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RESUMO

A metanfetamina (Meta) ¢ uma droga psicoestimulante com proprie-
dades adictivas significativas cuja utilizagdo ultrapassou a da cocaina
e heroina em alguns paises, com acréscimo do seu consumo nas
ultimas décadas. O objectivo deste trabalho foi caracterizar o perfil
cinético do impacto de uma dose neurotdxica de Meta na comuni-
cagao entre neurdnios e aslrocilos a nivel do cortex frontal e no
hipocampo do murganho. Murganhos adultos C57BL/6 (3-4 meses de
idade) foram sacrificados as 4, 24 e 72 horas apos a administragéo de
dose Unica de Meta (30 mgkg 7 por via intraperitoneal) ou de solu-
3o salina (NaCl a 0,9%). Procedeu-se ao isolamento de duas 4reas
cerebrais, o cortex frontal e hipocampo para analise dos niveis totais
de glutamato (Glu] e glutamina [Gln), do cociente glutamina/glutamato,
da expressao da glutamina sintetase (GS), uma enzima astrocitaria
responsavel pela reciclagem do glutamato libertado na sinapse) e da
proteina glial fibrilar 4cida (GFAP), uma proteina estrutural astroci-
téria. Os aminoacidos foram avaliados por cromatografia liquida de
alta resolucao com detec¢do electroquimica (HPLC-ED), e os niveis
de proteina em estudo foram analisados pela técnica Western blot. A
injec¢ao Unica de uma dose elevada de Meta produziu um aumento
de 50%-60% na expressao do GFAP &s 24 horas no hipocampo e no
corlex frontal, a qual permaneceu elevada as 72 horas nesta regiao
cortical. O aumento de 3 vezes na expressao de GS nesta area as
72 horas, em comparagao com o controlo no cortex frontal, nao teve
tradugdo no cociente glutamina/glutamato. Os resultados sugerem
que a Meta perturbou a comunicagdo cruzada entre neurénios e
astrocitos no hipocampo
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RESUME

La méthamphétamine (Méth) est une drogue psychostimulante avec
des propriétés addictives dont lutilisation a dépassé celle de la
cocaine et I'héroine dans certains pays, avec une augmentation de
la consommation dans les derniéres décennies. L'objectif de celte
élude était de caractériser le profil cinétique de l'impact d'une dose
neurotoxique de Meth dans la communication entre les neurones
et les astrocytes dans le cortex frontal et {hippocampe des souris.
Des souris adultes C57BL/6 (3-4 mois) ont été sacrifiés a 4, 24 et
72 heures aprés une dose unique de Meth (30 mgkg-1 par voie
intrapéritonéale] ou une solution saline (NaCl 0,9%). On a isolé deux
zones du cerveau, le cortex frontal et I'hippocampe, pour l'analyse des
niveaux totaux de glutamate [Glu} et de glutamine {Gln), du quotient
glutamine/glutamate, de I'expression de la glutamine synthétase (GS),
une enzyme astrocylaire responsable pour la recyclage du glutamate
libéré dans la synapse, et de la protéine acide fibrillaire gliale (GFAP),
une protéine structurelle astrocytaire. Les acides aminés ont été
analysés par chromatographie [iquide de haute résolution avec
détection électrochimique (HPLC-ED), et les taux de protéines ont
été analysés par la technique de Western blot. Une seule injection
d'une dose élevée de meth produit une augmentation de 50%-60%
dans l'expression de la GFAP & 24 h dans hippocampe et le cortex
frontal, qui est demeuré élevé & 72 heures dans cette région corticale.
L'augmentation de 3 fois dans l'expression de GS dans cette région
@ 72 heures, par rapport au controle dans le cortex frontal n'avait
pas de traduction dans le quotient glutamine/glutamate. Les résultats
suggerent que la Meth a perturbé la communication croisée entre les
neurones et les astrocytes dans I'hippocampe

Mots-clé: Méthamphétamine; Neurotoxicité; Gliose Reactive; Cycle
Glutamate-Glutamine; GS; GFAP.

