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Resumo

Estudo do envolvimento da bioactivacao metabdlica no efeito hiponatrémico da

3,4-metilenodioximetanfetamina (“ecstasy”)

A 34-metilenodioximetanfetamina (MDMA; “ecstasy”), tal como outras
anfetaminas, tem sido considerada por muitos como sendo uma “droga segura”. No
entanto estdo descritas na literatura muitas respostas de toxicidade, reacgdes adversas e
mortes relacionadas com a sua ingestao recreativa.

Um dos seus efeitos adversos, potencialmente fatal, ¢ a hiponatrémia. Este efeito foi
relacionado com alteragcdes na secrecdo da hormona antidiurética (ADH, AVP ou
arginina-vasopressina) desencadeadas pela MDMA. A hiponatrémia foi apontada como
causa possivel para numerosas intoxicacdes severas e por vezes fatais decorrentes da
ingestdo desta droga. Estudos recentes in vivo, em humanos saudaveis do sexo
masculino, e in vitro, em hipotalamo isolado de rato, demonstraram que a bioactiva¢do
metabolica da MDMA, nomeadamente a desmetilenagao seguida pela O-metilagdo do
catecol resultante, ¢ crucial para a libertagdo da AVP quer in vivo quer in vitro.

Para a avalia¢do da contribui¢do desta via metabolica para a expressao in vivo do
efeito de hiponatrémia causado pela ingestdo da MDMA, ¢ crucial quantificar estes
metabolitos e relacionar o perfil metabodlico com a magnitude do efeito hiponatrémico.

Com este objectivo, foi desenvolvido e validado um método de GC-MS/MS para a
quantificagdo da MDMA e dos seus principais metabolitos, metilenodioxianfetamina
(MDA), 4-hidroxi-3-metoxianfetamina (HMA) e 4-hidroxi-3-metoximetanfetamina
(HMMA), no plasma e na urina.

Para melhor compreender a influéncia da MDMA e da sua bioactivacdo na secrecao
da AVP foram realizados estudos in vivo em ratos Wistar machos e fémeas, aos quais
foi administrada MDMA na dose 20 mg/kg.

Nos estudos realizados 1 hora apds a administracio de MDMA foram avaliados os
niveis plasmaticos de AVP e as concentragdes plasmaticas da MDMA e dos metabolitos
MDA, HMA e HMMA. Com estas quantificagdes foi possivel observar, nos ratos de
ambos os géneros, o aumento estatisticamente significativo dos niveis de AVP em

relacdo aos animais controlo, a0 mesmo tempo que ndo se detectaram correlagdes



estatisticamente significativas entre os niveis de AVP a MDMA e os metabolitos MDA,
HMA e HMMA.

Nos estudos realizados 24 horas ap6s a administragdo de MDMA foram avaliados os
niveis plasmaticos e urindrios de AVP e as concentragdes urinarias de MDMA, MDA,
HMA e HMMA. Os resultados destas determinagdes demonstraram que apesar de nao
se detectarem diferengas significativas nas concentragdes plasmaticas de AVP entre os
animais tratados e os animais controlo, existem diferencas estatisticamente
significativas para as concentragdes urinarias de AVP, verificando-se que os animais
tratados com MDMA apresentam concentragdes urinarias de AVP superiores. Além
disso verificou-se também que os animais tratados excretaram menos urina
relativamente a agua ingerida, mostrando o efeito anti-diurético desencadeado pela
AVP. Neste estudo foram também estabelecidas correlagdes positivas e estatisticamente
significativas entre os niveis de AVP e as concentracdes de MDMA, MDA, HMA e
HMMA. A correlagdio com maior significado estatistico foi estabelecida com o
metabolito HMMA.

Estes resultados permitiram pela primeira vez demonstrar a secrecdo da AVP em
ratos apds a administragdo da MDMA. Com estes estudos foi possivel observar, in vivo,
ndo so as alteracdes da secrecdo da AVP induzidas pela MDMA mas também as
consequéncias dessas alteragdes nomeadamente na resposta antidiurética e o
envolvimento desta resposta no efeito de hiponatrémia. Finalmente foi possivel observar
a contribuicao da bioactivagdo metabdlica para a secre¢do de AVP.

Estes resultados permitem assim compreender melhor o envolvimento da MDMA e

do seu metabolismo na resposta hiponatrémica.



Abstract

The role of metabolic biactivation in the Hiponatremic effect caused by

3,4-methylenedioxymethamphetamine (“ecstasy”)

Although considered as “safe drugs” by many, exaggerated responses and deaths
have been reported due to 3,4-methylenedioxymethamphetamine (MDMA; ecstasy)
abuse. One of the adverse effects associated with ecstasy intoxications is hyponatremia
that has been related with a disruption on the release of the antidiuretic hormone (ADH
or arginine-vasopressin) and pointed out as the possible cause of numerous severe and
fatal intoxications after intake of this drug. Recent in vivo studies with human healthy
volunteers and also in vitro studies performed with rat isolated hypothalamus have
shown that the metabolic bioactivation of MDMA, namely its demethylenation followed
by O-methylation of the resulting cathecol metabolite are crucial for the release of ADH
both in vivo and in vitro.

For the evaluation of the contribution of this metabolic pathway to the in vivo
expression of the hyponatremic effect of MDMA it is crucial to quantify these
metabolites, and to relate the metabolic profile with the magnitude of the hyponatremic
effect.

For this purpose, a GC-MS/MS method was developed to quantify MDMA and its
main metabolites: methylenedioxyamphetamine (MDA), 4-hydroxy-3-
methoxyamphetamine (HMA) and 4-hydroxy-3-methoxymethamphetamine (HMMA),
in plasma and urine.

To better understand the influence of MDMA and its metabolic bioactivation in the
secretion of AVP in vivo studies were performed with male and female Wistar rats, the
MDMA dose tested was 20 mg/kg.

In the studies preformed 1 hour after the MDMA administration the plasmatic levels
of AVP and the plasmatic concentrations of MDMA, MDA, HMA and HMMA were
evaluated. The plasmatic concentrations of AVP obtained with the treated animals were
compared with the concentrations obtained with the controls showing a statistically

significant increase of AVP levels in the animals treated with MDMA. Correlations



between the MDMA, MDA, HMA and HMMA and the AVP plasmatic levels were also
preformed. No significant correletions were obtained.

In the studies preformed 24 hours after the administration of MDMA the urinary and
plasmatic levels of AVP were evaluated. The concentration of MDMA, MDA, HMA
and HMMA were determined in plasma and urine. It was also established the ratio
between the volume of ingested water and the volume of excreted urine. The plasmatic
and urinary AVP concentrations obtained in the treated animals were compared with the
concentrations obtained from the controls. This compairison showed significant
increases of the urinary AVP levels in the treated animals. The evaluation of the
correlations between the urinary concentrations of AVP and the urinary concentrations
of MDMA, MDA, HMA and HMMA showed significant correlations between AVP and
MDMA, MDA, HMA and HMMA. The evaluation of the ratio between the volume of
ingested water and the volume of excreted urine showed that the treated animals
excreted less urine in comparison with the ingested water.

The studies performed with urines collected 24 hours after MDMA administration
have shown significant positive correlations between AVP and the concentrations of
MDMA, MDA, HMA and HMMA. The strongest correlation was established between
the concentrations of HMMA and AVP.

With this study it was possible to confirm the in vivo changes in the AVP secretion
profile and relate those changes with the levels of MDMA, MDA, HMA and HMMA.

It was also shown for the first time the induction of the secretion of AVP in male
and female rats, one hour after the administration of MDMA. The consequent

antidiuretic effect can be related with the hiponatremic effect.
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1. CAPITULO I - Introdugio

1.1.Enquadramento

A MDMA e seus efeitos toxicos t€ém sido alvos de estudo do Laboratorio de
Toxicologia da Faculdade de Farmacia da Universidade do Porto. A MDMA ¢ também
conhecida como “ecstasy” mas, nas formulagdes apreendidas, ¢ muito frequente a
presenga de outras substancias incluindo outras anfetaminas que, no seu conjunto,
aumentam a imprevisibilidade da utilizacao deste tipo de drogas (Parrott 2004).

A pertinéncia destes estudos prende-se com os elevados graus de incidéncia da
utilizagdo recreativa da MDMA (“ecstasy”) e dos efeitos toxicos subsequentes a
ingestao desta droga de abuso.

De acordo com dados da Organizacdo Mundial de Satide (OMS) existiram 8,5
milhdes de utilizadores de “ecstasy” no ano de 2004 (Organizagdo Mundial de Saude,
2004). Na Europa, o relatorio anual de 2007 do Observatorio Europeu da Droga e da
Toxicodependéncia (OEDT) revelou que para os jovens adultos entre os 15-34 anos a
prevaléncia da “ecstasy” variou entre 0,5 e 14,6% (Relatorio Anual 2006 do
Observatorio Europeu da Droga e da Toxicodependéncia, 2006). Na realidade
portuguesa, os estudos do Instituto da Droga e da Toxicodependéncia (IDT) mostraram
que a prevaléncia do uso da ecstasy em 2001 foi de 0.9% na populagdo dos 15 aos 34
anos. O relatério anual de 2006 do IDT mostrou que a prevaléncia nos alunos do 3°
Ciclo do Ensino Basico foi de 1,6% (Relatério Anual de 2006 do Instituto da Droga e da
Toxicodependéncia, 2006). Tal como adiante se ira referir, existem alguns sinais da
reducdo da prevaléncia de consumo da “ecstasy”. No entanto, novas formas de a utilizar
tém surgido, nomeadamente através da associacdo de outras substancias que podem
agravar os efeitos toxicos da droga.

A popularidade desta droga esta associada a falsa ideia de inocuidade e aos seus
efeitos psicoactivos. A acgdo da MDMA desencadeia sentimentos de empatia, aumenta
a auto-estima e a autoconfianca, com auséncia ou quase auséncia de efeitos
alucinogénios. Estas caracteristicas levaram a que esta droga fosse classificada como
entactogénica (Shulgin & Nichols 1978).

A incidéncia de factores adversos e de toxicidade ¢ imprevisivel e relativamente

frequente, muitas vezes com morbilidade e mortalidade associadas. Os utilizadores
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recreativos com mais experiéncia facilmente identificam as reacgdes adversas desta

droga (Green et al. 2003).

Este trabalho enquadra-se no estudo sobre os efeitos neuroenddcrinos da MDMA e
dos seus metabolitos. Pretende-se contribuir para a melhor compreensao da
hiponatrémia como efeito toxico desencadeado pela MDMA. O efeito hiponatrémico
esta relacionado com a alteragao da secre¢ao da hormona antidiurética (ADH, AVP ou
arginina-vasopressina) o que justifica o estudo da influéncia da MDMA na secregdo

dessa hormona.

1.2.0bjectivos do Trabalho

O objectivo deste trabalho consistiu no estudo do efeito da MDMA na secre¢do da
AVP e o envolvimento dos seus metabolitos 3,4-metilenodioxianfetamina (MDA), 4-
hidroxi-3-metoxiamfetamina (HMA) e 4-hidroxi-3-metoximetamfetamina (HMMA)
neste efeito. Com este objectivo dois trabalhos foram executados. O primeiro consistiu
na valida¢do de um método de GC-MS/MS para a quantificagdo simultanea da MDMA
e dos metabolitos em questdo em plasma e urina. O segundo trabalho consistiu nos

ensaios in vivo executados em ratos Wistar machos e fémeas.

Em resumo os objectivos dos trabalhos foram:

1° Trabalho: Validar um método de GC-MS/MS para a quantificacdo simultanea da
MDMA, MDA, HMA e HMMA.

2° Trabalho: Demonstrar, in vivo, o aumento da libertacio de AVP com a
administracio de MDMA. Estudar a correlagdo entre o perfil metabolico e a
expressdo do efeito hiponatrémico. Averiguar possiveis diferencas de género na

expressao do efeito.
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1.3.Estrutura da Dissertacao

Esta dissertacdo esta dividida em 6 capitulos:

— CAPITULO I: Introducio

— CAPITULO II: MDMA “Ecstasy” — Revisdo Geral
Neste capitulo faz-se uma revisdo sobre a historia da MDMA, desde a sua
descoberta até a utilizagdo recreativa como droga de abuso. S3o também referidas as
caracteristicas quimicas, as relagdes estrutura-actividade, a farmacocinética, bem como
os mecanismos de ac¢do farmacoldgicos e os efeitos toxicos. No que diz respeito as
manifestagoes de toxicidade da MDMA sao abordadas a neurotoxicidade e a toxicidade

ndo neuronal, referindo os principais alvos de toxicidade.

— CAPITULO III: MDMA e Hiponatrémia
Neste capitulo, no ambito da toxicidade neuroendécerina, é abordado em particular o
efeito de hiponatrémia desencadeado pela MDMA. Sao referidos o envolvimento ¢ a
importancia da arginina-vasopressina, bem como a importancia de outros efeitos tipicos

da MDMA que contribuem para o desencadear do efeito hiponatrémico.

— CAPITULO 1V: Validagio do Método GC-MS/MS para a Quantificagdo da
MDMA, MDA, HMA ¢ HMMA.
Neste capitulo faz-se a descricdo da validacio de um novo método para a

quantificagdo da MDMA, MDA, HMA e HMMA em plasma e urina.

— CAPITULO V: Estudos in vivo da Influéncia da MDMA na Secrecio da
AVP
Neste capitulo descrevem-se os estudos in Vivo realizados em ratos injectados
intraperitonialmente com MDMA na dose de 20 mg/kg e sacrificados 1 hora e 24 horas
apods a administragdo. Foram depois quantificados a AVP e os metabolitos no plasma de
todos os animais e nas urinas dos animais sacrificados 24h depois da administragdo.
Neste capitulo descrevem-se os protocolos experimentais utilizados nos estudos in

Vvivo assim como os resultados obtidos ¢ a respectiva discussao.
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— CAPITULO VI: Conclusdes Gerais
Neste capitulo sao apresentadas as conclusoes resultantes da execugdo dos trabalhos

experimentais.

— CAPITULO VII: Referéncias Bibliograficas
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2. CAPITULO II - 3,4-metilenodioximetanfetamina (MDMA) -

Revisao Geral

2.1.Introducio

A 3,4-metilenodioximetanfetamina (MDMA) foi originalmente sintetizada em 1912
pela induastria quimica Merck. Por essa altura o composto ndo foi sujeito a testes
farmacoldgicos ja que foi desenvolvido apenas como um precursor da sintese de
substancias hemostaticas (Freudenmann et al. 2006). Em consequéncia do interesse por
substancias semelhantes a adrenalina surgem, em 1927, os primeiros estudos
farmacologicos realizados pela Merck e em 1952 sdo realizados, testes toxicologicos.
S6 a partir de 1960 comegam a surgir publicagcdes regulares sobre a MDMA
(Freudenmann et al. 2006) e em 1970 ocorre a primeira identificagdio de MDMA em
comprimidos apreendidos nas ruas de Chicago (Freudenmann et al. 2006).

Os primeiros estudos em humanos foram realizados em 1978 por Shulgin & Nichols
com o objectivo de caracterizar a actividade simpaticomimética da MDMA (Shulgin &
Nichols 1978).

Durante as décadas de 70 e 80 ocorreu a disseminagdo da MDMA como droga de
abuso e, em 1984, surge na California a designacao de ‘‘ecstasy’’ (Freudenmann et al.
2006). A generalizacdo do uso fez com que, em 1985, esta substancia fosse classificada
nos EUA como “Schedule I controled substance”, ou seja, a MDMA passa a ser
colocada no grupo das substancias de abuso ndo seguras e sem utilidade terapéutica
(Freudenmann et al. 20006).

No entanto, antes desta classificagdo restritiva surgiram algumas tentativas de
utilizagdo terapéutica da MDMA, nomeadamente como coadjuvante terapéutico dada a
sua capacidade para aumentar a introspec¢do e induzir sentimentos de confianga e
empatia entre pacientes e terapeutas (Green et al. 2003).

As caracteristicas especificas da MDMA, no que respeita aos efeitos sobre as
emocdes e empatia, levaram a que Nichols sugerisse a inclusdo deste composto numa
nova classe de compostos. Os seus efeitos sdo distintos dos compostos representativos
dos alucinogénios como a dietilamida do 4acido lisérgico (LSD) e a mescalina. Assim foi

sugerida a nova classe dos entactogénios que incluiu a metilenodioxianfetamina (MDA)

10
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e a MDMA, e que corresponde as substancias praticamente sem ac¢do alucinogénia,
mas com capacidade de actuar sobre as emocdes e empatia. Estes efeitos sdo unicos e
traduzem-se em excitacao, estado de alerta, auto-confianca, diminui¢ao da sensagao de
fadiga, boa disposi¢ao, euforia e sentimento de proximidade e de ligagdo emocional

com as outras pessoas (de la Torre et al. 2004a; Nichols 1986).

2.1.1. Padrao de utilizacio

A utilizagdo da MDMA remonta a meados dos anos 70 como consequéncia da
descoberta dos seus efeitos psico-activos pelo bioquimico americano Shulgin (Shulgin
& Nichols 1978). As primeiras utilizagdes da MDMA ocorreram em sessdes de
psicoterapia, ja que os efeitos sobre a comunicabilidade dos pacientes foram
considerados positivos ao facilitar as relagcdes entre o terapeuta e o doente (Greer &
Tolbert 1986). Ao mesmo tempo que surgiu a utilizagdo terapéutica, ocorreu também o
inicio da utilizagdo recreativa (Parrott 2001). A utilizacao terapéutica foi gradualmente
abandonada durante os anos 70 e a MDMA foi abolida e classificada como ilegal em
diversos paises nomeadamente, no Reino Unido em 1977, e nos EUA em 1985 (Karlsen
et al. 2007). Apesar das restrigoes, a popularidade da MDMA como droga de abuso
cresceu. Em meados dos anos 80 esta era a droga mais utilizada nas festas de danga
conhecidas como ‘‘raves’’. A subcultura rave e as respectivas festas com multiddoes em
espagos pequenos € com musica electronica impulsionaram a rapida expansdo da
utilizagdo recreativa da MDMA. O baixo preco ¢ os efeitos entactogénios, associados a
falsa ideia de inocuidade contribuiram também para a disseminagao desta droga (Cole &
Sumnall 2003; Parrott 2001).

De acordo com dados da Organizacdo Mundial de Satde, estima-se que em 2004
existiram 8,5 milhdes de utilizadores de “‘ecstasy’” (Organizagdo Mundial de Satde,
2004).

Nos EUA o Instituto Nacional para o Abuso de Drogas (The National Institute of
Drug Abuse, 2004) relatou em 2004 que os utilizadores mais frequentes da ‘‘ecstasy’’
sdo os jovens e que existem 11 milhdes de pessoas a partir dos 12 anos de idade que
utilizaram ‘‘ecstasy’’ pelo menos uma vez durante a sua vida. Em inquéritos, realizados
por este instituto, que questionaram a utilizacdo de ‘‘ecstasy’’ foi possivel estimar que

em 2004 existiram cerca de 450 mil utilizadores nos 30 dias anteriores ao questionario

11
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(National Institue of Drug Abuse. Monitoring the Future: National Results on
Adolescent Drug Use, 2005). Embora exista ainda uma elevada prevaléncia da

2

“‘ecstasy’’ como droga de abuso verificou-se, nos Estados Unidos, que entre 2001 e
2005, ocorreu uma redugdo global da utilizacdo da “‘ecstasy’’ (United States National
Institue of Drug Abuse, 2005).

No caso da realidade europeia, acompanhada pelo Observatorio Europeu da Droga e
da Toxicodependéncia, verifica-se que, em 2007, a Europa continua a ser o principal
centro de Producdo de ‘‘ecstasy’’. No relatério anual de 2007 do Observatorio constata-
se que, das drogas leves, a ‘‘ecstasy’” continua a ser, a seguir a cannabis, a segunda
droga mais prevalente e estima-se que, em média, cerca de 3% dos adultos europeus
tenha utilizado ‘‘ecstasy’’ pelo menos uma vez na vida.

Na Europa, a semelhanga do que acontece nos EUA, o consumo da ‘‘ecstasy’’ ¢é
predominantemente juvenil. Nas faixas etarias entre os 15-34 anos as taxas de consumo
variam nos varios paises da comunidade entre 0,5-14,6%. As taxas de prevaléncia mais
elevadas correspondem a areas urbanas. E também importante referir que de 1995 a
2005 as taxas de prevaléncia em jovens com idades compreendidas entre os 15 e 16
anos aumentaram. Finalmente, o relatorio anual de 2007 do Observatorio indica que, em
geral, a prevaléncia da ‘‘ecstasy’’ pode estar a estabilizar ou até a diminuir, sendo este
fenémeno detectavel em paises como o Reino Unido e a Espanha onde a incidéncia de
“‘ecstasy’’ ¢ habitualmente elevada (Relatorio Anual 2007 do Observatdrio Europeu da
Droga e da Toxicodependéncia, 2007).

A realidade portuguesa mostra que a prevaléncia de uso da “‘ecstasy’’ em 2001 foi
de 0,9% na populagdo dos 15 aos 34 anos e foi semelhante a prevaléncia da cocaina e da
heroina (Instituto da Droga e da Toxicodependéncia, 2001). No estudo ESPAD
(European School Survey Project on Alcohol and Other Drugs) verificou-se que na
populagdo escolar portuguesa do 3° Ciclo do Ensino Bésico, as prevaléncias de
utilizagdo em 1999 e 2003 foram respectivamente de 2,3% e 4% mostrando uma
tendéncia crescente. Esta tendéncia inverteu-se entre 2002 e 2006 tal como demonstrou
o estudo HBSC/OMS - (Health Behaviour in School-aged Children 2006). Este
trabalho mostrou que, em 2002, 2,2% dos alunos sujeitos ao inquérito utilizaram
‘“‘ecstasy’’ pelo menos uma vez na vida, tendo havido em 2006 uma reducdo desta
prevaléncia para 1,6%. (Relatério Anual de 2006 do Instituto da Droga e da
Toxicodependéncia, 2006).
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2.1.2. Caracteristicas fisico-quimicas da 3,4-metilenodioximetanfetamina

(MDMA)

A MDMA (CAS 42542-10-9) ¢ uma feniletiletilamina incluida no grupo das
fenilisopropilaminas (Figura 1). As varias designagdes reflectem a sua estrutura e
também as suas accdes biologicas. Assim, esta molécula pode ser conhecida por:
“‘ecstasy’’; Speed; Adam; Meth; MDMA; 3.,4-metlenodioximetanfetamina; N-metil-
3,4-metilenodioxianfetamina, N-metil-1-1(3,4-metilenodioxifenil)-2-aminopropano;
3,4-methylenodioxi-N-a-dimetil-pB-feniletilamina, ou  o-dimetil-1,3-benzodioxol-5-
etanamina.

Sendo a sua férmula molecular C;;H;sNO,, o seu peso molecular ¢ de 193,25
unidades de massa atomica. Esta molécula apresenta um centro quiral podendo existir
dois enantidmeros: o S-(+)-MDMA e R-(-)-MDMA, que podem ser encontrados em
separado ou em mistura racémica. No uso ilicito recorre-se a toma da mistura racémica.
(de la Torre et al. 2004b)

Relativamente as caracteristicas fisico-quimicas, esta substancia, quando esta sob a
forma de base, apresenta-se como um 6leo com ponto de ebuli¢cdo entre 100 e 110 °C,
insoluvel em agua e soluvel em solventes organicos. Na forma de sal, apresenta-se no
estado solido (cristais) ou como 6leo de cor branca sendo soluvel em agua e de gosto
amargo (Shulgin 1986). O espectro do UV da MDMA apresenta um maximo de
absorvéncia a 286 nm, tipico do grupo metilenodioxifenilo. (Shulgin 1986)

Estdo descritas na literatura seis vias de sintese da MDMA (Shulgin 1986). Para a
produgdo ilicita da MDMA existem trés vias mais utilizadas: a via de Leukart-Wallach,
a via da aminacao redutiva e a via baseada no uso do bromopropano (Pifl et al. 2005). A
utilizacdo destas vias sintéticas leva a formac¢do ndo s6 de MDMA mas também de
subprodutos tais como a 1,3-bis(3,4-metilenodioxifenil)-2-propanamina e a N-formil-
1,3-bis(3,4-metilenodioxifenil)-prop-2-il-amina, ambos com capacidade de libertar

serotonina para a fenda sinaptica (Pifl et al. 2005).
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Figura 1 - Estruturas dos neurotransmissores dopamina, noradrenalina e serotonina, e estruturas de trés

compostos relacionados: mescalina, MDA e MDMA.

2.1.3. Relagao estrutura-actividade

A accao da MDMA ¢ altamente dependente da sua estrutura e dos seus grupos
funcionais. A estrutura assemelha-se, em termos espaciais, a das monoaminas
neurotransmissoras, dai que os locais de ac¢do sejam, de uma forma geral, comuns
(Figura 2) (Glennon 1999).

A MDMA é uma fenilisopropilamina incluida no grupo das arilalquilaminas. E uma
molécula com estrutura quimica semelhante a da d-anfetamina e da mescalina o que lhe
confere as propriedades de estimulante do sistema nervoso central, com acg¢do

alucinogénia apenas observavel para doses muito elevadas (Glennon 1999).
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Figura 2 - Estrutura geral das feniletilaminas e das fenilisopropilaminas pertencentes ao grupo das

arilalquilaminas.

Os derivados anfetaminicos tém por base a molécula da feniletilamina e distinguem-
se pelos varios substituintes. Na sua generalidade, estes derivados apresentam acgdo
estimulante do sistema nervoso central, mais evidenciada na anfetamina, e accao
alucinogénia, tipica da mescalina. Apesar da MDMA estar incluida neste grupo das
arilalquilaminas, apresenta caracteristicas distintas em relagdo as outras anfetaminas.
Enquanto que a 2,5-dimetoxi-4-metilamfetamina (DOM) e a 2-(4-bromo-2,5-
dimetoxifenil)-1-aminoetano (DOB) s3o anfetaminas com acc¢do alucinogénia, a
MDMA e a N-metil-1-(1,3-benzodiozol-5-il)-2-butanamina (MBDB) apresentam
caracteristicas unicas nomeadamente, auséncia parcial ou total de efeitos alucinogénios
e capacidade para aumentar o poder de introspec¢do e de sentimentos de empatia
(Figura 3) (Nichols 1986). Assim, tal como ja foi referido, a classificagao utilizada para
categorizar estas substincias foi reformulada e acrescentada de um novo grupo: os
entactogénios (Nichols 1986).

A MDA ¢ uma substancia se enquadra no grupo dos entactogénios mas que tem uma

accao alucinogénia mais intensa que a MDMA (Nichols 1986).

MM, KHCH,
CH,
H.CO
CCH, 0
CH. o—
DOM MDMA

Figura 3 - Exemplo de um alucinogénio: 2,5-dimetoxi-4-metilanfetamina (DOM) e de um entactogénio:

3,4-metilenodioximetanfetamina (MDMA).
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O interesse em estabelecer relagdes de estrutura-actividade surgiu alguns anos apos a
redescoberta da MDMA como droga de abuso. Mas, para que se estabelecam relagdes
entre a estrutura ¢ a actividade de uma substancia, ¢ necessario conhecer ¢ definir
claramente o tipo de actividade bioldgica da molécula em estudo. No caso da MDMA, e
da generalidade das drogas psicoactivas, ndo existe actividade bioldgica centrada num
s6 alvo. Essas substancias tém em geral uma actividade difusa e afectam varios
receptores, enzimas e sistemas organicos, sendo o seu efeito o resultado de todas essas
interacgoes (Nichols 1986). Este conjunto de factores dificultou os avangcos no
conhecimento das relagdes estrutura-actividade. Mesmo actualmente, apesar de estarem
definidos alguns dos alvos da MDMA, sdo poucas as referéncias encontradas na
literatura sobre esta area.

