéncias directas da elevagao
dos factores atras referenciados é a producao acrescida de espécies reactivas
de oxigénio, a qual é responsavel pela elevagdo dos niveis de stress oxidativo,
situagdo que pode ocasionar alteragdes estruturais prejudiciais (para refs. ver
Ascensao, 2003); a elevagdo dos niveis intracelulares de calcio livre, induzida
pela estimulacdo alfa-adrenérgica e pelo exercicio fisico sustentado, pode
provocar, por sua vez, a activagdo de enzimas degradativas como as
fosfolipases e proteases, as quais originam disfungbes membranares,
peroxidacdo lipidica e degradagdo proteica, podendo ser afectadas as

proteinas responsaveis pela estrutura celular (para refs. ver Ascenséo, 2003).
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O papel do exercicio fisico, nas mais marcadas alteragdes estruturais e ultra-
estruturais ocorridas apenas, aparentemente, na situagdo protocolar de 20°C,
podera ser explicado pelo exagero das alteragdes homeostaticas acima
referidas. As causas desta desregulagdo homeostética séo varias (nas quais se
inclui o exercicio fisico), mas todas parecem levar a um aumento critico do
calcio sarcoplasmatico e dano intracelular pela activagdo das proteases e
fosfolipases dependentes do calcio (Lane e Phillips, 2003; Tan e Herzlich,
1995; Blanco et al., 2002; Celik et al., 2002; para refs. ver Criddle, 2003). Os
mecanismos potencialmente envolvidos sio a deplegdo de metabolitos
essenciais, a destabilizagdo da membrana celular e a deplegdo de ATP
mitocondrial (para refs. ver Evans e Rees, 2002). A deplegdo de ATP, factor
inicial despoletador, ocorre por contracgdo muscular ou por bloqueio dos
patamares metabdlicos necessarios a sua produgdo, o que leva a graves
alterages no equilibrio dos electrolitos intracelulares (Backer e McCutchan,
2003). O primeiro disturbio ocorre ao nivel do ido calcio, com elevagdo dos
seus niveis intracelulares os quais actuam de forma tdxica activando proteases,
fosfolipases e outras enzimas que danificam a membrana celular e a
mitocondria, resultando em dano oxidativo por ERO e libertagdo de compostos
_intracelulares para a circulagéo (Backer e McCutchan, 2003). Outros autores
defendem que a exacerbagéo do stress oxidativo, com oxidagao dos grupos tiol
das proteinas funcionais e/ou por peroxidagéo lipidica pode alterar, quer a
morfologia, quer a funcionalidade do sarcolema e das restantes membranas
celulares, contribuindo para as alteragdes funcionais e estruturais das fibras

musculares (para refs. ver Duarte, 1993).

De forma mais evidente, a exposigdo & temperatura ambiente de 20°C parece
ter sido determinante para as alteragdes morfolégicas observadas, ja que todos
0s subgrupos sujeitos a esta condi¢do protocolar exibiram sinais de destruicao
celular mais pronunciados, comparativamente aos subgrupos sujeitos a
situagéo protocolar de 37°C. Neste ambito, face aos sinais que apontam para a
possivel influéncia do sistema nervoso simpatico nas alteragées estruturais e
ultra estruturais observadas, sera pertinente debrugarmo-nos sobre as
alteragbes metabolicas (alteragdes da temperatura subcutanea) sofridas, pelos

diversos subgrupos em estudo.
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No que concerne aos subgrupos expostos a temperatura ambiente de 20°C,
registaram-se significativas alteragdes da temperatura subcutanea, ao longo do
tempo. Ocorreu, assim, em todos os subgrupos uma resposta hipotérmica, a
qual nos parece ter sido determinada, fundamentalmente, pela temperatura
ambiente, ja que também o subgrupo controlo, para esta temperatura,
respondeu de forma idéntica aos restantes. De salientar que, no entanto, a
resposta hipotérmica foi mais acentuada nos subgrupos expostos ao exercicio

fisico e a acgdo conjugada de exercicio fisico e d-anfetamina.