ABSTRACT

Methamphetamine (METH) is a psychostimulant drug with significant
addictive properties, the use of which surpassed that of cocaine
and heroin in some countries, with an increase of consumption in
recent decades. The aim of this study was to characterize the kinetic
profile of the impact of a neurotoxic dose of Meth in the communica-
tion between neurons and astrocytes within the frontal cortex and
hippocampus of the house mouse. Adult house mice C57BL/6 (3-4
months old) were sacrificed at 4, 24 and 72 hours after a single dose
of Meth {30 mgkg -1, intraperitoneally} or saline (NaCl 0,9%). We
proceeded with the isolation of two brain areas, the frontal cortex
and the hippocampus, for analysis of tolal levels of glulamate (Glu)
and glutamine (Gln), the quotien glutamine/glutamate, the expression
of glulamine: synthetase (GS), an asirocylic enzyme responsible for
the recycling of glutamale released al the synapse, and glial fibritlary
acidic proten (GFAPR), an astrocylic structural protein. Aminoacids
were evaluated by HPLC-ED, and protein levels were analyzed by
the Western blot technique. METH treatment evoked an increase in
striatal glutamine/glutamate ratio at 72 h, and also a two-fold increase
of GFAP and GS expression at this time-point. A single injection of
a high dose of Meth in the frontal cortex and hippocampus showed
an early 50%-60% increase in GFAP expression at 24 h in the
hippocampus and frontal cortex, that remained high at 72 h in the
cortical area. The 3-fold increase in the GS expression in this area
at 72 hours, compared with the control in the frontal cortex, had no
translation in the quotient glutamine/glutamate. The results suggest
that Meth disturbed the crossed comunication between neurons and
astrocytes in the hippocampus

Key Words: Methamphetamine; Neurotoxicity; Reactive Gliosis; Glu-
tamate-Glutamine Cycle; GS; GFAP

RESUMEN

La mentafetamina (Meta) es una droga psicoestimulante con propie-
dades adictivas significativas cuya utilizacion ultrapaso la de cocaina
y heroina en algunos paises, con crecimiento de su consumo en las
ultimas décadas. El objetivo de este trabajo ha sido la caracterizacion
del perfil cinético del impacto de una dosis neurotéxica de meta en la
comunicacién entre neuronas y astrécitos a nivel de la corteza fron-
tal'y en el hipocampo del murgafio. Murgafios adultos C57BL/6 (3-4
meses de edad) fueran sacrificados a las 4, 24 y 72 horas después
de haber sido administrada la dosis tnica de Meta (30 mg.kg -1 por
via intraperitoneall o de solucion salina [NaCl a 0,9%). Se aislaron las
dos &reas cerebrales, la corleza frontal y el hipocampo, para anélisis
de los niveles tolales de glutamato (Glu) y glutamina (Gln), del cociente
glutamina/glutamato, de la expresion de la glutamina sintetase (GS),
una enzima astrocitria responsable por la reciclaje del glutamato
libertado en la sinapsis y de la proteina glial fibrilar acida (GFAP), una
proteina estructural astrocitéria, Los aminoacidos fueran evaluados
por cromatografia liquida de gran resolucién con deteccion elec-
troquimica (HPLC-ED), y los niveles de_protefna en estudio fueran
analizados por la técnica Western biot. La inyeccion tnica de una dosis
elevada de Meta produjo un aumento de 50%-60% en la expresién
del GFAP 3 las 24 horas en el hipocampo y en la corteza frontal, la
cual permanecié elevada a las 72 horas en esta region cortical. El
aumento de 3 veces en la expresién de GS en esta drea a las 72
horas, en comparacion con el controlo en la corteza frontal no tubo
traduccién en et cociente glutamina/glutamato. Los resultados sugie-
ren que la Mela perturbé la comunicacién cruzada entre neuronas y
astrocitos en el hipocampo.

Palabras Clave: Mentafetamina; Neurotoxicidad; Glicose Reactiva:
Ciclo Glutamato-Glutamina; Glutamina; GS; GFAP.
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1 - INTRODUGAO

