Poema a Mae

No mais fundo de ti,
eu sei que trai, mae

Tudo porque ja ndo sou
o retrato adormecido
no fundo dos teus olhos.

Tudo porque tu ignoras
que ha leitos onde o frio ndo se demora
e noites rumorosas de aguas matinais.

Por isso, as vezes, as palavras que te digo
sdo duras, mée,
€ 0 nosso amor é infeliz.

Tudo porque perdi as rosas brancas
que apertava junto ao coracdo
no retrato da moldura.

Se soubesses como ainda amo as rosas,
talvez ndo enchesses as horas de pesadelos.

Mas tu esqueceste muita coisa;

esqueceste que as minhas pernas cresceram,
que todo o meu corpo cresceu,

e até o meu coragao

ficou enorme, mae!

Olha — queres ouvir-me? —
as vezes ainda sou o menino
que adormeceu nos teus olhos;

ainda aperto contra o coracdo
rosas tdo brancas
como as que tens na moldura;

ainda oigo a tua voz:
Era uma vez uma princesa
no meio de um laranjal...

Mas — tu sabes — a noite é enorme,
e todo 0 meu corpo cresceu.

Eu sai da moldura,

dei as aves os meus olhos a beber,

N&o me esqueci de nada, mae.
Guardo a tua voz dentro de mim.
E deixo-te as rosas.

Boa noite. Eu vou com as aves.

Eugénio de Andrade



Agradecimentos

Gostaria de dedicar este espaco a todas as pessoas que de algum modo me
acompanharam e ajudaram ao longo da minha vida académica e pessoal. Que me
proporcionaram todo o apoio moral, forca e condicbes para a execugao deste trabalho
e escrita desta teste. Um muito obrigado.

A Professora Doutora Soénia Santos, docente da Faculdade de Farmacia da
Universidade de Coimbra, orientadora desta tese de mestrado. Por todos os
conhecimentos transmitidos, pela paciéncia e pelos bons momentos partilhados
durante trés anos. Por me ter ajudado a crescer enquanto pessoa e aluna, por sempre
ter acreditado em mim e por toda a sua amizade.

Ao Professor Doutor Frederico Pereira, docente da Faculdade de Medicina da
Universidade de Coimbra, co-orientador desta tese de mestrado. O meu Obrigada pela
oportunidade de participar neste projecto de investigacdo, pela orientacdo, pela
disponibilidade e pela compreensdo demonstradas.

Ao Professor Doutor Carlos Fontes Ribeiro, Director do Instituto de Farmacologia e
Terapéutica Experimental da Faculdade de Medicina da Universidade de Coimbra, o
meu obrigada pela oportunidade de participar neste projecto de investigacdo e
porproporcionado todas as condi¢cées necessérias para a realizagao deste trabalho.

Ao Professor Doutor Angelo Tomé, docente da Faculdade de Ciéncias e
Tecnologia da Universidade de Coimbra e orientador interno desta dissertacdo de
mestrado, agradeco a orientacdo prestada, a consideracdo e a ajuda demonstradas
durante todo o meu percurso académico.

A Professora Doutora Lina Carvalho, Directora do Instituto de Anatomia Patolégica
da Faculdade de Medicina da Universidade de Coimbra e suas colaboradoras pela
disponibilidade demonstrada.

A Alda Henriques, por toda a ajuda que me deu no laboratério e pela paciéncia em
me ensinar, pelos bons momentos passados no laboratério e também na minha vida
académica.

A Marta Castanheira e a Ana Lucia Silva pelos bons momentos passados no
laboratério.

A Sandra Amaral e & Mafalda Chicéria com quem pude sempre contar, apesar da
distancia. Por todos 0s bons e maus momentos passados juntas ao longo destes
ultimos dez anos e sobre tudo pela amizade e confianca.



Ao Pedro Goncgalves, ao Luis Mendes, a Cétia Melo, a Sénia Costa, ao Pedro
Curto, a Ana Pratas, colegas de curso e também amigos, com quem passei a minha
vida académica, cresci, chorei, sorri e aprendi.

N&o poderia deixar de agradecer ao Tiago, que conheg¢o desde sempre e que
nunca disse que ndo a um jantar no chinés e as arepas.

Ao Henrique Pires e ao Rafael Fernando por terem aturado o meu mau feitio em
dias mais complicados e pela amizade.

Ao André Carvalho que nunca deixou de acreditar em mim, que me deu todo o
apoio e sempre me incentivou a fazer mais e melhor. Obrigada pela tua paciéncia, pelo
teu amor e dedicagéo.

Queria também agradecer ao Jodo Rodrigues, um amigo muito especial que
contagiava toda a gente com o seu sorriso e optimismo. Nunca te esquecerei.

A toda a minha familia, especialmente as minhas Avds, a minha Tia Gléria e ao
meu Primo Hugo. Obrigada por estarem sempre presentes na minha vida.

Um obrigada muito especial aos meus Pais que sempre se esforcaram para me
dar a melhor educacéo possivel e com quem pude sempre contar. Obrigada por-me
terem proporcionado a melhor vida possivel, por todo o0 vosso amor e dedicacéo.

E por ultimo, gostaria de agradecer do fundo do coracdo ao meu Avd Emidio.

Nunca esquecerei o teu sorriso. Foste e sempre seras, para mim, um exemplo de
bondade, integridade, generosidade e honestidade.

Um grande obrigada a todos.



Dedico esta tese aos meus Pais, a quem tudo devo.



iNDICE

indice de Figuras Iv
indice de Tabelas IX
Lista de Abreviaturas Xi
Resumo XV
Abstract Xvi
Capitulo 1 — Introducao 1
1. Aminas Biogénicas e Aminas Vestigiais 2
1.1 Sintese, Metabolismo e Armazenamento das Aminas Vestigiais 4
1.2 Accoes Bioldgicas das Aminas Vestigiais 5
1.8 Trace Amine Associated Receptors (TAAR) 8
1.3.1 Caracterizac¢ao Bioquimica e Farmacoldgica do Trace Amine-
Associated Receptor 1 8
2. Anfetamina 10
2.1 Caracterizacao Geral 10
2.2 Metabolismo da Anfetamina 12
2.3 Consumo: Recreativo Versus Terapéutico 14
2.3.1 Efeitos Associados a Toma de Anfetamina 15
2.4 Farmacodinamia da Anfetamina: Mecanismos de Accao 16
2.4.1 A Anfetamina e o Sistema Nervoso Central 16
2.4.2 O Sistema Nervoso Periférico e a Anfetamina 19
2.4.3 Factores que Afectam os Efeitos Estimulantes/Toxicos
da Anfetamina 19
2.5 Trace Amine-Associated Receptor 1 e a Anfetamina 20
3. Sistema Gastrointestinal 21
3.1 Estrutura da Parede Intestinal 22
3.2 Contraccdo do Musculo Liso Intestinal 23
3.2.1 Mecanismo Subjacente a Contrac¢ao do Musculo Liso Intestinal 25
3.2.2 Mecanismo Subjacente ao Relaxamento do Musculo Liso Intestinal 26
3.2.3 Contraccao Ténica versus Contracgdo Féasica 27
3.3 Regulacao da Motilidade Intestinal 28
3.3.1 A Acetilcolina e o Sistema Gastrointestinal 29

3.3.2 A Histamina no Sistema Gastrointestinal 31




3.4 A Serotonina no Sistema Gastrointestinal
3.4.1 As Células Enterocromafins

3.5 A Anfetamina e as Trace Amines no Sistema Gastrointestinal

Capitulo 2 — Objectivos

Capitulo 3 — Material e Métodos

—

. Modelo Animal

. Isolamento e Montagem do Orgéo

. Protocolo Experimental — Estudos Funcionais

. Andlise Estatistica dos Resultados dos Estudos Funcionais

. Farmacos e Reagentes Utilizados nos Estudos Funcionais

»> 0~ W N

. Protocolo Experimental — Estudos /n Vivo
6.1 Grupos de Estudo

6.2 Protocolo Experimental — Estudo Comportamental e Estudo Funcional

~

. Protocolo Experimental — Técnicas de Histologia e Imunohistoquimica
7.1 Micro-anatomia dos Segmentos de ileo de Rato Wistar
7.2 Localizagédo Celular dos Receptores 5-HTa € 5-HT25 em Segmentos de
ileo de Rato Wistar
8. Materiais e Reagentes Utilizados nos Estudos Histologicos e Imuno-
histoquimicos
9. Protocolo Experimental — Determinacdo dos Niveis de Catecolaminas no
Estriado de Rato Wistar por HPLC de Fase Reversa com Deteccédo Electroquimica
9.1 Preparacdo das Amostras de Efluxo para a Determinacdo de
Catecolaminas por HPLC
9.2 Condi¢cbdes Cromatogréficas

9.3 Quantificacdo da Proteina através do Método BCA

Capitulo 4 — Resultados

1. Resposta Contractil do ileo Isolado de Rato a Anfetamina e & Tiramina

2. Efeito da Atropina e da Mepiramina na Resposta Contractil do ileo Isolado de
Rato a Anfetamina

3. Efeito da Reserpina na Resposta Contractii do ileo Isolado de Rato a
Anfetamina

4. Efeito da Fluoxetina na Resposta Contracti do fleo Isolado de Rato a

Anfetamina

33
38
39

42

44
45
45
46
48
48
48
49
49
50
50

50

51

51

52

53
54

55
56

56

57

58



5. Contributo dos Receptores de 5-HT na Resposta Contractil do ileo de Rato a
Anfetamina
5.1 Efeitos da Ritanserina e da Prazosina na Resposta Contractil do ileo de
Rato a Anfetamina
5.2 Efeitos da Cetanserina e do RS 127445 na Resposta Contractil do ileo
Isolado de Rato a Anfetamina
6. Efeito do EPPTB na Resposta Contréactil do ileo Isolado de Rato & Anfetamina e
a Tiramina
7. Efeito da Ritanserina na Resposta Contractil do ileo Isolado de Rato & 5-HT
8. Efeito do RS 127455 na Resposta Contractil do ileo Isolado de Rato a 5-HT
9. Efeito da Cetanserina e do RS 127445 na Resposta Contractil do ileo Isolado de
Rato a 5-HT
10. Estudos Histolégicos e Imunohistoquimicos dos Segmentos de ileo de Rato
Wistar
10.1 Micro-Anatomia dos Segmentos de ileo de Rato
10.2 Localiza¢ao Celular dos Receptores 5-HT2A e 5-HT2B em Segmentos de
ileo de Rato Wistar
11. Estudos In Vivo — a Influéncia da Anfetamina no Comportamento Animal e na
Fisiologia Gastrointestinal
11.1 Influéncia da Anfetamina no Comportamento de Ratos Wistar
11.2 Monitorizacdo da Temperatura
11.3 Alteracbes Macroscopicas Observadas na Anatomia do Tracto
Gastrointestinal de Rato 24 Horas apds Administracédo In Vivo de 15 mg/Kg de
Anfetamina
11.4 Resposta Contréactil do ileo Isolado de Rato & Anfetamina e & 5-HT 24
Horas ap6s Administracdo In Vivo de 15 mg/Kg de Anfetamina
11.5 Niveis Estriatais Totais de DA e dos seus Metabolitos (DOPAC e HVA)
11.5.1 Turnover Total da DA (DOPAC+HVA/DA), Intracelular (DOPAC/DA)
e Extracelular (HVA/DA)
11.6 Niveis Estriatais Totais de 5-HT e do seu Metabolito 5-HIAA

Capitulo 5 — Discussao
Capitulo 6 — Conclusoes e Perspectivas Futuras

Capitulo 7 — Bibliografia

59

59

61

64

67

67

69

70
72

72

73
73
74

75

77
80

82
83

84

93

96



INDICE DE FIGURAS

Capitulo 1

Figura 1

Figura 2

Figura 3

Figura 4

Figura 5

Figura 6

Figura 7

Figura 8

Figura 9

Figura 10

Figura 11

Figura 12

Capitulo 3

Figura 13

Estrutura quimica das aminas biogénicas classicas (adaptado de
Zucchi et al., 2006)

Estrutura quimica dos compostos conhecidos como aminas vestigiais
(adaptado de Zucchi et al., 2006)

Via sintética e metabdlica de aminas vestigiais enddgenas e exdgenas
(retirado de Broadley, 2010)

Estrutura quimica do antagonista selectivo do TAAR1, EPPTB (retirado
de Bradaia et al., 2009)

Estrutura quimica da anfetamina e seus analogos mais comuns
(adaptado de Broadley, 2010)

Via metabélica da anfetamina. Il desaminacdo oxidativa; |llI
hidroxilagdo aromética; IV hidroxilagdo alifatica; V O-metilagcéo; VI
conjugacéo da glicina (retirado de Carvalho et al., 2012)

Mecanismo classico da anfetamina no SNC (adaptado de Katzung,
2007)

Estrutura da seccéo longitudinal da parede gastrointestinal (retirado de
Vander et al., 2003 )

Organizacdo dos filamentos de actina e miosina nas células do
musculo liso em estado de relaxamento (a) e de contraccéo (b)
(retirado de Sherwood, 2008)

Regulacao da contracgcdo do musculo liso (adaptado de Webb, 2003)
Regulacao do relaxamento do musculo liso (retirado de Webb, 2003)

Modelo do receptor acolpado a proteina G, activado por TA,
substéncias odorantes e gustantes que medeia a secrecao das células
EC (retirado de Kidd et al., 2008)

Segmentos de ileo montados em banho de 6rgéos de 15 mL

10

11

13

18

23

24

26

27

41

45



Figura 14 Registos de uma curva ndo cumulativa concentragéo-resposta a
anfetamina em ileo isolado de rato. Escala: 10 mm = 3,9 mN; 40
segundos

Figura 15 Sistema de HPLC utilizado na quantificagdo de monoaminas

Figura 16 Cromatograma representativo da amostra do padrao total 50 ng/mL
contendo DA, DOPAC, 5-HIAA, HVA e 5-HT

Capitulo 4

Figura 17 Resposta contractil do ileo isolado de rato a anfetamina na auséncia
(@, controlo), na presenca de 1 uM de atropina (V) e na presenca de
mepiramina 1 yM (O); os resultados estdo expressos em valores
médios + S.E.M.; as barras verticais representam S.E.M.

Figura 18 Resposta contractil do ileo isolado de rato a anfetamina na auséncia
(@, controlo) e na presenca de 100 yM de reserpina (O); os resultados
estdo expressos em valores médios = S.E.M.; as barras verticais
representam S.E.M.; a significAncia das diferencas estatisticas foi
analisada pelo teste t de Student. * p < 0,05 vs controlo.

Figura 19 Resposta contractil do ileo isolado de rato a anfetamina na auséncia
(@, controlo) e na presenca de 1 uM de fluoxetina (A ); os resultados
estdo expressos em valores médios = S.E.M.; as barras verticais
representam S.E.M.; a significAncia das diferencas estatisticas foi
analisada pelo teste t de Student. * p < 0,05 vs controlo.

Figura 20 Resposta contractil do ileo isolado de rato a anfetamina na auséncia
(@, controlo), na presenca de 1 yM de ritanserina (M), de 10 yM de
prazosina (*) e na presenca em simultdneo de 1 yM de ritanserina e
10 uM de prazosina (V); os resultados estdo expressos em valores
médios + S.E.M.; as barras verticais representam S.E.M.; a
significAncia das diferengas estatisticas foi analisada pelo teste
ANOVA seguido do teste de comparag¢des mdltiplas de Tukey. * p <
0,05, prazosina vs controlo; ** p < 0,05, ritanserina + prazosina vs
controlo ou prazosina; # p < 0,05 ritanserina vs controlo ou prazosina.

Figura 21 Resposta contractil do ileo isolado de rato & anfetamina na auséncia
(@, controlo), na presenca de 0,25 uM de RS 127445 (<) ou na
presenca de 0,05 yM de RS 127445 (<); os resultados estdo
expressos em valores médios + S.E.M.; as barras verticais
representam S.E.M.

Figura 22 Resposta contractil do ileo isolado de rato a anfetamina na auséncia
(®, controlo), na presenca de 0,05 yM de RS127445 (<) ou na
presenca de 1 uM de cetanserina (A); os resultados estdo expressos
em valores médios + S.E.M.; as barras verticais representam S.E.M.

47

52

53

57

58

59

61

62

63



Figura 23

Figura 24

Figura 25

Figura 26

Figura 27

Figura 28

Figura 29

Resposta contractil do ileo isolado de rato a anfetamina na auséncia
(@, controlo), na presenca de 1 uM de EPPTB (#) ou na presenca de
5 uM de EPPTB (#); os resultados estdo expressos em valores
médios + S.E.M.; as barras verticais representam S.E.M.; a
significAncia das diferengas estatisticas foi analisada pelo teste
ANOVA seguido do teste de comparag¢des multiplas de Dunnett. * p <
0,05 vs controlo.

Resposta contractil do ileo isolado de rato a tiramina na auséncia (@,
controlo) e na presenca de 5 yM de EPPTB (#); os resultados estédo
expressos em valores médios + S.E.M.; as barras verticais
representam S.E.M.; a significAncia das diferencas estatisticas foi
analisada pelo teste t de Student. * p < 0,05 vs controlo.

Resposta contractl do ileo isolado de rato & 5-HT na auséncia (@,
controlo) e na presenca de 1 yM de ritanserina (M); os resultados
estdo expressos em valores médios = S.E.M.; as barras verticais
representam S.E.M.; a significAncia das diferencas estatisticas foi
analisada pelo teste t de Student. * p < 0,05 vs controlo.

Resposta contractil do ileo isolado de rato a 5-HT na auséncia (@,
controlo) e na presenca de 0,05 yM de RS 127445 (<) ou na
presenca de 0,25 uM RS 127445 (<>); os resultados estdo expressos
em valores médios = S.E.M.; as barras verticais representam S.E.M.; a
significAncia das diferengas estatisticas foi analisada pelo teste
ANOVA seguido do teste de comparag¢des mdltiplas de Tukey. * p <
0,05 vs controlo.

Resposta contractil do ileo isolado de rato a 5-HT na auséncia (@,
controlo) e na presenca de 0,05 yM de RS 127445 (<) ou na
presenca de 1 uM de cetanserina (A); os resultados estdo expressos
em valores médios = S.E.M.; as barras verticais representam S.E.M.; a
significAncia das diferengas estatisticas foi analisada pelo teste
ANOVA seguido do teste de comparag¢des mdltiplas de Tukey. * p <
0,05 vs controlo.

fleo de ratos Wistar machos (A e B) de 8-10 semanas. H/E X400.
Visualizacdo das camadas e musculo liso longitudinal (1) e circular (2)
e dos plexos mientérico (3) e submucoso (4).

Fundo de estdmago de rato Wistar macho 8-10 semanas (A) e artéria
uterina humana (B). Técnica de imunohistoquimica: imunoreactividade
ao receptor 5-HTo5 X400 (A) e 5-HTo4 X200 (B), na camada basal e em
células musculares lisas vasculares, respectivamente.

\

65

66

67

68

70

72

72



Figura 30

Figura 31

Figura 32

Figura 33

Figura 34

Figura 35

Figura 36

Figura 37

ileo de rato Wistar macho de 8-10 semanas. (A) H/E X400; (B) Técnica
de imunohistoquimica: receptor 5-HTo,s X400 presente nas células
ganglionares situadas no plexo mientérico e submucoso da parede
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ADHD

AMPc

ANOVA

APUD

ATP

BCA

BSA

Ca2+

CIC

CoA

CR

DA

DAB

acido 5-hidroxi-indolacético

5-hidroxitriptamina

aromatic L-amino acid decarboxylase

acetilcolina

Attention Deficit and Hyperactivity Disorder

adenosina 3',5-monofosfato ciclico

analise de variancia

Amine Percursor Uptake and Decarboxylation

adenosina trifosfato

acido bicinconinico

bovine serum albumin

ido calcio

células intersticiais de Cajal

acetil-co-enzima A

concentragédo-resposta

dopamina

diaminobenzidina
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DAG diacilglicerol

DAT transportador de dopamina

DBH dopamine-B-hydroxylase

DOPAC acido 3,4-dihidroxifenilacético

EC enterocromafins

EC-like enterocromafins-like

EGF Epidermal Growth Factor

Emax efeito maximo

EPPTB N-(3-ethoxy-phenyl)-4-pyrrolidin-1-yl-3-trifluoromethyl-benzamide
Gl gastrointestinal

GPCRs G Protein-Coupled Receptors

HE hematoxilina/eosina

HVA acido homovanilico

i.p. intraperitoneal

IP3 inositol trifosfato

IPANs intrinsic primary afferent neurons

IUPHAR International Union of Basic and Clinical Pharmacology
K* ido potéassio
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Log logaritmo

MAO monoamina oxidase

MDMA metilenedioximetanfetamina
Mg®* i&0 magnésio

MLC myosin light chain

MLCK myosin light chain kinase
MLCP myosin light chain phosphatase
mN miliNewton

n numero de experiéncias

NA noradrenalina

Na* ido sodio

NET transportador de noradrenalina
NO oxido nitrico

PBS tampao salino de fosfato

pECso logaritmo negativo da concentragdo molar do agonista capaz de induzir

metade da resposta maxima

PIP2 phosphatidylinositol 4,5-bisphosphate

PKC protein kinase C
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pKi logaritmo negativo da concentragdo molar de um ligando num
ensaio de competicdo que ocuparia 50% dos receptores na
auséncia do ligando

REM rapid eye movement

RNA acido ribonucleico

RNA mRNA mensageiro

ROS espécies reactivas de oxigénio
S.E.M. Standard Error of the Mean
SERT transportador de 5-HT

SNC sistema nervoso central

SNE sistema nervoso entérico

SNP sistema nervoso periférico

TA trace amines

TAAR trace amine-associated receptor
VIP vasoactive intestinal polipeptide
VMAT vesicular monoamine transporter
B-PEA B-phenylethylamine
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REsumo

O abuso da anfetamina esta associado a graves efeitos neurologicos, psiquiatricos
e cardiovasculares. No entanto, os efeitos no altamente inervado tracto gastrointestinal
sao imprevisiveis. A anfetamina esta estrutural e funcionalmente relacionada com as
aminas vestigiais para-tiramina. As aminas vestigiais e as anfetaminas tém a
habilidade de inibir a libertacdo extracelular de transmissores e/ou estimular o efluxo
de transmissores a partir de reservas intracelulares, incluindo a 5-hidroxitriptamina (5-
HT). Foi recentemente descrito que as anfetaminas e as aminas vestigiais sado
agonistas potentes de um novo receptor acoplado a proteina G, que estimula a
producdo de AMPc, o frace amine-associated receptor 1 (TAAR1). Foi também
sugerido que alguns dos efeitos da anfetamina possam ser mediados, em parte, por
esse receptor. De forma a entender o mecanismo envolvido nos efeitos adversos da
anfetamina a nivel gastrointestinal, o objectivo deste trabalho foi caracterizar
farmacologicamente o receptor que medeia a resposta contractil do ileo isolado de rato

a anfetamina.

Ratos Wistar machos foram sacrificados e o ileo removido e preparado para
contrac¢des isométricas de curvas concentracdo-resposta (CR) de adicdes
independentes a 5-HT (0,1 yM — 60 yM), a tiramina e a anfetamina (1 yM — 6000 pyM).
Apés a adicdo de 100 uM de acetilcolina (de forma a comparar os resultados),
antagonistas de diferentes receptores foram adicionados ao banho de 6rgdos 15
minutos antes de cada dose da curva CR. Em todas as experiéncias foram utilizados
segmentos controlo, aos quais se adicionou apenas 0 solvente apropriado para cada
composto. Os segmentos de ileo foram também utilizados para cortes histoldgicos e
técnicas de imunohistoquimica de forma a estuder a imunoreactividade de subtipos de
receptores 5-HT. Foram ainda realizados estudos in vivo com o intuito de estudar o
comportamento do rato ap6s a administracdo de anfetamina e a sua neurotoxicidade e
as possiveis consequéncias de tal administracdo na funcdo intestinal, isto é, na
resposta contractil do ileo isolado de rato. Para tal, foi administrado 15 mg/Kg de
solugdo salina de anfetamina aos animais ensaio e solugdo salina aos animais
controlo. A administragdo foi via intraperitoneal. O comportamento assim como a
temperatura foram registadas. Os animais foram sacrificados 24 horas apo6s a
administracdo e recolheu-se estriado, para quantificacdo dos niveis de monoaminas, e

ileo, para estudos funcionais e imunohistoquimicos. Os estudos funcionais consistiram
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na realizacdo de curvas CR de adi¢cbes independentes a anfetamina e a 5-HT na
auséncia de qualquer antagonista. As diferencas estatisticas foram analisadas pelo
teste t de Student e ANOVA seguido do teste de comparacdes multiplas de Dunnett ou

Tukey.

