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AKUTNI EFEKAT 3,4-METILENDIOKSIMETAMFETAMINA NA OKSIDATIVNI STRES
UMOZGU PACOVA

THE ACUTE EFFECTS OF 3,4-METHYLENEDIOXYMETHAMPHETAMINE ON OXIDATIVE STRESS IN
RAT BRAIN

Ivan SIMIC i Zivorad MALICEVIC

Sazetak - Smatra se da oksidativni stres i slobodni radikali imaju zna¢ajnu ulogu kod brojnih akutnih i hroni¢nih neurotoksiénih
procesa. Cilj ovog rada bio je da se procene akutni efekti popularne psihoaktivne droge 3,4-metilendioksimetamfetamina (ekstazi) na
parametre okstdativnog stresa (indeks lipidne peroksidacije, superoksidni radikal, superoksid-dismutaza i glutation) u frontalnom
korteksu, strijatumu i hipokampusu mozga pacova soja Wistar. Akutna peroralna administracija pojedina¢ne doze od 5, 10, 20 i 40
mg/kg ekstazija rezultirala je povecanjem indeksa lipidne peroksidacije, superoksidnog radikala i superoksid-dismutaze a smanje-
njem koncentracije glutationa. Rezultati dobijeni u ovom radu sugeri$u moguc¢nost da oksidativni stres ima glavnu ulogu u neurotok-
siénosti uzrokovanoj ekstazijem, dok bi varijacije u pogledu dozne zavisnosti ovih biohemijskih promena mogie da ukazuju na
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razli¢ite mehanizme dejstva ove droge u pojedinim moZdanim strukturama.
Kijuéne reéi: 3,4-Metilendioksimetamfetamin; Slobodni radikali; Oksidativai stres; Neurotoksiéni znaci; Wistar pacovi

Uvod

Od svih organa, centralni nervni sistem je najpo-
godniji za stvaranje a i najosetljiviji na dejstvo slo-
bodnih radikala {1]. Ovoj konstataciji, i pored jo$
uvek nedovoljno proucenih filogenetskih varijacija
[2], idu u prilog sledece &injenice: neuronska mem-
brana je posebno bogata holesterolom, polinezasi-
¢enim masnim kiselinama, fosfolipidima a sa druge
strane, mozak je siromaSan antioksidansima
glutation-peroksidazom i superoksid-dismutazom
(SOD). 1z ostecenih neurona se lako i nekontroli-
sano oslobadaju kateholamini (posebno dopamin)
koji podlezu procesima autooksidacije i daljem
stvaranju slobodnih radikala.

Danas postoji obilje dokaza, kako eksperimental-
nih tako i klini¢kih, da 3,4-metilendioksimetamfe-
tamin (MDMA, ekstazi) i ostali amfetaminski deri-
vati deluju pretezno povecavajuci neto oslobadanje
monoaminskih neurotransmitera (serotonina, norad-
renalina i dopamina) iz njihovih aksonskih termi-
nala [3]. MDMA, verovatno, ne deluje na direktno
oslobadanje serotonina, ve¢ vezujuci se i blokirajuci
transportere ukljucene u njegovo sinapti¢ko preuzi-
manje [4]. Sli¢no, ali slabije, je i dejstvo na preuzi-
manje dopamina [5]. Preovladujuée je misljenje da
je masivno oslobadanje serotonina iz njegovih nerv-
nih terminala, pod dejstvom MDMA, glavni uzrok
ne samo psihoaktivnih dejstava ove droge ve¢ i bio-
hemijskih ostecenja nervnih ¢elija. Ovo ostecenje je
pre svega uzrokovano oksidativnim stresom i
dejstvom slobodnih radikala nakon ekscesivnog
oslobadanja monoaminskih neurotransmitera koji
sami mogu da oksidi$u [6]. Brojnim eksperimentima
na zivotinjskim modelima [7], dokazan je reduko-
van sadrzaj serotonina u mozgu, smanjen broj sero-
toninergi¢kih neurona i serotonin-transpotujucih

molekula i brojni degenerisani serotoninergicki ak-
sonski terminali, kod zivotinja tretiranih sa MDMA.
Cilj ovog rada bio je da se ispita prooksidativno
dejstvo ekstazija u odredenim strukturama mozga
pacova kroz poremedene parametre antioksidativne
odbrane pri primeni razlicitih doza ove supstancije
prilikom njene akutne peroralne administracije.

