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Sumario

A “ecstasy” (3,4-metilenodioximetanfetamina ou MDMA) ¢ uma droga de abuso
psicoestimulante usada, principalmente pelos jovens em contextos recreativos. Sdo

conhecidos os efeitos neurotdxicos tanto em animais de laboratorio, como em humanos.

A maioria dos estudos experimentais em animais de laboratorio e estudos clinicos em
humanos foca essencialmente os efeitos agudos e a longo prazo da MDMA na fung¢ao
serotoninérgica, embora se encontre reportada toxicidade dopaminérgica e noutros

neurdnios pertencentes a outros sistemas cerebrais.

Por outro lado, as experiéncias em modelos animais demonstram que nao s6 a MDMA,
mas também os seus metabolitos podem desempenhar um papel fulcral na sua

neurotoxicidade.

Este trabalho teve como objectivo estudar a neurotoxicidade da MDMA em células
humanas dopaminérgicas, apdés uma exposicdo aguda e cronica a substancia. A linha
celular usada como modelo in vitro foi a SH-SYSY, derivada de um neuroblastoma
humano, sendo um modelo in vitro bastante usado na investigacdo de fendmenos

neurotoxicos que envolvam o sistema dopaminérgico.

Apos exposicao das cé€lulas as concentragdes de MDMA de respectivamente 1,0 mM,
0,1 mM e 0,01 mM, por diferentes periodos de incubacdo (24 horas, 72 horas e 1
semana). Apds avaliagdo da fun¢do mitocondrial, pelo teste do MTT verificou-se que a
MDMA nao produzia perda da viabilidade celular em nenhuma das concentragdes e
tempos usados. Os resultados obtidos, embora nao apresentem significado estatistico,
verificou-se uma ligeira diminuicdo da actividade mitocondrial com o aumento da dose

e frequéncia de consumo de MDMA.

A partir destes resultados, pode concluir-se que a neurotoxicidade induzida pela
MDMA nao ¢ provocada apenas pela sua ac¢do directa mas sim pela accao conjunta dos
seus metabolitos toxicos, associados a hipertermia e ao aumento do stress oxidativo a

nivel cerebral.
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Abstract

“Ecstasy” (3,4-methylenedioxymethamphetamine or MDMA) is a psichostimulant drug
of abuse used, mainly, by the young people in recreational settings. Neurotoxic effects

are known both in animals and humans.

Most experimental studies in laboratory animals and human clinical studies, focuses
mainly on the acute and long-term effects of MDMA on serotonergic function, although
dopaminergic toxicity is also reported, as well is reported in neurons which belongs to

other cerebral systems.

Moreover, experiments in animal models demonstrate that not only MDMA but also its

metabolites may play a pivotal role in its neurotoxicity.

This work aimed to study the neurotoxicity of MDMA in dopaminergic human cells
after an acute and chronic exposure to the substance. The cell line used as in vitro model
was the SH-SYS5Y, derived from a human neuroblastoma. This cell line is an in vitro
model widely used in the investigation of neurotoxic phenomena involving the

dopaminergic system.

After exposure of cells to concentrations of MDMA of respectively 1,0 mM, 0,1 mM
and 0,01 mM, for different incubation periods (24 hours, 72 hours and 1 week). After
evaluation of mitochondrial function by MTT test, showed that MDMA produced no
loss of cell viability in any of the concentrations and times used. The obtained results,
although not statistical significance, there was a slight decrease in mitochondrial

activity with increasing dose and frequency of use of MDMA.

From these results, it can be concluded that the neurotoxicity induced by MDMA is not
caused only by its direct action, but by the joint action of their toxic metabolites,

associated with hipertermia and increased oxidative stress in the brain.
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Capitulo I — Introducao

1. Introducio geral

As propriedades estimulantes das fenilisopropilaminas, grupo que inclui a efedrina, a

anfetamina e seus analogos, sdo desde ha muito conhecidas (Silva e Tavares, 1999).

A efedrina pode ser obtida naturalmente a partir da planta Ephedra Vulgaris, planta
relativamente abundante no mediterraneo, cuja utilizacdo advém desde os tempos

remotos na medicina chinesa como anti-asmatico (consultado em http:// www.idt.pt).

A industria farmacéutica na pesquisa de derivados sintéticos analogos da efedrina,
sintetizou a anfetamina. A anfetamina e seus analogos sao substancias com a capacidade
de produzir sentimentos ou sensagdes apraziveis naqueles que as utilizam, sendo
classificadas como drogas de abuso psicoestimulantes. Os efeitos psicoestimulantes das
anfetaminas assemelham-se aos provocados pela cocaina e traduzem-se por uma

reacc¢ao de tipo orgasmatico, violenta e imediata (“rush” ou “flash”).

Esta ¢ a sensagdo procurada pelos consumidores que, numa fase de consumo
compulsivo, ndo ingerem alimentos, tém auséncia de sono e desenvolvem um quadro
depressivo que pode evoluir para um quadro psicotico irreversivel, semelhante ao da

esquizofrenia paranoide (Silva e Tavares, 1999).

Este tipo de psicoestimulantes sdo usados, mundialmente, por milhdes de pessoas, quer
no ambito clinico, quer no ambito recreativo como droga de abuso. Neste ultimo, a
maioria dos consumidores estdo entre as camadas mais jovens da populacdo, sendo a
MDMA (3,4 — metilenedioximetanfetamina), derivada da anfetamina e vulgarmente
denominada de “ecstasy”, a droga consumida em maior escala, a nivel europeu. Nos
Estados Unidos da América (EUA) em 1985, foi classificada pela “Drug Enforcement
Administration” como substancia de grau I (substancias com elevado potencial de
abuso, sem utilizagdes clinicas reconhecidas e sem seguranca aceitdvel mesmo sob

supervisao médica) (Capela et al., 2009).
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| |
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Metanfetamina 3,4-Metilenedioximetanfetamina (MDMA)
NH2 (0] NH2
CHs <Om
Anfetamina 3,4-Metilenedioxianfetamina (MDA)

Fig. 1: Estrutura quimica da anfetamina e de alguns dos seus analogos metilados:
metanfetamina (MA), MDMA e MDA (Silva e Tavares, 1999).

A utilizacdo destes psicoestimulantes, especialmente da “ecstasy” €, entdo, na sua
maioria, como droga de abuso e associada a contextos recreativos onde os jovens se
reinem, como por exemplo: eventos de danca — “raves”, festivais de musica e
discotecas. As estimativas do consumo de drogas nestes ambientes tende a ocorrer aos

fins-de-semana e durante o periodo de férias (OEDT, 2006).

A saude e seguranga das pessoas que frequentam este tipo de locais propicios ao
consumo assumem uma preocupacao crescente de satde publica. Iniciativas como a
“danga segura”, desenvolvida no Reino Unido, tornaram-se uma ferramenta importante
neste dominio, no entanto, enquanto 12 paises europeus ja declararam ter desenvolvido
tais iniciativas para locais de diversdo nocturna, apenas a Holanda, Reino Unido,

Eslovénia e Suécia relatam que estas sdo cumpridas e monitorizadas (OEDT, 2006).

Neste sentido, foram elaboradas, por especialistas, medidas de seguranc¢a nocturna que
tém como objectivo serem empregues nos paises europeus de modo a reduzir a
possibilidade de ocorrerem problemas relacionados com o consumo destas drogas.
Assim sendo, estas incluem: acesso livre a 4gua fria; disponibilidade imediata de
primeiros socorros; trabalho de prevencdo e sensibilizagdo. Todas elas sdo medidas
simples para prevenir e/ou reduzir os riscos de saude causados pelo uso de drogas em

locais de diversao nocturna (OEDT, 2006).
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Infelizmente, de acordo com relatérios existentes, a aplicagdao destas medidas ¢ limitada

e ndo ocorre de igual forma em todos os paises europeus.

No ambito clinico, existem anfetaminas que sdo utilizadas no tratamento de doengas,
tais como: Disturbio com Défice de Atengdo e Hiperactividade (ADHD); da
Narcolepsia e da Obesidade, isto apesar de se ter conhecimento do risco elevado de

dependéncia e neurotoxicidade que provocam (Advokat, C., 2007).
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2. Perspectiva Historica

Ha cerca de 5 milénios que as propriedades estimulantes da efedrina, alcaloide extraido
da planta Ephedra vulgaris, eram reconhecidas e descritas pela medicina chinesa (Cho,

1990).

No final do séc. XIX, os efeitos da utilizagdo da efedrina em asmaticos levaram a
popularizagdo da sua prescricdo no mundo ocidental e crescente procura desta
substancia. Desta forma foi ponderada a possibilidade de escassez da oferta de Ephedra

vulgaris no mercado.

Assim sendo, foram desenvolvidas varias linhas de investigacdo com o objectivo de

obter de forma sintética a efedrina (Silva e Tavares, 1999).

Por outro lado, ainda no final do séc. XIX, ja tinha sido sintetizada a d-anfetamina que
fora, mais tarde, utilizada por Gordon Alles e Ogata, em meados dos anos 30 (séc. XX),

como precursor na tentativa de obter a efedrina de forma sintética.

Contudo, ambas as tentativas falharam, mas Gordon Alles reconheceu as propiedades
estimulantes da d-anfetamina, que testou em animais e posteriormente nele proprio. Por
sua vez, Ogata, apesar de ter falhado o objectivo, obteve resultados diferentes, sintetizou
hidrocloreto de d-fenilisopropilmetilamina, também designada de metanfetamina (MA)

(Cho, 1990).

Paralelamente, na Alemanha, em 1912, foi sintetizada e patenteada pela primeira vez a
3,4 — metilenodioximetanfetamina (MDMA), vulgarmente designada de “ecstasy”, pela

empresa farmacéutica Merck que a designou de “metilsafrilamina”.

Nessa altura, a utilizagdo de MDMA nao tinha como objectivo a terapéutica, mas sim

ser utilizada como precursora de compostos activos a serem usados em terapia.
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Freudenmann e colaboradores (2006), apds a avaliacao dos arquivos da empresa Merck,
que esta ndo tinha qualquer inten¢do de usar a MDMA como inibidor do apetite, apesar

de ter sido muitas vezes e erradamente descrito por varios autores.

Os primeiros testes farmacoldgicos aprovados, relativamente 4 MDMA, ocorreram no
ano de 1927 nos laboratorios da Merck, sendo testada novamente, mais tarde, em 1959

mas apenas em animais (Freudenmann et al., 2006).

A partir de 1932, apds a realizacdo de alguns ensaios clinicos, a anfetamina e a
metanfetamina comeg¢aram a substituir a efedrina como broncodilatadores
(Methedrine®, Hiropon®, Benzedrine®) tendo-se revelado eficazes descongestionantes

nasais.

Durante a II Guerra Mundial foram distribuidas doses de anfetaminas, quer as tropas
dos Aliados, quer as tropas japonesas com o objectivo de aumentar a resisténcia,
desempenho e estado de alerta dos soldados, uma vez que lhes reduzia o apetite,
aumentava os reflexos e permitia que se aguentassem com poucas horas de sono, ou até

sem dormir.

No final da guerra, o excedente da producao de anfetaminas foi colocado a disposi¢ao
da populacdo civil e s6 em meados dos anos 40 ¢ que surgiram disposi¢des legais
limitando a distribui¢do deste psicoestimulante. Contudo, a anfetamina continuava a ser

comercializada sob varias formas aos consumidores.

A observacao de efeitos anorexiantes nos consumidores levaram ao inicio da prescri¢ao
destas substancias para emagrecimento, bem como comecou a ser utilizada no
tratamento da depressdo e fadiga. Nos anos 50, camionistas e estudantes em época de
exames utilizavam anfetaminas numa perspectiva mais funcional do que recreativa

(Silva e Tavares, 1999).

Como consequéncia da fama crescente que a substancia vinha a demonstrar, € uma vez
divulgadas as suas propriedades estimulantes, a anfetamina comegou a ser consumida

em grande escala, principalmente no Reino unido, Estados Unidos e nos paises do norte
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da Europa para fins recreativos. A estimativa do consumo de anfetaminas como droga

de abuso em fase compulsiva era de 30gr/dia.

Entretanto, no final da década de 50, ocorreu uma progressiva substituicdo da
anfetamina por outras substancias, o que provocou a queda da produgdo legal. Como

consequéncia a producdo ilegal inundou o mercado (Silva e Tavares, 1999).

A toxicidade da MDMA foi avaliada no ano de 1953, juntamente com outros compostos
similares, na Universidade de Michigan. Este projecto era ultra-secreto e fazia parte de
um programa de investigacdo financiado pelo exército dos EUA, provavelmente como

parte de um programa de guerra quimica.

Esta investigacdo, tendo em conta os efeitos toxicos e comportamentais observados, foi

encerrada em 1969 e publicada em 1973 (Pentney, 2001).

O consumo de “ecstasy” como droga de abuso para fins recreativos, apareceu pela

primeira vez, nos EUA, nos anos 70 (Siegel, 1986).

No ano de 1976, a MDMA foi usada, clinicamente, pela primeira vez por Leo Zeff
como adjuvante em tratamento psiquidtrico. Shulgin, um quimico da Califérnia,
considerado por alguns como o “pai da ecstasy”, sintetizou e testou a droga tendo sido o
primeiro a descrevé-la como uma droga capaz de produzir efeitos psicoactivos em

humanos (Shulgin e Nichols, 1979).

Ambos, Shulgin e Leo Zeff, decidiram apresentar a MDMA a terapeutas profissionais

como um bom adjuvante em psicoterapia (Pentney, 2001).

Os primeiros psicoterapeutas a utilizar a MDMA aperceberam-se da sua potencialidade
como droga recreativa e consequente possibilidade de abuso. Fizeram, entdo, um acordo
de desenvolver pesquisas informais sem chamar a atencdo do publico para a droga.
Conseguiram fazé-lo durante um certo tempo, e o periodo entre 1977 e 1984 foi
considerado a “época de ouro” da pesquisa terapéutica com a MDMA (Almeida e Silva,

2000).
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No inicio da década de 80, ¢ que surgiu grande interesse por esta substincia, mais de
mil psicoterapeutas privados, nos EUA, usavam a MDMA designando-a, na sua pratica
clinica, de “ADAM?”, com o objectivo de reduzir a ansiedade e atitudes de defesa

(Mckenna e Peroutka, 1990; Pentney, 2001).