Tanto a anfetamina como a tiramina induziram contracgbes dependentes da
concentracao no ileo de rato com idéntica actividade intrinseca e poténcia (anfetamina:
Emax de 10,51 £ 1,35 mN; pECso de 4,64 + 0,19, n=25; tiramina: Ens de 11,54 £ 1,65
mN; pECsy de 4,09 = 0,32, n=13). As curvas CR a anfetamina ndo foram
significativamente alteradas pela atropina (1 yM) ou mepiramina (1 yM), excluindo o
envolvimento de receptores muscarinicos e da histamina H;. No entanto, a cetanserina
(1 pM), um antagonista dos receptores 5-HToaoc € 0 RS 127445 (0,05 uM), um
antagonista selectivo dos receptores 5-HT.g, alteraram de forma significativa a curva
CR a anfetamina. De facto, a ritanserina (1 yM), um antagonista nao selectivo dos
receptores 5-HTop0pec, aboliu completamente a contracgdo intestinal induzida pela
anfetamina, apontando para o envolvimento da 5-HT, no efeito provocado pela
anfetamina. Alteragcbes semelhantes e significativas foram, igualmente, observadas
nas curvas CR a 5-HT na presenca de cetanserina, RS 127445 e ritanserina. Além
disso, os estudos imunohistoquimicos revelaram imunoreactividade para os receptores
5-HT.a € 5-HT, nas células ganglionares do plexo mientérico e submucoso, mas nao
nas células musculares lisas das camadas longitudinal e circular. Além disso, o
recentemente descrito antagonista selectivo do TAAR1, N-(3-etoxi-fenil)-4-pirrolidin-1-
il-3-trifluorometil-benzamida (EPPTB), 5 yM, alterou significativamente (com reducéo
do Enax) as curvas CR a anfetamina e a tiramina, sugerindo igualmente o recrutamento
do TAAR1. Uma vez que a reserpina (100 yM) aboliu completamente a contraccéo
intestinal induzida pela anfetamina, e que cerca de 90% da 5-HT é sintetizada,
armazenada e libertada essencialmente por células enterocromafins no intestino,
propomos que a anfetamina possa desencadear a libertagdo de monoaminas a partir
das células enterocromafins, embora mais estudos serdo necessario para provar,
definitivamente o envolvimentos do TAAR1 através da sua localizagdo celular.
Relativamente aos estudos funcionais realizados com os ileos dos ratos controlo e
sujeitos a 15 mg/Kg de anfetamina, nao foram observadas alteracbes estatisticamente
significativas nas curvas CR a anfetamina e a 5-HT, demonstrando n&o haver
alteracdes relevantes na fungdo intestinal. Os ratos que foram administrados com

anfetamina ficaram hipertérmicos durante cerca de 90 minutos e mostraram
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comportamentos estereotipados. Relativamente a quantificacdo dos niveis de
monoaminas, sé a dopamina diminui de forma significativa, demonstrando alguma

neurotoxicidade nos ratos sujeito ao farmaco apés 24 horas.
Em concluséo, este estudo demonstra, pela primeira vez, que tanto a 5-HT como
0s lrace amine-associatede receptors contribuem para a resposta contractil do ileo de

rato a anfetamina.

Palavras-chave: anfetamina; ileo isolado de rato; contracg¢do; 5-HT; TAART.
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ABSTRACT

Amphetamine (AMPH) misuse is associated with serious neurologic, psychiatric
and cardiovascular adverse effects. However, its effects on the highly innervated
gastrointestinal tract are unpredictable. AMPH is structurally and functionally related to
the trace amine para-tyramine. Trace amines and amphetamines have the ability to
inhibit the clearance of extracellular transmitter and/or stimulate the efflux of transmitter
from intracellular stores, including 5-hydroxytryptamine (5-HT). It was recently reported
that amphetamines and trace amines are potent agonists of a novel G protein-coupled
receptor that stimulates the production of cCAMP, the trace-amine-associated receptor 1
(TAAR1). It was also suggested that some effects of amphetamines may be mediated
in part by this receptor. In order to further understand the mechanism involved in the
gastrointestinal adverse effects of AMPH, the aim of this study was to characterize
pharmacologically the receptor mediating the contractile response of the rat isolated
ileum to AMPH.

Male Wistar rats were sacrificed and the ileum was removed and prepared for
isometric contractile concentration-response (CR) curves (not cumulative) for AMPH,
tyramine (1 uM — 6000 yM) and 5-HT (0.1 uM — 60 uM). After 100 yM acetylcholine (in
order to compare the results), antagonists of different receptors were added to the
organ bath 15 min before each dose of the CR curve. In each assay, control segments
were used with the appropriate solvent of each drug. lleum segments were also used
for histological section and immunohistochemical techniques to study the
immunoreactivities of 5-HT receptors subtypes. Studies have been conducted in vivo in
order to study the behavior of rats and AMPH neurotoxicity after administration of
AMPH, and also the possible consequences of such administration in the intestinal
function (contractile response of rat ileum). A group of rats were injected
intraperitoneally with 15 mg/Kg of AMPH and the control group of rats were injected
with a saline solution. The behavior and the temperature were recorded. The animals
were sacrificed 24 hours after the administration and the striatum was collected to
quantify monoamines levels. The ileum was also collected for functional and
immunohistochemical studies. The ileum was prepared for isometric contractile CR
curves (not cumulative) for AMPH and 5-HT in the absence of antagonists. Statistical
differences were evaluated by Student's t test and ANOVA with Dunnetts or Tukey's

multiple comparison test.
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Both AMPH and tyramine caused concentration-dependent ileum contractions with
similar intrinsic activity and potency (AMPH: E.x of 10.51 £ 1.35 mN; pECso of 4.64 =
0.19, n=25; tyramine: Enax of 11.54 £ 1.65 mN; pECs, of 4.09 + 0.32, n=13). AMPH CR
curves were not significantly altered by atropine (1 pyM), or mepyramine (1 pM)
excluding the involvement of muscarinic and H, histamine receptors on AMPH effect.
However, ketanserin (1 uM) a 5-HToaoc antagonist and RS 127445 (0.05 uM), a
selective 5-HT.z antagonist, changed the AMPH CR curve. In fact, ritanserin (1 yM), a
non-selective 5-HT,a0p2c antagonist abolished completely the AMPH-induced intestinal
contraction which points to the involvement of 5-HT, on the AMPH effect. Significant
and similar changes on the 5-HT CR curve were also observed in the presence of
ketanserin, RS 127445 and ritanserin. Furthermore, the immunohistochemical studies
revealed immunoreactivity for the 5-HT,x and 5-HT.s receptor on ganglionary cells of
the mienteric and submucous plexus but not in the smooth muscle cells of the
longitudinal and circular layers. Moreover, the recently described TAAR1 selective
antagonist, N-(3-ethoxy-phenyl)-4-pyrrolidin-1-yl-3-trifluoromethyl-benzamide (EPPTB),
at 5 yM, significantly changed (with a reduction of the E.) the CR curves for both
tyramine and AMPH, suggesting also the recruitment of TAAR1. Since reserpin (100
uM) abolished completely the AMPH-induced intestinal contraction, and about 90% of
serotonin is synthesized, stored and released mainly by enterochromaffin cells in the
gut, we propose that AMPH may trigger the release of the monoamine from
enterochromaffin cells, though further studies are needed to definitely prove the
involvement of the TAAR1 through its cellular location. For the functional studies
performed with the ileums from control rats and rats subject to 15 mg/Kg AMPH, there
were no statistically significant changes in the AMPH and 5-HT CR curves, showing no
relevant changes in intestinal function. The rats which were subjected to AMPH
became hyperthermic for about 90 minutes and stereotyped behaviours were shown.
Regarding the results of quantification of monoamines levels, only dopamine levels
decreased significantly, showing some neurotoxicity in rats subjected to the drug after
24 hours.

In conclusion, this study shows for the first time that both 5-HT and trace amine-
associated receptors contribute to the contractile response of the rat isolated ileum to

AMPH.

Key-words: amphetamine; rat ileum; contraction; 5-HT; TAAR1.
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Capitulo 1 Introdugéo

1. AMINAS BIOGENICAS E AMINAS VESTIGIAIS

O termo “aminas biogénicas” foi introduzido para designar um grupo de aminas
que possuem um papel bioldégico importante como mensageiros quimicos, como
hormonas, neuromoduladores ou neurotransmissores (Figura 1) (Zucchi et al., 2006).
Estas substancias sao produzidas a partir dos seus aminoacidos aromaticos
respectivos e a sua sintese inclui passos de descarboxilagdo. As primeiras aminas
biogénicas descobertas foram as catecolaminas, isto é, a adrenalina, noradrenalina
(NA) e dopamina (DA), que derivam da tirosina. Outras aminas biogénicas muito
conhecidas sédo a histamina e a serotonina (5-hidroxitriptamina — 5-HT), que derivam

da histidina e triptofano, respectivamente (Zucchi et al., 2006).

OH W OH W T
HQ,
HO N\CH3 HO N\H D/\/N\H
H HO HO
Adrenalina Noradrenalina Dopamina
H H
HO N_H N—p

5-HT Histamina

Figura 1- Estrutura quimica das aminas biogénicas classicas (adaptado de Zucchi et al., 2006)

Outras aminas biogénicas estdo presentes no SNC em concentragbes muito
baixas, na ordem de 0,1-10 nM. Para estes compostos surgiu o termo “aminas
vestigiais” (frace amines — TA). As moléculas geralmente consideradas aminas
vestigiais sdo para-tiramina, meta-tiramina, triptamina, B-feniletilamina (B-
phenylethylamine — 3-PEA), para-octopamina e meta-octopamina (Figura 2) (Berry,
2004; Broadley, 2010; Bunzow et al., 2001; Borowsky et al., 2001; Lindemann et al.,
2005).
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NH,
NH,
N
H
B -PEA Triptamina
OH
NH, NH,
HO HO
p-Tiramina p-Octopamina
OH
NH, NH,
OH OH
m-Tiramina m-Octopamina

Figura 2 — Estrutura quimica dos compostos conhecidos como aminas vestigiais (adaptado de Zucchi et
al., 2006)

Contrariamente a situacdo dos vertebrados, algumas aminas vestigiais sdo as
aminas mais abundantes encontradas em muitas espécies de invertebrados (Zucchi et
al., 2006). As aminas vestigiais sdo ainda produzidas por bactérias, fungos, células de
plantas e podem igualmente ser encontradas em alguns alimentos como é o caso do
chocolate, queijo, iogurtes probibticos e vinho tinto (Zucchi et al., 2006; Fehler et al.,

2010; Broadley et al., 2008).

As TA estdo estrutural e funcionalmente relacionadas com as catecolaminas,
existindo diversos analogos sintéticos como é o0 caso das anfetaminas (Bunzow et al.,
2001; Lindemann et al., 2005;).

1.1 SINTESE, METABOLISMO E ARMAZENAMENTO DAS AMINAS VESTIGIAIS
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As TA partilham com as catecolaminas DA, adrenalina e NA vias enzimatica
metabdlicas (Grandy, 2007). Por exemplo, as TA endbégenas séo sintetizadas no
organismo através da descarboxilagcdo dos seus respectivos aminoacidos percursores
utilizando a enzima descarboxilase dos L-aminoacido aromatico (aromatic L-amino
acid decarboxylase — AADC) (ver Figura 3) (Burchett et al., 2006). A B-PEA é
sintetizada a partir da L-fenilalanina enquanto que a p-tiramina é sintetizada a partir da
L-tirosina. A p-octopamina deriva da p-tiramina através da dopamina-B-hidroxilase
(dopamine-B-hydroxylase — DBH). J& a triptamina é sintetizada a partir do L-triptofano
através da accédo da AADC (Broadley, 2010; Berry, 2004). Adicionalmente, a MAO
também é responséavel pela degradacdo das TA (Figura 3). A MAO é uma enzima
intracelular encontrada ligada a membrana exterior da mitocdndria. Esta enzima
desamina aminas primarias e secundarias que estao livres no citoplasma neuronal
mas nao aquelas que se encontram ligadas as vesiculas armazenadoras dos

neurdnios simpaticos (Berry, 2004; Broadley, 2010).
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Figura 3 — Via sintética e metabdlica de aminas vestigiais endégenas e exdgenas (retirado de Broadley,
2010)

Apesar das TA terem sido detectadas em sinaptossomas, o seu local de sintese e

armazenamento permanece por esclarecer (Grandy, 2007).

1.2 ACCOES BIOLOGICAS DAS AMINAS VESTIGIAIS

Tradicionalmente, a literatura cientifica (Kopin et al., 1964; Baldessarini & Fischer,
1977; Baldessarini, 1978; Maguire et al., 2009) e os textos de medicina e farmacologia
(Goodman and Gillman's, 2005; Katzung, 2007) referem-se as TA como “falsos”
transmissores, ou, alternativamente, como neuromoduladores com accéo

simpaticomimética indirecta, visto que podem promover o efluxo de NA das vesiculas
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sinapticas dos neurénios simpaticos para o terminal nervoso adrenérgico (Berry, 2004;
Brunton et al., 2005; Borowsky et al., 2001; Bunzow et al.,, 2001; Lindemann et al.,
2005; Fehler et al., 2010). A literatura sugere que estas moléculas nao preenchem os
critérios estabelecidos para poderem ser consideradas neurotransmissores (Grandy,
2007).

Apesar do mecanismo de acgao dos TA estar melhor estudada nos invertebrados,
tem aumentado a informacdo sobre estas substancias nos vertebrados (Grandy,
2007). A primeira demonstracdo em vertebrados do efeito fisiol6gico da B-PEA e da
tiramina foi realizado por Barger e Walpole em 1909. Durante 40 anos, a atencdo dada
as TA continuou a ser grande, no entanto o foco comecgou gradualmente a dirigir-se
para as catecolaminas e para as enzimas que as sintetizam. A identificacdo e
caracterizacdo da AADC e da MAO-A e MAO-B levaram ao desenvolvimento de
inibidores altamente selectivos que provaram ser benéficos em alguns tratamentos
clinicos. Farmacos como o iproniazida, um inibidor irreversivel da MAO, forneceram
novos meios para alterar a fisiologia das catecolaminas, assim como forneceram
meios para demonstrar a fisiologia das TA (Grandy, 2007). A evidéncia que as acc¢des
das TA no SNC sao distintas daquelas das catecolaminas foi relatada por Sabelli e
colaboradores em 1976. De facto, este investigador demonstrou que a 3-PEA tinha um
efeito oposto na estimulacdo de neurénios corticais em comparacdo com os efeitos
inibitérios da DA e NA nas mesmas concentracbes. Curiosamente, estes autores
compararam os efeitos comportamentais de uma injec¢ao intraperitoneal (i.p.) de -
PEA (10 mg/Kg) aos de adrenalina (1-5 mg/Kg), de NA (1-5 mg/Kg) e de DA (10-50
mg/Kg) em pintos recém-nascidos. Enquanto que as catecolaminas induziram sono, a
B-PEA induziu uma excitacdo amphetamine-like prolongada caracterizada pelo

aumento da actividade locomotora, do chilrear e do comportamento agressivo de luta.

Por outro lado, foi sugerido que as accoes fisiolégicas das TA sédo relativamente
fracas comparativamente a accdo das catecolaminas. No entanto, em condicbes em
que a actividade da MAQO esta inibida, os niveis das TA podem tornar-se
significativamente elevados, deslocando mais eficazmente os neurotransmissores das
suas vesiculas armazenadoras (lbrahim et al.,, 1985). Numa concentracédo ainda mais
elevada, as TA aumentam a libertacdo de DA, e numa menor extensdo a libertacéo de
NA e 5-HT nas sinapses (Berry, 2004; Burchett et al., 2006).
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Classicamente foi considerado que as TA, em particular a octopamina e a tiramina,
sao neurotransmissores e nao neuromoduladores (compostos presentes no SNC que
podem alterar a sensibilidade dos neurdnios para outros neurotransmissores, mas que
nao tém qualquer efeito por si sO) nos vertebrados (Saavedra et al., 1974; Saavedra et
al., 1976; Axelrod et al., 1977; Evans et al., 1977; Roeder, 1999). Por outro lado,
Nagaya e colaboradores, em 2002, demonstrou que a tiramina funciona como
neuromodulador na Drosophila melanogaster, e Donini e Laange (2004) relataram
evidéncias que a tiramina funciona tanto como neuromodulador, como
neurotransmissor no gafanhoto. J& em mamiferos, tem sido sugerido que a
octopamina possa ser um neuromodulador envolvido em alguns dos efeitos fisiol6gicos
atribuidos aos inibidores da MAO (Kakimoto et al., 1962). Em 1975, Boulton propés
que as TA tém um efeito directo e indirecto na transmissao sinaptica envolvendo a DA,
NA e 5-HT. Os efeitos directos sdo o resultado da libertacao ou difusdo das TA para o
local de acgdo. Ja os efeitos indirectos referem-se as consequéncias a jusante da TA
interferir com a captacao e/ou libertacdo de catecolaminas (Boulton, 1976). Em 1985,
Baud e colaboradores evidenciaram de forma convincente que a tiramina e a $-PEA
podem actuar independentemente da DA para inibir a libertacdo de acetilcolina
(acetylcholine — ACh) em fatias do estriado. Estudos adicionais sugeriram que
elevadas concentragcdes de TA interagem e interferem com a fungcdo dos
transportadores de aminas biogénicas de forma semelhante & anfetamina e a
metanfetamina, mas diferente da DA, da adrenalina e do metilfenidato (Hirano et al.,
1989; Janssen et al., 1999; Mundorf et al., 1999; Berry, 2004; Sulzer et al., 2005). Tem
sido demonstrado que as TA inibem a recaptacdo de DA e, numa menor extenséo, a
recaptacdo de NA e 5-HT, assim como exercem um efeito amphetamine-like no
transportador pré-sinaptico de monoaminas, causando a reversédo da direcgdo normal
do transporte e condicionando o aumento da concentracdo citoplasmatica de
neurotransmissores na fenda sinaptica. Recentemente foram descobertos receptores
activados pelas TA nos vertebrados. Em conclusé@o, as evidéncias sugerem quatro
tipos de actividade para as TA no SNC: co-transmissores libertados com a DA, NA e 5-
HT; “falsos” transmissores nos receptores selectivos da DA e NA; neuromoduladores e

finalmente transmissores com 0s seus proprios receptores.
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1.3 TRACE AMINE ASSOCIATED RECEPTORS (TAAR)

Nos ultimos anos foram feitas importantes descobertas no campo da sinalizacao
aminérgica. Em 2001, foi identificada uma nova familia de receptores acoplados a
proteina G (G Protein-Coupled Receptors — GPCRs) (Borowsky et al., 2001; Bunzow et
al., 2001) e posteriormente caracterizada pela International Union of Basic and Clinical
Pharmacology (IUPHAR) (Maguire et al., 2009). Os membros desta familia de GPCRs
sdo agora referidos como os trace amine-associated receptors (TAARs) baseado no
perfil farmacolégico do seu membro prototipico, TAAR1 (Lindemann et al., 2005). A
descoberta do primeiro TAAR1 foi realizada independentemente por dois grupos de
investigadores, Borowsky ef al., (2001) e Bunzow et al., (2001), utilizando abordagens
semelhantes (Zucchi et al., 2006). Estes receptores estao localizados tanto nas células

pré-sinapticas como nas células pés-sinapticas (Sotnikova et al., 2009).

Apesar de ja se conhecerem sitios de ligacao para a triptamina, tiramina e $-PEA
no cérebro de rato (Berry, 2004), a identificacdo de uma familia de GPCRs que podia
ser activada pelas aminas vestigiais originou fortes evidéncias para um papel
independente destas aminas na neurotransmissao (Borowsky ef al., 2001; Bunzow et
al., 2001; Sotnikova et al., 2009). Apenas dois membros desta familia de receptores, o
receptor trace amine 1 (TA1, agora TAAR1) e o receptor trace amine 2 (TA2, agora
TAARA4) foram identificados como sendo sensiveis as aminas vestigiais (Borowsky et
al., 2001; Bunzow et al., 2001;Lindemann et al., 2005). Alguns TAARs sado ainda

sensiveis a algumas aminas volateis (Liberles et al., 2006).

1.3.1 CARACTERIZAGCAO BIOQUIMICA E FARMACOLOGICA DO TRACE AMINE-ASSOCIATED
RECEPTOR 1

O TAART1 é o receptor que melhor esta caracterizado dentro da familia dos TAAR
(Grandy, 2007). O TAAR1 acopla a Gs; e quando activado pelas TA origina AMPc
(Borowsky et al., 2001; Bunzow et al.,, 2001). Curiosamente, a d- e l-anfetamina, a
metanfetamina, o0 metilenedioximetanfetamina (MDMA) e outros analogos da
anfetamina s&o capazes de activar o receptor TAAR1 in vitro como evidenciado pela
estimulacdo da adenil ciclase e producdo de AMPc nas células embrionarios de rim
humano (Borowsky et al., 2001). No SNC de ratinho, o RNAm para o TAAR1 esta

distribuido ao longo do sistema limbico e nas regides que contém corpos celulares
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catecolaminérgicos, como o corpo estriado, a susbténcia nigra ou a area tegmental
ventral do mesencéfalo (Borowsky et al., 2001). Ja no rato, o RNAm para o TAAR1 foi
encontrado no cérebro, com uma maior expressdo no bulbo olfactério, regides
corticais, substancia nigra, area tegmental ventral, entre outros. Periféricamente, o
RNAm foi ainda encontrado no figado, nos rins, no tracto gastrointestinal (Gl), baco,
pancreas e coragdo (Bunzow et al., 2001). E de notar que a regido da amigdala no
SNC do rato, ratinho e humano contém o nivel mais elevado de RNAm para o TAAR1
(Borowsky et al., 2001). Estes dados demonstram de forma convincente que o TAAR1
€ amplamente expresso nas areas primarias monoaminérgicas do cérebro e esta bem
posicionado como modulador locomotor, emocional e comportamentos motivacionais
que estéo, tradicionalmente, associados com a actividade monoaminérgica (Sotnikova

et al., 2009).

O estudo da farmacologia do TAAR1 num sistema celular heterogéneo in vitro tem
sido desafiante, muito por causa do facto do TAAR1 permanecer, em grande parte,
dentro da célula quando expresso heterologamente em linhas celulares (Bunzow et al.,
2001; Miller et al., 2005; Grandy, 2007; Reese et al., 2007; Wainscott et al., 2007).
Geralmente, com tao baixo nivel de expressao nos sistemas celulares heterblogos, o
TAAR1 exibe uma capacidade reduzida na sinalizagdo que pode ser restaurada por
substituicdo de partes da sequéncia do receptor ou pelo estimulo da proteina G com o
correspondente homologo de rato (Bunzow et al., 2001; Lindemann et al., 2005; Reese
at al., Wainscott et al., 2007). A utilizacdo de um método que seja altamente sensivel
ao AMPc pode também contornar este problema (Miller et al., 2005; Xie e Miller, 2007;
Xie et al., 2007). Isto é particularmente relevante para o TAAR1 humano, que provou
ser notoriamente dificil de expressar num sistema heterdlogo celular; sdo necessarias
modificacbes adicionais para expressa-lo de modo fidvel em células. Mesmo com
essas modificacbes, a expressdao na membrana foi relativamente pequena, mas o
padrdo predominante de expressao intracelular foi alcancado (Bunzow et al., 2001;
Miller et al., 2005; Reese et al., 2007; Wainscott et al., 2007). Apesar das dificuldades,
muitos grupos confirmaram as observagdes iniciais demonstrando um agonismo total e
potente das TA, B-PEA e tiramina no TAAR1, com um ECsy a volta dos 40-900 nM
para a B-PEA e 70-1100 nM para a tiramina (Borowsky et al., 2001; Bunzow et al.,
2001; Lindemann et al., 2005; Miller et al., 2005; Grandy, 2007; Reese et al., 2007;
Wainscott et al., 2007). Uma actividade relativamente mais fraca foi descrita para a

octopamina e triptamina no TAAR1 de ratos e humanos (Borowsky et al, 2001;
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Bunzow et al., 2001; Lindemann et al., 2005; Miller et al., 2005; Reese et al., 2007;
Wainscott et al., 2007). Contudo, é de notar, que existem diferencas substanciais nas
poténcias dos agonistas entre receptores TAAR1 de diferentes espécies. Em geral, foi
demonstrado que a B-PEA é um agonista mais potente que a tiramina no TAAR1
humano e de ratinho, enquanto que no TAAR1 de rato, a tiramina é mais potente que a
B-PEA (Grandy, 2007, Wainscott et al., 2007). Em 2009, foi dado um passo importante
para o futuro da investigacdao do TAAR1. O grupo de investigacao liderado por Bradaia
identificou um antagonista selectivo para o TAAR1 (Figura 4), o N-(3-etoxi-fenil)-4-
pirrolidino-1-il-3-trifluorometil-benzamida (N-(3-ethoxy-phenyl)-4-pyrrolidin-1-yl-3-
trifluoromethyl-benzamide — EPPTB).