Ja no que se refere aos subgrupos expostos a temperatura ambiente de 37°C,
ndo se registaram significativas oscilagdes da temperatura subcutdnea ao
longo do protocolo experimental implementado. A exposigéao a d-anfetamina, ao
exercicio fisico e a acgao conjugada destes factores, nas condigdes ambientais
de 37°C, ndo resultou, ao contrario do que seria esperado, numa resposta
hipertérmica (Martinez et al., 2002; Saadat et al., 2003; Mechan et al., 2002;
Dafters e Lynch, 1998; Carvalho et al., 2002). '

Estes resultados poderdo ser explicados com base nos mecanismos de
regulagdo térmica e nas trocas de calor, por condugéo, na agua. A manutengéo
de uma temperatura corporal constante exige que a perda de calor esteja em
equilibrio com a produgéo de calor (para refs. ver Powers e Howley, 2000). O
centro hipotaldmico de controlo da temperatura é responsavel pela activagao
de mecanismos nervosos e hormonais os quais regulam as taxas de produgéo
e de perda de calor, imprescindiveis @ homotermia (para refs. ver Powers e
Howley, 2000). Por exemplo, face a elevagdo da temperatura corporal, séo
despoletadas respostas neuro-endécrinas que induzem vasodilatagédo cuténea
e elevagdo do débito cardiaco, aumentando o fluxo sanguineo a periferia e a
perda de calor, assim como respostas comportamentais que incluem
hidratagdo e procura de locais frescos (Martinez et al., 2002). Caso haja
diminuigdo da temperatura corporal, o hipotalamo reduz a perda de calor pela
vasoconstricdo dos vasos sanguineos cuténeos, pelo aumento da produgéo e
libertacdo de catecolaminas, as quais, por sua vez, aumentam a taxa
metabdlica e a produgéo de calor (para refs. ver Powers e Howley, 2000). Um
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organismo encontra-se em situagdo de hipertermia quando existe um
desequilibrio no sentido de uma mais elevada taxa de producédo de calor ou
incorre em situagéo de hipotermia quando o desequilibrio ocorre no sentido de

uma exagerada perda de calor.

A temperatura ambiente de 20°C parece ter ocorrido um desequilibrio entre a
taxa de producéo de calor e a taxa de perda de calor, o qual ocasionou uma
maior sobrecarga sobre os mecanismos de regulagdo térmica, a esta
temperatura, que se mostraram ineficazes na manutengdo da temperatura
corporal nos valores pré-experimentais. Uma vez que, em meio liquido, o calor
produzido pelo corpo é perdido, fundamentalmente, por mecanismos de
condugdo e convecgdo (para refs. ver Powers e Howley, 2000), parece-nos
que, na agua, a temperatura de 20°C, a perda de calor por fenémenos de
conducdo e convecgdo, terd sido, possivelmente, demasiado eficaz,

ocasionando o visivel desequilibrio nos mecanismos de regulagao térmica.

A exposigdo a temperatura de 20°C, em meio aquatico tera, assim, acarretado,
inicialmente, um aumento da perda de calor por condugéo e convecgao, tendo
o centro hipotaldmico de regulagdo da temperatura sido chamado a actuar, no
sentido de restabelecer o equilibrio térmico perdido. Este tera actuado a nivel
periférico, procurando aumentar a taxa de produgdo de calor pela
hiperactividade simpatica, tendo induzido, com esse objectivo, o aumento do
metabolismo mitocondrial e do trabalho cardiaco, a vasoconstricdo cutanea e a
hiperactividade muscular, factores que, por sua vez, contribuiram para a
exacerbagdo do stress metabdlico, mecénico e oxidativo, o qual tera tido
consequéncias nefastas ao nivel da estrutura e ultra-estrutura celular (Duarte,
1993). O equilibrio térmico parece ter sido, enfim, atingido no final do protocolo
experimental, para temperaturas subcutdneas mais baixas, com a estabilizacdo
da temperatura corporal no tempo, consequéncia das idénticas taxas de perda
e de producdo de calor.

Estes mecanismos periféricos de regulagdo da temperatura corporal, em
ambientes hipotérmicos, poderéo explicar os resultados de alguns estudos que
referem que temperaturas baixas e doses baixas de compostos analogos a

MDMA produzem hipotermia (Dafters e Lynch, 1998). No estudo levado a cabo
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por estes autores foram administradas doses de 10 e 15 mg/Kg de peso de

MDMA, e os animais (ratos) foram expostos a temperatura ambiente de 17°C.

