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RESUMO

Feniletilaminas s3o uma ampla e diversa classe de compostos que incluem neurotransmissores,
hormonios, estimulantes, alucindgenos, anorexigenos, broncodilatadores e antidepressivos.
Muitos desses compostos estdo presentes em suplementos alimentares com o objetivo de
melhora de condicionamento fisico e emagrecimento. O trato gastrintestinal ¢ o primeiro
sistema de Orgdos expostos a esses compostos apds ingestdo oral e pouco se sabe sobre seus
efeitos fisiologicos nesses 6rgaos. Assim, o objetivo do presente trabalho foi estudar os efeitos
das feniletilaminas p-feniletilamina (B-PEA), octopamina, 1-4-metilfeniletilamina (1-4-
MPEA), 2-metoxi-1-feniletilamina (2-M-PEA), 1-metil-1-feniletilamina (1-M-1-PEA) e B-
metilfeniletilamina (B-MPEA) em aspectos motores do trato gastrintestinal de ratos. Para tanto,
foram utilizados ratos Wistar pesando 250 — 300 g. Para avaliacao da contratilidade dos tecidos
isolados do trato gastrintestinal foram utilizados os tecidos de fundo de estomago, intestino
delgado proximal, medial e distal e colon distal. Foi utilizado sistema de banho para tecidos
isolados conectados a transdutores de forca para a captagdo das contragdes isométricas. A
verificacao dos efeitos das feniletilaminas B-MPEA e octopamina na motilidade gastrintestinal
de liquidos foi realizada mediante a técnica de dilui¢ao de corante. Em tecidos de fundo gastrico
sob tonus de repouso as feniletilaminas 3-PEA, B-MPEA e 1-M-1-PEA apresentaram perfil de
resposta contraturante. Ja a octopamina apresentou resposta relaxante significativa. Nos tecidos
intestinais, a 1-M-1-PEA foi a Unica a apresentar resposta contraturante em todos os tecidos
intestinais. B-PEA e 2-M-PEA apresentaram resposta relaxante em todas as por¢des do intestino
delgado e a octopamina apresentou resposta relaxante em todas as porgdes intestinais e do
colon. Em tecidos de fundo de estdmago pré-contraidos com CCh, todas as feniletilaminas
promoveram efeitos relaxantes. Tal resposta também foi vista em todos os tecidos intestinais,
com excecao da 1-M-1-PEA na porcao distal do colon. Por fim, foi demonstrado em tecidos de
fundo gastrico, que B-MPEA e octopamina apresentaram efeitos distintos. Os efeitos
excitatorios promovido pela B-MPEA parece resultar da ativagao de receptores 5S-HT (5A ¢ 6).
J& seu efeito relaxante ocorreu por uma via ainda nao identificada. Por sua vez, a octopamina
promoveu apenas efeitos relaxantes com provavel envolvimento dos receptores 5-HTse TA;.
O perfil predominantemente inibitorio da octopamina foi efetivo em retardar o transito

gastrointestinal em ratos.

Palavras-chave: Feniletilaminas. Trato gastrointestinal. Motilidade gastrointestinal.



ABSTRACT

ACUTE EFFECTS OF PHENYLETHYLAMINES IN RAT GASTROINTESTINAL
MOTILITY
Phenylethylamines are a broad and diverse class of compounds that include neurotransmitters,
hormones, stimulants, hallucinogens, anorectics, bronchodilators, and antidepressants. Many of
these compounds are present in dietary supplements with the aim of improving physical fitness
and weight loss. The gastrointestinal tract is the first organ system exposed to these compounds
after oral ingestion and little is known about their physiological effects on these organs. Thus,
the aim of the present work was to study the effects of the following phenylethylamines: -
phenylethylamine (B-PEA), octopamine, 1-4-methylphenylethylamine (1-4-MPEA), 2-
methoxy-1-phenylethylamine (2-M-PEA), 1-methyl-1-phenylethylamine (1-M-1-PEA) and B-
methylphenylethylamine (B-MPEA) in the motor aspects of the gastrointestinal tract of rats. For
this, male Wistar rats weighing 250 — 300 g were used. To assess the contractility of isolated
gastrointestinal tract tissues we tested the stomach fundus, proximal, medial and distal small
intestine and distal colon tissues. A bath system for isolated tissues connected to force
transducers was used to capture isometric contractions. The verification of the effects of
phenylethylamines B-MPEA and octopamine on the gastrointestinal motility of liquids was
carried out using the dye dilution technique. In tissues of the gastric fundus under resting tone,
the phenylethylamines B-PEA, B-MPEA and 1-M-1-PEA presented a contracting response
profile. Octopamine, on the other hand, showed a significant relaxing response. In intestinal
tissues, 1-M-1-PEA was the only one to present a contracting response in all intestinal tissues.
B-PEA and 2-M-PEA and octopamine had a relaxing response in all portions of the small
intestine, but octopamine also presented a relaxing response of the colon. All
phenylethylamines promoted relaxing effects in carbachol pre-contracted stomach fundus
tissues. Such response was also seen in all intestinal tissues, except for 1-M-1-PEA in the distal
portion of the colon. Finally, it was demonstrated that f-MPEA and octopamine had distinct
effects in tissues of the gastric fundus. The excitatory effects promoted by B-MPEA appear to
result from the activation of 5-HT receptors (5A and 6). Its relaxing effect occurred through an
as-yet-unidentified pathway. In turn, octopamine only promoted relaxing effects with a
probable involvement of 5-HT4 and TAI receptors. The predominantly inhibitory profile of

octopamine was effective in delaying gastrointestinal transit in rats.

Keywords: Phenylethylamines. Gastrointestinal Tract. Gastrointestinal Motility.
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1 INTRODUCAO

1.1 Feniletilaminas

Feniletilaminas s3o uma ampla e diversa classe de compostos que incluem
neurotransmissores, hormonios, estimulantes, alucindgenos, anorexigenos, broncodilatadores e
antidepressivos (KHAN et al., 2012). A ocorréncia natural desses compostos comumente se da
a partir do aminoacido fenilalanina sob acdo de enzimas descarboxilases (BERRY et al., 2017).
J4 as formas sintéticas sdo derivadas da B-feniletilamina (figura 1A), nas quais a natureza do
grupo substituinte e o local da substituicao tém grande efeito na atividade do composto formado

(figura 1B) (KHAN et al., 2012).

Figura 1 — Estrutura molecular da B-feniletilamina e os locais de substituigdo mais comuns

em sua estrutura quimica

NH,

p-feniletilamina

Fonte: elaborada pelo autor.

R = locais de substituigdo na molécula

1.1.1 Aminas Traco (Feniletilaminas fisioldgicas)

As pesquisas € o interesse nos compostos enddgenos agora conhecidos como
aminas traco datam de pelo menos 150 anos atras (GAINETDINOV et al., 2018). As aminas
traco classicas sao a B-feniletilamina (B-PEA), a tiramina, a octopamina e a triptamina (Figura
2). O termo amina traco foi adotado por conta de sua baixa concentracdo (< 10 ng/g tecido) o
que € pelo menos 100 vezes menor do que a concentragdo de aminas biogénicas classicas como

a dopamina, a epinefrina, a norepinefrina e a serotonina (BOULTON, 1974). As aminas trago
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historicamente foram também citadas na literatura como falsos transmissores (KOPIN et al.,
1964), micro aminas (BOULTON, 1976), e feniletilaminas ndo catecolicas (MOSNAIM et al.,
1985).

Figura 2 — Aminas traco cléassicas

NH, NH,

HO

p-Feniletilamina Tiramina

OH H
N

NH,
/

NH,

HO
Octopamina Triptamina

Fonte: elaborada pelo autor.

Essas aminas sdo estruturalmente proximas das aminas biogénicas classicas
dopamina, norepinefrina, epinefrina e serotonina (GRANDY, 2007) (Figura 3). Em conjunto,
as aminas trago formam uma colecdo de compostos aromaticos alifaticos quimicamente
relacionados, de baixo peso molecular, de ocorréncia natural e com potentes agdes
simpatomiméticas (GAINETDINOV et al., 2018). Além da similaridade estrutural, as aminas
traco sdo semelhantes as aminas biogénicas em relagdo a sintese, localizacdo celular,
distribuicdo anatomica, degradacdo e eliminagdo (BOULTON & WU, 1972; WU &
BOULTON, 1973). E ainda, essas aminas também sdo estruturalmente préximas dos compostos
feniletilaminicos sintéticos, tais com a anfetamina e varios de seus analogos (CHO & SEGAL,

1994).
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Figura 3 — Aminas biogénicas cldssicas

OH
HO NH, HO NH,
HO HO
Dopamina Noradrenalina
I[_& on
HO HN,
/ o
HO NH,
HO
Serotonina Adrenalina

Fonte: elaborada pelo autor.

1.1.1.1 Descoberta das aminas trago e de seus receptores TAARs

A amina aromatica B-feniletilamina (B-PEA), de formula molecular (CsH11N), ¢ a
feniletilamina de estrutura mais simples e a mais estudada das aminas traco, e considerada o
protétipo da classe (REESE et al.,, 2007; GRANDY, 2007). A primeira vez em que um
composto com essa composi¢do foi mencionado data de 1876 na busca e no esfor¢o do
entendimento dos processos de putrefacdo e fermentacdo em que Nencki, contemporaneo de
Louis Pasteur, isolou a f-PEA de gelatina em decomposi¢do (GRANDY, 2007).

Nos anos seguintes, relatos apontaram que a B-PEA poderia ser produzida por
descarboxilagdo do aminoacido fenilalanina pela a¢ao de bactérias na decomposicdo de
matérias organicas em condi¢gdes anaerdbicas (LINDEMANN & HOENER, 2005; GRANDY,
2007). Atualmente, sabe-se que a B-PEA pode ser encontrada em variadas concentragdes em
outros produtos de fermentagdo, tais como, queijos, vinhos e cervejas (DA PRADA et al., 1988;
SKERRITT et al., 2000). A B-PEA pode ser isolada de diversas espécies de plantas como as do
género Acacia, o que confere a elas a habilidade de afugentar animais predadores (SMITH,

1977, KAWANO et al, 2000).
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Durante o inicio do século XX, a B-PEA ja era bem aceita como um subproduto
oriundo de processos de fermentacio (BRANCHEK & BLACKBURN, 2003). Contudo, suas
propriedades bioldgicas ainda eram incertas at¢ 1906 com a demonstracdo de que extratos
organicos da putrefagdo de carne de cavalo causava aumento pronunciado na pressao sanguinea
arterial (GRANDY, 2007). Em 1909, B-PEA e tiramina foram purificadas e isoladas pela
primeira vez, também a partir da putrefacdo de matéria organica, ¢ quando injetadas por via
intravenosa causavam um rapido aumento na pressao arterial (BARGER & WALPOLE, 1909;
BARGER, DALE, 1905). Apesar do conhecimento de quimicos sobre a presenca da B-PEA e
tiramina em matérias organicas em decomposicao € extratos de cereais contaminados com
fungos, s6 a partir dos trabalhos pioneiros de Barger, Walpole, Dale, Clark e Dixon ¢ que -
PEA e tiramina puderam ter revelados seus efeitos simpatomiméticos (LINDEMANN et al.,
2005; GRANDY, 2007). A octopamina, outra amina traco, foi sintetizada pela primeira vez
em 1910 (GRANDY, 2007). contudo, s6 em 1952 foi identificada como um constituinte
oriundo da glandula salivar do Octopus vulgaris, passando a se chamar octopamina
(ERSPAMER, 1952).

Apesar do interesse nos efeitos desses compostos feniletilaminicos e na detecgao
de sua presenga em varias espécies de animais vertebrados e plantas, maiores destaques foram
dados aos estudos das monoaminas classicas, como a noradrenalina, adrenalina, dopamina e
serotonina (BERRY, 2004). Com o passar dos anos, junto com o crescimento da utiliza¢ao de
drogas psicotropicas nos anos 1960, como a anfetamina e derivados, e devido a semelhanga
estrutural com esses compostos, o interesse nas aminas trago reapareceu (BORISON et al.,
1975; JANSSEN et al., 1999). Pesquisas passaram a caracterizar as aminas traco como
biomarcadores de doengas psiquiatricas. Historicamente, as aminas trago estdo relacionadas
com doengas psiquicas como esquizofrenia e depressao (WOLF & MOSNAIM, 1983; SZABO
et al.,, 2001; BERRY, 2017). Contudo, a falta de um alvo especifico para esses compostos
diminuiu o interesse nesse tema (PEI et al., 2016).