A
e

Figura 4 — Estrutura quimica do antagonista selectivo do TAAR1, EPPTB (retirado de Bradaia et al., 2009)

2. ANFETAMINA
2.1 CARACTERIZAGAO GERAL

A anfetamina foi sintetizada pela primeira vez em Berlim no ano de 1887 com o
nome quimico de 1-metil-2-feniletilamina pelo quimico Romeno Lazar Edeleano
(Fleckenstein et al., 2007). Durante mais de 100 anos, pensou-se que a anfetamina
tivesse exclusivamente uma origem sintética, no entanto, em 1997, este composto,
juntamente com a metanfetamina, nicotina e mescalina, foram encontrados em duas
espécies de acacias no Texas (Berman et al.,, 2009). A estrutura quimica base da
anfetamina e dos seus analogos é a B-PEA. Os analogos mais conhecidos da
anfetamina sao o metilfenidato, a metanfetamina e o0 MDMA (mais conhecida como
ecstasy). Na Figura 5 € possivel visualizar a estrutura quimica dos compostos acima

referidos.
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NH; 0 NHCH,
CH3 < CH3

Anfetamina MDMA
NHCH; .
N OCH
CH, °
O
Metanfetamina Metilfenidato

Figura 5 — Estrutura quimica da anfetamina e seus analogos mais comuns (adaptado de Broadley, 2010)

A anfetamina foi, geralmente, considerada como uma amina simpaticomimética
desde que as suas acgdes foram descritas por Piness, Miller & Alles (1930) e por
Hartung & Munch (1931) e comparadas com as ac¢des da adrenalina. No entanto, em
1960, o investigador Vane demonstrou que apesar de a adrenalina relaxar o estémago
de rato e o duodeno de coelho, a anfetamina causava contrac¢des actuando nos
receptores da 5-HT. Innes, em 1963, concluiu que a d-anfetamina actuava
directamente nos receptores 5-HT do musculo liso e por isso, a anfetamina nao podia
ser vista como uma verdadeira amina simpaticomimética, mas sim como uma amina

com efeito simpaticomimético indirecto.

A anfetamina é ainda caracterizada pela capacidade de atravessar a barreira
hemato-encefélica, de resistir a biotransformacdo e de aumentar os teores de
neurotransmissores na fenda sindptica, incluindo as aminas biogénicas NA, DA e 5-
HT. Estas propriedades s&o um reflexo na sua estrutura quimica. De facto, a presenca
do grupo a-metil previne a oxidacdo do grupo amina pelas isoformas da MAO,
aumentando a sua capacidade para atravessar as membranas pela sua natureza
anfipatica (Carvalho et al., 2012). Adicionalmente, devido a semelhanca estrutural com
neurotransmissores monoaminicos, a anfetamina actua como um substracto

competitivo nos transportadores membranares de NA, DA e 5-HT, reduzindo a
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recaptacdo de neurotransmissores endégenos (Capela et al., 2009; Carvalho et al.,
2012). Para além desta inibicdo na recaptacdo das monoaminas, a anfetamina

estimula ainda a libertagdo destes neurotransmissores.

2.2 METABOLISMO DA ANFETAMINA

A anfetamina pode ser metabolizada sequencialmente por N-desaminagcdo e
oxidacao, derivado originando o acido benzoico que é excretado como glucuronido ou
conjugado com a glicina (4cido hipurico) (Figura 6). A segunda forma de
metabolizacdo consiste na hidroxilacdo na posicao 4 do anel aromatico, gerando 4-
hidroxianfetamina, seguida da conjugacdo com um grupo fenol com sulfato ou com
acido glucurénico (Kraemer et al., 2002). Durante o passo de hidroxilacdo pode formar-
se ainda um intermediario reactivo que podera reagir com glutationa originando o
(glutationa-S-il)-p-hidroxianfetamina (Carvalho et al., 1996). A via metabdlica menor
que compreende a oxidagcdo no carbono B da cadeia lateral conduz a formacgao de
norefedrina que é posteriormente oxidada no anel aromatico em hidroxinorefedrina

(Caldwell, 1980; Kraemer et al., 2002).

12



Capitulo 1

Introdugéo
o
OH
N
HCO. o
o]
4-hydroxy-3-methoxyhippuric acld —----- 4-hydroxy-3-methoxybenzolc achd ~------ hippuric acid
VI e
4-hydroxy-3-methoxyphenylacetone VI
fy i
comr| V
HO. o
oH
dihydroxyhippuric acld -.------ dihydroxybenzolc acid B i
VI
HO benzolc ackd
dihydroxyphenylacetone
CYP2Dé6 T 111 T
o (o]
111
hydroxyhippuric acld =€------ hydroxybenzole acld I e
VI CYP2Dé
HO’
p-hydroxyphenylacetone phenylacetone
CYP2C
11
NHp
AMPHETAMINE
v
cyems | I1I
OH
p-hydroxyamphetamine e
Glucurom.de ar‘ld I '''''''' v cvemel I
sulfate conjugation Il :
CYP2DS
\ Y OH
HO. NH; Nt
......
Ho H
34-dihydroxyamphetamine p-hydroxyphenylprop
com'lv
HaCO. NHz
HO
3 h 4 hvd: »
Figura 6 — Via metabdlica da anfetamina. Il desaminacdo oxidativa; Il hidroxilagdo aromética; IV
hidroxilagdo alifatica; V O-metilagédo; VI conjugacgéo da glicina (retirado de Carvalho et al., 2012)

13



Capitulo 1 Introdugéo

2.3 CONSUMO: RECREATIVO VERSUS TERAPEUTICO

A anfetamina e o0s seus analogos sintéticos metanfetamina e MDMA séao
substancias psicoestimulantes com elevado potencial de abuso e dependéncia (Anglin
et al, 2000). A metanfetamina é a droga ilegal mais utilizada em todo o mundo de
acordo com as Nacgdes Unidas (Anglin et al, 2000). Com efeito, em alguns
continentes, nomeadamente no continente Asiatico e no Norte-americano, o abuso de
metanfetaminas € um dos principais problemas de salde publica. J4 no caso do Reino
Unido, a droga mais consumida a seguir a cannabis € o MDMA (Condon & Smith,
2003). E de notar o aumento acentuado e generalizado em todo o mundo do consumo
de MDMA, que é geralmente atribuido aos seus efeitos positivos sobre o humor e

bem-estar.

A anfetamina e alguns dos seus anélogos, para além de serem utilizados como
drogas de abuso, sdo também utilizadas no tratamento da sindrome de défice de
atencéo e hiperactividade (Attention Deficit and Hyperactivity Disorder — ADHD), da
narcolepsia e podem igualmente ser utilizados como anorexiantes (Berman et al,
2009). A ADHD é um transtorno neurocomportamental caracterizado por falta de
concentracdo, impulsividade e hiperactividade. Esta sindrome responde a
psicoestimulantes tais como o metilfenidato e a anfetamina. Ambos os compostos séao
agonistas indirectos que aumentam a concentragcao extracelular de monoaminas (Fan
et al, 2007). Ja a narcolepsia é uma doenca caracterizada pela vontade incontrolada
de dormir e uma transicdo inadequada entre o estado de alerta e 0 sono REM (rapid
eye mouvement). Muitas das caracteristicas da narcolepsia, como alucinagbes e
cataplexia s&o devido a fenbmenos de uma regulacdo anormal e a uma dissociacdo de
sono REM (Wise et al, 2007).

Em Portugal, apenas o metilfenidato (Ritalina®) é permitido, sendo utilizado como
farmaco no tratamento da ADHD ou da narcolepsia. A sua ac¢ao simpaticomimética
indirecta reflecte a libertacdao de NA e o bloqueio da recaptacédo neuronal de NA e DA.
No entanto, a toma inadequada de Ritalina®, sobretudo quando utilizada pela mucosa

nasal ou injectada, pode resultar em abuso e viciac&o.
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2.3.1 EFEITOS ASSOCIADOS A TOMA DE ANFETAMINA

A anfetamina é uma das aminas simpaticomiméticas mais potentes, estimulando o
SNC. O efeito psiquico produzido por esta substancia depende da dose bem como do
estado mental e personalidade do individuo que a toma. No entanto, os efeitos mais
habituais sdo: maior estado de alerta, aumento do estado de vigilia, diminuicao da
sensacdo de fadiga, aumento da auto-confianga, euforia, excitacdo, depressédo do
apetite, maior concentracado, estimulagcdo locomotora e comportamentos esteriotipados

(comportamento repetitivo e padronizado) (Goodman e Gilman, 2007).

Estudos de comportamento em roedores mostraram um aumento da locomocéo,
movimentacdo mais vertical (0 animal esta mais tempo sobre as patas traseiras) e
comportamentos estereotipados como cheirar (sniffing), lamber (licking), roer
(gnawing) e balancgar a cabeca (head bobbing). Acredita-se que estes comportamentos
tenham uma componente dopaminérgica porque o pré-tratamento com 6-
hidroxitripatmina e consequente perda de neurbénios dopaminérgicos nigrostriatais
contraria estes efeitos (Rang & Dale, 2007). Doses mais elevadas de anfetamina,
produzem um comportamento ligeiramente diferente: os roedroes andam para tras e
aos circulos (backward walking e cicling, respectivamente), tendo sido sugerido o

envolvimento de uma componente serotoninérgica (Curzon et al., 1979).

No Homem, se a anfetamina for tomada ao longo de alguns dias com o intuito de
procurar a manutencdo do estado de euforia que uma uUnica dose provoca,
desenvolve-se um estado psicético (“amphetamine psychosis”’) que se assemelha a
um ataque agudo de esquizofrenia, com alucinagbes acompanhadas de sintomas de
paranbéia e comportamento agressivo. Paralelamente desenvolve-se um
comportamento repetitivo estereotipado (por exemplo, fazer camas, engraxar sapatos).
A semelhanca desta condicdo com a esquizofrenia e a efichcia de farmacos
antipsicéticos no seu controlo é consistente com a teoria dopaminérgica da

esquizofrenia (Rang & Dale, 2007).

Relativamente ao sistema cardiovascular, a anfetamina quando administrada
oralmente, eleva a pressao arterial, quer a sistélica quer a diastélica, resultando na
diminui¢cdo da frequéncia cardiaca de modo reflexo. Com doses terapéuticas ndo se

observam alteragbes do débito cardiaco, enquanto que com doses mais elevadas
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podem ocorrer arritmias. Relativamente ao fluxo sanguineo cerebral, ndo se observam

mudancas significativas (Goodman e Gilman, 2007).

A anfetamina estimula ainda o centro respiratério medular, aumentando a

frequéncia e a profundidade de respiracdao (Goodman e Gilman, 2007).

Em geral, 0 musculo liso, responde a anfetamina da mesma maneira que
responde a outras aminas simpaticomiméticas; por exemplo o efeito contractil da
anfetamina no esfincter vesical é muito marcado. Quanto aos efeitos gastrointestinais,
estes sdo imprevisiveis: se a actividade entérica for pronunciada, a anfetamina pode
causar obstipacao; caso contrario pode-se observar o efeito oposto, ou seja, diarreia
(Goodman e Gilman, 2007).

2.4 FARMACODINAMIA DA ANFETAMINA: MECANISMOS DE ACGCAO

2.4.1 A ANFETAMINA E O SISTEMA NERVOSO CENTRAL

Um dos riscos de salde mais temidos e mais debatidos relativamente ao consumo
da anfetamina esta relacionado com os seus potenciais efeitos neurotéxicos. De facto,
este assunto tem sido extensivamente estudado nas ultimas quatro décadas (Carvalho
etal., 2012).

A anfetamina induz a libertacdo dos neurotransmissores DA, NA e 5-HT através de
dois mecanismos: 1) as concentracbes dos neurotransmissores no citoplasma sao
maiores devido a disrupgcao das vesiculas armazenadoras induzida pela anfetamina e
2) os neurotransmissores saiem da célula de acordo com o respectivo gradiente de
concentragdo, levando o transportador membranar a funcionar de modo reverso
(Azmitia et al. 1990; Berger et al. 1992; Crespi et al. 1997; Gudelsky and Nash 1996;
Partilla et al. 2006; Wichems et al. 1995). Em primeiro lugar, a anfetamina é
reconhecida pelos transportadores de DA (Dopamine transporter — DAT),
transportador de NA (Norepinephrine transporter — NET) e/ou transportador de 5-HT
(Serotonin transporter — SERT), entrando nos neurénios monoaminérgicos. E
interessante constatar que a anfetamina apresenta diferentes afinidades para com os

transportadores DAT, NET e SERT. Contudo, a interaccdo com estes transportadores
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€ essencial para desencadear a libertacdo de monoaminas, uma vez que na sua
auséncia, ou inibicdo, a anfetamina n&o provocara os seus efeitos biolégicos (Sitte and
Freissmuth, 2010). Sendo a anfetamina uma base fraca lipofilica de pKa de 9,9, dentro
dos terminais nervosos, a molécula de estara preferencialmente sob a forma
protonada porque o pH intracelular € menor que o pH extracelular (Fleckenstein et tal.,
2007). As moléculas de anfetamina desprotonadas podem difundir de novo para a
fenda sinaptica e ficarem novamente disponiveis para uma nova captagao (Sitte and
Freissmuth, 2010). Uma vez no citoplasma, a anfetamina funciona como um substrato
do transportador vesicular de monoaminas (vesicular monoamine transporter — VMAT),
entrando nas vesiculas através do VMAT e esgotando o armazenamento vesicular de
neurotransmissores pela reversao da actividade do transportador (Partilla et al. 2006).
A anfetamina pode, igualmente, esgotar o conteldo vesicular pela disrupcdao do
gradiente electroquimico de protdes necessario para o0 sequestramento vesicular de
monoaminas. Com efeito, a semelhanga dos granulos de células cromafins (pH=5,5), 0
pH das vesiculas catecolaminérgicas é acidico e sendo a anfetamina uma base fraca,
esta alcalinizara o interior acidico das vesiculas (Fleckenstein and Hanson 2003,
Fleckenstein et al., 2007). Outro aspecto importante da ac¢ao da anfetamina € a sua
capacidade para regular a actividade dos transportadores membranares de
monoaminas. E conhecida a capacidade por parte da anfetamina para regular o estado
de fosforilacdo dos transportadores, regulando assim a sua funcdo (Cervinski et al.
2005; Ramamoorthy and Blakely 1999). Com o aumento dos niveis citoplasmaticos de
monoaminas no interior dos terminais nervosos, vai ocorrer a reversao da actividade
dos transportadores membranares que passarao a transportar para a fenda sinaptica
0s neurotransmissores. As moléculas de anfetamina desprotonadas podem difundir-se
de novo para a fenda singptica, estando novamente disponiveis para uma nova
recaptacao (Sitte e Freissmuth, 2010). Na Figura 7 esta representado o mecanismo de

accao classico da anfetamina a nivel do SNC.
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Figura 7 — Mecanismo classico da anfetamina no SNC (adaptado de Katzung, 2007 )

Adicionalmente, a anfetamina é também conhecida pelas suas propriedades
inibidoras da MAO (enzima envolvida na metabolizacdo pré-sinaptica das
monoaminas), aumentando desse modo o conteudo citoplasmatico de monoaminas
(Mantle et al. 1976). Finalmente, foi também demonstrado que a anfetamina induz o
aumento da actividade da tirosina hidroxilase, que por sua vez, aumenta a
disponibilidade de catecolaminas na fenda sinaptica e assim a estimulacdo dos
receptores adrenérgicos no SNC (Mandell e Morgan, 1970). E interessante referir que
a reserpina, um inibidor do VMAT-2 e do armazenamento vesicular de catecolaminas,
nao contraria os efeitos comportamentais da anfetamina referidos anteriormente.
Provavelmente porque a anfetamina liberta preferencialmente a pool citoplasmatico de

catecolaminas do que o vesicular (Rang & Dale, 2007).

Estes mecanismos contribuem para a neurotoxicidade induzida pela anfetamina.
De facto, o aumento na pool citoplasmatica de monoaminas pode desencadear stress
oxidativo dentro do terminal nervoso através de dois mecanismos: 1) as
catecolaminas, DA e NA, podem sofrer auto-oxidacdo, produzindo espécies reactivas
de oxigénio (reactive oxygen species — ROS); 2) o metabolismo das monoaminas por
parte das isoformas activas da MAO pode também condicionar a producdo de ROS.
Deste stress oxidativo pode resultar a perda ou a disfuncdo do terminal nervoso
(Capela et al., 2009).
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Os marcadores bioquimicos da neurotoxicidade incluem a diminuicdo dos niveis
de monoaminas assim como dos seus maiores metabolitos, a diminuicao dos sitios de
ligacdo dos transportadores de monoaminas assim como a diminuicdo na expressao
e/ou actividade das enzimas envolvidas na sintese e no metabolismo de

neurotransmissores monoaminicos (Carvalho et al., 2012).

2.4.2 O SISTEMA NERVOSO PERIFERICO E A ANFETAMINA

No sistema nervoso periférico (SNP), a anfetamina liberta maiores teores de NA do
que DA (Florin et al.,, 1994). Adicionalmente, a D-anfetamina é um potente inibidor da
recaptacdo de NA, que podera ser a causa de um maior efeito relativamente ao seu
isbmero L-anfetamina (Sulzer et al, 2005). Relativamente a interferéncia nos
neurotransmissores ou hormonas, que podem ter uma accéo directa ou indirecta na
funcdo cardiaca, a anfetamina aumenta a NA extracelular em cérebro de rato macho
Sprague-Dawley (Florin et al.,, 1994). Esta estimulacdo dos receptores adrenérgicos,
desencadeia indirectamente alteracées a nivel da funcdo cardiovascular. Por outro
lado, a accao directa nos receptores presentes no coracdo ou a accao directa de
moléculas no tecido do miocardio pode causar cardiomiopatias de stress, enfartes do
miocardio e taquicardia, entre outras complicagdes cardiovasculares (Costa et al.,
2011).

2.4.3 FACTORES QUE AFECTAM 0S EFEITOS ESTIMULANTES/TOXICOS DA ANFETAMINA

O tipo e/ou gravidade dos efeitos estimulantes/toxicos mediados pela anfetamina é
extremamente imprevisivel, tendo em conta que a resposta fisiolégica é conseguida
através da conjugacgao de diversos factores, incluindo a dose e via de administragao
(Carvalho et al., 2012).

Relativamente a dose, esta ndo vai apenas determinar o seu potencial de adic¢ao
mas também a intensidade e persisténcia dos seus efeitos bioldgicos e téxicos. A via
de administracao também é um factor crucial nos efeitos provocados pela anfetamina.
A injeccéo intravenosa é a forma de administracdo mais rapida, causando o maior e

mais rapido aumento na concentracdo plasmatica da anfetamina. As mucosas
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respiratéria, anal e Gl condicionam efeitos mais lentos. As condicbes ambientais que
rodeiam o consumidor também tém influéncia. De facto, foi demonstrado que a
toxicidade da anfetamina pode ser potenciada sob condi¢cdes de temperaturas
elevadas que potenciam a hipertermia e esta, por sua vez, a neurotoxicidade induzida
por ROS (Yamada et al.,, 2001), sons elevados e repetitivos, ambientes stressantes,
lugares superlotados, excesso de actividade fisica. As caracteristicas do consumidor
também tém que ser levadas em conta, nomeadamente a idade, a etnia, 0 sexo e 0
estado fisiologico e fisiopatolégico. E importante notar que a idade pode afectar a
expressao de enzimas envolvidas no metabolismo da anfetamina e consequentemente

provocar diferentes efeitos (Carvalho ef al., 2012).

2.5 TRACE AMINE-ASSOCIATED RECEPTOR 1 E A ANFETAMINA

Como ja foi referido anteriormente, a anfetamina partilha uma estrutura quimica
semelhante com a TA endo6gena B-PEA. O facto de a B-PEA ter a melhor actividade
estabelecida no TAAR1 até ao momento (Borowsky et al., 2001; Bunzow et al., 2001;
Lindemann et al., 2005) tem solicitado investigacbes sobre se as anfetaminas
(anfetamina e seus analogos) podem ou nao ter uma actividade directa no TAAR1
(Bunzow et al, 2001). Os estudos iniciais indicaram que varios analogos da
anfetamina, incluindo a D-anfetamina, L-anfetamina, d-metanfetamina e (+)-MDMA,
pode induzir o aumento de AMPc em células embrionarias de rim humano,
expressando de forma estavel receptores TAAR1 de rato. Outros grupos confirmaram
essas observacbes em ratinhos, ratos, macacos e em receptores TAAR1 humanos
expressos em diversos sistemas celulares heterdlogos (Miller et al., 2005; Reese et al.,
2007; Wainscott et al., 2007; Xie e Miller, 2007; Xie et al., 2007). Todos estes estudos
demonstraram convincentemente que muitos analogos da anfetamina (e ela prépria)
podem activar, in vitro, o receptor TAAR1 (Sotnikova et al., 2009). E importante de
notar que o intervalo de concentracao da d-anfetamina (0,136 — 1,12 yM) e do MDMA
(0,370 uM) activo para o TAAR1 humano esta dentro dos niveis de concentragdo no
plasma alcancavel pela administracdo de anfetamina em humanos (Asghar et al,
2003) ou MDMA em primatas (Bowyer et al., 2003). Em consumidores crbénicos quer
de anfetamina quer de metanfetamina, as concentracbes plasmaticas de ambos os
compostos podem chegar a atingir a zona mais elevada do intervalo dos micraMolar

(Peters et al., 2003). E de notar também que a interaccdo de diversas anfetaminas
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com os DAT foi encontrada no intervalo 0,025 a 2,650 uM (Rothman et al., 2001).
Deste modo, é altamente provavel que a activacdo do TAAR1 pelos analogos da
anfetamina possa ocorrer in vivo e ter consequéncias fisiologicas significativas,
podendo o TAAR1 desempenhar um papel importante nos processos neuronais
envolvidos nos distlrbios relacionados com a toma de anfetamina ou nas respostas

terapéuticas a anfetamina ou compostos relacionados (Sotnikova et al., 2009).

No que respeita ao mecanismo de envolvimento do TAAR1 na accdo da
anfetamina e regulagdo da transmissdo geral monoaminérgica, estédo actualmente a
ser investigadas trés possibilidades (Sotnikova et al., 2009). Primeiro, o0 TAAR1 pode
interagir directamente com o DAT, afectando deste modo a neurotransmisséo da DA
através da modulagdo do funcionamento do DAT. De facto, estudos recentes
demonstraram a co-expressao do TAAR1 com o DAT num sub-conjunto de neurénios
dopaminérgicos da substancia nigra, tanto em ratinhos como em macacos Rhesus.
Mais ainda, o TAAR1 de localizagao intracelular, activado pela anfetamina, via AMPc,
activa as proteinascinases C e A que por sua vez irao fosforilar o DAT e levar a sua
internalizacdo; a acumulagcdo de DA no citoplasma induzira a reversdao dos
transportadores que, embora fosforilados, permanecem na membrana, aumentando o
efluxo de DA do terminal nervoso e contrariando a respectiva captacao (Xie e Miller,
2007; Xie et al., 2007; para revisao, Miller, 2011). A segunda possibilidade sugere que
o0 TAAR1 localizado em corpos celulares de neurdnios dopaminérgicos possa modular
directamente a actividade destes neurbnios em resposta a varios compostos activos
(Lindemann et al., 2008). Finalmente, é possivel que 0 TAAR1 interaja directamente
com os receptores de DA como um heterodimero ou ao nivel da sinalizacado
intermédia, proporcionando desta forma uma importante influéncia modulatéria sobre a

neurotransmissdo dopaminérgica (Sotnikova et al., 2009).