Nos (ltimos anos, e de acordo com um relatorio das
Nagbes Unidas (www.unodc.org/UNODC/pt/global _
licil_drug_trends.html}, o consumo de anfetaminas
ultrapassou, em alguns paises, 0 abuso de outras dro-
gas llicitas, como a cocalna e a herolna, com acréscimo
significativo das sequelas. A metanfetamina [Meta), uma
anfetamina modificada, & usada pelas suas proprieda-
des euforizantes, sensagao de elevada capacidade de
trabalho, aumento da atenco, energia, auto-confianca
e pela diminuigdo da ansiedade (Anglin et al., 2000.
No entanto, o abuso crénico desta droga pode originar
urn quadro de esquizofrenia parandide, défices de
alencao e memoria, provavelmente relacionados com
uma disfuncdo dopaminérgica no estriado (Cadet et al.,
2003). A disfungao permanente dos terminais nervoses
dopaminergicos e serotoninérgicos nesla area cerebral
foi previamente demonstrada em modelos animais
(Hotchkiss and Gibb, 1980; Kita et al. 2003, Pereira et
al. 2006). No entanlo, estudos recentes sugerem que
os défices cognitivos consecutivos ao uso desta droga
podern ser ainda devidos a alteracées no sisterma glu-
tamatérgico (Simoes et al.. 2007, Gross and Marshall,
2009). Alguns trabalhos salienlam a existéncia de
projecgdes glutamatérgicas no circuito de recompen-
sa mesolimbico-dopaminérgico, o que possibilita uma
base anatomica de interaccao entre 0S dois sisternas
na regulagdo dos efeilos de varias drogas de abuso
(Gass and Olive, 2008). Recentemente, foi relatado que
o aumento dos niveis extracelulares de dopamina (DA
estriatal pode causar uma libertagao secundéria de
glutamato (Glu) na via corticostriatal, através do circui-
to estriato-talamo-corticostriatal (Mark ef al. 2004 e
2007). Também foi sugerido que o aumento dos nivels
de Glu poderia desempenhar um papel na neurctoxici-
dade induzida pela Meta [Nash e Yamamota, 1992; Mark
et al, 2004, 2007; Caligiuri e Buitenhuys, 2005). A litulo
de exerplo, o pré-tratamento com MK-801, um anlago-
nista do receptor ionotrapico glutamalo do tipo N-metil-
D-aspartato (NMDA, atenua a neuroloxicidade estriatal
(Bowyer et al, 1991). Recentemente, 0 Nosso grupo
mostrou que uma dose Unica neurotoxica de Meta (30
megkg ) induziu alteracoes a0 nivel das subunidades

de receptores de glutamato do tipo NMDA e écido alfa-
amino-3-hidroxi-5-metil-4-isoxazol propionico (AMPA)
no estriado, no cortex frontal e no hipocampo de rato,
24 horas apds a administragao do psicoestimulante
(Simdes et al,, 2007, 2008,

A regulagdo excitatoria glutamatérgica esta intimamen-
te relacionada com o ciclo glutamato-glutamina entre
os neurénios e os astracites. O glutamalo libertado
na fenda sinaptica @ captado pelos asirécitos (Danbolt,
2001), onde & convertido em glutarnina |Gln) pela glu-
tamina sintetase (GS), uma enzima presente nestas
células gliais, mas ausente Nos neurdnios (Norenberg e
Martinez-Hernandez, 1979; Suérez et al, 2002). A gluta-
mina ¢ libertada pelos astrécitos no espago extracelular
e rapidamente captada pelos neurtnios, sendo recon-
vertida em glutamalo por ac¢ao da enzima glutaminase
(PAG) (Kvamme et al,, 2000). Finalmente, o glutamato
& armazenado em vesiculas sinapticas, completando o
ciclo [Fremeau et al., 2004).

Métodos como a espectroscopia de protoes por res-
sondncia magnética [MRS), realizada em humanos,
podem ser Uteis no estudo do ciclo glutamina/glutamalo
in vivo, fornecendo evidéncias directas de disfungao glu-
tamnatérgica em algumas entidades patologicas. A titulo
de exernplo, foi relatado um aumento desta relagao no
cortex cingulado anterior e cortex parieto-occipital em
doentes bipolares, mas nao em esquizofrénicos, com-
parativamente a controlos [Ongur et al., 2008). Foi ainda
demonstrada por esta técnica o aumento da concentra-
c3o de glutarnato na area frontal, durante a adaptagao
cerebral ao abuso de metanfelamina |Sailasuta et al.,
2009; Abulseoud ef al., 2009). As variacdes da relagao
glutamina/glutamato permitern a andlise do intercambio
neuro-glial (Ongur et al., 2008). O efeito da Meta nesla
troca inter-celular nao é conhecido. 0 objectivo deste
irabalho foi avaliar a cinética do impacto de urna dose
neurotoxica de Meta no ciclo glutamato-glutamina em
roedores. Para tal, avaliaram-se 05 seguintes marca-
dores: i) teores totais de Glu e Gln e razao glutamina/
glutamato; i) expressao dos riveis da glulamina sinte-
tase (GS) e iii) expressao da proteina glial fibrilar &cida
(GFAP).
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2 - MATERIAIS E METODOS