O interesse nas aminas trago ressurgiu de forma mais contundente com a descoberta
de receptores seletivos para esses compostos por dois grupos de pesquisadores distintos no ano
de 2001 (BOROWSKY et al., 2001; BUNZOW et al., 2001). Esses receptores, denominados
de receptores associados as aminas traco (TAAR), sdo do tipo acoplados as proteinas Gas com
producdo intracelular do segundo mensageiro AMP ciclico (AMPc) pela estimulagdo da
adenilato ciclase (BERRY et al, 2017). As aminas traco foram os primeiros compostos

enddgenos caracterizados como agonistas do TAART (BOROWSKY et al., 2001).
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A partir desse ponto, a nomenclatura utilizada para os receptores de aminas trago
ao longo do presente trabalho serd (TA1), a qual € preconizada pela International Union of Basic

& Clinical Pharmacology (IUPHAR) (MAGUIRE et al., 2009).

1.1.1.2 Biossintese e degrada¢do

As aminas traco classicas sdo sintetizadas pela descarboxilacdo de aminoécidos
precursores (BERRY, 2017). B-Feniletilamina, tiramina e triptamina sdo formadas pela a¢do
direta das descarboxilases de aminoacidos aromaticos sobre fenilalanina, tirosina e triptofano,
respectivamente (figura 4) (BOULTON; WU; PHILIPS, 1972; SAAVEDRA, 1974; DYCK et
al., 1983). Octopamina pode ser formada posteriormente por acdo da dopamina-p-hidroxilase

(BOULTON & WU, 1972).
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Figura 4 — Vias de sintese das aminas traco classicas B-feniletilamina, tiramina, triptamina e

Precursores
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Fenilalanina
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Fonte: elaborada pelo autor.
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A semelhanca com a sintese de neurotransmissores monoaminérgicos fez com que

se pensasse que a sintese das aminas traco fosse exclusivamente neuronal (EDWARDS &

BLAU, 1973; GAINETDINOV et al,

2018). No entanto, enzimas descarboxilases sdo

expressas em inlimeras outras cé¢lulas de outros tecidos como vasos sanguineos (LI et al., 2014),
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rins (Christenson et al., 1970), figado (Dominici et al., 1987), pulmdo (Linnoila et al., 1993),
estomago (Lichtenberger et al., 1982) e intestinos (Lauweryns & Van Ranst, 1988). Assim, ¢
de se esperar que nesses tecidos os aminoacidos precursores sejam prontamente transformados
nas aminas traco correspondentes (GAINETDINOV et al., 2018).

O catabolismo das aminas trago ocorrem primariamente pela a¢do das enzimas
monoamino oxidases (MAO), sendo a B-feniletilamina mais seletiva para a forma B da enzima
(MAO-B) (YANG & NEFF, 1973). A via de catabolismo por meio das isoenzimas do citocromo
P450 também parece ser uma forma de degradacdo, porém menos comum em condigdes
fisiologicas normais (NIWA et al., 2011; YU et al., 2003). A interconversao das aminas via
metilagdo gerando N-metil e N,N-dimetil derivados também ¢ uma via comum para esses

compostos (LINDEMANN & HOENER, 2005).

1.1.1.3 Fontes ndo teciduais de aminas traco

Como mencionado em topicos anteriores, as aminas traco foram primeiramente
descobertas através do estudo de matéria organica em decomposi¢ao bacteriana (GRANDY,
2007). Os procariontes, dentre as quais os da microbiota intestinal, contemplam um grande
acervo de enzimas descarboxilases de aminoacidos, assim, sendo responsaveis por uma
importante fonte de aminas trago (ZHENG et al., 2011; NELSON et al., 2015). A produgao de
B-feniletilamina, tiramina e triptamina por bactérias comensais tem sido demonstrado
(WILLIAMS et al., 2014; YANG et al., 2016). Diante dessa produc¢ao de aminas trago pela
microbiota intestinal e com a confirmagao da expressdo de receptores TA; em tecidos
gastrintestinais, parece razoavel inferir que essas feniletilaminas possam promover efeitos
fisiologicos nesses tecidos.

Em alimentos do cotidiano sdo encontradas aminas tragco como a f-feniletilamina,
a tiramina e a triptamina (COUTTS et al., 1986). A presenca dessas aminas pode dar por conta
da presenga de bactérias contaminando os alimentos ou como parte no processo de sua produgao
que necessitam do processo de fermentagdo anaerdbica (GARDINI et al, 2016). Como
exemplos de alimentos ricos em aminas trago temos queijos, carnes fermentadas, vinho tinto,
produtos da soja e chocolate (COUTTS et al., 1986). Outra fonte dessas aminas sdo os frutos
do mar, como moluscos e crustaceos (AN et al., 2015).

Uma fonte também importante de aminas traco sdo as provenientes de extratos de
ervas usadas e cultivadas por vérias culturas com o propdsito de uso medicinal, bem como para

utilizacdo em rituais religiosos (GAINETDINOV et al, 2018). Segundo Smith (1977)
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feniletilaminas estdo presentes em pelo menos quarenta e quatro (44) familias de planta, dentre
as quais estdo Acacia e Citrus. As aminas trago octopamina e sinefrina estdo presentes nas
plantas do género Citrus aurantium e B-feniletilamina e tiramina estdo presentes nas de género
Acacia rigidula (PELLATI & BENVENUTI, 2007; PAWAR & GRUNDEL, 2017).

Uma outra espécie de planta bastante utilizada ao longo da histéria foi a efedra (ma
huang), fonte natural da efedrina (figura 5), conhecida por suas propriedades medicinais na

China a 5000 anos (PALAMAR, 2011).

Figura 5 — Estrutura molecular da efedrina

OH

Efedrina

Fonte: elaborada pelo autor.

A efedrina comegou a ser utilizada no ocidente no inicio do século vinte por aliviar
os efeitos da gripe e agir como broncodilatador, melhorando sintomas de doengas respiratorias
como a asma (CHRISTOPHERSON & BROADBENT, 1934). Considerada inicialmente de
uso seguro, a efedrina passou a ser largamente utilizada ndo s6 para usos medicinais, mas
também como droga estimulante do sistema nervoso central, usada para melhoria de
desempenho fisico em esportes, emagrecimento ¢ como droga de abuso (BOHN et al., 2003).
Os crescentes relatos de eventos adversos, devido ao uso de suplementos alimentares contendo
efedrina, como taquicardia, hipertensao, palpitagdo, infarto do miocardio, e até mesmo morte
subita, fez acelerar a necessidade de regulamentar o uso da efedrina nesses produtos (HALLER
& BENOWITZ, 2000). Assim, devido ao seu crescente uso para fins ndo medicinais, a
comercializa¢do de forma livre da efedrina em produtos de suplementacdo alimentar foi
proibida no inicio do século XXI (PAWAR & GRUNDEL, 2017). A regulamentacdo da
utilizagdo da efedrina durou quase todo o século XX, o que durante esse percurso fez surgir
diversos outros compostos como uma nova alternativa disponivel no mercado (PALAMAR,

2011).
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1.1.2 Feniletilaminas sintéticas

A adicdo de um unico grupo metil (-CH3) ao esqueleto de feniletilamina converte
um composto neuromodulador de ocorréncia natural em varias drogas com propriedades
anorexigenas (KHAN et al., 2012). Esse ¢ o caso da anfetamina (figura 6), que anos apos a
comercializag¢do da efedrina como agente terapéutico surgiu como uma alternativa mais simples
e mais barata em comparacdo com a sintese da efedrina (HEAL et al., 2013). A anfetamina, em
um primeiro momento passou a ser utilizada no tratamento da narcolepsia, depressdo menor e

déficits de atengao.

Figura 6 — Estrutura molecular da anfetamina

NH,

Anfetamina

Fonte: elaborada pelo autor.

As anfetaminas agem principalmente deslocando as catecolaminas de seus locais
de estocagem ou impedindo sua recaptagdao quando elas sao liberadas nas terminagdes nervosas
e, assim, caracterizadas como aminas simpatomiméticas de acao indireta (JANSSEN et al.,
1999). Suas agdes simpatomiméticas estimulantes podem causar efeitos excitatorios em alguns
tecidos e inibitorios em outros (PAWAR & GRUNDEL, 2017). A estimulacdo via receptores
adrenérgicos promove a contracdo do musculo liso de vasos sanguineos, aumento da frequéncia
cardiaca e for¢a de contracao do coracao, dilatagao das vias aéreas ¢ vasodilatacdo nos musculos
esqueléticos (STOHS et al., 2020). Portanto, algumas dessas agdes fisiologicas despertaram o
interesse de sua utilizagdo como recurso para melhorar a capacidade fisica e mental de atletas
e praticantes de atividades fisicas recreacionais, assim como auxiliar na perda de gordura
corporal.

Nos anos 90 e inicio dos anos 2000 a utilizacdo de suplementos dietéticos com o
intuito de melhora da performance fisica e perda de peso, com a utilizagdo de derivados das

anfetaminas e efedrina em sua composi¢ao, cresceram absurdamente (PAWAR & GRUNDEL,
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2017; VENHUIS et al., 2014; EUDY et al., 2013; RICKLI et al., 2019). E como consequéncia,
cresceram também os relatos de efeitos adversos causados pelo uso desses compostos. Tais
efeitos, vao desde os mais leves, como dor de cabega, irritabilidade, ansiedade, tremor, psicose,
até efeitos mais graves, como hipertensdo, arritmias, infarto do miocardio, acidente vascular
cerebral e morte (VACLAVIK et al., 2014). Por conta desses efeitos graves relatados as
autoridades, essas substancias foram proibidas de serem comercializadas em suplementos
alimentares (PAWAR & GRUNDEL, 2017).

Contudo, novos compostos aminicos sintéticos foram e continuam sendo criados
para manter esse mercado tdo lucrativo (RASMUSSEN & KAIZERS, 2015; SCHINDLER et
al., 2019). Para justificar que esses suplementos alimentares sdo seguros, os fabricantes relatam
que a origem desses compostos ¢ de fonte natural, advindos de plantas medicinais de uso
popular (VENHUIS et al., 2014; COHEN et al., 2016). Muitas das plantas utilizadas nesses
suplementos como fonte de aminas fisioldgicas sdo ricas em aminas trago (AT) (SMITH, 1977).
No entanto, varios estudos contradizem os fabricantes desses produtos ao verificar que no
conteudo existem compostos sintéticos (PAWAR et al., 2014).

Compostos sintéticos derivados da B-PEA tém sido largamente introduzidos em
“suplementos alimentares” com a promessa de reduzirem a gordura corporal, diminuicao da
sensacdo de fadiga, dentre outros efeitos desejados (EICHNER et al., 2016; RICKLI et al.,
2019). A adigdo de compostos sintéticos ¢ uma forma de aumentar a acdo farmacoldgica
esperada por esses produtos, diante da baixa concentracdo nas fontes de aminas naturais
utilizadas em sua fabricagdo (RASMUSSEN & KEIZERS, 2015). Um desses compostos
sintéticos ¢ a f-metilfeniletilamina (B-MPEA) (PAWAR et al., 2014). Os estudos de Pawar et
al. (2014) e Cohen et al. (2016) relataram a presenca de B-MPEA em varias marcas de
suplementos alimentares produzidos a partir da acacia rigidula, evidenciando a presenga de
compostos sintéticos proibidos de serem comercializados, com o agravante da omissdo nas
informacdes de composicdo dos produtos. Acacia rigidula ¢ conhecida por conter grandes
quantidades de aminas trago, principalmente B-PEA (COHEN et al., 2016). Por ser
estruturalmente semelhante a anfetamina e derivados a presenga da B-MPEA em suplementos
alimentares € proibida por 6rgaos regulamentadores.