Materijal i metode

Eksperimentom je obuhvaéeno 40 pacova
muskog pola soja Wistar, starosti oko 6 nedelja,
tezine 200-250 g, éuvanih u kavezima u grupama od
po 4, sa trodnevnim adaptacionim periodom, u
dvanaesto¢asovnom dnevno-noénom rezimu, sa slo-
bodnim pristupom hrani i vodi, na prose¢noj ambi-
jentalnoj temperaturi od 22+2°C. Zaplenjene tablete
ekstazija dobijene su, po odobrenju Ministra unu-
trasnjih poslova Republike Srbije, od MUP Srbije.
Tablete su bele boje, prose¢ne mase 290 mg. Ta-
blete su kvalitativno analizirane infracrvenom spek-
trofotometrijom, tankoslojnom i gasnom hromato-
grafijom, upotrebom instrumenata FTIR-8300 i
GC-174 marke Shimadzu, a kvantitativno tehnikom
gasne hromatografije sa FID detektorom, primenom
metode inertnog standarda. Procentualni sadrZaj
MDMA u tabletama je 15,6%. :

Zivotinje su podeljene u grupe od po 8 Zivotinja
na osnovu vrednosti primljenih doza MDMA u mili-
gramima po kilogramu telesne mase (TM): 5 mg/kg
™, 10 mg/kg TM, 20 mg/kg TM, 40 mg/kg TM i
kontrolnu grupu. Tablete ekstazija su usitnjene i
rastvorene u destilovanoj vodi u Zeljenim koncen-
tracijama. Svim Zivotinjama jednokratno je apliko-
vano 1 ml rastvora peroralno, putem odgovarajule
sonde. Zivotinje iz kontrolne grupe dobijale su po 1
ml Ciste destilovane vode. Nakon Zzrtvovanja
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Skracenice

MDMA - 3,4-metilendioksimetamfetamin, ckstazi
SOD - superoksid dizmutaza

Oy - superoksidni radikal

™ - telesna masa

ILP - indeks lipidne peroksidacije

GSH - ukupni glutation

MAO-B - monoaminooksidaza B

dekapitacijom osmog sata po aplikaciji ekstazija,
glave su zamrznute u te€nom azotu a zatim ¢uvane u
zamrzivau na -70° C, sve do izolacije sledeéih
mozdanih struktura: desnog frontalnog korteksa,
desnog strijatuma i desnog %ipokampusa. Zatim je
vriena priprema uzoraka za biohemijske analize ho-
mogenizacijom u hladnom puferizovanom saharoz-
nom medijumu (0,25M saharoza, 10 mM K/Na
pufer pH=7,0 i ImM EDTA), homogenizerom sa
teflonskim tuckom na 800 o/min [8]. Nakon centri-
fugiranja na 3 500 o/min tokom 15 minuta, odvojen
je supernatant - uzorak (neprecis¢ena mitohondri-
jalna frakcija), koji je nakon procesa sonifikacije
cuvan na -70° C do momenta daljih enzimskih ana-
liza. Sadrzaj proteina odredivan je po metodi Lo-
wry-a [9].

Biohemijske analize:

Aktivnost superoksid-dizmutaze (SOD) odredi-
vana je kao procenat inhibicije autooksidacije epi-
nefrina (adrenalina) u baznoj sredini uzorkom
neprecis¢ene mitohondrijalne frakeije [10].

Superoksidni radikal (Oz) - Redukeija nitroblu-
. tetrazolijuma do nitroblu-formazana koristi se kao
mera stvaranja superoksidnog radikala [11].