Acreditava-se que a MDMA aumentava a auto-estima e facilitava a comunicag@o com o
doente durante as sessdes de terapia. Desta forma, nesta pratica clinica, eram
administradas oralmente doses entre 75 — 175mg de MDMA tendo-se verificado que
causava efeitos simpaticomiméticos imediatos, tais como o aumento o ritmo cardiaco e

pressdo arterial, bem como causava ansiedade (Greer e Strassman, 1985; Grinspoon e

Bakalar, 1986).

Paralelamente, no ano de 1977, no Reino Unido a MDMA foi classificada como droga
de classe A e grau I, significando que ¢ ilegal produzir, vender ou fornecer (Capela et

al., 2009).

Nos EUA, no inicio dos anos 80, esta droga ja possuia grande popularidade nas ruas
como droga recreativa, “droga de diversdo” que era “Optima para dancar”. Em Sao
Francisco, os “vendedores de rua” (“Dealers’) vendiam ilegalmente a substancia pelo

nome de “ecstasy”, nome que foi inventado pelos traficantes para fins comerciais

(Pentney, 2001).

Como consequéncia desta grande adesao por parte dos consumidores nos EUA, no ano
de 1985 a “Drug Enforcement Administration” classificou a MDMA como substancia
de grau I (substincias com elevado potencial de abuso, sem utilizagdes clinicas
reconhecidas e sem seguranga aceitavel mesmo sob supervisdo médica). Mas, esta
classificagdo foi severamente criticada por alguns psicoterapeutas quando estes se
aperceberam que a sua pesquisa e uso clinico da substancia nao podia continuar (Capela

et al., 2009).

Mesmo assim, hoje em dia, alguns ainda argumentam que a MDMA pode ter aplicagdo

clinica, tal como tém outras substancias psicadélicas. A MDMA tem vindo a ser
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estudada com o objectivo de ser utilizada tratamentos da ansiedade e stress poOs-
traumatico, apenas por psicoterapeutas devidamente habilitados e treinados. Contudo,
devido a elevada incidéncia de casos de toxicidade reportados provocados pelo
consumo ¢ a elevada tendéncia em ser usada como droga de abuso, Capela e
colaboradores afirmam que, ndo existe aplicagao clinica segura para a MDMA (Capela

et al., 2009).

A fama da MDMA nos EUA, rapidamente se espalhou do outro lado do Atlantico. A
“ecstasy” surgiu com o nascimento das “Acid-House Parties” no resort turistico
espanhol em Ibiza. No verao de 1986, Ibiza era popularmente conhecida por ser a “XTC

Island” (“XTC” — um dos nomes de rua atribuidos 8 MDMA) (Pentney, 2001).

Como consequéncia, a popularidade do uso desta droga para fins recreativos cresceu,
uma vez que os turistas € Dj’s que por l4 passavam (Ibiza), ao regressarem a casa,
divulgavam a sua fama, o que levou ao inicio da sua utilizagdo em outros paises

europeus (Norte e Centro principalmente), bem como em outras partes do mundo.

Paralelamente, nessa altura, nasceu o conceito de “rave” (evento de dan¢a) no Reino
Unido, que se alastrou pela Europa e permanece activo hoje em dia, o que levou a que a

MDMA fosse considerada, na Europa, uma substancia ilegal (Morton, 2005).

A MDMA era e ¢ consumida, na maioria, sob a forma de comprimidos. Inicialmente, a
composicao dos comprimidos, correspondia de facto a MDMA, mas a generalizagdo do
consumo ¢ o aumento da procura levou a que a sua composi¢ao fosse adulterada. A
realizagdo de analises a varios tipos de comprimidos de “Ecstasy” revelou a presenca de

varios contaminantes e substancias psicoactivas (Wolff et al., 1995).

Assim sendo, em alguns dos comprimidos foi detectada a presenca, conjunta ou isolada,
de MDMA, cafeina, anfetamina, metanfetamina (MA), 3,4 — metilenodioxietanfetamina
(MDEA), paracetamol e cetamina. Esta ultima substancia ¢ um antagonista dos
receptores NMDA (N-Metil-D-Aspartato), cujos efeitos laterais consistem, entre outros,
em alucinagdes, “sonhos vividos” e delirio, sintomas que se assemelham aos sentidos

em algumas patologias do foro psiquico (Krystal et al., 1994).
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’ .

Desta forma, ¢ evidente a impressibilidade dos efeitos decorrentes do consumo de
comprimidos de “Ecstasy”, uma vez que a sua composi¢do pode ser extremamente
variavel. No entanto, hoje em dia o problema da contaminagdo dos comprimidos de

“Ecstasy” com outras substancias ¢ menor (OEDT, 2009).

Em suma, na Europa até aos anos 80, o consumo de anfetamina e seus derivados como
drogas de abuso para fins recreativos era raro, a excepg¢ao dos paises nordicos e Reino
Unido. Entretanto, no final da década de 80 e no decurso dos anos 90, varios paises
europeus reportaram o aumento da popularidade das anfetaminas e da “Ecstasy”,
principalmente entre as camadas mais jovens da populagdo, associada a frequéncia de
discotecas e “raves”, explorando as suas caracteristicas estimulantes e de indugdo de

euforia (Silva e Tavares, 1999).
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3. Epidemiologia

A nivel global, a Unido Europeia permanece como o principal centro de produgdo
ilegal, contudo, este facto tem vindo a diminuir, uma vez que a producao clandestina de
MDMA se alastrou por outras partes do mundo nos ultimos anos, principalmente, no

Norte da América, Este e Sudoeste Asiatico.

Mesmo assim, cerca de 80% da MDMA ¢ produzida ilegalmente por laboratorios
clandestinos localizados no Centro da Europa, principalmente na Holanda e Bélgica

(Capela et al., 2009).

De acordo com os dados revelados pelo Observatorio Europeu da Droga e
Toxicodependéncia (OEDT), a prevaléncia do uso de anfetaminas, na Europa, varia
entre paises de zero para 11,7% na populagdo adulta (15-64 anos). Em média estima-se

que 3,5% dos adultos europeus consumiram anfetaminas pelo menos uma vez.

As estimativas indicam que cerca de 12 milhdes de europeus ja experimentaram

anfetaminas, e cerca de 2 milhdes usaram a droga no ultimo ano (OEDT, 2009).

Entre os jovens adultos (15-34 anos), a prevaléncia do uso de anfetaminas varia,
consideravelmente, entre os diversos paises apresentando valores que vao desde 0,1%
para 15,3%, apresentando uma média ponderada de 5%. Estima-se que, em média, 1,1%
dos jovens europeus consumiram anfetaminas no ultimo ano (estimativas de prevaléncia
na Europa baseadas em médias ponderadas dos inquéritos nacionais mais recentes

realizados entre 2001 ¢ 2008) (OEDT, 2009).

Relativamente a MDMA (“ecstasy”), propriamente dita, estima-se que cerca de 10
milhdes de adultos europeus ja experimentaram “ecstasy” (3,1 % em média) e que cerca
de 2,5 milhdes a consumiram no ultimo ano. Pesquisas recentes sugerem que entre 0,3%
e 7,5% de todos os adultos (15-64 anos) ja experimentaram a droga e, como na maioria
das outras drogas ilicitas, o consumo ¢ muito maior entre os homens do que entre as

mulheres (OEDT, 2009).
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Contudo, o consumo de “ecstasy” € mais comum entre os jovens adultos (15-34 anos).
Estima-se que 7,5 milhdes de jovens europeus (5,6% em média) ja experimentaram a
droga. As estimativas de prevaléncia, quando se restringe a faixa etaria (15-24 anos),
sdao ainda maiores variando entre 0,4% e 18,7%, embora, na maioria dos paises varie

entre 2,1% e 6,8%.

Assim sendo, os consumidores de “ecstasy” encontram-se entre 0s grupos mais jovens,
e frequentemente relatam o uso concomitante de outras substancias, incluindo cannabis,
cocaina, alcool e outras anfetaminas (estimativas de prevaléncia europeia baseadas em
médias ponderadas dos inquéritos nacionais mais recentes realizados entre 2001 e 2008)

(OEDT, 2009).

A nivel nacional, os resultados de varios estudos epidemiologicos realizados na tltima
década, demonstram que a “ecstasy” tem vindo a ganhar visibilidade, surgindo nos
estudos mais recentes, em contextos da populagdo geral, como a terceira droga com
maiores prevaléncias de consumo. Em populagdes escolares, os estudos nacionais mais
recentes apontam para uma diminui¢do do consumo. Contudo, entre 2001 e 2007

adquiriu maior relevancia nos consumos da populagado reclusa (IDT, 2008).

No segundo Inquérito Nacional ao Consumo de Substincias Psicoactivas na
Populacao Geral, realizado em Portugal em 2007, decorridos seis anos da realizacdo do
primeiro, a “ecstasy” surgiu como a terceira droga preferencialmente consumida pelos
portugueses, quer na populagado total (15-64 anos), quer na populagao jovem adulta (15-
34 anos). Entre 2001 e 2007 registou-se um aumento das prevaléncias de consumo de

b

“ecstasy” ao longo da vida na populacdo total (0,7% para 1,3%) e na jovem adulta
(1,4% para 2,6%). Contudo, verificou-se uma diminui¢do das taxas de consumo entre
2001 e 2007, tanto na populacdo total (53,5% para 32,7%) como na jovem adulta

(59,8% para 35,1%) (IDT, 2008).

A analise por género evidéncia prevaléncias de consumo de “ecstasy” mais elevadas no
grupo masculino do que no grupo feminino, embora o grupo feminino apresente taxas

de continuidade do consumo mais elevadas (IDT, 2008).
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Em 2007, a nivel do ESPAD — European School Survey Project on Alcohol and Other
Drugs - (alunos de 16 anos), a “ecstasy” registou uma prevaléncia de consumo ao longo
da vida idéntica a da maioria das outras substancias ilicitas que ndo cannabis,
contrariamente ao sucedido em 2003, em que surgiu como a segunda substancia ilicita
com maior prevaléncia de consumo, constatando-se entre 2003 ¢ 2007 uma descida na

prevaléncia de consumo ao longo da vida (4% em 2003 e 2% em 2007) (IDT, 2008).

Também, ao nivel do ECATD — Estudo sobre o Consumo de Alcool, Tabaco e Droga —
(alunos dos 13 aos 18 anos), apontam para uma diminui¢ao da importancia do consumo
de “ecstasy” relativamente a outras substancias ilicitas nas populagdes escolares,
surgindo em 2007 com prevaléncias de consumo ao longo da vida inferiores as da
cocaina e inferiores ou iguais as de outras anfetaminas em quase todas as idades,
excepto nos alunos de 18 anos em que ainda surge como a segunda substancia ilicita

com maior prevaléncia de consumo (IDT, 2008).

De um modo geral, as prevaléncias de consumo de “ecstasy” variam na razao directa da
idade (0,9% nos alunos de 13 anos de e 4% nos alunos de 18 anos). Entre 2003 e 2007
verificou-se uma tendéncia para a descida destas prevaléncias de consumo,
particularmente entre os alunos mais novos. Tal como o sucedido em 2003, também em
2007 os resultados do ECATD relativos as percepcdes do consumo regular “ecstasy”
indicavam que o risco desse consumo aumentava com a idade, mas a dificuldade de
abandonar esse consumo variava na razao inversa da idade. Assim sendo, o “ecstasy”
foi percepcionado como uma das drogas cujo consumo regular tem menor risco e € mais

facil de abandonar (IDT, 2008).

No estudo nacional Drogas e Prisoes: Portugal 2001 — 2007, a “ecstasy” surgiu em
2007, entre a populagdo reclusa, com prevaléncias de consumo superiores as de outras
anfetaminas, quer no contexto anterior a reclusdo, quer no de reclusdo. Foi a tunica
substancia ilicita que registou, entre 2001 e 2007, um aumento na prevaléncia de
consumo ao longo da vida (17% em 2001 e 19,9% em 2007). Verificou-se entdo, no
contexto de reclusdo, um aumento do consumo regular de “ecstasy” (<0,1% em 2001 e

0,3 % em 2007) (IDT, 2008).
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No ambito da procura de tratamento, em 2008 a “ecstasy” foi referido como droga
principal por 0,1% dos utentes em ambulatério na rede publica de tratamento da
Toxicodependéncia, e por 0,2% dos novos utentes nesta rede, assumindo um pouco
mais de visibilidade como droga secundéria. Apesar de pouco expressivas nas estruturas
de tratamento da Toxicodependéncia, estas referéncias a “ecstasy” enquanto droga

principal, continuam a ser superiores as de outras anfetaminas (IDT, 2008).

Relativamente as percepcdes de mercado, a nivel do projecto do ECATD (alunos dos 13
aos 18 anos), tanto nos resultados de 2003 como nos de 2007, a “ecstasy” foi
considerado de menor acessibilidade do que a cannabis. Entre 2003 e 2007 registou-se

um aumento percentual de alunos a referirem ser “muito dificil arranjar ecstasy” (IDT,

2008).

Desta forma, a “ecstasy” continua a apresentar valores pouco expressivos € a diminuir a
sua visibilidade no mercado nacional. Em 2008 registaram-se 88 apreensdes de
“ecstasy”, apresentando o valor mais baixo desde 2001 e um decréscimo de — 20% em
relacdo ao ano anterior. Também em 2008, o preco médio por comprimido de “ecstasy”
apresenta o seu valor mais baixo desde 2002, verificando-se uma tendéncia para descer

desde essa data (2,80 euros/comprimido em 2008) (IDT, 2008).
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4. Mecanismo de Accao das Anfetaminas

As anfetaminas sdo substancias com um coeficiente de partilha 6leo-dgua, que lhes
confere a capacidade de atravessar facilmente os tecidos, incluindo as barreiras
biologicas (barreira hemato-encefalica (BHE) e a barreira placentaria) (Silva e Tavares,

1999).