Embora uma grande quantidade de feniletilaminas sintéticas sejam conhecidas, boa
parte dos compostos derivativos contém os grupos metil (-CH3), hidroxila (-OH) ou metoxi (-
O-CH3) (KHAN et al., 2012). Este ¢ o caso dos compostos feniletilaminicos sintéticos incluidos
no presente estudo: B-metilfeniletilamina, 1-metil-1-feniletilamina, 1-4-metilfeniletilamina e 2-

metoxi-1-feniletilamina (Figura 7).
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Figura 7 — Estrutura quimica das feniletilaminas sintéticas -metilfeniletilamina, 1-metil-1-

feniletilamina, 1-4-metilfeniletilamina e 2-metoxi-1-feniletilamina

CH,
CH, H,N.
CH,
NH,
p-metilfeniletilamina 1-metil-1-feniletilamina
NH,
NH,
CH, OCH,
H.C
1-4-metilfeniletilamina 2-metoxi-1-feniletilamina

Fonte: elaborada pelo autor.

1.1.3 Feniletilaminas no trato gastrintestinal

1.1.3.1 Expressao dos receptores TA; em tecidos gastrintestinais

No cérebro, os receptores TA; sdo encontrados em areas conhecidas por serem
associadas com a regulacdo e o comportamento alimentar (GAINETDINOV et al., 2018). Em
tecidos periféricos humanos, os receptores TA; foram detectados em Orgdos chaves que
regulam o metabolismo e a homeostase energética, tais como o pancreas, estdmago e intestino
delgado e colon (REVEL et al., 2013; OHTA et al., 2017; ZUCCHI et al., 2006; ITO et al.,
2009).

O receptor TA; ¢ expresso em células enteroendodcrinas e co-localizadas com a
insulina no pancreas e com GLP-1 e PYY no intestino delgado e células D no estomago (RAAB
et al 2016; ADRIAENSSENS et al., 2015). A distribuicdo desses receptores junto com a
producdo facilitada de aminas traco provenientes de aminoacido advindos da alimentagdo faz

com que o TA; seja um alvo atrativo no envolvimento no controle do metabolismo energético
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e ingestdo de nutrientes, e ainda podendo atuar no controle da fun¢io secretora e na motilidade

gastrintestinal (GAINETDINOV et al., 2018; ITO et al., 2009; OHTA et al., 2017).

1.1.3.2 Motilidade gastrintestinal

A principal fungdo da motilidade do trato gastrintestinal (TGI) é promover a
propulsdo através do tubo digestivo, misturar o contetdo alimentar com as secregdes (quimo)
e expor esse material as superficies absortivas (BOECKXSTAENS et al, 2016;
MALAGELADA & MALAGELADA, 2017). Em cada regido do trato gastrintestinal, as
camadas musculares das paredes ao longo do tubo e as inervacdes estdo organizadas para
produzir um padrao motor especifico (SANDERS et al., 2006; BITAR et al., 2014).

O comportamento contratil na maior parte da musculatura lisa no TGI consiste em
ciclos espontaneos de contragdo-relaxamento, demonstrando uma natureza fasica (HANANI et
al., 2005; SANDERS et al., 2012). As contragdes fasicas no musculo liso gastrintestinal sao
conduzidas por potenciais elétricos de ondas lentas, as quais sdo desencadeadas pelas células
intersticiais de Cajal (SANDERS, 2006) (Figura 8). A despolarizagao da célula muscular lisa
aumenta a probabilidade da abertura dos canais de calcio dependentes de voltagem, e com isso
iniciando a entrada de Ca*" e a contragdo (SANDERS et al., 2012). As células intersticiais de
Cajal sao eletricamente acopladas as células musculares lisas do TGI (figura 8) e promovem
momento a momento a modulagdo da excitabilidade dessas células musculares (WANG et al.,

2003; SANDERS et al.,, 2012).
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Figura 8 - Acoplamento elétrico entre as células musculares lisas gastrintestinais e as células

intersticiais de Cajal

Plexo mioentérico

Motoneurénios
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de Cajal

Células Musculares Lisas

Fonte: Adaptada de Sanders et al., 2012.

1.1.3.3 Efeitos fisiologicos das feniletilaminas no trato gastrintestinal

No trato gastrintestinal, as feniletilaminas estimulam a liberacdo de gastrina pelas
células G do antro (Dial et al., 1991), bem como aumentam a capacidade da microbiota em
aderir as células epiteliais (LUQMAN et al., 2018). Em células enterocromafins humanas, as
células neuroendodcrinas mais predominantes no trato gastrintestinal e que desempenham papel
crucial na secre¢do e motilidade, as aminas trago promovem a liberagdo de serotonina (5-HT)
de seus estoques intracelulares (KIDD et al., 2008). A maior parte da serotonina encontrada no
corpo estd presente nas células enterocromafins, e tendo em vista que a 5-HT desempenha

importantes acdes secretorias e de motilidade, a ingestio de aminas trago parece ser um
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estimulo positivo para essas acdes (CETIN et al., 1994; BRAUN et al., 2007; KIDD et al.,
2008).

As feniletilaminas, também no trato gastrintestinal, demonstraram efeitos
contraturantes e relaxantes em tecidos isolados, dependendo da espécie de animal testado e da
por¢do do trato gastrintestinal exposta aos compostos feniletilaminicos (INNES & KOHLI,
1969; CHENG & CHENG, 1988; BROADLEY et al., 2009; BATISTA-LIMA et al., 2019).
Em tecidos isolados, efeitos contraturantes e relaxantes foram encontrados em fundo de
estomago de ratos (INNES & KOHLI, 1969; BATISTA-LIMA et al, 2019), efeitos
contraturantes em ileo de ratos (BROADLEY et al., 2009) e efeitos relaxantes em tecidos de
jejuno de coelhos (CHENG & CHENG, 1988). Contudo, ainda ndo se pode afirmar que esses
efeitos sejam desencadeados por meio da ativagdo de receptores do tipo TA1 (GAINETDINOV
et al., 2018).

De modo semelhante as aminas trago, as poliaminas alifaticas (putrescina,
espermidina, espermina e cadaverina) sdo encontradas tanto em seres eucariontes como
procariontes € sdo provenientes do metabolismo de aminoacidos (GAINETDINOV et al.,
2018). As poliaminas espermina, espermidina e putrescina desencadeiam efeitos inibitoérios em
tecidos gastricos de cobaios (KIM et al., 2008). Efeitos inibitérios das poliaminas cadaverina,
espermina, espermidina e putrescina também foram demonstrados nas contragdes espontaneas
fasicas de tecidos intestinais de ileo ¢ colon de camundongos (SANCHEZ et al., 2017).

Também em experimentos in vitro, a anfetamina, feniletilamina sintética,
demonstrou ser capaz de contrair tecidos gastrintestinais, tais como, fundo gastrico de ratos,
porcdes de ileo de cobaios e jejuno de coelhos (INNES, 1963; INNES & KOHLI, 1969). E
ainda, essas acOes contraturantes da anfetamina parecem ser decorrentes da ativacdo de
receptores serotoninérgicos (INNES, 1963; INNES & KOHLI, 1969; VACCARI & VERTUA,
1970). Esse perfil contraturante da anfetamina em tecidos gastrintestinais se opde aos efeitos
relaxantes ocasionados por agentes simpaticomiméticos nesses segmentos gastrintestinais
(INNES & KOHLI, 1969). Contudo, em experimentos in vivo, a administragdo de anfetamina
demonstrou retardar o esvaziamento gastrico de liquidos, tal efeito foi revertido pelo tratamento
com antagonista de receptor de colecistocinina (DOONG et al., 1998).

Portanto, as feniletilaminas, fisioldgicas ou sintéticas, sdo capazes de modular o
perfil motor gastrintestinal, no entanto, quais receptores e vias pelas quais essas respostas sao
desencadeadas ainda precisam ser melhores estudas para uma compreensdo mais abrangente

desse topico.
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2 JUSTIFICATIVA

A utilizagdo de compostos feniletilaminicos em suplementos alimentares como
recurso ergogénico cresceu de forma significativa a partir do final do século XX e continua
crescendo atualmente (EUDY et al., 2013; PAWAR et al., 2014; VENHUIS et al., 2014;
COHEN et al., 2015; PAWAR & GRUNDEL, 2016; RICKLI et al., 2019). Esses compostos
sdo estruturalmente semelhantes as catecolaminas, noradrenalina, dopamina, serotonina e
adrenalina e compostos sintéticos como anfetaminas e derivados. Assim, se espera que seus
efeitos fisiologicos sejam semelhantes a tais compostos. Ja foi demonstrado que catecolaminas
promovem efeitos excitatorio e ou inibitdrios na contratilidade do trato gastrintestinal
dependendo do segmento estimulado e da espécie estudada (DE PONTI et al., 1996;
TANIYAMA et al, 2000; KOMADA, YANO, 2007). Aminas trago € compostos
feniletilaminicos sintéticos também ja foram demonstrados possuir a¢cdes na contratilidade de
tecidos gastrintestinais (INNES & KOHLI, 1969; CHENG & CHENG, 1988; BROADLEY et
al., 2009; BATISTA-LIMA et al., 2019). Contudo, os trabalhos presentes na literatura até o
momento se detiveram em estudar, na maioria das vezes, apenas uma regido do trato
gastrintestinal e poucos investigaram efeitos na motilidade.

Portanto, diante da reconhecida expressao de receptores de aminas trago em
diversos o6rgaos do trato gastrintestinal, da grande producao de feniletilaminas por bactérias
intestinais € do consumo de alimentos e utilizacdo de suplementos alimentares com a presenga
de compostos feniletilaminicos naturais e sintéticos, ¢ imprescindivel conhecer os efeitos
fisiologicos desses compostos no trato gastrintestinal, pois estes tecidos sao bastante expostos
a essas aminas. Assim, o presente trabalho investigou os efeitos das feniletilaminas fisiologicas
B-feniletilamina e octopamina, ¢ das feniletilaminas sintéticas 1-4-metilfeniletilamina, 2-
metoxi-1-feniletilamina, 1-metil-1-feniletilamina e B-metilfeniletilamina, na contratilidade de

tecidos isolados gastrintestinais ¢ na motilidade gastrintestinal de liquidos em ratos.



30

3 OBJETIVOS

3.1 Geral

Estudar os efeitos das feniletilaminas B-feniletilamina, octopamina, 1-4-metilfeniletilamina, 2-
metoxi- 1 -feniletilamina, 1-metil-1-feniletilamina e B-metilfeniletilamina em aspectos motores
do trato gastrintestinal de ratos

3.2 Especificos

Vertificar os efeitos das feniletilaminas citadas:

e Na contratilidade de tecidos isolados do trato gastrintestinal de ratos mantidos sob tonus

basal;

e Na contratilidade de tecidos isolados do trato gastrintestinal de ratos mantidos pré-

contraidos com agonista muscarinico;

e No perfil das contragdes ritmicas espontaneas em tecidos intestinais;

e No perfil das contragdes ritmicas em tecidos intestinais estimulados previamente com

agonista muscarinico;

e Avaliar a participagcdo de receptores muscarinicos, serotoninérgicos ¢ de aminas trago
nos efeitos desses compostos na contratilidade de tiras isoladas de fundo de estdmago e

em tecidos de intestino delgado de rato;

e Investigar os efeitos da administrag¢do in vivo das feniletilaminas -metilfeniletilamina

e octopamina na motilidade gastrintestinal de liquidos.
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4 METODOLOGIA
4.1 Animais

Foram utilizados ratos Wistar, machos, pesando 240 - 280 gramas, provenientes do
Biotério Central da Universidade Federal do Ceara (UFC). Os animais foram mantidos com
agua e alimentagdo ad libitum. Todos os animais foram tratados de acordo com as normas de
manipulagdo de animais de laboratorio conforme o Conselho Nacional de Controle de
Experimentacio Animal (CONCEA). Todos os procedimentos realizados passaram por
aprovagdo na Comissdo de Etica no Uso de Animais (CEUA — UFC) da Universidade Federal
do Ceara (UFC), com numero de protocolo 28/16.