As caracteristicas estruturais que distinguem a MDMA relativamente aos derivados
anfetaminicos alucinogénios sdo trés (Nichols & Oberlender 1989; Nichols &
Oberlender 1990):

1. Substituicido no anel aromatico nas posi¢des 3 e 4 por oposicdo as
substitui¢des nos carbonos 3,4 ¢ 5 ou 2, 4 e 5 dos derivados alucinogénios.

2. Presenca do grupo metilo no grupo amina.

3. Estereoisomero mais activo ¢ o S-(+)-MDMA por oposicao aos derivados
anfetaminicos alucinogénios em que o estereoisomero levrogiro corresponde
ao mais potente.

De uma forma mais geral, Nichols & Oberlender (1989 e 1990) estabeleceram
quatro principios que permitem caracterizar 0s entactogénios e as anfetaminas
alucinogénias:

1. Substituigdes na posi¢ao 3 e 4 do anel aromatico nunca originam compostos
alucinogénios. Com a excep¢do da MDA, esta substitui¢do origina
entactogénios.

2. A metilacdo do grupo amina atenua muito a actividade alucinogénia.
Contudo, essa alteragdo ndo modifica muito a actividade entactogénia. A
introdug@o do grupo etilo na amina nao altera a actividade entactogénia.

3. Para os entactogénios a configuracdo estereoquimica mais activa
corresponde a S enquanto que para os alucinogénios corresponde a R.

4. A substituicdo do grupo o-metilo para um grupo a-etilo remove o efeito

alucinogénio mas ndo tem qualquer efeito nos entactogénios.
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2.2.Farmacologia da MDMA

A MDMA ¢ uma molécula que tem uma interac¢do complexa com o organismo, ja
que actua em diversos sistemas bioldgicos. Os varios locais de ac¢do desta substancia
incluem: o sistema serotonérgico, o sistema dopaminérgico ¢ o sistema adrenérgico,
levando a libertacdo de neurotransmissores. Em consequéncia, a sua utilizacdo
desencadeia alteracdes patologicas afectando numerosos 6rgaos e sistemas fisioldgicos.

(Green et al. 2003)

2.2.1. MDMA e Sistema Serotonérgico

O sistema serotonérgico ¢, em geral, considerado como o principal alvo da MDMA.
No rato, a MDMA tem maior afinidade para os transportadores pré-sindpticos do
sistema serotonérgico (SERT) do que para os seus homologos nos sistemas
dopaminérgico e adrenérgico (Rothman & Baumann 2003).

Nos humanos, a MDMA tem maior afinidade para o transportador pré-sindptico da
noradrenalina do que para o transportador da serotonina e da dopamina. (Han & Gu
2006). No entanto, no cérebro humano, a MDMA tem maior capacidade para a
libertagcdo de serotonina do que para a libertagcdo de dopamina e noradrenalina (Verrico
et al. 2005).

A ligagdo da MDMA ao transportador pré-sindptico inibe a recaptacdo da serotonina
e permite o seu transporte através da membrana para a fenda sindptica. O mecanismo
envolvido neste transporte ¢ designado por difusdo por permuta (Rudnick & Wall 1992;
Simantov 2004). Na fenda sinaptica, a MDMA liga-se competitivamente ao SERT
sendo transportada por este para o interior do axénio onde ¢ libertada. Aqui o local
activo do transportador fica disponivel para se ligar a serotonina deslocando-a depois
através da membrana para o espaco extracelular (Rudnick & Wall 1992; Simantov
2004). No interior do terminal do axdénio, ao atingir concentragdes elevadas, a MDMA
consegue entrar nas vesiculas intraneuronais por difusdo passiva (Green et al. 2003).
Tratando-se de uma base fraca, conduz a um aumento do pH intravesicular e promove o

efluxo de serotonina para o citosol, o que finalmente facilita o mecanismo de difusao

17



Capitulo II - MDMA - Revisao Geral

por permuta através do qual a serotonina sai para o espago extracelular (Rudnick &
Wall 1992).

O envolvimento do SERT no mecanismo de accdo da MDMA pode facilmente ser
evidenciado mediante a sua inibi¢do com recurso a inibidores da recaptacdo da
serotonina como, por exemplo, a fluoxetina. (Gudelsky & Nash 1996). A deplegao de
serotonina vesicular através da reserpina leva também a diminui¢do da libertacdo de
serotonina (Sabol & Seiden 1998), o que mostra a importancia da difusdo passiva da
MDMA no sentido intravesicular para a libertacao final de serotonina.

A libertagao de serotonina para o espaco extracelular leva a activagao dos receptores
serotonérgicos. A activacdo de receptores pode também ocorrer por ac¢ao directa da
MDMA ja que ¢ agonista dos receptores dos subtipos 5-HT,a € 5-HT,c. A activagdo dos
receptores do subtipo 5-HT,n estd relacionada com o efeito alucinogénio das
anfetaminas. A MDMA tem um caracter pouco alucinogénio uma vez que € um agonista
fraco do receptor do subtipo 5-HT;4 (Green et al. 2003).

Outra importante ac¢do da MDMA ¢ o seu efeito sobre duas enzimas essenciais para
a sintese e metabolismo da serotonina: a triptofano hidroxilase (TPH) e a monoamina
oxidase (MAO).

A triptofano hidroxilase ¢ a enzima que catalisa o passo limitante da sintese da
serotonina. Esta enzima ¢ inibida in vivo apds a administragdo de MDMA (Che et al.
1995; Johnson et al. 1989; Schmidt & Taylor 1987; Stone et al. 1989). Estudos
realizados em ratos demonstram que a inibi¢do da TPH pode ser detectada mesmo duas
semanas apds uma unica administracdo de MDMA (Schmidt & Taylor 1987). No
entanto, ensaios de inibigdo in vitro mostram que a MDMA ndo inibe directamente a
TPH (Schmidt & Taylor 1987). Estudos com substancias bloqueadoras do influxo de
calcio como a flunarizina demonstraram menor inibi¢do da TPH apo6s administragdo de
MDMA (Johnson et al. 1989), indicando o possivel envolvimento do influxo de célcio
no mecanismo de inibicdo enzimdtica. Estudos mais recentes mostram que o
metabolismo da MDMA a uma quinona (Rattray 1991) pode levar a inibicdo da TPH
por reacgdo entre a quinona e os grupos sulfidrilo da enzima. Esta hipdtese ¢ suportada
pela possibilidade da enzima readquirir a actividade metabolica ap6s reacc¢ao de reducao
em condi¢des anaerdbias (Stone et al. 1989). Finalmente, demonstrou-se que a inibi¢ao
desta enzima ¢ dependente da temperatura ambiente: em ratos mantidos a temperaturas
elevadas a administragdio de MDMA inibiu a TPH enquanto nos animais mantidos a

temperaturas baixas a inibicdo nao ocorreu (Che et al. 1995). Este fendmeno leva a crer
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que o mecanismo de inibigdo da TPH pode depender também da presenca de espécies
reactivas de oxigénio (ROS) e de espécies reactivas de azoto (RNS) que estdo presentes
em maior quantidade a temperaturas elevadas (Colado et al. 1997).

Em relagcdo a enzima catalitica monoamina oxidase, a MDMA actua como um
inibidor competitivo. Inibe preferencialmente a MAO,, que ¢ o tipo com maior
afinidade para a serotonina, e inibe também a MAOg, prolongando a estimulagdo

simpatica (Leonardi & Azmitia 1994).

2.2.2. MDMA e Sistema Dopaminérgico

A libertagdo de Dopamina (DA) induzida pela MDMA foi demonstrada quer in vivo
(Koch & Galloway 1997; Nash & Brodkin 1991; Yamamoto et al. 1995; Yamamoto &
Spanos 1988) quer in vitro (Schmidt et al. 1987).

A administragdo de MDMA a ratos desencadeia rapidamente, a nivel do estriado,
um aumento da concentracdo de dopamina e também a diminui¢do da concentracdo dos
seus metabolitos, o 4acido dihidroxifenilacético (DOPAC) e o acido homovanilico
(HVA) (Colado et al. 1999). A diminui¢do aguda destes metabolitos pode ser em grande
parte explicada pela inibicdo da MAO (Colado et al. 1999; Colado et al. 2004).

A nivel cerebral, o envolvimento do transportador pré-siniptico na libertagdo da
dopamina permanece controverso (Green et al. 2003). Foi demonstrado que o efeito da
MDMA a nivel serotonérgico leva, pelo menos em parte, a activacdo das vias
dopaminérgicas com libertagdo de dopamina (Gudelsky & Nash 1996). Além disso, a
MDMA ao actuar como agonista dos receptores 5-HT,s e 5-HT,c dos neurdnios
gabaérgicos (Nash 1990; Sprague et al. 1998) desencadeia a diminui¢do dos niveis de
acido y-aminobutirico (GABA) com a consequente estimulagdo da sintese e libertagdo
de dopamina (Nash 1990; Yamamoto et al. 1995).

Crespi e colaboradores (1997) demonstraram que a libertacdo aguda de dopamina
induzida pelas anfetaminas MDA, MDMA, MDEA e MDBA ¢ um fendémeno
dependente de influxo de célcio através de canais de célcio de tipo P (Crespi et al.

1997).
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2.2.3. MDMA e Sistema Adrenérgico

Estudos in vitro demonstraram que a MDMA ao actuar em tecido cerebral do
hipocampo e do estriado, desencadeia a libertacdo de noradrenalina (NA) sendo esta
libertacdo bloqueada pela desipramina (bloqueador da recaptagdo neuronal da
noradrenalina) (Fitzgerald & Reid 1990).

Tal como ja se referiu, nos humanos, a MDMA tem maior afinidade para o
transportador pré-sinaptico da noradrenalina do que para o transportador da serotonina e
da dopamina. (Han & Gu 2006). No entanto, in vivo, a importancia da libertacdo de
noradrenalina directamente pela accdo da MDMA sobre os transportadores pré-
sinapticos permanece pouco esclarecida podendo os efeitos sobre o sistema adrenérgico
resultar de uma mediagdo indirecta por mecanismos serotonérgicos (Green et al. 2003).
Os efeitos cardiovasculares da MDMA detectados em humanos sdo contrariados
essencialmente pela administragdo de citalopram, sugerindo que a libertagdo de NA
(responsavel por esses efeitos) resulta essencialmente da activagdo do sistema
serotonérgico e nao da interaccdo directa da MDMA e/ou dos seus metabolitos com o

sistema de recaptacdo da noradrenalina. (Liechti & Vollenweider 2000).

2.2.4. Resposta Neuroendocrina

A MDMA faz elevar os niveis de corticosterona e de prolactina. O aumento da
corticosterona ¢ dependente da dose. Pelo contrario, o aumento da prolactina nao
depende da dose. A utilizagdo dos inibidores da recaptagdo da serotonina como: a
quetanserina, mianserina ou fluoxetina atenuam a elevagao de corticosterona causada
pela MDMA, indicando que este mecanismo ¢ dependente do sistema serotonérgico. Os
niveis de prolactina ndo sdo afectados pelos inibidores da recaptacdo da serotonina
(Nash et al. 1988).

Burns e colaboradores verificaram também o aumento da secrecao de aldosterona e
renina apds a administracdo de MDMA a ratos e sugeriram que este aumento se deveu a
accdo do sistema serotonérgico (Burns et al. 1996).

Estudos in vitro usando tecido hipotaldmico de rato demonstraram que a MDMA

leva ao aumento de oxitocina e vasopressina (AVP), sendo a resposta dependente da
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dose (Forsling et al. 2001; Forsling et al. 2002). O aumento da vasopressina induzido
pela MDMA foi relacionado com a ocorréncia de hiponatrémia acompanhada com
edema cerebral, sendo esta uma resposta potencialmente fatal. Este mecanismo de
toxicidade sera abordado com mais pormenor no CAPITULO III - Hiponatrémia e
MDMA (Forsling et al. 2001; Forsling et al. 2002; Maxwell et al. 1994; Parr et al.
1997).

2.2.5. Resposta Imune

A administragdo de MDMA a ratos desencadeia um aumento dependente da dose de
corticosterona (Nash et al. 1988) que ¢ detectavel 30 minutos ap6s a administragdo
(Connor et al. 1998). Apesar de este aumento ja ndo ser detectavel 6 horas apds a
administracdo (Connor et al. 1998), a contagem total de linfécitos aos 30 minutos e as 6
horas revelou uma reducdo em 50% do numero total inicial. Além disso, verificou-se
também a supressao da proliferagdo linfocitaria induzida pela concavalina A (Connor et
al. 1998). Estas observagdes sugerem que os utilizadores da MDMA podem estar
sujeitos a imunossupressao.

Os estudos de Connor e colaboradores demonstraram que estas alteragdes funcionais
desencadeadas pela MDMA s6 ocorrem com o aumento de corticosterona plasmatica,
logo ¢ um efeito relacionado com a sua ac¢ao glucocorticoide (Connor 2004; Connor et

al. 1998).

2.2.6. Efeito no Sistema Termorregulador

A alteracdo da temperatura corporal ¢ um dos efeitos mais conhecidos da MDMA. A
administracdo da MDMA a ratos colocados a temperatura ambiente (20-22 °C) produz
uma resposta hipertérmica traduzida por aumentos de 1 a 2 °C da temperatura corporal.
O pico desta resposta ¢ detectado entre os 40 e os 60 minutos apds a administragdo
(Green et al. 2003).

A variacdo da temperatura corporal induzida pela MDMA depende da temperatura
ambiente. Estudos de Malberg e Seiden em ratos Holtzman revelaram, apds a

administracdo de MDMA, respostas hipotérmicas para temperaturas ambientes de 20-22
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°C e respostas hipertérmicas para os animais mantidos a 28-30 °C (Malberg & Seiden
1998). Outro estudo, em ratos, mostrou resposta hipertérmica para temperatura
ambiente de 22 °C e resposta hipotérmica para 17 °C, mostrando que existe grande
sensibilidade a pequenas varia¢des da temperatura ambiente (Dafters & Lynch 1998).

As diferentes respostas dos animais a MDMA, em fun¢do da temperatura ambiente,
estdo relacionadas com os efeitos da MDMA nos mecanismos termorreguladores.
Gordon e colaboradores executaram um estudo em ratos com o objectivo de determinar
a actividade metabolica, quantificar a perda de agua por evaporagdo e determinar a
temperatura rectal em ratos mantidos a diferentes temperaturas ambiente. Os ratos
mantidos a 10 °C apresentaram respostas hipotérmicas sem alteracdes na actividade
metabodlica. Por outro lado, os ratos mantidos a 20 e 30 °C apresentaram respostas
hipertérmicas com grandes perdas de 4gua por evapora¢do e com aumento da actividade
metabolica (Gordon et al. 1991).

Um estudo mais recente sobre os mecanismos termorreguladores, detectou que a
temperatura da cauda ndo varia ap6s a administracdo de uma dose de MDMA (Mechan
et al. 2002). Como a vasodilatacdo dos vasos sanguineos da cauda ¢ um mecanismo de
perda de calor, este estudo sugere que a MDMA interfere com este mecanismo de
termorregulacao (Mechan et al. 2002). Esta descoberta esta de acordo com a auséncia de
reposta hipertérmica nos animais mantidos a temperaturas baixas. Provavelmente,
quando os ratos sdo mantidos a temperaturas baixas a perda dos mecanismos de
termorregulacdo assume menor relevancia na dissipa¢do de calor, e a hipertermia nao

ocorre (Green et al. 2003).

2.2.6.1. Farmacologia e patofisiologia da resposta hipertérmica

A origem molecular da hipertermia ¢ difusa, podendo estar relacionada com a ac¢ao
da MDMA a nivel do sistema nervoso central e a nivel periférico.

Na comunidade cientifica ¢ consensual a ideia de que a estimula¢do do sistema
serotonérgico desencadeia resposta hipertérmica. A utilizacdo de L-triptofano com
inibidores da monoaminaoxigenase (MAQO) corresponde a um exemplo de uma
associacdo pro-serotonérgica capaz de aumentar a temperatura corporal (Grahame-
Smith 1971). Outro exemplo ¢ a hipertermia provocada pela droga de abuso p-

cloroamfetamina (PCA) devido a sua capacidade de libertar serotonina (Colado et al.
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1993). Assim, considerou-se que a hipertermia provocada pela MDMA teria origem na
activacdo de receptores serotonérgicos (Shankaran & Gudelsky 1999).

No entanto, apesar de a MDMA ter como alvo o sistema serotonérgico, verificou-se
que a hipertermia resulta da capacidade desta molécula libertar dopamina. A utilizagdo
dos antagonistas metisergida e ritanserina selectivos para os receptores 5-HT,4 € SHT,¢
respectivamente, ndo bloquearam a resposta hipertérmica da MDMA (Mechan et al.
2002). A dissociacdo entre a resposta hipertérmica e a estimulacdo serotonérgica foi
também confirmada pela utilizacdo do inibidor da recaptagdo da serotonina, a
fluoxetina. Esta molécula, capaz de inibir quase totalmente o aumento intracelular de
serotonina, ndo teve qualquer efeito na resposta hipertérmica dos animais em estudo
(Malberg et al. 1996).

A confirmag¢do do envolvimento da dopamina na reposta hipertérmica surgiu quando
a utilizacdo do antagonista selectivo para os receptores da dopamina D;, SCH 23390,
produziu uma resposta inibitoria da hipertermia, tendo sido essa inibi¢ao dependente da
dose (Mechan et al. 2002).

Além do envolvimento da dopamina ¢ também conhecida a necessidade da activacao
do sistema nervoso simpatico para desencadear a resposta hipertérmica. A
administracdo de antagonistas para os receptores adrenérgicos a; € para os receptores
adrenérgicos B3 atenuou a resposta hipertérmica quando usados separadamente. A co-
administrardo dos dois tipos de antagonistas resultou no desaparecimento da resposta
hipertérmica (Sprague et al. 2003). Este fendmeno pode estar relacionado com a
inibicdo da vasoconstricdo cutanea desencadeada pela MDMA (Pedersen & Blessing
2001).

O aumento da temperatura do organismo ¢ acompanhado com aumentos
significativos da temperatura do musculo esquelético, fenomeno que ¢é revertido
também pelo bloqueio dos receptores B3 (Sprague et al. 2003). As capacidades
inibitdrias dos antagonistas dos receptores 3 sobre a hipertermia muscular induzida
pela MDMA sugere o envolvimento das proteinas de desacoplamento na termogénese
induzida pela MDMA a nivel do musculo (Rusyniak et al. 2005). De facto, ratos
deficientes em proteina de desacoplamento 3 (UCP-3) ndo sdo sensiveis aos efeitos
hipertérmicos da MDMA, sendo resistentes aos efeitos letais da hipertermia (Mills et al.
2003). Rusyniak e colaboradores mostraram que a MDMA desencadeia o
desacoplamento da fosforilagdo oxidativa in vivo, mas o mecanismo permanece

desconhecido. Estes estudos mostram que o desacoplamento ocorre através de
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mecanismos indirectos logo independentes de efeitos directos da MDMA e dos seus
metabolitos, resultando em redugdes de ATP e fosfocreatina com a consequente
hipertermia e rabdomiolise.

O eixo hipotalamo-pituitdria-tirdide parece contribuir também para o fenomeno da
hipertermia. A administragdio de MDMA a ratos sem hipotalamo ou sem tirdide nao
desencadeou resposta hipertérmica ocorrendo até uma resposta paradoxal de hipotermia
(Sprague et al. 2003). Nesse estudo, a hipertermia foi fortemente associada a tiroxina
(hormona T4) j& que nos animais tiroidectomizados a administragdo de tiroxina
reactivou a hipertermia induzida pela MDMA (Sprague et al. 2003). Foi entdo proposto
um mecanismo em que o sistema nervoso simpatico € o eixo hipotalamo-pituitaria-
tirdide sdo activados pela MDMA e que através dos agonistas 3, agonistas o, € tiroxina
desencadeiam hipertermia pela activacao das proteinas de desacoplamento (Sprague et

al. 2003).

2.3.Toxicocinética da MDMA

2.3.1. Absorcao e Distribuicao

A MDMA ¢ uma amina que pode existir como base livre ou como sal de véarios
acidos. Os utilizadores recreativos desta substancia recorrem normalmente a sais que
sdo soluveis em 4dgua e que podem ser administrados por via oral, inalatéria ou
intravenosa. A via de administracdo mais comum ¢ a via oral, através da ingestdo de
comprimidos em dose Unica (Kalant 2001).

Viérios estudos mostram que as dosagens mais comuns variam entre os 80 e os 150
mg de MDMA e que os utilizadores mais experientes podem repetir a administragdo
mais do que uma vez ao longo de cada utilizagdo. Na utiliza¢do recreativa, o inicio dos
efeitos estimulantes, psicologicos e eufdricos ocorre entre os 20 e os 60 minutos, com
um efeito maximo observado entre os 60 e os 90 minutos apods a ingestao (Green et al.
2003). Os efeitos da MDMA duram cerca de 6 horas (Hegadoren et al. 1999).

A MDMA ¢ extensivamente metabolizada no figado. No entanto, ¢ importante
considerar que o metabolismo também ocorre noutros 6rgaos. O metabolismo cerebral

da MDMA, apesar de ndo contribuir decisivamente para a depuracdo global da
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substancia, parece ter importancia na neurotoxicidade e nas diferentes respostas de cada
utilizador a substancia (de la Torre et al. 2004a).

A concentragdo plasmatica méxima ¢ atingida 2 horas apds a administragdo
(tmax=2h). O tempo de semi-vida para uma dose de 100 mg é de 8-9 horas ¢ o volume de
distribuicao ¢ de cerca de 4L/kg (de la Torre et al. 2004a). O efeito de primeira
passagem ¢ consideravel, ja que o metabolito plasmatico mais comum (HHMA ou 3,4-
dihidroximetanfetamina) tem um ty,x pouco maior do que 2h (de la Torre et al. 2004b).
A ligagdo as proteinas plasmaticas ¢ baixa, e ¢ da ordem dos 20% (de la Torre et al.
2004a).

A administragdo de diferentes doses leva a variacdes nao proporcionais das
concentragdes plasmaticas, o que sugere que a MDMA tem uma cinética ndo linear. A
“‘clearance’’ renal ¢ constante mas a ‘‘clearance’’ ndo renal diminui com o aumento da
dose (de la Torre et al. 2000). Este fenomeno parece estar relacionado com a capacidade
da MDMA inibir o citocromo P450, levando a redugdo do metabolismo hepatico, o que
justifica a cinética ndo linear (de la Torre et al. 2000). Num estudo clinico, foram
administradas a nove individuos duas doses de 100 mg de MDMA separadas por 24
horas. Verificou-se que, na segunda administragdo, as concentragdes plasmaticas eram
de tal forma elevadas que ndo podiam ser explicadas apenas pela acumulacao da droga,
indicando a ocorréncia do fenémeno de inibi¢do metabdlica com duracdo superior a 24
horas (Farré et al. 2004)

A falta de proporcionalidade e a cinética ndo linear da MDMA, resultante da
inibicdo do metabolismo realizado pelo citocromo P450 CYP2D6, faz com que a
administracdo de doses repetidas se torne uma atitude perigosa pois, na segunda
administracdo, os niveis plasmaticos da MDMA podem ser imprevisivelmente elevados
(Farré et al. 2004).

A disposicdo da MDMA parece ser estéreo-selectiva ja que a administracao do
racemato leva a perfis plasmaticos distintos para os dois enantiomeros. Assim,
verificou-se que a concentragdo plasmatica maxima obtida para o enantiomero R-(-)-
MDMA ¢ significativamente maior do que a concentragdo plasmatica maxima do S-(+)-
MDMA. Além disso, o enantidmero farmacologicamente mais activo [S-(+)-MDMA] ¢
mais rapidamente eliminado (Fallon et al. 1999; Pizarro et al. 2004). Uma possivel
explicagdo, estd no facto de o metabolismo da MDMA ser também estéreo-selectivo ja
que a isoenzima CYP2D6 tem maior afinidade para o (S)-(+)-MDMA, resultando em

tempos de semi-vida mais curtos para este enantiomero (de la Torre et al. 2004b).
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2.3.2. Metabolismo da MDMA

O metabolismo da MDMA foi extensamente estudado e encontra-se descrito e
caracterizado em vérias revisdes (Figura 4) (de la Torre et al. 2004b; Green et al. 2003).
As reacgdes que ocorrem sdao em, grande parte, responsaveis pelas manifestacdes de
toxicidade aguda e cronica caracteristicas da substancia, ja que ocorre um fendmeno de
bioactivacao metabolica (Morton 2005).

A MDMA ¢ metabolizada por duas vias metabodlicas principais:

1. O-desmetilenagdo, seguida da metilagdo mediada pela catecol-O-
metiltransferase e/ou por conjugagdo com acido glucuronico ou sulfato (vias
metabolicas II e IV representadas na Figura 4).

2. N-desalquilacdo, desaminacdo e oxidagdo para formar as fenilcetonas
posteriormente oxidadas a derivados do acido benzdico, que finalmente
originam 4cidos hipuricos pela conjugagdo com glicina. (vias metabdlicas I,

[IT e V, representadas na Figura 4) (de la Torre et al. 2004b).
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Figura 4 - Metabolismo da MDMA. Representacdo das vias metabdlicas.

Via I: N-desmetilacdo; Via II: desmetilenacdo; Via III: desaminagdo oxidativa; Via IV: O-metilacao; Via
V: conjugagdo com a glicina. Legenda de Abreviaturas: MDMA, 3,4-metilenodioximetanfetamina; MDA,
3,4 metilenodioxianfetamina;, HHMA ou N-Me-0-MeDA, dihidroxiabfetamina ou N-metil-a-
metildopamina; o-MeDA, o-metildopamina; HMMA, hidroximetoximetanfetamina, HMA,
hidroximetoxianfetamina; PIPAC, peperonilacetona; MDHA, acido 3,4-metilenodioxihiptirico, DHPA,
3,4-diidroxifenilacetona; DHHA, acido 3,4-diidroxihipurico, HMPA, 4-hidroxi-3-metoxifenilacetona;
HMHA, acido 4-hidroxi-3-metoxihipurico (Carmo 2007).

27



Capitulo II - MDMA - Revisao Geral

A N-desmetilacio da MDMA mediada pelo citocromo P450 origina 3,4-
metilenodioxianfetamina (MDA). Ambas, MDMA e MDA, sofrem reac¢ao de
desmetilenacdo mediada pelo Citocromo P450 para originar os dois catecdis
respectivos, a 3,4-dihidroximetanfetamina (HHMA ou N-Me-a-MeDA) e a 3,4-
dihidroxianfetamina (HHA) também designada por o-metildopamina (a-MeDA). Por
sua vez, estes catecdis sdo metilados pela catecol-O-metiltransferase dando origem a 4-
hidroxi-3-metoximetanfetamina (HMMA) e a 4-hidroxi-3-metoxiamfetamina (HMA),
respectivamente. Os quatro metabolitos, HHMA, HHA, HMMA e HMA sao
conjugados com sulfato ou acido glucuronico e podem ser encontrados principalmente
no plasma e na urina (Green et al. 2003).

A sucessiva degradacdo da cadeia lateral da MDMA, HHMA ¢ HMMA através das
reaccdes de N-desmetilagdo e desaminagdo oxidativa originam os respectivos
deaminoxometabolitos: piperonilacetona (PIPAC); 3,4-dihidroxifenilacetona (DHPA);
4-hidroxi-3-metoxifenilacetona (HMPA). Finalmente, a conjugagdo das cetonas com
glicina vai originar os seguintes acidos hipuricos: 4acido 3,4-metilenodioxihiptrico
(MDHA), 4cido 3,4-dihidroxihiparico (DHHA) e 4cido 4-hidroxi-3-metoxihipurico
(HMHA).