Estas, afectam as func¢des do Sistema Nervoso Central (SNC) ¢ do Sistema Nervoso
Periférico (SNP) actuando, principalmente, no sistema monoaminérgico promovendo a
libertacdo de monoaminas (neurotransmissores), o que produz um estado excitatorio

(Advokat, 2007).

As monoaminas sdo neurotransmissores simpaticos, nomeadamente a serotonina (5-
HT), dopamina (DA) e noradrenalina (NA), sendo as duas ultimas catecolaminas. Estes
neurotransmissores, em condigdes fisiologicas normais, sao libertados no terminal
neuronal para a fenda siniptica com a chegada de um potencial de accgao.
Posteriormente, podem ser recaptados no terminal neuronal através de sistemas de
transporte que funcionam em série. Um recapta as monoaminas para o interior do
terminal e, no interior da célula neuronal, outro transporta-as para o interior de
vesiculas, onde permanecem armazenados em grandes quantidades. Este ultimo ¢
designado de transportador vesicular das monoaminas — Vmat (Advokat, 2007; Capela,

2009).

A anfetamina e seus derivados, apesar de produzirem efeitos psicoestimulantes comuns,

originam efeitos funcionais e neuroquimicos sao distintos (Silva e Tavares, 1999).

A anfetamina propriamente dita, produz efeitos mais acentuados em neuronios
dopaminérgicos, uma vez que possui maior afinidade para os transportadores de
dopamina (DAT). Por sua vez, a MDMA possui maior afinidade para neurdnios
serotoninérgicos devido a possuir o anel metilenodioxi na sua estrutura quimica. A
presenga deste anel faz com que a afinidade de ligagdo aos transportadores
serotoninérgicos (5-HTT) aumente, enquanto reduz a sua afinidade de ligacdo aos

transportadores dopaminérgicos (DAT) e noradrenérgicos (NET) (Capela et al., 2009).
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Fig. 2: Sistema monoaminérgico (consultado em

<http://www.nature.com/nrn/journal/v4/n1/images/nrn1008-f1.jpg)

4.1. Mecanismo de Ac¢ao da Anfetamina

A anfetamina bloqueia os transportadores existentes no terminal neuronal, responsaveis
pela recaptacao das monoaminas, em particular, os transportadores de dopamina (DAT).
Esta inibi¢do da recaptagdo neuronal de dopamina, provoca um aumento do tempo de

permanéncia destes neurotransmissores na fenda sindptica (Advokat, 2007).

Para além deste bloqueio, a anfetamina, quando se encontra em altas concentragdes,
possui a capacidade de atravessar a membrana celular do terminal neuronal por difusao
e, uma vez no interior da célula, interage com os transportadores vesiculares das
monoaminas (Vmat) bloqueando-os, bem como promove a libertacdo da dopamina 14

armazenada para o citoplasma (Advokat, 2007; Capela et al., 2009).

Finalmente, e ndo menos importante, a anfetamina também possui a capacidade de
inibir a enzima monoamina oxidase (MAQO) que ¢ responsavel pela degradagdo das
monoaminas regulando a sua actividade. Entdo, uma vez inibida a MAO, estes
neurotransmissores permanecem em actividade durante mais tempo, bem como passam
a estar disponiveis em quantidades anormalmente elevadas (Advokat, 2007; Capela et

al., 2009).
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Como consequéncia, a concentragdo citoplasmatica de dopamina vai aumentar de tal
forma o que leva a sua libertacdo para a fenda sinaptica por transporte reverso através
dos DAT. Esta libertacdo nao necessita de estimulacdo prévia para ocorrer, bem como

ocorre em periodos de inactividade (Advokat, 2007; Capela et al., 2009).

Amphetamine
[l I
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Fig. 3: Mecanismo de Acc¢io da Anfetamina (consultado em http://basic-clinical-

pharmacology.net/chapter%2032 %20drugs%200f%20abuse.htm)
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4.2. Mecanismo de Accio da MDMA

A MDMA possui um mecanismo de ac¢do muito similar ao da anfetamina. Esta
bloqueia os transportadores responsdveis pela recaptagdo das monoaminas,
nomeadamente, os transportadores de noradrenalina (NET), dopamina (DAT) e
serotonina (5-HTT), o que provoca um aumento da quantidade de noradrelanina (NE),
dopamina (DA) e serotonina (5-HT) disponivel na fenda sindptica. No entanto, a
MDMA produz efeitos mais acentuados nos neurdnios serotoninérgicos por possuir
maior afinidade para os 5-HTT, bem como ¢ agonista dos receptores pos-sinapticos da

serotonina, os 5-HT»a (Capela et al., 2009).

Tal como a 5-HT, a MDMA ¢ um substrato dos 5-HTT, desta forma para além de
bloquear os 5-HTT inibindo a recaptagdo de serotonina, pensa-se que a MDMA utiliza
esses mesmos transportadores para se deslocar para o interior do terminal
serotoninérgico. Para além disso, a MDMA, quando presente em quantidades elevadas,
consegue atravessar a membrana celular dos terminais serotoninérgicos por difusdo.
Uma vez no interior da célula, a MDMA interage com os Vmat bloqueando-os,
impedindo o armazenamento de serotonina em vesiculas, bem como utiliza esses
mesmos transportadores (Vmat) para se deslocar para o interior das mesmas provocando
a libertacdo de toda a 5-HT que 14 se encontrava armazenada, para o citoplasma (Capela

et al., 2009).

Ainda no interior da célula, a MDMA também vai interagir com a TPH e com a MAO-
B. A TPH ¢ a enzima que limita a producao de 5-HT, e na presenca de MDMA esta ¢
inibida, o que significa que esta deixa de estar disponivel para controlar a sintese de 5-
HT. (Schmidt e Taylor, 1987). Relativamente a MAO-B, esta ¢ responsavel pela
metabolizacdo (degradagdo) das monoaminas como ja foi dito, sendo a sua actividade

parcialmente inibida pela MDMA.

Todos estes efeitos, nomeadamente, o bloqueio dos Vmat, a inibi¢do da TPH e inibigao
da MAO-B vdo produzir um aumento, anormalmente elevado, na concentragdo
citoplasmatica de 5-HT, o que leva a sua libertagdo para a fenda sinaptica por transporte

reverso através dos 5S-HTT. Assim sendo, a concentracdo de 5-HT na fenda sinaptica vai
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aumentar significativamente, passando a estar presente em quantidades anormalmente

elevadas (Capela et al., 2009).

Por outro lado, a MDMA actua directamente como agonista dos receptores de 5-HT do
tipo 2A (5-HT,a), o que lhe confere propriedades alucinogénicas, uma vez que ¢
actualmente aceite que as substancias alucinogénicas exercem os seus efeitos através da

activagao deste tipo de receptores (Nichols, 2004).

Tryptephan

5-HT receptors

Fig. 4: Mecanismo de Ac¢do da MDMA, retirado de Capela et al., 2009
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5. Farmacocinética

As anfetaminas sdo substincias que possuem, de uma forma geral, baixa ligacdo as
proteinas plasmaticas (<20%). Esta baixa ligacdo significa eu a sua biodisponibilidade ¢
proxima dos 100%, ou seja, a droga estd praticamente na sua totalidade disponivel no
plasma, podendo difundir-se para o espago extravascular, distribuindo-se pelos tecidos

(de la Torre et al., 2004; de la Torre et al., 2000).

Tal como outros derivados da anfetamina, a MDMA ¢ uma base fraca apresentando um
pka de 9.9, baixo peso molecular e grande volume de distribui¢dao (de la Torre et al.,
2004). Sao estas propriedades que conferem a MDMA a facilidade em difundir-se
através das membranas celulares, camadas lipidicas e barreiras bioldgicas, bem como
pode difundir-se para tecidos e matrizes desde que possuam um pH inferior ao do

sangue (de la Torre et al., 2004; de la Torre et al., 2000).

Cerca de 80% da MDMA consumida ¢ metabolizada pelo figado, e cerca de 20% ¢
excretada através da urina sem sofrer alteracdo (metabolizagdo). A velocidade de
excrecdo urinaria de MDMA, ap6s a administracdo de diferentes doses ¢ constante (de

la Torre et al., 2004).

Tanto nos humanos como nos ratos, a MDMA ¢ principalmente metabolizada no figado

pela ac¢do de isoenzimas do citocromo P450 (CYP).

Nos humanos, a principal via metabdlica inclui a O-desmetilenagdo dando origem ao
catecol 3,4—dihidroximetanfetamina (HHMA, N-metil-a-metildopamina, N-Me-a-
MeDA), reacgdo catalisada principalmente pela isoenzima CYP2D6. De seguida ocorre
a O-metilacdo com a formacao de 4-hidroxi-3-metoximetanfetamina (HMMA, 3-O-Me-
N-Me-a-MeDA), reaccdo catalizada pela enzima catecol-O-metiltransferase (COMT)
(Kreth et al., 2000).

Foi ja demonstrado que a contribuicdo das isoenzimas hepaticas CYP2D6 para a O-

desmetilenacdo ¢ cerca de menos de 60% para este etapa na metabolizagdo, pois existem
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outras isoenzimas envolvidas nesta reaccdo, a CYPIA2, e em menor extensdo a

CYP2B6 e CYP3A4 (Kreth et al., 2000).

Em menor quantidade, nos humanos, a MDMA ¢ N-desmetilada a 34—
metilenodioxianfetamina (MDA), reac¢do catalisada principalmente pela CYP2B6, de
seguida a MDA ¢ O-desmetilenada originando o catecol intermediario 3,4-
dihidroxianfetamina (HHA, o-metildopamina, o-MeDA,), reaccdo catalisada
principalmente pela CYP2D6. Finalmente segue-se a O-metilacdo com a formacao de 4-
hidroxi-3-metoxianfetamina (HMA, 3-O-Me-a-MeDA), reaccao catalisada pela COMT
(Capela et al., 2009).

Como j4 foi dito, a etapa da O-desmetilenagdo nos humanos ¢ catalisada principalmente
pela isoenzima hepatica CYP2D6 (possui elevada afinidade para concentragdes baixas
de substracto -MDMA). As outras isoenzimas envolvidas nesta reac¢cdo sao a CYP1A2
(possui elevada afinidade para concentragcdes elevadas de substracto) e em menor

extensao as isoenzimas CYP2B6 ¢ a CYP3A4 (Kreth et al., 2000).

A actividade da CYP2D6, apresenta uma grande variabilidade interindividual, devida ao
polimorfismo genético que influéncia a expressao e funcionamento da mesma (Zanger,
Raimundo e Eichelbaum, 2004; Carmo et al., 2006). Cerca de 5 a 9% da populagdo
caucasiana possui esta enzima com actividade metabdlica diminuida, o que significa que
estes individuos sdo metabolizadores pobres e, portanto, poderdo ser mais susceptiveis
aos efeitos agudos da MDMA, uma vez que esta quase nao sofre metabolizacdo. Por
outro lado, este facto torna-os menos vulneraveis aos seus efeitos por administragao
repetida (efeitos neurotdxicos), dado que a producdo de metabolitos toxicos estd
diminuida. Esta pode ser a explica¢do para a diferenca de susceptibilidade aos efeitos

toxicos da MDMA em diferentes individuos (Kreth et al., 2000).

Ao comparar o metabolismo da MDMA em humanos e animais de experiéncia, verifica-
se que as principais reac¢des metabolicas sdo similares de uma forma qualitativa.
Contudo, a velocidade e importancia destas vias metabolicas apresentam diferencas

quantitativas (de la Torre e Farre, 2004).
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Enquanto que nos ratos a N-desmetilacio da MDMA, que leva a formacao de MDA, ¢ a
via metabolica mais usual para baixas doses (Chu et al., 1996), nos humanos a O-
desmetilenacdo, que leva a formagdo de N-Me-a-MeDA, ¢ a via que predomina em

qualquer dose testada (de la Torre et al., 2000).

Estudos em ratos, sugeriram que a N-Me-o-MeDA (HHMA) e a a-MeDA (HHA)
podem sofrer oxidagdo dando origem as correspondentes orto-quinonas, que por sua vez
podem formar aductos com a glutationa (GSH) e com outros compostos que contenham
o grupo tiol. Estes conjugados com a GSH permanecem redox activos e, como ja foi
demonstrado em ratos, podem voltar a formar um novo conjugado, o 2,5-bis-glutationil,

apos a adi¢do de uma segunda molécula de GSH (Hiramatsu et al., 1990; Capela et al.,

2007b; Capela et al., 2006b).

A formagao sistémica destes conjugados no figado ¢ seguida da sua distribui¢cdo para
outros 0rgaos, € a sua absor¢do por parte do cérebro esta bem estabelecida (Jones et al.,
2005). Por outro lado, estes conjugados podem sofrer metabolizacdo via acido
mercaptirico, através da acc¢do da y-glutamiltranspeptidase (y-GT) e dipeptidase
originando conjugados com a cisteina. Por fim, estes conjugados com a cisteina sofrem
metabolizagdo pela ac¢ao da N-acetiltransferase dando origem a conjugados com a N-

acetilcisteina (NAC) (Jones et al., 2005; Capela et al., 2007b; Capela et al., 2006b).
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6. Efeitos Agudos em Humanos

A “‘ecstasy” tornou-se famosa como droga recreativa, principalmente, em ambientes de
diversdo nocturna, devido as suas propriedades que podem ser traduzidas na expressdo

dos “3 Es”: energia, empatia e euforia (Hall e Henry, 2006).