4.2 Farmacos utilizados

Os farmacos utilizados, destacados logo abaixo, foram todos adquiridos da Sigma-

Aldrich (Saint Louis, MO, E.U.A):

Tabela 1 — Farmacos utilizados

FARMACO N° CAS CONCENTRACAO
B-metilfeniletilamina 582-22-9 10— 1000 uM
Octopamina 770-05-8 10— 1000 uM
B-feniletilamina 64-04-0 10— 1000 uM
I-metil-1-feniletilamina 585-32-0 10— 1000 uM
1-4-metilfeniletilamina 586-70-9 10— 1000 uM
2-metoxi- 1-feniletilamina 64715-85-1 10 - 1000 pM
Carbacol 51-83-2 1 uM
EPPTB 1110781-88-8 50 uM
Atropina 5908-99-6 1 uM
Ioimbina 146-48-5 50 nM
Metiotepina 74611-28-2 500 nM
Ciproheptadina 41354-29-4 100 nM
Ritanserina 87051-43-2 300 nM
Ketanserina 83846-83-7 I uM
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I[loperidona 133454-47-4 200 nM

Tropisetrona 105826-92-4 500 nM

RO5263397 1357266-05-7 1 —-100 uM
Zacoprida 101303-98-4 10— 100 uM

4.3 Preparacoes isoladas de tecidos gastrintestinais

Para o estudo dos efeitos das feniletilaminas, preparacdes isoladas de tecidos
gastrintestinais de rato (fundo de estdmago, segmentos proximal, medial e distal de intestino
delgado e preparagdes de colon) foram montadas em sistema de banho para 6rgaos isolados,
permitindo a avaliacdo da contratilidade. Primeiramente, os animais foram eutanasiados por
exsanguinacao apos prévia anestesia com tribromoetanol (250 mg/kg) imediatamente antes do
inicio dos protocolos experimentais para obtencdo dos tecidos de diferentes segmentos
gastrintestinais.

ApOs laparotomia, os tecidos gastrintestinais de fundo de estdmago e intestinos
(proximal, medial e distal) ou colon, foram cuidadosamente removidos e transferidos para
placas de Petri contendo solug¢dao de Tyrode (composicdo em mM: NaCl, 136; KCIL, 5; MgCl,,
0,98; NaH,POs4, 0,36; CaCly, 2; NaHCO;3, 11,9; glicose, 5,5) devidamente aerada com mistura
carbogénica (5% de COz e 95% de O:), mantida inicialmente em temperatura ambiente. Depois
de apropriada disseccdo, os mesmos foram cortados de forma longitudinal, sendo o estomago
aberto pela curvatura menor e cortado no formato de tiras. Por sua vez, os tecidos intestinais
foram cortados em segmentos de aproximadamente 1cm e ambos foram transferidos em seguida
para camaras de banho para 6rgaos isolados contendo 5 ml de solu¢ao nutridora (Figura 9), pH
7,4, aerada continuamente com mistura carbogénica (5% de CO2 e 95% de O;) e mantida a
37°C pelo uso de bomba de circulagdo equipada com termostato.

As tiras de tecido foram conectadas a dois pontos, um fixo na camara e outro
conectado a unidade transdutora de forca apropriada para registro das contracdes isométricas
(ML870B60/C-V, AD Instruments, Sydney, Australia). Os sinais gerados pelo transdutor de
forca foram amplificados e registrados em um sistema digital de aquisicdo (PowerLab™ 8/30,

AD Instruments).
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Figura 9 — Ilustracdo da montagem dos tecidos no sistema de contratilidade para tecidos

1solados

Transdutor

Sistema de
aquisicao de dados

(( Haste fixa

Computador

—
— Remog¢ao do
excesso de solugao

Circulagao
de agua 37°C

™ Entrada de
carbogénio

~ Descarte
Fonte: elaborado pelo autor.

Na figura 9A sido mostradas as regides das quais os tecidos gastrintestinais foram retirados. a = fundo de estdmago;
b = intestino delgado por¢ao proximal (as por¢des medial e distal também foram utilizadas nos experimentos); ¢
= cdlon distal.

Na figura 9B ¢ demonstrado de forma ilustrativa o sistema de banho para tecidos isolados que estd acoplado a um
transdutor de forca e ao sistema de aquisi¢do de dados.
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4.4 Avaliacao da contratilidade em tecidos gastrintestinais isolados

4.4.1 Estabilizacdo e viabilidade tecidual das preparagoes

Os protocolos experimentais foram iniciados apenas apds o periodo de estabilizacao
das preparacdes e teste de viabilidade tecidual. A tensdo aplicada a cada segmento foi
inicialmente ajustada em 1 g. O periodo de estabilizagdo médio foi de 1 h com troca do liquido
de incubagdo a cada 15 min. Os tecidos foram estimulados visando a obtencdo de contragdes
de referéncia para avaliar inicialmente a responsividade tecidual. Em todas as preparacdes
isoladas de tecidos gastrintestinais, contracdes iniciais foram induzidas pela adicdo de alta
concentracdo de KCl (60 mM) e esse procedimento foi repetido até que duas contragdes de
mesma magnitude fossem observadas (Figura 10). Nesse momento o tecido foi considerado
vidvel para que os protocolos experimentais fossem executados.

As contracdoes foram consideradas como a deflexdo positiva dos tragados
experimentais registrados no software de aquisi¢do de dados e foram medidas pela diferenca
entre o valor do pico da deflexdo e o valor registrado no tracado de tensdo basal observada antes
da adi¢ao de dado agente contraturante. Os relaxamentos foram considerados pela deflexao
negativa do tracado. Todos os tecidos isolados foram utilizados em apenas uma sessao
experimental. Os procedimentos citados acima sdo inerentes a todos os protocolos, os quais

serdo descritos a seguir.

Figura 10 — Estabilizacao e teste de viabilidade tecidual

Teste de viabilidade
Estabilizagao tecidual

(60 minutos) !
, 1 /

| : =
1 L 1 *

Trocade Trocade Trocade Trocade KCl 60mM
solugdo solucdo solucdo solugdo 2x

Fonte: elaborado pelo autor.
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4.4.2 Protocolos experimentais

Inicialmente os protocolos experimentais na investigagdo da acdo das
feniletilaminas na contratilidade de tecidos gastrintestinais isolados de ratos foram divididos

em duas séries de experimentos, como sera descrito a seguir.

4.4.2.1 Série experimental 1

Na primeira série de experimentos foram analisados os efeitos da adi¢do de
concentragdes crescentes (10 — 1000 uM) das feniletilaminas (1-4-metilfeniletilamina, 2-
metoxi-1-feniletilamina, 1-metil-1-feniletilamina, B-feniletilamina, B-metilfeniletilamina ou
octopamina) em tecidos mantidos sob tonus de repouso (Figura 11).

Para isso, primeiramente os tecidos passaram pelo periodo de estabilizagdo padrao,
com o posterior teste de viabilidade tecidual pela adicao de KC1 60 mM.

Assim, apds o teste de viabilidade tecidual era iniciado a adigdo de concentragdes
crescentes (10 — 1000 uM) da feniletilamina a ser testada naquele tecido (fundo de estomago,
intestino delgado proximal, medial e distal ou colon distal). Cada tecido era exposto a apenas
uma feniletilamina por experimento. O grupo controle consistiu na adi¢ao de solugao de Tyrode
(solugdo de diluig¢do das feniletilaminas) nos mesmos volumes utilizados em cada concentracao
das aminas testadas. Entre cada adi¢ao de solu¢dao de Tyrode foi permitido o tempo de 4 min
(mesmo tempo entre a adicdo das concentragdes das feniletilaminas testadas (5 adigdes de

Tyrode). Assim, o tempo total do controle foi de 20 min.
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Figura 11 — Adigdes de concentracdes crescentes das feniletilaminas em tecidos sob tonus de

repouso

Protocolos tecidos
em tonus basal

° A
KC1 60 mM : (10,_ 1(,)00 HM) |
Feniletilaminas

Fonte: elaborada pelo autor.
Figura 11 — Esquema representativo do procedimento experimental em tecidos gastrintestinais sob tonus de
repouso e estimulados com as feniletilaminas testadas adicionadas em concentra¢des crescentes (1- - 1000 uM).

4.4.2.2 Serie experimental 2

Na segunda série de experimentos foram analisados os efeitos da adigdo de
concentragdes crescentes (10 — 1000 uM) das feniletilaminas (1-4-metilfeniletilamina, 2-
metoxi-feniletilamina, 1-metil-1-feniletilamina, pB-feniletilamina, B-metilfeniletilamina ou
octopamina) em tecidos previamente contraidos pela estimulagdo de carbacol (CCh) na
concentragdo de 1 uM (Figura 12).

Assim como descrito anteriormente na série 1, primeiramente os tecidos passaram
pelo periodo de estabilizacao padrdo, com o posterior teste de viabilidade tecidual pela adi¢ao
de KCl 60 mM. Os demais experimentos ndo passaram pelo procedimento controle citado
anteriormente.

Em seguida, apos o término do procedimento controle foi realizada a troca da
solucdo de banho dos tecidos para uma nova pré-contragdo com CCh 1 pM. Assim, apods a
contragdo atingir um plato, as feniletilaminas foram adicionadas em concentragdes crescentes

(10 —1000 uM) em cada tecido (fundo de estdmago, intestino delgado proximal, medial e distal
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e colon distal), (Figura 12). Cada tecido foi exposto a apenas uma feniletilamina por
experimento.

O grupo controle consistiu na adi¢do de solu¢do de Tyrode (solugdo de diluigdo das
feniletilaminas) nos mesmos volumes utilizados em cada concentragdo das aminas testadas.
Contudo, antes da adicdo do volume correspondente as concentracdes das feniletilaminas
testadas, os tecidos foram pré-contraidos com CCh 1 uM. Entre cada adigdo de solucdo de
Tyrode foi permitido o tempo de 4 min (mesmo tempo entre a adicdo das concentragdes das

feniletilaminas testadas (5 adigdes de Tyrode). Assim, o tempo total do controle foi de 20 min.

Figura 12 — Adigdes de concentracdes crescentes das feniletilaminas em tecidos pré contraido

com carbacol 1 uM

Protocolos tecidos em Feniletilami
. - | eniletilaminas |
pre-contracao . (10 - 1000 pM)

KC1 60 mM

Fonte: elaborada pelo autor.

Figura 12 — Esquema representativo do procedimento experimental em tecidos gastrintestinais previamente
contraidos com carbacol, com posterior estimulacdo com as feniletilaminas testadas adicionadas em concentragdes
crescentes (1 - 1000 pM).

4.4.3 Medida das contracées ritmicas nos tecidos de intestino delgado e do colon

Os tecidos de intestino delgado, porgdes proximal, medial e distal, e colon (distal),
tiveram suas contragdes ritmicas espontineas quantificadas e expressas graficamente. A
quantificagdo dessas contragdes fasicas envolveu medidas da amplitude e frequéncia.

As medidas da amplitude das contragdes consideraram a magnitude pico a pico das
contracdes fasicas no tempo de 1 minuto imediatamente antes da adicdo das feniletilaminas e

igual periodo de registro ap6s a adi¢cdo de cada concentracdo das feniletilaminas (Figura 13).
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A medida da frequéncia das contragdes espontianeas foram realizadas pela
contagem dos picos das contragdes em 1 (um) minuto, anterior a adicdo de feniletilaminas, e
comparado ao numero de contra¢cdes no mesmo periodo de tempo entre cada concentragdo de
feniletilamina adicionada a preparagado (Figura 13). Esse procedimento foi realizado tanto para
os tecidos da série 1 como das séries 2 de protocolos experimentais.

Por fim, as representagdes graficas foram expressas em percentual da amplitude ou
frequéncia das contragdes fasicas no periodo de tempo antes da adi¢do de qualquer das
feniletilaminas testadas. Os controles foram os mesmos das séries 1 e 2 descritos na se¢ao
anterior. Assim, nos tecidos intestinais que passaram pelo procedimento controle foram

quantificadas a amplitude e a frequéncia de suas contragdes fasicas.