A auto-oxidacao dos catecois resulta na formacao de radicais livres, ROS e RNS que
tém sido implicados na ac¢do neurotoxica da MDMA (Cadeta & Brannocka 1998). A
sua elevada reactividade permite a oxidagdo sucessiva originando as respectivas
quinonas que, por sua vez, sofrem oxidacao intramolecular originando os aminocromos.
Estes também oxidam para dar origem aos respectivos 5,6-hidroxindois que finalmente
polimerizam para formar pigmentos semelhantes a melaninas (Bolton et al. 2000).

Deste processo resultam grandes quantidades de ROS e RNS que, tal como as
quinonas, reagem com grupos nucledfilos nomeadamente: grupos sulfidrilo das
proteinas e da glutationa, lipidos e DNA (Bolton et al. 2000; Cadeta & Brannocka
1998).

Os metabolitos catecolicos podem também conjugar-se com moléculas de glutationa
num processo acompanhado pela formagdo de ROS e RNS (Hiramatsu et al. 1990).
Neste processo, formam-se os metabolitos: 5-(glutation-S-il)-a-MeDA, 2-(glutation-S-
il)- a-MeDA e a 2,5-bis(glutation-S-il)a-MeDA (Hiramatsu et al. 1990). A formacgao
destes aductos tem potencial toxico, sendo esta biotransformagdo uma via de toxificagao
para as células do rim (Carvalho et al. 2002b), do figado (Carvalho et al. 2001b;
Carvalho et al. 2004a; Carvalho et al. 2004b), do coragdo (Carvalho et al. 2004c) e do
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sistema nervoso central (Bai et al. 1999; Capela et al. 2007; Capela et al. 2006, Easton
et al. 2003).

50
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Figura 5 — Aductos com a glutationa.

2,5-bis(glutation-S-il)a-MeDA

Finalmente, foi identificada em ratos uma terceira via metabolica que consiste na
hidroxilagdo aromadtica com formacao de triidroxianfetaminas (triidroxianfetamina e
trildroximetanfetamina) (Lim & Foltz 1991). Estes metabolitos triidroxilados foram

mais tarde identificados como neurotoxicos (Zhao et al. 1992).

2.3.3. Excrecao

A principal via de excre¢do das anfetaminas em geral ¢ a via urindria, logo o pH
urinario ¢ um factor que condiciona a excre¢do renal. Como estes compostos sdo bases
fracas, a excrecdo renal aumenta com a acidificacdo da urina e diminui com a
alcalinizag¢do. Assim, o tempo de semi-vida destas substancias varia em fung¢ao do pH
urindrio havendo até utilizadores que recorrem ao bicarbonato com o objectivo de
prolongar os efeitos da droga (de la Torre et al. 2004a).

Os derivados anfetaminicos que possuem o substituinte metilenodioxilo no anel
aromatico sofrem metabolizagdo extensa, pelo que a quantidade excretada na urina sem
biotransformacdo ¢ relativamente pequena (de la Torre et al. 2004a). A MDMA ¢ um
exemplo deste fendmeno. Embora se consigam detectar moléculas intactas na urina, a
percentagem de MDMA ndo biotransformada e excretada ¢ de 15% do total
administrado. Assim, cerca de 80% da MDMA administrada é excretada sob a forma de
metabolitos (de la Torre et al. 2004a).

A clearance renal da MDMA ¢ constante e independente da dose administrada, por

contraposi¢o a clearance nao renal que depende da dose (de la Torre et al. 2004a).
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A MDA ¢ um metabolito encontrado no plasma em pequenas quantidades,
correspondendo a cerca de 8-9% da MDMA administrada, o que ¢ confirmado com uma
presenga urindria de 1% para a dosagem de 100 mg de MDMA (de la Torre et al.
2004b). Os principais metabolitos encontrados no plasma e na urina s3o a HHMA e a
HMMA. Ambas ndo sdo detectdveis na sua forma livre ja que sdo rapidamente
conjugadas com sulfato ou acido glucurdnico. A quantidade urinéria destes metabolitos
corresponde a cerca de 40% dos 100 mg de MDMA administrados (de la Torre et al.
2004b). A HMA ¢ um metabolito menor que aparece na urina, também conjugado,
numa quantidade correspondente a 1,5% da MDMA administrada (de la Torre et al.
2004b).

A excre¢ao da MDMA pode ocorrer por vias alternativas nomeadamente, através da
saliva e do suor. Estas vias alternativas constituem possibilidades ndo invasivas para a
detecgdo da ingestdo de MDMA (de la Torre et al. 2004a).

Os estudos farmacocinéticos demonstram que a excrecdo da MDMA também ¢
estereoselectiva sendo o isémero (S)-(+)-MDMA excretado mais rapidamente do que o

isomero (R)-(-)-MDMA (de la Torre et al. 2004b).

2.3.4. Farmacogenética — O polimorfismo genético e a MDMA

Nos humanos e mamiferos em geral, existem duas vias que assumem o papel
principal no perfil metabolico da MDMA: o sistema enzimatico citocromo P450 ¢ a
enzima catecol-O-metiltransferase (COMT) (de la Torre et al. 2004b).

Estas enzimas apresentam variacdes genéticas dentro da populacdo. A isoenzima
CYP2D6 do citocromo P450 ¢ altamente polimérfica existindo alteragdes genéticas que
modificam a expressdo da enzima e consequentemente, a sua actividade. Os individuos
com deficiéncias metabdlicas nesta isoenzima correspondem a 7-10% da populagdo
caucasiana Europeia e sdo designados de metabolizadores pobres (‘‘poor metabolizers’’
ou ““PM’s’’) (Bertilsson et al. 2002). Para a COMT, o polimorfismo genético leva a
existéncia de trés fendtipos: a COMT de alta actividade, a COMT de actividade
intermédia e a COMT de baixa actividade. Verifica-se que cerca de 25% da populagdo
caucasiana possui COMT de baixa actividade (Zhu 2002).

O polimorfismo genético da CYP2D6 poderia ser o factor explicativo para a

variabilidade interindividual nas manifestagdes de toxicidade da MDMA. Seria de
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esperar que os individuos com baixa capacidade metabolica fossem mais sensiveis aos
efeitos toxicos. No entanto, a MDMA inibe a isoenzima CYP2D6 e existem também
outras isoenzimas do citocromo P450 capazes de metabolizar esta molécula (Tabela 1) o
que faz prever que o polimorfismo tenha pouca importancia na expressao da toxicidade
aguda (de la Torre et al. 2004b; Maurer et al. 2000).

Em relagdo a COMT, esta ¢ responsavel pela metilagdo da HHMA em HMMA,
havendo indicios de que esta transformacgdo acarreta consequéncias na manifestacdo de
toxicidade. Estudos in vitro revelam que a HMMA ¢ a principal responsavel pelo
aumento da hormona anti-diurética (vasopressina) (Forsling et al. 2002). Esta alteragao
da secrecdo da vasopressina leva a hiponatrémia colocando em risco de vida o utilizador
de MDMA (Forsling et al. 2002). As diferengas interindividuais na secre¢do de

vasopressina podem estar relacionadas com o polimorfismo genético da COMT.

Tabela 1 - Isoenzimas do citocromo P450 envolvidas no metabolismo da MDMA e MDA (Maurer et al.

2000).

Desmetilenacio | N-desalquilagio
Molécula Alvo Isoenzima do citocromo P450 envolvida
u v Homem Rato Homem Rato
MDMA gggégé CYP2D1 CYP1A2 | CYPI1A2
CYP3A4 CYP3A2 | CYP2D6 | CYP2D1
CYP2D6 | CYP2D1
MDA CYP3A4 | CYP3A2

2.3.5. Interaccoes Farmacodinamicas e Farmacocinéticas com a MDMA

As substancias que inibem a CYP2D6 interferem com o metabolismo da MDMA e
de outras substincias que também sejam extensivamente metabolizadas por esta
isoenzima (de la Torre et al. 2004b).

Um bom exemplo desta interac¢do ¢ a utilizagdo concomitante de MDMA e
paroxetina. Um estudo executado por Segura e colaboradores usou a paroxetina como
inibidor metabolico da CYP2D6. Neste estudo foram criados dois grupos de
voluntarios: um grupo foi tratado com paroxetina administrada na dose terapéutica de
20 mg/dia durante 3 dias, enquanto que o outro foi tratado com placebo durante trés

dias. A administragao de 100 mg de MDMA aos individuos de cada grupo revelou uma
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AUC (‘‘area under the curve’: area sob a curva num grafico de concentracdo
plasmatica em fun¢do do tempo) 30% maior para o grupo tratado com paroxetina
(Segura et al. 2005). Este tipo de interaccdo pode ocorrer também com a fluoxetina
(Oesterheld et al. 2004).

No caso particular da paroxetina e da fluoxetina, além da interac¢ao farmacocinética
descrita pode ocorrer também interaccdo farmacodindmica ja que estas moléculas sdo
inibidores da recaptagdo da serotonina, podendo reduzir a quantidade de serotonina
libertada pela MDMA para a fenda sinaptica (Green et al. 2003; Mechan et al. 2002).

Outras interacgdes exclusivamente farmacocinéticas com potencial de inibir a
CYP2D6 e de aumentar as concentracdes plasmaticas de MDMA ocorrem com a
bupropiona, metabolitos do haloperidol, metadona, quinidina, pimozide, entre outros
(Oesterheld et al. 2004).

A forma mais grave de interac¢do farmacocinética ocorre com substancias capazes
de inibir em simultaneo as principais isoenzimas do citocromo P450 envolvidas no
metabolismo da MDMA: CYP1A2, CYP2D6 e CYP3A4. Nesta situacdo, o
metabolismo estd altamente comprometido com manifestagdes de toxicidade aguda
mais graves e evidentes. Um exemplo claro desta interac¢do ¢ o ritonavir. Este anti-
retroviral tem a capacidade de inibir varias isoenzimas do citocromo P450, CYP2B6,
2C9, 2C19, 2D6 e 3A4 o que permite o aumento da concentragdo plasmatica da MDMA
(Hesse et al. 2001; Moltke et al. 2000; Moltke et al. 1998). Existem varios relatos de
interacgoOes fatais e ndo fatais que realgam a perigosidade da co-administragao (Henry &
Hill 1998).

Podem também ocorrer interaccdes farmacodindmicas que resultam da co-
administrardo de MDMA com substancias com ac¢do pro-serotonérgica. Por vezes,
estas substancias encontram-se em formulagdes contendo MDMA: anfetaminas ¢/ou
MDA. Também se adicionam intencionalmente cocaina, dextrometorfano, tramadol,
venlafaxina, litio, clomipramina e outras substincias que podem levar com maior
facilidade a sindrome serotonérgica e ao maior risco de toxicidade fatal e ndo fatal
(Oesterheld et al. 2004).

Esta sindrome caracteriza-se por uma actividade fisica intensa e descoordenada,
confusdo mental, bruxismo, agita¢do, hipertermia, reflexos aumentados, tremuras,
rabdomiolise, acidose metabdlica, mioclonus (contrac¢des involuntarias de grupos de
musculos), nistagmos (movimentos involuntarios dos olhos) e trismus (contrac¢do

tonica dos musculos da mastigacao) (Schifano 2004).
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Finalmente, sdo de referir as interac¢des farmacodinamicas entre a MDMA ¢
substancias que inibem a MAO como a meclobemida que também podem desencadear a

sindrome serotonérgica (Vuori et al. 2003).

2.4.Neurotoxicidade da MDMA

Na comunidade cientifica ¢ amplamente aceite que a utilizacio da MDMA
desencadeia neurotoxicidade. Os utilizadores recreativos podem sofrer efeitos
neuropsiquiatricos resultantes das alteragdes cerebrais causadas pela droga (Morton
2005).

O estudo da neurotoxicidade da MDMA em modelos animais recorre principalmente
a ratos e primatas nao humanos. Existem também estudos de neurotoxicidade em
humanos (Lyles & Cadet 2003).

No rato, estudos neuroquimicos e anatdémicos mostraram reducdes a longo prazo de
marcadores do sistema serotonérgico. Verificaram-se a diminui¢do dos niveis de
serotonina ¢ do seu principal metabolito (5-HIAA ou acido 5-hidroxoindolacetico), a
reducdo do nimero de transportadores de recaptacdo da serotonina (SERT) e a inibi¢do
da triptofano hidroxilase (TPH) (enzima responsavel pela reac¢do limitante da sintese
de serotonina). (Lyles & Cadet 2003). No cérebro do rato, as redugdes mais severas dos
niveis de serotonina ocorrem no neocortex, corpo estriado e no hipocampo (Lyles &
Cadet 2003).

Estudos de histologia demonstraram, no rato, a degenera¢do dos terminais nervosos
apos a administragdo de MDMA. A utilizacdo de anticorpos especificos para a
serotonina permitiu detectar a perda de axdénios no neocortex, estriado e hipotdlamo
(Lyles & Cadet 2003).

A neurotoxicidade a longo prazo, detectada em ratos, foi também encontrada em
primatas nao humanos, sendo estes ultimos mais sensiveis (Ricaurte 1989; Souza et al.
1990). Tal como no rato, foram detectadas reducdes nos niveis de serotonina cerebral e
do seu metabolito 5-HIAA. Também se observaram redugdes do SERT e da THP
(Ricaurte et al. 1988a; Ricaurte & McCann 1992; Ricaurte et al. 1988b; Souza et al.
1990).

Em primatas ndo humanos, a redug¢do dos niveis de serotonina continuou a ser

evidente 7 anos apds a administracdo (Hatzidimitriou et al. 1999). Detectaram-se
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também reducdes do nimero de axonios serotonérgicos duas semanas e sete anos apos a
administracio de MDMA (Hatzidimitriou et al. 1999). No hipotdlamo e nas amigdalas a
destrui¢do de axonios serotonérgicos foi acompanhada de uma reorganiza¢do das
projecgdes serotonérgicas ainda existentes. No entanto, esta reorganiza¢ao foi anormal
(Fischer et al. 1995).

Em relagdo ao sistema dopaminérgico, verifica-se que a administragdo de MDMA
em ratos desencadeia rapidamente, a nivel do estriado, um aumento da concentracdo de
dopamina e também a diminuicdo da concentracio dos metabolitos do 4acido
dihidroxifenilacético (DOPAC) e do 4acido homovanilico (HVA) (Colado et al. 1999). A
redu¢do das concentragdes dos metabolitos da dopamina resulta provavelmente da
reducdo do metabolismo intraneuronal, isto porque a recaptacdo e a MAO, estdo
inibidas pela MDMA e seus metabolitos. Por outro lado, os estudos realizados em
humanos nao detectaram alteracdes nos niveis dos metabolitos da dopamina,
nomeadamente do HVA (McCann et al. 1994).

No que se refere ao sistema serotonérgico, os efeitos da MDMA sobre os neurdnios
serotonérgicos sdo dependentes da espécie em estudo. Os neurdnios dos primatas sdo
mais sensiveis do que os dos ratos. Nos ratinhos os neurdnios serotonérgicos sdo mais
resistentes aos efeitos da MDMA verificando-se toxicidade selectiva para os neuronios
dopaminérgicos (Verrico et al. 2005).

Os estudos em modelos animais demonstraram, até agora, a neurotoxicidade da
MDMA. No entanto, as doses em estudo sdo em geral elevadas e numa fase inicial foi
dificil correlacionar estes resultados com a possibilidade de neurotoxicidade em
humanos. No entanto, actualmente, ¢ consensual a ideia de que a MDMA ¢ neurotoxica
em humanos (Lyles & Cadet 2003).

Em humanos utilizadores d¢ MDMA foram detectados niveis reduzidos de 5-HIAA
no liquido cefalorraquidiano, indicando diminui¢do da fungao serotonérgica (Ricaurte et
al. 1990). Estudos de Tomografia por Emissdo de Positrdes (PET) com substrato
selectivo para os transportadores da serotonina permitiram detectar diminui¢des do
SERT nos utilizadores de MDMA (McCann et al. 1998). Também se avaliaram
alteragdes da presenca de receptores poOs-sindpticos 5-HT,4 para a serotonina através de
Tomografia Computorizada por Emissdo de Fotdo Unico (SPECT) usando substrato de
alta afinidade para esse receptor. Com este estudo, por comparagdo com grupos controlo
de nao utilizadores, detectaram-se menos receptores pos-sinapticos nos utilizadores

recentes de MDMA. Por outro lado, em ex-utilizadores de MDMA detectaram-se mais
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receptores pos-sindpticos. A menor densidade de receptores nos utilizadores recentes
resultara possivelmente da grande disponibilidade de serotonina cuja libertagdo foi
induzida pela MDMA (Reneman et al. 2002). A maior densidade de receptores nos ex-
utilizadores pode estar relacionada com toxicidade a longo prazo, em que a deplecao da
serotonina desencadeou um efeito compensatério de aumento de receptores SHTra
(Reneman et al. 2002).

Finalmente, as alteracdes neuronais em humanos pelo uso de MDMA foram também
confirmadas investigando o metabolismo cerebral da glicose. Nestes estudos
detectaram-se redugdes da utilizagdo de glicose no hipocampo, amigdalas e cingulado.
Por outro lado, detectaram-se aumentos no gasto de glicose na area de Brodmann. Estas

alteragdes podem estar relacionadas com a neurotoxicidade a longo termo (Obrocki et

al. 1999).

2.4.1. Mecanismos que desencadeiam a Neurotoxicidade

O stress oxidativo, a excitotoxicidade, a hipertermia e a disfun¢do mitocondrial sdo
os quatro fendmenos que muito provavelmente actuam em sinergia desencadeando a

neurotoxicidade mediada pela MDMA.

2.4.1.1. Metabolitos toxicos da MDMA e Formacao de Radicais Livres,
ROS e RNS

A relagdo entre a neurotoxicidade das anfetaminas e a produgdo de espécies
reactivas foi desde cedo proposta. O envolvimento de processos oxidativos foi
inicialmente demonstrado por estudos em que a inibi¢ao da triptofano hidroxilase (TPH)
pela MDMA era revertida através de compostos capazes de reduzir grupos sulfidrilo
(Stone et al. 1989). Verificou-se também que, in vitro, a MDMA era incapaz de inibir a
TPH e que essa inibigdo apenas ocorria in Vivo confirmando o envolvimento dos
radicais livres (Schmidt & Taylor 1987).

A ideia de que o stress oxidativo esta envolvido nos mecanismos de neurotoxicidade

da MDMA foi consolidada através de estudos onde a utilizagdo de antioxidantes ¢
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sequestradores de radicais livres conduzia a reducao desses efeitos (Colado & Green
1995; Gudelsky 1996).

A génese do stress oxidativo estd no metabolismo da MDMA. Este ¢ responsavel
pela formagdo de metabolitos neurotoxicos com estruturas semelhantes a quinonas que
sdo capazes de gerar espécies reactivas de oxigénio e de azoto através de reacgdes de
oxidacao-reducdo (Figura 6) (Bolton et al. 2000).

O metabolismo da MDMA mediado pelas enzimas do citocromo P450 ¢ o
responsavel pela formacao de catecdis como a 3,4-dihidroximetanfetamina (HHMA ou
N-Me-a-MeDA) ¢ a 3,4-dihidroxianfetamina (HHA ou a-MeDA).

A formacao das quinonas, N-Me-a-MeDA-0-quinona e a-MeDA-0-quinona, a partir
dos catecois levam a quatro vias de toxicidade possiveis (Figura 6).

1) A partir das ortoquinonas pode ocorrer oxidagdo intramolecular com
formagdo de aminocromos. As oxidacdes subsequentes formam os 5,6-
diidroxindois que polimerizam originando estruturas semelhantes a melaninas
(Bolton et al. 2000).

2) As ortoquinonas podem originar semi-quinonas com formacdo de espécies
reactivas de oxigénio (ROS) e de azoto (NOS) (Capela et al. 20006).

3) As ortoquinonas podem reagir directamente com os constituintes celulares
levando a alteragdo e destrui¢do dos neurdnios (Capela et al. 2006).

4) As ortoquinonas, devido a sua capacidade reactiva, reagem com a glutationa
(GSH) originando os aductos correspondentes que podem, por sua vez, ser

metabolizados aos derivados de N-acetilcisteina (NAC).
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Figura 6 - Vias metabdlicas responsaveis pela formacdo de metabolitos neurotdxicos.

As primeiras reac¢des sdo mediadas pelo citocromo P450: a MDMA sofre N-desmetilagdo para dar
origem a MDA. MDA ¢ MDMA sofrem ambas desmetilenagdo para formar os respectivos catecdis a
partir dos quais se inicia todo um processo de stress oxidativo. Além de ROS e RNS surgem as
ortoquinonas que podem seguir quatro vias: 1) Oxidacdo intramolecular seguida de oxidagdo e
autoxidacdo para formar polimeros do tipo da melanina. 2) Formagdo de semiquinonas e espécies
reactivas de oxigénio (ROS) e espécies reactivas de azoto (NOS). 3) Conjugacao com glutationa levando
a deplegdo das defesas anti-oxidantes. 4) Reacgdo directa com constituintes celulares [adaptado de Capela

et al. (2006)].
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Em resumo, estas reacgdes sdao capazes de gerar catecois, quinonas, semiquinonas e
hidroquinonas que podem ceder electrdes ao oxigénio originando superoxidos, peroxido
de hidrogénio e outras espécies que, por sua vez, levam a deple¢do das defesas
antioxidantes, peroxidacao lipidica, inibicdo da TPH, altera¢do das proteinas em geral,
alteragdo do DNA e, finalmente, a degeneracdo dos terminais serotonérgicos. Todos
estes danos podem ser acompanhados com produgao secunddria de radical hidroxilo que
traz ainda mais danos, num ciclo destrutivo de oxidagao-redugdo (Colado & Green
1995).

Estudos in vitro demonstraram que os metabolitos resultantes da conjugagdo com
glutationa sdao neurotoxinas fortes com maior toxicidade do que os catecois que lhes
deram origem. Além disso, verificou-se também que a incubacdo das células em
hipertermia potenciava a neurotoxicidade da MDMA (Capela et al. 2007; Capela et al.
2006).

A formagdo dos aductos com glutationa, foi demonstrada em microssomas de figado
humano. Ao mesmo tempo, a administragdo intracerebral do conjugado 5-(glutation-S-
il)-a-MeDA a ratos desencadeou sintomas de intoxicacdo pela MDMA mostrando que
tem actividade no sistema nervoso central (Easton et al. 2003). A administragdo
intracerebral destes conjugados desencadeou também deplecdo de serotonina (Bai et al.
1999).

Por fim, ¢ importante referir a formagao dos metabolitos triidroxilados em ratos que
demonstraram ter ac¢do neurotdxica quando administrados directamente no estriado

(Lim & Foltz 1991; Zhao et al. 1992).

2.4.2. Acumulacio de Dopamina — ROS, RNS e Stress Oxidativo

Tal como foi referido, para os primatas ndo humanos e para o rato, a MDMA ¢
neurotoxica para o sistema serotonérgico e praticamente nao apresenta efeitos deletérios
no sistema dopaminérgico. No ratinho ocorre o contrario, ja que ha maior resisténcia do
sistema serotonérgico ao efeito neurotdxico, enquanto o sistema dopaminérgico ¢ mais
sensivel (Lyles & Cadet 2003).

A libertacdo de serotonina mediada pela MDMA leva a activacdo dos receptores 5-
HT,anc poés-sinapticos dos interneurdnios gabaérgicos. Isto reduz a neurotransmissao
gabaérgica e consequentemente aumenta a sintese e libertagdo de dopamina pelos

neurdnios dopaminérgicos (Gudelsky & Nash 1996). Existem assim dois mecanismos
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de libertacao de dopamina: directamente pela MDMA (Schmidt et al. 1987) e através da
regulagdo serotonérgica mediada pelos interneurdnios gabaérgicos (Gudelsky & Nash
1996). Além disso, a inibi¢ao preferencial da MAO, também contribui para o aumento
da dopamina extracelular (Leonardi & Azmitia 1994).

Pensa-se que, devido a quantidade excessiva de dopamina extracelular existente,
esta pode ser transportada para o interior dos terminais serotonérgicos através do
transportador da serotonina (SERT) (Lyles & Cadet 2003). Tal pressuposto esta de
acordo com a descoberta de que a dopamina pode ser transportada pelo SERT (Faraj et
al. 1994).

Uma vez no interior do terminal serotonérgico, a autoxida¢ao da dopamina exerce
por si s ac¢do neurotoxica (Graham 1978). Além disso, no interior do terminal, a
dopamina pode ser metabolizada pela MAOg formando perdxido de hidrogénio que, por
sua vez, pode desencadear peroxidagdo lipidica e stress oxidativo (Sprague et al. 1998).
Este mecanismo pode potenciar a destrui¢ao dos terminais serotonérgicos e contribuir

para a toxicidade a longo prazo (Figura 7) (Lyles & Cadet 2003).

MDMA
Libertagao Libertagao e
Deplegao de > 5-HToanc » |GABA [ Sintese de
Serotonina Dopamina
(5-HT) (DA)
Transporte de DA
para o terminal
Serotonérgico
v
Desaminagao pela MAOg

A 4

Formagao de perdxido de hidrogénio e radicais livres

A 4

Degeneragdo Selectiva dos terminas serotonérgicos

Figura 7 - Envolvimento da dopamina na neurotoxicidade mediada pela MDMA. Adaptado de Sprague et

al. (1998).
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2.4.2.1. Serotonina — activacio de receptores S-HT2A

A libertacdo de serotonina (5-HT) para a fenda sindptica permite activar os
receptores 5-HT24 que parecem estar envolvidos em mecanismos de neurotoxicidade.
Uma vez activados, estes receptores causam alteracdes na homeostase do célcio através
da translocagdo da proteina cinase C do citosol para a membrana plasmatica e respectiva
activagdo (Kramer et al. 1998). Esta teoria ¢ suportada pelo facto da nimodipina, um
bloqueador dos canais de célcio, reduzir a toxicidade neuronal mediada pela MDMA
(Farfel et al. 1992).

Foi colocada também a hipodtese de que a serotonina, ou um dos seus metabolitos,
fossem responsaveis pela neurotoxicidade da MDMA, j& que a inibi¢do da recaptagdo
da serotonina pela fluoxetina ou citalopram antagonizava os indicadores de toxicidade
nomeadamente, a deplecdo da serotonina induzida pela MDMA (Schmidt 1987) e a
inibicao da actividade da triptofanohidroxilase (Schmidt & Taylor 1987). Supunha-se
entdo, que o transportador da serotonina (SERT) fosse capaz de captar o metabolito
toxico da serotonina colocando-o no interior do terminal nervoso onde este poderia
desencadear um processo de stress oxidativo com destrui¢do selectiva do terminal
serotonérgico. Esta hipotese ¢ no entanto controversa porque nao foram encontrados os
metabolitos da serotonina capazes de desencadear toxicidade (Sprague et al. 1998).
Além disso, outro estudo (Sprague et al. 1994) em que se instituiu um regime com
triptofano ou 5-hidroxitriptofano que aumenta a quantidade de serotonina enddgena
(Gudelsky & Nash 1996) e consequentemente os seus hipotéticos metabolitos toxicos,
demonstrou que os niveis aumentados de serotonina ndo traduzem agravamento da
neurotoxicidade, colocando mais uma vez em duvida a teoria do envolvimento de
produtos de oxidagdo da serotonina no mecanismo de neurotoxicidade da MDMA

(Sprague et al. 1998).