Estudos em humanos sobre os efeitos comportamentais e psicoldogicos da MDMA
(administragdo oral de doses entre 50 e 150 mg) demonstraram que, os principais efeitos
observados resultam da ac¢do da MDMA ao nivel do SNC traduzindo-se por aumento
do estado de vigilia e alerta, grande euforia, sensagdo de bem-estar ¢ reducdao de
pensamentos negativos, aumento da capacidade de introspeccao e reflexao, sentimentos
de confianca, empatia e proximidade para com os outros, aumento do interesse sexual e
hiperactividade motora. Os efeitos adversos que ocorrem apos a ingestdo subaguda de
MDMA incluem anorexia, perda de apetite, diminuicao da capacidade visual e auditiva,
irritabilidade, ataques de panico, depressao, alucinacdes visuais € parandia, confusdo e
insonia. Segundo alguns consumidores, as alucinagdes visuais e as ilusdes parandicas
podem persistir dias ou até mesmo semanas (Davison e Parrott, 1997; McCann, Slate e

Ricaurte, 1996; Cole e Sumnall, 2003; Silva e Tavares, 1999).

Os principais efeitos adversos periféricos (SNP) da MDMA, resultam da sua ac¢do
simpaticomimética indirecta sobre os receptores adrenérgicos e serotoninérgicos. Estes
efeitos traduzem-se num aumento da energia e da actividade fisica, ataxia (falta de
coordenag¢dao de movimentos), urgéncia urinaria, dores e tensdo muscular aumento da
pressdo arterial, taquicardia, palpitacdes, hipertermia, visdo alterada, dilatagdo das
pupilas (midriase), xerostomia (secura na boca), bruxismo, trismo (ranger dos dentes —
contraccdo do maxilar), broncodilatagdo, nausea, vomito, cefaleias, suor, e hiper-
reflexia (Cohen e Cocores, 1997; Vollenweider et al., 1998; Liechti e Vollenweider,

2000b; McCann, Slate e Ricaurte, 1996; Davison e Parrott, 1997).

Outros sintomas fisioldgicos que foram reportados, durante as primeiras horas, apos a
ingestdio de MDMA incluem coagulopatia, trombocitopenia, leucocitose, acidose,

hipoglicemia, edema e hepatite (Green et al., 2003).
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As complicagdes neuropsiquiatricas que podem surgir apés o abuso de MDMA sao:
ataques de panico, psicoses, comportamento agressivo, transtorno perceptivo persistente
(flash-backs), estados depressivos e disturbios cognitivos ¢ de memoria (Cohen e

Cocores, 1997).

Outros efeitos toxicos agudos graves, por vezes fatais, que podem ocorrer compreendem
arritmias e colapso cardiovascular (toxicidade cardiovascular), rabdomidlise e falha de
multiplos o6rgdos, coagulacdo intravascular disseminada, hiponatremia, falha renal
aguda (nefrotoxicidade), hepatotoxicidade, teratogenia, sindrome serotoninérgico e
morte subita. Podem, também, ocorrer efeitos neurologicos fatais apos a ingestao de
MDMA, como hemorragia subaracnéide, hemorragia intracraniana, enfarte cerebral e
trombose venosa cerebral. Estas complicagdes podem surgir devido a uma hipertensao
inicial ou ao processo de desidratacao. (Henry, 1992; McCann, Slate e Ricaurte, 1996;

Hall e Henry, 2006).

A hipertermia representa um aspecto clinico importante nos consumidores de MDMA,
uma vez que a temperatura corporal pode atingir os 43°C, apdés o consumo em
ambientes recreativos. O uso de MDMA em locais com muita gente, com uma
temperatura ambiental elevada, a intensa actividade fisica (danga) e a desidratacao
podem contribuir para o aumento da resposta hipertérmica. Por outro lado, ja foi
demonstrado em varios estudos que a hipertermia, resultante do consumo de MDMA, ¢
uma das principais causas da neurotoxicidade observada. Os principais factores que
contribuem para o efeito hipertérmico resultante do consumo de MDMA incluem
temperatura ambiente elevada, hiperactividade motora, vasoconstricdo periférica,
desregulacao dos mecanismos termorreguladores no SNC, desregulacdo dos sinais

corporais de percep¢ao (sede, exaustao) e euforia (Henry, 1992; Irvine et al., 2005)

No entanto, a hipertermia pode originar problemas toxicoldgicos fatais incluindo
rabdomidlise, coagulacdo intravascular disseminada e falha renal aguda (Henry, 1992;

Logan et al., 1993)
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7. Neurotoxicidade em animais de laboratorio

O potencial neurotéoxico da MDMA tem sido alvo de estudo intenso nos ultimos anos.
Foi ja demonstrado que a administracdo de MDMA, a animais de experiéncia, provoca
deplecao, a longo prazo, de marcadores neuronais serotoninérgicos, tendo-se observado
um défice serotoninérgico em varias regides do cérebro do rato, nomeadamente no
cortex frontal, estriado, hipocampo e hipotdlamo. A neurotoxicidade induzida pela
MDMA, pode ser avaliada recorrendo a diferentes métodos, tais como a determinagdo
dos niveis de 5-HT e do seu metabolito maioritario, o acido 5-hidroxiindolacétco (5-
HIAA), a avaliagdo da actividade da triptofano hidroxilase (TPH - enzima limitante na
sintese de 5-HT) e avaliando a perda de transportadores da 5-HT (5-HTT) (Battaglia et
al., 1987; Commins et al., 1987; Schmidt, 1987; Stone et al., 1987b).

Maior parte dos estudos sobre a neurotoxicidade induzida pela MDMA, avaliam a
diminui¢do dos marcadores bioquimicos da 5-HT de forma a avaliar a extensdo da
toxicidade (Schmidt, C., 1987). No entanto, véarios estudos demonstraram que a
neurotoxicidade induzida pela MDMA ndo se limita aos axdnios dos neuronios
serotoninérgicos, podendo ocorrer neurodegeneracdo em varias areas cerebrais dos
animais. Estudos que analisam a localizacdo da degeneracdo neuronal induzida pela
MDMA, encontraram neurodegeneracdo em diferentes areas do cérebro como o cortex
parietal, cortex insular/’perirhinal” e tdlamo ventromedial/ventrolateral (Commins et al,
1987; Jensen et al., 1993; Schmued, 2003; Armstrong e Noguchi, 2004; Meyer et al.,
2004; Tamburini et al., 2006).

Virios estudos tém sido realizados com o objectivo de avaliar a recuperagdo dos
marcadores neuroquimicos serotoninérgicos em ratos, apos a administracdo de doses
neurotoxicas de MDMA. Os resultados sugerem que, em algumas regides cerebrais,
pode haver recuperagdo destes marcadores um ano apos o tratamento com MDMA

(Battaglia et al., 1988; Scanzello et al., 1993; Lew et al., 1996; Sabol et al., 1996).

Contudo, a avaliagdo de marcadores bioquimicos indicativos de neurodegeneragao nao ¢é
suficiente, sendo necessario recorrer a andlises histologicas e histoquimicas para uma

completa avaliagao do dano neuronal. Apds a administracdo de MDMA a ratos, analises
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imunocitoquimicas revelaram uma perda dos axonios e terminais serotoninérgicos em
areas corticais e subcorticais, especialmente nas projec¢des do nicleo dorsal da rafe.
Relativamente aos terminais serotoninérgicos € axoOnios que permanecem, estes

aparecem fragmentados indicando dano estrutural (O’Hearn et al., 1988).

A deplegdo cortical de 5-HT, apds a administragdo de uma tUnica dose de MDMA
(10mg/kg), apresenta duas fases de resposta distintas (Schmidt, 1987). A primeira fase
ocorre 3 horas apds a administragdo, verifica-se uma deplecdo significativa dos niveis
de 5-HT atingindo, entre as 3 e as 6 horas, 16% relativamente ao controlo. De seguida,
entre as 6 ¢ as 24 horas, uma recuperacao, uma vez que a concentragao de 5-HT volta
aos valores normais. A segunda fase ocorre uma semana apds o tratamento. Os valores
de 5-HT vao descendo, de forma gradual, entre o primeiro e o sétimo dia, estando
reduzidos a 74% relativamente ao controlo ap6és uma semana. Outros estudos
demonstraram uma reducao, dependente da dose, de 5-HT e 5-HIAA no cortex frontal
durante a fase subaguda, 18 horas apds multiplas doses d¢ MDMA (Stone et al., 1986;
Battaglia et al., 1988).

Por outro lado, varios estudos demonstraram que, quando a MDMA ou o seu metabolito
MDA sd3o injectadas directamente no cérebro, ndo se observa neurotoxicidade
serotoninérgica (Paris e Cunnigham, 1992; Esteban et al., 2001). Mesmo quando
infundida no hipocampo uma dose de MDMA capaz de produzir uma concentragdo
tecidular 4 vezes superior a observada apos uma administragdo sistémica de uma dose
neurotoxica, ndo se observa neurodegeneracdo dos terminais serotoninérgicos. Apesar
de ndo produzir neurotoxicidade, esta administracdo central provoca uma libertagcdo
aguda de 5-HT (Esteban et al., 2001). Estes dados indicam que a molécula de MDMA
provoca um aumento da libertacdo de 5-HT, enquanto a neurotoxicidade podera ser

atribuida em grande parte aos metabolitos produzidos apos a administracao sistémica.

Um facto que se tem destacado dos estudos realizados em ratos ¢ que diferentes racas
possuem diferente susceptibilidade, quer a toxicidade aguda, quer a neurotoxicidade
induzida pela MDMA. O exemplo mais 6bvio ¢ o da raca Dark Agouti, esta requer uma
dose unica (10-15mg/kg) de MDMA para produzir uma perda cerebral de 5-HT de 30-
50% (Colado, Williams e Green, 1995; O’Shea et al., 1998), ao contrario da raca
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Sprague-Dawley, Hooded Lister e Wistar que necessitam de multiplas doses
(normalmente 20mg/kg ou mais) para sofrerem uma perda similar (Colado, Murray e

Green, 1993; Aguirre et al., 1998; Shankaran e Gudelsky, 1999).

Alguns estudos in vitro demonstraram que a MDMA pode induzir apoptose neuronal
em neurdnios corticais e cerebelares (Stumm et al., 1999; Jimenez et al., 2004). Estes
trabalhos demonstraram uma morte apoptotica neuronal caracterizada por clivagem
endonucleossomal do ADN e expressao diferencial de proteinas anti-apoptoticas e pro-
apoptoticas (variantes bcl-XL/S) acompanhada pela activagdo da caspase 3 em culturas

de neurdnios corticais e cerebelares de ratos (Capela et al., 2006a; Capela et al., 2007a).

A prevengdo da resposta hipertérmica induzida pela MDMA traduz-se numa protec¢do
contra a subsequente perda neurotoxica de 5-HT. Hoje em dia sabe-se, que os
compostos, que foram inicialmente designados como neuroprotectores, exercem esta
accdo devido ao efeito que tém na temperatura corporal e ndo por terem uma acgao
neuroquimica especifica (Green et al., 2003). De uma forma geral, a administragdo de
uma substancia que previna a hipertermia ird produzir neuroprotec¢do (Colado et al.,

1998).

Se assumirmos que o aumento da formacao de radicais livres ¢ um elemento chave na
neurotoxicidade induzida pela MDMA, entdo facilmente se compreende o papel da

temperatura no processo neurodegenerativo.

A formagao de radicais livres no cérebro, apos a administragdo de MDMA, encontra-se
aumentada em animais hipertérmicos (Colado et al., 1998). Estes dados sdo consistentes
com os estudos de neurodegeneragdo induzidos pela isquemia, onde se demosntrou que
a formacao de radicais livres ¢ influenciada pela temperatura corporal (Globus et al.,
1995; Kil, Zhang e Piantadosi, 1996). Contudo, pensa-se que o efeito protector da
hipotermia pode ser ultrapassado se a dose de MDMA for muito elevada (Broening,
Bowyer e Slikker, 1995). Presumivelmente, este facto significa que a velocidade de
formag¢do de radicais livres no cérebro ¢ de enorme importincia no processo

neurodegenerativo.
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Estudos de neuroproteccdo demonstram que existem compostos que protegem contra a
neurotoxicidade induzida pela MDMA em ratos, exibindo um mecanismo nao
relacionado com a temperatura corporal. Os inibidores da recaptagcdo da 5-HT, como a
fluoxetina e a fluvoxamina, quando co-administrados com a MDMA, previnem
totalmente a perda a longo prazo da 5-HT, sem alterar a hipertermia induzida pela
MDMA (Malberg, Sabol e Seiden, L., 1996; Sanchez et al., 2001). A fluoxetina fornece
total proteccdo, mesmo quando administrada quatro dias antes da administracao
MDMA. Este efeito neuroprotector a longo prazo, deve-se a continua presenca da
fluoxetina e do seu principal metabolito activo, a norfluoxetina, no cérebro. Ambos os
compostos inibem o 5-HTT e podem, por isso, bloquear a entrada do metabolito toxico

da MDMA no terminal neuronal serotoninérgico (Sanchez et al., 2001).

Sao limitados os estudos acerca das consequéncias, a longo prazo, da administracao de
MDMA na funcao cognitiva dos ratos. A administragao repetida de MDMA a ratos
(superior a 24 dias), aumenta a intensidade de locomocdo e a possibilidade de
desenvolvimento da sindrome serotoninérgica comportamental (Spanos e Yamamoto,
1989). A MDMA provoca uma diminui¢do, a longo prazo, do comportamento cognitivo
em ratos expostos durante 3 dias a um regime neurotéxico de MDMA (Marston et al.,
1999). Foi também demonstrado, que a MDMA ¢ capaz de interromper o conhecimento
espacial e sequencial baseado no processo da memoria (Broening et al., 2001).
Enquanto a administracdo aguda de MDMA em ratos promove um aumento na
interac¢ao social, a administragdo cronica provoca um decréscimo nessa interacgao
(Fone et al., 2002; Bull, Hutson e Fone, 2003; Clemens et al., 2004). Num estudo, apds
a administragcdo de MDMA a ratos, verificou-se a deplecdo de 5-HT e uma redugdo no
receptor 5-HT,a, acompanhados por um comportamento de ansiedade no teste de
interaccao social (Bull, Hutson e Fone, 2004). Os estudos parecem concordar no
desenvolvimento, a longo prazo, de efeitos relacionados com a ansiedade apos

exposicdo a MDMA.