Figura 13 —tracado tipico de tecido intestinal demonstrando a ocorréncia de contracdes fasicas

1 Amplitude = média da altura das contracoes
2 fasicas

Frequéncia = N°contracdes fasicas

° 10 490 330 A A
CCh 600 1000
1xM | |

Feniletilamina (uM)

Fonte: elaborada pelo autor.
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4.4.4 Protocolos de contratilidade com utilizacdo de antagonistas em tecidos gastrintestinais

mantidos sob tonus de repouso

Apds a verificagdo da acdo das feniletilaminas na contratilidade de tecidos
gastrintestinais sob tonus de repouso foram realizados procedimentos experimentais com a
utilizacdo de antagonistas farmacologicos. A realizagdo desses experimentos seguiu 0S mesmos
passos iniciais descritos nos protocolos anteriores, com o teste inicial de viabilidade tecidual
com estimulagdo com KCl 60 mM. Em seguida os antagonistas foram adicionados e apds 10
min foram realizadas as adigdes crescentes da feniletilaminas testadas nesses protocolos

experimentais (Figura 14).

Figura 14 — Adigdes crescentes das feniletilaminas em tecidos sob tonus de repouso na

presenga de antagonistas

Protocolos com utilizacio
de antagonistas (tonus basal)

f -.....x......................................
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| oy g8 R |
Feniletilaminas

Fonte: elaborada pelo autor.

Figura 14 — Esquema representativo do procedimento experimental em tecidos gastrintestinais sob tonus de
repouso, na presencga de antagonista e estimulados com as feniletilaminas testadas adicionadas em concentra¢des
crescentes (1 - 1000 pM).
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Os antagonistas e suas concentragdes utilizados nesses protocolos estdo listados a

seguir (Tabela 2).

Tabela 2 — Antagonistas utilizados no protocolo de adigdes crescentes de feniletilaminas em

tecidos gastrintestinais sob tonus de repouso

Antagonista Concentracio
EPPTB / TA 50 uM
Atropina / M1 — My 1 uM
Ioimbina / 5-HT2g, 1F 50 nM
Metiotepina / 5-HTsa, 6,7 500 nM
Ciproheptadina / 5-HTs, 7 100 nM
Ritanserina / 5-HT2a, 28, 6,7 300 nM
Ketanserina / 5-HT2a, 2B, 7 1 uM
Iloperidona / 5-HTa, 6,7 200 nM
Tropisetrona / 5-HT4 500 nM

4.4.5 Protocolos de contratilidade com utilizacdo de antagonistas em tecidos gastrintestinais

pré-contraidos

A utilizagdo de antagonistas farmacologicos de alguns receptores também foi
realizada em protocolos com tecidos gastrintestinais pré-contraidos com carbacol na
concentragdo de 1 pM. Assim, objetivou-se verificar se as respostas com a adi¢do de
concentragdes crescentes das feniletilaminas poderiam ser promovidas por agir nos receptores
antagonizados por esses antagonistas.

Portanto, o procedimento experimental foi iniciado como padrdo através da
realiza¢do do teste de viabilidade tecidual. Em seguida apos a troca de solugdo de banho e
aguardado o tempo para a tensdo se reestabelecer foi adicionado CCh 1 uM para dar um
estimulo contraturante. E entdo, apds a contragdo atingir um platd o antagonista de interesse foi
adicionado, sendo aguardado o tempo de 10 min para que as adi¢des crescentes das

feniletilaminas fossem acrescentadas a solugdo de banho tecidual (Figura 15). Os antagonistas
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utilizados nesses experimentos foram o EPPTB (50 puM; antagonista de receptores TA1) e

tropisetrona (500 nM; antagonista de receptores 5-HT3).

Figura 15 - Adicdes crescentes das feniletilaminas em tecidos pré-contraidos na

presenga de antagonistas

Protocolos com utilizacao
de antagonistas (pré-contracio) , Feniletilaminas |
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| 10 min |

CCh 1 pM

Fonte: elaborada pelo autor.

Figura 15 — Esquema representativo do procedimento experimental em tecidos gastrintestinais previamente
contraidos com carbacol, com posterior estimulacéo com as feniletilaminas testadas adicionadas em concentragoes
crescentes (1 - 1000 uM) na presenca de antagonistas.

4.5 Avaliacao da motilidade gastrintestinal

A verificagdo dos efeitos das feniletilaminas B-metilfeniletilamina e octopamina na
motilidade gastrintestinal de liquidos foi realizada mediante a técnica de diluicdo de corante,
descrita inicialmente por Reynell & Spray (1956). Primeiramente, nos animais do grupo teste
foram administradas por via intraperitoneal as feniletilaminas na dose 30 mg/kg.

Em seguida, transcorridos 30 min, os ratos receberam mediante sonda orogastrica
a refei¢do teste (solug¢do glicosada a 5% contendo vermelho fenol, 0,75 mg/ml). Apds um
periodo pds-prandial de 10 min os ratos foram eutanasiados via overdose letal de anestésico
(tiopental 50 mg/kg, 1.v).

Apds o término de cada protocolo (dose administrada e periodo de tempo pds-
prandial), os animais foram eutanasiados e, em seguida foi realizada uma laparotomia mediana

seguida de ligaduras obstrutivas no piloro e na cardia, permitindo a retirada do estdmago e dos
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intestinos, os quais foram delicadamente estendidos sobre uma mesa. O intestino delgado foi
entdo dividido em trés segmentos consecutivos, a saber: proximal (40% iniciais), medial (30%)
e distal (30% finais).

Em seguida, o estomago e cada segmento intestinal foram colocados numa proveta
graduada contendo 100 ml de NaOH a 0,1 M, para medi¢ao do volume. Entdo, os segmentos
foram fragmentados e homogeneizados com auxilio de liquidificador manual, sendo retirados
10 ml do sobrenadante para centrifugagdo (2800 rpm por 10 min).

Ap0s a centrifugacdo, foram coletados 5 ml do sobrenadante e acrescentado 0,5 ml
de solugdo de acido tricloroacético (TCA - 20%) a fim de precipitar as proteinas teciduais. Em
seguida, nova centrifugacao foi realizada (20 min a 2800 rpm), e entdo, foram retirados 3 ml
do sobrenadante aos quais foram adicionados a 4 ml de NaOH a 0,5 M para determinagao final
da absorbancia das amostras pelo método colorimétrico, com o auxilio de um leitor de Elisa
(Spectronic 20 Genesis).

Por fim, foi determinada a massa (m) de vermelho fenol existente em cada segmento

(m=C x volume). A retencao de vermelho fenol em cada segmento foi calculada pela equagao:

Retencio Segmento (X) x 100
Retencdo Estomago + Retencio Intestino

Retencao Fracional do Segmento =

Taxa de esvaziamento gastrico (%) = Retencdo Fracional do Estdmago

4.6 Analise Estatistica

Os dados foram expressos como média + erro padrao da média, com ‘“n”
representando o niimero de experimentos. A magnitude dos efeitos contraturante ou relaxantes
foi expresso como percentual de uma contracdo de referéncia como indicados nas segdes
apropriadas. As diferengas estatisticas nos experimentos de contratilidade foram avaliadas por
one-way ou two-way ANOVA, seguido de teste de Holme-Sidak. J& para os experimentos de
motilidade gastrintestinal de liquidos foi utilizado o teste de Mann-Whitney. O nivel de

significancia “P” para assumir diferenca estatistica foi estabelecido como (P < 0,05).
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5 RESULTADOS

A seguir serdo descritos os resultados da investigagdo dos efeitos contrateis das
feniletilaminas (1-4-metilfeniletilamina (1-4-MPEA), 2-metoxi-1-feniletilamina (2-M-PEA),
I-metil-1-feniletilamina (1-M-1-PEA), B-feniletilamina (B-PEA), B-metilfeniletilamina (f-
MPEA) e octopamina em tecidos isolados do trato gastrintestinal de ratos.

As porgdes do trato gastrintestinal das quais foram retirados os tecidos para a
realizacdo da avaliacdo da contratilidade foram fundo de estomago, intestino delgado
(proximal, medial e distal) e a por¢do distal do colon. Uma particularidade dos tecidos
intestinais € a presenca de contracdes ritmicas espontaneas. Portanto, para os tecidos de
intestino delgado e cdlon foram analisados, além da tensdo isométrica, a frequéncia e a
amplitude dessas contragdes fasicas.

A apresentacgdo dos resultados sera feita em duas se¢des. Na primeira (parte I), serdao
mostrados os resultados referentes aos experimentos que investigaram os efeitos das
feniletilaminas na contratilidade dos tecidos gastrintestinais mantidos sob tonus de repouso e
também os resultados dos experimentos com estimulagdes prévias dos tecidos com agente
contraturante conhecido. De inicio, serdo descritos os resultados dos tecidos gastricos de fundo
de estdmago, seguidos das trés porcdes intestinais (proximal, medial e distal) e por fim os
tecidos distais do colon.

Na parte II serdo apresentados os resultados presentes no artigo intitulado
“Differential effects of p-methylphenylethylamine and octopamine on contractile parameters of
the rat gastrointestinal tract”, proveniente da presente tese. Esses resultados comparam os
efeitos das feniletilaminas B-metilfeniletilamina (B-MPEA) e octopamina na contratilidade de
tecidos isolados de fundo de estdmago e por¢do proximal intestinal, mediante abordagens
farmacologicas com utilizacdo de antagonistas para investigar possiveis vias mais especificas
de atuagdo. E ainda, serdo apresentados resultados dessas duas feniletilaminas na motilidade

gastrintestinal de liquidos.
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5.1 Parte I - Efeitos contrateis das feniletilaminas 1-4 metilfeniletilamina, 2-metoxi-1-
feniletilamina, 1-metil-1-feniletilamina, p-feniletilamina, p-metilfeniletilamina e

octopamina em tecidos gastrintestinais

5.1.1 Efeitos na contratilidade de tecidos gastrintestinais mantidos sob tonus basal

A seguir serdo descritos os resultados de contratilidade obtidos com a realizagao de
curvas concentracao-efeito (10 — 1000 uM) dos 6 (seis) compostos feniletilaminicos 1-4-
metilfeniletilamina  (1-4-MPEA),  2-metoxi-1-feniletilamina  (2-M-PEA),  I-metil-1-
feniletilamina (1-M-1-PEA), B-feniletilamina (B-PEA), B-metilfeniletilamina (B-MPEA) e
octopamina em tecidos isolados de fundo géstrico de ratos e em tecidos intestinais mantidos em
condicdo de tonus basal. Na figura 16, destacamos os efeitos dos compostos sintéticos [3-
MPEA, 1-M-1-PEA e a amina traco B-PEA demonstrando perfil contratil excitatorio com
diferencas significativas no efeito maximo com valores de 77,8 + 6,4%, 27,4 £ 5,0% e 69,8 +
13,9, respectivamente, em comparagdo com o grupo controle 0,15 + 0,2% (valores expressos
como % da contragdo de referéncia induzida por KCl 60 mM; P < 0,05 two-way ANOVA,
seguido de teste de Holm-Sidak). Diferenca significativa também foi encontrada para a
octopamina em comparagdo ao controle, com valor maximo de -21,9 + 4,6% (P < 0,05), porém,
apresentando efeito relaxante. Nao foram encontradas diferencas entre as curvas concentragao-

efeito dos compostos 1-4-MPEA e 2-M-PEA em relagdo ao grupo controle (P > 0,05).
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Figura 16 — Efeitos contrateis excitatorios ou inibitorios promovidos por compostos

fenetilaminicos em tecidos isolados de fundo de estdmago de rato mantidos sob tonus basal
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Figura 16A — Tracado tipico de experimento com adi¢do de concentragdes crescentes da B-MPEA (10 — 1000
puM) em tecidos de fundo de estdmago sob tonus basal.

Figura 16B — Tracado tipico de experimento com adigdo de concentragdes crescentes da OCTOPAMINA (10 —
1000 uM) em tecidos de fundo de estomago sob tonus basal.