2.4.2.2. Excitotoxicidade — Envolvimento do glutamato e/ou do

monoxido de azoto (NO) na neurotoxicidade da MDMA

O glutamato ¢ o neurotransmissor excitatorio mais abundante do sistema nervoso
central. A libertacdo excessiva de glutamato estd associada a morte neuronal num

processo designado de excitotoxicidade. A quantidade excessiva de glutamato na fenda
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sindptica leva a activagdo dos receptores ionotropicos [2-amino-3-(3-hidroxi-5-
methilisoxazol-4-il)proprionato ou AMPA] e metabotropicos (N-metil-D-aspartato ou
NMDA) do glutamato que fazem aumentar o célcio intracelular. Este aumento, por sua
vez, activa cinases, lipases, proteases, endonucleases e outras vias metabdlicas que
provocam degeneragdo neuronal directa ou através da formacao de ROS, de RNS e da
ocorréncia de stress oxidativo. (Arundine & Tymianski 2003; Sattler & Tymianski
2000).

A questdo do envolvimento da excitotoxicidade no mecanismo de neurodegeneracao
provocado pela MDMA ¢ ainda controversa (Quinton & Yamamoto 2006; Sprague et
al. 1998).

Um estudo realizado em ratos utilizando o MK-801, um inibidor do receptor do
glutamato NMDA, demonstrou protec¢ao contra a deple¢do dos niveis de serotonina, 7
dias depois da administragio da MDMA (Farfel et al. 1992). Por outro lado, outro
estudo revelou ndo haver efeito do bloqueador MK-801 sobre a inibi¢do da
triptofanohidroxilase (TPH) provocada pela MDMA (Johnson et al. 1989).

O envolvimento do glutamato na neurotoxicidade da MDMA levou a especular se
este nao seria responsavel pelo aumento do monoxido de azoto (NO) intracelular, sendo
este o mediador ultimo da toxicidade. Esta suposi¢ao baseia-se na capacidade que o
glutamato tem de activar o receptor NMDA que, por sua vez, sinaliza a activacdo da
NO-sintetase e desencadeia a producdo de NO que finalmente seria responsavel pela
toxicidade (Sattler & Tymianski 2000).

Tendo por base esta hipotese, foi realizado um estudo onde se testaram trés
inibidores da sintetase do 6xido nitrico: metilester da N(G)-nitro-L-arginina (L-NAME),
N(G)-monometil-L-arginina e N(G)-nitro-L-arginina. Destes trés inibidores, apenas o L-
NAME consegue proteger contra os efeitos neurotoxicos da MDMA (deple¢dao de
serotonina ¢ dopamina). Como este inibidor € o tnico que induz hipotermia, os autores
concluiram que o efeito protector deveria estar relacionado com o abaixamento da
temperatura e ndo com a inibi¢do da produgdo de NO. Deste modo concluiram que o
NO nio teria um papel importante na neurotoxicidade mediada pela MDMA (Taraska &
Finnegan 1997).

Por outro lado, num estudo in vitro em cultura de células serotonérgicas humanas,
verificou-se que a incubacao simultanea de MDMA e de dador de NO (nitroprussiato de

sodio) resulta no aumento de morte celular em relagdo aos controlos. Esse mesmo
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estudo demonstrou o efeito protector do inibidor da NO-sintetase (L-NAME), na
auséncia do efeito hipotérmico verificado in vivo (Simantov & Tauber 1997).
Mais uma vez se verifica que o envolvimento do glutamato e/ou do NO na
neurotoxicidade mediada pela MDMA ¢ uma questdo que permanece em aberto.
Finalmente, ¢ importante salientar que para outras anfetaminas, como a
metanfetamina, existem evidéncias mais claras sobre o envolvimento do glutamato e da

excitotoxicidade nos mecanismos de neurodegeneracao (Quinton & Yamamoto 2006).

2.4.2.3. Envolvimento da Hipertermia nos Mecanismos de

Neurotoxicidade

A MDMA causa hipertermia em ratos e essa alteracao da temperatura depende da
temperatura ambiente. Assim, a administracio de MDMA em ratos mantidos a 30 °C
desencadeia uma resposta hipertérmica, enquanto que ratos mantidos a 10 °C tém uma
resposta hipotérmica (Gordon et al. 1991). Estas observagdes levam a crer que a
MDMA causa alteragdes nos mecanismos termorreguladores. Os efeitos hipertérmicos
também ocorrem nos humanos e sao potencialmente fatais (Dar & McBrien 1996).

A utilizacdo do antagonista dos receptores da serotonina, quetanserina, protege
contra a neurotoxicidade e bloqueia a hipertermia induzida por uma dose baixa (10
mg/kg) de MDMA administrada a ratos. Se a dose for aumentada este bloqueio deixa de
ser eficaz e a temperatura corporal aumenta (Schmidt et al. 1990). Verificou-se também
que os efeitos protectores da quetanserina sdo contrariados aumentando a temperatura
ambiente (Malberg et al. 1996). Estes dois estudos mostram que a protec¢do contra a
neurotoxicidade mediada pela quetanserina se deve a hipotermia por ela provocada.

Existem também substancias capazes de fornecer protec¢ao contra a neurotoxicidade
sem alterar a resposta hipertérmica da MDMA. Um bom exemplo ¢ a fluoxetina que
apesar de proteger contra os efeitos neurotoxicos da MDMA nio contraria a hipertermia
(Malberg et al. 1996).

Estes estudos permitem concluir que a reducdo da temperatura corporal ¢ um
mecanismo de protec¢do contra a neurotoxicidade induzida pela MDMA, ao mesmo
tempo que se verifica que, para além da hipertermia, existem outros mecanismos para os

efeitos neurotdxicos.
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Esta conclusdo estd de acordo com o conhecimento geral de que a redugdo da
temperatura protege contra danos cerebrais com as mais variadas origens. Deste modo,
sera de considerar que, possivelmente, todas as substincias capazes de baixar a
temperatura corporal tenham efeito protector contra a neurodegeneracio (Sprague et al.
1998). Pode-se desta forma dizer que a hipertermia, além de ser um sintoma grave de
intoxicacdo aguda por MDMA, ¢ também um factor que potencia fortemente a

neurotoxicidade (Kiyatkin 2005).

2.4.2.4. Alteraciao da Funcio Mitocondrial potencia a Neurotoxicidade

A neurotoxicidade da MDMA (e das anfetaminas em geral) parece estar também
relacionada com alteracdes funcionais das mitocondrias. Esta possibilidade foi
levantada j& que a inibi¢ao da cadeia transportadora de electroes pelo malonato, agrava
a neurotoxicidade da MDMA (Nixdorf et al. 2001). Ao mesmo tempo, a utilizagdo de
substratos para o metabolismo energético, como a nicotinamida e a ubiquinona (ou
coenzima Q10), permitiu a reducdo da toxicidade da MDMA com menor deple¢do dos
niveis de serotonina no hipocampo e no estriado (Darvesh & Gudelsky 2005).

Estes fendmenos podem estar relacionados com a inibi¢do da cadeia transportadora
de electrdes de forma rapida e transitoria apds a administragdio de MDMA (Burrows et
al. 2000), sendo que essa inibi¢do ocorre ao nivel dos complexos I e II da cadeia
transportadora de electroes (Quinton & Yamamoto 2006).

A origem das alteragdes da fun¢do mitocondrial induzidas pela MDMA ainda nao
estd esclarecida mas pode estar relacionada com os mecanismos que envolvem stress
oxidativo, excitotoxicidade e proteinas de desacoplamento, como anteriormente se
referiu.

Assim, o aumento do gasto energético induzido pela MDMA (Darvesh & Gudelsky
2005) associado a alteracdo da funcdo mitocondrial pode potenciar a neurotoxicidade

(Quinton & Yamamoto 2006).
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2.4.3. Efeitos Neuropsiquiatricos da MDMA

Do que até aqui se exp0s, a MDMA ¢ uma substincia que interage de forma
complexa com o sistema nervoso central. Varios sistemas neurotransmissores podem ser
influenciados. Os sistemas serotonérgico ¢ dopaminérgico sao os mais afectados. No
entanto, também ocorrem alteracdes na libertacdo de noradrenalina. Esta interacc¢ao
difusa desencadeia respostas neuroldgicas e neuroenddcrinas que caracterizam os

efeitos descritos pelos utilizadores de ‘‘ecstasy’’.

2.4.3.1. Efeitos Agudos

Os efeitos agudos descritos pelos utilizadores de MDMA sao euforia, alteragdes na
percepcao da luz e do som, reducdo da atitude defensiva (afecto negativo), abertura
emocional, empatia e reduc¢do das inibigdes (Morton 2005). A generalidade dos efeitos
psicologicos foi relacionada com a libertagdo de serotonina, enquanto que os efeitos
estimulantes e euforicos foram relacionados com a libertagdo de dopamina (Liechti &
Vollenweider 2001).

Apesar de nao haver o fendémeno de ressaca, existe um periodo depois da toma em
que humor piora, aparecem sintomas de depressdo e tristeza, irritabilidade,
insociabilizagdo, dificuldades de concentracdo, problemas de memoria, dificuldade em
dormir e dores musculares. Apesar de ser reversivel, este fendmeno persiste durante
alguns dias (cerca de 4 dias) e é conhecido como “midweek blues”. E provavel que estas

alteracdes estejam relacionadas com a deplecdo monoaminérgica (Parrott 2002).

2.4.3.1.1. Sindrome serotonérgica

A sindrome serotonérgica corresponde a um conjunto de sintomas agudos que
resultam do excesso de serotonina na fenda sindptica. Os sintomas descritos incluem
hiperactividade comportamental, confusdo mental, agitacdo, hiperreflexia, hiperpirexia,
taquicardia, clonus, mioclonus, oscilagdes oculares e tremuras (Gillman 1998).

Esta sindrome surge normalmente como reac¢io adversa, principalmente quando se

combinam inadvertidamente diferentes substancias pro-serotonérgicas. Por exemplo, a
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associacao de inibidores da monoaminaoxidase (MAOIs) com inibidores da recaptagao
da serotonina (SSRIs) pode desencadear a sindrome (Gillman 1998).

Quando ocorre uma manifestacdo pouco grave, com apenas trés sintomas, nao ¢
geralmente necessario apoio médico, a redugdo da temperatura corporal ¢ suficiente
para controlar os sintomas. No entanto, a evolugdo para manifestagcdes mais graves com
quatro ou mais sintomas, pode ocorrer rapidamente e colocar o doente em risco de vida.
Neste caso, a intervengdo médica ¢ urgente e a terapéutica passa por antagonizar os
efeitos da serotonina com bloqueadores dos receptores 5S-HT»/5HTa: ciproheptadina ou
cloropromazina (Gillman 1998; Gillman 1999).

A utilizagado de MDMA nas doses recreativas estd sempre acompanhada de sindrome
serotonérgica em grau variavel. Normalmente, os sintomas sdo moderados e incluem
hiperactividade, confusdo mental, hipertermia e trismus (bruxismo). Estas reac¢des sao
bem conhecidas dos utilizadores habituais e ndo sdo consideradas graves (Parrott 2002).
Por vezes, podem ocorrer sintomas de hiperactividade serotonérgica mais intensos que
chegam a colocar o utilizador em perigo de vida (Green et al. 2003).

Varios factores podem influenciar a intensificagdo da resposta pro-serotonérgica. A
dose administrada e a sensibilidade variavel de cada utilizador sdo cruciais. Interacgdes
com outras substincias pro-serotonérgicas como inibidores da monoaminaoxidase
(MAOIs), inibidores do transportador de recaptagdo da serotonina (SSRIs), cocaina,
entre outras, podem aumentar os niveis de serotonina na sinapse. Finalmente, as
condi¢des ambientais: temperaturas elevadas, musica repetitiva em volume elevado,
danga prolongada e locais sobrelotados, contribuem para o aumento do risco da

sindrome serotonérgica (Parrott 2002).

2.4.3.2. Efeitos Cronicos

Os efeitos cronicos mediados pela MDMA devem ser também considerados em
funcdo do padriao de utilizagdo. Os efeitos cronicos sdo descritos até por utilizadores
recentes que recorreram a MDMA entre 1 e 9 vezes. No entanto, estes efeitos sdo mais

frequentes nos utilizadores recorrentes (Parrott et al. 2002).
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2.4.3.2.1. Efeitos Cronicos Cognitivos e na Memoria

Existem varios estudos em humanos que mostraram os efeitos deletérios a longo
prazo na memoria e na capacidade de aprendizagem dos utilizadores de MDMA. A
extensdo desses efeitos deletérios ¢ proporcional a frequéncia de uso (Parrott et al.
2002).

Os défices de memoria verbal nos utilizadores jovens de MDMA sdo significativos
em compara¢ao com grupos controlo das mesmas idades. Em testes de “Delayed Word
Recall” e de “Imediate Word Recall”, os utilizadores de MDMA lembraram-se de
menos palavras que os ndo utilizadores. Estes défices foram confirmados em estudos de
acompanhamento dos mesmos utilizadores (Parrott & Lasky 1998; Parrott et al. 1998).
Mais tarde, foi introduzido outro grupo controlo constituido por utilizadores de
multiplas drogas a excepcdo da MDMA, mostrando com este grupo que as diferencas na
memoria verbal estdo realmente relacionadas com a MDMA e ndo com as outras drogas
que os utilizadores de MDMA frequentemente usam (Morgan 1999).

Dificuldades no reconhecimento de palavras e figuras, e dificuldades de memoria
espacial/visual determinadas pelo “Corsi block-tapping-test”, foram também detectadas
num estudo em que se realizou uma analise em que foi afastada a possibilidade de
influéncia de outras varidveis nomeadamente, a utilizagdo de outras drogas (Verkes et
al. 2001).

Outro estudo de testes cognitivos foi realizado em trés grupos de humanos: nao
utilizadores de drogas, utilizadores de cannabis, e utilizadores de MDMA e cannabis em
que o perfil de uso da cannabis era semelhante ao grupo controlo. Nao foram detectadas
diferencas cognitivas significativas entre os utilizadores de cannabis e o grupo ndo
utilizador de drogas. Contudo, o grupo de utilizadores de MDMA obteve nas tarefas
cognitivas resultados significativamente piores do que os grupos controlo. Estes
individuos apresentaram igualmente o pior desempenho na aprendizagem, memoria,
resolugdo de problemas e planeamento estratégico (Gouzoulis-Mayfrank et al. 2000).

Reneman et al. (2000) relacionou resultados da investigagdo da densidade de
receptores 5-HT,4 no cortex occipital com os resultados do estudo cognitivo “Rey
Auditory Verbal Learning Test (RAVALT)” num grupo de 5 utilizadores de MDMA e
num grupo de controlo. Em todos os utilizadores de MDMA verificou uma densidade
maior de receptores 5-HT,4 pOs-sinapticos, o que indica um mecanismo compensatorio

positivo devido a deplecdo de serotonina. Em simultaneo, detectou no teste RAVALT
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que todos eles obtiveram resultados significativamente piores do que os controlos,
conseguindo em média lembrar-se de 8,1 palavras contra 12,3 palavras no controlo
(Reneman et al. 2000).

Apesar de existirem varias evidéncias de que a MDMA ¢ responsavel por disfungdes
cognitivas, nem sempre ¢ facil estabelecer a relagdo causa-efeito. Os estudos realizados
em humanos s3o sempre necessariamente retrospectivos e podem ter muitos factores
que induzem em erro. A questdo das varias drogas utilizadas ¢ pertinente. Além disso, ¢
praticamente impossivel assegurar que o utilizador tomou realmente MDMA pois
muitas vezes as formulagdes utilizadas contém outras substdncias que ndo a MDMA
(Morton 2005). Apesar disso, as metodologias utilizadas em alguns dos estudos
referidos permitem afastar os factores de erro e comprovar que por si s6 a MDMA ¢

uma substancia que causa défices cognitivos.

2.4.3.2.2. Efeitos Cronicos Psiquiatricos

Existem varios casos clinicos descritos em que os utilizadores de ‘‘ecstasy’’
descrevem situagdes de depressdo, panico, psicose, agressividade, ansiedade e
disturbios alimentares (McCann et al. 2000; Morgan 1998; Schifano 2000). Mas as
observagdes individuais destas manifestacdes tém a limitacdo de poderem ser vistas
como inspecificas ou idiossincraticas (Parrott 2002). Por este motivo, foram realizados
estudos sistematicos para avaliar até que ponto os efeitos psiquidtricos sdo ou nao
devidos a utilizagdo da MDMA (Parrott 2002).

Uma andlise realizada num centro de tratamento de toxicodependentes com 150
utilizadores de MDMA revelou as seguintes queixas psiquiatricas: depressao, psicose e
panico. Este estudo verificou também que utilizadores mais frequentes apresentam mais
sintomas. Os autores referiram que a amostra clinica pode ser um factor de erro no
estudo, ja que ndo representa todos os tipos de utilizadores de MDMA (Schifano et al.
1998).

Estudos em utilizadores australianos descreveram problemas de depressao,
irritabilidade, confusdo, problemas do sono, ansiedade e paranoia (Topp et al. 1999).

Noutro estudo, realizado em 50 jovens irlandeses, através de questionarios de auto-

avalia¢do, foram descritos os seguintes problemas: ansiedade, hostilidade, obsessao,
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ideacdo parandica, psicose, somatizacao, alteragdes do apetite, sono nao reparador e
impulsividade (Parrott et al. 2000).

Finalmente, num estudo mais abrangente, 758 jovens adultos italianos e da Gra-
Bretanha foram divididos em seis grupos: ndo utilizadores de drogas, utilizadores de
drogas legais (4lcool e/ou nicotina), utilizadores de cannabis, utilizadores de multiplas
drogas ilicitas a excepg¢do da ‘‘ecstasy’’, utilizadores pouco frequentes da ‘‘ecstasy’’ e
outras drogas, e utilizadores frequentes da ‘‘ecstasy’’ e outras drogas. Todos os
individuos foram avaliados pelo SCL-90 que consiste num inventario para avaliar
problemas psicoldgicos e psicopatoldogicos complementado com um questionario de 30
perguntas. Os resultados deste estudo mostraram que os utilizadores de multiplas drogas
sdo mais afectados por sintomas psiquiatricos. No entanto, entre os grupos utilizadores
de multiplas drogas e os grupos de utilizadores de ‘‘ecstasy’’ ndo se encontraram
diferengas significativas na incidéncia de sintomas psiquiatricos o que levou os autores
a concluir que este tipo de sintomas ndo ¢ especifico da ‘ecstasy’ e que se encontram
presentes nos utilizadores de drogas em geral (Parrott et al. 2001).

Existem, como se pode verificar, uma série de evidéncias que revelam a capacidade
da “‘ecstasy’’ desencadear efeitos psiquiatricos. Mas os estudos que levam a estas
conclusdes sdo sempre retrospectivos. Além disso, a utilizacdo concomitante de outras
drogas pode confundir os resultados e, finalmente, nem sempre ¢ facil perceber se a
droga ¢ a causa da disfuncdo ou se a disfung¢do ¢ a causa para o individuo utilizar a

droga.

2.4.4. Explicacao mecanistica para as alteracoes de memoria, cognitivas e

psiquiatricas.

Apesar de ndo existirem muitos estudos que aprofundam as causas mecanisticas
responsaveis pelas manifestagdes neuroldgicas, existe a nogdo de que ha sempre uma
base degenerativa, principalmente a nivel serotonérgico (Morgan 1998; Parrott 2000;
Parrott et al. 2001; Parrott et al. 2000; Verkes et al. 2001). Estudos realizados por
Morgan, Parrott e colaboradores, e por Verkes e colaboradores, mostram que,
possivelmente, os défices de memoria tém origem em alteracdes serotonérgicas no
hipocampo e os défices cognitivos e executivos t€ém origem nos danos do cortex frontal

(Morgan 1998; Parrott 2000; Parrott et al. 2001; Parrott et al. 2000; Verkes et al. 2001).
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Num estudo que tentou explicar, a nivel molecular, 0 mecanismo subsequente aos
défices de memoria causados pela MDMA foram avaliados os aumentos da subunidade
NRI1 do receptor N-metil-D-aspartato (NMDA) e os aumentos da cinase II dependente
do Ca®"/Calmodulina desencadeados quando os ratos sdo sujeitos a um determinado
treino. Nos ratos tratados com MDMA o aumento de NR1 e da cinase II dependente do
Ca**/Calmodulina induzido pelo treino ndo ocorreu. Uma vez que estas duas moléculas
estdo envolvidas na consolidagdo da memdria, isso indica que este mecanismo pode

estar relacionado com os défices causados pela MDMA (Moyano et al. 2004).

2.5.Toxicidade Nao Neuronal

2.5.1. Toxicidade Hepatica

Existem na literatura varios registos clinicos de hepatotoxicidade mediada pela
MDMA (Andreu et al. 1998; Fidler et al. 1996). Os diversos casos relatam hepatites de
gravidade varidvel.

O espaco de tempo entre a ultima utilizagdo de ‘‘ecstasy’’ e o aparecimento dos
sintomas ¢ muito variavel. Foram detectados intervalos de tempo entre alguns dias até
duas ou trés semanas, tornando a determina¢do da MDMA ou dos seus metabolitos
inutil para a avaliacao clinica (Andreu et al. 1998).

As doses descritas nestes casos sdo também muito varidveis. Em algumas situagdes
os danos hepaticos ocorreram apds a administracio de um ou dois comprimidos
enquanto que noutros ocorreu uma utilizagao regular de “‘ecstasy’’ (Andreu et al. 1998).

Além disso, nao foi possivel estabelecer uma relacao entre a extensao das lesdes e o
padrdo de utilizacdo. Existe, por exemplo, um caso descrito de hepatite fulminante apos
a toma de um unico comprimido de ‘‘ecstasy’’ (Ellis et al. 1996). Finalmente, ¢
importante salientar que, além da MDMA, podem estar presentes outras substancias que
contribuem para a toxicidade hepatica (Parrott 2004).

Assim, de um modo geral, considera-se que a hepatotoxicidade mediada pela
MDMA ¢ uma complicacdo comum e relativamente frequente (Henry et al. 1992).

A descoberta de elevado nimero de eosindfilos no tracto portal suporta a hipotese de
haver um mecanismo de hipersensibilidade associado aos casos de intoxicacdo com

faléncia hepatica aguda (Andreu et al. 1998). O facto do choque térmico desencadear
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lesdo hepatica por isquemia levou alguns autores a colocarem a hipotese de ser a
hipertermia o factor inicial da lesdo hepatica (Andreu et al. 1998).

Considerando todas as hipdteses levantadas, pensa-se que a toxicidade hepatica tem
origem em mecanismos toxicos exercidos pelos neurotransmissores libertados,

directamente pela MDMA, e pelos seus metabolitos (Andreu et al. 1998).

2.5.1.1. Catecolaminas

A activagdo pelas catecolaminas enddgenas dos receptores adrenérgicos presentes na
artéria hepatica pode levar a vasoconstricio com reducdo do fluxo sanguineo e
consequente hipoxia hepatica (Losser & Payen 1996). A activagdo dos receptores a-
adrenérgicos dos hepatocitos pode resultar na redu¢do dos niveis de glutationa, no
aumento do célcio livre e no aumento da respiragdo mitocondrial. Estes mecanismos
podem contribuir para a toxicidade hepatica induzida pela MDMA (James et al. 1983;
Sies & Graf 1985; Taylor et al. 1983).

O metabolismo das catecolaminas enddgenas pode também originar lesdo hepatica.
Estas catecolaminas sdao principalmente metabolizadas pela monoaminaoxidase (MAO)
e pela catecol-O-metiltransferase (COMT). A libertagdo de catecolaminas induzida pela
MDMA faz aumentar o metabolismo pela MAO levando ao aumento dos niveis de
peréxido de hidrogénio (H,O,) intracelular, ja que este ¢ um subproduto da
desaminacao oxidativa catalisada por esta enzima (Goodman et al. 2006).

A libertacdo exacerbada de catecolaminas pode levar a saturagdo da capacidade
metabodlica da MAO e da COMT. Deste modo, as catecolaminas podem mais facilmente
entrar em fenémenos de auto-oxidacdo com formagdo de ROS e RNS com capacidade
para originar stress oxidativo intracelular (Bindoli et al. 1992; Bindoli et al. 1989). Uma
vez esgotadas as defesas antioxidantes intracelulares a célula pode morrer por necrose
ou apoptose (Bindoli et al. 1992; Bindoli et al. 1989).

Na oxidacdo das catecolaminas, o grupo catecolico ¢ oxidado formando uma semi-
quinona que se oxida a quinona (Bindoli et al. 1989). A catecolamina-0-quinona ¢
instavel e apos desprotonacdo do grupo amina ocorre o ataque nucleéfilo intramolecular
do 4tomo de azoto ao carbono 6 do anel quindnico. Apoés esta ciclizagdo intramolecular
irreversivel ocorre a formagao de leucoaminocromo. Este é oxidado a semi-quinona e

quinona para resultar no respectivo aminocromo. A pH fisiolégico a velocidade deste
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processo metabolico ¢ lenta e varia em funcdo dos grupos substituintes presentes em
cada catecolamina (Carvalho et al. 2004a; Carvalho et al. 2004b; Carvalho et al. 2004c;
Chavdarian et al. 1978; Remiao et al. 2002). Apesar disso, a velocidade deste processo
de auto-oxidacdo pode aumentar na presenca de catalisadores enzimaticos (ex. xantina
oxidase e lipoxigenase) € nao enzimaticos (ex. cobre, ferro, manganés, cobalto, niquel,
quelatos de cobre e de ferro) (Bindoli et al. 1992). Durante todo o processo descrito, as
quinonas e 0s aminocromos reactivos tém capacidade de entrar em processo oxidativo.
Os radicais superdxido (O,7) produzidos vdo, por ac¢do da superdxido dismutase,
originar perdxido de hidrogénio (H,0O,). Este, na presen¢a dos metais de transi¢ao ferro
ou cobre, sofre redugdo pela reaccdo de Fenton originando radicais hidroxilos (OH’)
altamente reactivos. O radical hidroxilo pode ainda reagir com o monéxido de azoto
levando a formagdo de espécies reactivas de azoto (RNS) nomeadamente o anido
peroxinitrito (ONOQ"), que tem elevado potencial toxico.

As espécies reactivas de oxigénio (ROS; O;7; OH'; H,O,) e as espécies reactivas de
azoto (RNS; ONOQO’) para além de desencadearem fendmenos de stress oxidativo
podem também catalisar a oxidacdo das catecolaminas (Bindoli et al. 1992; Carvalho et
al. 2004a; Carvalho et al. 2004Db).

Os aminocromos s3ao moléculas instaveis que podem sofrer rearranjos
intramoleculares originando diidroxiindoles com capacidade para polimerizar e formar
pigmentos escuros e insoluveis designados de melaninas. Além disso, também podem
sofrer reac¢des de oxidacdo e redugdo (Bindoli et al. 1992; Carvalho et al. 2004a;
Carvalho et al. 2004b; Remiao et al. 2002).

As 0-quinonas e os aminocromos, além de serem responsdveis pela formacgdo de
ROS e RNS, também podem reagir directamente com os constituintes celulares
nucleéfilos. Assim os produtos de oxidagdo das catecolaminas podem também inibir
enzimas importantes para o metabolismo e para a defesa anti-oxidante nomeadamente, a
MAO, a glutationa peroxidase (GPX), a glutationa reductase (GR) e a glutationa-S-
transferase (GST) (Remiao et al. 1999).

E também possivel que as 0-quinonas e 0s aminocromos reajam com a cisteina e
com a glutationa originando tioéteres de elevada reactividade e potencialmente
citotoxicos. As reac¢des podem ocorrer por substituicdo ou por adicdo. As quinonas
podem também reagir com grupos NH, formando bases de Shiff. Apesar dos grupos
amina serem pouco nucledfilos a sua abundancia pode tornar este fenomeno importante

(Bindoli et al. 1989; Carvalho et al. 2004a; Carvalho et al. 2004b; Remiao et al. 2002).
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Estes mecanismos de toxicidade estdo de acordo com um estudo in vitro onde
ocorreu inducdo de morte celular de hepatocitos de rato induzida por varios compostos
de natureza quindnica (Nakagawa & Moldeus 1992). Além disso, a morte celular foi
precedida pela diminui¢do dos niveis intracelulares de GSH, grupos SH proteicos e de

ATP (Nakagawa & Moldeus 1992).