Indeks lipidne peroksidaze (ILP) - Reakcija tio-
barbiturnog reagensa i uzoraka u kojima je stimuli-
sana lipidna peroksidacija askorbinskom kiselinom
[12].

Ukupni glutation (GSH) - Preko stvaranja 5-tio-
-2-nitroﬁenzoiéne kiseline proporcionalne koncen-
traciji ukupnog glutationa [13].

Vrednosti pracenih biohemijskih parametara
obradene su metodama deskriptivne statistike i
predstavljene kao srednja vrednost i standardna
devijacija. Za statisticku obradu podataka koris¢en
je Studentov t-test za male nezavisne uzorke, kao i
ANOVA.

Rezultati

Superoksid-dismutaza: vrednosti superoksid dis-
mutaze u frontalnom korteksu su visoko statisticki
znacajno (p<0,01) povecane u odnosu na kontrolu u
svim grupama koje su tretirane ekstazijem. Iden-
ti€na je situacija i u strijatumu i hipokampusu
(Grafikon 1).

Superoksidni radikal: poveéanje nivoa superok-

sidnog anjona ( 0; ) u frontalnom korteksu primetno
je u svim eksperimentalnim grupama. Sli¢no je i u
strijatumu (osim gru‘;(:)e 40 mg/kg koja ne pokazuje
razliku u odnosu na kontrolnu grupu), dok na nivou
hipokampusa nije primeéen znacajan  skok
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Grafikon 1. Uticaj MDMA na SOD u korteksu, strijatumu i
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Graph 1. Effect of MDMA on SOD in cortex, striatum and
hippocampus

superoksidnog radikala u bilo kojoj grupi (Grafikon
2).
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Grafikon 2. Uticaj MDMA na O, u kortcksu, strijatumu i
hipokampusu
Graph 2. Effect of MDMA on O, in cortex, striatum and
hippocampus

Indeks lipidne peroksidacije: promene vrednosti
indeksa lipidne peroksidacije u frontalnom korteksu
pokazuju statisticki znacajan porast tek pri maksi-
malnoj dozi MDMA od 40 mg/kg. Na nivou strija-
tuma doslo je do povecanja ILP u svim eksperimen-
talnim grupama a u hipokampusu vrednosti ILP su
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statistiCki znalajno povecane samo u grupama 5
mg/kg (p<0,05) 1 40 mg/kg (p<0,01) (Grafikon 3).

Ukupni glutation: vrednosti ukupnog glutationa
(GSH) u frontalnom korteksu su visoko statisticki
znacajno smanjene u odnosu na kontrolu kod svih
grupa koje su primale ekstazi. Isti rezultati su i na
nivou strijatuma dok je u hipokampusu samo u
grupi 40 mg/kg ova razlika na nizem nivou statis-
ticke znacajnosti (Grafikon 4).
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Graph 4. Effect of MDMA on GSH in cortex, striatum and hip-
pocampus