Esta bem estabelecido que a MDMA tem um perfil neurotdxico diferente em ratos e em
ratinhos. Enquanto no rato a MDMA ¢ um neurotoxina serotoninérgica, no ratinho a
MDMA ¢ essencialmente neurotoxica para os neurdnios dopaminérgicos (Stone,

Hanson e Gibb, 1987a; O’Callaghan e Miller, 1994; O’Shea et al., 2001). No entanto,
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dependendo da dose e da estirpe de ratinho, a MDMA pode provocar neurotoxicidade
dopaminérgica e serotoninérgica. A administracdo de uma dose neurotoxica no ratinho
Swiss-Webster provocou uma marcada deple¢do de 5-HT no estriado e no hipocampo,
bem como provocou uma deplecdo nos receptores 5-HT no cortex frontal. A deplecao,
no estriado, de receptores de DA e, no cortex frontal, de 5-HT no ratinho ¢ observada 82
dias apds a exposi¢do a MDMA (Itzhak et al., 2003). Além disso, a injeccao directa de
MDMA ndo produz neurotoxicidade dopaminérgica, ao contrdrio do que acontece

quando ¢ feita uma administragdo intraperitonial (Escobedo et al., 2005).

Em primatas ndo humanos, a deple¢do serotoninérgica ¢ o dano neuronal foram também
j& demonstrados, sendo estes efeitos mais pronunciados do que nos ratos. A
administracio de MDMA (2,5; 3,75 ou 5mg/kg) provoca uma reducdo, dependente da
dose, de 5-HT no cortex, ntucleo caudado e putamen, hipocampo, hipotdlamo e talamo
(Ricaurte et al., 1988b; Ricaurte et al., 1988c; Slikker et al., 1988; Insel et al., 1989;
Ricaurte et al., 1992; Fischer et al., 1995; Hatzidimitriou, McCann e Ricaurte, 1999).

Num outro estudo, administrou-se 2,5 ou 10mg/Kg, duas vezes por dia, durante quatro
dias, a macacos Rhesus, tendo-se observado uma selectiva e significativa diminui¢do no
fluido cerebroespinal (CSF) dos niveis de 5-HIAA, e nas concentragdes de 5-HT e 5-
HIAA no cérebro. A dose mais elevada de MDMA (10mg/kg), também produziu uma
selectiva diminui¢ao nos locais de recaptagdo de 5-HT (5-HTT) (Insel et al., 1989).

Os efeitos a longo prazo da neurotoxicidade induzida pela MDMA ficam evidenciados
num estudo em que macacos Squirrel apresentam uma redu¢do da enervacao
serotoninérgica ¢ dos niveis de 5-HT, sete anos apos a exposi¢do a droga (Fig. 6)

(Hatzidimitriou, McCann e Ricaurte, 1999).

46



Neurotoxicidade da “Ecstasy” na linha celular dopaminérgica humana SH-SY5Y

Fig. 6: Neurodnios serotoninérgicos do cortex cerebral de macacos Squirrel. (A)

controlo, (B) 2 semanas apos a administracio de MDMA (Smg/kg, duas vezes por
dia, durante quatro dias consecutivos) e (C) sete anos apos a administracao de
MDMA. E evidente a reduciio na densidade dos axénios 2 semanas apos a
exposicio a MDMA e que persiste sete anos apos essa exposicao (Hatzidimitriou,
McCann e Ricaurte, 1999).

No entanto, ja foi identificada a reorganizacdo das projecgdes serotoninérgicas no
cérebro de primatas ndo humanos, o que sugere ligeira recuperacao. Macacos Squirrel,
previamente “lesionados” com MDMA, apresentam um crescimento substancial dos
axonios serotoninérgicos e um diferente modelo de re-enervagdo, 18 meses apds o

tratamento com MDMA (Fischer et al., 1995).

Por outro lado, a via de administragdo da MDMA, também parece afectar o grau de
deplecdo de 5-HT, sendo a administragdo por via oral menos téxica do que a
administragdo por via subcutanea. A administragdo de Smg/Kg, duas vezes por semana,
durante quatro dias consecutivos, produz uma deplecao de 5-HT no cortex frontal de
86%, quando administrada por via subcutdnea. Quando a administracdo ¢ oral, a

deplecao de 5-HT ¢ de apenas 42% (Ricaurte et al., 1988a).
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8. Neurotoxicidade em humanos

Como ja foi descrito neste texto, os efeitos neurotoxicos da MDMA em modelos
animais encontram-se bem documentados. Contudo, ndo ¢ facil extrapolar estes dados
com precisdo de forma a prever potencial neurotoxico nos consumidores de “ecstasy”.
Os estudos em animais utilizam doses elevadas e diferentes vias de administracao, bem
como se verificam diferencas na farmacocinética. Estas sdo algumas das varidveis que
originam diferengas nos efeitos, a longo prazo, da MDMA verificados em animais e
humanos. Apesar destas limitagdes, os resultados obtidos em modelos animais sdo de

enorme importancia para avaliar a ac¢ao neurotoxica da MDMA (Capela et al., 2009).

A interpretacdo dos efeitos desta droga em humanos ¢ ainda mais dificultada pela
variabilidade na frequéncia e na dose de MDMA consumida entre os utilizadores. Para
além disso, factores como a idade e o sexo podem, também contribuir para uma

diferente resposta as acgdes da MDMA (Capela et al., 2009).

Os métodos para avaliar a neurotoxicidade em humanos estdo, muitas vezes, limitados a
neuroimagiologia e, ocasionalmente, a estudos bioquimicos em voluntarios ou ainda
histolégicos, apenas apoOs ingestdo fatal de MDMA. No entanto, a funcdo
serotoninérgica cerebral em humanos pode ser estudada usando métodos menos
invasivos, tais como a medida dos metabolitos monoaminérgicos no fluido
cerebroespinal (CSF), ou a medida das alteragdes nos neurénios e nas células gliais
através da espectroscopia de ressonancia magnética de protdes (Chang et al., 1999), ou

ainda avaliando a fun¢do neuroenddcrina.

O uso da expressdo de genes como biomarcador de neurotoxicidade ¢ um campo em
desenvolvimento que poderd ter algum interesse na determinagdo da neurotoxicidade
provocada pela MDMA. Bowyer e colaboradores demonstraram uma alteragao
especifica na expressdo de genes em regidoes do cortex cerebral, onde ocorreu
degeneragdo neuronal induzida por anfetaminas, a qual ndo pode ser atribuida a factores

tais como convulsdes ou hipertermia (Bowyer et al., 2004).
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Num estudo realizado através da medida directa de 5-HT e do 5-HIAA na zona do
nigroestriado cerebral (21 horas post mortem) de um consumidor de “ecstasy” com 26
anos de idade e nove de consumo, observou-se uma profunda deplecdo, desde 50 a 80%
destes biomarcadores. No entanto, o individuo tinha também consumido cocaina e
heroina nos meses que antecederam a sua morte. Uma vez que nenhuma destas drogas
demonstrou, previamente, produzir alteracdes na concentragdo de 5-HT no
nigroestriado, os investigadores concluiram que os resultados obtidos se deveram ao uso

croénico de MDMA (Kish et al., 2000).

Foram medidos, em consumidores recreacionais de MDMA (individuos que ingeriram
“ecstasy” em mais de 25 ocasides) e num grupo controlo, as concentragdes dos
metabolitos de 5-HT, o 5-HIAA, e de DA, o acido 4-hidroxi-3-metoxifenilacético
(HVA, acido homovanilico), presentes no CSF. Os consumidores apresentavam niveis
significativamente mais baixos de 5-HIAA no CSF do que o grupo controlo, tendo-se

verificado uma maior redu¢do no sexo feminino (46%) do que no sexo masculino

(20%).

Foi encontrada uma correlacdo aparentemente negativa, sem significado estatistico,
entre os niveis de 5-HIAA no CSF e o nimero de exposi¢des a MDMA, mas nao se
verificou uma correlagdo entre os niveis de 5-HIAA no CSF e a duragdo e frequéncia do
uso de MDMA. Nao foi observada nenhuma diferenca na concentracdo de HVA no CSF

entre os dois grupos experimentais (McCann et al., 1994; McCann et al., 1999a).

Num outro estudo, a correlagdo, aparentemente negativa, entre os niveis de 5-HIAA no
CSF e o consumo de MDMA j4 apresentou significado estatistico. Neste estudo, Bolla e
colaboradores verificaram que a concentragdo de 5-HIAA no CSF em consumidores de
MDMA era inferior a concetragdo no grupo controlo, ¢ que os niveis de 5-HIAA no

CSF diminuiam com o aumento da dose (Bolla, McCann e Ricaurte, 1998).

Os recentes avancos nas técnicas de imagiologia t€ém sido aplicados ao estudo do
sistema serotoninérgico no cérebro de humanos consumidores de MDMA. A tomografia
de emissao de protdes (PET) em combina¢ao com um ligando do transportador de 5-

HT, demonstrou uma menor densidade de locais de transporte de 5-HT (5-HTT), no
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cérebro de consumidores de “ecstasy”, a qual estd correlacionada com a exposi¢ao

prévia a MDMA (McCann et al., 1998).

A técnica PET foi, também, usada para revelar distirbios no metabolismo da glucose
cerebral em consumidores de MDMA quando comparados com o grupo controlo, o que
pode sugerir que a MDMA tem uma acg¢ao a longo prazo na actividade neuronal central

nos consumidores (Obrocki, J. et al., 1999).

A tomografia computorizada de emissdo de simples fotdes (SPECT) permitiu verificar
uma diminui¢do no numero de transportadores serotoninérgicos, recorrendo a um
marcador especifico dos transportadores 5-HTT em individuos consumidores de

“ecstasy” (Semple et al., 1999; Reneman et al., 2001; Szabo et al., 2002).

Um outro estudo avaliou os efeitos agudos e cronicos da MDMA nos receptores
corticais 5-HT;4 no cérebro de ratos ¢ humanos. Nos ratos observou-se uma diminui¢ao
desses receptores seguida de uma recuperacdo, dependente da dose, na densidade dos
receptores corticais 5-HT,5. Em individuos com consumo recente de MDMA, a
densidade dos receptores 5-HT;4 era, significativamente, mais baixa em todas as areas

corticais estudadas (Reneman et al., 2002a).

Alguns autores tém criticado o uso de técnicas de imagiologia como método
demonstrativo do dano nos neurdnios serotoninérgicos em consumidores de MDMA
(Kish, 2002). No entanto, os dados obtidos dos estudos em humanos, usando as técnicas
de PET e SPECT, foram convenientemente validados para medi¢cao da neurotoxicidade
induzida pela MDMA, sendo instrumentos essenciais em estudos realizados em

consumidores de MDMA (Reneman et al., 2002b).

O estudo dos efeitos a longo prazo da MDMA na neurotransmissao serotoninérgica em
humanos, pode ser realizado por métodos indirectos, tais como a avaliacdo da funcao

neuroendocrina (Gerra et al., 1998; McCann et al., 1999b).

A infusdo intravenosa do precursor da 5-HT, o L-triptofano, leva a um aumento da

concentragdo de prolactina no soro, a qual ocorre devido a um aumento da sintese e
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libertagdo de 5-HT em individuos controlo, o que nao se verifica no grupo dos
consumidores de MDMA. Esta diferenga na resposta ndo foi estatisticamente
significativa, provavelmente, devido ao pequeno tamanho da amostra (Price et al.,
1989). Uma alteragao similar na resposta de prolactina, mas com significado estatistico,
foi observada apds a administragdo de d-fenfluramina. Gerra e colaboradores (1998)
demonstraram que o aumento, quer de prolactina, quer de cortisol, induzido pela d-
fenfluramina, era significativamente maior no grupo de consumidores de MDMA
quando comparado com o grupo controlo. Além disso, pensa-se que a secre¢ao de
prolactina seja controlada pela activagdao dos receptores 5-HT,5 € 5-HT,¢, enquanto a
secrecdo de cortisol ocorre apds a estimulagdo do receptor 5-HT,c, na presenga de um
antagonista dos receptores 5-HT ;4. A alteracdo da resposta da prolactina e do cortisol
nos consumidores de MDMA, pode indicar uma sensibilidade reduzida nos receptores

pos-sindpticos 5-HT 4 € 5-HT24/5-HT,¢ (Gerra et al., 1998).

Num outro estudo, consumidores d¢ MDMA foram testados 3 semanas e 1 ano apos a
abstinéncia da droga. Apos 3 semanas de abstinéncia, tanto a resposta da prolactina
como do cortisol era significativamente inferior nos consumidores de MDMA quando
comparados com o grupo controlo. Apos 1 ano de abstinéncia, a resposta da prolactina
continuava significativamente inferior nos consumidores e era similar a observada as 3
semanas de abstinéncia. No entanto, ndo foi observada diferenca significativa na
resposta do cortisol entre os consumidores € o grupo controlo, apdés 1 ano de
abstinéncia. Estes resultados sugerem a presenca de uma funcdo serotoninérgica
cerebral reduzida a longo prazo em consumidores de MDMA. A recuperagdo da
resposta do cortisol, enquanto a resposta de prolactina permanece reduzida, pode indicar
que a MDMA afecta diferentes regides cerebrais e receptores de 5-HT de diferentes

formas (Gerra et al, 2000).

Os efeitos psiquiatricos a longo prazo, apos o consumo recreacional de MDMA, estdo ja
bem documentados e sabe-se que permanecem muito tempo apds a cessacdo do
consumo (Bolla, McCann e Ricaurte, 1998; Creighton, Black e Hyde, 1991; McCann et
al., 1994; McCann, Slate e Ricaurte, 1996; McGuire, 2000). No entanto, nos

consumidores de “ecstasy” em que se observa doenga psiquiatrica ¢ dificil determinar se
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o aparecimento destes problemas ¢ o resultado do consumo de MDMA, ou se a

desordem psiquidtrica ja existia e desenvolveu o seu curso normal.