Figura 16C — Grafico com valores médios das respostas a concentragdes crescentes (10 — 1000 uM) das
feniletilaminas 1-4-MPEA®, n = §8; 2-M-PEA @, n = 12; 1-M-1-PEA
= 11; OCTOPAMINA®, n = 8; em tiras isoladas de fundo de estdmago de ratos sobe tdnus de repouso. Valores
expressos em percentual da contracdo em resposta ao KCl 60 mM. * = P < 0,05 em compara¢do com o grupo
CONTROLE O, n=7. #=P < 0,05 em comparagio com o0 grupo controle, respostas inibitorias.
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Na porgao proximal do intestino, a construg@o de curva concentracao-efeito mostra
que apenas 1-M-1-PEA e 1-4-MPEA apresentaram ac¢do contratil (Figura 17), comparadas na
mesma ordem de concentragdo (10 — 1000 pM) com as demais aminas. Contudo, apenas 1-M-
1-PEA apresentou diferencga significativa no efeito maximo (23,1+5,3%) em comparagdo com
o grupo controle (2,0+£5,1%) (valores expressos como % da contragio induzida por KC160 mM;
P < 0,05 two-way ANOVA, seguido de teste de Holm-Sidak), (Figura 17C). Ja as aminas [3-
PEA, 2-M-PEA e octopamina apresentaram efeitos contrateis inibitorios com a adicdo de
concentragdes crescentes (10 — 1000 uM). Todas elas apresentaram efeitos maximos com
diferencas significativas em comparacdo com o grupo controle com valores respectivos de -
36,8 £5,3%, -21,6 + 7,0% e -28,2 + 6,2% vs. 2,0 £ 5,1 (P < 0,05), (Figura 17C).

Na por¢do medial do intestino, 1-M-1-PEA (10 — 1000 uM) apresentou perfil
contratil excitatorio com diferenca significativa no efeito maximo com valor de 19,0 + 4,1%
vs. 6,5 = 5,3% do controle (valores expressos como % da contragdo de referéncia induzida por
KCl1 60 mM; P < 0,05 two-way ANOVA, seguido de teste de Holm-Sidak), (Figura 17D). O
efeito inibitorio na tensdo dos tecidos da por¢ao medial foi significativamente diferente para as
curvas concentracao-efeito dos compostos -PEA, 2-M-PEA e octopamina com valores obtidos
de -22,0 £ 5,6%, -19,6 £ 7,1%, -26,3 £4,9% vs. 6,5 £ 5,3% (P < 0,05), (Figura 17D). As aminas
B-MPEA e 1-4-MPEA nao apresentaram respostas contraturantes excitatoérios ou inibitorias
com diferenca estatistica (P > 0,05), (Figura 2B).

Os efeitos contrateis das feniletilaminas aqui estudadas na porgao distal do intestino
foram excitatorios para trés delas (1-4-MPEA, 1-M-1-PEA e B-MPEA), com diferengas
significativas nas respostas maximas com valores de 13,4 + 3,4%, 17,9 = 4,3 ¢ 9,9 + 5,0%,
respectivamente (valores expressos como % da contragcdo de referéncia induzida por KCI1 60
mM; P <0,05), (Figura 17E). J4 para as outras trés aminas (octopamina, 2-M-PEA e B-PEA)
foram obtidas diferengas significativas, porém com respostas contrateis inibitorias, onde os
valores encontrados foram respectivamente de -28,2 &+ 6,2%, -17,0 £ 1,4% e -18,6 = 5,4% vs.
0,5 £ 1,6 do controle (P < 0,05), (Figura 17E).

Na por¢ao distal do cdlon, em segmentos isolados, as aminas 1-M-1-PEA e
octopamina apresentaram respostas contrateis com diferencas significativas em relagdo ao
controle. No entanto, essas aminas evocaram efeitos opostos, enquanto a 1-M-1-PEA promoveu
acdo contratil excitatoria com o efeito maximo no valor de 27,0 + 4,2% vs. -1,2 + 2,8% do
controle, a octopamina desencadeou resposta contratil inibitdria com efeito maximo de -26,2 +
5,3 (valores expressos como % da contracdo de referéncia induzida por KCI 60 mM; P < 0,05),

(Figura 17F).
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Figura 17 — Efeitos contrateis das feniletilaminas em tecidos isolados nas por¢des proximal,
medial e distal do intestino delgado e na por¢ao distal em colon de ratos
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Figura 17A - Tragado tipico de experimento com adig¢do de concentragdes crescentes da 1-M-1-PEA (10 — 1000
uM) em tecidos de intestino delgado por¢ao proximal sob tonus basal.

Figura 17B - Tragado tipico de experimento com adi¢do de concentragdes crescentes da OCTOPAMINA (10 —
1000 uM) em tecidos de intestino delgado por¢ao proximal sob tonus basal.

Graficos com valores médios das respostas a concentragdes crescentes das feniletilaminas (10 — 1000 uM). * =P
< 0,05 em comparagdo com o grupo controle. # = P < 0,05 em comparagdo com o grupo controle, respostas
inibitorias. Valores expressos em percentual da contragdo em resposta ao KC1 60 Mm.

Figura 17C - 1-4-MPEA® , n=9; 2-M-PEA @, n = 10; 1-M-1-PEA®,n = 13; B-PEA®, n = 6; -MPEA®, n =
6; OCTOPAMINA®, n = 6; CONTROLE O, n = 6. Por¢io proximal do intestino delgado de ratos.

Figura 17D - 1-4-MPEA®  n = 10; 2-M-PEA ®,n=9; 1-M-1-PEA®,n=11; B-PEA®, n = 6; B-MPEA®, n =
6; OCTOPAMINA®, n = 6; CONTROLE O, n = 6. Por¢do medial do intestino delgado de ratos.

Figura 17E - 1-4-MPEA®  n=_8; 2-M-PEA @, n=28; |-M-1-PEA®, n=10; B-PEA®, n = 6; B-MPEA®, n = 6;
OCTOPAMINA®, n = 6; CONTROLE O, n = 6. Por¢do distal do intestino delgado de ratos.

Figura 17F - 1-4-MPEA® ,n =9; 2-M-PEA ®,n=6; |-M-1-PEA®, n=9; 3-PEA®, n = 6; B-MPEA®, n = 6;
OCTOPAMINA®, n = 6; CONTROLE O, n = 6. Porcio distal de colon de ratos.
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A figura 18 apresenta os resultados dos efeitos de adigdes crescentes das
feniletilaminas na frequéncia das contragdes fasicas de segmentos isolados das porcdes
proximal, media e distal do intestino delgado e da por¢do distal do célon. Em segmento
proximal do intestino delgado, as aminas 2-M-PEA e octopamina (10 — 1000 uM) diminuiram
significativamente a frequéncia das contracdes fisicas com efeito madximo na concentragdo de
1000 uM, com valores respectivos de 54,7 £ 5,1% e 46,2 + 11,5% (valores expressos como %
da frequéncia basal das contragdes fasicas antes das adi¢des crescentes das aminas; P < 0,05
two-way ANOVA, seguido de teste de Holm-Sidak), (Figura 18C). Nas por¢des medial e distal
essas duas aminas também reduziram significativamente a frequéncia das contracdes fasicas
com valores na concentragdao de 1000 uM de 47,2 £ 12,0% e 31,9 + 11,2% para 2-M-PEA e
valores de 30,1 + 12,4% e 14,9 + 9,1% para octopamina (P < 0,05), (Figuras 18D e 18E).

Ja os resultados das curvas concentragao-efeito as feniletilaminas na frequéncia das
contragoes fasicas da porg¢ao distal do colon houve aumento nos valores em resposta as aminas
1-4-MPEA e 1-M-1-PEA e diminuicdo para a octopamina. A 1-4-MPEA aumentou
significativamente a frequéncia das contragdes fasicas com valores de 153,0 + 31,0%, assim
como houve um acentuado e significativo aumento na frequéncia em resposta a 1-M-1-PEA
com valores de 247,2 + 50,6% (P < 0,05; valores expressos como % da frequéncia basal das
contragoes fasicas antes das adigdes crescentes das aminas), (Figura 18F). J4 a octopamina
diminuiu significativamente a frequéncia das contragdes para valores de 9,3 = 7,1% (P < 0,05),

(Figura 18F).
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Figura 18 — Efeitos de curvas concentragdo-efeito as feniletilaminas na frequéncia das
contracdes fasicas das por¢des proximal, medial e distal do intestino delgado e distal do colon
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Figura 18A - Tragado tipico de experimento com adig¢do de concentragdes crescentes da 1-M-1-PEA (10 — 1000
puM) em tecidos de colon distal sob tonus basal.

Figura 18B - Tracado tipico de experimento com adi¢@o de concentragdes crescentes da OCTOPAMINA (10 —
1000 uM) em tecidos de colon distal sob tonus basal.

Graficos com valores médios das respostas a concentra¢des crescentes das feniletilaminas (10 — 1000 uM). * =P
< 0,05 em comparac¢dao com o grupo controle. # = P < 0,05 em comparagdo com o grupo controle, respostas
inibitorias. Valores expressos em percentual da frequéncia das contragoes fasicas antes da adicdo das
feniletilaminas.

Figura 18C - 1-4-MPEA® ,n = 8; 2-M-PEA @, n=6; |-M-1-PEA®,n=11; B-PEA®,n = 6; B-MPEA®, n = 6;
OCTOPAMINA®, n = 6; CONTROLE O, n = 6. Por¢do proximal do intestino delgado de ratos.

Figura 18D - 1-4-MPEA® , n = 8; 2-M-PEA ® n=6; |-M-1-PEA® n=7; p-PEA® n = 6; B-MPEA®, n = 6;
OCTOPAMINA®, n = 6; CONTROLE O, n = 6. Por¢do medial do intestino delgado de ratos.

Figura 18E - 1-4-MPEA® , n = 8; 2-M-PEA @, n = 6; 1-M-1-PEA® n = 8; B-PEA® n = 6; B-MPEA®, n = 6;
OCTOPAMINA®, n = 6; CONTROLE O, n = 6. Porgio distal do intestino delgado de ratos.

Figura 18F - 1-4-MPEA® , n = §; 2-M-PEA ®,n=6; |-M-1-PEA®, n = 6; B-PEA®, n = 6; B-MPEA®, n = 6;
OCTOPAMINA®, n = 6; CONTROLE O, n = 6. Porcio distal de colon de ratos.
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Os efeitos das feniletilaminas na amplitude das contracdes fasicas de segmentos do
intestino delgado e cdlon estdo representados na figura 19. Na porc¢ao proximal do intestino
delgado as curvas concentragdo-efeito as aminas 1-4-MPEA e 1-M-1-PEA promoveram
aumentos significativos na amplitude das contragdes fasicas, de modo contrario a octopamina
apresentou resposta inibitoria na amplitude das contragdes. 1-4-MPEA aumentou a amplitude
para 209,2 + 35,4% e 1-M-1-PEA aumentou para 198,7 = 41,0% (valores expressos como %
da amplitude das contracdes fasicas basais antes das adigdes crescentes das aminas; P < 0,05
two-way ANOVA, seguido de teste de Holm-Sidak), (Figura 19C). A octopamina diminuiu a
amplitude das contragdes fasicas para valores de 26,1 = 5,1% (P <0,05), (Figura 19C).

Na porcao medial do intestino delgado apenas a adi¢do crescente da octopamina
apresentou resposta contratil com valores significativamente diferentes em relagdo ao padrao
de amplitude no estado de repouso. Assim, houve uma diminui¢cdo da amplitude apds a curva
concentragdo-efeito a octopamina para 45,7 £ 17,4% (P < 0,05), (Figura 19D).

Ja, em segmentos da por¢ao distal do intestino delgado, tanto a octopamina como a
2-M-PEA promoveram diminui¢do da amplitude das contracdes fasicas apods a realizagao de
suas curvas concentracao-efeito. Adigdes crescentes de octopamina reduziu a amplitude para
29,2+15,1%, enquanto a 2-M-PEA reduziu para 36,0 + 7,1% da amplitude de repouso (P <
0,05), (Figura 19E).