3. SISTEMA GASTROINTESTINAL

O sistema Gl é dividido pelo tracto Gl, que € composto pela boca, faringe, eséfago,
estbmago, intestino delgado e intestino grosso, e pelos 6rgdos acessoérios que sdo
constituidos pelas glandulas salivares, figado, vesicula e péncreas. Estes lltimos
apesar de nao fazerem parte do tracto Gl, secretam substancias através dos seus
ductos (Vander et al., 2003).
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3.1 ESTRUTURA DA PAREDE INTESTINAL

A parede intestinal contém estruturas especializadas que lhe permite aumentar a
superficie de contacto do intestino e deste modo aumentar a absorcdo. Essas
estruturas sdo as vilosidades e as microvilosidades. As primeiras sdo projeccdes da
mucosa que se estendem para o limen. A superficie de cada vilosidade é coberta por
uma camada de células epiteliais cuja superficie membranar forma projeccdes
chamadas de microvilosidades. A parede intestinal é ainda dividida em quatro
camadas: a mucosa, a submucosa, a camada muscular e a serosa, como se pode ver
na Figura 8. A mucosa € uma camada secretora e absorvente constituida pelo epitélio,
lamina propria e pela muscularis mucosae. O epitélio consiste numa camada simples
de células epiteliais alternadas com células exocrinas e endécrinas que secretam
muco para o lumen e libertam hormonas para a corrente sanguinea, respectivamente.
O epitélio é suportado pela Iamina propria que € uma fina camada de tecido conjuntivo.
Por sua vez, a lamina propria contém inumeros nédulos linfaticos, pequenos vasos
sanguineos e fibras nervosas. Externo a Iamina propria encontra-se uma fina camada
de musculo liso, muscularis mucosae, que separa a mucosa da camada seguinte. A
submucosa é uma camada relativamente espessa e muito vascularizada. Contém uma
rede de células nervosas, vasos linfaticos e sanguineos que se projectam para
camadas adjacentes e contém ainda o plexo submucoso (ou plexo de Meissner) que
proporciona uma automatica inervacao a muscularis mucosae. A camada muscular é
responsavel pela actividade contractil do tracto Gl, que por sua vez, é constituida por
dois tipos de camadas compostas por células musculares lisas: a camada circular e a
camada longitudinal. A primeira permite o estreitamento do lumen e a ultima leva ao
encurtamento do tubo Gl. O plexo mientérico (ou plexo de Auerbach) esta localizado
entre as duas camadas musculares e fornece uma grande rede nervosa ao tracto Gl,
incluindo neurénios e ganglios para ambos os sistemas simpéticos e parassimpaticos
do sistema nervoso autondmico. Por Ultimo, a serosa rodeia a superficie exterior do
tracto Gl e estd anexada ao mesentério, que suporta e protege o tracto Gl na cavidade
abdominal (Vander ef al., 2003, Sherwood, 2008).
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Figura 8 — Estrutura da secc¢éo longitudinal da parede gastrointestinal (retirado de Vander et al., 2003 )

3.2 CONTRACGAO DO MUSCULO LISO INTESTINAL

A maior parte das células do musculo liso sdo maioritariamente encontradas nas
paredes de 6rgaos ocos e tubos, como é o caso dos intestinos. As células musculares
lisas da parede intestinal apresentam uma morfologia alongada e fusiforme, possuindo
apenas um nucleo e comportando-se de forma unitaria. Ao contrario das células
musculares esqueléticas, uma Unica célula do musculo liso ndo se estende por todo o
comprimento do masculo, estando tipicamente dispostas em folhas. Cada célula
apresenta trés tipos de filamentos: filamentos espessos de miosina, que sdo mais
espessos no musculo esquelético; filamentos finos de actina, que contém tropomiosina
mas que nao tém a proteina reguladora troponina; e filamentos intermédios de
desmina, que nao participam directamente na contrac¢dao, mas que fazem parte do
citoesqueleto, permitindo a transmissdo da forga contractil a toda a célula. Estes
filamentos entrelagcam-se uns nos outros. O musculo liso ndo apresenta um aspecto
estriado devido ao facto dos miofilamentos n&o se encontrarem agrupados em
sarcomeros nem se organizarem em miofribilhas, contrariamente ao muasculo
esquelético. Pela falta de sarcomeros, o musculo liso ndo tem discos Z, mas possui
corpos densos que contém a mesma proteina que aquela encontrada nas discos Z. Os

corpos densos estdo posicionados ao longo da célula muscular lisa assim como
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anexadas a superficie interna da membrana plasmatica (sarcolema). Assim, os
filamentos de actina estdo ancorados aos corpos densos que estao distribuidos no
sarcoplasma e sarcolema e cuja coesdao € mantida pelos filamentos intermédios de
desmina (Figura 9). Para além dos corpos densos, 0 sarcolema apresenta cavéolas
que se definem como sendo invaginagcbes membranares que contém depédsitos de
célcio. As células do musculos liso estdo unidas através de fendas de juncédo (gap
junctions) e desmossomas. As gap junctions estdo especialmente presentes na
camada de mausculo circular e permitem a passagem de moléculas regulatérias
intracelulares e de correntes ibnicas envolvidas na geracdo de potenciais de accao,
facilitando deste modo a conducéo eléctrica directa entre as varias células (Olsson e
Holmgren, 2001; Hansen, 2003; Sherwood, 2008; Fox, 2006; Webb, 2003).
Relativamente aos desmossomas, estes para além de contribuirem para a adesao
intercelular, permitem a transmissdo de forca de contraccdo desenvolvida por uma
célula para a célula seguinte. Deste modo, o conjunto das células do musculo liso
intestinal comporta-se como um sincicio funcional, isto €, como um grupo interligado,
funcionando mecéanica e electricamente como uma unidade, sendo por isso este tipo

de musculo liso denominado de musculo liso visceral ou unitario (Sherwood, 2008).

<

Dense  Bundle of thick One relaxed contractile unit One contracted
body and thin filaments extending from side to side contractile unit

Plasma—ll.‘_;\_._g ‘T'-T _—._;L
| i

membrane
Thin  Thick
filament filament

filament

Thin— T P TR TR ey
(L2

/ ] )

(a) Relaxed smooth muscle cell (b) Contracted smooth muscle cell

Figura 9 — Organizagéo dos filamentos de actina e miosina nas células do musculo liso em estado de
relaxamento (a) e de contracgéo (b) (retirado de Sherwood, 2008)
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3.2.1 MECANISMO SUBJACENTE A CONTRACGAO DO MUSCULO LISO INTESTINAL

A motilidade intestinal reporta-se as contracgcbes musculares que propulsionam o
contéudo luminal e que sdo geradas pelo musculo liso da parede do tracto Gl. Na
origem do processo de contraccdo do musculo liso pode estar, um dos seguintes
mecanismos: activagdo mecénica da actina e miosina; activagéo de receptores através
da accdo de hormonas ou neurotransmissores; alteracdo do potencial de membrana
através da activacdo de canais idnicos ou por propagacdo de potenciais de acc¢ao;

accao das células intersticiais de Cajal (CIC) (Webb, 2003).

A contraccéo do musculo liso é iniciada pelo aumento na concentracéo intracelular
de calcio (Ca®*). O aumento do Ca** citoplasmatico é devido & libertacdo de calcio
armazenado no reticulo sarcoplasmatico, ou entdao através do influxo de calcio pelos
canais ionicos (Sherwood, 2008; Webb, 2003). O mecanismo relativo a libertacdo de
célcio através do reticulo sarcoplasmatico envolve vias de transducé@o de sinal em
resposta a um estimulo neurohumoral externo (Figura 10). Aquando da ligacdo do
agonista (neurotransmissor ou hormona) a um receptor especifico, a fosfolipase C é
activada produzindo, a partir do lipido membranar fosfatidilinositol 4,5-bifosfato
(phosphatidylinositol 4,5-biphosphate — PIP2), dois mensageiros secundarios: inositol
1,4,5-trifosfato (inositol 1,4,5-trisphosphate — IP3) e o diacilglicerol (diacylglycerol —
DAG). O IP3 liga-se a receptores especificos do reticulo sarcoplasmatico causando a
libertacdo de calcio para o sarcoplasma. O calcio, juntamente com o DAG, activa a
proteina cinase C (protein kinase C — PKC) que por sua vez fosforila outras proteinas
especificas, como os canais de Ca®*. No entanto, a contraccdo depende do estado de
fosforilacdo da cadeia leve de miosina (myosin light chain — MLC). O aumento do
célcio vai permitir a formagéo do complexo Ca®*-calmodulina, activando a MLC cinase
(myosin light chain kinase - MLCK), que posteriormente fosforila a MLC, permitindo
que haja a formacao de pontes cruzadas entre a actina e a miosina. A MLCK esta
ainda envolvida na estimulacdo da actividade de Mg**-ATPase das cabecas de
miosina ocorrendo hidrélise de ATP. Esta reaccao é necessaria para que os filamentos
de actina e miosina deslizem uns sobre os outros, levando ao encurtamento das
células musculares lisas, ou seja, a contraccao (Webb, 2003; Hansen, 2003;
Sherwood, 2008).
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Figura 10 — Regulacdo da contrac¢do do musculo liso (adaptado de Webb, 2003)

3.2.2 MECANISMO SUBJACENTE AO RELAXAMENTO DO MUSCULO LISO INTESTINAL

O relaxamento do musculo liso ocorre pela remocgao do estimulo contractil ou pela
accéo directa de substéncias que estimulam a inibicdo do mecanismo contractil
(Webb, 2003). Este processo requer a diminuicdo intracelular da concentracdo de Ca®*
e 0 aumento da actividade da MLC fosfatase (myosin light chain phosphatase — MLCP)
(Figura 11). Os mecanismos inerentes a remocdo de Ca®* citosolico envolvem o
reticulo sarcoplasmatico e a membrana plasmatica. A captacdo de Ca®* para o reticulo
sarcoplasmatico & dependente da hidrélise de ATP. Na membrana do reticulo existem
Ca**/Mg**-ATPases que quando fosforiladas, ligam-se a dois Ca®*, que sé&o
translocados para o lado luminal do reticulo sarcoplasmatico e libertados no seu
interior. O Mg®* é necessario para a actividade da enzima, que se liga ao local
catalitico da ATPase para mediar a reaccdao. A membrana plasmatica também contém
Ca**/Mg**-ATPases, proporcionando um mecanismo adicional para a reducédo da
concentracdo de Ca®* na célula. Esta ATPase é diferente visto que esta possui um
dominio auto-inibitério que pode ser ligado pela calmodulina, causando a estimulacao
da bomba de Ca** da membrana plasmatica. O trocador antiporte de Na*/Ca®* também
é encontrado na membrana plasmatica e ajuda na diminuicdo do calcio intracelular.
Como consequéncia, o Ca** desliga-se da calmodulina e a MLCK permanece inactiva.

Por sua vez, a MLCP ¢ activada catalizando a desfosforilagdo das MLC, promovendo o

relaxamento do muasculo liso (Webb, 2003).
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3.2.3 CONTRACGAO TONICA VERSUS CONTRACGAO FASICA

A contraccdo do musculo liso pode ser agrupada em duas categorias, em funcgao
da dinamica do Ca®*: contraccdo fasica e contracgdo tonica (Sherwood, 2008; Hansen,
2003). O ténus muscular existe devido ao baixo potencial de repouso do musculo liso
(-55 a -40 mV) e para o qual canais de Ca®" sensiveis & voltagem estdo abertos,
permitindo o influxo deste catido divalente e consequentemente a manutencdo do
estado parcial de contraccdo (Sherwood, 2008). No entanto, a tonicidade pode
igualmente ser regulada pela estimulacéo nervosa continua de baixa intensidade ou
por factores hormonais (Sherwood, 2008). As contrac¢bes fasicas ritmicas intestinais
produzem movimentos propulsivos do conteldo luminal (peristaltismo). A frequéncia
maxima e a direccao de propagacdo destas contraccbes sdo reguladas por ondas
lentas que sao originadas pela actividade pacemaker das CIC existentes no plexo
mientérico e na camada circular do tracto Gl (Hirst e Edwards, 2004 Hansen, 2003;
Camborova et al., 2003). Estas células estabelecem contacto entre si, com as células
musculares e com os terminais nervosos, iniciando ritmicamente a actividade eléctrica,
facilitando deste modo, a potenciacdo da corrente, ou seja, a origem da onda lenta
(Hansen, 2003).E ainda relevante referir que estas células pacemaker sao
espontaneamente activas a valores de potencial de repouso, enquanto que as células
do musculo liso continuam com os mesmos valores de potencial. Em condigdes

experimentais, as correntes de influxo dos canais de calcio sensiveis a voltagem nas
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CIC, séo activadas a valores de potencial mais baixo (mais negativo) que os canais
das células musculares. No entanto, tem de ocorrer a despolarizacdo das CIC para
que haja a activacao das correntes pacemaker (Camborova et al., 2003). Deste modo,
a ritmicidade da contraccéo da parede Gl é originada através da propagacéo de ondas
lentas iniciadas nas zonas onde as CIC se encontram. Uma onda lenta tipica, que se
propaga em todas as direcgdes, estendendo-se as células vizinhas do musculo liso,
consiste na seguinte sequéncia: despolarizacdo rapida, repolarizacdo parcial, plateau
sustentado e repolarizagdo completa. Na maioria dos casos, quando se atinge o limiar,
ocorrem potenciais spike que se sobrepdem a fase de plateau da onda lenta. Os
potenciais spike sdo despolarizacbes membranares que sdo muito mais curtas que as
ondas lentas, intensificando a amplitude do plateau (Hansen, 2003; Huizinga e
Lammers, 2009; Sherwood, 2008; Camborova et al., 2003).

3.3 REGULAGAO DA MOTILIDADE INTESTINAL

A motilidade e secrecdo intestinal s&o reguladas pela accdo da inervacéo
extrinseca, simpatica e parassimpatica, e da inervacédo intrinseca fornecida pelo
sistema nervoso entérico (SNE) e por hormonas, incluindo a secretina, insulina, factor
de crescimento epidérmico (epidermal growth factor — EGF), gastrina, taquinina e
somatostatina (Benarroch, 2007). Alguns destes peptideos sao libertados a partir das
células endocrinas da mucosa Gl apbés uma refeicdo ou em resposta a um estimulo

mecanico/quimico do contéudo Gl (Ahlman e Nilsson, 2001).

O vinculo entre 0 SNC e o tracto Gl & estabelecido através da inervacao
autondmica extrinseca: as vias parassimpaticas favorecem a actividade do érgéao por
accao da ACh, enquanto que as vias simpéticas contribuem para a redu¢cdo da mesma
por accao da NA (Noback et al, 2005). Apesar do SNE controlar a motilidade e
secrecao intestinal independentemente da inervacdo extrinseca (propriedade que lhe
valeu o epiteto de mini-cérebro (Benarroch, 2007; Wood et al.,, 1999)), esta tem um
papel modulatério na actividade do SNE. O SNE controla a motilidade e secrecao
através de reflexos locais que sdo desencadeados por diversos estimulos, incluindo
distensado local da parede intestinal, distorcdo da mucosa e contetdo quimico do
lumen. A camada circular e longitudinal da musculatura, as glandulas secretoras e a

vasculatura sao considerados sistemas efectores do SNE, reflectindo a actividade
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neuronal integrada destes sistemas (Wood et al., 1999). Os neurdnios entéricos estao
classificados em diferentes categorias baseadas nas suas propriedades funcionais,
electrofisioloégicas e histoquimicas. Estes incluem os neurdnios aferentes primarios
intrinsecos (intrinsic primary afferent neurons — IPANS), interneurénios, neurdnios
motores, neurbnios secretomores e neurbnios vasomotores. Quanto a sinalizacao
quimica do SNE, esta é exercida através da accdo de neurotransmissores e
neuropeptideos de acc¢ao excitatéria, como a ACh, a serotonina e a substancia P e de
accao inibitéria, como a NA, polipeptideo intestinal vasoactivo (vasoactive intestinal
polipeptide — VIP), neuropeptideo Y e o éxido nitrico (nitric oxide — NO). O ATP pode
ter uma accdo tanto inibitéria como excitatéria, consoante a localizagéo e o tipo de
receptores em que actua. Os IPANs estdo localizados em ambos os plexos
(submucoso e mientérico) e sdo os responsaveis pela iniciacdo da resposta fisioldgica
a digestdo. A sua activagéo constitui o inicio de um circuito neuronal que ira coordenar
a motilidade e secrecdo intestinal. Os IPANs estabelecem sinapses com
interneurénios (maioritariamente colinérgicos) e neurénios mientéricos ascendentes e
descendentes. O reflexo ascendente excitatério envolve neurdbnios motores que
utilizam ACh e substancia P e provocam contrac¢cao da musculatura lisa no local da
estimulagcado. Enquanto que o reflexo descendente inibitério envolve neurénios motores
que utilizam NO, VIP, ATP e neuropeptideo Y em diversas combinagdes, provocando
o relaxamento da musculatura lisa. O reflexo peristaltico € coordenado pela acgcao de
interneurdnios colinérgicos que recebem estimulos dos IPANs e projectam-nos quer
para os neurdnios motores excitatérios quer para os inibitérios. As influéncias
excitatérias e inibitérias dos neurGnios motores sdo retransmitidas as células
musculares lisas do intestino através das CIC. O SNE dispbe de mecanismos
neuronais capazes de controlar a actividade das CIC e das células secretoras
(neurbnios secretomotores) que estdo presentes na mucosa regulando a secrecao
intestinal de fluidos e electrélitos e ritmicidade (Costa et al., 2000; Benarroch, 2007;
Wood et al., 1999; Hirst e Edwards, 2004, Olsson e Holmgren, 2001).

3.3.1 A ACETILCOLINA E O SISTEMA GASTROINTESTINAL

A ACh é um dos neurotransmissores mais relevantes na modulagdo da funcao

intestinal pelas seguintes razdes: i) € o principal mediador parassimpatico; ii) as vias

neuronais entéricas sdo na sua grande maioria colinérgicas; iii) é o principal
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neurotransmissor excitatério da contraccdo das células musculares lisas (Hirota e
McKay, 2006). Este neurotransmissor € sintetizado por converséo catalitica da acetil-
CoA e colina em ACh e CoA pela colina acetiltransferase. Depois da sua sintese, a
ACh é transportada via transportador vesicular de ACh para as vesiculas sinapticas.
Apbs o potencial de acg¢do, a ACh ¢ libertada a partir dos terminais nervosos, sendo
posteriormente degradada pela acetilcolinesterase, uma enzima muito abundante na
fenda sinaptica, permitindo o término rapido da acc¢ao deste neurotransmissor (Hirota e
McKay, 2006; Olsson e Holmgren, 2001).

Os receptores muscarinicos pertencem a familia dos receptores acoplados a
proteina G e sdo normalmente expressos no tracto Gl sendo de absoluta importancia
para a funcdo do 6rgdo. Os tecidos e tipos de células que expressam estes receptores
sao diversos, incluindo as glandulas salivares, o0 musculo liso e as células da mucosa
do estbmago e do intestino (Tobin et al, 2009). Perifericamente, os receptores
muscarinicos foram considerados como um grupo homogéneo de receptores
provocando tanto a contrac¢cdo do musculo liso ou a secrecao glandular (Caulfield et
al., 1998). Actualmente, os receptores muscarinicos estdo agrupados em cinco
subtipos: M4, My, M3, My e Ms. Originalmente, pensava-se que o subtipo de receptores
muscarinicos que mediava os efeitos metabotropicos da ACh em células nao-
neuronais era o M; (Goyal, 1988). No entanto, foi reconhecido que outros subtipos de
receptores muscarinicos podem ser encontrados em glandulas salivares assim como
em células do masculo liso. Mais tarde, foi sugerido que estes receptores estdo
implicados no controlo da inflamacéao, crescimento e proliferacdo celulares. Estudos
revelaram que os subtipos de receptores muscarinicos envolvidos na resposta
contractil do masculo liso Gl sao os receptores M, e M;. Estes receptores estdo ainda
envolvidos indirectamente no controlo simpatico do muasculo liso Gl (Tobin et al.,
2009). A tabela | resume a classificagdo dos diversos receptores muscarinicos
expressos em rato, ratinho e humano. Estes estdo classificados de acordo com
caracteristicas estruturais, mecanismos de transducado e perfil farmacologico, tendo
como referéncia os dados disponibilizados pela IUPHAR (Birdsall et al., 2012). Os
receptores M, e M; estdo ainda descritos em neurbnios colinérgicos e nao
colinérigicos, interneurénios e em neuronios motores dos plexos submucoso e
mientérico e ainda possuem uma localizacdo ganglionar (Mandl e Kiss, 2007). Deste

modo, estes receptores estdo envolvidos na modulagcdo das vias neuronais que
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controlam e regulam a actividade do sistema Gl, traduzindo-se na libertacdo de ACh

dos neuroénios motores (Mandl e Kiss, 2007; Olsson e Holmgren, 2001).

Tabela | - Classificacdo e caracterizag@o dos receptores muscarinicos

Tipo de
Receptor

Via de Transducéao, Distribuicao e Funcao

M,

Mecanismo de transducéo: Receptor metabotropico acoplado a proteina Gy/Gi1,
estimulando a fosfolipase C;
Distribuicao tecidular: SNC, glandulas salivares, coracéo, olhos.

Funcao: Aprendizagem e meméria, neuromodulacéo, inibicdo das correntes M.

M.

Mecanismo de transducao: Receptor metabotrdpico acoplado a proteina Gi/Gy,
inibindo a adenil ciclase;

Distribuicao tecidular: SNC, coracao, glandulas salivares, musculo liso;
Funcao: Bradicardia, contracgdo do musculo liso, hipertermia, diminuicdo da

libertacéo pré-sinéptica de neurotransmissores.

M

Mecanismo de transducéo: Receptor metabotropico acoplado a proteina Gy/Gi1,
estimulando a fosfolipase C;

Distribuicao tecidular: SNC, glandulas salivares,glandulas ex6crina, masculo
liso;

Funcao: Contrac¢ao do musculo liso, secrecdo glandular, diminuicdo da

libertacéo pré-sinéptica de neurotransmissores.

M,

Mecanismo de transducao: Receptor metabotrdpico acoplado a proteina G/Go,
inibindo a adenil ciclase;

Distribuicao tecidular: SNC;

Funcéao: Regulagéo do receptor da dopamina D, que estimula a actividade

locomotora.

Ms

Mecanismo de transducéo: Receptor metabotropico acoplado a proteina Gy/Gi1,
estimulando a fosfolipase C;
Distribuicao tecidular: SNC;

Funcéao: Desconhecida.

3.3.2 A HISTAMINA NO SISTEMA GASTROINTESTINAL

A histamina desempenha fun¢des importantes e distintas no sistema Gl tais como

a producdo de acido gastrico, modulacdo da motilidade Gl, alteracdo da secrecao

ibnica da mucosa, contraccdo do musculo liso, vasodilatacdo e controlo epitelial e
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endotelial (Sander et al., 2006; Haas et al., 2008). A histamina é sintetizada a partir do
amino4cido histidina através de descarboxilcdo oxidativa pela enzima histidina
descarboxilase. A maioria da histamina est4 armazenada em granulos existentes nos
mastocitos (células do sistema imunitario) e nas células enterocromafins-like (EC-like)
presentes no estbmago (Haas et al., 2008; Liu et al., 2000). Uma pequena componente
histaminérgica tem origem neuronal no SNC e no SNE. No entanto, como a histamina
nao € sintetizada por neurdnios entéricos, esta ndo é considerada como um
neurotransmissor no intestino, tendo origem essencialmente nos mastécitos. Nos
neurdnios, a histamina é transportada através do VMAT para o interior de vesiculas.
Apbs a sua libertacao, o fim da resposta a histamina é realizada através da histamina
metiltransferase no SNC e pela MAO, e pela diamina oxidase nos tecidos periféricos
(Haas et al., 2008; Nemeth et al, 1984). A accao da histamina tem vindo a ser
associada a problemas gastrointestinais como a diarreia, apesar da sua principal
funcdo no tracto Gl ser a secrecdao gastrica (Wood, 2006). A histamina actua em
receptores que estdo localizados em neurbnios entéricos do plexo mientérico e
submucoso estimulando a libertacdo de neurotransmissores como a ACh. Contribui
também, de um modo directo, para a motilidade intestinal através de receptores Hi,
localizados nas células de musculo liso da parede intestinal, provocando a sua
contraccao (Bertaccini et al., 1992; Sander et al., 2006). A tabela Il resume a
classificacdo dos diversos receptores histaminicos expressos em rato, ratinho e
humano. Estes estdo classificados de acordo com caracteristicas estruturais,
mecanismos de transducado e perfil farmacol6gico, tendo como referéncia os dados
disponibilizados pela IUPHAR (Chazot et al., 2012).

Tabela Il - Classificagdo e caracterizagédo dos receptores de histamina

Tipo de

Receptor Via de Transducéo, Distribuicdo e Funcéo

Mecanismo de transducao: Receptor metabotrépico acoplado a proteina
Gy/G11, estimulando a fosfolipase C;

H, Distribuicao tecidular: SNC, masculo liso das vias respiratérias, tracto Gl,
sistema cardiovascular, células endoteliais, linfécitos;

Funcao: Contrac¢ao do musculo liso, regulagdo do apetite, estado de vigilia.

Mecanismo de transducao: Receptor metabotrdpico acoplado a proteina Gg,
estimulando a adenil ciclase;

H = . . , . , ~
2 Distribuicao tecidular: SNC, estbmago, utero, musculo liso vascular, coraco;

Funcéao: Estimulacdo da secrecéo géstrica, relaxamento do musculo liso.
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Mecanismo de transducao: Receptor metabotrdpico acoplado a proteina G/Go,
inibindo a adenil ciclase;

Hs Distribuicao tecidular: SNC, nervos periféricos, coragcado, pulmdes, tracto Gl,
células endoteliais;

Funcao: Autorreceptores pré-sinapticos.

Mecanismo de transducao: Receptor metabotrdpico acoplado a proteina G/Go,
inibindo a adenil ciclase;

H = . . o
4 Distribuicao tecidular: Medula 6ssea, leucécitos;

Funcao: Quimiotaxia dos mastécitos.