Diskusija

MDMA  uzrokuje selektivno i dugotrajno
iscrpljivanje serotoninskih depoa u njegovim nerv-
nim terminalima kod glodara [14]. Dokazi za
MDMA-indukovano o$tecenje serotoninergickih ne-
urona su zasnovani na biohemijskim i imunohemi-
jskim nalazima kao $to su smanjenje aktivnosti trip-
tofan hidroksilaze [15] i redukcija imunoobelezenih
5-HT nervnih terminala [16]. Tako taCan patofizi-
oloski mehanizam ovog oStecenja nije poznat, do-
kazi podrzavaju u€esc¢e dopamin-zavisnog procesa.
MDMA, kako je pokazano, oslobada dopamin in vi-
tro [17] i in vivo [18] iz moZdanih regiona poput
strijatuma. Po jednom modelu [19], ovako oslobo-
deni ekstracelularni dopamin biva delimi¢no trans-
portovan u iscrpljene serotoninske nervie terminale
gde podleZe procesima intenzivne deaminacije pos-
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redstvom monoaminoksidaze-B (MAQO-B). Kao re-
zultat ove deaminacije nastaju velike koli¢ine vo-
donik-peroksida, hidroksil-radikala, ali 1 hinona,
jedinjenja koja su visoko redoks aktivna ulaskom u
redoks ciklus sa svojim semihinonskim radikalima,
vode¢i formiranju novih koli¢ina slobodnih radi-
kala. Po drugom modelu [20], MDMA sam uavsi u
serotoninski aksonski terminal dovodi do oksidacije
triptofan-hidroksilaze (koja kataliSe sintezu seroto-
nina) i to delom samostalno a delom putem svojih,
takode vrlo reaktivnih, metabolita. Na ovaj nadin se
znatno smanjuje sinteza novih koli¢ina serotonina,
dok se ve¢ postojeci iz aksonskih terminala eksce-
sivno oslobada. Puno je dokaza da je u ovaj proces
ukljucen oksidativni stres tj. stvaranje slobodnih ra-
dikala uzrokovano ekstazijem. Pretretman antioksi-
dansima znacajno redukuje oStec¢enje serotoninskih
aksonskih terminala [21]). MDMA u in vivo studi-
jama dovodi do stvaranja hidroksil-radikala u stri-
jatumu i hipokampusu [22]. Ostaje nejasno u kojoj
meri ekstazi produkuje slobodne radikale per se, a u
kojoj meri su za to zasluzni potencijalno oksidativni
metaboliti dopamina i serotonina [23], hipertermija
[24], hipertenzija [25] i prokonvulzivno dejstvo ek-
stazija [26].

U svakom slucaju i rezultati naseg istrazivanja
idu u prilog tezi o neurotoksicnosti ekstazija preko
dominantnog, iako nespecificnog, uticaja na oksida-
tivni stres i produkceiju slobodnih radikala.

Zakljucdak

Na oglednom modelu akutne primene ekstazija
kod pacova, u ispitivanim mozdanim strukturama
dolazi do naruSavanja antioksidativne odbrane,
stvaranja slobodnih radikala i uzrokovanja oksido-
reduktivnog stresa. Indeks lipidne peroksidacije, u
principu, pokazao je doznozavisan porast u nave-
denim mozdanim strukturama. Sa druge strane po-
rast koncentracije superoksidnog radikala, gene-
raino, obrputo je proporcionalan primenjenoj dozi
ekstazija. Sto se parametara antioksidantne odbrane
ti€e, primetan je izrazit porast nivoa superoksid-
dismutaze, dok glutation pokazuje tendenciju ka
brzom iscrpljenju intracelularnih depoa.
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Summary

Introduction

Oxidative stress and oxygen fiee radicals are thought to play
an important role in acute effects of a number of neurotoxic
processes. 3,4-Methylenedioxymethamphetamine (MDMA, ec-
stasy), a ring substituted amphetamine derivate, has attracted a
great deal of media attention in recent years due to its wide-
spread abuse as recreational drug by the young generation.
The aim of the present study was to evaluate the acute effects
of 3,4-methylenedioxymethamphetamine on oxidative siress pa-
ramelers (index of lipid peroxidation - ILP, superoxide radicals
O;, superoxide dismutase - SOD and glutathione - GSH) in
Jfrontal cortex, striatum and hippocampus in Wistar rats.
Materials and methods

The study included 40 male Wistar rats (200-250 g), housed 4
per cage having free access to food and water. MDMA was

dissolved in distillated water and administered peroraly at 5,
10, 20 or 40 mg/kg. 8 hours following MDMA, the rats were
killed by decapitation, their brains were rapidly removed and
the brain structures were dissected out on ice and analyzed
biochemically.

Results

Acute peroral administration of a single dose (5, 10, 20 and 40
mg/kg) resulted in increase of ILP, O,, SOD and decrease of
GSH.

Conclusion

The results obtained in the present study suggest that oxidative
stress plays a crucial role in MDMA-induced neurotoxicity and
that the mechanism of MDMA neurotoxycity may vary between
brain regions.
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