A temperatura de 20°C, a ac¢éo do factor exercicio fisico revelou-se influente
na resposta hipotérmica, a qual ndo foi potenciada a niveis superiores pela
acgdo da d-anfetamina. O exercicio fisico, ocasionando um aumento das
exigéncias metabdlicas e um exagero das alteragdes homeostaticas,
representara uma maior sobrecarga para os mecanismos de regulagdo térmica,
0s quais ja se encontram limitados pelas condi¢gdes ambientais extremas (para
refs. ver Powers e Howley, 2000); estes factos poderdo explicar a resposta

hipotérmica mais acentuada neste caso particular.

A exposicdo dos diversos subgrupos a temperatura ambiente de 37°C né&o
potenciou a elevagio da temperatura subcutanea, ja que, como os resultados o
demonstraram, esta ndo sofreu assinaldveis oscilagbes. Neste sentido, e face
aos resultados obtidos a esta temperatura, parece-nos plausivel concluir que
existiu um equilibrio entre a taxa de produgédo de calor e a taxa de perda de
calor. Neste caso, parece-nos provavel que no meio aquatico, 0s mecanismos
responsaveis pela perda de calor corporal, a temperatura de 37°C, ndo tenham
sido tdo exagerados quanto a 20°C, permitindo o equilibrio com os
mecanismos de produgdo de calor. Também nos parece claro que a exposigéo
a temperatura ambiente de 37°C, a administragdo de d-anfetamina e a
realizagido de exercicio fisico a esta temperatura, ndo teve consequéncias

centrais, sobre o centro hipotaldmico de controlo da temperatura.

No que diz respeito ao papel da d-anfetamina na indugéo de alteragbes na
temperatura corporal, é referido que o seu consumo resulta, frequentemente,
em hipertermia no homem e em animais de experiéncia (Carvalho et al., 1997).
De facto, a maior parte dos casos relatados de toxicidade induzida pela d-
anfetamina relaciona-se com a ocorréncia de hipertermia e € provavel que as
complicagbes que the seguem (rabdomidlise, coagulagdo intravascular
disseminada, insuficiéncia renal aguda) se relacionem com o grau e duragdo da
hipertermia (Mecham et al., 2002; Bodenham e Mallick, 1996). Esta situagéo

hipertérmica, tem sido também apresentada como elemento chave na indugéo
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de toxicidade da MDMA (Miller e O*Callagham, 1995). A anfetamina, sendo um
composto simpaticomimético de acgdo indirecta, conduz a um estado
semelhante ao que se verifica durante a hiperactividade simpatica, motivada
pelas causas mais diversas (Carvalho et al., 1997: Carvalho et al., 1999; para
refs. ver Kalant, 2001). Como resultado da hiper-estimulagdo dos receptores
alfa e beta adrenérgicos, ocorre o aumento do metabolismo mitocondrial com a
consequente produgdo de calor; o aumento da actividade motora,
acompanhada por um estado hipermetabdlico do musculo esquelético, também
contribui para o aumento da temperatura corporal: de forma idéntica, a
actividade fisica sustentada, a temperatura ambiente elevada e a inapropriada
reposicao de liquidos, podem potenciar o efeito da anfetamina sobre os
mecanismos termorregulatérios (Carvalho et al., 1997: Walubo e Seger, 1999;
Martinez et al., 2002; Carvalho et al., 2001: Carvalho et al., 2002; para refs. ver
Kalant, 2001). A resposta termogénica 4 MDMA parece ser também muito
sensivel a temperatura ambiente, sendo a direcgdo e duragéo da resposta
complexa e determinada, parcialmente, por esta (Dafters e Lynch, 1998); estes
autores acrescentam que, geralmente, doses elevadas e temperaturas
ambiente elevadas produzem hipertermia, doses baixas e temperaturas

ambiente reduzidas produzem hipotermia.

A auséncia de resposta hipertérmica, nas condigées ambientais de 37°C, como
consequéncia da administracdo de d-anfetamina e da exposigéo a situacgdo de
exercicio fisico, apesar de ndo esperada, podera permitir a compreensio
isolada dos mecanismos de acgdo da d-anfetamina e do exercicio fisico na
cardiotoxicidade. Poderemos assim perceber, mais claramente, se a
hipertermia, a qual é apontada, frequentemente, como resultado da toxicidade
induzida pela d-anfetamina, & factor imprescindivel para a ocorréncia de outras

manifestagdes toxicas induzidas pela d-anfetamina.