3.4 A SEROTONINA NO SISTEMA GASTROINTESTINAL

A 5-HT, uma molécula sinalizadora muito importante no sistema Gl, é sintetizada e
armazenada em diversos tipos de células, maioritariamente nas células EC (90%) e
em neurénios (10%) do intestino (Gershon e Tack, 2007; Hansen, 2003). E um
mensageiro paracrino que activa tanto os neurdnios aferentes primarios intrinsecos
como os extrinsecos, para iniciar, respectivamente, reflexos peristalticos e secretores
e para transmitir informacdo ao SNC. Este neurotransmissor é igualmente utilizado
pelos interneurénios mientéricos (Gershon e Tack, 2007). No entanto, dos neurdnios
que constituem o SNE apenas uma pequena quantidade contém 5-HT, sendo a
maioria colinérgica. Assim a 5-HT actua principalmente como modulador da actividade
neuronal, influenciando a contraccdo do musculo liso de modo indirecto, apesar de
estarem descritos receptores de 5-HT no musculo liso. Actualmente estdo descritos 7
tipos de receptores serotoninérgicos com diversos subtipos e a sua localizacao celular
varia consoante a espécie (Hansen, 2003). Os receptores sao metabotrépicos com 7
dominios transmembranares acoplados a proteina G, a excepcao dos receptores 5-
HT3, que formam um canal i6nico pentamérico. A tabela Ill resume a classificagdo dos
diversos receptores da 5-HT expressos em rato, ratinho e humano. Estes estéo
classificados de acordo com caracteristicas estruturais, mecanismos de transducéao e
perfil farmacolégico, tendo como referéncia os dados disponibilizados pela IUPHAR
(Lummis et al., 2011; Andrade et al., 2011).
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Tabela Ill — Classificagdo e caracterizagdo dos receptores de 5-hidroxitriptamina

Tipo de

receptor

Sub-tipo
de

receptor

Mecanismo de transducao, distribuicao e Funcao

5-HT,

5-HT1a

Mecanismo de transducao: Receptor metabotrdpico acoplado a
proteina Gi/G,, inibindo a adenil ciclase;

Distribuicao tecidular/Funcao: SNC, plexo mientérico, musculo liso
vascular, macréfagos, rins;

Funcao: hiperpolarizagdo neuronal, autorreceptor a nivel central,
heterorreceptor no plexo mientérico, inibicao da libertagéo de
neurotransmissores, contracgdo do musculo liso vascular,
antinocicepgao, comportamento e aprendizagem, actividade
locomotora, estimulacdo da capacidade fagocitica, estimulacao da

proliferacéo celular.

5-HT+s

Mecanismo de transducao: Receptor metabotrdpico acoplado a
proteina Gi/G,, inibindo a adenil ciclase;

Distribuicao tecidular/Funcao: musculo liso vascular, endotélio
vascular, timo, baco, linfécitos, SNC, neur6nios autonémicos;
Funcao: autorreceptor/heterorreceptor, inibicdo da libertacao de

neurotransmissores, contracgdo do musculo liso vascular.

5-HT1p

Mecanismo de transducao: Receptor metabotrdpico acoplado a
proteina Gi/G,, inibindo a adenil ciclase;

Distribuicao tecidular/Funcao: SNC, neurbénios autonémicos,
musculo liso vascular;

Funcao: autorreceptor/heterorreceptor, inibicdo da libertacao de

neurotransmissores, contrac¢do do musculo liso vascular.

5-HTqe

Mecanismo de transducao: Receptor metabotrdpico acoplado a
proteina Gi/G,, inibindo a adenil ciclase;
Distribuicao tecidular/Funcao: SNC;

Funcéao: desconhecida.

5-HTq¢

Mecanismo de transducao: Receptor metabotrdpico acoplado a
proteina Gi/G,, inibindo a adenil ciclase;

Distribuicao tecidular/Funcao: SNC, Utero, mesentério, coracéo,
timo, linfocitos, baco;

Funcéao: desconhecida.
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Mecanismo de transducao: Receptor metabotrdpico acoplado a
proteina G4/G1, estimulando a fosfolipase C;
Distribuicao tecidular/Funcao: SNC e SNP, endotélio vascular,
5-HT:a musculo liso vascular, musculo liso dos brénquios, bexiga, intestino
delgado; plaquetas;
Funcao: contrac¢do do musculo liso, agregacao plaquetaria,
potenciagao da dor inflamatéria periférica.
Mecanismo de transducao: Receptor metabotrdpico acoplado a
proteina G4/G1, estimulando a fosfolipase C;
Distribuicao tecidular/Funcao: SNC, endotélio vascular, musculo liso
>HT: vascular, musculo liso do Gtero, fundus do estdémago, intestino
>HTzs delgado, intestino grosso, pulmdes, traqueia, coragao, rins, figado,
ovarios, musculo esquelético, testiculos, placenta, prostata, pancreas;
Funcao: contrac¢do do musculo liso, regulacdo da diferenciacao e
proliferagdo do coracdo adulto e em desenvolvimento.
Mecanismo de transducao: Receptor metabotrdpico acoplado a
proteina G4/G11, estimulando a fosfolipase C;
5-HT,c Distribuicao tecidular/Funcéao: SNC;
Funcao: analgesia, ansiedade, hiperlocomocao, redugdo do consumo
de comida, regulacdo do sono, regulacdo da resposta ao stress.
Mecanismo de transducao: Receptor ionotropico, com permeabilidade a i6es
monovalentes (Na* e K*) e Ca®*, contribuindo para o aumento da [Ca®*']i e
consequentemente para a despolarizagdo do neur6nio;
Distribuicao tecidular/Funcao: SNC e SNP, neur6nios entéricos;
>HTs Funcéao: modulagao da actividade e transmissao neuronal, excitagao simpatica e
parassimpatica, controlo de reflexos a nivel cardiovascular, respiratério, urinario e
gastrointestinal; reflexo do vémito; nocicepgao; controlo do ténus e secrecao
intestinais.
Mecanismo de transducao: Receptor metabotrdpico acoplado a proteina G,
estimulando a adenil ciclase;
Distribuicao tecidular/Funcao: SNC, musculo liso do es6fago, do intestino
-HT delgado e do intestino grosso, masculo cardiaco, neurdnios entéricos, neurdnios
= 4

respiratorios;
Funcéao: relaxamento/contraccao do musculo liso, aumento do ritmo cardiaco,
modulacéo da transmissé@o neuronal, plasticidade sinaptica, aprendizagem e

memoria, estimulo do consumo de comida.

35



Capitulo 1 Introdugéo

Mecanismo de transducao: Receptor metabotrdpico acoplado a proteina Gi/Go,
inibindo a adenil ciclase (primario); ou acoplado a proteina G¢/G11, estimulando a
fosfolipase C (secundario);

5-HT; _ _
Distribuicao tecidular/Funcao: SNC;

Funcao: ainda nao totalmente definida, modulagdo do comportamento e possivel

controlo do ritmo cardiaco.

Mecanismo de transducao: Receptor metabotrdpico acoplado a proteina G,
estimulando a adenil ciclase;

5-HT¢ Distribuicao tecidular/Funcao: SNC, timo, linf6citos, baco;

Funcéao: aprendizagem e memoria, modulagédo da transmisséo colinérgica e

dopaminérgica.

Mecanismo de transducao: Receptor metabotrdpico acoplado a proteina G,
estimulando a adenil ciclase;

Distribuicao tecidular/Funcao: SNC, coracédo, musculo liso vascular, musculo liso
>HT: do intestino delgado e intestino grosso, timo, linfocitos, bacgo;

Funcao: relaxamento do musculo liso, nocicep¢ao, antinocicepgéo, regulacao do

ritmo cardiaco, hipotermia, hipotenséo, aprendizagem e memoria.

Apesar de ter sido descrito que o receptor 5-HT{p medeia uma resposta pos-
sinaptica excitatéria desencadeada por um sub-conjunto de interneurdnios mientéricos,
este receptor ainda nao foi oficialmente aceite pela IUPHAR (Gershon, 1999).
Contudo, alguns autores sugerem que o receptor 5-HTp podera ser o receptor 5-HT-,
apesar de este ser maioritariamente expresso no SNC, o RNAm do receptor 5-HT; foi
encontrado no ileo e cbélon de humanos, mediando o relaxamento do musculo liso

(Bard et al., 1993).

Trés subtipos de receptores 5-HT foram identificados em neurdnios colinérgicos.
Um dos quais é o receptor 5-HTia. Este receptor pré-sinaptico dos terminais
colinérgicos do plexo mientérico comporta-se como um heterorreceptor
somatodendritico. Deste modo, o0 seu efeito reflecte-se na diminuicéo da libertacao de
ACh e na reducgao da actividade intestinal. Pensa-se, ainda, que este receptore possa
estar associado com a abertura de canais de K* e com a inibicdo da fosfolipase C
(Dietrich e Kilbinger, 1996; Foong et al., 2010).

Os receptores 5-HToa08, Sendo expressos nas células do muasculo liso da parede

do tracto Gl, contribuem para a contraccdo intestinal (Andrade et al., 2011). Em 1994,
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Baxter e colaboradores identificaram os receptores 5-HT.g como mediadores da
contrac¢ao da camada longitudinal do masculo liso no fundus de estdbmago de rato em
resposta a 5-HT exdgena. Por outro lado, em 2007, outro grupo de investigadores
liderado por Komada observaram a intervencao dos receptores 5-HT,a0p Na resposta
contractil da camada circular do musculo liso do anfrum de estbmago de rato a 5-HT
exogena. A nivel intestinal, experiéncias levadas a cabo em ratinhos knockout para o
receptor 5-HT,, mostraram que ha auséncia de contraccéo das células do musculo liso
do célon em resposta a 5-HT exégena (Fiorica-Howells et al., 2002). Adicionalmente,
estudos funcionais em ileo de rato revelaram o envolvimento dos receptores 5-HT.a na
contrac¢ao da camada longitudinal do muasculo liso em resposta a 5-HT exdgena, € em
intestino delgado e célon humanos o envolvimento dos receptores 5-HT.z. Mais ainda,
o0 RNAm que codifica o receptor 5-HTo5 foi identificado no intestino delgado de rato,

ratinho e humano. (Briejer et al., 1997; Borman et al., 2002; Borman e Burleigh, 1995).

Quanto aos receptores 5-HT3, estes estdo descritos apenas a nivel neuronal no
SNC, no SNE, em neurbnios sensoriais € em neurbnios pré- e poOs-ganglionares
autonémicos. Estes receptores formam um canal i6nico pentamérico que facilita o
influxo de Na* e Ca** e o efluxo de K* resultando numa despolarizacdo do neurénio.
Deste modo, a sua principal funcdo é€ a modulacdo da libertacdo de varios
neurotransmissores a partir dos terminais nervosos (Lummis et al., 2011). Em 2000,
Bertrand e a sua equipa concluiram que a adicdao de 5-HT exbégena activa os
receptores 5-HT; desencadeando a geracdo de potenciais de acc&o nos terminais
nervosos da mucosa. Estes receptores estdo presentes em diversas regides do
intestino delgado e do intestino grosso de rato e humano e estdo localizados em
neurdnios dos plexos mientéricos e submucoso, em neurdnios que inervam as CIC e
em células endécrinas (Niesler et al., 2003; Michel et al., 2005; Glatzle et al., 2002).
Assim, os receptores 5-HT; medeiam a libertacdo de ACh dos terminais do plexo
mientérico provocando a contraccdo de segmentos de ileo de cobaias, rato e ratinho
(Bertrand et al., 2000; Fox e Morton, 1990; Tuladhar ef al., 2000; Kiso et al., 2001).

Os receptores 5-HT, foram identificados em neur6nios do plexo mientérico e em
células musculares lisas, aumentando a transmissdao sinaptica de neurbnios
colinérgicos, aumentando deste modo a actividade de neurdnios motores que inervam
0 musculo liso intestinal (Hansen, 2003; Hoyer et al., 1994). Tendo em conta que estes

receptores modulam a neurotransmissao, estes vao influenciar o comportamento da
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parede do sistema Gl e das células secretoras, estimulando o esvaziamento gastrico
em estdbmago de rato, ratinho, cobaia e humano; o reflexo peristaltico, ou seja, a
contraccao ascendente e relaxamento descendente, em rato, ratinho e humano; e a
secrecao intestinal de CI, HCOj3; e absorcdo de Na* em rato e de HCOs em ratinho
(Hegde et al., 1995; Degen et al., 2001; Kadowaki et al., 2002; Foxx-Orenstein et al.,
1996; Grider, 2003; Tuo et al., 2004). Relativamente ao musculo liso, a activacdo dos
receptores 5-HT, reflecte-se no relaxamento ou contracgcédo, consoante a espécie e a
regidao do tracto G: ocorre relaxamento do eséfago e do ileo de rato; contrac¢éo do ileo
de cobaia; relaxamento do célon humano (devido a activacdo da adenil ciclase) e
contraccado da camada circular e longitudinal do colon de rato (Tuladhar et al., 1996;
Tuladhar et al., 2002; Reeves et al.,, 1991; McLean e Coupar, 1996 A e B; Ono et al.,
2005; Mitsui et al., 2005).

3.4.1 As CELULAS ENTEROCROMAFINS

As células enterocromafins (EC) constituem a maior populacéo celular endécrina
no tracto Gl, tendo sido a primeira célula endécrina a ser identificada. A designacao
destas células resulta da sua capacidade em ligar sais de crémio. Mais tarde, a
capacidade de ligar e reduzir ides de prata deram-lhe um novo nome: células
argentafins. A funcdo destas células foi durante muito tempo desconhecida. Com a
introducdo de novas técnicas de investigacdo, as células EC demonstraram ter
capacidade para a sintese de monoaminas, capacidade conhecida como APUD
(Amine Percursor Uptake and Decarboxylation). Estas células possuem ainda um
papel fundamental na regulacdo da secrecdo, da motilidade e da percepg¢ao da dor
visceral (Schafermayer et al., 2004). Estas células tém uma localizac&o intraepitelial
quase exclusiva, possuindo o seu dominio apical em contacto com o lumen. O
citoplasma das células EC é ocupado por um grande numero de granulos secretérios,
sendo a 5-HT o principal produto de secrecdo (Ahlman H et al., 2001). Com efeito, a
maioria (90%) da 5-HT do organismo encontra-se em células EC, que sintetiza,
armazena e liberta esta amina (Kidd et al., 2008; Racké K. et al., 1996). A 5-HT é
sintetizada a partir do aminoacido triptofano através de hidroxilacdo e descarboxilagcao
no citoplasma das células EC sendo transportadas para o interior dos granulos
secretérios através VMAT. In vivo, a libertagcdo de 5-HT €& sensivel a estimulagao

mecanica ou a acidificagdo do lumen do intestino. A 5-HT tem como alvo principal os
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IPANs que irdo activar outros circuitos neuronais que por sua vez iniciardo reflexos
peristalticos e a actividade secretora intestinal. A terminacdo da acgcao da 5-HT é feita
através da sua recaptacdo pelas células EC e por neurbnios ou por degradacao
enzimatica realizada pela MAO (Gershon, 1999; Gershon e Tack, 2007). Estudos
levados a cabo por Agnes Schéfermayer em 2004 revelaram que existe um largo
espectro de receptores especificamente expressos neste tipo de células, como € o
caso dos receptores B-adrenérgicos, muscarinicos assim como os receptores GABA-
érgicos. Além disso, as células EC parecem expressar alguns receptores do olfacto e
do paladar, sugerindo possuir uma funcao fisiolobgica como “célula sentinela” no

intestino.

Por fim, a modulagao da libertacdo de 5-HT endbgena a partir das células EC tem
vindo a ser relacionada com a acg¢ao conjunta dos receptores 5-HT3 e 5-HT4. Em ileo
de cobaias, humano e suino, estes receptores parecem, respectivamente, estimular e
inibir a libertacdo de 5-HT (Gebauer et al., 1993; Schwérer e Ramadori, 1998). No
entanto, como séo resultados de estudos funcionais sdo ainda necessarios estudos
moleculares para comprovar a localizacdo destes receptores neste tipo de células

enddcrinas.

3.5 A ANFETAMINA E AS TRACE AMINES NO SISTEMA GASTROINTESTINAL

Como ja foi referido anteriormente, as TA (tiramina e B-PEA) sao tradicionalmente
vistas como aminas simpaticomiméticas de accéo indirecta exercendo os seus efeitos
através da libertacdo de NA dos terminais nervosos simpaticos, causando por isso
vasoconstricdo e aumento da pressao sanguinea arterial (Broadley, 2010). No entanto,
surgiram recentemente evidéncias de que mecanismos nao simpaticomiméticos
poderiam estar envolvido na resposta vasoconstrictora. De facto, Fehler colaboradores
(2010), em anéis de aorta de rato, observaram vasoconstricido pela B-PEA
independente de uma accao simpaticomimética e inclusive observaram a expressao
da proteina do TAAR1 por western blotting bem como o respectivo RNAm por PCR-
RT. Herbert e colaboradores (2008) ja tinham observado idénticos efeitos vasculares
da p-tiramina (0,1 — 3 mM) e da B-PEA (0,3 — 10 mM) na artéria coronaria de porco
(para revisao, Broadley, 2010). Paradoxalmente, mas reforcando a ideia de um

receptor especifico para as TA, Varma e colaboradores (Varma & Chemtob, 19983;
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Varma et al., 1995) verificaram que em tiras de aorta de rato previamente contraidas, a
tiramina em altas concentragdes (100 yM — 10 mM) induzia um relaxamento
dependente da concentracdo e independente do endotélio e da activacdo de

receptores a2-adrenérgicos.

Para além dos efeitos directos vasculares independentes de mecanismos
noradrenérgicos, e no que diz respeito a outras ac¢cdes periféricas das TA, em estudos
levados a cabo por Broadley e colaboradores, foram igualmente observados efeitos
contracteis das TA (B-PEA, 1y — 10 mM) em ileo de rato e cobaia independentes da
activacao de receptores de NA, de ACh, de histamina e de 5-HT, sendo mais uma vez
provavel a mediacdo desta resposta fisioldégica pelos TAARs. Paradoxalmente, no
mesmo estudo as TA relaxaram a vasculatura mesentérica, contrastando com a
constricdo observada na aorta de rato e de cobaia, resposta igualmente independente
de uma accdo simpaticomimética (Broadley et al., 2009). De referir ainda que ja no
passado mais longinquo, foram realizados estudos quanto a possivel actividade
excitatoria da anfetamina em trés tipos de preparacdo do sistema Gl - ileo isolado de
cobaia, jejuno de coelho e estdbmago de rato — tendo a anfetamina contraido de forma
consistente as trés preparacbes. Segundo os autores, este efeito excitatorio parecia
ser devido a accao da anfetamina nos receptores de 5-HT, uma vez que o efeito

excitatorio era antagonizado pela dessensibilizacdo com 5-HT (Innes et al., 1969).

Recentemente a relacdo entre TA, TAARs, 5-HT e funcao intestinal foi reforcada
pelo estudo sobre a regulacdo luminal de libertacdo de 5-HT por células EC humanas
normais e neoplasicas, levado a cabo pelo grupo de investigacdo liderado por Kidd
(2008). Este chegou a conclusao que existe a possibilidade das células EC possuirem
na membrana receptores especificos (acoplados a proteina G e adenilciclase
positivos) para as TA, substancias odorantes e gustantes, que induzem a libertagao de
5-HT (Kidd et al., 2008). O modelo da célula EC com esses receptores esta

representado na Figura 12.
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Figura 12 — Modelo do receptor acolpado a proteina G, activado por TA, substancias odorantes e
gustantes que medeia a secre¢ao das células EC (retirado de Kidd et al., 2008)

Em 2009, Nozawa e colaboradores reforcam igualmente a ideia das EC libertarem
5-HT (responsavel via intrinseca ou extrinseca pela motilidade Gl) em resposta a
composicao quimica do lumen intestinal e activacdo de receptores expressos a sua

superficie.
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Capitulo 2 Objectivos

Como ja foi referido no capitulo anterior, os efeitos gastrointestinais subjacentes a
toma de anfetamina sdo imprevisiveis. Deste modo, tendo em vista o estudo dos
mecanismos farmacolégicos subjacentes a esses mesmos efeitos, foram definidos os

seguintes objectivos:

1. Determinar se 0 mecanismo subjacente a contraccéo intestinal induzida

pela anfetamina é directo ou indirecto

2. Através de estudos funcionais de contraccdo de musculo liso caracterizar
farmacologicamente a resposta contractii do ileo isolado de rato a

anfetamina utilizando antagonistas selectivos de diferentes tipos de

receptores;
3. Determinar o possivel envolvimento dos TAART;
4. Avaliar a possivel contribuicdo das células EC para o0 mecanismo de

contracgao intestinal induzido pela anfetamina;

5. Caracterizar a micro-anatomia de segmentos de ileo de rato e determinar a
localizagdo celular de receptores envolvidos no mecanismo de contraccéo
intestinal induzida pela anfetamina, através de estudos

histoquimicos/imunohistoquimicos;

6. Avaliar o impacto da administracao in vivo de anfetamina na funcédo
intestinal através da observacao da resposta contractil do ileo isolado de

rato, 24 horas ap0s a administracao de anfetamina;

7. Quantificar os niveis de monoaminas no estriado de rato, 24 horas ap6s a
administracdo in vivo de anfetamina, como medida de avaliar

neurotoxicidade.
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Capitulo 3 Material e Métodos

1. MODELO ANIMAL

O modelo animal utilizado foi o rato Wistar macho com cerca de 8-10 semanas
(200-300g), fornecidos pela Charles River (Barcelona, Espanha). Os ratos foram
mantidos em armarios de biotério ventilados com condi¢des controladas de
temperatura e humidade e ciclos de luz/obscuridade de 12 horas. Durante o periodo
em que estiveram no biotério, os animais tiveram livre acesso a 4gua e a alimentos

proprios para roedores, bem como mudancga da cama regular.

2. ISOLAMENTO E MONTAGEM DO ORGAO

Os animais foram sacrificados por decapitacdo e a porcao intestinal
correspondente ao ileo foi isolada. Esta foi colocada imediatamente numa solucéo
fisiolégica de Krebs-Henseleit' fria e arejada com carbogénio (95% de oxigénio e 5%
de di6xido de carbono). Posteriormente, 0 mesentério adjacente foi removido e a
porcao de ileo foi cortada em segmentos com cerca de 1,5 cm de comprimento, em
que o conteudo intestinal foi removido através de lavagens com a mesma solug¢do. De
seguida, os segmentos intestinais foram suspensos em hastes e colocados em banho
de 6rgdos de 15 mL com solucéo fisiolégica Krebs-Henseleit, mais uma vez arejada
com carbogénio e mantida a 37°C (terméstato GFL), sob tensdo Optima basal de 29,4

mN, de acordo com a metodologia descrita por Santos (2005) (Figura 13).

Figura 13 — Segmentos de ileo montados em banho de érgéos de 15 mL

! Solugdo de Krebs-Henseleit (composicdo em mmoles/L): NaCl 118,67; KCl 5,36; MgS0,4-7H,0 0,57; CaCl,
1,90; KH,P0O,4-2H,0 0,90; NaHCO; 25,0; glucose 11,1; pH 7,4.
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A tensao 6ptima basal foi determinada em experiéncias realizadas anteriormente,
nas quais se estudou a resposta contractil do 6rgdao a 100 uM de ACh sob diferentes
tensdes (Henrigues, 2011). A tensao basal em cada experiéncia foi aquela que ocorreu
espontaneamente no tecido submetido a tensao 6ptima, apds o periodo de equilibrio

que se segue a montagem do érgéo.

3. PROTOCOLO EXPERIMENTAL — ESTUDOS FUNCIONAIS

Apb6s um periodo de duas horas de equilibrio com lavagens periddicas, para
remover produtos de metabolismo e para recuperacdo das reservas de ATP e
restauracdo do potencial de membrana por reactivagdo do transporte idnico
dependente de ATP, registaram-se, com transdutores de forca (Letica Scientific
Instruments) ligados a um poligrafo de quatro canais (Polygraph 4006 — Letica
Scientific Instruments), as contrac¢cbes isométricas de curvas concentracao-resposta
(CR) de adicbes independentes a 5-HT (0,1 yM — 60 yM), a tiramina e & anfetamina (1
UM — 6000 uM) (Figura 14), na presenga ou na auséncia de diversos compostos, 0s
quais foram adicionados ao banho de 6rgdos quinze minutos antes de cada dose da
curva CR. Foram adicionados os seguintes compostos: 100 yM de reserpina (inibidor
do transportador vesicular de monoaminas, VMAT), 1 uM de fluoxetina (inibidor da
recaptacao neuronal de 5-HT, isto é, do SERT), 1 yM de ritanserina (antagonista nao
selectivo dos receptores 5-HT,), 1 uM de cetanserina (antagonista ndo selectivo dos
receptores 5-HTopnc), 0,25 e 0,05 de yM RS 127445 (antagonista selectivo dos
receptores 5-HT.g), 1uM de atropina (antagonista ndo selectivo dos receptores
muscarinicos), 1uM de mepiramina (antagonista/agonista inverso dos receptores H;), 1
e 5 yM de EPPTB (antagonista selectivo dos TAAR1) e 10 yM de prazosina
(antagonista selectivo dos receptores ai-adrenérgicos). Apds cada contracgcdo, cada
segmento foi lavado inUmeras vezes até a preparacao atingir novamente o ténus basal
de que se tinha partido. Inicialmente todos os segmentos de ileo foram sujeitos a 100
MM de ACh exd6gena para induzir directamente a contraccdo maxima do musculo liso
do ileo e, desta forma, ser possivel a comparacdo dos resultados de experiéncias

diferentes.