2.1 - Animais, esquema de administracdo da Meta e
isolamento de tecido cerebral

Foram usados murganhos adultos CS7BL/6 (Charles
River Laboratories, Barcelona, Espanha), com peso
variando entre as 20-28 g, em condicGes ambientais
controladas, e tendo sido fornecidos alimentos e agua
ad libitum. Os animais foram injectados por via intrape-
ritoneal com uma dose Unica de Meta (30 mgkg ) ou
com solucdo salina (NaCl 0,9%), tendo ambos os grupos
sido sacrificados as 4, 24 e 72 horas pbs-tratamento. A
escolha destes tempos deveu-se a demonstragdo pré-
via de que esta droga produz neurotoxicidade dopami-
nérgica estriatal nestes periodos (Cappon et al., 2000:
Pereira et al, 2002; 2006). Os cérebros foram remo-
vidos logo apés o sacrificio. O processo experimental
foi realizado em conformidade com as orientagdes
da Comunidade Europeia (86/609/CEE) e da Direcco
Geral de Veterinaria. Todos os esforgos foram feitos
para minimizar o sofrimento dos animais e para reduzir
0 nimero de murganhos usados.

Procedeu-se ao isolamento do cortex frontal e do
hipocampo, com dissecagdo em gelo e com base nas
coordenadas descritas para o cérebro do murganho
(Paxinos e Franklin, 2004). As amostras foram armaze-
nadas a -69°C até serem usadas. As areas do hemisfé-
rio direito foram usadas para a quantificacao dos valo-
res totais de Glu e de GIn por cromatografia liquida de
alta pressdo com detecgo electroquimica (HPLC-ED)
(Pereira et al., 2008) e as 4reas do hemisfério esquerdo
para avaliagao da expressdo das proteinas GFAP e GS
por Western blot (Simdes ef al.,, 2007).

2.2 - Determinag&o dos teores tecidulares de gluta-
mato e glutamina por HPLC-ED

As amostras cerebrais foram descongeladas, pesa-
das e homogeneizadas em 4cido perclérico 0,1 M. Os
homogeneizados foram centrifugados e filtrados e
as amostras foram mantidas a 4°C até 4 andlise pelo
método de HPLC. O Glu e GIn foram medidos apds deri-
vagdo com o-ftalaldeido (OPA)/B-mercaptoetanol, de
acordo com Donzanti e Yamamoto (1988) e Smolders et
al. (1995). 10 uL de cada amostra, previamente neutrali-
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zada com NaOH 0,1 M (1:2), foram misturados com 2 pL
da solugdo OPA/B-mercaptoetanol, durante 2 minutos,
a temperatura ambiente, e 2 pL de solugdo de iodoace-
tamida foram ainda acrescentados. 10 pL desta mistura
foram injectados 2 minutos depois no sistema croma-
togréfico. O método de HPLC isocréatico com deteccdo
electroquimica, utilizado para separar e determinar
os niveis de Glu e Gln, consistiu na utilizacdo de uma
bomba 307 Gilson, um injector automatico 231 Gilson,
uma coluna ODS Spherisorb (250 x 4,6 mm: tamanho
das particulas: 5 um) e um detector amperométrico 141
Gilson com um eléctrodo de carbono vitreo fixado em
700 mV versus eléctrodo de referéncia Ag/AgCl. A fase
movel consistiu em acetato de sédio 01 M (pH = 5,9)
contendo 10% de acetonitrilo e 40 mg/L de Na, EDTA.
A velocidade do fluxo foi 1,2 ml/min. Os dados foram
analisados usando um software Gilson Unipoint 5,1. As
concentragdes de Glu e GIn foram determinadas a
partir das curvas padrdo geradas para cada substancia
de interesse e os valores expressos em pmol/10pl/mg
tecido.