Varios estudos sobre os efeitos da MDMA em humanos revelam uma redugdo na
memoria e na aprendizagem, principalmente na memoria de trabalho, na capacidade de
planear, no controlo executivo e na impulsividade cognitiva (Rodgers, 2000; Fox et al.,
2002; Morgan et al., 2002; Gouzoulis-Mayfrank et al., 2003; Moeller et al., 2004;
Quednow et al., 2006).

Ocasionalmente, as alucinag¢des visuais e as ilusdes parandicas que se manifestam na
fase aguda, podem persistir durante dias ou semanas, juntamente com depressao,
ataques de panico, reducdo cognitiva e outras alteragdes no comportamento (Creighton,
Black e Hyde, 1991; McCann et al., 1994; McCann, Slate e Ricaurte, 1996; Bolla,
McCann e Ricaurte, 1998; Butler e Montgomery, 2004; Morgan et al., 2006). O défice
cognitivo provocado pela MDMA parece ser selectivo e pode ser mais evidente em
consumidores habituais (Krystal et al., 1992; Parrott e Lasky, 1998; Parrott et al., 1998;
Morgan, 2000; Wareing, Fisk e Murphy, 2000).

Foi j4 demonstrado que a memoria verbal e visual se encontra reduzida em
consumidores de MDMA, o que indica que o dano serotoninérgico pode ser a causa dos
défices cognitivos (Bolla, McCann e Ricaurte, 1998). Mais recentemente, descobriu-se
que os consumidores de MDMA apresentam défices nos aspectos executivos da
memoria de trabalho e na performance da memoria verbal. Usando uma bateria de testes
psicolégicos computorizados, os consumidores de MDMA em abstinéncia
demonstraram défices em varios testes cognitivos, particularmente, na memoria de
trabalho, o que estd relacionado com a extensdo do uso desta droga, porém ndo se

observou uma reducao de 5-HIAA no CSF (Wareing et al., 2005).

O uso de MDMA em adolescentes pode estar associado a reducdes cognitivas e
disfunc¢ao dos circuitos inibitorios do hipocampo, o que indica que neste grupo etario as
alteracdes comportamentais sdo semelhantes as que sdo observadas em adultos
(Jacobsen et al., 2004). Os estudos realizados indicam que a disfungdo primaria na

memoria dos consumidores habituais de “‘ecstasy” pode estar relacionada com a
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particularidade do hipocampo ser altamente vulneravel aos efeitos neurotdxicos da

MDMA (Gouzoulis-Mayfrank et al., 2003).

Alguns estudos tém procurado examinar o papel do género do utilizador na
neurotoxicidade ocorrida apdés o consumo de MDMA. Os consumidores do sexo
feminino apresentam niveis mais elevados de depressdo do que os consumidores do
sexo masculino, varios dias apds a ingestdo de uma dose de MDMA numa festa

(Veryheyden et al., 2002).

Usando a técnica de SPECT, observa-se que a ligacdo de um radioligando com alta
afinidade para o receptor 5-HT ¢ mais baixa nos consumidores habituais de MDMA do
sexo feminino do que nos de sexo masculino, assim como em relagdo ao grupo controlo.
Este efeito ndo estd associado a um maior consumo de MDMA, o que sugere que os
consumidores do sexo feminino sdo mais susceptiveis aos efeitos neurotoxicos da
MDMA (Reneman et al., 2001). Os estudos bioquimicos suportam esta sugestdo, uma
vez que se observa uma reducdo nos niveis de 5-HIAA no CSF superior em
consumidores do sexo feminino. Num estudo foi verificada uma redugdo dos niveis de
5-HIAA no sexo feminino de 46%, enquanto que no sexo masculino a redu¢do foi de
20% comparativamente aos valores de controlo (McCann et al., 1994). Estas diferengas
podem ser atribuidas a uma possivel diferengca no sistema serotoninérgico ou a

diferencas de género no perfil metabdlico da MDMA (Capela et al., 2009).

E dificil para os investigadores considerarem que exista uma dose de MDMA que seja
segura, uma vez que os comprimidos sdo sintetizados clandestinamente e, portanto, a
dose e a pureza da MDMA sdo uma incerteza. Complicacdes adicionais advém do facto
de muitos consumidores de MDMA serem também consumidores de outras drogas, o
que dificulta a tarefa de saber quais os efeitos que podem ser atribuidos a MDMA por si
s0. Os comprimidos de MDMA contém muitas vezes na sua composi¢ao outras drogas

psicoactivas que os consumidores ingerem sem saber (Easton e Marsden, 2006).

Apesar dos estudos acerca da toxicidade da MDMA no desenvolvimento fetal serem
escassos, a literatura clinica sugere que a exposicao pré-natal a MDMA ¢ toxica para o

desenvolvimento do feto humano. Alguns estudos sugerem que os bebés expostos a
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“ecstasy” no utero, apresentam um significativo aumento de risco de formagdo de
defeitos congénitos, incluindo problemas cardiovasculares e musculo-esquléticos

(McElhatton et al., 1999; Ho, Karimi-Tabesh ¢ Koren, 2001).
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9. Mecanismos de Neurotoxicidade

9.1. Formacio de metabolitos toxicos da MDMA

Varios investigadores, tém proposto que os metabolitos da MDMA sdo responsaveis
pela neurotoxicidade observada apds a administracdo de MDMA, devido a varios
estudos terem falhado quando se tentava demonstrar a neurotoxicidade serotoninérgica
apos a administracdo directa de MDMA e MDA no cérebro de ratos (Paris e
Cunningham, 1992; Esteban et al., 2001). Por esta razao, foi sugerido que ¢ necessario
ocorrer metabolizagdo sistémica para se verificar a ocorréncia de neurotoxicidade (de la

Torre ¢ Farre, 2004; Monks et al., 2004).

Em concordancia, varias investigagdes confirmaram que o metabolismo da MDMA leva

a formacao de metabolitos com elevado potencial neurotoxico (Capela et al., 2009).

Foi ja demonstrado, que os principais metabolitos da MDMA, nomeadamente a N-Me-
a-MeDA e a-MeDA, ndo induzem neurotoxicidade serotoninérgica quando injectados
directamente no cérebro, ao contrario do que se verifica apds administragdo periférica.
Foi demonstrado que a administragdo intraperitoneal de N-Me-a-MeDA no ratinho
provoca deplecdo a longo prazo de 5-HT e DA (Miller, Lau e Monks, 1996; Escobedo
et al., 2005).

Estes metabolitos, a N-Me-a-MeDA e a-MeDA, sdo catecdis que podem sofrer
oxidagdo dando origem as correspondentes orto-quinonas e estas, por sua vez, podem
entrar no ciclo redox originando radicais semi-quindnicos que levam a formacao de
espécies reactivas de oxigénio (ROS) e espécies reactivas de azoto (RNS) (Monks e

Lau, 1997).

Por outro lado, as orto-quinonas podem formar aductos com a GSH, como ja foi
referido, e posteriormente, os conjugados de N-Me-a-MeDA e a-MeDA com a GSH sao
transportados e metabolizados no cérebro, tendo sido demonstrada a presenga de
conjugados da GSH com a NAC, no estriado de ratos ap6s administragao subcutanea de

MDMA (Jones et al., 2005; Hiramatsu et al., 1990). Estes conjugados com a NAC sao
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eliminados mais lentamente, bem como sdo mais persistentes ao nivel do cérebro

(Monks e Lau, 1997)

Os metabolitos da MDMA conjugados com a GSH podem formar quinonas tioéter, as
quais possuem a habilidade de entrar no ciclo redox e produzir ROS, ligar-se a
macromoléculas tecidulares, assim como ao acido desoxirribonucleico (ADN) (Kleiner
et al., 1998; Miyazaki et al., 2006). Os estudos in vivo tém demonstrado que, os
metabolitos da MDMA conjugados com a GSH promovem efeitos neurotoxicos quando

injectados directamente no cérebro (Miller, Lau e Monks, 1996).

Foi também demonstrado, que estes conjugados com a NAC sdo mais toxicos do que os
catecdis que lhes deram origem, quer em exposi¢des curtas, quer em exposi¢des longas,
uma vez que tendem a acumular-se no cérebro. Adicionalmente, deve ter-se em conta o
facto de estes metabolitos poderem aparecer no cérebro em simultaneo promovendo a

ocorréncia de um efeito toxico sinérgico (Capela et al., 2006b; Capela et al., 2007b).

Os catecois, as quinonas e hidroquinonas podem sofrer oxida¢do espontanea e formar
superoxidos e peroxido de hidrogénio (H,O;), os quais podem levar a peroxidagdo
lipidica e dano nos terminais serotoninérgicos, evento secundario a producao de radicais
hidroxilo. A sua fundamentagdo deve-se a prevengao da neurotoxicidade induzida pela
MDMA através do uso de antioxidantes (Colado e Green, 1995; Aguirre et al., 1999;
Alves et al., 2007).

A neurotoxicidade dos conjugados 5-(GSH)-N-Me-a-MeDA e 5-(NAC)-N-Me-a-
MeDA ¢ bastante importante para a extrapolacao dos resultados obtidos em animais
para humanos (de la Torre e Farre, 2004; Easton e Marsden, 2006). Sendo as reacgdes
metabodlicas semelhantes entre humanos e ratos, ¢ de esperar encontrar os metabolitos
de MDMA conjugados com GSH e com a NAC no cérebro de humanos, ¢ que estes
conjugados possam adquirir concentragdes neurotoxicas, a semelhanca do que acontece

nos ratos (Capela et al., 2007b).

Resumindo, pode dizer-se que o metabolismo da MDMA deve desempenhar um papel

fundamental nos eventos neurotoxicos provocados pelo consumo de “ecstasy’.
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9.2. Hipertermia

Foi j& demonstrado, in vivo, que a hipertermia ¢ um factor importante na
neurotoxicidade induzida pela MDMA. Como se sabe, a temperatura ambiente tem
grande influéncia na temperatura corporal, tendo sido demonstrado que pequenas
alteragdes na temperatura ambiente podem produzir alteragdes marcadas na
neurotoxicidade serotoninérgica induzida, apds a administragdo de MDMA (Malberg e

Seiden, 1998).

Ap6s um estudo realizado, em ratos, por Gordon e colaboradores, estes sugeriram que a
MDMA pode provocar a perda dos mecanismos de termorregulagdo, uma vez que
verificaram que a administragdo desta droga produzia hipertermia a temperaturas
ambiente superiores a 24°C, ao contrario do que se verificou quando a temperatura
ambiente era de 10°C, tendo-se verificado que apresentavam hipotermia (Gordon, C. J.

etal., 1991).

Foi demonstrado num estudo, usando a microdialise, que a hipertermia no rato aumenta
a libertacdo de DA e 5-HT induzida pela MDMA. Neste estudo observou-se um
aumento significativo da concentragdo extracelular de DA e 5-HT, sendo este aumento
mais marcado na temperatura ambiente mais elevada, o que demonstra que a
temperatura ambiente elevada aumenta a actividade locomotora e a libertagdo de
monoaminas, o que sugere que os efeitos desta droga podem ser mais pronunciados a
temperaturas ambiente elevadas (O’Shea et al., 2005). Por outro lado, a hipertermia
induz o stress oxidativo, o que vai potenciar o efeito neurotdoxico dos metabolitos da
MDMA conjugados com a GSH, uma vez que estes levam a formagao de ROS (Capela

etal., 2007b).

Quando ¢ administrada uma unica dose de MDMA, ¢ necessaria a existéncia de
hipertermia para que ocorram efeitos neurotoxicos. Por outro lado, a administra¢ao
repetida de baixas doses de MDMA (4mg/Kg, duas vezes por dia, durante quatro dias)
ndo produz hipertermia, mas produz deplecdo a longo prazo de 5-HT (O’Shea et al.,

1998).
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Portanto, embora a hipertermia possa potenciar os eventos neurotoxicos induzidos pela
MDMA, este ndo ¢ o Unico factor responsavel pela neurotoxicidade a longo prazo
resultante da administragdo desta droga. Por outro lado, ao contrario do que ocorre no
modelo animal rato, a MDMA leva sempre a um aumento da temperatura corporal em
humanos independentemente da temperatura ambiente, podendo a hipertermia ser fatal

em humanos (Robert, Chris-Ellyn e Manuel, 2005; Henry, 1992; Green et al., 2003).

Foi ja verificado que a prevencdo da hipertermia induzida pela MDMA reduz a
neurotoxicidade, e que muitos agentes que protegem contra a neurotoxicidade induzida
pela MDMA, também, diminuem a temperatura corporal dos animais, ou seja,
compostos que previnam a hipertermia atenuam a neurotoxicidade induzida pela
MDMA. Contudo, a prevencdo da hipertermia ndo impede a neurotoxicidade exibida
pela droga a longo prazo (Colado et al., 1998; Farfel e Seiden, 1995; Malberg, Sabol e
Seiden, 1996).

9.3. A Dopamina (DA) como promotor de neurotoxicidade

Foi ja demonstrado que, alterando a funcdo dopaminérgica consegue modificar-se o
grau de neurodegeneracao induzida pela MDMA, no entanto ndo a evita por completo.
A administragdo de MDMA, tanto in vitro como in vivo, promove a libertacdo de DA
(Baumann, Wang e Rothman, 2007), sendo esta libertagdo de DA amplificada pelo
aumento pos-sinaptico de 5-HT, uma vez que a activacdo dos receptores 5-HT,a

aumentam a sintese e libertagao de DA (Gudelsky e Nash, 1996).

Viarios investigadores propuseram um papel directo da DA na neurotoxicidade induzida
pela MDMA, no entanto estudos mais recentes contrariam essas hipdteses. A teoria da
DA ndo tem em conta o facto de que, o dano nos terminais serotoninérgicos ¢ observado
em todo o SNC, nomeadamente, em areas com pouca enervacao dopaminérgica, como o
hipocampo. O papel da DA em regides cerebrais onde a sua concentragdo ¢ baixa,
implicaria diferentes mecanismos para o dano observado nessas regidoes (Shankaran e

Gudelsky, 1998).
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Estudos de Yuan e colaboradores, também sugerem que a DA ndo estd envolvida
directamente nos mecanismos de neurotoxicidade induzida pela MDMA. Nestes estudos
ndo foi verificada qualquer tipo de neuroproteccao serotoninérgica, apds administracdo
de reserpina (agente depletor de catecolaminas) ou a-metil-p-tirosina (inibidor da
sintese de DA) a ratos, nos quais a temperatura corporal ¢ mantida elevada (Yuan et al.,
2002). Outras substancias como o haloperidol (antagonista dos receptores de DA) foi
sugerida como neuroprotectora, contudo ndo existiu qualquer controlo da temperatura

corporal (Schmidt, Black e Taylor, 1990b; Hewitt e Green, 1994).