Em segmentos de c6lon houve aumento e diminui¢do na amplitude das contragdes
fasicas em resposta as adigdes crescentes de 1-M-1-PEA e octopamina, respectivamente. O
aumento da amplitude em resposta a adi¢des crescentes de 1-M-1-PEA foi para o valor 174,1
+ 17,1%, enquanto a reducdo na amplitude pela octopamina foi para 18,0 + 3% (valores
expressos como % da amplitude das contragdes fasicas basais antes das adi¢des crescentes das

aminas; P < 0,05 two-way ANOVA, seguido de teste de Holm-Sidak), (Figura 19F).
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Figura 19 — Efeitos de curvas concentracdo-efeito a feniletilaminas na amplitude das
contracdes fasicas das por¢des proximal, medial e distal do intestino delgado e distal do colon
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Figura 19A - Tragado tipico de experimento com adig¢do de concentragdes crescentes da 1-M-1-PEA (10 — 1000
uM) em tecidos de intestino delgado por¢ao proximal sob tonus basal.

Figura 19B - Tragado tipico de experimento com adi¢do de concentragdes crescentes da OCTOPAMINA (10 —
1000 uM) em tecidos de intestino delgado por¢ao proximal sob tonus basal.

Graficos com valores médios das respostas a concentragdes crescentes das feniletilaminas (10 — 1000 uM). * =P
< 0,05 em comparagdo com o grupo controle. # = P < 0,05 em comparagdo com o grupo controle, respostas
inibitorias. Valores expressos em percentual da amplitude das contracdes fasicas antes da adi¢do das
feniletilaminas.

Figura 19C - 1-4-MPEA® ,n = 8; 2-M-PEA @, n=6; |-M-1-PEA®,n=11; B-PEA®,n = 6; B-MPEA®, n = 6;
OCTOPAMINA®, n = 6; CONTROLE O, n = 6. Por¢do proximal do intestino delgado de ratos.

Figura 19D - 1-4-MPEA®  n = §8; 2-M-PEA ® n=6; |-M-1-PEA® n=7; p-PEA® n = 6; B-MPEA®, n = 6;
OCTOPAMINA®, n = 6; CONTROLE O, n = 6. Por¢do medial do intestino delgado de ratos.

Figura 19E - 1-4-MPEA® , n = 8; 2-M-PEA @, n = 6; 1-M-1-PEA® n = 8; p-PEA® n = 6; B-MPEA®, n = 6;
OCTOPAMINA®, n = 6; CONTROLE O, n = 6. Porgio distal do intestino delgado de ratos.

Figura 19F - 1-4-MPEA® , n = §; 2-M-PEA ®,n =6; |-M-1-PEA®, n = 6; B-PEA®, n = 6; B-MPEA®, n = 6;
OCTOPAMINA®, n = 6; CONTROLE O, n = 6. Porcio distal de colon de ratos.
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A seguir, na tabela 3, estdo resumidos os resultados dos efeitos das feniletilaminas

na contratilidade de tecidos gastrintestinais sob tonus basal.

Tabela 3 — Efeitos das feniletilaminas na contratilidade de tecidos gastrintestinais mantidos
sob tonus basal

B-PEA B-MPEA 1-M-1-PEA

tensido | freq amp | tensdo | freq amp | tensido | freq amp

Fundo | aumenta - - aumenta - - aumenta - -

Prox diminui | S/efeito | S/efeito | S efeito | S/efeito | S/efeito | aumenta | S/efeito | aumenta

Medial | diminui | S/efeito | S/efeito | S efeito | S/efeito | S/efeito | aumenta| S/efeito | S/efeito

Distal | diminui | S/efeito | S/efeito | aumenta | S/efeito | S/efeito | aumenta| S/efeito | S/efeito

Colon | S/efeito | S/efeito | S/efeito | S efeito | S/efeito | S/efeito | aumenta | aumenta | aumenta

OCTOPAMINA 1-4-M-PEA 2-M-PEA
tensdo | freq amp | tensdo | freq amp | tensdo | freq amp
Fundo | diminui - - S/efeito - - S efeito - -

Prox diminui | diminui | diminui | S/efeito | S/efeito | aumenta | diminui | diminui | diminui

Medial | diminui | diminui | diminui | S/efeito | S/efeito | S/efeito | diminui | diminui | S efeito

Distal | diminui | diminui | diminui | aumenta | S/efeito | S/efeito | diminui | diminui | diminui

Coélon | diminui | diminui | diminui | S/efeito | aumenta | S/efeito | S/efeito | S/efeito | S/efeito

Legenda:

Fundo = resposta em tecidos de fundo de estdomago; Prox = resposta em tecidos de intestino delgado proximal;
Medial = resposta em tecidos de intestino delgado proximal; Distal = resposta em tecidos de intestino delgado
distal; Coélon = resposta em tecidos de intestino de colon distal. tensdo = medidas da tensdo isométrica das
contracdes; freq = frequéncia das contragdes espontineas; amp = amplitude das contra¢des espontaneas.

5.1.2 Efeitos na contratilidade de tecidos gastrintestinais pré-contraidos com CCh 1 uM

Neste topico serdao descritas curvas concentracdo-efeito das feniletilaminas em
tecidos gastrintestinais isolados com prévia estimula¢do com agente contraturante (CCh 1 uM).
As adicdes crescentes das feniletilaminas (10 — 1000 uM) foram realizadas quando os tecidos,
j& pré-contraidos, atingiam o platd de tensdo. Nestas condigdes, todas as feniletilaminas
promoveram efeitos relaxantes significativos em tiras isoladas de fundo de estdmago quando
comparadas com seu controle. Dentre elas, trés (B-PEA, octopamina e 2-M-PEA) tiveram
respostas inibitorias maiores em relacdo ao controle e as demais aminas, e tiveram valores
respectivos de 38,5 £ 4,5%, 37,1 + 4,9% e 39,0 £+ 5,6%, respectivamente, vs. 92,3 + 3,7% do
grupo controle (valores expressos como % da contragdo de referéncia induzida por CCh 1 puM,;

P < 0,05 two-way ANOVA, seguido de teste de Holm-Sidak), (Figura 20).
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Figura 20 — Efeitos inibitorios das feniletilaminas em tecidos isolados de fundo de estdmago

de ratos contraidos previamente com CCh 1 uM

| OCTOPAMINA |

(10 - 1000 pM)

AAAAA

| Tyrode I
J (2 - 200 pI) L
120
> 100-
= O CONTROLE
-
5 80- @® 1-4-MPEA
O ® 2-M-PEA
‘5 60 « 1-M-1-PEA
= @ [-PEA
‘é 401 ® pB-MPEA
g ® OCTOPAMINA
S 207
0 ............................................
10 100 1000
Feniletilaminas (uM)

Figura 20A - Tragado tipico de experimento com adi¢do de volumes crescentes de Tyrode (2 — 200 pul — mesmo
volume administrado com as feniletilaminas) (solugdo de banho para as prepara¢des e que foi utilizada para a
dilui¢do das feniletilaminas) como procedimento controle em tecidos de fundo de estdomago pré-contraidos com
CCh 1 uM.

Figura 20B - Tracado tipico de experimento com adi¢do de concentragdes crescentes da OCTOPAMINA (10 —
1000 uM) em tecidos de fundo de estdmago pré-contraidos com CCh 1 uM.

Figura 20C - Grafico com valores médios das respostas a concentragdes crescentes (10 — 1000 uM) das
feniletilaminas 1-4-MPEA®  n = 18; 2-M-PEA ® n=18; 1-M-1-PEA®,n=8; B-PEA® n=7; B-MPEA®, n =
9; OCTOPAMINA® n = 7; em tiras isoladas de fundo de estdbmago de ratos pré-contraidos com CCh 1 pM. * =
P < 0,05 em comparagdo com o grupo CONTROLE O, n = 12.

Valores expressos em percentual da contragcdo em resposta ao CCh 1 uM.
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Na porcdo proximal do intestino delgado todas as feniletilaminas ao serem
adicionadas em concentragdes crescentes (10 — 1000 uM) promoveram relaxamento dos tecidos
contraidos previamente com CCh 1 uM (P <0,05). As aminas 2-M-PEA e octopamina tiveram
as maiores respostas relaxantes com valores médios de -55,7 + 9,6% e -38,3 £ 11,0%,
respectivamente vs. 80,5 +4,3% do grupo controle (valores expressos como % da contragdo de
referéncia induzida por CCh 1 uM; P < 0,05 two-way ANOVA, seguido de teste de Holm-
Sidak), (Figura 21C).

Na figura 21D estdo mostrados graficamente os efeitos contrateis inibitorios das
feniletilaminas em segmentos isolados da por¢ao medial do intestino delgado pré-excitados
positivamente. Todas as aminas testadas promoveram resposta relaxante significativa (P <0,05)
em relagcdo ao controle. Os efeitos inibitdrios mais proeminentes ocorreram na concentragao de
1000 uM. As aminas com maiores valores de inibicdo foram respectivamente a f-PEA com -
11,7 = 6,1%, a octopamina com -5,3 = 7,5% e a 2-M-PEA com -5,1 + 3,6% vs. 72,7 £ 4,6 do
grupo controle (P < 0,05), (Figura 21D).

De modo semelhante ao reportado no pardgrafo anterior, as curvas concentragao-
efeito de todas as aminas foram capazes de diminuir significativamente o efeito contratil de
tecidos isolados da porcao distal do intestino delgado contraidos com CCh 1 uM. As maiores
respostas inibitorias foram encontradas com as feniletilaminas 2-M-PEA, octopamina e B-PEA
com valores de -30,1 = 7,5%, -15,9 + 10,0% e -12,4 &+ 4,0%, respectivamente vs. 70,5 + 4,0%
do grupo controle (P < 0,05), (Figura 21E).

Em seguimentos distais do c6lon, de todas as aminas estudadas, somente adigdes
crescentes da feniletilamina 1-M-1-PEA ndo foi capaz de promover efeito inibitdrio
significativo (P > 0,05; Figura 21F). A feniletilamina com efeito mais proeminente foi o da
octopamina com o valor de -15,0 £ 11,6 que além de ser significativamente diferente do grupo
controle, ainda € estatisticamente mais eficaz na a¢do inibitdria na concentragdo de 1000 uM

do que todos os outros grupos (P < 0,05; Figura 21F).
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Figura 21 — Efeitos inibitorios das feniletilaminas em segmentos isolados das porgdes

proximal, medial e distal do intestino delgado e da porcao distal do cdlon de ratos contraidos

previamente com CCh 1 uM
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Figura 21A - Tragado tipico de experimento com adig¢do de concentragdes crescentes da 1-M-1-PEA (10 — 1000
uM) em tecidos de colon distal pré-contraidos com CCh 1 uM.

Figura 21B - Tracado tipico de experimento com adi¢@o de concentragdes crescentes da OCTOPAMINA (10 —
1000 uM) em tecidos de colon distal pré-contraidos com CCh 1 pM.

Graficos com valores médios das respostas a concentra¢des crescentes das feniletilaminas (10 — 1000 uM). * =P
< 0,05 em comparacdo com o grupo controle. # = P < 0,05 em comparagdo com o grupo controle, respostas
inibitdrias. Valores expressos em percentual da contragdo induzida por CCh 1 pM.

Figura 21C - 1-4-MPEA® , n = 13; 2-M-PEA ®,n=12; 1-M-1-PEA®, n=6; B-PEA®, n=12; B-MPEA®,n =
6; OCTOPAMINA®, n=38; CONTROLE O, n = 16. Por¢do proximal do intestino delgado de ratos pré-contraidos
com CCh 1 uM.

Figura 21D - 1-4-MPEA® ,n=11; 2-M-PEA ®,n = 18; 1-M-1-PEA®, n=6; B-PEA® n=11; B-MPEA®,n =
6; OCTOPAMINA®, n = 6; CONTROLE O, n = 13. Por¢dio medial do intestino delgado de ratos pré-contraidos
com CCh 1 uM.