Neste contexto, varias pesquisas tém defendido que a produgido acrescida de
especies reactivas de oxigénio, com o consequente aumento do stress
oxidativo, podera ser um dos mecanismos envolvidos na toxicidade cardiaca
induzida pela d-anfetamina (Zhou et al., 2003; Wolf et al., 2000; Carvalho et al.,
2002; Zhang et al., 2003). Este mecanismo de toxicidade tem sido igualmente
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associado ao exercicio fisico (Bejma et al., 2000; Poulsen et al., 1996;
Palazzetti et al., 2003; Schippinger et al., 2002; Vifia et al., 2000; para refs. ver
Ascensio et al., 2003; Packer, 1997; Leeuwenburgh e Heinecke, 2001).

Pela crescente importancia atribuida ao mecanismo oxidativo de toxicidade,
analisaremos o comportamento de indicadores bioquimicos de stress oxidativo
e de lesdo tecidual por stress oxidativo, evidenciado pelos diversos subgrupos

em estudo.

No que se refere aos indicadores bioquimicos de lesdo tecidual por
peroxidacéo lipidica, foi observada, em todos os subgrupos, a presencga de
TBARS, embora néo se tenham registado diferengas com significado estatistico
nas comparagoes realizadas (intra-grupo e inter-subgrupos); este marcador de
lesdo tecidual por stress oxidativo parece ndo ter mostrado sensibilidade
suficiente para diferenciar os subgrupos em estudo, pelo que os resultados no
ambito da peroxidagdo lipidica ndo sdo claros nem oferecem grandes
evidéncias acerca do papel da administragdo da d-anfetamina, do exercicio
fisico e da temperatura ambiente na ocorréncia de peroxidagéo lipidica

tecidual.

Analisando agora os resultados obtidos, no que diz respeito aos indicadores
bioquimicos de stress oxidativo, e atendendo de forma particular aos niveis de
GSH, no seio do grupo G20, ndo surgiram diferengas com significado
estatistico nos valores apresentados pelos diferentes subgrupos, no entanto, foi
no G20 que surgiram os menores valores de GSH, comparativamente aos
diferentes subgrupos do G37. De facto, foi & temperatura ambiente de 37°C
que surgiram os valores mais elevados desta substdncia endégena anti-
oxidante, tendo estes aumentado de forma notéria nos subgrupos G37ExC e
G37ExAnf; neste ultimo subgrupo o valor de GSH elevou-se de forma
significativa, comparativamente aos subgrupos G37RC e G37RAnf. A esta
temperatura ambiente, os factores exercicio fisico e d-anfetamina, actuando de
forma combinada, parecem ter sido determinantes nos niveis de GSH
apresentados; todavia, o exercicio fisico, por si s6, parece ter sido o factor mais

preponderante nesta resposta. Nas comparagbes realizadas inter-subgrupos,
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os subgrupos G20ExC e G20ExAnf apresentaram valores de GSH
significativamente inferiores aos subgrupos G37ExC e G37EXAnf. Estes
resultados parecem indicar que a temperatura ambiente de 20°C tera causado
superiores niveis de toxicidade, manifestos no maior consumo de GSH
(Magalhaes et al., 2004).

Analisando os valores percentuais de GSSG/GSH, verificdmos que os
diferentes subgrupos do G37 registaram menores indices de stress oxidativo,
comparativamente aos diferentes subgrupos do G20. Sendo que os valores de
GSSG/GSH considerados normais variam entre os 5 e 15% (para refs. ver
Duarte, 1993), poderemos afirmar que todos os subgrupos expostos a 37°C
apresentaram niveis de stress oxidativo considerados fisiolégicos. A
temperatura ambiente de 37°C, n&o se verificaram diferengas com significado
estatistico, nas comparagées realizadas intra-grupo, pelo que a influéncia da d-
anfetamina e do exercicio fisico no comportamento deste indicador, a esta
temperatura, néo parece ter sido determinante. Ressalva-se, no entanto, o
resultado apresentado pelo subgrupo G37RAnf, que parece indicar que a
-administragdo de d-anfetamina podera ter sido responsavel pelos niveis

ligeiramente mais elevados de stress oxidativo, neste subgrupo.