2.5.1.2. MDMA e metabolitos

Além da provavel toxicidade resultante da oxidacao das catecolaminas também se
deve considerar a biotransformacdo da MDMA como potencial via de toxicidade. Isto
porque, tal como ja foi referido, a principal via de metabolizagdo corresponde a
desmetilenagdo com formagdo de dois metabolitos catecolicos nomeadamente: o HHA
(a-MeDA) e HHMA (N-Me-aMeDA). Estes dois catecois podem, a semelhanca do que
se descreveu para as catecolaminas enddgenas, sofrer reac¢des de oxidagdo com
formacao de aminocromos e conjugados com glutationa e cisteina. A reactividade das
quinonas, semi-quinonas aminocromos e tioéteres formados pode desencadear a
formacgdo de ROS e RNS induzindo stress oxidativo, deplecao das defesas antioxidantes
e lesdo celular (Bindoli et al. 1992; Carvalho et al. 2004a; Carvalho et al. 2004b).

Estudos recentes comprovam o envolvimento do metabolismo da MDMA nos
mecanismos de stress oxidativo e de toxicidade (Carvalho et al. 2004b). Em preparagdes
de hepatdcitos isolados, a adicdo de MDMA levou a deplegdo de glutationa (GSH) sem
que ocorresse alteragdes na viabilidade celular, nos niveis de ATP, e nas actividades da
glutationa reductase (GR), glutationa peroxidase (GPX) e glutationa S-transferase
(GST). Mas, por outro lado, a adicdo do metabolito HHMA (N-Me-a-MeDA) aos
hepatocitos levou a deplecdo de GSH, a reducao da viabilidade celular e a redugdo da
actividade das enzimas anti-oxidantes. A redu¢do da viabilidade celular e a deplecdo de
GSH foram revertidas através de antioxidantes, indicando o possivel envolvimento do
stress oxidativo. Este estudo demonstra que o metabolismo contribui para a toxicidade
hepatica da MDMA (Carvalho et al. 2004b).

Estudos realizados pelo mesmo grupo mostraram que a incubag¢do do metabolito
MDA com os hepatocitos, tal como para a MDMA, apenas desencadeou deplegdo de
GSH sem interferir com a viabilidade celular e com as actividades das enzimas GR,

GPX e GST. Pelo contrario, a adigao do metabolito HHA (a-MeDA) provocou deplecao
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da GSH, reduc¢ao da viabilidade celular e reducao da actividade da GR, GPX e GST
(Carvalho et al. 2004a).

Para todas as moléculas testadas, a deplecdo de GSH nao foi acompanhada pelo
aumento do nivel de GSSG (glutationa oxidada), ja que a glutationa foi conjugada com
os metabolitos. Neste estudo, foram identificados dois conjugados: 2-(glutation-S-il)- a-
MeDA e 5-(glutation-S-il)-a-MeDA. Este fendmeno leva a ruptura da homeostase da
glutationa traduzindo-se em menor capacidade antioxidante, o que resulta em alteracdes

proteicas iniciando uma cascata de eventos que leva a lesdo hepatocelular (Carvalho et

al. 2004a).

H 1mm i,
HO™ =y
sSG
5-(glutation-S-il)-a-MeDA
2-(glutation-S-il)- a-MeDA

Figura 8 — Metabolitos resultantes da conjugacdo com glutationa.

2.5.1.3. Hipertermia

A hipertermia também parece contribuir para a toxicidade hepatica da MDMA. Os
danos hepatocelulares, causados in vivo pela MDMA, sdo semelhantes aos observados
in vitro em condigdes de hipertermia (Santos-Marques et al. 2006).

Estudos in vitro demonstraram que a incubagdo de hepatocitos de rato a 41 °C leva a
diminuicao significativa de GSH intracelular, aumento de GSSG, peroxidacao lipidica e
morte celular (Carvalho et al. 1997). Resultados semelhantes foram obtidos em estudos
in vitro com hepatdcitos de ratinho (Carvalho et al. 2001b). Estudos in vivo realizados
em ratinhos mostraram que a toxicidade hepatica induzida pela MDMA ¢ agravada com

o aumento da temperatura ambiente (Carvalho et al. 2002a).
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2.5.1.4. Apoptose

Tal como ja foi referido, a MDMA tem capacidade para induzir morte celular
programada em hepatdcitos. A acgdo pro-apoptdtica foi demonstrada em hepatdcitos
isolados de rato e em células hepaticas mantidas em cultura celular (linha CFSC-2G)
(Montiel-Duarte et al. 2004; Montiel-Duarte et al. 2002). A apoptose foi, nesse estudo,
acompanhada com reducdo da proteina anti-apoptética Bel-xg, libertagdo de citocromo ¢
da mitocondria e activacdo da caspase 3. Nas células em cultura celular ocorreu
protedlise da poli(ADP-ribose)-polimerase (PARP), uma enzima envolvida na morte
celular programada e na reparagao do ADN (Montiel-Duarte et al. 2002).

O envolvimento do stress oxidativo para desencadear a apoptose foi estudado na
linha celular CFSC-2G. A exposic¢do das células 8 MDMA desencadeou a acumulagdo
de espécies reactivas de oxigénio (ROS) e a reducdo dos niveis de glutationa (GSH)
(Montiel-Duarte et al. 2004). Estes efeitos foram contrariados pela utilizacdo de
antioxidantes. No entanto, a apoptose induzida pela MDMA manteve-se. Assim, 0s
autores concluiram que o stress oxidativo ndo esta envolvido na apoptose desencadeada
pela MDMA (Montiel-Duarte et al. 2004). Além disso, verificou-se até que a inducdo
de stress oxidativo leva a activagdo do factor de transcricdo NF-kB que bloqueia
parcialmente a ac¢do apoptotica da MDMA (Montiel-Duarte et al. 2004).

Este grupo estudou também o impacto do metabolismo da MDMA sobre a sua
capacidade apoptotica. Assim, utilizando quinidina para inibir a CYP2D6 que, como ja
foi referido, ¢ crucial para o metabolismo oxidativo da MDMA (Maurer et al. 2000),
observou-se a diminuicdo do efeito apoptdtico da MDMA. Desta forma, este grupo
concluiu que a acc¢ao apoptdtica da MDMA depende do metabolismo e possivelmente
da formagdo de conjugados com a glutationa ¢ com a cisteina (Montiel-Duarte et al.

2004).
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2.5.2. Sistema Cardiovascular

A toxicidade cardiovascular mediada pela MDMA foi desde cedo detectada em
diversas situagdes clinicas de utilizadores de ‘ecstasy’ (Milroy et al. 1996).

Estes acontecimentos desencadearam o interesse em estudar os efeitos
cardiovasculares desta molécula. As primeiras investigagdes observaram, no rato,
efeitos estimulantes sobre o coracdo nomeadamente, taquicardia e arritmia (Gordon et
al. 1991). Além disso, a MDMA facilita a vasoconstri¢do (Fitzgerald & Reid 1994).

A hipertensdo ¢ outro sintoma que se pode detectar em ratos, sendo um efeito
dependente da dose. A administracio de MDMA a ratos desencadeia reducdao da
frequéncia cardiaca, mesmo para doses abaixo de 1 mg/kg por via intravenosa. A
bradicardia possivelmente resulta como resposta reflexa (mediada pelos
barorreceptores) a hipertensao (O'Cain et al. 2000). A subida da pressdo arterial também
foi detectada em utilizadores de MDMA (Vollenweider et al. 1998).

O perfil da resposta cardiovascular tende a variar ao longo dos varios episodios de
administragdo. Os estudos realizados em ratos mostraram que a administragao repetida
aumenta os efeitos cardiovasculares e agrava a cardiotoxicidade apds cada
administracdo (Badon et al. 2002). Esta descoberta pode ser um indicador da
perigosidade para o sistema cardiovascular dos utilizadores de ‘ecstasy’ com um padrao
de utilizagdo frequente desta droga.

Finalmente, estudos recentes em cardiomiocitos isolados de rato revelaram que,
além da cardiotoxicidade mediada pelas alteragdes monoaminérgicas, ocorre também
toxicidade directa. Os principais metabolitos da MDMA (MDA, HHMA e HHA) levam
a alteragdes morfologicas dos cardiomiocitos, alteragdes na homeostase da glutationa,
formacao de conjugados da HHMA e HHA com glutationa, aumento dos niveis de
calcio extracelular, deplecao de ATP e reducao da actividade de enzimas antioxidantes.
Estas manifestacdes de toxicidade ndo se verificaram para a MDMA, o que mostra que,
in vitro, a cardiotoxicidade so6 acontece depois de o metabolismo ocorrer (Carvalho et
al. 2004c).

A semelhanga do que foi descrito anteriormente para o figado, também no coragio
ocorre toxicidade resultante do metabolismo das catecolaminas (Carvalho et al. 2001a;

Carvalho et al. 2004c; Chavdarian et al. 1978).
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2.5.3. Sistema Imunitario

A semelhanga de outras drogas de abuso, a MDMA ¢é uma substincia
imunossupressora, podendo por isso aumentar a susceptibilidade a doengas infecciosas.
Num estudo de revisdo (Connor 2004) foram sumariados os efeitos imunossupressores a
seguir enumerados.

1. Reducido da fagocitose pelos neutrofilos.
Supressao da producado de citocinas pro-inflamatorias.
Supressao da producdo de factor de necrose tumoral o (TNF-a).

Supressao da produgdo de interleucina 1 (IL-1p).

A

Aumento da citocina imunossupressora interleucina 10 (IL-10) e promog¢ao
do fendtipo imunossupressivo.
6. Reducdo do numero de linfécitos circulantes, com redugdo expressiva das
células T CD4".
7. Alteracdo da funcionalidade das células T com diminuicdo da mitose
estimulada.

A maior parte destes efeitos ndo resulta da accao directa da MDMA sobre as células
imunes, mas sim indirectamente através da libertacdo descontrolada de
imunomoduladores nomeadamente, glucocorticoides e catecolaminas, que podem
desencadear respostas imunossupressoras (Connor 2004).

Apesar disso, existem evidéncias de que as células do sistema imunitario produzem
transportadores da serotonina e da dopamina e que sofrem a ac¢do directa da MDMA.
(Gordon & Barnes 2003; Mossner & Lesch 1998) Os estudos realizados por House e
colaboradores concluiram que, in vitro, os efeitos directos da MDMA sdo moderados e
variaveis, dependendo da dose e do parametro em estudo (House et al. 1995). Num
sentido oposto, os estudos in Vivo e in vitro com zymosan (um tipo de parede celular da
Saccaromyces cerevisiae altamente imunogénica) detectaram efeitos supressores
directos da MDMA na resposta imune nomeadamente no que respeita a fagocitose
realizada pelos neutréfilos. Neste caso, parece ocorrer uma ac¢do directa da MDMA
sobre o neutrofilo (Connor et al. 2004).

Os efeitos indirectos da MDMA devem-se essencialmente as alteracdes na libertagao
de neurotransmissores a nivel do sistema nervoso central. A incidéncia destas
modifica¢des ocorre principalmente sobre a serotonina e a dopamina (Green et al. 2003)

e produzem consequentemente a activacdo de vias de imunomodulacdo periféricas
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nomeadamente, a nivel do eixo hipotalamo-pituitaria-supra-renal e a nivel do sistema
nervoso simpatico (Green et al. 2003; Nash et al. 1988).

A relagdo entre a libertacdo de serotonina e os efeitos imunossupressores foi
inicialmente estabelecida através de estudos comparativos entre a fenfluramina e a
MDMA. A fenfluramina ¢ uma substancia capaz de induzir a libertagcdo selectiva de
serotonina. Além disso, exerce efeitos imunossupressores semelhantes aos verificados
para a MDMA. Através deste estudo deduziu-se que os efeitos imunossupressores
dependem da activacdo serotonérgica (Connor & Kelly 2002; Connor et al. 2000). Um
estudo recente em humanos mostra que o tratamento com um inibidor da recaptagdo da
serotonina (paroxetina), que impede a entrada de MDMA para o terminal pré-sindptico
e previne a libertacdo de serotonina, consegue bloquear os efeitos imunossupressores da
MDMA (Pacifici et al. 2004). A libertagdo de dopamina pela MDMA também pode
conduzir a efeitos imunossupressores ja que outras drogas com potente accdo sobre a
libertacdo dopaminérgica, como a anfetamina ou a metanfetamina, tém efeitos
imunossupressores em roedores (Connor 2004).

Tal como ja se referiu, a consequéncia ultima da libertacdo destes
neurotransmissores a nivel central ¢ a activacdo do eixo hipotalamo-pituitaria-supra-
renal e do sistema nervoso simpatico (Green et al. 2003; Nash et al. 1988). Estes
produzem glucocorticoides e catecolaminas com potencial de desencadear respostas

imunossupressoras (Bateman et al. 1989; Elenkov et al. 2000).
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Cérebro
MDMA: liberta serotonina e dopamina
(Mediadores centrais da imunossupressao)

Activacio das vias imunomoduladoras periféricas.

Periferia =

Estimula a libertacao de:
e Glucocorticoides
e (atecolaminas
e Outros mediadores?
Mediadores periféricos da imunossupressao.

Actuam nos receptores das células imunes.

- -

Imunossupressiao

Figura 9 - Mecanismo responsavel pela Imunossupressdo mediada pela MDMA. Adaptado de Connor

(2004).

2.5.4. Rim

Existem na literatura varias descrigdes de faléncia renal apos a utilizagdo recreativa
de MDMA (Bingham et al. 1998; Fahal et al. 1992; Henry et al. 1992; Walubo & Seger
1999).

Podem ser nomeados varios fendmenos induzidos pela MDMA que possivelmente
estdo envolvidos na faléncia renal. A coagulacdo intravascular disseminada, a
vasoconstricao, a rabdomiolise, a hipotensdo e a hipertermia sdo alguns exemplos de
possiveis causas que contribuem para estas ocorréncias, € que estdo geralmente
presentes nos casos clinicos descritos (Fahal et al. 1992; Henry & Hill 1998; Walubo &
Seger 1999).

A coagulagdo intravascular disseminada e a rabdomiolise estdo envolvidas na

isquemia renal, na faléncia renal e na necrose tubular aguda devido a obstrucdo da
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microvasculatura pelos agregados plaquetarios e precipitacio de mioglobina
(Cunningham 1997).

Além dos factores descritos existe a possibilidade da MDMA ou dos seus
metabolitos exercerem toxicidade renal. Estudos in vitro realizados em culturas
primarias de células tubulares proximais humanas e de rato mostraram que a MDMA ¢ a
MDA ndo sdo directamente toxicos, mas que os metabolitos HHA (a-MeDA), 5-
(glutation-S-il)a-MeDA e 2,5-bis(glutation-S-il)a-MeDA sdo nefrotoxicos potentes
(Carvalho et al. 2002b). Paradoxalmente, a citotoxicidade mais intensa foi detectada
para os conjugados com a glutationa. A conjuga¢do da glutationa com grupos
electrofilos resulta normalmente na destoxificacdo e eliminagdo sob a forma de acidos
mercaptiricos. Neste caso, essa conjugagdo intensificou a toxicidade dos metabolitos da

MDMA sobre as células renais (Carvalho et al. 2002b).

50

HO— .

HO™
SG a
5-(glutation-S-il)-a-MeDA 2,5-bis(glutation-S-il)a-MeDA

Figura 10 - Metabolitos resultantes da conjugagdo com a glutationa.

A redugdo da viabilidade celular deve-se a ac¢do pro-oxidante destes metabolitos.
Tal como ja foi descrito, os catecois iniciam o ciclo redox com a formagao de espécies
reactivas de oxigénio. Em primeiro lugar forma-se o anido superdxido (O;7), seguido do
peroxido de hidrogénio (H,O,) e por fim forma-se o radical hidroxilo (OH’). O anido
superoxido sofre dismutagdo espontanea ou mediada pela superoxido dismutase
formando peroxido de hidrogénio. Além disso, o anido superoxido também reage com o
monoxido de azoto para formar peroxinitrito (ONNO') que é um citotoxico potente.
Apos a reducio do Fe*™ a Fe*" pelo radical superdxido, o Fe*" reage com o perdxido de
hidrogénio para dar origem ao radical hidroxilo que reage com macromoléculas
essenciais ao funcionamento celular (Carvalho et al. 2002b). O metabolito HHA (o-
MeDA) pode sofrer polimerizacdo oxidativa originando produtos diméricos e
poliméricos. A presenga de pigmentos semelhantes a melanina nas culturas tratadas com

a-MeDA confirma esse processo (Carvalho et al. 2002b).
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Em geral, a nefrotoxicidade dos metabolitos conjugados com glutationa pode ser
aumentada devido a elevada actividade renal da y-glutamil transpeptidase (y-GT). Esta
enzima, localizada na membrana das células epiteliais dos tubulos proximais, leva a
formagao de dipéptidos cisteinilglicina. Os dipéptidos sdo substratos das dipeptidases
que também estdao presentes em grande quantidade na membrana das células epiteliais
dos tubulos proximais. O conjugado de cisteina resultante ¢ transportado para o interior
da célula através dos transportadores de aminoédcidos. Ai a hidroquinona pode ser
oxidada a quinona entrando em ciclo redox (Bolton et al. 2000).

No caso especifico do metabolito 5-(glutation-S-il)a-MeDA este mecanismo parece
funcionar no sentido da destoxificacdo (Figura 11). Apos a hidrélise mediada pela y-GT
e a subsequente clivagem mediada pela dipeptidase ocorre a ciclizagdo do conjugado de
cisteina. Nesta reac¢do, o grupo amino cisteinil condensa com o grupo carbonilo da
quinona originando um composto do tipo benzotiazolilo. Esta reac¢do elimina a fungdo

quinona responsavel pela reactividade molecular, prevenindo assim a entrada em ciclo

redox (Carvalho et al. 2002b).
HO NH, 0 NH,
HO s Om
0, 0,

TOXICITY

HO NH,

HO"

S-CYS-GLY

HO NH,  DipepB
Nm HU:Q/\rNH:

S-CYS

DETOXICATION

Brush Border
Memhrane

Figura 11 - Via de destoxificagdo do conjugado com a glutationa: 5-(glutation-S-il)a-MeDA.

A hidrélise mediada pela y-GT e a subsequente clivagem mediada pela dipeptidase formam um
conjugado com cisteina. O grupo amino cisteinil condensa com o grupo carbonilo da quinona originando
um composto do tipo benzotiazolil que € mais estavel e menos toxico (retirado de Carvalho et al. 2002b).
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2.5.5. Musculo

Um dos efeitos mais conhecidos da MDMA ¢ a rabdomidlise caracterizada por dores
musculares, fraqueza muscular e urina acastanhada (Cunningham 1997). Potencialmente
fatal, a incidéncia da rabdomiolise nos utilizadores de ‘‘ecstasy’’ ¢ elevada (Henry et al.
1992).

A rabdomiolise consiste na destrui¢do do musculo esquelético com a libertagdo de
enzimas musculares como a creatinina fosfocinase (CK) e a transaminase glutamica-
oxaloacética (GOT), libertacdo de ADP (adenosina difosfato), de mioglobina, potassio,
fosforo, célcio, creatinina e outros constituintes celulares (Lane & Phillips 2003).

Existem trés factores que contribuem para a rabdomidlise induzida pela MDMA: a
hiperpirexia, o consumo aumentado de energia devido ao exercicio fisico intenso e as
lesdes acidentais (Cunningham 1997). No seu conjunto, estes factores vao contribuir
para os fenomenos de faléncia renal e coagulopatia.

A libertagdo de creatinina cinase e creatinina conjuntamente com a libertacdo de
noradrenalina e vasopressina mediada pela MDMA podem, de forma sinérgica,
desencadear agregacdo plaquetaria (Bushfield et al. 1987; Filep & Rosenkranz 1987).
Além disso, a libertagdo de um activador do plasminogénio muscular pode provocar
aumento da fibrindlise que conduz a um estado de coagulagdo intravascular
disseminada, que por sua vez contribui para o desenvolvimento da toxicidade renal
(Terada et al. 1988).

A mioglobulintria contribui para a faléncia renal aguda. Esta resulta dos elevados
niveis plasmaticos de mioglobina e da reducdo do pH urinario. A mioglobina precipita
nos tibulos renais causando obstru¢do. A obstrucdo leva a lesdo da parede epitelial dos
tubulos renais o que inverte o sentido da difusdo do filtrado. A hipoperfusdo renal e a

isquemia contribuem finalmente para a necrose renal (Cunningham 1997).
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2.6.Conclusoes

O acrénimo quimico MDMA ¢ o mais conhecido no mundo das drogas. Este facto
deve-se aos efeitos cognitivos e psicologicos quase exclusivos desta substancia. A ac¢do
entactogénia é central e responsavel pela utilizacdo disseminada a nivel geografico e
demografico.

Com esta revisao geral pode-se concluir que os efeitos observados resultam de uma
interac¢do difusa entre a substincia e o sistema nervoso afectando principalmente o
sistema serotonérgico, o sistema dopaminérgico e o sistema adrenérgico.

A par dos efeitos comportamentais, esta substancia exibe um perfil de toxicidade
disseminado e que abrange diversos sistemas fisiologicos. Muitas das respostas
observadas sdo secunddrias a activacdo desses sistemas fisiologicos. Um bom exemplo
de resposta secunddria ¢ a imunossupressdo que resulta da activacdo do eixo
hipotadlamo-pituitaria-supra-renal que, por sua vez, produz glucocorticoides e
catecolaminas com potencial imunossupressor.

A toxicidade da MDMA esta intimamente relacionada com o metabolismo. Uma vez
metabolizada, a MDMA origina metabolitos que além de actuarem directamente sobre
receptores sdo também responsaveis pela formagdo de ROS e RNS que desencadeiam
stress oxidativo.

Os estudos até hoje realizados mostraram que a toxicidade sobre células, neuronais,
renais, hepaticas e cardiacas depende da ocorréncia de metabolismo que produz
substancias reactivas capazes de quebrar o equilibro redox da célula.

As respostas de cada utilizador recreativo a droga sao muito varidveis e até
imprevisiveis. Os motivos para este fendomeno prendem-se com a qualidade das
formulagdes apresentadas no mercado e com as caracteristicas fisiologicas do utilizador.

Desta forma, a importancia da investigacdo da ‘‘ecstasy’’ engloba a caracterizacao
da droga, do utilizador e da interac¢ao entre a droga, o utilizador ¢ o meio cultural e
social do mesmo.

Actualmente, existe grande actividade cientifica em torno da biotransformacgado e do
seu impacto sobre o utilizador mas, apesar de muito se saber nesta area, ainda ndo
existem conhecimentos suficientes para estabelecer uma terapéutica eficaz nos sintomas
agudos e na prevencgdo dos efeitos cronicos associados @ MDMA. Uma terapéutica

direccionada para o metabolismo sé sera possivel depois de compreender quais as vias
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metabolicas e quais os metabolitos responsaveis por cada efeito observado. Por outro
lado, serd também essencial compreender a importancia da variabilidade genética nas

respostas a MDMA.
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3. CAPITULO III - Hiponatrémia e MDMA

3.1.Hiponatrémia

A hiponatrémia ¢ uma alteragdo do equilibrio electrolitico relativamente comum
(Zilberberg et al. 2008). Considera-se a hiponatrémia quando a concentrag¢do plasmatica
do catido sodio (Na') ¢ inferior a 135 mEq/L (Nathan 2007). Na maior parte das
situacdes ¢ uma condicdo pouco grave e relativamente assintomatica. No entanto,
situagdes agudas de hiponatrémia severa podem causar niveis elevados de mortalidade e
morbilidade, sendo o cérebro o principal 6rgdo afectado. Nestes casos, a auséncia de
intervengdes rapidas pode desencadear défices neuroldgicos graves e até a morte

(Verbalis et al. 2007).

3.1.1. Arginina-Vasopressina

A hormona arginina-vasopressina (AVP) ¢ um péptido com 9 aminodcidos,
sintetizado no hipotdlamo supradptico e no nucleo paraventricular, ¢ armazenado na
hipofise posterior. A sua principal ac¢do fisioldgica ¢ o controlo do equilibrio
electrolitico do organismo. A accdo desta hormona sobre o rim desencadeia uma
resposta anti-diurética, conduzindo a retencao de dgua e sais. Em situacdes patologicas,

a excessiva secrecao de AVP pode levar a hiponatrémia (Goodman et al. 2006).

3.1.2. Importancia da Vasopressina (AVP) na Hiponatrémia

A maior parte dos estados de hiponatrémia resultam de niveis excessivamente
elevados de AVP e estdo relacionados com patologias pré-existentes (Tabela 2 e Tabela
3). A secrecdo desta hormona ¢ normalmente activada pelo aumento da osmolaridade
plasmatica, através da activagdo de osmoreceptores localizados no hipotalamo, ou
através da diminuicdo do volume sanguineo ou da pressao detectada pelos seios

carotideos, arco adrtico, auriculas cardiacas e vasos pulmonares. Quando a
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osmolaridade diminui até atingir o limiar osmotico, os niveis de AVP circulante baixam
ocorrendo excre¢do de dgua sem electrolitos. Desta forma, o organismo evita a redugdo
da osmolaridade plasmatica, repondo o equilibrio electrolitico (Verbalis et al. 2007).

Quando a secrecao de AVP nio ¢ inibida perante o estimulo hipo-osmolar, ocorre
retencdo de agua e aumenta a possibilidade de ocorréncia de hiponatrémia (Verbalis et
al. 2007).

Na sindrome de secre¢do inapropriada da AVP (SIADH) a secrec¢do persistente de
AVP, mesmo perante o estimulo hipo-osmolar, desencadeia retencdo de dagua
impedindo o restabelecimento do equilibrio hidro-electrolitico. Os motivos para a
SIADH sao varios e incluem a ingestao de substancias como a MDMA que modificam

os mecanismos de controlo da secre¢do da AVP (Verbalis et al. 2007).

3.1.3. Classificacdo da Hiponatrémia

A osmolaridade dos fluidos corporais ¢ mantida dentro dos limites fisioldgicos
através da secre¢do da AVP e da ingestdo de agua. Embora existam variagdes
individuais, na populacdo em geral, e sob condi¢cdes normais de hidratacdo, a
osmolaridade varia entre os 280 e 295 mOsm/kg H,O (Verbalis et al. 2007).

Apenas os solutos para os quais as membranas sdo impermeaveis contribuem para a
osmolaridade efectiva. Estes sdo assim responsaveis pela criagdo de gradientes através
das membranas, influenciando o movimento osmotico da agua entre o compartimento
extracelular e o compartimento intracelular. A concentragdo dos solutos que
efectivamente contribuem para o movimento osmoético da dgua é importante para
determinar se o estado de hipo-osmolaridade esta presente. Como o so6dio e os seus
respectivos anides (dos quais se destaca o cloreto) sdo os solutos que mais contribuem
para o equilibrio osmotico, pode-se dizer que, geralmente, a hipo-osmolaridade ¢
sinonimo de hiponatrémia (Verbalis et al. 2007).

No contexto da hiponatrémia desencadeada pela MDMA, importa referir os tipos de
hiponatrémia hipotonica. De uma forma simplificada, assume-se que a hipo-
osmolaridade plasmatica traduz hiponatrémia hipotdnica que resulta do excesso de agua
em relacdo ao soluto ou que, pelo contrario, resulta da deplecao de soluto (Diringer
1992). Normalmente, nos estados de hiponatrémia as duas situagdes estdo presentes:

excesso de agua e deplecao de soluto. A hiponatrémia hipotonica pode ser de trés tipos:
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Hiponatrémia Hipovolémica, Hiponatrémia Euvolémica e Hiponatrémia Hipervolémica

(Verbalis et al. 2007).