2.3 - Anélise dos niveis das proteinas GFAP e GS
por western blot

A andlise dos niveis de GFAP e de GS foi feita por
western blot. Os tecidos foram homogeneizados em
tampao de lise (50 mM Tris-HCl-pH 7,4-5% Triton
X-100, 4°C), suplementado com uma mistura de ini-
bidores de proteases {1 mM fenilmetilsulfonil fluoreto
(PMSF), 1 mM ditiotreitol (DTT), 5 pg/ml quimostatina,
5 pg/ml leupeptina, 5 pg/ml antiparina, 25 pg/ml peps-
tatina AJ (Sigma-Aldrich, Sintra, Portugal), e sujeitos
a centrifugagdo. A concentragdo de protefna total foi
determinada pelo método BCA (Smith et al., 1985} e os
homogeneizados foram armazenados a -69°C até pos-
terior utilizagdo. 2 pg e 100 ug de proteina para avalia-
¢ao dos niveis de GFAP e GS, respectivamente, foram
carregados e separados por electroforese num gel de
8% de SDS-PAGE e transferidos para uma membrana
de fluoreto de polivinilideno (PVDF) [Millipore, Madrid,
Espanha). As membranas foram bloqueadas com 5%
de leite em p6 desnatado, em solugdo tampao fosfato,
durante 1 hora, 4 temperatura ambiente. Posteriormente,
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as membranas foram incubadas com os anticorpos
primérios policlonais, preparados em soro anti-rabbit
anti-GFAP (1:20000, 5% de leite) ou anti-goat anti-GS
(1:500, 5% de leite) (Santa Cruz Biotechnology, EU.A),
durante a noite, a 4°C. Em seguida, as membranas
foram incubadas com um anticorpo secundario con-
jugado com fosfatase alcalina: anti-rabbit ou anti-goat
(1.20000; Amersham, GE Healthcare Life Science,
E.UA). Finalmente, as membranas foram visualiza-
das usando um reagente de detecgdo quimiofluores-
cente [ECF-enhanced chemifluorescence} (Amersham
Biosciences, GE Healthcare Europe GmbH, Carnaxide,
Portugal) e através do Storm 860 Gel e Blot Imaging
Systern (Amersham Biosciences|. Para confirmar igual
carregamento no gel e transferéncia de proteina, as
membranas foram incubadas durante a noite, a 4°C
com anticorpo anti-B-actina (1:10000, Sigma-Aldrich)
e depois com anticorpo secundario anti-rabbit (1:2000;
Amersham Biosciences). As analises densitométricas
foram realizadas utilizando o software Image Quant.

2.4 - Anélise estatistica

Os valores totais de glutamato e glutamina foram
expressos em média + EPM (pmol10 pl'mg de tecido™),
Os niveis de proteina foram expressos em percentagem
do controlo. Calculou-se um valor médio dos valores
de controlo a todos os tempos estudados, visto nao ter
havido diferencas entre eles. A andlise estatistica das
diferencas entre as médias dos grupos submetido a Meta
e do grupo controlo foi realizada utilizando uma analise
de variancia ANOVA, seguida de comparagao post-hoc
(Fisher’'s LSD ou Dunnelt’s). As diferencas foram consi-
deradas estatisticamente significativas se P<0,00.

3 - RESULTADOS

31 - Valores totais de Glu e Gln e razao glutamina/
glutamato

Os niveis tecidulares de Glu no hipocampo e no cortex
frontal dos animais controlo foram 114,6 + 20,4 e 422,6
+ 39,0 pmoll0 ul'mg’, respectivamente. Uma dose
Unica de 30 mg/kg de Meta ndo alterou os niveis de
Glu no hipocampo, nos 3 periodos estudados (4,24e72
horas), no entanto, o contedo de glutamato no corlex,

as 24 horas, foi inferior ao das 4 horas (3394 + 40,7
contra 4897 + 44,9 pmol10 ul'mg’) (Fig. 1).
Relativamente aos niveis tecidulares de Gln no hipocam-
po e cértex, os valores nos animais controlo foram 10,3
+ 294 e 3388 + 32,0 pmol10ul’. mg 7, respectivamente.
A Meta induziu apenas um incremento nos niveis de glu-
tamina no hipocampo s 4 horas (1677 + 30,7 pmol10 ul’!
mg") relativamente ao controlo e as 24 horas (1104 + 294
e 80 + 10,7 pmol10 ul*mg, respectivamente (Fig. 1).

A razao glutamina/glutamato revelou as seguintes alte-
racdes nas 4reas estudadas: as 4 horas no hipocampo
(13 + 01, diferente dos outros tempos) e as 24 horas no
cortex frontal relativamente as 4 horas 10+01e0,6
0,08, respectivamente} (Fig. 2).

FIGURA 1 - Valores tecidulares de glutamato (Glu} e glutamina (GIn) nas
duas 4reas estudadas apos uma dose Unica de metanfetamina as 4, 24 e
72 horas. * P <0.05 diferenca estalisticamente significativa em relacao ao
controle; # P <0,05 diferenca estatisticamente significaliva entre as 4eas
24 horas. Os dados estao expressos como média + EPM n = 4-7 animais).
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3.2 - Expressdo das proteinas GS e GFAP

A administragao de Meta induziu um aumento da expres-
sdo da GS as 72 horas no cortex frontal (311% do controlo
correspondente). No entanto, ndo foi detectado um efeito
significativo na expressao desta proteina no hipocampo,
em nenhum dos periodos analisados (Fig. 3).