Pelo contrario, os diversos subgrupos do G20 estiveram expostos a niveis
superiores de stress oxidativo tendo o subgrupo G20ExC registado o valor mais
elevado de GSSG/GSH, o qual foi significativamente superior ao valor
apresentado pelo subgrupo G37ExC. A temperatura ambiente de 20°C parece,
pois, ter sido determinante nos niveis percentuais de GSSG/GSH. Os
resultados apresentados pelo subgrupo G20ExC levaram-nos ainda a
considerar que, apesar de ndo terem sido encontradas diferencas com
significado estatistico nas comparagbes realizadas intra-grupo, o factor
exercicio fisico parece ter contribuido para niveis mais elevados de stress
oxidativo. Também seria esperado que a administracdo de d-anfetamina
ocasionasse uma exacerbacéo do stress oxidativo; todavia, a 20°C, tal ndo se
verificou ja que este factor, por si s, ocasionou valores percentuais de
GSSG/GSH inferiores ao subgrupo G20RC e, em combinagio com o exercicio

fisico parece ter promovido algum tipo de proteccdo a influéncia do exercicio
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fisico, nos niveis de stress oxidativo. Estas diferengas sem significado

estatistico devem ser, no entanto, interpretadas com reservas.

No que diz respeito ao indicador de leséo tecidual por oxidagédo proteica, os
grupos carbonilo, estes foram, na generalidade, mais elevados no seio dos
diversos subgrupos do G20 comparativamente aos subgrupos que constituem
o G37.

A temperatura ambiente de 37°C, o factor exercicio fisico parece ter sido o
mais determinante na ocorréncia de oxidagdo proteica, com valores
significativamente superiores a situagdo controlo. O factor d-anfetamina, a
temperatura de 37°C, parece ter sido responsavel por algum tipo de protecgio
face a influéncia do exercicio fisico nos indices de oxidagdo proteica, todavia,
esta influéncia terd de ser compreendida com precaugdo, pela falta de

significado estatistico.

A temperatura de 20°C, o factor exercicio fisico também parece ter sido o mais
influente na ocorréncia de oxidacdo proteica, tendo o subgrupo G20ExC
apresentado valores percentuais deste indice significativamente superiores ao
subgrupo G20RC. Também neste caso o factor d-anfetamina parece ter
operado de forma protectora face a acgdo do factor exercicio fisico,
ocasionando uma menor percentagem de grupos carbonilo, embora, mais uma
vez, esta conclusdo tenha que ser interpretada com cautela, pela auséncia de
significado estatistico nas diferengas encontradas. Pelo resultado da
comparagéo realizada entre os subgrupos G20RAnf e G37RANf, a situagéo
protocolar a 20°C parece ter sido determinante na ocorréncia de oxidagéo
proteica. A situagdo de hipotermia, vivenciada pelos diversos subgrupos do
G20, parece ter tornado estes subgrupos mais vulneraveis a oxidagéo proteica,
induzida também pelo exercicio fisico e de forma, nao tao evidente, pela acgao

da d-anfetamina.

Face a estes resultados, de referir que diversos estudos tém demonstrado que
a administragdo aguda de d-anfetamina provoca alteragdes na homeostasia

dos grupos sulfidrilo ndo proteicos, nomeadamente no figado e rim, de forma
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dependente da dose (Carvalho et al., 1993), surgindo o mecanismo oxidativo,
como um dos intervenientes na toxicidade induzida pela d-anfetamina. A
anfetamina tem sido considerada responsavel pela ocorréncia de niveis
superiores de stress oxidativo pelo mecanismo de hipertermia que
frequentemente origina, sendo esta uma condigéo pré-oxidante (Carvalho et al.,
1997; Carvalho et al., 1993). As catecolaminas enddgenas, cuja libertacdo a d-
anfetamina induz, também parecem ser responsaveis pela depleccdo de GSNP
(Carvalho et al., 1993); o metabolismo das catecolaminas, que motiva a sintese
de peroxido de hidrogénio como produto resultante, parece intervir no
fenémeno oxidativo de toxicidade (Carvalho et al., 1999); também a auto-
oxidagdo das catecolaminas, que pode ocorrer quando as enzimas que as
metabolizam ficam saturadas, origina compostos altamente reactivos onde
também se incluem as ERO (para refs. ver Paker, 1997; Givertz e Colucci,
1998; Cadet e Brannock, 1998). O metabolismo da d-anfetamina parece ser, de
forma idéntica, responsavel pela depleccio de GSH devido & conversso
metabdlica da d-anfetamina, pelo citocromo P450 2D, num intermediério
reactivo (muito provavelmente um epéxido reactivo) que reage com a glutationa
para formar o aducto (glutationa-S-yl)-p-hidroxianfetamina, originando assim a
deplegéo de GSH (Carvalho et al., 1996).