Em todas as experiéncias foram utilizados segmentos controlo, aos quais se

adicionou apenas o solvente apropriado para cada composto referido anteriormente.
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Os resultados finais de cada experiéncia foram expressos em percentagem da

resposta contractil de cada segmento a ACh.

Nas experiéncias com o agonista 5-HT foram efectuadas duas curvas néo
cumulativas CR, tendo a primeira curva sido efectuada na auséncia de qualquer
farmaco antagonista. Neste caso cada segmento serviu de controlo de si préprio: as
respostas contracteis da segunda curva CR foram expressas em percentagem da
contrac¢cao maxima obtida na primeira curva CR do respectivo segmento (nem sempre
com a ultima dose de 5-HT), executada na auséncia de qualquer composto. Os
resultados finais de cada experiéncia foram expressos em percentagem da resposta

obtida nos segmentos controlo.

Os resultados foram igualmente analisados em termos de mN de tensdo como
forma de traduzir em valores absolutos a eficacia/actividade intrinsca (Emax) dos
diferentes agonistas testados em induzir contraccdo. As poténcias dos agonistas
estudados foram traduzidas em termos de pECs, (logaritmo negativo da concentracao
molar do agonista capaz de induzir metade da resposta maxima). Os valores de pECs
foram obtidos por interpolacdo de cada curva concentracdo-resposta de adi¢des
independentes em escala semilogaritmica (% da contraccdo méaxima versus logaritmo
da concentracdo em mol/L), usando um programa de computador (CurveExpert,
versdao 1.4 para Windows). Assim o0s valores de Ens € pECsy representam,
respectivamente, a eficacia (capacidade contractii maxima) e a poténcia de cada

farmaco em induzir uma resposta, isto €, a contrac¢ao intestinal.

mmmM“wM“wa

1uM  2uM  6pM  20pyM 60uM  200uM 600puM  2000uM 6000 uM

10mm

Figura 14 — Registos de uma curva ndo cumulativa concentragdo-resposta a anfetamina em ileo isolado
de rato. Escala: 10 mm = 3,9 mN; 40 segundos
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4. ANALISE ESTATISTICA DOS RESULTADOS DOS ESTUDOS FUNCIONAIS

Avaliaram-se as diferencas estatisticamente significativas entre os valores de
pECs, calculados para cada agonista, bem como as diferencas entre as respostas
contracteis induzidas por cada dose das curvas CR de anfetamina/tiramina/5-HT na
auséncia (controlo) e na presenca dos diferentes farmacos mencionados
anteriormente. Para o efeito, foi utilizado o teste de t de Student para dados nao
emparelhados na determinacdo das diferencas estatisticas entre dois grupos de
valores, enquanto que, para avaliar a significancia das diferencas entre trés ou mais
grupos foi utilizada a anélise de variancia (Analysis of variance — ANOVA), seguida do
teste de Dunnett ou Tukey de multiplas comparacbes (SPSS versao 17.0 para
Windows). Os valores de p inferiores a 0,05 (p < 0,05) foram considerados indicadores
de diferencas estatisticamente significativas. Neste trabalho todos os resultados, quer
no texto, quer nos gréaficos e tabelas, estao apresentados como média + erro padrao
da média (Standard Error of the Mean — S.E.M.) do numero de experiéncias (n)

indicado.

5. FARMACOS E REAGENTES UTILIZADOS NOS ESTUDOS FUNCIONAIS

Os reagentes utilizados na preparacao da solucao fisiolégica de Krebs-Henseleit
foram adquiridos na Panreac (Barcelona, Espanha) e foram produtos pro analysi. Para
os estudos funcionais foram usados os seguintes farmacos: anfetamina, tiramina,
cloridrato de acetilcolina, maleato de mepiramina, sulfato de atropina, cloridrato de 5-
HT, reserpina (Sigma-Aldrich, St Louis, E.U.A.), tartarato de cetanserina, ritanserina,
RS 127445, fluoxetina, prazosina (Tocris, Bristol, Reino Unido) e EPPTB (obtido
através de protocolo de colaboragcdo com a La Roche). As solugcbes foram preparadas

com os solventes indicados pelos fabricantes

6. PROTOCOLO EXPERIMENTAL — ESTUDOS IN VIVO

Com o intuito de estudar o comportamento do rato apds a administracdo de

anfetamina e a sua neurotoxicidade, as possiveis consequéncias de tal administracao

na fungdo intestinal, isto é, na resposta contractil do ileo isolado de rato, e ainda
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possiveis diferencas na micro-anatomia do mesmo, procedeu-se ao desenho de um

protocolo experimental de modo a satisfazer essas mesmas necessidades.

6.1 GRUPOS DE ESTUDO

O protocolo experimental incluiu dois grupos de ratos: no grupo controlo foi
administrado através de injec¢ao i.p. uma Unica dose de solugédo salina de NaCl 0,9%;
no grupo de estudo, os ratos foram submetidos a uma unica injec¢do i.p. de
anfetamina preparada em solucéo salina de NaCl 0,9% e cuja concentragao foi de 15

mg/Kg.

Utilizaram-se 7 ratos do grupo injectado com o farmaco e 8 ratos injectados com a
solucéo salina (ratos que sobreviveram as 24 horas). A percentagem de mortes entre o
total de ratos que foram submetidos a injeccdo da solucdo salina de anfetamina foi de
22,2 % (contabilizando os ratos que foram submetidos a injec¢ao da solucao salina de

anfetamina e que nao sobreviveram as 24 horas).

6.2 PROTOCOLO EXPERIMENTAL — ESTUDO COMPORTAMENTAL E ESTUDO FUNCIONAL

Apbs a pesagem dos ratos para saber qual o volume de solugédo a injectar, a
temperatura dos animais foi medida com a ajuda de uma sonda propria para ratos. De
seguida injectaram-se as solugcbes aos animais. Posteriormente, a temperatura foi
medida de meia em meia hora, e 0 comportamento dos animais foi filmado. Os animais
do grupo injectado com a solu¢ao salina de anfetamina nao foram mantidos na mesma
caixa que os animais do grupo controlo de forma a evitar qualquer comportamento de
agressividade. Os animais foram sacrificados ao fim de 24 horas por decapitacao.
Foram recolhidos e congelados a -80°C os seguintes 6rgaos: estriado, coragao e ileo.
Foi ainda recolhido ileo que posteriormente foi fixado numa solucdo de formol
tamponado, e ileo que foi utilizado para os estudos funcionais. Os estudos funcionais
com o ileo isolado tanto de ratos controlo como de ratos sujeitos a 15mg/Kg de
anfetamina seguiram a mesma metodologia ja descrita, tendo-se efectuado apenas
curvas CR de adi¢bes independentes a anfetamina e 5-HT na auséncia de qualquer

farmaco antagonista. Pretendia-se apenas a comparacdo das caracteristicas
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farmacolégicas (Emax € PECso) dos dois agonistas nas duas condi¢cdes experimentais.
Os segmentos de ileo foram igualmente sujeitos a 100 uM de ACh exdgena para
induzir directamente a contracgcdo maxima e, desta forma, ser possivel a comparacgao

dos resultados de experiéncias de diferentes dias.

7. PROTOCOLO EXPERIMENTAL — TECNICAS DE HISTOLOGIA E IMUNOHISTOQUIMICA

7.1 MICRO-ANATOMIA DOS SEGMENTOS DE iLEO DE RATO WISTAR

Com o objectivo de verificar a micro-anatomia dos segmentos de ileo de rato
Wistar, foram realizados estudos histoquimicos (coloracdo com hematoxilina/eosina —

HE) e imunohistoquimicos.

Os segmentos de ileo foram isolados e fixados em formol, tamponado a pH 7,0 e
processados de forma convencional, com posterior inclusdo em parafina. Realizaram-
se cortes histologicos de 3 um de espessura que foram sujeitos inicialmente a

coloracdo com HE.

7.2 LOCALIZAGAO CELULAR DOS RECEPTORES 5-HT,s E 5-HT,5 EM SEGMENTOS DE iLEO
DE RATO WISTAR

Para a determinacdo da localizacdo celular dos receptores 5-HT,4 € 5-HT2g, 0S
cortes foram desparafinados, rehidratados (xilol, alcool absoluto e alcool a 95%) e
lavados em agua corrente. De seguida, a peroxidase enddgena foi inibida por
incubacdo em H,O, a 3%, durante 15 minutos, a temperatura ambiente em camara
hiamida. Apo6s lavagem com &gua destilada, efectuou-se a recuperacao antigénica
através de microondas, em tampéo citrato de sbédio (10mM) a pH 6,0 durante 20
minutos, a 500 Watts. Depois do arrefecimento do tampéao e de lavagem com tampao
fosfato salino® (Phosphate Buffer Saline — PBS), procedeu-se a incubacdo com os
soros primarios de anticorpos de cabra, anti-receptor 5-HT.s € anti-receptor 5-HTop
(Santa Cruz Biotechnology, California, E.U.A.), todos na diluicdo 1:10, durante 90

minutos, a temperatura ambiente e em cadmara humida. Seguidamente, os cortes

’PBS (composi¢do em mmoles/L): Na,HPO, 9,1; NaH,PO, 1,7; NaCl 150; pH 7,4.
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foram lavados com PBS e, em vez de um anticorpo secundério, foi utilizado um
polimero sintético anti-cabra ligado a peroxidase (Zymed, San Francisco, E.U.A.), o
qual foi incubado durante 10 minutos, mediante as recomenda¢des do fabricante.
Lavou-se novamente com PBS e a revelacdo também foi levada a cabo com
diaminobenzidina (DAB), durante 5 minutos. Por fim, efectuou-se o contraste com
hematoxilina de Gil, azularam-se, desidrataram-se e montaram-se as laminas em meio

sintético.

8. MATERIAIS E REAGENTES UTILIZADOS NOS ESTUDOS HISTOLOGICOS E
IMUNOHISTOQUIMICOS

Anticorpo de cabra anti-receptor 5-HT.a de rato/humano e anticorpo de cabra anti-
receptor 5-HT.g de rato/ratinho/humano (Santa-Cruz Biotechnology Inc., California,
E.U.A.); SuperPicture™ polymer detection system (Zymed, San Francisco, E.U.A.);
diaminobenzidina (Sigma-Aldrich, St Louis, E.U.A.). Os restantes reagentes usados

foram produtos pro analysi (Merck, Frankfurter, Alemanha).

9. PROTOCOLO EXPERIMENTAL — DETERMINAGAO DOS NiVEIS DE CATECOLAMINAS NO
ESTRIADO DE RATO WISTAR POR HPLC DE FASE REVERSA CcOM DETECCAO
ELECTROQUIMICA

Para a quantificacdo dos niveis de dopamina e de 5-HT, bem como dos seus
respectivos metabolitos (acido 3,4-dihidroxifenilacético (3,4-Dihydroxyphenylacetic
Acid — DOPAC) e acido homovanilico (Homovanillic Acid — HVA), e acido 5-hidroxi-
indolacético (5-Hydroxyindoleacetic Acid — 5-HIAA)), utilizou-se um método de
cromatografia liquida de alta pressao (High Pressure Liquid Cromatography — HPLC)
de fase reversa com deteccdo electroquimica (amperométrica) (Morgadinho et al.,
2004). O equipamento utilizado incluiu uma bomba Gilson (modelo 307), um auto-
injector Gilson (modelo 234; loop 50 ul), um detector electroquimico Gilson (modelo
142) e software UniPoint v5.11 (Figura 15).
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Figura 15 — Sistema de HPLC utilizado na quantificagdo de monoaminas

9.1 PREPARAGAO DAS AMOSTRAS DE EFLUXO PARA A DETERMINAGAO DE
CATECOLAMINAS POR HPLC

Adicionaram-se 500 uL de acido perclérico (HCIO,) 0,2 M a cada amostra e de
seguida procedeu-se a sua homogeneizacdo com a ajuda de um sonicador, no qual
foram realizados 2 pulsos de 10 segundos para cada amostra. Colocaram-se ainda as
amostras num banho de ultra-sons durante 3 minutos de forma a homogeneizar
correctamente a amostra. Posteriormente centrifugaram-se as amostras a 13000 rpm
durante 7 min e a 4°C. Retirou-se 0 sobrenadante para tubos contendo um microfiltro
0,22 ym Nylon (Spin-X® Centrifuge Tube Filter, Costar) e centrifugaram-se novamente
as amostras a 13000 rpm durante 4 min e a 4°C. As amostras foram congeladas a -

80°C para posterior analise por HPLC.

Ao pellet obtido anteriormente, foi adicionado 500 pyL de hidréxido de sodio
(NaOH) 1 M e de seguida procedeu-se a homogeneizacdo das amostras como
anteriormente foi descrito. Centrifugaram-se as amostras a 13000 rpm durante 15 min
e a 4°C. Retirou-se o sobrenadante de cada amostra para tubos novos que foram

congelados a -80°C para posterior quantificacdo de proteina.
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9.2 CONDICOES CROMATOGRAFICAS

Para a separacdo e quantificacdo das diferentes monoaminas utilizou-se uma
coluna ODS 2 Waters Spherisorb® (4.6 x 250 mm; tamanho das particula: 5 ym). A
fase mével, desgaseificada e filtrada, foi constituida por acetato de sédio triihidratado
(0,1 M), acido citrico monohidratado (0,1M), octilsulfato de sédio (0,5 mM), EDTA (0,15
mM), trietilamina (1 mM) e metanol (10 %) (pH 3,8). O fluxo foi de 1 mi/minuto e a
sensibilidade foi mantida a 2nA/V. Os tempos de retencao obtidos estdo apresentados
na Tabela IV. A concentragdo das monoaminas em cada amostra foi calculada tendo
como referéncia curvas padrdo de cada monoamina (Figura 16). Os resultados foram

apresentados em ng/mg de proteina.

Tabela IV — Tempos de retengéo, em minutos

. Tempo de retencao,
Monoaminas . .
minutos (média * erro)

DOPAC 6,09 + 0,04
DA 7,33 +0,07
5-HIAA 12,63 +£0,13
HVA 14,33 + 0,11
5-HT 18,94 + 0,07

P 5.HT

Figura 16 — Cromatograma representativo da amostra do padréo total 50 ng/mL contendo DA, DOPAC, 5-HIAA, HVA
e 5-HT
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9.3 QUANTIFICACAO DA PROTEINA ATRAVES DO METODO BCA

A quantificacdo da proteina foi realizada pelo método do acido bicinconinico
(bicinchoninic acid — BCA), um método simples, rapido e preciso para quantificacdo
colorimétrica de proteinas totais. Este método baseia-se na capacidade das proteinas
reduzirem o Cu®* a Cu* em meio alcalino. A cor parpura resultante da reaccdo quimica
é a consequéncia da interaccdo do BCA com o Cu®. Este complexo solUvel em agua
possui elevada absorvancia a 570 nm. Este método possui ainda uma caracteristica
fundamental que é a linearidade dos resultados, permitindo deste modo a

quantificacao de proteinas.

Para a andlise quantitativa, as amostras previamente preparadas foram diluidas
com a razdo de 1:10. Para a curva padrdo prepararam-se 6 diluicbes utilizando-se
albumina de soro bovino (bovine serum albumin — BSA) e ainda um padrao em branco
(sem proteina). Os dois reagentes A e B (Thermo Scientific) utilizados foram
misturados na proporcdo de 1:50 de A:B e aplicados a cada amostra (incluindo
padrboes). Posteriormente, incubou-se a 37°C durante 30 minutos. De seguida
mediram-se as absorvancias a 570 nm. Todas as amostras e padrbes foram

preparados em duplicado.
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1. RESPOSTA CONTRACTIL DO iLEO ISOLADO DE RATO A ANFETAMINA E A TIRAMINA

A anfetamina e a tiramina, testadas nas concentragdes 1-6000 yM (Broadley et al.,
2009), induziram contrac¢des dependentes da concentragdo no ileo isolado de rato
com idéntica actividade intrinseca (Emnax) € poténcia (pECsg). Os parametros
farmacolégicos quer da anfetamina quer da tiramina, encontram-se descritos na

Tabela V.

Tabela V — Respostas contracteis de segmentos de ileo de rato a anfetamina e a tiramina.

Emax (mN) pE05o n
Anfetamina 10,51+1,35 4,64+0,19 25
Tiramina 11,54+1,65 4,09+0,32 13

Emax= contraccdo maxima em mN de tensdo; pECso= logaritmo negativo da concentragcdo molar de
anfetamina e tiramina capaz de induzir metade da contracgdo maxima; n= niumero de experiéncias; Os
resultados estao expressos em valores médios + S.E.M.

2. EFEITO DA ATROPINA E DA MEPIRAMINA NA RESPOSTA CONTRACTIL DO iLEO ISOLADO
DE RATO A ANFETAMINA

Os mecanismos colinérgicos desempenham um papel importante na regulacéo da
motilidade intestinal, tendo em conta que a ACh é um dos principais
neurotransmissores de caracter excitatério no SNE. A funcéo da histamina a nivel
intestinal € também um factor a ter conta. Deste modo, foram realizadas curvas CR a
anfetamina na auséncia de qualquer farmaco (controlo, n=13), na presenca de 1 uM
de atropina (n=6), um antagonista nao selectivo dos receptores muscarinicos, e na
presenca de 1 yM de mepiramina (n=8), um antagonista/agonista inverso dos
receptores H; (Figura 17). N&o foram verificadas alteracdes estatisticamente
significativas entre as curvas CR controlo e as curvas CR executadas na presenga dos
dois antagonistas. Assim, conclui-se que a resposta contractil a anfetamina nao é
mediada nem por receptores muscarinicos, nem pelo receptor H;, ndo havendo o
envolvimento da histamina ou do mecanismo de traducdo de sinal associado ao

receptor H;.

56



Capitulo 4 Resultados

50-
® Controlo (n=13)
V 1 uM atropina (n=6)
O 1uM mepiramina (n=8)
40-
s
=
o
S
(o]
< 304
. 3
8
R
@ 20- %
S
ju
€
5]
o
104
G L] L 1

-6 -5 -4 -3 -2
Anfetamina, log [M]

Figura 17 — Resposta contractil do ileo isolado de rato & anfetamina na auséncia (@, controlo), na
presenca de 1 yM de atropina (¥) e na presenca de mepiramina 1 yM (O); os resultados estdo
expressos em valores médios + S.E.M.; as barras verticais representam S.E.M.

3. EFEITO DA RESERPINA NA RESPOSTA CONTRACTIL DO ILEO ISOLADO DE RATO A
ANFETAMINA

Como ja foi referido na Introdugcédo, cerca de 90-95% da 5-HT é sintetizada,
armazenada e libertada pelas células EC localizadas na parede intestinal. Deste modo,
é relevante avaliar a influéncia das mesmas na contractilidade intestinal induzida pela
anfetamina. Foram, por isso, realizadas curvas CR a anfetamina na auséncia (controlo,
n=8) e na presenca de 100 yM de reserpina (n=8), um inibidor do transportador
vesicular de monoaminas, cujo efeito se traduz na diminuicdo da pool
vesicular/granular de neurotransmissores das células EC (Figura 18). A reserpina
bloqueou a resposta contractil & anfetamina, em cerca de 45,3%, observando-se
diferencas estatisticamente significativas em todas as doses da curva CR (na
presenca de reserpina observou-se uma contrac¢ao residual a volta de 9% relativa a
contraccao maxima obtida com 100 yM de ACh). Assim, pode-se concluir que a
anfetamina provoca contracgdes intestinais indirectamente apdés a inducdo da

libertacao da 5-HT a partir da pool granular das células EC.
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Figura 18 — Resposta contractil do ileo isolado de rato a anfetamina na auséncia (@, controlo) e na
presenca de 100 yM de reserpina (O); os resultados estdo expressos em valores médios + S.E.M.; as
barras verticais representam S.E.M.; a significAncia das diferencas estatisticas foi analisada pelo teste t
de Student. * p < 0,05 vs controlo.

4. EFEITO DA FLUOXETINA NA RESPOSTA CONTRACTIL DO ILEO ISOLADO DE RATO A
ANFETAMINA

Realizaram-se ainda curvas CR a anfetamina na auséncia (controlo, n=7) e na
presenca de 1 puM de fluoxetina (n=8), um inibidor selectivo do SERT e
consequentemente da recaptacdo de 5-HT (Figura 19). As ultimas 3 doses foram
estatisticamente significativas, tendo-se verificado um antagonismo do tipo néo
competitivo com reducao da resposta maxima em cerca de 14,78%, comprovando-se o

envolvimento do SERT na resposta contractil intestinal a anfetamina.

58



Capitulo 4 Resultados

® Controlo (n=7)
1 uM fluoxetina (n=8)
40+

30+

20+

Contraccdo (% de ACh, 100 uM)

104

G L] ] )
-6 -5 -4 -3

Anfetamina, log [M]

Figura 19 — Resposta contractil do ileo isolado de rato a anfetamina na auséncia (@, controlo) e na
presenca de 1 uM de fluoxetina (A ); os resultados estdo expressos em valores médios = S.E.M.; as
barras verticais representam S.E.M.; a significancia das diferencas estatisticas foi analisada pelo teste t
de Student. * p < 0,05 vs controlo.

5. CONTRIBUTO DOS RECEPTORES DE 5-HT NA RESPOSTA CONTRACTIL DO iLEO DE RATO
A ANFETAMINA

5.1 EFEITOS DA RITANSERINA E DA PRAZOSINA NA RESPOSTA CONTRACTIL DO iLEO DE
RATO A ANFETAMINA

Como ja foi referido anteriormente, a 5-HT desempenha um papel fundamental na
regulacdo da actividade Gl. Com o fim de avaliar o possivel envolvimento de
receptores da 5-HT; descartar a possibilidade de envolvimento de mecanismos
simpaticos, tanto tendo em consideracdo 0 mecanismo classico atribuido a
anfetamina, como tendo em consideracdo a abolicdo pela reserpina da curva CR
bifasica da anfetamina (contrac¢cdo nas doses mais baixas e relaxamento nas doses
mais elevadas da curva CR), foram realizadas curvas CR a anfetamina na auséncia
(controlo, n=25), na presenca de 1 uM de ritanserina (n=10), um antagonista nao
selectivo dos receptores 5-HTzameec OUu 10 uM de prazosina (n=8), um antagonista

selectivo dos receptores ay-adrenérgicos, e na presenca de ambos o0s antagonistas
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(n=10) (Figura 20). A ritanserina por si s6 aboliu por completo a resposta contractil a
anfetamina o que nos leva a propor a activacdo de receptores 5-HT, pela 5-HT
libertada. No entanto, por assistirmos inclusive a abolicdo completa da contraccéo
basal do érgdo pelo antagonista ndo selectivo dos receptores 5-HT,, sentiu-se a
necessidade de averiguar se estes resultados eram fruto da possivel activacdo de
mecanismos simpaticos com consequente activacdo de receptores al-adrenérgicos
inibitérios ou da nao selectividade exclusiva da ritanserina para receptores
serotoninérgicos. Foi, por isso, utilizada a prazosina sozinha e em simultdneo com a
ritanserina. A potenciacdo da contracgcao induzida pela anfetamina na presenca de
prazosina, sem alteracdo do perfil bifasico, reforca a ideia que o bloqueio de
mecanismos inibitérios adrenérgicos potencia a acgao excitatoria/contractil da
anfetamina. Nao havendo diferencas estatisticamente significativas entre a curva CR a
anfetamina na presenca de ritanserina e a curva CR a anfetamina na presenca
simultaneamente de ritanserina e prazosina, exclui-se o envolvimento dos receptores
a-adrenérgicos na abolicdo da resposta contractil do ileo de rato a anfetamina na

presenca de ritanserina.
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Figura 20 — Resposta contractil do ileo isolado de rato & anfetamina na auséncia (@, controlo), na
presenca de 1 uM de ritanserina (M), de 10 yM de prazosina (%) e na presenca em simultdneo de 1 uM
de ritanserina e 10 uM de prazosina (V); os resultados estdo expressos em valores médios + S.E.M.; as
barras verticais representam S.E.M.; a significancia das diferengas estatisticas foi analisada pelo teste
ANOVA seguido do teste de comparagbes mdltiplas de Tukey. * p < 0,05, prazosina vs controlo; ** p <
0,05, ritanserina + prazosina vs controlo ou prazosina; # p < 0,05 ritanserina vs controlo ou prazosina.

5.2 EFEITOS DA CETANSERINA E DO RS 127445 NA RESPOSTA CONTRACTIL DO ILEO
ISOLADO DE RATO A ANFETAMINA

Tendo em conta os resultados anteriores, foi necessario averiguar qual dos
receptores, 5-HT.a ou 5-HTos estda a mediar a resposta contractil. Para isso, foram
realizadas curvas CR a anfetamina na auséncia (controlo, n=12), na presenca de 0,05
UM de RS 127445 (n=6) ou na presenca de 0,25 yM de RS 127445 (n=6), um
antagonista selectivo do receptor 5-HTos (Figura 21). Apesar de n&o ter havido
diferencas estatisticamente significativas em termos de Ens, houve um desvio para a
direita da curva CR da anfetamina na presenca da concentracdo mais selectiva de RS
127445 (antagonismo de tipo competitivo): com efeito houve uma diminuicdo
significativa da poténcia (p=0,012) entre a curva controlo (pECsy 5,48+0,17, n=8) e a

curva executada na presenca de 0,05 yM de RS 127445 (pECso 4,66+0,19, n=5), como
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€ possivel verificar na Tabela VI. Concluimos que ha envolvimento de receptores 5-

HT2g na resposta contractil do ileo isolado de rato a anfetamina.
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Figura 21 — Resposta contractil do ileo isolado de rato & anfetamina na auséncia (@, controlo), na
presenca de 0,25 uM de RS 127445 (<>) ou na presenga de 0,05 yM de RS 127445 (<); os resultados
estdo expressos em valores médios + S.E.M.; as barras verticais representam S.E.M.