3.1.3.1. Hiponatrémia Hipovolémica

A hiponatrémia hipovolémica resulta da reducdo do volume de fluido extracelular e
da hipovolémia. A deple¢do de volume pode ter vérias causas tal como descrito na
Tabela 2.

Como o volume extracelular ndo pode ser medido, a deplecdo ¢ normalmente
diagnosticada clinicamente através da historia clinica, exame fisico e dos resultados
laboratoriais. Nesta situa¢cdo, a concentragdo urindria de sodio ¢ usualmente inferior a 30

mmol/L (Adrogue & Madias 2000).

Tabela 2 - Etiologias da hiponatrémia com origem na perda de sodio (adaptado de Verbalis, 2007).

Perdas renais de sédio Perdas extra renais de sodio
e Tratamentos com diuréticos e Perdas gastrointestinais
e Sindrome da perda de sal cerebral 0 Vomito
(““Cerebral salt wasting 0 Diarreia
syndrome’’ ou ‘‘CSWS”’) e Perdas pelo suor
e Deficiéncia mineralocorticoide 0 Exercicio fisico de
e Nefropatia da perda de sal (*“Salt- resisténcia (prolongado)
wasting nephropathy) e Qutras perdas

e Bicarbonaturia, glicostria, 0 Pancreatite
cetonuria Lesdes musculares

(0]
0 Queimaduras
0 Obstrugdes intestinais

3.1.3.2. Hiponatrémia Euvolémica

Existem diversas situagdes de hipo-osmolaridade com volume extracelular normal
ou com alteragdes tdo pequenas que ndo sdo clinicamente detectaveis (Tabela 3). A
maior parte das situagdes de hiponatrémia euvolémica estdo relacionadas com a SIADH.
Clinicamente ndo existem sinais da alteracdo do volume extracelular e as concentragdes
urindrias de sodio estdo aumentadas verificando-se progressivamente a diminui¢ao da

concentracdo do sodio plasmatico a medida que a dgua ingerida ¢ retida pela accdo da

69



Capitulo III — Hiponatrémia e MDMA

AVP. Nesta situagao a concentracao urindria ¢ normalmente superior a 30 mmol/L. Por
vezes, devido a deplecdo de sddio, esta concentracdo pode ser secundariamente baixa

(Verbalis et al. 2007).

3.1.3.3. Hiponatrémia Hipervolémica

A ocorréncia de aumento de volume extracelular clinicamente detectavel reflecte
geralmente hipervolémia. Nesta situagdo a hipo-osmolaridade, sendo secundaria a
patologias associadas (Tabela 3), resulta da acumulagdo de dgua devido a reducdo da
excrecdo desencadeada pela secrecdo de AVP (Nathan 2007).

As concentragdes urinarias de soédio sdo usualmente baixas, abaixo dos 30 mmol/L
devido a activagdo do eixo renina-angiotensina-aldosterona que impede a excrec¢ao renal

de sodio apesar do excesso de volume de liquidos.

Tabela 3 - Etiologias da hiponatrémia com origem na dilui¢do (adaptado de Verbalis, 2007).

Excre¢iio Renal de Agua Diminuida

Hiponatrémia Euvolémica Hiponatrémia Hipervolémica
e SIADH e Insuficiéncia Cardiaca
0 Tumores congestiva
0 Disturbios do Sistema Nervoso e (Cirrose
Central ¢ Sindroma nefrotico
0 Induzida por drogas (ex. MDMA) e Falha renal
0 Doengas pulmonares
o SIDA
0 Exercicio fisico prolongado
e Deficiéncia glucocorticoide
e Hipotiroidismo

Ingestio Excessiva de Agua

e Polidipsia primaria
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3.2. Hiponatrémia desencadeada pela MDMA

Existem na literatura varios relatos da ocorréncia de hiponatrémia ¢ edema cerebral
ap6s a utilizacdo de MDMA. Esses casos clinicos estdo resumidos na Tabela 4. Os
efeitos adversos descritos sdo graves e potencialmente fatais (Henry et al. 1992; Holden
& Jackson 1996; Maxwell et al. 1994; Parr et al. 1997). Todos os casos relatados
ocorreram em jovens do sexo feminino, indicando uma possivel predisposicao deste
género. Além disso, a ingestdo excessiva de agua parece ter contribuido para o
agravamento da situagao clinica.

Em variadas situagdes clinicas descritas na literatura, na analise toxicoldgica apenas
se detectou a presenga de MDMA e seus metabolitos. A auséncia de outras drogas
permitiu avaliar e confirmar a contribuicdo da MDMA para o efeito de hiponatrémia
(Holden & Jackson 1996; Maxwell et al. 1994; Parr et al. 1997).

Os principais sintomas detectados estdo de acordo com a SIADH, a excepcao do
edema que ndo acontece nesta sindrome (Henry et al. 1998; Holden & Jackson 1996;
Parr et al. 1997).

Os critérios que definem a SIADH sao: hiponatrémia hipotonica, osmolaridade da
urina superior ao valor adequado para a osmolaridade plasmatica, natriurese aumentada,
auséncia de edema ou deplecdo de volume e fungdo renal e supra-renal normais. Esta
sindrome ¢ causa relativamente comum da hiponatrémia e resulta do aumento aberrante
ou sustentado dos niveis de AVP produzida pelo hipotalamo e libertada pela hipofise. A
elevacdo da hormona AVP leva a retencdo renal de dgua e expansdo do fluido
extracelular o que é compensado pelo aumento da excre¢do urinaria de sodio (Na'). A
retengdo de agua em simultaneo com excre¢do aumentada de sédio leva a hiponatrémia
(Rai et al. 2006).

A classificagdo da hiponatrémia desencadeada pela MDMA pode ser dificil ja que,
embora ocorra a sintomatologia da SIADH, tipicamente associada a hiponatrémia
euvolémica, nos casos de ingestdio de MDMA deve ser considerado o edema pois além
da retencdo de agua mediada pela AVP pode haver ingestdo excessiva de agua. A
hiponatrémia pode ainda ser agravada pela perda de sodio no suor devido a hipertermia
desencadeada pela MDMA.

A ocorréncia de situagdes de hiponatrémia associadas a utilizagio de MDMA levou

alguns autores a tentar estabelecer a relagao entre os niveis plasmaticos da MDMA e os
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niveis de AVP. Num estudo em humanos a administragao de doses baixas de MDMA
(40 mg) a individuos do sexo masculino provocou o aumento intenso e agudo do nivel
de vasopressina plasmatica. Este ensaio mostrou um perfil de libertagdo totalmente
aberrante da AVP quando comparado com a variagdo circadiana normal dos controlos
(Forsling et al. 1998; Henry et al. 1998). Além disso, o estudo refere ndao haver
correlacdo estatisticamente significativa entre a variagdo dos niveis plasmaticos da
MDMA e da AVP (Henry et al. 1998). Esta falta de correlacdo foi mais tarde
relacionada com a possibilidade de serem os metabolitos da MDMA os responsaveis
pela libertacdo da AVP (Fallon et al. 2002; Forsling et al. 2001; Forsling et al. 2002).

Forsling e colaboradores, nestes ensaios em humanos, detectaram mais tarde uma
significativa correlagdo negativa entre as concentragdes de¢ MDMA e AVP uma hora
apods a administragdo. Esta correlacdo negativa mais uma vez mostrou a possibilidade de
ser um metabolito, ¢ ndo a MDMA, a provocar o aumento da AVP (Forsling et al.
2001). Estes resultados foram a base para que este grupo de trabalho realizasse um
estudo para verificar a importancia do metabolismo da MDMA na libertagdo da AVP e
no desencadear da SIADH. Nesse contexto, foram realizadas experiéncias in vitro em
hipotdlamo isolado de rato. Além da MDMA foram testados os seus principais
metabolitos (Figura 4): 3,4-metilenodioxianfetamina (MDA), N-metl-a-metildopamina
(HHMA), a-metildopamina (HHA), 4-hidroxi-3-metoxianfetamina (HMA) e 4-hidroxi-
3-metoximetanfetamina (HMMA). Todos os compostos afectaram a libertacdo da
vasopressina. Os metabolitos HMMA ¢ HHA apresentam maior capacidade do que a
MDMA para induzir a libertagdo de AVP. O metabolito HHMA apresentou menor
actividade indutiva do que a HMMA e a HHA (Forsling et al. 2002). Este estudo, ao ser
realizado em hipotdlamo isolado de rato, permitiu excluir qualquer contribuicdo dos
efeitos sistémicos provocados pela MDMA na libertacdo da AVP. Assim, os resultados
obtidos mostram que a MDMA e os seus metabolitos actuam directamente no
hipotalamo (Forsling et al. 2002). Os efeitos da MDMA no ser humano podem portanto
resultar da ac¢do directa da MDMA e seus metabolitos sobre o hipotdlamo (Forsling et
al. 2002).

Tal como ja foi referido, existem numerosos mecanismos capazes de desencadear a
libertacdo de AVP. Mas nao estdo ainda estabelecidas as relagdes entre esses
mecanismos, a ac¢do da MDMA e a consequente libertacio de AVP. Como a ac¢do da
MDMA resulta na estimulacdo do sistema serotonérgico, 0 mecanismo que mais

provavelmente estd envolvido ¢ a regulagdo serotonérgica da secre¢ao neuro-hormonal.
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A activagdo de receptores serotonérgicos leva a aumentos dos niveis de AVP
sistétmica. A utilizacdo de agonistas e antagonistas de selectividades conhecidas
permitiu descobrir que os receptores 5-HT,c, 5-HT4 e 5-HT; s@o importantes na
regulacdo da secre¢do de AVP pela hipofise (Jorgensen et al. 2003b).

Além da secrecao, a serotonina também esta envolvida na sintese da AVP. A sintese
da AVP ocorre nos neurdénios magnocelulares do nticleo hipotaldmico supradptico e do
nucleo hipotaldmico supraventricular. Verificou-se que a nivel do nucleo hipotalamico
supraventricular a activacdo dos receptores 5-HT, leva ao aumento do mRNA
correspondente & vasopressina. Por outro lado, a sintese que ocorre no nucleo
hipotalamico supradptico ndo depende da estimulacdo serotonérgica (Jergensen et al.
2003a).

Do que até agora foi exposto pode concluir-se que existem varios mecanismos que
podem desencadear a hiponatrémia mediada pela MDMA e que tais mecanismos podem
acontecer em simultaneo. Além disso, verificou-se a importancia do metabolismo na
inducdo da libertacdo da AVP pela MDMA. Finalmente, na literatura apenas estdo
descritas ocorréncias de SIADH em mulheres. Estes pressupostos levam a questionar
quais os factores que regulam a susceptibilidade individual ao aparecimento do STADH.

A contribuicdo do metabolismo da MDMA para a libertacdo de AVP destaca mais
uma vez a importancia das diferencas entre a capacidade metabolica individual.

Como anteriormente se referiu, a transformagdo da MDMA em HHMA mediada
pela isoenzima CYP2D6 do citocromo P450 pode influenciar a susceptibilidade
individual para a libertagao de AVP ja que esta enzima apresenta polimorfismo genético
existindo na populagdo individuos com diferentes capacidades metabolicas (Bertilsson
et al. 2002; Forsling et al. 2001; Lin et al. 1997).

A formacdo do metabolito HMMA, que tem maior capacidade de induzir a
libertagio de AVP in vitro, depende da catecol-O-metiltransferase (COMT). A
susceptibilidade individual também pode ser afectada pelo polimorfismo desta enzima
(Forsling et al. 2002). De facto, na populagdo humana, o polimorfismo genético da
COMT apresenta uma distribuicdo trimodal onde se incluem: os individuos com baixa
actividade enzimatica (COMT""), com actividade enzimatica intermédia (COMT"") e
com alta actividade enzimatica (COMT"™) (Minnistd & Kaakkola 1999).

Estudos com ratos fémea mostraram que a sensibilidade do organismo a accdo da
AVP varia durante os ciclos reprodutivos (Forsling et al. 1996). A varia¢ao dos efeitos

da AVP durante o ciclo menstrual também foi detectada em mulheres (Claybaugh et al.
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2000). Assim, a variacdo da resposta a AVP associada a possiveis diferencas

metabolicas e de género, podem ser a explicacdo para diferengas de susceptibilidade ao

efeito de hiponatrémia desencadeado pela MDMA (Forsling et al. 2001).

Tabela 4 - Resumo de Casos Clinicos de intoxicagdo com MDMA em que ocorreu hiponatrémia.
F — feminino; Valores normais de sddio plasmatico 135-145 mmol/L; Sédio plasmatico <135 mmol/L é

critério de hiponatrémia.
Sédio
Estudo Sexo | Idade Sintomas plasmatico Outras observacdes
(M/F) | (anos)
mmol/L
Tremuras
(Maxwell epiletiformes, Presenca de MDMA na urina
etal. 1994) F 17 confusdo mental, 130 Episodio ndo fatal
- incontinéncia Auséncia de outras drogas
Caso 1 urinaria, resposta a psicoactivas
dor mas com apatia
Presenga de MDMA no
(Maxwell Confusdo mental, plasma e na urina
et al. 1994) F 17 sem capacidade de 118 Danga continua durante o
- comunicar, final da tarde
Caso 2 incontinéncia Ingestdo de SL de agua
Auséncia de outras drogas
Incontinéncia
urinaria, confusao Presenga de MDMA na urina
(Holden & mental, prostr‘a(;ao, Ingesj[ao de grE}nde
sem resposta a dor, quantidade de dgua
Jackson F 20 . . 112 .S
1996) apatia, pupilas Excesso de Arginina-
dilatadas e reflexo a vasopressina (4,5pmol/L)
luz reduzido, edema Episddio ndo fatal
cerebral
Voémito, confusido
mental, dificuldade Ingestdo de grande
respiratoria, quantidade de dgua
(Parr et al. hipoventilagédo, Presenga de MDMA na urina
F 15 . . . 125
1997) apneia, taquicardia, e no plasma
coma, edema Auséncia de outras drogas
pulmonar e edema Episodio Fatal
cerebral
(Matthai et Consciéncia
al. 1996) diminuida, coma, Presenga de MDMA na urina
F 15 119 A
- edema cerebral Episodio ndo fatal
Caso 1 moderado
(Matthai et
al. 1996) F 16 Coma 112 Presenga. d’e MDMA na urina
- Episodio ndo fatal
Caso 2
Contracgoes
(Ajaclo et involuntarias das Ingestdo de MDMA e
al. 1998) F 19 pernas e bragos, 115 cerveja

coma, edema
cerebral

Episddio ndo fatal
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3.3. Conclusoes

A ingestdo de MDMA desencadeia a libertagdo de AVP. A alteracdo do padrao de
libertagdo desta hormona leva a SIADH. Esta sindrome associada aos efeitos de
hipertermia com ingestdo excessiva de agua e perda de sodio pelo suor, levam a
hiponatrémia frequentemente associada a hipervolémia. A redu¢@o das concentragdes do
sodio plasmatico pode desencadear finalmente o edema e a morte cerebral.

Desta forma, os profissionais de satde envolvidos na gestdo deste tipo de
intoxicagdes devem estar alertados para este fendmeno, podendo assim optar pelas

atitudes terapéuticas mais adequadas.
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Capitulo IV
Validagao do método de Cromatografia
Gasosa com Deteccao por
Espectrometria de Massa (GC-MS/MS)
para a quantificagdo simultanea da
MDMA e dos seus metabolitos MDA,
HMA ¢ HMMA em plasma € urina
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4. CAPITULO 1V - Validacio do método de Cromatografia Gasosa
com Deteccao por Espectrometria de Massa (GC-MS/MS) para a

quantificacdo simultinea da MDMA e dos seus metabolitos MDA,
HMA e HMMA em plasma e urina

4.1.Introducao

Este trabalho resultou da necessidade de desenvolver um novo método para a
quantificagdo simultinea da MDMA e trés dos seus metabolitos. A utilidade do método
abrange ndo s6 a investigacdo cientifica da toxicocinética da MDMA, mas também a
area clinica e forense da intoxicagdo com “ecstasy”.

A quantificagdio da MDMA e da MDA ¢ de grande utilidade ja que estas duas
substancias estdo frequentemente presentes nas formulagdes apreendidas. No que diz
respeito aos metabolitos estes podem ser usados como marcadores de exposi¢cdo a
MDMA, além disso, os metabolitos da MDMA tém potencial toxico. A capacidade da
HMMA desencadear a libertagdo de vasopressina no hipotalamo isolado de rato ¢ um
exemplo de uma interac¢ao mediada por um metabolito com potencial toxico (Forsling
et al. 2002).

O desenvolvimento deste novo método resulta de algumas dificuldades sentidas na
execucdo de métodos anteriormente publicados, nomeadamente no que diz respeito a
dificuldade de obtencdo de metabolitos deuterados para serem utilizados como padroes
internos (Kim et al. 2007; Kolbrich et al. 2008; Pirnay et al. 2006).

O objectivo deste trabalho experimental foi validar um método que utilizasse um so
padrdo interno, comercialmente disponivel, para a quantificagdo das quatro substancias
em questdo: MDMA, metilenodioxianfetamina (MDA), 4-hidroxi-3-metoxianfetamina
(HMA) e 4-hidroxi-3-metoximetanfetamina (HMMA).

Neste método, pretenderam-se atingir limites de quantificacdo baixos e gamas de
linearidades amplas. As linearidades amplas, podem ser fUteis na aplica¢do clinica e
forense ja que as concentragdes de MDMA e dos seus metabolitos na urina e no plasma
sao muito variaveis, dependendo das formulag¢des ingeridas ¢ do metabolismo. Na

investigacdo da toxicocinética da MDMA em animais de laboratorio ¢ importante ter
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um método que consiga detectar elevadas concentragdes de MDMA e metabolitos na

urina e, por outro lado, detectar concentracdes mais baixas no plasma.

4.2.Materiais e Métodos

4.2.1. Materiais utilizados

Todos os reagentes utilizados tinham elevado grau de pureza. O anidrido
trifluoroacético (TFAA) e a 4-hidroxi-3-metoxibenzilamina (PI ou Padrdo Interno)
foram obtidos da Sigma Aldrich (Saint Louis, Missouri). O cloridrato de (+)3,4-
metilenodioximetanfetamina (MDMA) foi obtido por extrac¢do de comprimidos
apreendidos pela Policia Judiciaria. A MDMA assim obtida foi caracterizada por
ressonancia magnética nuclear e por espectrometria de massa. Os metabolitos 3,4-
metilenodioximetamfetamina (MDA), 4-hidroxi-3-metoxianfetamina (HMA), e 4-
hidroxi-3-metoximetanfetamina (HMMA) foram sintetizadas pelo REQUIMTE/CQFB,
Departamento de Quimica da Faculdade de Ciéncia e Tecnologia da Universidade Nova
de Lisboa. Para a hidrolise enzimatica foi utilizada a enzima B-glucuronidase do tipo
HP-2 de Helix pomatia adquirida a Sigma Aldrich (Saint Louis, Missouri). A extrac¢do
em fase solida foi executada com as colunas Oasis® MCX SPE de 1cm’® (30 mg) obtidas

da Waters (Milford, Massachusetts).

4.2.2. Matriz para analise

Urina e plasma sem analitos foram obtidos de ratos Wistar adquiridos ao laboratdrio
Charles River (Barcelona, Espanha). Os ratos foram mantidos durante 24 horas em
gaiolas metabolicas com livre acesso a dgua e alimento. As urinas foram recolhidas no
final desse periodo. Os animais mantidos nestas condi¢des foram anestesiados com éter
e apods incisdo cirurgica o sangue foi recolhido da veia cava inferior para tubos

heparinizados.
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4.2.3. Solucoes Padrao

As solugdes concentradas de MDMA, MDA, HMA, HMMA e do padrio interno
foram preparadas em metanol na concentracdo de 1 mg/mL. Todas as solucdes de
concentragcdo intermédia foram preparadas, diariamente, por diluicdo das respectivas

solugdes concentradas em metanol.

4.2.4. Reacc¢ao de Hidrolise Enzimatica

Apds administragdo, a MDMA sofre metabolismo extenso. Apenas uma pequena
fraccdo ¢ excretada intacta na urina. Depois da metabolizacdao de fase I, que leva a
formacao dos metabolitos MDA, HHMA e HHA e da reac¢ao de fase II, que origina a
HMA e a HMMA, ocorrem outras reac¢des de fase II em que estes metabolitos sao
conjugados com o anido sulfato e o 4cido glucurénico (de la Torre et al. 2000; Green et
al. 2003).

Para que seja possivel a quantifica¢do total dos metabolitos € necessario proceder a
respectiva hidrélise dos conjugados. Com este objectivo, recorreu-se a accao da enzima
B-glucuronidase de Helix pomatia. Esta enzima encontra-se comercialmente disponivel
(Ortufio et al. 1999). As B-glucuronidases dos moluscos tém actividade glucuronidase e
sulfatase. Desta forma, conseguem-se hidrolisar, com uma s6 enzima, os conjugados
com acido glucurénico e com anido sulfato (Ortufio et al. 1999).

A reaccdo de hidrélise foi realizada em todas as amostras de plasma e urina
fortificadas com os analitos, de forma a mimetizar a matriz e o procedimento executado

em amostras reais.

4.2.4.1. Técnica para hidrolise da urina

e Aliquotas de 1 mL de urina de rato fortificadas com MDMA, MDA, HMA e
HMMA, foram transferidas para tubos de vidro rolhados de 25 mL.

e Adicionou-se 1 mL de uma solucdo tampao de acetato de s6dio 0,2 M com
pH ajustado a 5,2.

e Adicionaram-se 50 pL da solug@o de B-glucuronidase de Helix pomatia.
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e As amostras assim preparadas foram incubadas a 37 °C durante 24 h.
4.2.4.2. Técnica para hidrolise do plasma

e Aliquotas de 500 pL de plasma de rato fortificadas com MDMA, MDA,
HMA e HMMA foram transferidas para tubos de vidro rolhados de 25 mL.

e Adicionaram-se 500 pL. de uma solucdo tampao de acetato de sddio 0,2 M
com pH ajustado a 5,2.

e Adicionaram-se 25 pL da solucdo de B-glucuronidase do Helix pomatia.

e Asamostras assim preparadas foram incubadas a 37 °C durante 24 h.

4.2.5. Isolamento dos Compostos de Interesse - Extrac¢io em Fase Sélida

(SPE)

Para concentrar os analitos e eliminar impurezas e possiveis interferéncias de matriz,
foi realizada a separagdo dos compostos de interesse através de uma extracgdo em fase
solida.

As colunas Oasis® MCX SPE de lem® (30mg) sdo colunas de fase reversa com troca
i6nica capazes de reter compostos basicos. Deste modo, estas colunas permitem reter os
compostos de interesse através de interaccdo hidrofobica e através de troca idnica

(www.waters.com).

4.2.5.1. Técnica para a Extrac¢do em Fase Solida

e Aplicou-se a totalidade da amostra hidrolisada na coluna descartavel Oasis”
MCX SPE.

e Através da aplicagdo de pressao positiva fez-se a elui¢ao da amostra.

e De seguida, foram aplicados através da coluna 2 mL de HC1 0,1 M.

e De seguida, foram aplicados através da coluna 2 mL de metanol.

e Finalmente, os compostos foram eluidos com 2 mL de uma solugdo de

metanol contendo 5% de NH4OH.
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e As fracgoes resultantes da ultima eluicdo foram evaporadas a secura tendo

permanecido no exsicador, sob vacuo, durante a noite.

4.2.6. Derivatizacdo por perfluoroacilacio

Para preparar a MDMA e os metabolitos MDA, HMA e HMMA para a
quantificacdo por GC-MS/MS, procedeu-se a uma derivatizagdo com anidrido
trifluoroacético (TFAA) (Figura 12). A reac¢do de trifluoroacilagdo ocorre nos atomos
mais electréfilos: no atomo de azoto, formando N-TFA, e no atomo de oxigénio,
formando O-TFA (Figura 12).

Desta forma, foram obtidos os derivados N-TFA da MDMA e da MDA, N-TFA e
O-TFA da HMMA, HMA e do PI (Tabela 5) (Ortuiio et al. 1999; Pirnay et al. 2006;
Pizarro et al. 2002).
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Figura 12 — Reaccdo genérica de derivatizagcdo com o reagente anidrido trifluoroacético em meio de
acetato de etilo, obtendo-se derivados O-TFA e N-TFA.

4.2.6.1. Técnica para a derivatizacio

e Ao residuo obtido, apés a extraccdo por SPE, adicionaram-se 50 pL de
acetato de etilo e 50 uL de TFAA.

e A mistura anterior foi incubada a 70 °C durante 30 min.

e Depois de arrefecidas a temperatura ambiente, as amostras foram evaporadas
a secura sob corrente de azoto.

e O residuo obtido foi dissolvido em 100 pL de acetato de etilo, estando assim

preparado para a quantificagdo por cromatografia gasosa.
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4.2.7. Cromatografia Gasosa com deteccio por Espectrometria de Massa
(GC-MS/MS)

Os extractos derivatizados e dissolvidos em acetato de etilo foram analizados com o
cromatografo gasoso Varian CP-3800 equipado com um detector selectivo de massa
Varian Saturn 4000. A coluna cromatografica utilizada para a quantificagdo foi da
Varian, VF-5msx0.25mmx0,25pm modelo Factor Four. O gas transportador utilizado
foi o Hélio C-60 fornecido pela Gasin Portugal. Os dados obtidos do cromatografo
foram geridos com o programa Saturn GC/MS Workstation Software 6.8.

A injeccao das amostras foi feita em injector manual a temperatura de 250 °C em
modo “split”, com razdo de divisdo da amostra de 1/10. Para a elui¢do da amostra na
coluna cromatografica, a temperatura do forno do GC foi ajustada para 100 °C, tendo
sido mantida durante 1 minuto. De seguida, a temperatura aumentou a razdo de
15°C/minuto até se atingirem os 300°C que se mantiveram por um periodo de 10
minutos.

A detecgao por espectrometria de massa foi efectuada utilizando um analisador do
tipo “lon Trap”. A fonte de ionizagdo utilizada foi por impacto electronico a 70 eV
(correspondendo a uma ionizagdo em m/z forte). Durante os primeiros 4 minutos o
filamento gerador de electrdes manteve-se desligado ndo havendo ionizagdo. O
analisador “Ion Trap” foi programado da seguinte forma: a temperatura da linha de
transferéncia, do “manifold” e do “lon Trap” foram respectivamente, 280, 50 e¢ 180 °C.
S6 os 10es com m/z entre os 50 e 600 ¢ que foram analizados no “Ion Trap”. A corrente
de emissdo foi de 50 pA e o tempo méaximo de ionizagdo foi de 2500 psec.

A analise cromatografica foi realizada em dois modos: ‘‘Full Scan Mode’’,
permitindo a deteccdo total dos ides (TIC ou “total ion current”) resultantes da
fragmentacdo ¢ em ‘‘uSIS mode’ no qual os ides a fragmentar sdo previamente
seleccionados e sO estes entram para a fonte de fragmentagao “lon Trap” permitindo,
deste modo, aumentar a sensibilidade da deteccao. Nos dois modos a aquisi¢do de
espectros de massa foi feita entre os 4 e os 20 minutos apos a injec¢do da amostra.

Os i10es seleccionados para a analise dos cromatogramas estao descritos na Tabela 6.
Nas condi¢des referidas foram obtidos os espectros de massa para os derivados da
MDMA (Figura 13), MDA (Figura 14), HMMA (Figura 15), HMA (Figura 16) e do

Padrdo Interno (Figura 17). Os tempos de retencdo obtidos para cada analito e padrdo
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interno foram: PI (7,0 min); HMA (7,5 min); MDA (7,8 min); HMMA (8,2 min) e
MDMA (8,7 min) (Figura 18).