Os resultados de Yuan e colaboradores sugerem que evidéncias anteriores, que
demonstraram um papel da DA importante na neurotoxicidade induzida pela MDMA,

foram confundidas pelas altera¢cdes na temperatura corporal dos modelos animais.

Provavelmente, as evidéncias mais convincentes sobre a importancia da DA na
neurotoxicidade induzida pela MDMA, tém sido reportadas em estudos onde ocorre a
inibi¢do da MAO-B. Nenhum outro estudo conseguiu comprovar um papel da DA por si

s6 na neurotoxicidade induzida pela MDMA (Capela et al., 2009).

A MDMA induz uma libertagdo aguda de 5-HT e DA que ¢ seguida da deplegao
intraneural das reservas de 5-HT. A 5-HT activa os receptores pos-sinapticos 5-HTza,
em neuréonios GABAérgicos e, consequentemente, ocorre uma diminuicdo da
transmissdo GABA¢érgica o que leva a um aumento da sintese e libertacdo de DA. A DA
que existe em excesso € transportada para o interior de neuronios que sofreram perda de
5-HT. Uma vez no interior de neurdnios serotoninérgicos, a DA vai ser desaminada pela
enzima MAO-B, que se encontra localizada na membrana exterior da mitocdndria,
dando origem a um aldeido reactivo, o 3,4-dihidroxifenilacetaldeido (DOPAL), reac¢do
acompanhada pela libertacio de H,0O,. Esta sequéncia de acontecimentos leva a
formacdo de radicais livres, aumentando a formacao do radical hidroxilo (HO").
Espécies reactivas de oxigénio como esta sdo altamente toxicas, danificam proteinas
celulares, bem como danificam ADN e proteinas mitocondriais, que contribuem para a
degeneracao dos terminais serotoninérgicos (Fig.8) (Sprague, Everman e Nichols,

1998).
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Fig. 7: Formacao de radicais livres provenientes da desaminac¢ao da DA pela accio

da enzima MAOQO, adaptado de Capela et al., 2009.

9.4. Influéncia do 5-HTT

Os transportadores serotoninérgicos (5-HTT) desempenham um papel importante na
neurotoxicidade induzida pela MDMA, tendo sido ja demonstrado em vérios estudos. O
fundamento para esta hipdtese advém do facto de inibidores dos 5-HTT, como a
fluoxetina e fluvoxamina, prevenirem a neurotoxicidade serotoninérgica induzida pela
MDMA sem interferirem com a temperatura corporal (Schmidt e Taylor, 1990;

Malberg, Sabol e Seiden, 1996; Aguirre et al., 1998; Sanchez et al., 2001). A
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administracdo concomitante de fluoxetina ou fluvoxamina, resulta numa protec¢ao
completa contra a neurotoxicidade serotoninérgica induzida pela MDMA no hipocampo
e no estriado. A interaccdo da MDMA com os 5-HTT, parece ter um papel critico na

toxicidade a longo prazo dos terminais serotoninérgicos. (Sanchez et al., 2001).

Verificou-se que a administracdo de fluoxetina, antes ou depois da administragdao de
MDMA, resultava na reducdo da formagdo de radicais livres induzida pela MDMA
(Shankaran, Yamamoto e Gudelsky, 1999a). Um potencial mecanismo, pelo qual a
fluoxetina atenua a formagdo de radicais ¢ através da prevencao da entrada, no terminal

serotoninérgico, de substancias reactivas como os metabolitos da MDMA.

A expressdo de 5-HTT pode ser rapidamente modulada pela sua estimulagao, produgdo
do segundo mensageiro e activacdo da cinase. A supressdo da actividade do 5-HTT ¢
acompanhada pela activagdo da PKC, a qual provoca a perda da capacidade de
recaptacao da 5-HT (Ramamoorthy e Blakely, 1999). A activacao da PKC conduz a
fosforilagdo do 5-HTT, a sua redestribui¢do na superficie da célula, seguindo-se a sua
sequestracdo em vesiculas intracelulares e, consequentemente, perda da actividade de

recaptacao.

As moléculas que sdo capazes de permear o transportador (5-HTT), tais como a 5-HT e
as anfetaminas, previnem a fosforilagdo do 5-HTT dependente da PKC. Por outro lado,
os antidepressivos facilitam a fosforilacdo do 5-HTT e bloqueiam a recaptacdo de 5-HT
(Ramamoorthy et al., 1998; Ramamoorthy e Blakely, 1999). Dado que a MDMA ¢ um
substracto dos 5-HTT, uma diminui¢dao na densidade das proteinas transportadoras (5-
HTT) na membrana celular, induzida pela presenca de inibidores do 5-HTT, podera
envolver um significativo e prolongado bloqueio na recaptacio de MDMA e dos seus
produtos metabdlicos para os terminais nervosos serotoninérgicos pré-sinapticos,

diminuindo deste modo a ocorréncia de eventos neurotoxicos (Sanchez et al., 2001).
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9.5. Importancia da formacao de espécies reactivas

A formagdo de espécies reactivas ¢ um evento com um elevado contributo para a

neurotoxicidade induzida pela MDMA.

A formacdo de ROS, resultante da oxida¢do dos metabolitos da MDMA, bem como
outros factores como a oxidagdo da DA, metabolizagdo de DA e 5-HT pela MAO-B e a
formacdo de peroxinitritos e outras espécies reactivas de azoto promovem o stress
oxidativo, levando a perda dos terminais neuronais, bem como leva a activagdo da

morte neuronal programada em varias regides cerebrais (Capela et al., 2009).

Todos os eventos acima referidos conduzem a formacdao de ROS (H,0O,; HO ; O,."),
sendo estas espécies reactivas potentes que levam a peroxidacao lipidica (destruicdo das
membranas celulares) e danificam proteinas celulares, bem como danificam ADN e

proteinas mitocondriais (Capela et al., 2009).
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Capitulo II — Parte Experimental

1. Objectivo

Este trabalho teve como objectivo, avaliar a neurotoxicidade induzida pela MDMA,
numa linha celular dopaminérgica, apds uma exposicdo cronica e aguda, tentando
representar as consequéncias que ocorrem a nivel cerebral decorrentes do uso recreativo
desta droga. Para esta avaliagdo foi usado como modelo in vitro, as células
dopaminérgicas derivadas de neuroblastoma humano, a linha celular SH-SYS5Y. Estas
células foram expostas a diferentes concentragdes de MDMA, respectivamente, 1,0
mM, 0,1 mM e 0,01 mM, por periodos de tempo distintos (24 horas, 72 horas e 1

semana).

Os periodos de tempo seleccionados representam a exposicdo 8 MDMA durante um dia
(24 horas), sendo o objectivo representar o consumo durante uma noite de festa, durante
3 dias (72 horas), representando o consumo durante um fim-de-semana de festa (por
exemplo: sexta feira, sdbado e domingo), ambas representando um consumo
agudo/esporadico da droga, e por ultimo durante 1 semana, representando o consumo

cronico da droga e ndo esporadica em contextos de festa.

Materiais

Os reagentes e materiais usados para cultura celular foram obtidos aos seguintes
fornecedores: meio de cultura DMEM (meio de Eagle modificado por Dubelco),
tampao fosfato salino (PBS), usado para lavagem das células, (tripsina/EDTA), usada
para destacar as células, penicilina/estreptomicina (Pen/Estrep), aminoacidos nao

essenciais (NEAA) e soro bovino fetal (FBS) a Gibco (Invitrogen, Paisley). Os frascos

de cultura de 25 cm’ foram adquiridos 4 Corning Incorporated (Corning, NY, USA).
Foram usadas placas de cultura de 48 pocos (Nunclon™ A Surface) que foram
adquiridas a Nunc (Roskild, Dinamarca), e placas de 96 pocos, ndo estéreis, proprias

para leitores de placas, adquiridas a Frilabo (Portugal).
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Para além destes, foram utilizados tubos de falcon de 50 ml e pipetas graduadas de 10

e 25 ml, adquiridos a Orange Scientific (Bélgica).

O brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazélio (MTT), o qual mede a
actividade metabolica celular, dodecil sulfato de s6dio SDS (Solugdo detergente a 10 %
e 0,01M de HCL), o qual ¢ utilizado para parar a reacgdo do MTT e o azul de tripano,
foram adquiridos a Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA).

A substancia em teste, foi a 3,4-metilenodioximetanfetamina - MDMA (sol. mae 50
mM) foi obtida e extraida de comprimidos de elevada pureza fornecidos pela Policia
Judiciéria Portuguesa. A partir da solugdo mae de MDMA, foram efectuadas 2 diluigdes
sucessivas de forma a obter a substancia em 3 concentragdes distintas: 50 mM, 5 mM e

0,5 mM.

2. Meétodos in vitro

2.1. Cultura Celular

A linha celular SH-SY5Y (ATCC, Manassas, VA, USA), cresceu até a confluéncia em
frascos de 25cm’ contendo DMEM suplementado com 10% de FBS, 1% da mistura de

Pen/Estrep e 1% de NEAA, tendo sido mantida numa estufa a 37°C com uma atmosfera

a 5% CO2.

Ap6s a confluéncia, as células foram tripsinizadas (tripsina/EDTA 0,25%) e foi contada
a densidade da suspensdo celular utilizando uma soluc¢do a 0,4% de azul tripano numa
Camara de Neubauer usando um microscopio optico. As células foram subcultivadas
em placas de cultura de 48 pogos, 4 densidade de 25.000 células/cm®. O volume final

obtido em cada pogo foi de 200 pl.

Os pocos semeados de cada placa de 48 pocos foram distribuidos por 4 condigdes, de
forma a serem testadas diferentes concentracdes de MDMA, respectivamente, 0 mM

(Controlo), 1,0 mM, 0,1 mM e 0,01 mM, em cada periodo de exposi¢ao avaliado.
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Controlo:

25.000 cel/pogo
Vohme total‘pogo 200 pl
[MDMA] 0 mM

25.000 cel/pogo
Wolme total'pogo 200 pl
[MDMA] 1.0 mM

25000 cél /pogo
Volume total’pogo 200 pl

25000 cél /pogo
Volume total'pogo 200 pl

Fig. 8: Representac¢ao das condi¢coes de ensaio nas placas de 48 pocos

Sol. MDMA
50 mM

4 Wpoge

Sol. MDMA
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As células foram expostas a diferentes concentracoes de MDMA, respectivamente, 1,0
mM, 0,1 mM e 0,01 mM, por periodos de tempo distintos (24 horas, 72 horas e 1

semana).

Os periodos de tempo seleccionados representam a exposicdo 8 MDMA durante um dia
(24 horas), sendo o objectivo representar o consumo durante uma noite de festa, durante
3 dias (72 horas), representando o consumo durante um fim-de-semana de festa (periodo
de 3 dias), ambas representando um consumo agudo/esporadico da droga. Por ultimo,

durante 1 semana, representando o consumo mais cronico da droga.

2.3. Determinacao da viabilidade celular

Passado o periodo de exposicao a MDMA, foi realizado um método para avaliar o grau
de neurotoxicidade induzida pela substancia. O método em questdo foi o ensaio de
reducdo do sal tetrazolio MTT (brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-

difeniltetrazoélio).
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A reducdo do MTT, ¢ um método colorimétrico, frequentemente usado para medir a
proliferacdo celular e citotoxicidade (viabilidade celular) (Mosman, T., 1983). Neste
tipo de ensaios, 0 MTT (composto de coloragdo amarela) ¢ acumulado nas células por
endocitose e, uma vez no interior das células, ¢ metabolizado essencialmente pela
enzima mitocondrial succinil desidrogenase que provoca a reducao do anel tetrazolico
deste sal, resultando na formacao de cristais de formazan (cor azulada). Estes cristais,
posteriormente, sdo acumulados em compartimentos endossomais e/ou lipossomais,
sendo depois libertados no espaco extracelular por exocitose. O formazan ¢ um
composto resultante da metabolizagdo celular do MTT, e por esta razdo pode concluir-
se que apenas as cé¢lulas viaveis terdo capacidade de metabolizar o MTT, sendo por isto

possivel avaliar o grau de citotoxicidade (viabilidade celular) através deste método.

Assim sendo, passados os periodos de exposi¢do, foram adicionados 20 pl de MTT
(concentragao final em cada poco de 0,5mg/ml) a cada pogo. Apos a adigao de MTT as
placas regressaram a estufa e 14 permaneceram por um periodo de 3 horas, que permite a

reduc¢do do MTT pelas células viaveis.

Findo este tempo, os cristais de formazan formados foram solubilizados pela adicdo de
igual quantidade de solugdo contendo detergente SDS. Uma vez solubilizados, 200 pl
do contetdo de cada poco foi transferido em duplicado para os pogos das placas de
leitura, de forma a possibilitar a sua leitura num leitor de placas de 96 pogos (Stat Fax

3200, Awareness Technology Inc.).

A viabilidade celular foi determinada pela medicao espectrofotométrica do formazan

que absorve a 545 nm.

Os valores da viabilidade celular foram expressos em percentagem relativamente a

absorvancia determinada nas células controlo.

Contudo, na realizagdo destes ensaios nao foi possivel efectuar a medicdo da
absorvancia do formazan ao comprimento de onda ideal de 550 nm, uma vez que o

leitor de placas disponivel apenas permite leitura em comprimentos de onda pré-
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definidos. Assim, foi utilizado um comprimento de onda mais aproximado possivel,

neste caso 545 nm.