No estudo por nés conduzido, a 37°C, os resultados que se referem ao papel
da d-anfetamina no fenémeno oxidativo de toxicidade, no sdo sempre claros e

evidentes.

A ndo ocorréncia de hipertermia no G37, e a ocorréncia de valores
relativamente baixos de GSSG/GSH, leva-nos a considerar que a hipertermia
podera hipoteticamente constituir-se como um mecanismo determinante no
fenomeno oxidativo e ser, desta forma, principal responsavel pela ocorréncia

de stress oxidativo induzido pela ac¢éo da d-anfetamina.

No nosso estudo, a temperatura ambiente de 37°C, apesar de se esperarem
menores niveis de GSH, devido ao relativo aumento da oxidagdo de GSH
(manifestado na elevagdo dos niveis de GSSG), a ocorréncia de niveis de

stress oxidativo relativamente baixos, nomeadamente nos subgrupos G37ExC
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e G37ExAnf, pareceu dever-se, fundamentalmente, a elevagéo tecidual dos
niveis de GSH, a qual ocorre em condi¢des de produgéo adicional de GSSG
(Magalhées et al., 2004); nestas circunstancias, o figado é capaz de exportar
quantidades superiores de GSH para o sangue, a partir do qual o musculo
cardiaco importa GSH, via ciclo gama-glutamil, para assim combater a
producéo adicional de radicais livres (Magalhdes et al., 2004; para refs. ver
Ascensdo et al.,, 2003). Estes resultados parecem indicar que estes dois
subgrupos foram capazes de responder a producdo adicional de espécies
reactivas com mais eficacia, resultando em niveis inferiores de stress oxidativo

tecidual.

O papel do exercicio fisico, a temperatura ambiente de 37°C, na elevagdo
significativa dos niveis de oxidagéo proteica, face a situagdo controlo, pode ser
compreendido pelo facto de este se constituir como uma agressdo organica
favoravel a producdo acrescida de espécies reactivas de oxigénio e ao
incremento do stress oxidativo a nivel celular, tecidual e orgénico devido,
fundamentalmente, ao aumento das exigéncias metabodlicas que origina,
nomeadamente sobre o musculo cardiaco (Bejma et al., 2000; Vifa et al., 2000;
Palazzetti et al., 2003; para refs. ver Ascensdo et al., 2003; Packer, 1997;
Leeuwenburgh e Heinecke, 2001). Os niveis relativamente baixos de oxidacao
proteica, apresentados pelo subgrupo G37RAnf, e a menor percentagem de
grupos carbonilo, verificada no subgrupo G37ExAnf, ndo s&o, no entanto,
compreendidos a luz dos conhecimentos actuais, que atribuem também a d-
anfetamina um papel determinante na ocorréncia de stress oxidativo no
musculo cardiaco (Zhou et al., 2003; Wolf et al., 2000 Carvalho et al., 2002;
Zhang et al., 2003).

Face aos resultados obtidos na situagdo protocolar de 20°C, os superiores
niveis de stress oxidativo parecem estar relacionados com a situagdo de
hipotermia, vivenciada por estes subgrupos, na qual ocorre uma sobrecarga
sobre os mecanismos de regulagdo da temperatura corporal, os quais sao
solicitados no sentido de restabelecerem o equilibrio térmico perdido. Nestas
condigbes o factor exercicio fisico, apesar da auséncia de significado

estatistico, parece resultar numa exacerbagdo do desequilibrio téermico e em
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niveis mais elevados de stress oxidativo, os quais n&o parecem ter sido
aumentados pela acgdo da d-anfetamina, como seria esperado. O contexto
hipotérmico parece ser o factor mais importante na ocorréncia de stress

oxidativo, seguido da influéncia do exercicio fisico, nestas circunstancias.