Este esquema de administragdo da droga aumentou a
expressdo de GFAP nas duas regides estudadas. Veri-
ficou-se um aumento da expressao de GFAP as 24 horas
no hipocampo (149% do controlo} e no cértex frontal, que
permaneceu elevada as 72 horas na Ultima area referida
(158% e 162% do controlo, respectivamente) (Fig. 4).

FIGURA 3 - Niveis de GS nas duas areas estudadas, as 4, 24 e 72 horas apos
a administracao de metanfetamina. §P <0,05 significativamente diferente de
todos os tempos analisados. Os dados estao expressos em percentagem do
controlo e s3o apresentados como média + EPM [n = 4-7 animais)
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FIGURA 4 - Niveis de GFAP nas duas areas estudadas, as 4, 24 e 72
horas apés a administragdo de melanfetamina § P <0,05 diferenga estatis-
licamente significativa dos outros periodos analisados * P <0,05 diferenga
significativa em relagao ao conlrolo. Os dados estao expressos em percen-
tagem do controlo e apresentados como média + EPM (n = 4-7 animais)
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4 - DISCUSSAO

A homeostasia do glutamato no cérebro desempenha
um papel importante nos processos fisiopatolégicos
[Lipton e Rosenberg, 1994; Price, 1999).

O presente estudo teve como objectivo caracterizar, em
fun¢do do tempo, o impacto de uma dose elevada tnica
de Meta (30 mg kg ), sobre o ciclo glutamato-glutamina
em duas regides cerebrais. Esta dose aguda simula o
equivalente a uma dose elevada no homem quando um
“iniciante” administra a mesma dose alta que um con-
sumidor habitual & capaz de tolerar, mas que ser4 letal
para o primeiro {Simées et al., 2007).

A Meta é um estimulante poderoso que aumenta a
concentragdo extracelular de glutamato no cérebro de
mamiferos (ver introducdo, Stephans e Yamamoto, 1994).
O glutamato & um amino4cido ubiquo que & vital para
todas as células, pelo seu papel na sintese proteica e
no metabolismo intermediario. Muitos receptores de
glutamato s&o activados por concentragdes micromolar
(1-10uM} (Sheldon e Robinson, 2007). Os valores extra-
celulares deste neurotransmissor devem ser mantidos
em niveis relativamente baixos para garantir um sinal
apropriado e para impedir a activacdo excessiva dos
seus receptores, o que pode resultar em dano ou morte
celular, um fendmeno conhecido por excitotoxicida-
de (Hansson e Ronnback 1995; Sheldon e Robinson,
2007). Este controlo minucioso é conseguido através
dos astrécitos que removem uma grande percentagem
(cerca de 80%) de glutamato libertado apds a actividade
neuronal, enquanto o restante se acumula em neurd-
nios pos-sinapticos (Verkhratsky e Kirchhoff, 2007).

O reservatério do glutamato parece ser mantido pelo
ciclo glutamato-glutamina {Rodrigo e Felipo, 2007), atra-
vés do didlogo entre os neurénios e astrécitos. Alem de
terem um papel importante no suporte metabélico (como
no transporte direcionado glicose-lactato} (Benarroch,
2005}, na regulagdo do pH e do fluxo sanguineo e na
modulagdo de resposta imunitaria, estas células gliais
também participam na comunicacdo bidireccional no
SNC, comprovado pela expressdo de receptores para
neurotransmissores, peptideos,<hormonas e citoquinas
na sua superficie (Hansson e Ronnback, 1995, Araque et
al,, 1999, Bezzi et al., 2001, Keyser et al., 2008). Alteracdes
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na sua funcdo parecem ter um papel crucial na patoge-
nese de multiplas entidades clinicas como na enxagueca,
epilepsia, doengas desmielinizantes, infecgdes, edema
cerebral, doengas neurodegenerativas ou na esquizo-
frenia (Keyser et al, 2008). Uma teoria recente sugere
que na esquizofrenia podera existir um decréscimo de
glutamato no cértex pré-frontal, com hipofun¢do dos
receptores NMDA, o que pode contribuir para os sinto-
mas negativos. A mesma alteragao, ao envolver projec-
cBes cortico-subcorticais, pode induzir uma subida dos
niveis de DA no estriado, originando sintomas positivos
(Halassa et al., 2007). A fenciclidina (PCP), antagonista do
receptor NMDA, induz sintomas negativos e positivos do
tipo esquizofrénico além dos défices cognitivos (Jentsch
and Roth, 1999). Outro exemplo de disfungdo glutama-
térgica parece estar presente na doenga obsessivo-
compulsiva, com aumento da libertagao do glutamato.
O riluzole, que bloqueia este mecanismo, tem sido usado
no alivio dos sintomas (Coric et al., 2005).