2.3. Apresentacio e analise estatistica dos resultados

Os resultados sao apresentados nos graficos sob a forma da média com o respectivo
desvio padrdo, oriundas de pelo menos 3 experiéncias independentes. A andlise
estatistica foi efectuada para avaliar diferencas entre os diversos grupos de tratamento
utilizando o teste de Kruskal-Wallis (ANOVA nao paramétrica), pelo programa Sigma-
stat 3.5 (Systat Software, CA, USA).
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3. Resultados

3.1. Neurotoxicidade da MDMA nas Células SH-SYS5Y apos 24 horas de

exposicao

ApOs 24 horas de exposicao das células SH-SYS5Y, verificou-se relativamente ao grupo
controlo, para uma concentragdo de MDMA de 0,01 mM e 1,0 mM, que a quantidade de
formazan formado manteve-se proxima dos 100%, ou seja proxima do valor de
controlo. Para uma concentragdo de MDMA de 0,1 mM, observou-se um aumento para

valores de 125,4%, no entanto esta diferenca ndo foi estatisticamente significativa.

100,0 | T
80,0 i 24h
60,0
40,0
20,0
0,0

0,0 mM 0,01 mM 0,1 mM 1,0 mv [MDMA]

Grafico 1 — Viabilidade celular avaliada pela metabolizagdo do MTT, apds 24 horas de exposi¢do a
diferentes concentragdes de MDMA (0,01 mM; 0,1mM e 1,0mM). Valores expressos em percentagem de

controlo (n=18 de trés experiéncias diferentes). Apos teste Kruskal-Wallis ndo foram encontradas

diferencgas estatisticamente significativas entre os diferentes grupos de tratamento.
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3.2. Neurotoxicidade da MDMA nas Células SH-SY5Y apodés 72 horas de

exposicao

Ap6s 72 horas de exposi¢do das células SH-SYSY, verificou-se relativamente ao grupo
controlo, para uma concentracdo de MDMA de 0,01 mM, que a quantidade de formazan
formado manteve-se proxima dos 100%, ou seja proxima do valor de controlo. Para as
concentragdes de MDMA de 0,1 mM e 1,0 mM, observou-se uma redugdo para valores,
respectivamente, de 95,4% e de 94,9%, no entanto esta diferenca ndo foi

estatisticamente significativa.

I I I I -72h
0,0

0,01 mM 0,1 mM 1,0 mM [MDMA]

Grafico 2 — Viabilidade celular avaliada pela metabolizagdo do MTT, apds 72 horas de exposi¢do a
diferentes concentragdes de MDMA (0,01 mM; 0,1mM e 1,0mM). Valores expressos em percentagem de
controlo (n=18 de trés experiéncias diferentes). Apds teste Kruskal-Wallis ndo foram encontradas

diferencas estatisticamente significativas entre os diferentes grupos de tratamento.

69



Neurotoxicidade da “Ecstasy” na linha celular dopaminérgica humana SH-SYS5Y

3.3. Neurotoxicidade da MDMA nas Células SH-SYSY apdés 1 semana de

exposicio

Apo6s 1 semana de exposicao das células SH-SYSY, verificou-se relativamente ao grupo
controlo, para uma concentragdo de MDMA de 0,01 mM, que a quantidade de formazan
formado aumentou para valores de 109,1%. Para as concentracdes de MDMA de 0,1

mM e 1,0 mM, observou-se uma redugdo para valores, respectivamente, de 94,2% e de

95,2%, no entanto estas diferengas ndo foram estatisticamente significativas.

I I B
0,0 T T T 1

0,0 mM 0,01 mM 0,1 mM 1,0 mm [MDMA]

Grafico 3 — Viabilidade celular avaliada pela metabolizagdo do MTT, apds 1 semana de exposicdo a
diferentes concentragdes de MDMA (0,01 mM; 0,1mM e 1,0mM). Valores expressos em percentagem de
controlo (n=18 de trés experiéncias diferentes). Apos teste Kruskal-Wallis ndo foram encontradas

diferencas estatisticamente significativas entre os diferentes grupos de tratamento.
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Capitulo III — Discussao e Conclusao

1. Discussao

O primeiro estudo publicado acerca da neurotoxicidade da MDMA data de 1986 e
demonstrou que esta € toxica para os terminais nervosos serotoninérgicos do cérebro de

ratos (Stone et al., 1986).

Foi sugerido que o dano nos neurénios serotoninérgicos era selectivo e que os terminais
nervosos de outros neurotransmissores ndo eram afectados (Gibb et al., 1990). No
entanto, ja foi demonstrado por outros estudos que esta afirmagao nao ¢ verdadeira, uma
vez que a MDMA promove alteracdes agudas na libertagdo, nao s6 de 5-HT, mas
também na libertacio de DA no tecido cerebral, tendo sido ja demonstrada a sua
neurotoxicidade em neurdnios dopaminérgicos no cérebro de ratinhos (Colado et al.,

2004).

Para além disso, ja foi demonstrado que a MDMA promove o dano de outros sistemas
cerebrais e outros tipos de células, como as corticais (Capela et al., 2006a; Capela et al.,
2007a). Contudo, a MDMA produz efeitos mais acentuados em neurdnios
serotoninérgicos por possuir maior afinidade para os transportadores da 5-HT (Capela et
al., 2009). Consequentemente, a atencdo da maioria dos investigadores tem recaido

sobre os efeitos agudos e a longo prazo da MDMA na fungao serotoninérgica.

No entanto, a avaliacdo da neurotoxicidade da MDMA ndo deve ser restringida a funcao
serotoninérgica, tendo sido ja demonstrado que ¢ possivel avaliar a neurotoxicidade

desta substancia através da avalia¢do da fung¢dao dopaminérgica..

Por esta razao, varios estudos, realizados in vitro, sobre a neurotoxicidade decorrente do
consumo de MDMA utilizam como modelo a linha celular dopaminérgica humana SH-
SYSY (Ferreira, 2009). Esta linha celular ¢ utilizada em diversas pesquisas de
neurotoxicidade, bem como ¢ utilizada em pesquisas que estudem doencas
neurodegenerativas, como por exemplo a Doenga de Parkinson. Esta patologia ¢

caracterizada pela existéncia de degeneracao neuronal e, por esta razao esta linha celular
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¢ muitas vezes utilizada com o objectivo de avaliar e melhor compreender os
mecanismos que estdo envolvidos nos processos neurodegenerativos que levam ao
envelhecimento cerebral e aparecimento de doencas neurodegenerativas (Cheung et al.,

2009).

Por outro lado, esta linha celular foi também utilizada por Wu e Colaboradores com o
objectivo de avaliar a neurotoxicidade induzida pela metanfetamina (MA). O seu estudo
demonstrou que, apds uma hora de exposi¢do a MA ocorre um aumento do nivel de
ROS. Apos 24 horas de exposigdo, verificou-se danificagdo de ADN mitocondrial, bem

como se verificou a ocorréncia de apoptose neuronal (Wu, et al., 2007).

No estudo realizado no ambito deste trabalho, foi avaliada a neurotoxicidade da MDMA
em cé¢lulas dopaminérgicas, SH-SYS5Y, de um neuroblastoma humano, apds um periodo
de exposi¢do de 24 e¢ 72 horas, ¢ 1 semana. O volume celular utilizado (25.000 células),
foi utilizado tendo em conta dados de protocolos anteriormente descritos (Pesgraves,

2004).

Este estudo demonstrou que, ap6s a exposi¢ao das células SH-SYS5Y a MDMA durante
24 horas, nao se observaram diferencas na viabilidade celular avaliada pelo teste do
MTT. No entanto, verificou-se para uma das concentragdes de MDMA, nomeadamente,
0,1 mM, um aumento na metabolizagdo do MTT de cerca de 25% (expresso em
percentagem de formazan formado relativamente ao grupo controlo), contudo, esta
diferenca ndo foi estatisticamente significativa. Este aumento, possivelmente, ocorreu
devido a um aumento da actividade da enzima mitocondrial, a succinil desidrogenase,

responsavel pela conversdo do MTT em formazan.

Apos a exposi¢do das mesmas células durante 72 horas e 1 semana verificou-se, em
ambos os casos, que para as concentragdes de MDMA 0,1 mM e 1,0 mM, uma
diminuicdo de cerca de 5% na viabilidade celular avaliada pelo teste do MTT, contudo
esta diferenga ndo foi estatisticamente significativa. Por outro lado, no periodo de
exposicdo de 1 semana, verificou-se que, para a concentragdio de MDMA 0,01mM,

ocorreu um ligeiro aumento de cerca de 9%, possivelmente pela mesma razdo do
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sucedido no periodo das 24 horas, aumento da actividade enzimatica da mitocondria. No

entanto, nenhuma das diferencas verificadas foi estatisticamente significativa.

Apesar de os resultados ndo apresentarem significado estatistico, pode verificar-se que a
viabilidade celular diminui ligeiramente com o aumento da dose e frequéncia de
consumo de MDMA, ou seja, os efeitos neurotdéxicos da MDMA estao dependentes da
dose e aumentam com o periodo de exposicdo. Podemos associar este fendémeno
neurotoxico com a exposi¢ao durante um largo periodo com consumo crénico da droga

pelos consumidores.

Relativamente a falta de diferengas entre os tratamentos com significado estatistico,
possivelmente se fossem utilizadas células serotoninérgicas em vez de células
dopaminérgicas os resultados seriam diferentes, uma vez que ja foi demonstrado que a
MDMA possui maior afinidade para neurénios serotoninérgicos, produzindo efeitos
neurotoxicos mais acentuados, quando comparados com os efeitos provocados em

neurénios dopaminérgicos.

Por outro lado, o facto de os resultados obtidos ndo terem significado estatistico, pode
estar relacionado com o facto de que em ensaios in vitro nao sao observados os efeitos
decorrentes da metabolizagdo da MDMA, principalmente a metabolizagdo sistémica que

ocorre a nivel hepatico.

Foi ja demonstrado por varios autores que os efeitos neurotdxicos decorrentes do
consumo de MDMA se devem, em larga medida, a ac¢do dos seus metabolitos toxicos,
o N-Me-a-MeDA e a-MeDA e respectivos conjugados, resultantes da metabolizacao
hepatica da MDMA. A accdo da MDMA ndo ¢ a causa directa para a neurotoxicidade
induzida pelo consumo, mas sim a ac¢do dos seus metabolitos apos a metabolizagdo
hepatica da MDMA (Capela et al., 2007b; Capela et al., 2006b; Miller, Lau e Monks,
1996).

No estudo realizado por Ferreira, foi avaliado o potencial neurotdéxico da MDMA e dos
seus metabolitos nas células dopaminérgicas SH-SYSY diferenciadas, de um

neuroblastoma humano, apds um periodo de exposi¢ao de 24 e 48 horas.

73



Neurotoxicidade da “Ecstasy” na linha celular dopaminérgica humana SH-SY5Y

Este estudo demonstrou que o N-Me-a-MeDA e o a-MeDA sdo neurotdxicos para estas
células e que a neurotoxicidade aumenta com o tempo de exposicdo. Além disso,
também foi observado que a neurotoxicidade promovida por estes metabolitos era

dependente da concentracao utilizada (Ferreira, 2009).

Por outro lado, Ferreira também demonstrou que a neurotoxicidade do metabolito N-
Me-0-MeDA nas células SH-SYSY era maior que a neurotoxicidade induzida pelo o-
MeDA. A N-Me-a-MeDA apresenta caracteristicas mais lipofilicas queno -MeDA,
dada a presenc¢a do grupo metilo na amina da cadeia lateral o que pode justificar a sua
maior toxicidade. O facto de ser um composto mais lipofilico, permite-lhe atravessar
com maior facilidade a membrana celular e desta forma exercer a sua neurotoxicidade

no interior da célula (Ferreira, 2009).

Relativamente a MDMA, Ferreira observou que esta também era neurotoxica para as
células SH-SY5Y diferenciadas, apesar de este efeito nao ser tdo pronunciado como se
verifica para os seus metabolitos. Assim, Ferreira concluiu que os metabolitos catecois
da MDMA sdo mais toxicos que a propria MDMA (Ferreira, 2009). Este estudo usou
um protocolo de diferenciacdo das células SH-SYSY, pelo que o estado de
diferenciagdo terminal das células podera justificar a diferenga de resultados em relagao

ao presente estudo.

Outros estudos, realizados por Capela e colaboradores, demonstraram que a MDMA
induz apoptose neuronal acompanhada pela pela activagao da caspase 3, em culturas de

neuronios corticais e cerebelares de ratos (Capela et al., 2006a; Capela et al., 2007a).

Um outro estudo in vitro foi realizado por Jimenez e colaboradores. Neste estudo foram
expostas células cerebelares granulares primarias de ratos (CGNs) a doses de MDMA
entre 1 ¢ 4 mM durante intervalos de 24 e 48 horas. Em ambos os intervalos, ocorreu
um aumento de ROS e verificou-se a activagdo da caspase 3 o que provocou nas

culturas dano neuronal (Jimenez et al., 2004).
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2 — Conclusao

A partir da década de 80 o consumo de “ecstasy” generalizou-se entre 0s jovens como

droga de abuso recreativa, pelo que se tornou um grande problema de satide publica.

Determinar como ¢ em que circunstancias o consumo de MDMA pode conduzir a
alteragdes cronicas no cérebro humano, assume particular importancia para o

conhecimento das consequéncias e tratamento clinico.

O objectivo deste trabalho foi determinar a existéncia de neurotoxicidade em células
humanas dopaminérgicas SH-SYS5Y ndo diferenciadas, apds a exposi¢ao aguda e

cronica a MDMA.

Com os resultados obtidos pode-se concluir que, a MDMA ndo exerce de forma
significativa neurotoxicidade nas células dopaminérgicas humanas SH-SYS5Y, o que
confirma o que ja foi demonstrado por varios autores. Os efeitos neurotdxicos
decorrentes do consumo de MDMA nao sdao provocados apenas pela ac¢ao directa desta
substancia mas sim pela ac¢do dos seus metabolitos toxicos, hipertermia e aumento do

stress oxidativo a nivel cerebral.
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