O papel do exercicio fisico na relativa elevagéo dos niveis de stress oxidativo e
de lesdo tecidual por oxidagdo proteica, a temperatura ambiente de 20°C,
parece relacionar-se também, como ja foi referido, pelas consequéncias
directas deste ao nivel de um incremento da producdo de ERO: durante o
exercicio fisico, o fluxo sanguineo coronario pode aumentar até 4X e a
elevagéo da taxa metabdlica oxidativa cardiaca decorrente do exercicio fisico
constitui-se como factor predisponente para a produgdo acrescida de ERO
(para refs. ver Ascensdo et al., 2003). Alteragdes nas concentragoes
intracelulares de ATP, com aumento das concentragbes de AMP e ADP,
diminuigdo das reservas de glicogénio, modificagdes na temperatura e pH,
perda da homeostasia do ido Ca ** e respiragdo mitocondrial ndo acoplada,
consequéncias directas do exercicio fisico, podem ser estimulos para a
formagéo adicional de ERO (para refs. ver Ascensio et al., 2003), provocando
assim, de forma particular, a oxidagdo de proteinas, tornando-as susceptiveis a
ataques proteoliticos (para refs. ver Bejma et al., 2000; Palazzetti et al., 2003;
Fabiani et al., 2003; Lim et al., 2002; Cadet e Brannock, 1998).

Face a influéncia da administragéo de d-anfetamina, seriam esperados niveis
superiores de stress oxidativo e de lesdo tecidual por oxidacgéo proteica, o que
né@o sucede claramente. Neste dmbito seriam esperados diferentes resultados
ja que diversos estudos tém atribuido também a d-anfetamina um papel
determinante na ocorréncia de stress oxidativo, de forma particular, do muUsculo
cardiaco (Zhou et al., 2003; Wolf et al., 2000 Carvalho et al., 2002; Zhang et al.,
2003); no entanto, ndo deixam de ser claros e evidentes os danos teciduais e
celulares provocados pela acgdo da d-anfetamina. Sero, todavia, necessarios
mais estudos para a clarificagdo do papel da d-anfetamina nos mecanismos

oxidativos de toxicidade, no caso particular do musculo cardiaco.
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6. CONCLUSOES

O estudo realizado permitiu a obtengdo de novos conhecimentos acerca da
influéncia do exercicio fisico e da temperatura corporal, em marcadores de
cardiotoxicidade aguda, induzida pela administragdo de d-anfetamina. Com

base nos resultados obtidos é possivel tirar as seguintes conclusdes gerais:

v As alteragbes estruturais e ultra estruturais exibidas, de forma mais
pronunciada, pelos subgrupos expostos a d-anfetamina nao poderdao ser
explicados, neste estudo particular, pelo stress oxidativo: todavia, a acgao da d-
anfetamina sobre o sistema nervoso simpatico, podera ser uma explicagéo

credivel para as lesdes teciduais salientadas.

by

v Ja no que diz respeito a influéncia do exercicio fisico, por si s0, nas
alteragGes celulares e teciduais observadas, estas parecem ter ocorrido devido
ao aumento das exigéncias metabdlicas, mecanicas e oxidativas, que a
temperatura ambiente de 20°C se exacerbaram pela ocorréncia paralela de

uma situagéo de hipotermia nos subgrupos estudados.

v O confronto com um meio ambiente de caracteristicas hipotérmicas, e a
particularidade dos mecanismos de regulagdo térmica e das trocas de calor,
por condugdo, na agua parecem ter tornado este contexto protocolar propicio a
ocorréncia de superiores niveis de stress oxidativo e de lesdo tecidual por
stress oxidativo, provavelmente pela activagdo do sistema nervoso simpatico,

chamado a intervir, para que se recuperasse o equilibrio térmico perdido.

Estas conclusbes gerais sdo suportadas pelas seguintes conclusbes

especificas:

— A d-anfetamina foi responsavel pela mais marcada e exuberante destruigdo
celular e tecidual observada, comparativamente aos restantes subgrupos

estudados, e de forma mais pronunciada a 20°C.
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— O exercicio fisico foi responsavel, a temperatura ambiente de 20°C, por mais
marcadas lesOes estruturais e ultra estruturais, comparativamente ao subgrupo

controlo, a esta temperatura.

— A temperatura ambiente de 20°C parece ter sido o factor mais
preponderante nas alteragdes morfoldgicas observadas, na medida em que
todos os subgrupos sujeitos a esta situagdo protocolar exibiram sinais de lesao
celular mais pronunciados, comparativamente a todos os subgrupos expostos a
37°C.

— As alteragbes morfolégicas ocorridas, nomeadamente a vacuolizagao
sarcoplasmatica, observada a microscopia optica, o swelling mitocondrial e o
ligeiro edema do reticulo, observados a microscopia electronica, sdo sugestivas

da hiperactividade do sistema nervoso simpatico.