Relativamente ao nosso trabalho, foi medido o teor total
de Glu e Gln apds a administragao de Meta. O contetdo
de glutamato nos homogeneizados cerebrais reflecte
essencialmente um reservatoério neuronal, uma vez que
a glia ndo expressa grandes quantidades deste neuro-
transmissor (Waagepetersen et al,, 2003). Nao foram
encontradas alteracdes significativas nos niveis do
glutamato no hipocampo nem no cértex frontal relati-
vamente ao controlo. Tendo em conta que o glutamato
cerebral é essencialmente intracelular, os niveis podem
nio reflectir a actividade sindptica glutamatérgica
(Ongur et al., 2008). Os niveis de glutamato podem ter
sido restabelecidos pelo ciclo Glu-Gln, bem como pela
via do ciclo do 4cido tricarboxilico {TCA). Assim, estas
duas estratégias podem ter concorrido para garantir a
homeostasia do glutamato. O doseamento da glutamina
e o estudo da razdo GIn/Glu podem reflectir melhor
as modificactes no didlogo cruzado entre neurdnios
e astrocitos. A glutamina é a molécula que relaciona
0 metabolismo da aménia com a produgao dos neuro-
transmissores glutamato e GABA (Albrecht et al., 2007),
sendo sintetizada endogenamente pela glutamina sinte-
tase (GS) nos astrécitos (ver introdugdo). Os niveis teci-
dulares da glutamina reflectem predominantemente o

conteido intracelular (Erecinska e Silver, 1990), do qual
80% se estima ser glial (Ottersen et al., 1992). A concen-
tragao de glutamina nos astrocitos também reflecte a
quantidade de glutamato captado (Bak et al., 2006).

No nosso estudo, constatou-se um aumento dos niveis
totais de glutamina no hipocampo as 4 horas, ndo tendo
havido mudanga significativa nos valores do cortex
frontal em nenhum dos tempos estudados. Observou-
-se ainda um aumento da razao GIn/Glu no hipocampo
as 4 horas. Dado que o glutamato, em condigdes nor-
mais, fornece a maioria {80%-90%) do reservatorio
de substrato para a sintese de glutamina (Kanamori
et al. 2002), estes Ultimos resultados podem dever-se
ao aumento da conversdo do glutamato em glutamina
pela glutamina sintetase (GS). No cortex frontal apenas
se verificou um aumento da razao Gln/Glu as 24 horas
relativamente as 4 horas.

Para uma melhor caracterizagdo do comportamento
astrocitario apds administragdo de Meta, foram tam-
bém analisadas duas proteinas astrociticas, uma com
um papel estrutural - GFAP, e uma funcional - GS.
Estas proteinas tém sido estudadas noutras entidades
patologicas como epilepsia (Dutuit et al.,, 2000), isqué-
mia in vivo (Petito et al., 1992}, e estados de hiperamoni-
émia (Yamamoto et al., 1989) em modelos animais e em
doentes com Alzheimer (Robinson, 2000).

A GS tem uma importancia fulcral na desintoxicacéo da
amonia cerebral e na regulacdo metabolica do glutama-
to. A expressdo e a actividade desta proteina est&o cor-
relacionadas com a concentragao de glutamato extrace-
lular {Derouiche e Frotscher, 1991; Fonseca et al., 2005).
A titulo de exemplo, culturas primitivas de astrécitos
respondem ao glutamato com aumento da actividade da
GS. Além disso, a distribuicdo dos receptores e trans-
portadores gliais de glutamato tem correspondéncia
com a localizacdo da GS, sugerindo uma ligagao funcio-
nal entre a captagdo de glutamato e a sua degradag&o
(Suarez et al, 2002). Esta enzima desempenha, assim,
um papel central na manutengao do reservatério sinap-
tico de glutamato (Laake et al., 1995).