A identificacdo de cada analito nas amostras foi feita por comparacdo entre os
tempos de retencao dos compostos puros com os compostos das amostras injectados nas
mesmas condigdes cromatograficas. Para cada pico cromatografico foi obtido o

respectivo espectro de massa.

Tabela 5 - Estrutura dos analitos e do padriio interno derivatizados, com proposta do padrio de
fragmentagdo (Pizarro et al. 2002).

Estrutura dos analitos e do padrao

interno derivatizados Identificagdo

MDMA N-TFA
Padrao de fragmentacao proposto.
(Pizarro et al. 2002)

MDA N-TFA
Padrao de fragmentacao proposto.
(Pizarro et al. 2002)

HMMA N-TFA, O-TFA
Padrao de fragmentacao proposto.
(Pizarro et al. 2002)

o CF;
280 -~
v}
e NN “‘“ HMA N-TFA, O-TFA
i / " Padrao de fragmentacao proposto.
7 140 (Pizarro et al. 2002)
F}C’&g
o CFy
e D\l/\ el 4-hidroxi-3-metoxibenzilamina
I Padrio Interno N-TFA, O-TFA
? = Padrio de fragmentagio proposto.
F',C/\Q
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Tabela 6 - [5es seleccionados para a quantificacdo dos analitos por GC-MS/MS.

Analito I6es seleccionados (m/z)

Padrao Interno ou PI 230
(4-hidroxi-3-metoxibenzilamina)
MDMA 135
(3,4-metilenodioximetanfetamina) 162
MDA 135
(3,4-metilenodioxianfetamina) 162
HMMA 154
(4-hidroxi-3-metoximetanfetamina) 260
(4-hidroxi-3-metoxianfetamina) 260
MDMA
|
sh 1do 120 zdo FE) & .;.

Figura 13 - Espectro de massa do derivado N-TFA da MDMA.
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Figura 14 - Espectro de massa do derivado N-TFA da MDA.

E

peciram 1A

P:135 7215 min, Scan: 450, 50:600,lon: 3990 us, R IC: 94208, BC
T35
100% - 26750
T5%
162
15144
"
50% -
7
568
25%
g3
LYTT 1B8
zqo4 =0S
- 5 2780
J 1228
% o dur sl ul lﬂ|
55 1da 180 280 FE :

peciram 1M

EF - 154 E.21Fmin, Scan:517,50:600, lon: 1146 us, RIC: 268317, BC
TE4
1o0o% J TI4E5
T5% |
110
37007
so% | t
280
FERLL
&9
23593
.
5% |
107
T bCE B 183
FIoon 55 38 61
I 44z
0% lllll l.ll I ..|.| 1 | 1
1 1do 130 zda 250 ]

m iz

Figura 15 - Espectro de massa do derivado N-TFA e O-TFA da HMMA.

86




Capitulo IV — Valida¢do do método de GC-MS/MS

Epectrum TR
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Figura 16 - Espectro de massa do derivado N-TFA e O-TFA da HMA.
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Figura 17 - Espectro de massa do derivado N-TFA e O-TFA da 4-hidroxi-3-metoxibenzilamina.
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Figura 18 — Cromatograma de uma amostra de plasma obtido em modo "Selected Ion" com os seguintes
i0es: m/z=135, m/z=162 para a MDMA e MDA; m/z=140, m/z=260 para a HMA; m/z=154, m/z=260
para a HMMA; m/z=232 para o PI. Os tempos de retencao foram: PI (7,0 min); HMA (7,5 min); MDA
(7,8 min); HMMA (8,2min) e MDMA (8,7 min).

4.3.Validacao do Método

A validacdo do método consistiu na avaliacdo da linearidade através da preparacao
das curvas de calibrac¢do, na avaliacdo do limite de quantificagdo (LOQ ou ‘‘Limit of
Quantification’’), na avaliacdo do limite de deteccdo (LOD ou “Limit of Detection’), na

avaliacdo da precisdo, da exactidao e do rendimento do processo de extrac¢ao.

4.3.1. Calibracao

Foram preparadas curvas de calibragdo em plasma e urina. Cada um dos analitos foi
adicionado a plasma e urina sem analitos (brancos), a partir das solu¢des concentradas
previamente preparadas. As concentragdes finais nas amostras foram: 0, 10, 25, 50, 100,
500, 1000, 2000, 5000 e 10000 ng/mL. Foi também adicionado a todas as amostras o PI

na concentracdo final de 2500 ng/mL na urina e 5000 ng/mL no plasma.
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4.3.1.1. Técnica para a preparacido das amostras para as curvas de

calibracio

4.3.1.1.1. Urina

Prepararam-se aliquotas de 1 mL de urina.

A cada aliquota adicionaram-se 10 pL. da solugdo de concentragdo adequada
do respectivo analito, de forma a obter as concentracdes finais referidas.

A cada uma das amostras assim preparadas adicionaram-se 10 uL. de uma
solucdo de PI com concentragao de 250 pg/mL.

As amostras assim preparadas foram submetidas a hidrolise enzimatica,

extraccao por SPE e derivatizagdo, tal como foi anteriormente descrito.

4.3.1.1.2. Plasma

Prepararam-se aliquotas de 500 pL de urina.

A cada aliquota adicionaram-se 10 pL. da solug@o de concentragdo adequada
do respectivo analito, de forma a obter as concentracdes finais referidas.

A cada uma das amostras assim preparadas adicionaram-se 10 uL. de uma
solucdo de PI com concentracao de 250 pg/mL.

As amostras assim preparadas foram submetidas a hidrolise enzimatica,

extraccao por SPE e derivatizagdo, tal como foi anteriormente descrito.

4.3.2. Precisao

Foi determinada a precisdo intra-dia do método de GC-MS/MS para todos os

analitos através de cinco quantificagdes de uma mesma amostra, ao longo de um dia. Na

urina, a concentrag¢do das amostras testadas foi de 500 ng/mL. No plasma a

concentracdo das amostras foi de 200 ng/mL.

Foi também avaliada a precisdo do método de extrac¢do, executando a extraccao de

cinco aliquotas da mesma amostra. A concentracdo das aliquotas de urina foi de 200
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ng/mL e a concentragdo das aliquotas de plasma foi de 500 ng/mL para todos os
analitos.

A precisdo inter-dia foi avaliada para todos os analitos em trés amostras com
concentragdes diferentes fazendo uma determinagao por dia, durante trés dias. Na urina,
foram testadas as concentragdes de 50, 100 e 500 ng/mL. No plasma, foram testadas
concentragdes de 50, 100 e 200 ng/mL.

Todos os extractos foram injectados em duplicado.

4.3.3. Exactidao

A exactiddo foi determinada para todos os analitos em trés amostras de
concentragdes distintas. Nas amostras de urina as concentragdes testadas foram de 50,
100 e 500 ng/mL. Nas amostras de plasma as concentragdes testadas foram de 50, 100 e
200 ng/mL.

Todos os extractos foram injectados em duplicado.

4.3.4. Limite de detec¢io (LOD) e limite de quantificacdo (LOQ)

Os limites de deteccao foram determinados com amostras de plasma e urina cuja
concentragdo originou um sinal 3 vezes superior ao ruido.

Os limites de quantificagdo foram determinados com amostras de plasma e urina
cuja concentracdo originou um sinal 10 vezes superior ao ruido.

Os limites foram determinados injectando 10 vezes a amostra cuja concentragao
correspondeu aos critérios referidos. Foram utilizados dois modos de aquisi¢ao de sinal:
“Full Scan Mode” com aquisi¢do total de ides (TIC ou “total ion current”) com razao
m/z entre 50-600 unidades de massa atomica (uma) e “Full Scan Mode” com “puSYS”
em que os ides a fragmentar sdo previamente seleccionados e sé estes entram para a

fonte de fragmentagdo, aumentando desta forma a sensibilidade da detecgao.
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4.3.5. Avaliacio do Rendimento do Procedimento de Extraccao

O rendimento da extrac¢do por SPE foi avaliado para todos os analitos testando trés
amostras fortificadas com concentracdes distintas e avaliando as respectivas
recuperagdes por comparagdo a extractos fortificados com os respectivos analitos em
que o PI foi adicionado apos a extrac¢ao.

Nas amostras de plasma as concentracdes testadas foram de 20, 50 e 800 ng/mL. Na
urina apenas foi testada a concentrag¢do de 20 ng/mL.

Todos os extractos foram injectados em duplicado.
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4.4. Resultados e Discussao

A quantificagdo da MDMA ¢ dos seus metabolitos no plasma e na urina, pelo
método de GC-MS/MS descrito, foi validada. Um exemplo de cromatograma
tipicamente observado, numa amostra de plasma, estd representado na Figura 18.

Os espectros obtidos para cada um dos analitos e PI derivatizados estdo
representados nas figuras Figura 13 - Figura 17.

Para a realiza¢dao dos calculos foram determinadas as razdes de areas entre os picos

dos analitos e o pico do PI:

Area do Ploo de Anallte

Slral e
“ Arvea do Pleo do BT

De acordo com os métodos de validagdo, foram obtidos os resultados que se

seguem.

4.4.1. Curvas de Calibracio e Linearidade

As curvas de calibragdo do método de GC-MS/MS foram lineares para todos os
analitos entre os 0-10000 ng/mL. Esta gama de linearidade foi observada para ambas as
matrizes em estudo. Os coeficientes de correlagdo obtidos nas respectivas regressoes

lineares foram sempre superiores a 0,99 (Tabela 7).

Tabela 7 - Estudo da linearidade. Curvas de Calibragdo e coeficientes de correlagdo obtidos.

Estudo de linearidade
gama

Plasma Equagao (ng/mL) r?

HMA y=0,005x+0,0022 0-10000 0,9944

MDA y=0,0004x+0,0074 0-10000 0,9983
HMMA y=0,0007x+0,0194 0-10000 0,9963
MDMA y=0,0004x-0,0139 0-10000 0,9995

Urina

HMA y=0,0008x-0,0177 0-10000 0,9985

MDA y=0,0046x-0,0972 0-10000 0,9989
HMMA y=0,0021x-0,0778 0-10000 0,9933
MDMA y=0,0045x+0,263 0-10000 0,9996
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A precisdo do método foi expressa como coeficiente de variagao:

Pracisiio (M) =

Dasvie Padrie

Média

X 100

A precisdo intra-dia do método de GC-MS/MS foi inferior a 10% para todos os

analitos e em ambas as matrizes (Tabela 8).

A precisdo do método extractivo também foi determinada, para todos os analitos e

nas duas matrizes, tendo sido sempre inferior a 13% (Tabela 8).

No que diz respeito a precisao inter-dia foram obtidos valores abaixo dos 14% e dos

16% para a urina e para o plasma respectivamente (Tabela 9).

Tabela 8 - Precisdo intra-dia do método de GC-MS/MS e do método de extracgdo para as duas matrizes.
A concentragdo das amostras de plasma foi de 200 ng/mL, a concentracdo das amostras de urina foi de

500 ng/mL

Precisao

(%)

Plasma (200 ng/mL) HMA MDA HMMA MDMA
Método GC-MS/MS 3,96 412 5,00 4,87
Método de Extracgao 3,10 9,92 4,96 9,88
Urina (500 ng/mL)
Método GC-MS/MS 6,81 8,76 9,65 3,57
Método de Extracgao 477 12,37 9,11 11,03

Precisao (%) = Desvio Padrdo/Média (n=5)
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Tabela 9 - Precisdo inter-dia do método GC-MS/MS para as duas matrizes.

Urina C_oncentragéo Precisao Plasma C_oncentragéo Precisao
final (ng/mL) (%) final (ng/mL) (%)

50 6,30 50 14,50

S R L
50 6,34 50 9,72

won | 0| g | wpa | 10| 189
50 10,20 50 4,32
a0 B | 042
50 6,20 50 6,33

wows | 120|210 ous | 10| 1as

Precisdo (%) = (Desvio Padrdo/Média)*100 (n=3)
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4.4.3. Exactidao

A exactidao foi calculada como a percentagem da concentracdo alvo previamente

conhecida.

Concantraclio determinada

Bxactidaa (%) = Concentracio alve conheclda %100

A exactiddo do método para a matriz urina variou entre os 93-120%. Para o plasma a

exactiddo variou entre os 90-116% (Tabela 10).

Tabela 10 - Exactiddo do método GC-MS/MS para as duas matrizes.

Urina Concentragao | Exactidao Plasma Concentragcao |Exactidao
alvo (ng/mL) (%) alvo (ng/mL) (%)
50 119,8 50 113,2
R I e T i
50 105,4 50 106,6
o |10 B2 fwes | o |2
50 104,4 50 105,6
|90 20 | 10|
50 96,8 50 94,2
MOMA | g0 | amrz | MR 20 | doe

Exactidao (%) = (Concentracéo determinada/Concentracéo alvo conhecida)*100 (n=3)
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4.4.4. Limite de detec¢io (LOD) e limite de quantificacdo (LOQ)

Os limites de quantificacdo em ‘‘Full-Scan mode’’ e testados para todos os analitos,
foram: 10 ng/mL para a urina e de 5 ng/mL para o plasma.

Utilizando o “pSIS-MS mode” foi possivel reduzir os limites de quantificacdo para 5
ng/mL na urina e para 2 ng/mL no plasma (Tabela 11).

Os limites de deteccdo foram testados em “pSIS-MS mode” e foram de 3 ng/mL na

urina e de 1,5 ng/mL no plasma.

Tabela 11 — Limites de quantificagdo para todos os analitos, nas duas matrizes, em modo “Full-Scan” e

em modo “uSIS”.

Limite de Quantificagao (ng/mL)
Full-Scan (n=5) uSIS (n=3)

Plasma
HMA 5(7,1) 2(4,8)
MDA 5(4,5) 2 (8,0)
HMMA 5(8,4) 2(9,2)
MDMA 5(10,3) 2 (6,8)
Urina
HMA 10 (12,5) 5(13,2)
MDA 10 (9,8) 5(4,2)
HMMA 10 (4,1) 5(4,1)
MDMA 10 (7,0) 5(12,0)

( ) — Coeficiente de variacdo em %
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4.4.5. Rendimento do Procedimento de Extracc¢ao

As recuperagdes foram calculadas em percentagem da razdo entre as concentragdes
obtidas apds a extrac¢do de amostras fortificadas em que o PI foi adicionado antes da

extraccdo e as respectivas concentragdes obtidas para as amostras fortificadas em que o

PI foi adicionado depois da extraccao.

Concentracie obtlda depols de adiclonar o PI

Recuperagae (30) = Concentracio abtlda anter de adiclenar o PI

X 100

Para o plasma foram obtidas extracgdes com eficiéncias entre os 72 € 0os 99%. Para a
urina, foram obtidas extrac¢des com eficiéncias entre os 84 e os 103%. As recuperagdes

foram tendencialmente mais baixas para as concentragdes mais elevadas (Tabela 12).

Tabela 12 - Rendimento do procedimento de extracgdo por SPE.

Concentragao Recuperagao (%)
ng/mL HMA | MDA | HMMA | MDMA
Plasma
20 99,1 86,1 90,1 97,1
50 85,6 79,2 75,7 98,0
800 83,2 71,6 73,9 73,9
Urina
20 1034 | 87,3 | 84,4 | 90,6

4.5. Conclusao

O método desenvolvido foi validado. Com este trabalho demonstrou-se a
possibilidade de quantificar em simultineo a MDMA, MDA HMMA e HMA
recorrendo apenas a um padrdo interno. O padrdo interno seleccionado mostrou-se
adequado, sendo fécil de adquirir e evitando deste modo o recurso a sintese de padrdes
deuterados.

O método apresentou linearidade, precisdo, exactidao e limites de quantificacao

adequados para uma utilizagdo cientifica, clinica e forense.
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Capitulo V
Induc¢ao da Secrecao da Vasopressina
pela MDMA
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5. CAPITULOV - Inducio da Secregiio da Vasopressina pela MDMA

5.1. Introducao

Tal como ja foi anteriormente referido, a MDMA ¢ capaz de desencadear a secre¢ao
de AVP em humanos (Henry et al. 1998). Estudos in vitro demonstraram também que
para além da MDMA, alguns dos seus metabolitos tém a capacidade de desencadear a
libertagdo de AVP (Forsling et al. 2002).

Até ao presente momento nao existem descritos na literatura estudos sobre a indugao
da secreg¢do de AVP in vivo em animais de experiéncia. Tal conhecimento sera ttil para
estudos futuros sobre estados de hiponatrémia e desequilibrio hidro-electrolitico
causados pela MDMA. Neste trabalho foi estudada a capacidade da MDMA estimular a
secrecdo da AVP no rato. Foram também avaliadas as possiveis correlagdes entre a
secrecdo da AVP e os niveis plasmaticos e urindrios de MDMA, MDA, HMA e
HMMA.

O principal objectivo deste estudo foi elucidar a accdo da MDMA na libertacao da
AVP num modelo animal, in vivo. Pretendeu-se também verificar a influéncia do
metabolismo na libertagdo da AVP in vivo e observar quais as consequéncias desse

mesmo efeito.

5.2. Materiais e Métodos

5.2.1. Materiais utilizados

Todos os reagentes usados nas experiéncias tinham elevado grau de pureza. O
inibidor de proteases fluoreto de fenilmetilsulfonilo (PMSF) foi obtido da Sigma
Aldrich (Saint Louis, Missouri). O cloridrato de (+)3,4-metilenodioximetanfetamina
(MDMA) foi obtido por extrac¢do de comprimidos apreendidos pela Policia Judiciaria
Portuguesa. O sal assim obtido foi caracterizado por ressonancia magnética nuclear e

por espectrometria de massa.
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5.2.2. Animais

Foram utilizados ratos Wistar “outbread”, machos e fémeas, com pesos
compreendidos entre 250 e 300 g. Estes animais foram adquiridos ao laboratorio
Charles River (Barcelona, Espanha).

Os animais foram aclimatizados em gaiolas de polietileno de rede metalica no topo e
acamadas com aparas de madeira. A temperatura do biotério foi mantida a 22+2 °C,
humidade entre 40 e 60% e ciclos dia/noite de 12/12 horas. Os animais tiveram livre
acesso a agua ¢ alimento até ao inicio das experiéncias. Nas experiéncias com duragdo
de 1 hora o alimento foi retirado antes da administracio de MDMA ou NaCl 0,9%.

Os ensaios tiveram sempre inicio as 16 h.

As experiéncias foram realizadas de acordo com as orientagdes para a
experimentacdo animal declaradas pela Unido Europeia (Convencdo Europeia para a
proteccao de animais vertebrados usados com objectivos experimentais e cientificos de

1986, acrescentada da adenda de 1998 da respectiva convengao).

5.2.2.1. Protocolo experimental para animais sacrificados uma hora

apos a administracio de MDMA

1. Seis animais seleccionados foram pesados e colocados separadamente em
gaiolas de polietileno com rede metélica no topo.

2. O alimento foi retirado e os animais passaram a ter apenas acesso a agua ad
libitum.

3. As gaiolas foram alinhadas e devidamente identificadas, alternando animais
controlo com animais tratados com MDMA.

4. Com intervalos de 10 minutos os animais foram injectados com uma solug¢do
de MDMA preparada em NaCl 0,9% ou com solucao de NaCl 0,9%, por via
intraperitonial (i.p.). Para os animais tratados com MDMA o volume
injectado foi ajustado ao peso de forma a administrar a dose de 20 mg/kg.

5. Uma hora apds a injecc¢do os animais foram anestesiados com éter.

6. Através da utilizacdo de um cateter foi puncionada a veia cava inferior

(Figura 19).
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7. O primeiro mililitro de sangue foi rapidamente recolhido e transferido para
um tubo contendo EDTA.

8. O restante sangue foi recolhido para uma seringa heparinizada e transferido
para tubos contendo EDTA.

9. As amostras foram centrifugadas a 1600g durante 15 min a 4 °C.

10. O plasma assim obtido foi transferido para eppendorf e guardado a -80 °C até
a execucdo de ensaios posteriores.
Nota: os tubos para recolha das amostras foram mantidos em gelo até ao

armazenamento final.

O estudo foi conduzido em diversas séries de ensaios. Os ensaios realizados com

machos e com fémeas ocorreram sempre em separado.

5.2.2.2. Protocolo experimental para animais sacrificados 24h apéds a

administracao da MDMA

1. Seis animais seleccionados foram pesados e colocados separadamente em
gaiolas metabolicas da Tecniplast (Buguggiate, Italia).

2. As gaiolas foram alinhadas e devidamente identificadas, alternando animais
controlo com animais tratados com MDMA.

3. Com intervalos de 10 minutos os animais foram injectados com uma solugao
de MDMA preparada em NaCl 0,9% ou com solugdo da NaCl 0,9%, por via
intraperitonial (i.p.). Para os animais tratados com MDMA o volume
injectado foi ajustado ao peso de forma a administrar a dose de 20 mg/kg.

4. Os recipientes de recolha da urina foram mantidos em gelo e com 200 pL de
PMSF 100 mM.

5. Vinte e quatro horas apds a injeccao, as urinas foram recolhidas e os animais
foram anestesiados com éter.

6. Através da utilizacdo de um cateter foi puncionada a veia cava inferior
(Figura 19).

7. O primeiro mililitro de sangue foi rapidamente recolhido e transferido para

um tubo contendo EDTA.
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8. O restante sangue foi recolhido para uma seringa heparinizada e transferido
para tubos contendo EDTA.

9. As amostras de sangue foram centrifugadas a 1600g durante 15 min a 4 °C.

10. O plasma assim obtido foi transferido para eppendorf e guardado a -80 °C até
a execug¢ao de ensaios posteriores.

11. As amostras de urina foram centrifugadas a 1600g durante 15 min a 4 °C.
Finalmente foram decantadas e guardadas a -80 °C até a execucdo de ensaios

posteriores.

Nota:
e Os tubos para recolha das amostras foram mantidos em gelo até ao

armazenamento final.

N

right superior vena cava

JT - left superior vena cava
intercostal veins
azygous vein
hepatic vein

inferior vena cava
=

renal veins

ovarian vein (female) or
testicular vein (male)

iliolumbar vein

left common iliac vein

g % —————— right common iliac vein

\

Figura 19 - Sistema circulatorio venoso do rato. A pungdo para recolha de amostra foi realizada na veia
cava inferior.

5.2.2.3. Administracio da MDMA

As solugdes de MDMA foram preparadas em solugdo de NaCl 0,9% (m/v) e
injectadas intraperitonialmente num volume de 1 mL/kg. A MDMA foi administrada na
dose de 20 mg/kg.

Os animais controlo foram injectados com solu¢do isotonica de NaCl 0,9% (m/v).
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5.2.2.4. Técnica de colheita de sangue

A técnica de colheita de sangue venoso anteriormente descrita foi adaptada tendo em
considera¢do as possiveis variacdes dos niveis de AVP consequentes a hipovolémia
desencadeada durante a recolha.

Com o objectivo de evitar estas variagdes foi utilizada uma técnica de recolha
sequencial do sangue venoso. Para tal, com a ajuda de um cateter, fez-se a recolha
rapida e sem ocorréncia de hemorragia do primeiro mililitro de sangue e de seguida
procedeu-se a recolha do restante sangue.

Deste modo obtiveram-se duas amostras, a que foi recolhida em primeiro lugar foi
utilizada exclusivamente para a quantificagdo da AVP e a que foi recolhida em segundo

lugar foi utilizada exclusivamente para a quantifica¢do dos metabolitos.

5.2.3. Quantificacio da AVP

A quantificacdo da AVP foi realizada em amostras de plasma e de urina. Para as
séries de ensaios em que os animais foram sacrificados 1h apos a administracao da
MDMA ou NaCl 0,9% (m/v) a AVP foi quantificada no plasma. Nos animais
sacrificados 24h apds a administragdo da MDMA a AVP foi quantificada no plasma e

na urina recolhida ao longo desse periodo.

5.2.3.1. Principio do método

Neste trabalho, a quantificagdo da vasopressina foi executada através de um
Imunoensaio Enzimatico (EIA), que existe em “Kit” comercialmente disponivel (Assay
Designs, Michigan).

Este método de quantificacdo ¢ um imunoensaio competitivo. Para tal, ¢ utilizado
um anticorpo policlonal especifico para a vasopressina. Este anticorpo tem capacidade
para se ligar competitivamente a8 AVP das amostras, do padrao e a AVP covalentemente
associada a uma molécula de fostatase alcalina.

Uma vez aplicados nos pogos da placa, as moléculas de AVP dos padrdes, das

amostras e da fosfatase-AVP ligam-se competitivamente ao anticorpo durante uma
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incubagdo a 4 °C. Os complexos assim formados fixam-se nos pocos da placa, ja que

estes estdo revestidos com anticorpos anti-IgG.

Apods a lavagem dos pogos, sdo adicionados os reagentes para que a reaccao

colorimétrica, catalisada pela fostatase alcalina, ocorra. Deste modo, a intensidade da

cor amarela formada € inversamente proporcional a quantidade de AVP existente na

amostra ou padrdo. A intensidade da cor deve ser medida num leitor de placas.

Antes de executar a técnica, as amostras de plasma e urina foram sujeitas a um

processo de extraccdo em que se removem as proteinas e possiveis interferentes

lipofilos.
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5.2.3.2. Técnica de extraccao

Prepararam-se aliquotas de 200 pL de amostra.

Foram adicionados 400 puL. de acetona refrigerada a 0 °C. Agitou-se em
vortex.

O sobrenadante foi transferido para novo tubo e o residuo rejeitado.

Foram adicionados 1400 pL de éter de petroleo refrigerado a 0 °C. Agitou-se
em vortex.

A camada etérea superior foi rejeitada e a fase aquosa foi cuidadosamente
transferida para um tubo de vidro.

Evaporou-se a secura sob corrente de azoto.

Reconstituiu-se o residuo com 120 pL de “Assay Buffer”

5.2.3.3. Técnica para a quantificacao

(Tabela 13)

Pipetaram-se 100 pL de “Assay Buffer” (tampao de ensaio) para o poco NSB
(ligacdo nao especifica) e 100 uL para o poco By (Padrdao 0 pg/mL de AVP).
Pipetaram-se 100 uL. de cada padrao de AVP para os respectivos pogos.
Pipetaram-se 100 puL de cada amostra para os respectivos pogos.
Pipetaram-se 50 pL de “Assay Buffer” para o poco NSB.

Pipetaram-se 50 pL do conjugado azul (complexo fosfatase-AVP) para cada

poco a excepgdo do pogo TA (actividade total) e Branco.
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Pipetaram-se 50 uL. do anticorpo anti-AVP para todos os pogos a excepgao
do pogo TA, Branco e NSB.

A placa foi selada e misturou-se cuidadosamente. A incubacdo durou 24h a 4
°C.

Cada poco foi lavado trés vezes com 400 pL de solugdo de lavagem.

A placa foi cuidadosamente seca.

Pipetaram-se 5 pLL do conjugado azul ao pogo TA.

Pipetaram-se 200 pL da solug¢do de p-nitrofenil fosfato (pNpp) para todos os
pocos (substrato para a fosfatase alcalina).

A mistura foi incubada a 37 °C durante 1h, sem agitagao.

Para terminar a reaccdo, adicionaram-se 50 uL. de solugdo STOP a cada pogo
(solugdo aquosa de fosfato trisddico).

A leitura das densidades opticas (DO) a 405 nm com correc¢ao a 570 nm foi

realizada imediatamente no leitor de placas (Ceres 9000).

Tabela 13 - Resumo do procedimento experimental para a quantificagdo da AVP.