— A exposicdo a temperatura ambiente de 20°C induziu uma significativa
diminuicdo da temperatura subcutdnea, a qual foi significativamente
exacerbada, no decorrer do protocolo experimental, pela realizagdo de

exercicio fisico e pela acgéo conjugada de exercicio fisico e d-anfetamina.

— A exposicdo a temperatura ambiente de 37°C n&o induziu significativas
oscilagbes da temperatura subcutdnea. A realizagdo de exercicio fisico, a
administracdo de d-anfetamina e a acgdo conjugada de ambos no resultou

numa resposta hipertérmica.

— Os mecanismos periféricos de regulagdo da temperatura corporal e as
trocas de calor, por conducdo, na agua parecem explicar as alteragoes

térmicas testemunhadas.

— A temperatura ambiente de 20°C, na agua, parece ter ocorrido um
desequilibrio entre a taxa de producéo de calor e a taxa de perda de calor, com
uma mais elevada perda de calor por condugéo, 0 que resultou na observada

hipotermia; ja a temperatura ambiente de 37°C, os mecanismos responsaveis

102



Conclusdes

pela perda de calor corporal ndo foram tdo exagerados quanto a 20°C,

permitindo o equilibrio com os mecanismos de producéo de calor.

— A né&o ocorréncia de hipertermia, na situagéo protocolar de 37°C, pela acgao
da d-anfetamina e pela realizagdo de exercicio fisico parece indicar que a
accao da d-anfetamina ndo resultou, aparentemente, na desregulagdo do

centro hipotaldmico de controlo da temperatura.

— Os diferentes subgrupos do G20 apresentaram os menores valores relativos
de GSH, comparativamente aos diferentes subgrupos do G37, o que parece
indicar que a temperatura ambiente de 20°C causou superiores niveis de

toxicidade, manifestos no maior consumo de GSH.

— Nos diversos subgrupos do G20 ocorreram superiores niveis de stress
oxidativo, comparativamente aos diferentes subgrupos do G37, que registaram
niveis de stress oxidativo considerados fisioldgicos; tal parece indicar que a
temperatura ambiente de 20°C foi determinante na elevacdo dos niveis de

stress oxidativo.

— A realizag&o de exercicio fisico, & temperatura ambiente de 20°C, contribuiu

para a significativa exacerbagéo dos niveis de stress oxidativo.

— A administragdo de d-anfetamina, a 20°C, néo resultou num agravamento do
stress oxidativo; paralelamente parece ter promovido algum tipo de protecgao

face a influéncia do exercicio fisico nos niveis de stress oxidativo observados.

— Os niveis de oxidag&do proteica foram sucessivamente mais elevados nos
subgrupos do G20, comparativamente aos subgrupos do G37 o que parece
indicar que a temperatura ambiente de 20°C foi responsavel pela ocorréncia de

superiores niveis de oxidagao proteica.

— O exercicio fisico, tanto a 20°C como a 37°C, foi responsavel pela elevagao
significativa dos niveis de lesdo tecidual por oxidagdo proteica, relativamente

aos subgrupos controlo.

103



Conclusdes

— Os niveis fisiologicos de stress oxidativo, evidenciados pelos diversos
subgrupos expostos a 37°C, parecem resultar da mais eficaz resposta dada a
producio adicional de ERO, através da elevacéo tecidual dos niveis de GSH, a

qual ocorre em situagdes de produgdo adicional de GSSG.

— O exercicio fisico, constituindo-se como uma agressao organica favoravel a
producéo acrescida de ERO e ao incremento do stress oxidativo a nivel celular,
tecidual e orgénico devido, fundamentalmente, ao aumento das exigéncias
metabolicas que origina, foi responsavel pela elevagdo dos niveis de stress

oxidativo e oxidagéo proteica a 20°C e de oxidacéo proteica a 37°C.

— Os superiores niveis de stress oxidativo evidenciados a 20°C parecem
relacionar-se com a situacdo de hipotermia criada, a qual representou uma
sobrecarga para os mecanismos de regulagdo térmica e acarretou a
intervengdo do sistema nervoso simpético, para que se restabelecesse o

equilibrio térmico perdido.

— Foram evidentes os danos estruturais e ultra estruturais sofridos pelos
cardiomidcitos por acgdo da d-anfetamina, todavia, também seriam esperados
superiores niveis de stress oxidativo e de leséo tecidual por oxidagéo proteica,
por acgdo da d-anfetamina e pela realizagdo de exercicio fisico, o que nao se

verificou, claramente, neste estudo.
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