Tabela VI — Respostas contracteis de segmentos de ileo de rato & anfetamina na auséncia, na presenca
de 0,05 uM de RS 127445 e na presencga de 0,25 uM de RS 127445.

PECso
Anfetamina 5,48+0,17
Anfetamina + 0,05 yM RS 127445 4,66+0,19 *
Anfetamina + 0,25 pM RS 127445 5,37+0,13

A~ O 00| S

pECso= logaritmo negativo da concentracdo molar de anfetamina capaz de induzir metade da contracg¢édo
maxima; n= numero de experiéncias; Os resultados estdo expressos em valores médios + S.E.M.; A
significAncia das diferencas estatisticas foi analisada pelo teste ANOVA seguido do teste de comparacdes
multiplas de Tukey. * p < 0,05 vs controlo.

Impunha-se agora realizar curvas CR a anfetamina na auséncia (controlo, n=10) e

na presenca de 1 yM de cetanserina (n=5), um antagonista selectivo dos receptores 5-
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HTopaec € confrontar mais uma vez com 0,05 uM de RS 127445 (n=6), concentracao
que alterou significativamente a curva CR da anfetamina (Figura 22). Mais uma vez
ndao houve diferencas significativas relativamente a efichcia da anfetamina na
presenca dos dois antagonistas, registando-se, no entanto, diferencas significativas
quanto a poténcia (pECs) (Tabela VII). A cetanserina induziu igualmente um desvio
para a direita da curva CR da anfetamina sem alteracdo da resposta méaxima
(antagonismo do tipo competitivo) o que pressupbe igualmente o envolvimento de

receptores 5-HToaoc Na resposta contractil do ileo isolado de rato a anfetamina.
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Figura 22 — Resposta contractil do ileo isolado de rato & anfetamina na auséncia (@, controlo), na
presenca de 0,05 yM de RS127445 (<>) ou na presenga de 1 M de cetanserina (A ); os resultados estdo
expressos em valores médios + S.E.M.; as barras verticais representam S.E.M.
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Tabela VIl — Respostas contracteis de segmentos de ileo de rato & anfetamina na auséncia e na presenca
de 0,05 uM de RS127445 ou na presencga de 1 yM de cetanserina.

PECso n
Anfetamina 5,38+0,14 6
Anfetamina + 0,05 yM RS127445 4,66+0,19 * 5
Anfetamina + 1 yM cetanserina 4,26+0,22 * 8

pECso= logaritmo negativo da concentracdo molar de anfetamina capaz de induzir metade da contracg¢édo
maxima; n= numero de experiéncias; os resultados estdo expressos em valores médios + S.E.M.; a
significAncia das diferencas estatisticas foi analisada pelo teste ANOVA seguido do teste de comparacdes
multiplas de Tukey. * p < 0,05 vs controlo.

6. EFEITO DO EPPTB NA RESPOSTA CONTRACTIL DO ILEO ISOLADO DE RATO A
ANFETAMINA E A TIRAMINA

Para averiguar o eventual envolvimento dos TARR1 na resposta contractil do ileo
isolado de rato a anfetamina, foram realizadas curvas CR a anfetamina na auséncia
(controlo, n=13) e na presenca de 1 (n=9) e 5 yM (n=10) de EPPTB, um antagonista
selectivo dos TAAR1 (Figura 23). Apenas com 5 yM de EPPTB se obteve um
antagonismo do tipo ndo competitivo com reducéo da resposta maxima de 20,5%, sem
desvio significativo para a direita (ANOVA, p=0,054), como é possivel concluir pelos

valores constantes na Tabela VIII.
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Figura 23 — Resposta contractil do ileo isolado de rato & anfetamina na auséncia (@, controlo), na
presenca de 1 uM de EPPTB (#) ou na presenca de 5 yM de EPPTB (#); os resultados estao expressos
em valores médios + S.E.M.; as barras verticais representam S.E.M.; a significancia das diferengas
estatisticas foi analisada pelo teste ANOVA seguido do teste de compara¢des multiplas de Dunnett. * p <
0,05 vs controlo.

Tabela VIIl — Resposta contracteis de segmentos de ileo de rato a anfetamina na auséncia e na presenca
de 1 yM de EPPTB ou na presenca de 5 uM de EPPTB.

Emax (%ACh) PECso n

Anfetamina 45,32+3,99 4,61+0,15 13
Anfetamina + 1 yM EPPTB 42,92+3,57 4,91+0,21 9
Anfetamina + 5 yM EPPTB 24,84+4,30 * 5,19+0,08 10

Emax=contraccdo maxima em % da contrac¢édo obtida com 100 M de ACh; pECso=logaritmo negativo da
concentragdo molar de anfetamina capaz de induzir metade da contraccdo méaxima; n=numero de
experiéncias; os resultados estdo expressos em valores médios + S.E.M.; a significancia das diferencas
estatisticas foi analisada pelo teste ANOVA seguido do teste de comparagbes multiplas de Dunnett. * p <
0,05 vs controlo.

Foram também realizadas curvas CR a tiramina na auséncia (controlo, n=13) e na
presenca de 5 yM de EPPTB (n=13) (Figura 24). Este protocolo experimental foi
realizado tendo em conta que a literatura aponta a tiramina como um agonista total dos

TAAR1. O EPPTB na concentracdo 5 yM também alterou significativamente a curva
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CR da tiramina, & semelhanca da anfetamina, tendo produzido um antagonismo do
tipo ndo competitivo com reducdo da resposta maxima de 10,3%, sem desvio
significativo para a direita (teste t de Student, p=0,994), como é possivel concluir pelos

valores constantes na Tabela IX.
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Figura 24 — Resposta contractil do ileo isolado de rato a tiramina na auséncia (@, controlo) e na presenca
de 5 uM de EPPTB (#); os resultados estdo expressos em valores médios = S.E.M.; as barras verticais
representam S.E.M.; a significancia das diferengas estatisticas foi analisada pelo teste t de Student. * p <
0,05 vs controlo.

Tabela IX — Resposta contracteis de segmentos de ileo de rato a tiramina na auséncia e na presenga de 5
UM de EPPTB.

Emax (%ACh) PECso n
Tiramina 33,03+2,40 4,80+0,47 13
Tiramina + 5 yM EPPTB 22,75+1,98 * 4,81+0,29 13

Emax= contraccdo maxima em % da contracg¢édo obtida com 100 M de ACh; pECsy= logaritmo negativo da
concentracdo molar de tiramina capaz de induzir metade da contraccdo maéaxima; n= numero de
experiéncias; os resultados estdo expressos em valores médios + S.E.M.; a significancia das diferengcas
estatisticas foi analisada pelo teste t de Student. * p < 0,05 vs controlo.
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7. EFEITO DA RITANSERINA NA RESPOSTA CONTRACTIL DO ILEO ISOLADO DE RATO A 5-HT

Tendo em conta o grupo de resultados que confirma o envolvimento de receptores
de 5-HT do tipo 5-HT, na resposta contractil de segmentos de ileo & anfetamina,
pretendeu-se estudar a resposta contractil dos mesmos a 5-HT exdgena. Foram, por
isso, realizadas curvas CR a 5-HT na auséncia (controlo, n=8) e na presenca de 1 yM
de ritanserina (n=8) (Figura 25). A ritanserina alterou de modo muito significativo a
resposta contractil do ileo a 5-HT, havendo uma reducdo do seu efeito maximo de
58%.
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Figura 25 — Resposta contractl do ileo isolado de rato a 5-HT na auséncia (@, controlo) e na presenca de
1 uM de ritanserina (M); os resultados estdo expressos em valores médios + S.E.M.; as barras verticais
representam S.E.M.; a significancia das diferengas estatisticas foi analisada pelo teste t de Student. * p <
0,05 vs controlo.

8. EFEITO DO RS 127455 NA RESPOSTA CONTRACTIL DO ILEO ISOLADO DE RATO A 5-HT

Um pouco a semelhanga do que foi realizado a nivel de protocolo experimental
com a anfetamina, foi também realizado com a 5-HT. Deste modo, foram efectuadas
curvas CR a 5-HT na auséncia (controlo, n=16) e na presenca de 0,05 yM de RS
127445 (n=10) ou na presenca de 0,25 uyM RS 127445 (n=6) (Figura 26).
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Relativamente aos resultados, ambas as concentragées do antagonista alteraram a
curva CR do agonista, tendo a concentracdo de 0,25 yM RS 127445 diminuido a
resposta contractil na 3% e 4% dose da curva e a concentracdo de 0,05 yM de RS
127445, na 4% e 5% dose. Tendo em conta que essas diferengas ocorreram nas doses
intermédias, calculou-se igualmente o pECs, para averiguar a possibilidade do desvio
para a direita da curva CR da 5-HT, isto é, de haver diminuicdo na poténcia da 5-HT
induzida pelo antagonista. No entanto, ndo houve diferencas estatisticamente
significativas nesse parédmetro como se pode constatar nos valores constantes na

Tabela X.
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Figura 26 — Resposta contractil do ileo isolado de rato a 5-HT na auséncia (@, controlo) e na presencga de
0,05 uM de RS 127445 (<) ou na presenca de 0,25 yM RS 127445 (< ); os resultados estdo expressos
em valores médios + S.E.M.; as barras verticais representam S.E.M.; a significancia das diferengas
estatisticas foi analisada pelo teste ANOVA seguido do teste de comparagdes multiplas de Tukey. * p <
0,05 vs controlo.
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Tabela X — Respostas contracteis de segmentos de ileo de rato a 5-HT na auséncia e na presenca de
0,05 yM de RS 127445 ou na presencga de 0,25 yM de RS 127445.

PECso n

5-HT 5,78+0,11 16

5-HT + 0,05 uM de RS 127445 5,60+0,14 10
5-HT + 0,25 uM de RS 127445 5,55+0,14 6

pECso= logaritmo negativo da concentragdo molar de 5-HT capaz de induzir metade da contracg¢édo
maxima; n= nimero de experiéncias; os resultados estdo expressos em valores médios + S.E.M.

9. EFEITO DA CETANSERINA E DO RS 127445 NA RESPOSTA CONTRACTIL DO iLEO
ISOLADO DE RATO A 5-HT

Novamente, & semelhanca do que foi realizado no estudo da anfetamina, foram
igualmente realizadas curvas CR a 5-HT na auséncia (controlo, n=16) e na presenca
de 0,05 yuM de RS 127445 (n=10) ou na presenca de 1 uM de cetanserina (n=6). Como
se constata na Figura 27, a cetanserina nao alterou a curva CR a 5-HT, excepto na
ultima dose, reduzindo a resposta maxima significativamente cerca de 32%. J& o RS
127445, diminuiu de forma significativa a resposta contractil do ileo de rato a 5% dose
da curva CR. Por esse motivo e pelo facto de se tratar de uma dose intermédia,
calculou-se o pECs, de forma a saber se o antagonista teria provocado um desvio para
a direita, indicativo de um antagonismo de tipo competitivo. Como consta na Tabela XI,
ndo se verificaram alteragcdes estatisticamente significativas da poténcia da 5-HT na

presenca dos dois antagonistas em estudo.
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Figura 27 — Resposta contractil do ileo isolado de rato a 5-HT na auséncia (@, controlo) e na presencga de
0,05 uM de RS 127445 (<) ou na presenga de 1 M de cetanserina (A); os resultados estdo expressos
em valores médios + S.E.M.; as barras verticais representam S.E.M.; a significancia das diferengcas
estatisticas foi analisada pelo teste ANOVA seguido do teste de comparagdes multiplas de Tukey. * p <
0,05 vs controlo.

Tabela Xl — Respostas contracteis de segmentos de ileo de rato a 5-HT na auséncia e na presencga de
0,05 yM de RS127445 ou na presenca de 1 uM de cetanserina.

PECso n

5-HT 5,71+0,10 16

5-HT + 0,05 uM de RS 127445 5,60+0,14 10
5-HT + 1 yM de cetanserina 5,80+0,21 6

pECso= logaritmo negativo da concentragdo molar de 5-HT capaz de induzir metade da contracg¢édo
maxima; n= nimero de experiéncias; os resultados estdo expressos em valores médios + S.E.M.

10. ESTUDOS HISTOLOGICOS E IMUNOHISTOQUIMICOS DOS SEGMENTOS DE ILEO DE RATO
WISTAR

Nas Figuras 28-31, estdo apresentadas seccdes representativas de segmentos de

ileo de ratos Wistar, que foram submetidos a técnicas histoquimicas e
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imunohistoquimicas. Como ja foi anteriormente referido no Capitulo 3 — Materiais e
Métodos, a imunoreactividade foi detectada utilizando a diaminobenzidina, conferindo
uma coloragdo acastanhada, enquanto que a hematoxilina foi utilizada como coloragao
de contraste para detectar os nucleos celulares que coram de purpura. O padrao da
imunoreactividade foi consiste em todas as sec¢bes obtidas do numero de amostras

recolhidas para estudo (4 ratos).

A micro-anatomia do ileo de rato visivel gracas a HE permitiu caracterizar as
camadas musculares lisas longitudinais e circulares, assim como as células

ganglionares poliédricas dos plexos submucoso e mientérico (Figura 28).

Para as marcagdes por imunohistoquimica, nomeadamente dos receptores 5-HToa
e 5-HT.s, foram utilizados como controlos positivos preparacbes sugeridas pelo
fabricante, nomeadamente células musculares lisas vasculares de artéria uterina
humana para o anticorpo contra o receptor 5-HT»s, onde este subtipo de receptor foi
farmacologicamente caracterizado (Fontes Ribeiro et al., 1991) e fundo de estdmago
de rato para o anticorpo contra o receptor 5-HTog, onde este subtipo de receptor foi
também farmacologicamente caracterizado (Baxter et al, 1994; Komada & Yano,

2007). Os resultados podem ser visualizados nas Figuras 29 A e B.

Quanto a localizacdo celular dos receptores 5-HTo,n e 5-HTog, verificou-se
imunoreactividade para o receptor 5-HT.,n e para o receptor 5-HT.,s em células
ganglionares do plexo mientérico e no plexo submucoso, mas ndo nas células
musculares lisas da camada circular ou longitudinal da parede intestinal (Figuras 30 e
31).
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10.1 MICRO-ANATOMIA DOS SEGMENTOS DE ILEO DE RATO

Figura 28 — ileo de ratos Wistar machos (A e B) de 8-10 semanas. H/E X400. Visualizacdo das camadas
e musculo liso longitudinal (1) e circular (2) e dos plexos mientérico (3) e submucoso (4).

10.2 LOCALIZAGAO CELULAR DOS RECEPTORES 5-HT,5 E 5-HT25 EM SEGMENTOS DE iLEO
DE RATO WISTAR

Figura 29 — Fundo de estémago de rato Wistar macho 8-10 semanas (A) e artéria uterina humana (B).
Técnica de imunohistoquimica: imunoreactividade ao receptor 5-HT,g X400 (A) e 5-HT,5 X200 (B), na
camada basal e em células musculares lisas vasculares, respectivamente.
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Figura 30 — ileo de rato Wistar macho de 8-10 semanas. (A) H/E X400; (B) Técnica de
imunohistoquimica: receptor 5-HTog X400 presente nas células ganglionares situadas no plexo mientérico
e submucoso da parede intestinal.

Figura 31 — fleo de rato Wistar macho de 8-10 semanas. (A) H/E X400; (B) Técnica de
imunohistoquimica: receptor 5-HT,a X400 presente nas células ganglionares situadas no plexo mientérico
e submucoso da parede intestinal.

11. ESTUDOS IN VIVvO — A INFLUENCIA DA ANFETAMINA NO COMPORTAMENTO ANIMAL E NA
FISIOLOGIA GASTROINTESTINAL

11.1 INFLUENCIA DA ANFETAMINA NO COMPORTAMENTO DE RATOS WISTAR

Como seria de esperar, os ratos que foram administrados com anfetamina tiveram
um comportamento estereotipado que comecou cerca de 5 minutos apds a injeccao
i.p. e durou cerca de 3 horas. O comportamento estereotipado incluiu o seguinte:
movimentacdo vertical (sobre as patas traseiras), lamber, cheirar, cabeca com
movimentos circulares, andar para tras, geralmente seguido por um periodo em que

gradualmente o animal perdia a funcao locomotora chegando a fase de exaustdo que
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podia durar cerca de 30 minutos a 1 hora. Ap6s o periodo de exaustdo, o rato
recuperava a funcdo locomotora de modo gradual. Foram também observadas
alteracbes a nivel fisico no animal, como edema no focinho, o pélo ericado e o globo
ocular mais saliente. E de notar ainda que os comportamentos estereotipados
observados nos ratos que foram submetidos a dose de 15 mg/Kg de anfetamina foram
aumentando de intensidade a medida que a temperatura corporal do animal
aumentava. ApOs atingido o pico de temperatura pelo grupo submetido ao farmaco,
comecava a fase de exaustdo. Na apresentacdo oral desta tese, irdo ser mostradas as
imagens videos captadas durante as experiéncias, nas quais sera possivel visualizar a

sucessao de comportamentos estereotipados.

11.2 MONITORIZAGAO DA TEMPERATURA

Como foi referido no capitulo anterior, foram realizadas medicGes de temperatura
antes e depois (a cada meia hora) da injec¢ao i.p. em ambos os grupos em estudo. Os
resultados traduzidos em diferenca de temperatura relativamente a temperatura antes
da injeccdo (i=0) estdo patentes no grafico da Figura 32. Houve diferencas
estatisticamente significativas entre o grupo de estudo submetido ao farmaco e o
grupo controlo até aos 90 minutos ap6s a administracdo das solugbes. Estes
resultados evidenciam o pico de hipertermia atingido pelos animais sujeitos a
anfetamina. Apds esse tempo, a temperatura corporal dos animais voltava a

temperatura basal (t=0).
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® Controlo (n=8)
® Anfetamina (n=7)

Diferenga de Temperatura (2C)
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Figura 32 — Diferenca de temperatura (relativamente a temperatura antes da injec¢édo t=0) em relagdo ao
tempo em minutos dos ratos controlo (®) e dos ratos sujeitos a 15 mg/Kg com anfetamina (®); os
resultados estdo expressos em valores médios + S.E.M.; as barras verticais representam S.E.M.; a
significancia das diferencas estatisticas foi analisada pelo teste t de Student. * p < 0,05 vs controlo.

11.3 ALTERAGCOES MACROSCOPICAS OBSERVADAS NA ANATOMIA DO TRACTO

GASTROINTESTINAL DE RATO 24 HORAS APOS ADMINISTRAGAO IN VIvo DE 15 MG/KG DE
ANFETAMINA

Foram observadas alteragdes macroscopicas ao nivel do sistema Gl como
evidenciam a Figura 33. Relativamente aos ratos salinos, os ratos que foram
submetidos ao farmaco tinham o ileo mais constrito e rosado, o mesentério mais
vascularizado, o cego com diminuicdo de volume e o estdmago, pelo contrario, com

aumento de tamanho.
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Figura 33 — Alteracdes macroscépicas observadas entre os diferentes grupos de ratos em estudo.
Diferengas relativamente ao rato anfetamina (A) e ao rato controlo (B) no cego; mesentério do rato
anfetamina (C) vs mesentério do rato controlo (D); ileo do rato anfetamina (E) com pormenor da
vasoconstricéo (E*) e ileo do rato controlo (F); estdmago do rato anfetamina (G).
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11.4 RESPOSTA CONTRACTIL DO ILEO ISOLADO DE RATO A ANFETAMINA E A 5-HT 24
HORAS APOS ADMINISTRAGAO IN Vivo DE 15 MG/KG DE ANFETAMINA

Com a finalidade de averiguar possiveis consequéncias da administracdo de
anfetamina na funcéo intestinal, estudou-se a resposta contractil dos ileos isolados,
quer de ratos controlo quer de ratos sujeitos a anfetamina, realizando-se curvas CR a
anfetamina e a 5-HT, 24 horas ap6s a administracdo de salino ou de 15mg/Kg de
anfetamina respectivamente. Os resultados foram traduzidos em % da contraccao
obtida com 100 uM de ACh e em mN de tensdo (Figuras 34 a 37). Relativamente a
curva CR a anfetamina, houve diferengas estatisticamente significativas nalgumas
doses da curva CR (72 e 8% dose), havendo diminuicao da resposta contractil (em mN
de tensdo) dos animais que foram sujeitos a anfetamina, ndo se tendo observado
alteracbes significativas quando os resultados sdo traduzidos em % da ACh.
Concluindo, ndao se observaram alteracbes da eficacia e poténcia (Tabela XlII) da

anfetamina.

Em relacdo a 5-HT observou-se uma tendéncia de aumento (diferengas
estatisticamente significativas na 3% e 4* dose da curva CR quando os resultados séo
traduzidos em % da ACh, mas nao em valores absolutos) da resposta contractil a este
agonista nos animais sujeitos a anfetamina, sem contudo alterar a poténcia da 5-HT,

como € possivel concluir dos resultados constantes na Tabela XIII.
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® Controlo (n=23)
® Anfetamina (n=24)
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Figura 34 — Respostas contrateis a anfetamina dos ileos isolados de ratos controlo (®, n=23) e de ratos
submetidos a anfetamina (®, n=24); os resultados estdo expressos em valores médios + S.E.M.; as
barras verticais representam S.E.M.; a significancia das diferencas estatisticas foi analisada pelo teste t
de Student. * p < 0,05 vs controlo

® Controlo (n=23)
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Figura 35 — Respostas contrateis a anfetamina dos ileos isolados de ratos controlo (®, n=23) e de ratos
submetidos a anfetamina (®, n=24) a anfetamina; os resultados estdo expressos em valores médios *
S.E.M.; as barras verticais representam S.E.M.
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Tabela XIl — Respostas contracteis a anfetamina de segmentos de ileo de ratos controlo e de ratos
injectados com anfetamina.

PECso n
Ratos controlos 4,89+0,16 18
Ratos anfetamina 5,05+0,23 18

pECso= logaritmo negativo da concentracdo molar de anfetamina capaz de induzir metade da contracg¢édo
maxima; n= nimero de experiéncias; Os resultados estao expressos em valores médios = S.E.M.

® Controlo (n=23)
® Anfetamina (n=24)
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Figura 36 — Respostas contrateis a 5-HT dos ileos isolados de ratos controlo (®, n=23) e de ratos
submetidos a anfetamina (®, n=24); os resultados estdo expressos em valores médios + S.E.M.; as
barras verticais representam S.E.M..
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® Controlo (n=23)
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Figura 37 — Respostas contrateis a 5-HT dos ileos isolados de ratos controlo (®, n=23) e de ratos
submetidos a anfetamina (®, n=24); os resultados estdo expressos em valores médios + S.E.M.; as
barras verticais representam S.E.M.; a significancia das diferencas estatisticas foi analisada pelo teste t
de Student. * p < 0,05 vs controlo

Tabela XIlll — Respostas contracteis a 5-HT de segmentos de ileo de ratos controlo e de ratos injectados
com anfetamina.

PECso n
Ratos controlos 6,31+0,13 22
Ratos anfetamina 6,28+0,14 23

pECso= logaritmo negativo da concentragdo molar de 5-HT capaz de induzir metade da contracg¢édo
maxima; n= nimero de experiéncias; os resultados estdo expressos em valores médios + S.E.M.