A administragdo de Meta. induziu um aumento da
expressdo da GS no cértex frontal as 72 horas. No
entanto este resultado nao tem tradugdo em alteragdes
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da razdo GIn/Glu relativamente ao controlo. Para além
do glutamato, factores tréficos neuronais bem como o
contacto directo entre astrocitos e a matriz celular dos
neurdnios podem condicionar sobreexpressdo de GS
{Albrecht et al., 2007). Apesar de n3o ter sido observa-
da qualquer mudanga na express&o da GS no hipocam-
po, o aumento da Gln sugere que houve aumento da
actividade da enzima ap6s administragao de Meta.

A gliose reactiva ou activagéo da astroglia ocorre em
resposta aos danos cerebrais induzidos por muitas
patologias do SNC, como j4 foi referido, e cursa habi-
tualmente com hipertrofia dos processos astrocitarios
e com aumento da expressdo dos filamentos interme-
diarios proteicos, em especial, do GFAP (O'Callaghan &
Miller, 1993; Pennypacker et al., 2000: Gongalves et al.,
2010}, o que ndo traduz necessariamente uma prolife-
racao glial {Sofroniew e Vinters, 2010). Esta proteina
é talvez o marcador de reactividade astrocitaria mais
sensivel e fidvel (Raivich et al,, 1999; Pekny e Nilsson,
2005). Os astrocitos sdo importantes ndo apenas para
resgatar neurdnios na 4rea lesada, mas também para
eliminar o excesso de glutamato a nivel sinaptico. A
protecgao conferida pela astroglia contra a excitotoxici-
dade do glutamato tornou-se evidente em experiéncias
in vitro: a remogao de astrécitos de culturas neuronais
induziu um aumento significativo da morte neuronal
apds administragdo de glutamato (Danbolt, 2001). No
entanto, além de desempenhar um papel neuropro-
tector, os astrocitos activados também podem ter um
papel neurotéxico, dependendo da natureza e extensao
dos danos, bem como do periodo temporal de perma-
néncia da manutencao do estimulo agressor (Miyatake
et al., 2005, Benarroch, 2005, Giaume et al., 2007).
Neste estudo, verificou-se que a administracdo aguda de
Meta induziu um aumento significativo da expressao de
GFAP nas éreas estudadas, confirmando que a dose utili-
zada foi neurotoxica. Os nossos resultados sio coerentes
com a activagdo da astroglia no hipocampo e no cortex
frontal de roedores, ja observada noutros trabalhos (Pubill
et al,, 2003, Simdes et al., 2007, Gongalves et al., 2010).
Em resumo, o presente estudo mostrou que a injeccao
de uma dose elevada de metanfetamina (30 mg.kg )
induziu um aumento da expressdo de GFAP nas duas

regides estudadas e um aumento da proporcao Gln/Glu
no hipocampo. O equilibrio do ciclo glutamato-glutamina
estd, pois, alterado, nesta area. Analisando os resulta-
dos por regido, detectaram-se alteragées precoces no
hipocampo, com aumento da proporcao Gln/Glu devido
a elevagao dos niveis de glutamina tecidual, seguida de
aumento da expressdo de GFAP as 24 horas. O cortex
frontal revelou aumento da expressdo do GFAP no
mesmo periodo temporal, mantida as 72 horas, e da
GS no Ultimo tempo estudado. Este aumento pode ser
secundario a reactividade dos astrécitos.

5 - CONCLUSOES

A patologia cerebral traduz, em grande medida, uma
patologia da glia, que, quando disfuncional, determina
0 grau de morte neuronal, os défices neurolégicos e
o prognéstico. As células da glia sao fundamentais na
homeostasia do glutamato (Giaume et al., 2007). A par-
ticipagdo do glutamato no desenvolvimento neuronal,
plasticidade sindptica, aprendizagem e meméria e em
estados patolégicos como epilepsia, isquémia neural,
dependéncia de drogas, dor neuropatica, ansiedade
ou depressdo tem limitado o uso de substancias com
efeito selectivo nas sinapses glutamatérgicas.

O aumento da razdo GIn/Glu no hipocampo parece
reflectir uma hiperactividade glutamatérgica e/ou uma
articulac@o defeituosa neuro-glial apés o uso da Meta.
Consistentemente, a proteina astrocitaria envolvida na
integridade do citoesqueleto (GFAP) foi expressa de
modo anormal, sugerindo que os astrocitos participam
na disfun¢do glutamatérgica desencadeada pela Meta.

Anomalias na neurotransmiss&o glutamatérgica relacio-
nadas com as células gliais podem representar novos
alvos terapéuticos em consumidores de metanfetamina.
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