Poco Tampao Pa((i)floes Conjugado | anticorpo gl Conjugado pNpp Solucio
de ensaio Azul Anti-AVP | S Azul STOP
amostra b
on
By 100pL 50uL 50uL 2 200uL 50uL
Pl 100uL 50uL 50uL & 200uL | 50pL
P2 100pL 50uL 50uL = 200uL | 50uL
P3 100uL 50uL souL | = 200uL | S0uL
P4 100pL 50uL 50uL o 200uL 50uL
P5 100puL 50uL 50ul i 200pL 50ul
P6 100puL 50uL 50ul = 200pL 50ul
P7 100puL 50uL 50ul Q 200pL 50ul
Amostra 100pL 50uL 50uL 3 200uL 50uL
NSB 100+50uL 50uL _‘-; 200uL 50ul
Branco 2 200uL 50uL
TA ~ Sul 200uL | 50uL
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5.2.3.4. Calculos

Os valores das concentragdes das amostras foram calculados a partir da curva de
calibracdo. A curva de calibragdo foi obtida através de uma curva logistica de 4
parametros executada no programa GraphPad Prism 4 (GraphPad, California).

1. Os valores das DO a 405 nm foram corrigidos subtraindo-lhes os valores
obtidos a 570 nm.
2. Foi calculada a percentagem de ligacdo da AVP-Fosfatase aos anticorpos

anti-AVP de acordo com a seguinte formula:

D@ corrigidas
D@ da B,

3. Os valores sao calculados automaticamente em fun¢ao da curva obtida

X 100

Ty de llgacie =

(Figura 20).

Todas as amostras foram testadas em duplicado. Os valores de DO resultam da

média de duas leituras. Para cada ensaio foi realizada uma curva de calibragao.

Curva de Calibracao para a Quantificacao da AVP

100+

® Padrdes
o 757
o
O
>
= 50+
[})
i -]
o
S 254
0 T Y
0 1 2 3 4

log [Concentragao (pg/ml)]

Figura 20 - Curva de calibragdo para a quantificagdo da AVP.
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5.2.4. Quantificacio da MDMA e dos metabolitos MDA, HMA e HMMA

A MDMA e os metabolitos MDA, HMA e HMMA foram quantificados no plasma e
na urina recorrendo ao método de GC-MS/MS validado e descrito anteriormente no

Capitulo I'V.

5.2.5. Analise estatistica

Os resultados apresentam-se sob a forma de média + erro padrdo, para o numero de
animais testados em cada experiéncia.

A analise estatistica das concentracdes de AVP foi realizada recorrendo ao teste de t-
Student para amostras ndo emparelhadas. As diferencas foram consideradas
significativas para P<0,05.

As correlagOes entre as concentracdes de AVP e as concentracoes de MDMA,
MDA, HMA ¢ HMMA foram estabelecidas através do coeficiente de correlacdo de

Pearson. As correlagdes foram consideradas estatisticamente significativas para P<0,05.
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5.3. Resultados

5.3.1. Efeitos da MDMA sobre os niveis plasmaticos de AVP em fémeas 1h
apos a administracio de MDMA (20 mg/kg) ou NaCl 0,9%

A concentracdo plasmatica média de AVP foi de 14,44 + 5,34 pg/mL para os
animais controlo, injectados com NaCl 0,9%. Nos animais injectados com MDMA (20
mg/kg) foi obtida a concentragao média de 64,39 + 16,60 pg/mL (Tabela 14).

A comparacgdo das médias mostrou que existem diferencas significativas nos niveis
plasmaticos de AVP dos animais tratados em relacdo aos controlos (P<0,01) (Figura

21).

Tabela 14 - Concentragao plasmatica de AVP em fémeas Wistar sacrificadas 1h apds a administragdo de
MDMA ou NacCl 0,9%.

. Concentracio plasmatica de Vasopressina
Animais
OTih (pg/mL)
CONTROLO MDMA 20 mg/kg
1 0,77 45,86
2 0,88 160,04
3 1,59 5,16
4 0,89 4,73
5 0,61 48,02
6 57,77 27,66
7 9,90 141,34
8 48,13 81,85
9 23,95 24,05
10 4,42 15,12
11 4,55 38,87
12 27,32 182,22
13 6,89 62,19
=13 Média=14,44 + 5,34 | Média=64,39 + 16,60
(Média + Erro Padrao)
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Fémeas sacrificadas 1h apés administragao.

©
e

o N ®
il

50+

Vasopressina pg/mL

= N

Figura 21 - Efeito da MDMA sobre concentagao plasmatica de AVP em fémeas Wistar sacrificadas 1h
apos a administragdo. Os valores sdo apresentados sob a forma de médiaterro padrdo (**P<0,01 vs
controlo).

5.3.2. Efeitos da MDMA sobre os niveis plasmaticos de AVP em machos 1h
apos a administracdo de MDMA (20 mg/kg) ou NaCl 0,9%

A concentracdo plasmatica média de AVP foi de 31,72 £ 6,51 pg/mL para os
animais controlo, injectados com NaCl 0,9%. Nos animais injectados com MDMA (20
mg/kg) foi obtida a concentracdo média de 107,4 + 32,69 pg/mL (Tabela 15).

A comparacgao das médias mostrou que existem diferengas significativas nos niveis
plasmaticos de AVP dos animais tratados em relagdo aos controlos (P<0,05) (Figura

22).
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Tabela 15 - Concentragdo plasmatica de AVP em machos Wistar sacrificados 1h ap6s a administracao de
MDMA ou NaCl 0,9%.

.. Concentracio plasmatica de Vasopressina
Animais
2T1h (pg/mL)

CONTROLO MDMA 20 mg/kg
1 2,29 16,11
2 35,53 144,80
3 4,03 13,59
4 13,05 11,68
5 71,03 17,23
6 48,21 258,44
7 18,80 21,99
8 55,66 190,08
9 39,26 98,57
10 35,09 144,89
11 25,94 21,06
12 350,96

Média=31,72 + 6,51 Média=107,4 + 32,69
n=11 n=12
(Média + Erro Padrao)

Machos sacrificados 1h apés administragao
150- *

-
(=]
<

Vasopressina pg/mL
S

Figura 22 - Efeito da MDMA sobre concentagdo plasmatica de AVP em machos Wistar sacrificados 1h
ap6s a administragdo. Os valores sdo apresentados sob a forma de médiaterro padrio (*P<0,05 vs
controlo).
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5.3.3. Efeitos da MDMA sobre os niveis plasmaticos de AVP em fémeas

24h apos a administracio de MDMA (20 mg/kg) ou NaCl 0,9%

A concentracdo plasmatica média de AVP foi de 33,32 £ 9,90 pg/mL para os

animais controlo, injectados com NaCl 0,9%. Nos animais injectados com MDMA (20

mg/kg) foi obtida a concentracdo média de 15,84 + 8,75 pg/mL (Tabela 16).

A comparagdo das médias mostrou que ndo existem diferencgas significativas nos

niveis plasmaticos de AVP dos animais tratados em relacdo aos controlos (P<0,05)

(Figura 23).

Tabela 16 - Concentragdo plasmatica de AVP em fémeas Wistar sacrificadas 24h apds a administragio de

MDMA ou NaCl 0,9%.
Animais Concentraciao plasmatica de Vasopressina
OT24h (pg/mL)
CONTROLO MDMA 20 mg/kg
1 56,45 23,88
2 52,50 1,58
3 39,73 1,16
4 45,45 36,75
5 3,39
6 2,43
Média=33,32 + 9,90 M¢édia=15,84 + 8,75
n=6 n=4
(Média + Erro Padrdo)
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Plasma recolhido 24h apés a administragao.
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Figura 23 - Efeito da MDMA sobre concentag@o plasmatica de AVP em fémeas Wistar sacrificadas 24h
apo6s a administragdo. Os valores sdo apresentados sob a forma de médiaterro padrao.

5.3.4. Efeitos da MDMA na concentra¢ao urinaria de AVP em fémeas 24h
apos a administracio de MDMA (20 mg/kg) ou NaCl 0.9%

A concentracdo urindria média de AVP foi de 23,96 + 4,42 pg/mL para os animais
controlo, injectados com NaCl 0,9%. Nos animais injectados com MDMA (20 mg/kg)
foi obtida a concentracao média de 101,50 = 27,29 pg/mL (Tabela 17).

A comparacdo das médias mostrou que existem diferengas significativas na
concentragdo urinaria de AVP dos animais tratados em relacao aos controlos (P<0,05)

(Figura 24).
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Tabela 17 — Concentragdo urinaria de AVP em fémeas Wistar sacrificadas 1h ap6s a administragao de

MDMA ou NaCl 0,9%.
.. Concentracio urinaria de Vasopressina
Animais
OT24h (pg/mL)

CONTROLO MDMA 20 mg/kg
1 17,25 137,76
2 22,24 128,31
3 34,69 203,95
4 33,42 26,26
5 12,22 51,05
6 61,53
Média=23,96 + 4,42 | Média=101,50 + 27,29

n=>5 n=6
(Média + Erro Padrao)

Concentracao de AVP na urina recolhida durante 24h
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Figura 24 - Efeito da MDMA sobre a concentrac¢do urinaria de AVP em fémeas Wistar sacrificadas 24h
apos a administragdo. Os valores sdo apresentados sob a forma de médiaterro padrao (*P<0,05 vs

controlo).
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5.3.5. Efeitos da MDMA na excrecdo de urina em fémeas 24h apés a

administracio de MDMA (20 mg/kg) ou NaCl 0,9%

O volume médio de urina excretada durante 24 horas foi de 41 = 6 mL para os
animais controlo, injectados com NaCl 0,9%. Nos animais injectados com MDMA (20
mg/kg) o volume médio de urina excretada foi de 13 + 3 mL (Tabela 18).

A comparagdo das médias mostrou que existem diferengas significativas na excre¢ao

urindria dos animais tratados em relagdo aos controlos (P<0,01) (Figura 25).

Tabela 18 — Volume de urina excretada em fémeas Wistar sacrificadas 24h apos a administragdo de
MDMA ou NaCl 0,9%.

Animais Volume de urina excretada (mL)
?T24h CONTROLO MDMA 20 mg/kg
1 54 12
2 36 8
3 26 6
4 30 26
5 57 20
6 8
M¢édia=41 £+ 6 Média=13 £ 3
n=>5 n=6
(Média + Erro Padrao)

116



Capitulo V — Indugdo da Secre¢do da Vasopressina pela MDMA

Quantidade de urina excretada
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Figura 25 - Efeito da MDMA sobre a excre¢do de urina em fémeas Wistar sacrificadas 24h apos a
administragdo. Os valores sdo apresentados sob a forma de médiaterro padrao (**P<0,01 vs controlo).

5.3.6. Efeitos da MDMA na razio entre o volume de agua ingerida e o
volume de urina excretada em fémeas 24h apdés a administracio de

MDMA (20 mg/kg) ou NaCl 0,9%

A média das razdes entre o volume de 4dgua ingerida e o volume de urina excretada
para os animais controlo foi de 1,43 + 0,09. Nos animais injectados com MDMA (20
mg/kg) a média das razdes foi de 3,12 + 0,28 (Tabela 19).

A comparacao das médias mostrou que existem diferencas significativas na razao
entre o volume de 4gua ingerida e o volume de urina excretada dos animais tratados em

relacdo aos controlos (P<0,001) (Figura 26).
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Tabela 19 — Razdo entre o volume de 4dgua ingerida e o volume de urina excretada em fémeas Wistar
sacrificadas 24h apo6s a administracio de MDMA ou NaCl 0,9%.

Animais Razido Vo ingerida/Vuyrina
$T24h CONTROLO MDMA 20 mg/kg
111,39 3,33
211,39 3,75
311,54 3,33
411,67 2,31
511,14 2,25
6 3,75
Média=1,43 + 0,09 Média=3,12 + 0,28
n=5 n=6
(Média + Erro Padrao)

Razao Vy,y0/Vyrina do ensaio em fémeas 24h
3.5- *kk

3.0
2.5
2.0
1.5+
1.0+
0.54
0.0

Razao VHZOIVUri na

Figura 26 - Efeito da MDMA sobre a excrecdo de urina em fémeas Wistar sacrificadas 24h apds a
administragdo. Os valores sdo apresentados como a razdo entre o volume de agua ingerido e o volume de
urina excretada, sob a forma de médiaterro padrao (***P<0,001 vs controlo).
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correlacoes

entre concentracoes

concentracoes de MDMA, MDA, HMA e HMMA
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de AVP e as

5.3.7.1. Correlacdes entre as concentracées plasmaticas de AVP e as

concentracoes plasmaticas de MDMA, MDA, HMA ¢ HMMA

quantificadas 1h apés a administracio da MDMA (20 mg/kg)

em fémeas.

Nao foram estabelecidas correlagdes estatisticamente significativas entre as

concentragdes de MDMA e dos metabolitos e a concentragdo plasmatica de AVP, 1

hora apds a administracdo de MDMA (20 mg/kg) a fémeas (Tabela 20).

Tabela 20- Correlacdo entre as concentragdes plasmaticas de AVP e as concentragdes plasmaticas da
MDMA, MDA, HMA e HMMA para as fémeas Wistar sacrificadas 1h apos a administragio da MDMA

20 mg/kg).

OT1h AVP MDMA MDA HMA HMMA
(pg/mL) (ng/mL) (ng/mL) (ng/mL) (ng/mL)

1 45,86 3282,98 276,83 26,60 920,92

2 160,04 3170,71 275,90 29,39 703,07

3 5,16 2477,67 615,24 32,40 498,90

4 4,73 1510,75 217,81 22,06 257,51

5 48,02 3419,99 284,34 33,41 928,55

6 27,66 1847,51 268,08 25,80 371,46

7 141,34 3351,03 157,26 22,66 613,63

8 81,85 2757,07 202,28 24,41 781,27

9 24,05 2071,03 466,15 25,79 515,09

10 15,13 2530,91 401,77 33,35 767,81

11 38,87 1996,26 277,43 26,14 547,87

12 182,22 2485,98 369,55 32,04 727,46

13 62,19 2511,13 322,16 27,89 778,49

=13 64,39 + 16,60 | 2570+£169,5 | 647,1+56,14 | 27,84+1,095 | 318,1+£33,78

(Média £ Erro Padrio)
Coeficiente de Pearson r 0,4918 0,3347 0,04273 -0,3418
Valor de P vs AVP 0,0878 0,2636 0,8898 0,2530
Intervalo de Confianca -0,081 a
de 95% 0.82 -0,75a20,26 | -0,522a0,58 | -0,27a0,75
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Foram

5.3.7.2. Correlacoes entre as concentra¢does urinarias de AVP e as

concentracoes urinarias de MDMA, MDA, HMA ¢ HMMA

para as fémeas sacrificadas 24h apos a administracio da

MDMA (20 mg/kg).

estabelecidas

correlagoes

estatisticamente

significativas

entre as

concentracdes da MDMA ¢ dos metabolitos e a concentragao urinaria de AVP, 24 horas

apods a administragdo de MDMA (20 mg/kg) a fémeas. Entre a AVP e a MDMA, MDA,

HMA foram estabelecidas correlagdes positivas (P<0,05). Para o metabolito HMMA

também foi estabelecida correlagdo positiva com significado estatistico (P<0,01). O

coeficiente de Pearson mais elevado foi obtido para o metabolito HMMA (Tabela 21).

Tabela 21 - Correlagdo entre as concentragdes urinarias de AVP e as concentragdes urinarias da MDMA,
MDA, HMA ¢ HMMA para as fémeas Wistar sacrificadas 24h apds a administragio da MDMA (20

mg/kg).
OT24h AVP MDMA MDA HMA HMMA
(pg/mL) (ng/mL) (ng/mL) (ng/mL) (ng/mL)
1 137,77 141237,00 60590,26| 10539,30 62092,34
2 128,31 316378,20 125569,10] 21836,14 113701,90
3 203,95 304764,60 105909,50] 18551,36 133655,40
4 26,26 45876,82 15941,66 1945,83 11763,83
5 51,05 55801,29 17257,21 2923,06 12555,45
6 61,53 70883,91 24471,61 3660,45 13117,69
=6 101,5 £27,29 | 15582450820 | 5829019511 | 9909+3505 | 57814+22406
(Média = Erro Padrao)
Coeficiente de Pearson r 0,86 0,84 0,85 0,92
Valor de P vs AVP 0,028 (*) 0,038 (*) 0,033 (*) | 0,0083 (**)
Intervalo de Confianga | 1 008 | 0,080 20,98 [0,1120,98| 0452099
de 95%
(**) P<0,01 vs AVP
(*) P<0,05 vs AVP
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5.4. Discussao

5.4.1. Efeito da MDMA na concentracio plasmatica da AVP (1h apés a

administracao)

Com a execugao deste trabalho foi possivel verificar que a administragdo de MDMA
a ratos desencadeia um aumento da secre¢ao da AVP. Tal observagao foi feita quer para
animais machos, quer para animais fémeas. Em ambos os géneros foram detectadas
diferengas estatisticamente significativas entre os niveis plasmaticos de AVP nos
animais controlo e nos animais administrados com MDMA (20 mg/kg). Tais diferencas
foram detectadas uma hora ap6s a administragdo da MDMA.

Estes resultados estdo de acordo com as expectativas existentes em relagdo a accao
da MDMA na secrecdo de AVP. Por um lado, havia j& sido descrito na literatura
aumentos dos niveis séricos da AVP em humanos do sexo masculino (Henry et al.
1998), por outro, estdo também descritos na literatura ensaios in Vvitro em que se
demonstrou a accdo directa da MDMA e de alguns dos seus metabolitos sobre o
hipotalamo isolado de rato desencadeando secrecao de AVP (Forsling et al. 2002).

A semelhanga dos resultados experimentais descritos na literatura, em que o
aumento da AVP foi detectado em seres humanos do sexo masculino (Forsling et al.
2001), também neste trabalho foi detectado um aumento da secrecao da AVP em ratos
do sexo masculino. De facto, estas evidéncias experimentais demonstram que a secre¢do
de AVP induzida pela MDMA ¢ independente do género. No entanto, a modulagido da
secrecdo de AVP para a manutengdo do equilibrio hidro-electrolitico ¢ influenciada
pelas hormonas sexuais femininas e este facto pode contribuir para a maior incidéncia
da hiponatrémia nas utilizadoras recreativas da ecstasy (Somponpun 2007).

Os fenémenos de hiponatrémia em mulheres poderdo estar associados a diferencas
de género na susceptibilidade a ac¢do da AVP. Além disso, também existem
comportamentos tipicos dos utilizadores da MDMA que poderdo facilitar a
hiponatrémia, nomeadamente a ingestdo exagerada de dgua e o exercicio fisico intenso.
Estes comportamentos potenciam a hipertermia e a perda de sédio no suor (Verbalis et
al. 2007).

No género feminino existe também o factor hormonal que, provavelmente, potencia

as perdas de s6dio e aumenta a ingestdo de agua. Por exemplo, durante a fase da
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ovulagdo a temperatura corporal da mulher aumenta, podendo, na presenga da MDMA,
estar agravado o mecanismo de perda de sddio pelo suor e levar a uma ingestdo
excessiva de agua.

Com este trabalho foi pela primeira vez demonstrado um aumento in vivo da
secrecao de AVP em animais de experiéncia sujeitos a tratamento com MDMA. O
modelo experimental descrito podera ser utilizado para compreender melhor a maior
susceptibilidade a hiponatrémia do género feminino. A influéncia das hormonas
femininas e a fase do ciclo reprodutivo na secre¢do da AVP e no controlo do equilibrio
hidro-electrolitico sdo apenas dois exemplos de estudos a fazer que permitirdo

compreender melhor a hiponatrémia desencadeada pela MDMA.

5.4.2. Efeito da MDMA na concentracio plasmatica da AVP (24h apés a

administracio)

O efeito na secre¢cdo da AVP 24h apds a administragdo da MDMA foi avaliado
apenas em ratos fémeas.

Neste estudo ndo foram detectadas diferengas significativas nos niveis plasmaticos
de AVP entre os animais tratados e os controlos. De facto os estudos em humanos
mostram que a elevagdo dos niveis plasmaticos da AVP apds a administragdo da
MDMA, atingem o seu maximo 1 a 2 horas ap6s a administragao (Henry et al. 1998). O
resultado obtido neste ensaio estd de acordo com estas observagdes pois, embora
possam existir diferengas na secrecdo de AVP entre o rato e o humano, seria improvavel
detectar, no rato, o aumento da secrecdo da AVP induzida pela MDMA 24 horas ap0s a
administracao.

A comparacdo entre as concentragdes plasmaticas de AVP obtidas mostra que os
animais tratados com MDMA apresentam uma tendéncia para terem concentracdes
plasmaticas de AVP inferiores 24 horas apos a administra¢do. Este fenomeno pode estar
relacionado com os efeitos da MDMA, podendo ter ocorrido deplegdo das reservas de
AVP e ou supressao da sua sintese.

Verificou-se também que os dois grupos de animais apresentavam concentragdes
plasmaticas de AVP tendencialmente mais elevadas do que o observado nos controlos

do mesmo género sacrificados 1 hora apos a administragdo. De facto, sabe-se que as
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gaiolas metabolicas sao um factor de stress para os animais, podendo ter sido esse o
motivo para concentracdes plasmaticas de AVP tendencialmente mais elevadas.

Neste trabalho foi também avaliado o efeito da MDMA na quantidade de AVP
excretada na urina no final das 24 horas. A quantificacdo da AVP nas amostras de urina
mostrou que os animais injectados com MDMA apresentam concentragdes superiores
de AVP do que os controlos. Este resultado mostra que embora ndo seja possivel
detectar aumentos plasmaticos de AVP 24 horas apds o tratamento com MDMA, ¢é

possivel detectar o aumento da excre¢do de AVP induzida pela MDMA.

5.4.3. Efeito da MDMA na excrecio de urina (24h apos a administracio)

Os resultados deste estudo mostram que os animais tratados com MDMA excretam
menos urina do que os controlos. Ao comparar a razao entre a agua ingerida e a urina
excretada, verifica-se que existe menor quantidade de urina excretada relativamente a
agua ingerida pelos ratos tratados com MDMA.

Estes resultados demonstram claramente uma ac¢do antidiurética e esta acgdo
provavelmente estara relacionada com os aumentos na secrecdo de AVP anteriormente
detectados.

A retengdo de dgua aqui detectada poderd ser a causa da hiponatrémia descrita nos
humanos (Ajaelo et al. 1998; Matthai et al. 1996; Maxwell et al. 1994). A accdo da
MDMA leva aos sintomas que caracterizam a SIADH. A acompanhar as alteracdes da
secrecdo da AVP temos, tal como ja foi referido, comportamentos que facilitam a

hiponatrémia (Verbalis et al. 2007).

5.4.4. Correlacoes entre as concentracoes de AVP e as concentracoes de

MDMA, MDA, HMA e HMMA em fémeas

Com este trabalho foi feita a avaliacdo das correlagdes entre as concentragdes
plasmaticas de AVP e dos metabolitos em estudo uma hora depois da administracdo da
MDMA a fémeas. Ao contrario do que seria de esperar, ndo se obtiveram correlagdes
estatisticamente significativas entre as concentragdes de AVP ¢ de MDMA ou de

qualquer outro metabolito. De facto, em humanos, ja havia sido descrito na literatura a
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existéncia de correlagdes inversas entre a concentracao de MDMA e a concentragao de
AVP. Nesse estudo, Forsling e colaboradores demonstraram que, uma hora apds a
administragdo da MDMA, quanto maiores eram as concentracdes plasmaticas de AVP,
menores eram as concentracdes de MDMA detectadas no plasma (Forsling et al. 2001).
Estes autores consideraram que, provavelmente, o efeito farmacolégico da MDMA
sobre a secre¢do da AVP poderia ter sido exercido por um metabolito. Esta suposi¢ao
foi, em certa medida, apoiada através de ensaios em hipotadlamo isolado de rato onde se
verificou a capacidade dos metabolitos MDA, HMMA, HMA, HHMA e HHA para
desencadear a libertagdo de AVP (Forsling et al. 2002).

No que diz respeito aos resultados que estabelecem correlagdes entre a concentracao
de AVP e as concentragdes de MDMA no plasma em humanos, estes ndo estio em
concordancia com os resultados obtidos para os ratos. No entanto, ¢ importante
considerar as diferencas farmacocinéticas e farmacodinamicas entre as duas espécies.
Para esclarecer melhor a influéncia dos metabolitos na secrecdo da AVP in vivo,
deveriam ser realizadas experiéncias com tempos de sacrificio anteriores e posteriores a
1 hora. Dessa forma, seria possivel perceber qual o momento em que, nos animais, se
atinge a concentracdo maxima de AVP e quantificar nesse momento as concentragdes
de MDMA, MDA, HMA e HMMA por forma a estabelecer novas correlagdes.

Por outro lado, na avaliac¢ao das correlacdes entre as concentragdes urinarias de AVP
e da MDMA, MDA HMA ¢ HMMA, foram observadas correlagdes estatisticamente
significativas. Estas correlagdes mostraram que para concentragdes superiores de AVP
ocorrem também concentragdes superiores d¢ MDMA, MDA e HMA (P<0.05). Para o
metabolito HMMA foi estabelecida uma correlagdo positiva mais forte (P<0.01),
mostrando que maiores concentracdes urindrias deste metabolito sdo acompanhadas
com maiores aumentos das concentragdes de AVP. Este resultado foi de encontro ao
esperado, pois o metabolito HMMA foi identificado como sendo o que tem maior
capacidade para induzir a secrecdo de AVP em hipotdlamo isolado de rato (Forsling et
al. 2002). Além disso, dos coeficientes de Pearson obtidos para cada metabolito o
coeficiente mais elevado foi o correspondente ao metabolito HMMA, mostrando que,
comparativamente a MDMA, MDA e HMA, este metabolito ¢ o que mais facilmente
consegue elevar as concentragdes de AVP.

A obtengdo de correlagdo positiva para a MDMA ndo foi de acordo com o esperado
pois na literatura foi identificada correlagdo negativa entre as concentragdes plasmaticas

da MDMA e os niveis de AVP (Forsling et al. 2001). A explicacdo para esta
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discordancia podera estar relacionada com o facto das concentragdes urinarias da
MDMA ao final de 24 horas nao reflectirem as concentragdes plasmaticas no momento

em que ocorrem as variagdes na secrecao de AVP apds a administragio da MDMA.
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6. CAPITULO VI — Conclusées Gerais

Os estudos realizados no ambito da presente dissertacdo de mestrado permitiram

tirar as seguintes conclusdes:

Validacao do método de GC-MS/MS.

E possivel quantificar em simultineo a MDMA, MDA, HMA ¢ HMMA por
GC-MS/MS recorrendo a um s6 padrio interno, numa ampla gama de

linearidade e com baixos limites de quantificagdo e detecgao.

Ensaios in vivo.

A administragdo de MDMA (20 mg/kg) a ratos desencadeia o aumento da

secre¢ao da AVP em animais machos e fémeas.

O aumento da concentragdo plasmatica da AVP em ratos fémeas ndo ¢
detectado 24 horas apés a administragdo. No entanto o aumento de AVP
detectado na urina confirma a accdo da MDMA sobre a secre¢ao dessa

hormona.

A administracio de MDMA (20 mg/kg) a ratos fémea desencadeia o
aumento da concentragdo urinaria de AVP na urina recolhida durante 24

horas a partir do momento da administracao.

A administracio de MDMA (20 mg/kg) a ratos fémea desencadeia menor
excrecdo de urina com a consequente retencdo de Aagua, este efeito
antidiurético da MDMA estd de acordo com o aumento da AVP induzido

pela droga.

As concentracdes urinarias de AVP tém correlacdo positiva com as
concentracdes urinarias de MDMA, MDA, HMA ¢ HMMA. A correlagao

mais significativa foi estabelecida com o metabolito HMMA.

A secre¢do de AVP induzida pela MDMA esta relacionada com o respectivo

metabolismo.
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e Os efeitos da MDMA e dos seus metabolitos MDA, HMA ¢ HMMA sobre a

secrecdo da AVP contribuem para o efeito hiponatrémico.
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