11.5 NiVEIS ESTRIATAIS TOTAIS DE DA E DOS SEUS METABOLITOS (DOPAC E HVA)

Os niveis de DA, DOPAC e HVA foram analisados nas amostras de estriado nos
dois grupos de animais 24 hora apds a administracdo do farmaco em estudo ou do
salino. A anfetamina produziu uma deplecdo estatisticamente significativa da DA

relativamente ao grupo controlo (656,41+29,83 vs 819,97+21,86 ng/mg de proteina;
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p=0,004) (Figura 38 A). Relativamente aos metabolitos da DA, a anfetamina néo

alterou de modo significativo os niveis proteicos de DOPAC e HVA (Figura 38 B e C)
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Figura 38 — Efeito da administracédo de anfetamina (n=5) (15 mg/Kg) nos niveis estriatais, totais de DA (A)
e dos seus metabolitos, DOPAC (B) e HVA (C); os animais controlo (n=5) foram injectados com NaCl
0,9%; os animais foram sacrificados 24 horas ap6s a administragédo; os resultados estdo expressos em
valores médios + S.E.M.; as barras verticais representam S.E.M.; a significancia das diferencas
estatisticas foi analisada pelo teste t de Student. * p < 0,05 vs controlo
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11.5.1 TURNOVER TOTAL DA DA (DOPAC+HVA/DA), INTRACELULAR (DOPAC/DA) E
EXTRACELULAR (HVA/DA)

O turnover total da DA (DOPAC+HVA/DA), foi calculado para tentar realizar uma
melhor caracterizagdo do impacto da anfetamina no metabolismo da dopamina e
consequentemente na neurotoxicidade dopaminérgica. Relativamente ao turnover da
dopamina intracelular (DOPAC/DA), este é indicativo de sintese e metabolismo
oxidativo intra-neuronal da DA, ja o furnover da dopamina extracelular (HVA/DA) pode
ser utilizado como um indicador do metabolismo da DA extraneuronal e libertacao de
DA. Nao houve alteragdes significativas quanto aos turnovers entre o grupo controlo e

0 grupo que foi injectado com anfetamina (Figura 39).
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Figura 39 — Efeito da administracdo de anfetamina (n=5) (15 mg/Kg) no turnover da dopamina
(DOPAC+HVA/DA) (A), no turnover da dopamina intracelular (DOPAC/DA) (B) e no turnover da dopamina
extracelular (HVA/DA) (C); os animais controlo (n=5) foram injectados com NaCl 0,9%; os animais foram
sacrificados 24 horas apés a administragéo; os resultados estao expressos em valores médios + S.E.M.;
as barras verticais representam S.E.M.
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11.6 NiVEIS ESTRIATAIS TOTAIS DE 5-HT E DO SEU METABOLITO 5-HIAA

Determinou-se igualmente os niveis estriatais de 5-HT (Figura 40), no entanto néo

foi detectada qualquer diferenca entre os grupos em estudo.
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Figura 40 — Efeito da administracdo de anfetamina (n=5) (15 mg/Kg) nos niveis estriatais, totais de 5-HT
(A) e do seu metabolito 5-HIAA (B); os animais controlo (n=5) foram injectados com NaCl 0,9%; os
animais foram sacrificados 24 horas ap6s a administracdo; os resultados estdo expressos em valores
médios + S.E.M.; as barras verticais representam S.E.M.
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Os estudos funcionais de contraccao dos segmentos de ileo isolado de rato
tiveram como principal objectivo a investigacdo dos mecanismos farmacologicos
subjacentes ao efeito da anfetamina a nivel Gl. Para tal, foi elaborada uma estratégia
metodoldgica que foi construida a medida dos resultados obtidos em cada protocolo
experimental. Esta facilidade em poder mudar de rumo quanto ao protocolo seguinte,
constitui uma grande vantagem dos estudos funcionais. Por outro lado, a manipulagao
da concentracdo efectiva do farmaco no ileo e a simplicidade da quantificacdo da
resposta do érgdo, fazem dos estudos farmacoldgicos in vitro muito mais vantajosos

relativamente a estudos in vivo.

A escolha do sexo dos animais utilizados nos estudos funcionais teve em conta o
facto das fémeas, em ciclos de dificil determinagcdo/previsdo, possuirem niveis
elevados de estrogénios que poderia alterar a resposta Gl de modo indirecto. Os
animais foram sacrificados por decapitacdo, sem qualquer tipo de anestesia prévia, no
sentido de evitar a interferéncia de farmacos anestésicos na contractilidade do érgéo.
A escolha do ileo (porcdo do intestino delgado mais préxima do cego) para estes
estudos funcionais teve em conta o facto deste ser considerando um modelo standard
para o estudo da ac¢ao farmacolbgica de compostos no intestino (Liu e Coupar, 1997).
Foram realizadas curvas CR de adi¢cGes independentes, pois em ensaios preliminares,
a contracgcao induzida pela anfetamina é uma contraccdo tipicamente fasica, nao
apresentando por esse mesmo motivo, um plateau estavel que permitisse a adicao
sucessiva de doses (curva CR cumulativa). Por outro lado, com curvas CR de adi¢cbes

independentes evita-se que haja esgotamento do érgéo.

Relativamente aos estudos in vivo realizados, a escolha do sacrificio as 24 horas
teve em conta que o intestino, sendo um 6rgao que esta sob um desgasto constante, é
também acompanhado por uma renovacao constante a nivel do epitélio, e por isso
seria improvavel verificar dano a nivel da fungao fisiolégica, caso o sacrificio fosse
realizado as 48 ou 72 horas. Por outro lado, a nivel da literatura cientifica, os estudos
in vivo que tém sido realizados e que tém como objectivo avaliar as repercussdes da
toma de anfetamina no SNC, tem como timeline as 72 ou mais horas (Fuller e

Hemrick-Luecke, 1980; Bowyer et al., 1998; Carvalho et al., 2012), fazendo com que o
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estudo de avaliagdo, por nés conduzido, quer das repercussdes centrais, quer das

repercussoes no funcionamento de 6rgaos periféricos, seja pioneiro na area.

As doses que foram escolhidas para a realizacdo das curvas CR a tiramina e a 5-
HT tiveram como base estudos realizados por outros grupos de investigadores
(Broadley et al., 2009; Herbert et al., 2008; McLean e Coupar, 1996 B; Briejer et al.,
1997; Tuladhar et al., 2002). Relativamente as curvas CR a anfetamina, a janela de
intervalo (1-6000 pyM) da concentracao efectiva no banho de érgdos teve em conta
estudos funcionais ja realizados por Broadley e colaboradores (2009) com TA (p-
tiramina e B-PEA) (Broadley et al., 2009). No que diz respeito ao estudo in vivo, foi
escolhida uma dose de anfetamina que mantivesse um compromisso entre uma taxa
de sobrevivéncia relativamente elevada mas que ao mesmo tempo tivesse um
significado terapéutico. A nivel terapéutico, as doses de anfetamina utilizada situam-se
entre 5 e 60 mg diarios (Wise et al., 2007). Um outro estudo que visava estudar as
doses terapéuticas da anfetamina na redistribuicdo vesicular utilizou a dose 15 mg/Kg
(Riddle et al., 2007). E por isso, tendo estas informagdées em consideracdo, a dose

escolhida para um primeiro estudo in vivo foi de 15 mg/Kg.

A anfetamina, a tiramina (1-6000 yM) e a 5-HT (0,1-60 pM) induziram contrac¢oes
dependentes da concentracdo em segmentos de ileo isolado de rato Wistar. O facto de
a anfetamina induzir contrac¢des dependentes da concentracdo permite realcar um
dos efeitos adversos descritos para este farmaco - a diarreia, sendo que este efeito

devera ser mais notdrio quanto maior a dose administrada.

Os estudos funcionais realizados serviram para tentar compreender o mecanismo
farmacolégico subjacente ao efeito contractil induzido pela anfetamina. Numa primeira
fase, e tendo em conta o que foi descrito na introdugcdo sobre os mecanismos
subjacentes a contraccéo intestinal, foi considerada a hipétese de um reforgo da accéo
da ACh a nivel pbs-sinaptico por parte da anfetamina. Nesse sentido, foi utilizado a
atropina, um antagonista ndo selectivo dos receptores muscarinicos, permitindo
bloquear todos os receptores existentes nas preparagcdes de ileo de rato. A atropina
nao alterou as curvas CR a anfetamina, excluindo, por isso, o envolvimento dos

receptores muscarinicos no mecanismo contractil do farmaco em estudo.
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Foi também necesséario estudar a interferéncia da anfetamina na componente
histaminérgica intestinal. Para isso foram realizadas curvas CR na auséncia e na
presenca de mepiramina, um antagonista/agonista inverso dos receptores H;. Apenas
foi analisado este tipo de receptor por este estar descrito no musculo liso e mediar a
sua contraccdo. Tendo em conta os resultados obtidos, em que n&o houve alteracbes
na curva CR a anfetamina, o envolvimento da histamina ou do mecanismo de traducao

de sinal associado ao receptor H; foi excluido.

Estando as componentes histaminérgica e colinérgica excluidas, tornou-se
imperativo estudar a componente serotoninérgica, uma vez que a actividade intestinal
apresenta essa forte componente. Tendo em conta a distribuicdo dos tipos e subtipos
de receptores da 5-HT descritos em intestino, excluiram-se os receptores 5-HTs e 5-
HTe, por estes ndao se encontrarem descritos no tracto Gl e os receptores 5-HT, e 5-
HT,, por promoverem o relaxamento intestinal, direcionando-se os estudos funcionais
para os receptores 5-HT.. Por um lado, os recursos disponiveis ndo permitiram fazer
um screening mais pormenorizado, por outro lado, estudos imunohistoquimicos
realizados por outra colega do grupo revelaram auséncia de marcagcao dos receptores
5-HT,5 e 5-HTp nas camadas musculares e plexos nervosos em cortes histolégicos de
ileo de rato Wistar, espécie animal igualmente utilizada neste estudo (Henriques,
2011). Deste modo, avaliamos a intervencao dos dois subtipos dos receptores 5-HT,,
0s 5-HT,a € 0s 5-HT.s (0s receptores 5-HToc como ja referido na introdugdo tém
apenas uma localizacdo central) na resposta contractii a anfetamina através de

estudos funcionais e estudos imunohistoquimicos.

Foi, em primeiro lugar, utilizado um antagonista ndo selectivo para os receptores
5-HT,, a ritanserina (pKi=8,8 para receptores 5-HT.a; pKi=8,3 para receptores 5-HTg;
pKi=8,9 para receptores 5-HT,c) (Baxter et al, 1995). Os resultados obtidos foram,
sem margem para dividas, muito claros quanto a reducédo significativa da resposta
contractii do ileo a anfetamina induzida pela ritanserina, o que evidencia o
envolvimento de receptores 5-HT,. Alids, na ultima dose da curva CR a ritanserina
induziu inclusive a anulacdo do ténus basal caracteristico deste 6rgao de cerca de
10% da contraccdo obtida com 100 yM de ACh. De forma a ficar claro, que esta
diminuicdo na contracgcdo ndo se tratava na realidade, de uma activagao de receptores
a-adrenérgicos que no intestino tém uma accéo inibitéria, potenciando dessa forma um

relaxamento, foram também realizadas curvas CR na auséncia e na presenca de
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prazosina, um antagonista selectivo dos receptores ail-adrenérgicos, e na presenca,
em simultdneo, de prazosina e ritanserina. De facto, a anulagcédo do ténus basal tanto
poderia traduzir a ndo selectividade da ritanserina para receptores serotoninérgicos,
como poderia traduzir o mecanismo de accgao classico atribuido a anfetamina, com
indugcdo da libertacdo de catecolaminas nas doses mais altas da curva CR e
consequente relaxamento por activacdo de receptores adrenérgicos, sobretudo na
presenca da anulacdo da componente contractii mediada por receptores 5-HT,.. A
presenca da prazosina por si s6 potenciou de forma significativa a contrac¢do do ileo
reforcando a ideia de que o bloqueio de mecanismos adrenérgicos inibitorios potencia
a acgao excitatéria/contractil da anfetamina. No entanto, a adicdo de prazosina nao
alterou a curva CR a anfetamina na presenca de ritanserina o que reitera a
selectividade deste ultimo antagonista para receptores serotoninérgicos. Tendo em
conta estes resultados, foi necessario averiguar qual o subtipo do receptor 5-HT, que
estaria envolvido na resposta contractil do érgédo a anfetamina, e nesse sentido, foram
realizadas curvas CR na presenca de cetanserina, um antagonista selectivo dos
receptores 5-HT.a € 5-HToc (pKi=8,9 e 7,0, respectivamente) (Baxter et al.,, 1995) e na
presenca de 0,05 yM e 0,25uM de RS 127445, antagonista selectivo dos receptores 5-
HT.s (pKi=9,5 para receptores 5-HT»g vs pKi=6,3 para receptores 5-HT,s) (Bonhaus et
al., 1999; Andrade et al., 2012). Nao houve diferencas significativas relativamente a
eficdcia (Emax) da anfetamina na presenca dos dois antagonistas, registando-se, no
entanto, reducdo significativa da poténcia (pECso), isto €, um antagonismo de tipo
competitivo. Tanto o RS 127445, na sua concentracdo mais selectiva (0,05 yM), como
a cetanserina induziram um desvio para a direita da curva CR da anfetamina sem
alteracao da resposta maxima, o que pressupde o envolvimento de receptores 5-HToa

e de receptores 5-HT,g na resposta contractil do ileo isolado de rato a anfetamina.

Os protocolos para a caracterizacdao do receptor serotoninégico envolvido na
resposta contractil do ileo de rato a anfetamina foram igualmente executados com o

agonista total desses receptores, a 5-HT.

A ritanserina alterou de modo muito significativo a resposta contractil do ileo a 5-
HT ex6gena, havendo uma reducdao do seu efeito maximo de 58%. Foram ainda
realizadas curvas CR a 5-HT exdgena na presenca do RS 127445 nas duas
concentragbes acima ja referidas. Embora se tenham observado reducdes

significativas na resposta contractil a anfetamina em doses intermédias das curvas CR
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com ambas as concentracbes do antagonista ndo se observaram diferencas
significativas na actividade intrinseca (Ena) da 5-HT nem na poténcia (pECsy) da
mesma. Relativamente a cetanserina, esta alterou significativamente a resposta

méaxima a 5-HT néao tendo alterado a poténcia do agonista nesta preparacéo.

Os estudos imunohistoquimicos corroboraram os resultados dos estudo funcionais
uma vez que revelaram imunoreactividade para o receptor 5-HT.a € para o receptor 5-
HT.s em células ganglionares do plexo mientérico e do plexo submucoso, mas n&o nas
células musculares lisas da camada circular ou longitudinal da parede intestinal. A
sobreposicdo local dos dois subtipos de receptores leva-nos a colocar duas hipéteses:
ou se trata do mesmo receptor ou ha co-localizagdo de ambos os receptores. De facto
nao foi observado um efeito somatério na reducéo da resposta contractil a anfetamina
e a 5-HT na presenca de ambos os antagonistas, cetanserina e RS 127445,
(resultados ndo apresentados), mas a ritanserina, antagonista nao selectivo, teve um
efeito substancialmente maior que cada um dos antagonistas selectivos utilizados

individualmente.

Assim, tendo em conta que 0 mecanismo da anfetamina envolve a componente
serotoninérgica, foi proposta que aquela poderia interferir com a libertacdo endbgena
de 5-HT a partir das células EC, uma vez que estas sao o principal armazém de 5-HT
no sistema Gl. O que poderia estar a acontecer com 0s antagonistas utilizados é que
estes poderiam estar a antagonizar a resposta contractii a 5-HT endbgena, cuja
libertacdo é estimulada pela anfetamina ao nivel das células EC. A literatura sugere
que a 5-HT possui um papel importante na fisiopatologia do sistema Gl, por exemplo
na sindrome do intestino irritavel, as perturbagdes na funcionalidade das células EC e
na sinalizagdo da 5-HT afectam de modo directo e indirecto as fungbes secretora e
motora intestinais, podendo levar a ocorréncia de diarreia ou obstipacdo (Crowell,
2004; Sikander et al., 2009). Deste modo pretendeu-se avaliar o efeito da
desgranulacao das células EC por parte da anfetamina, tendo presente a capacidade
da anfetamina de interferir com o VMAT-2. Assim, foram realizadas curvas CR a
anfetamina na auséncia e na presenca de uma pré-incubacdo com 100 yM de
reserpina (Henriques, 2011), um inibidor do transportador vesicular de monoaminas
cujo efeito se traduz na diminui¢do da pool vesicular das células EC. Tendo em conta
os resultados obtidos com reserpina em que se verificou uma diminui¢do significativa

da resposta contractil em todas as doses da curva CR a anfetamina, pode-se concluir
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que realmente a anfetamina provoca a libertacdo de 5-HT enddgena a partir de células
EC. Foram também realizadas curvas CR a anfetamina na auséncia e na presenca de
fluoxetina, um inibidor selectivo da recaptacdo de 5-HT. Houve também reducéo da
resposta maxima a anfetamina, o que evidencia a importancia do SERT na acc¢éo da
mesma. Estes resultados vieram reforcar a ideia da importancia da 5-HT endbégena na

resposta contractil do ileo de rato a anfetamina.

Tendo em consideracado a recente possibilidade das células EC possuirem na
membrana receptores especificos (acoplados a proteina G e adenil ciclase positivos)
para as TA, que induzem a libertacdo de 5-HT (Kidd et al., 2008) e em colaboracgao
com a La Roche, foi possivel testar o antagonista selectivo dos receptores TAAR1, o
EPPTB. Foram por isso realizadas curvas CR a anfetamina e a tiramina (agonista total
dos receptores TAAR1) na auséncia e na presenca do antagonista. Houve,
efectivamente, diminuicdo da resposta maxima a tiramina e a anfetamina quando o
antagonista foi utilizado na concentracdo de 5 yM. Tendo em conta estes resultados,
os receptores TAAR1 podem realmente intervir na resposta contractil do ileo de rato a
anfetamina. Mais ainda, tendo presente que os TAAR1 sao intracelulares (ver
Introducéo), a fluoxetina, inibidor do SERT, podera ter inibido o acesso da amina ao
compartimento intracelular impedindo sua acgao. Assim é possivel que a anfetamina
actue directamente nas células EC activando esses receptores e que posteriormente
haja a libertagcdo de 5-HT, corroborando a importancia destas células na resposta
contractil do 6rgdao a anfetamina. Neste caso, seria imperativo saber a localizagcao
celular destes receptores, no entanto, o impedimento financeiro constituiu uma grande

limitac&o nesse sentido.

Com o intuito de avaliar o impacto da administracdo in vivo de anfetamina na
funcdo intestinal foi estudada a resposta contractil do ileo isolado de rato, 24 horas
ap6s a administracdo de anfetamina, bem como o impacto no comportamento do

animal e sua neurotoxicidade.

Relativamente aos estudos in vivo realizados, a variacdo da temperatura do animal
sujeito a anfetamina ao longo do tempo parece ter tido um papel fundamental quanto
ao comportamento que o mesmo apresentou. E necessario referir que a temperatura
ambiente da sala onde foram realizados os estudos in vivo, foi controlada para que

nao houvesse a variavel da temperatura ambiente. A temperatura foi mantida nos 22°C
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(como recomendado pela Charles River). Ap6s a administracdo do farmaco, o animal
que foi injectado com a solugcdo salina de anfetamina, comecou a ter um
comportamento estereotipado. A medida que a temperatura corporal do animal ia
aumentado, esse comportamento estereotipado exacerbava-se. Quando o pico de
hipertermia era atingido, o animal entrava numa fase de exaustdo em que,
gradualmente, a actividade locomotora ia diminuindo até a fase em que o animal ja
nao demonstrava qualquer actividade. Geralmente, a fase de exaustdo demorava o
mesmo tempo que demorava a temperatura corporal a atingir novamente a
temperatura basal. Relativamente aos comportamentos estereotipados que ja foram
referidos no Capitulo 4 — Resultados, eles vao ao encontro do que ja tinha sido
verificado por outro grupo de investigadores (Curzon et al., 1979). Curiosamente, estes
comportamentos estereotipados também ja foram observados em roedores aos quais
tinha sido injectada B-PEA (Grandy, 2007).

As alteracbes macroscopicas observadas na cavidade abdominal dos ratos do
grupo da anfetamina relativamente ao grupo controlo foram muito visiveis. O tamanho
do cego, assim como 0 seu conteudo, diminuiu drasticamente; o estémago aumentou
de volume; o ileo encontrava-se mais constrito e mais rosado e a vasculatura
mesentérica mais proeminente. Quanto a constricdo do ileo, esta observacéo vai ao
encontro do que ja tinha sido referido no Capitulo 1 — Introduc&o, em que a anfetamina
tem um efeito contractil no 6rgdo em estudo (Broadley et al., 2009), dai a constricao
basal que o érgédo apresentava. Assim, a maior contratilidade do ileo podera ter
favorecido a motilidade intestinal fazendo com que o conteldo intestinal fosse mais
rapidamente expulso do organismo, razdo pela qual o cego apresentava um volume
tdo reduzido comparativamente com o volume do cego dos ratos controlo. Deste
modo, a maior contratilidade intestinal pressupde maior efluxo de sangue pelas
artérias mesentéricas de modo a que haja sempre disponibilidade de substancias
necessarias a contracgéo intestinal, resultando numa maior vascularizagéo a nivel do

mesentério.

Para averiguar se houve alteracbes quanto a resposta contractil do ileo, foram
realizadas curvas CR a anfetamina e a 5-HT. Nao tendo havido alteracées na poténcia
da anfetamina e 5-HT (pECsy) observou-se uma tendéncia para aumento da eficacia
da 5-HT e reducdo da mesma para a anfetamina. Este aumento na resposta contractil

do ileo a 5-HT pode ser explicado pela maior vascularizagao e maior constricao basal
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ja existente, potenciando nesta forma a contratiidade do érgdo. Ja no caso da
resposta contractii do ileo a anfetamina, a diminuicdo da contraccdo pode ser
explicada pelo facto do érgéo ja se encontrar constrito. Segundo a literatura, caso a
actividade entérica seja pronunciada, a anfetamina pode ter um efeito oposto, ou seja,
diminuir a actividade entérica e deste modo causar obstipacdo (Goodman e Gilman,
2007). Desta forma, o facto do ileo j& se encontrar com actividade entérica

pronunciada, a resposta contractil diminuiu.

Ainda relativo aos estudos in vivo, os estriados que foram recolhidos aquando do
sacrificio dos animais, foram utilizados para a quantificacdo de dopamina e 0s seus
metabolitos (DOPAC e HVA) e de 5-HT e do seu metabolito 5-HIAA. Os marcadores
bioquimicos de neurotoxicidade incluem a diminuicdo dos niveis de monoaminas
assim como dos seus maiores metabolitos (Carvalho et al., 2012). Houve apenas uma
diminuicdo estatisticamente significativa no nivel estriatal total de dopamina. Isto
querera dizer que provavelmente os mecanismos subjacentes a neurotoxicidade foram
activados. Posto isto, a dose terapéutica administrada de 15mg/Kg de anfetamina,
embora tenha sido suficiente para causar alteracbes neuroquimicas, nao induziu

alteracdes funcionais significativas a nivel periférico.
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Capitulo 6 Conclusdes e Perspectivas Futuras

A anfetamina é um farmaco utilizado no tratamento da narcolepsia, ADHD e
também utilizado como anorexiante. O abuso deste farmaco esta associado a efeitos
adversos a nivel neuroldgico, psiquiatrico e cardiovascular. No entanto, os efeitos da
anfetamina tracto Gl s&o imprevisiveis. Nesse sentido, este trabalho procurou
compreender o0s mecanismos farmacolégicos subjacentes a esses efeitos
imprevisiveis induzidos pela anfetamina, através de estudos funcionais de contracgcao
de masculo liso de ileo de rato, de estudos in vivo e de estudos
histoquimicos/imunohistoquimicos. Os resultados obtidos nos estudos funcionais em
ratos Wistar excluem a possibilidade de um mecanismo muscarinico assim como o
envolvimento da histamina ou do mecanismo de traducdo de sinal associado ao
receptor Hy, no mecanismo de contracc¢ao intestinal induzido pela anfetamina. Sugere-
se 0 envolvimento dos receptores 5-HT.a, 5-HT2s € TAAR1. Mais ainda, propéem-se
que a anfetamina possa desencadear a libertagdo de monoaminas a partir das células
EC. Os estudos histoquimicos e imunohistoquimicos revelaram imunoreactividade a
receptores 5-HT,5 € 5-HTo5 em células ganglionares do plexo mientérico e submucoso,
mas nao nas células musculares lisas da camada circular ou longitudinal da parede
intestinal. Assim sendo, ndo se pode descartar a hipétese de um terceiro interveniente
(que ndo a ACh e a histamina) neste mecanismo, libertado a partir das células
ganglionares e que actue em receptores especificos nas células musculares lisas.
Relativamente aos estudos in vivo, a tendéncia que existe na diminuicdo da resposta
contractil a anfetamina do ileo isolado de rato previamente injectado com 15 mg/Kg de
anfetamina, enfatiza que os efeitos associados a toma da anfetamina sao
imprevisiveis e dependem da contraccédo basal do 6rgdo. Conclui-se também que o
pico de hipertermia observado tem um papel fundamental no seu comportamento
estereotipado e que embora a dose terapéutica administrada tenha sido suficiente para
causar algum nivel de neurotoxicidade a nivel central, ndo induziu altera¢des

funcionais significativas a nivel periférico.

No futuro, sera imperativo a realizacao de estudos
histoquimicos/imunohistoquimicos para averiguar a localizagdo celular dos TAAR1. O
desenvolvimento de estudos moleculares que permitam identificar o mecanismo
bioquimico intestinal da anfetamina seria, igualmente, um bom complemento a este

trabalho. Serad também necessario realizar novamente estudos in vivo,
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preferencialmente administrando o farmaco oralmente (através de gavagem), de forma
a mimetizar a toma do farmaco em humanos, e fazendo o sacrificio dos animais as 48
e 72 horas de modo a verificar possiveis alteracGes fisiofarmacoldgicas intestinais ao
longo do tempo, a semelhanca do que esta descrito a nivel central (Bowyer et al.,
1998).
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