Figura 21E - 1-4-MPEA®  n = 10; 2-M-PEA @, n = 14; |-M-1-PEA®, n=6; -PEA® n= 12; B-MPEA®, n =
6; OCTOPAMINA®, n = 8; CONTROLE O, n = 16. Porgdo distal do intestino delgado de ratos pré-contraidos
com CCh 1 uM.

Figura 21F - 1-4-MPEA® , n = 17; 2-M-PEA @, n = 14; 1-M-1-PEA®, n = 14; B-PEA®,n = 12, B-MPEA®, n
= 6; OCTOPAMINA®, n = 6; CONTROLE O, n = 14. Porcio distal de colon de ratos pré-contraidos com CCh
1 uM.
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Na figura 22 estdo os resultados referentes aos efeitos de curvas concentragdo-efeito
com adi¢des crescentes das feniletilaminas (10 — 1000 pM) na frequéncia das contracdes fasicas
em tecidos intestinais pré-contraidos com CCh 1 pM. Nessa condi¢do, todos os tecidos
estimulados com CCh apresentaram um aumento na frequéncia nas contragdes espontaneas. No
entanto, em nenhuma das por¢des do intestino delgado ou em tecidos de colon distal as
feniletilaminas ndo modificaram o perfil fasico das contragdes em relagdo a frequéncia (P >

0,05; figuras 22A, B, C e D).
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Figura 22 — Efeitos de curvas concentracdo-efeito a feniletilaminas na frequéncia das
contracdes fasicas das por¢des proximal, medial e distal do intestino delgado e distal do colon

em tecidos pré-contraidos com CCh 1 uM
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Graficos com valores médios das respostas a concentragdes crescentes das feniletilaminas (10 — 1000 puM). * =P
< 0,05 em comparacdo com o grupo controle. # = P < 0,05 em comparagdo com o grupo controle, respostas
inibitorias. Valores expressos em percentual da frequéncia das contragcdes fasicas antes da adi¢do das
feniletilaminas.
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Figura 22A - 1-4-MPEA®  n=9; 2-M-PEA ®,n=17; 1-M-1-PEA®,n=6; B-PEA® n=12; B-MPEA®, n =
6; OCTOPAMINA®, n = 11; CONTROLE O, n = 13. Porg¢do proximal do intestino delgado de ratos pré-
contraidos com CCh 1 uM.

Figura 22B - 1-4-MPEA® ,n =9; 2-M-PEA @, n = 15; 1-M-1-PEA®, n =6, B-PEA®,n = 12; -MPEA®, n =
6; OCTOPAMINA®, n = 6; CONTROLE O, n = 13. Por¢dio medial do intestino delgado de ratos pré-contraidos
com CCh 1 uM.

Figura 22C - 1-4-MPEA® , n = 10; 2-M-PEA @, n =8; 1-M-1-PEA® n = 6; B-PEA® n = 12; B-MPEA®, n =
6; OCTOPAMINA®, n = 10; CONTROLE O, n = 14. Por¢io distal do intestino delgado de ratos pré-contraidos
com CCh 1 uM.

Figura 22D - 1-4-MPEA® , n = 15; 2-M-PEA ®,n=19; 1-M-1-PEA®, n=6; B-PEA®, n=12; B-MPEA®,n =
6; OCTOPAMINA®, n = 8; CONTROLE O, n = 12. Por¢io distal de colon de ratos pré-contraidos com CCh 1
uM.
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Na figura 23 estdo representados os resultados referentes aos efeitos de adigdes
crescentes das feniletilaminas na amplitude das contragdes fisicas em tecidos intestinais pré-
contraidos com CCh 1 pM. Em segmentos da por¢do proximal do intestino delgado, enquanto
a feniletilamina sintética 1-M-1-PEA promoveu aumento significativo na amplitude das
contracdes fasicas, as feniletilaminas fisiologicas B-PEA e octopamina promoveram diminuigao
significativa na amplitude das contragdes féasicas. ApoOs curva concentragdo-efeito na
concentracdo de 1000 uM a 1-M-1-PEA aumentou a amplitude das contragdes em 175,5 +
35,5%, enquanto adi¢des crescentes da B-PEA e octopamina resultou em diminui¢do para 50,3
+ 5,6% e 38,4 £ 6,4, em relagdo ao controle (valores expressos como % da amplitude das
contragoes fasicas apos estimulacdo com CCh 1 uM; P < 0,05 two-way ANOVA, seguido de
teste de Holm-Sidak), (Figura 23C).

Na por¢ao medial do intestino delgado as aminas 2-M-PEA, 1-4-MPEA e B-PEA
diminuiram de forma significativa a amplitude das contragdes fasicas em tecidos previamente
estimulados com CCh 1 pM. O efeito maximo inibitorio ocorreu na concentragdao de 1000 uM
com valores de 61,9 £+ 6,3% para a 2-M-PEA, de 45,7 £ 5,1% para a 1-4-MPEA ¢ de 41,1 +
3,3% para B-PEA vs. 95,8 £+ 5,8% do grupo controle (P < 0,05; Figura 23D).

Em segmentos da porcao distal do intestino delgado a feniletilamina 1-M-1-PEA
foi eficaz em aumentar a amplitude das contragdes fasicas quando adicionada em concentragdes
crescentes (10 — 1000 uM) em tecidos pré-excitados com CCh 1 uM. O efeito maximo ocorreu
na concentragdo de 1000 uM aumentando a amplitude para 111,5 + 13,2% (P < 0,05; Figura
23E). De outro modo na mesma condigao, as feniletilaminas B-PEA e 1-4-MPEA reduziram os
valores da amplitude das contra¢des fasicas para 53,1 £ 6,3% e 36,9 = 4,0% vs. 79,0 + 3,4 do
grupo controle (P < 0,05; Figura 23E).

J4 em segmentos distais de colon, também pré-excitados com CCh 1 pM, adigdes
crescentes da B-PEA e da octopamina diminuiram a amplitude das contra¢des fasicas. O maior
valor de diminui¢do ocorreu na concentracdo de 1000 uM sendo o valor da amplitude das
contragoes reduzidas para 49,4 £ 7,1% e 31,2 £ 11,5% vs. 96,2 + 4,3 vs. 96,2 + 4,3 do controle,
respectivamente (P < 0,05; Figura 23F).
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Figura 23 — Efeitos de curvas concentragdo-efeito a feniletilaminas na amplitude das

contracdes fasicas das porgdes proximal, medial e distal do intestino delgado e distal do célon

em tecidos pré-contraidos com CCh 1 uM
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Figura 23A - Tragado tipico de experimento com adig¢do de concentragdes crescentes da 1-M-1-PEA (10 — 1000
uM) em tecidos de intestino delgado proximal pré-contraidos com CCh 1 uM.

Figura 23B - Tragado tipico de experimento com adi¢do de concentragdes crescentes da B-PEA (10 — 1000 uM)
em tecidos de intestino delgado proximal pré-contraidos com CCh 1 pM.

Graficos com valores médios das respostas a concentra¢des crescentes das feniletilaminas (10 — 1000 uM). * =P
< 0,05 em comparagdo com o grupo controle. # = P < 0,05 em comparagdo com o grupo controle, respostas
inibitorias. Valores expressos em percentual da amplitude das contracdes fasicas antes da adi¢do das
feniletilaminas.

Figura 23C - 1-4-MPEA® , n=9; 2-M-PEA ®,n=17; 1-M-1-PEA®,n=6; B-PEA® n=12; B-MPEA®, n =
6; OCTOPAMINA®, n=9; CONTROLE O, n = 14. Por¢do proximal do intestino delgado de ratos pré-contraidos
com CCh 1 uM.

Figura 23C - 1-4-MPEA® , n = 14; 2-M-PEA @ ,n = 16; 1-M-1-PEA®, n=6; B-PEA® n=12; B-MPEA®,n =
6; OCTOPAMINA®, n = 6; CONTROLE O, n = 14. Por¢io medial do intestino delgado de ratos pré-contraidos
com CCh 1 uM.

Figura 23E - 1-4-MPEA® n=11; 2-M-PEA @, n=13; |-M-1-PEA®, n=6; -PEA® n= 12; 3-MPEA®, n =
6; OCTOPAMINA®, n = 8; CONTROLE O, n = 14. Por¢do distal do intestino delgado de ratos pré-contraidos
com CCh 1 uM.

Figura 23F - 1-4-MPEA® , n = 18; 2-M-PEA ®,1n=19; I-M-1-PEA®,n =6; B-PEA®, n = 12; B-MPEA®, n =
6; OCTOPAMINA®, n = 6; CONTROLE O, n = 12. Por¢o distal de célon de ratos pré-contraidos com CCh 1
pM.
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Logo abaixo, na tabela 4, estdo resumidos os resultados dos efeitos das
feniletilaminas na contratilidade de tecidos gastrintestinais previamente contraidos com

carbacol.

Tabela 4 — Efeitos das feniletilaminas na contratilidade de tecidos gastrintestinais
previamente contraidos com carbacol

B-PEA B-MPEA 1-M-1-PEA

tensdo | freq amp | tensio | freq amp | tensio | freq amp

Fundo | diminui - - diminui - - diminui - -

Prox |diminui | S/efeito | diminui | diminui | S/efeito | S/efeito | diminui | S/efeito | aumenta

Medial | diminui | S/efeito | diminui | diminui | S/efeito | S/efeito | diminui | S/efeito | S/efeito

Distal | diminui | S/efeito | diminui | diminui | S/efeito | S/efeito | diminui | S/efeito | aumenta

Colon |diminui | S/efeito | diminui | diminui | S/efeito | S/efeito | S/efeito | S/efeito | S/efeito

OCTOPAMINA 1-4-M-PEA 2-M-PEA
tensao | freq amp | tensido | freq amp | tensdo | freq amp
Fundo | diminui - - diminui - - diminui - -

Prox |diminui | S/efeito | diminui | diminui | S/efeito | S/efeito | diminui| S/efeito | S/efeito

Medial | diminui | S/efeito | S/efeito | diminui | S/efeito | diminui | diminui | S/efeito | diminui

Distal |diminui | S/efeito | S/efeito | diminui | S/efeito | diminui | diminui | S/efeito | S/efeito

Colon |diminui | S/efeito | diminui | diminui | S/efeito | S/efeito | diminui | S/efeito | S/efeito

Legenda:

Fundo = resposta em tecidos de fundo de estomago; Prox = resposta em tecidos de intestino delgado proximal;
Medial = resposta em tecidos de intestino delgado proximal; Distal = resposta em tecidos de intestino delgado
distal; Coélon = resposta em tecidos de intestino de colon distal. tensdo = medidas da tensdo isométrica das
contracdes; freq = frequéncia das contragdes espontianeas; amp = amplitude das contra¢des espontaneas.

5.2 Parte II — Resultados presentes no artigo intitulado “Differential effects of p-
methylphenylethylamine and octopamine on contractile parameters of the rat

gastrointestinal tract”

5.2.1 Efeitos contrastantes da -metilfeniletilamina e octopamina em fundo gdstrico de ratos

Sob tonus basal, tiras de tecidos de fundo gastrico apresentaram resposta
contraturante em resposta a adigdes cumulativas de B-MPEA (10 — 1000 uM; Figura 24A).
Efeitos contrateis significativos nos tecidos de fundo de estobmago foram observados a partir da
concentragdo de 100 uM (P < 0,05, one-way ANOVA seguido de teste de Holm-Sidak) e a

magnitude da contragdo na concentragdo de 1000 uM correspondeu a 51,1 + 2,1% (n = 105;
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dados coletados de todos os experimentos controles) da contragdo de referéncia induzida por
KCI 60 mM (Figura 24C). De modo contrario, a octopamina (10 — 1000 uM) promoveu uma
resposta relaxante (Figura 24B) com magnitude correspondente a -21,9 £ 4,6% (n = 8; os

valores negativos indicam relaxamento) na concentracdo de 1000 uM (Figura 24C).
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Figura 24 — Efeitos diferenciais induzidos por B-metilfeniletilamina (B-MPEA) e octopamina

em fundo géstrico de ratos
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Figura 24 — Em A e B, tragados tipicos de experimentos com tecidos isolados de fundo gastrico. Ambos os tecidos
foram inicialmente estimulados com alta concentragdo de KCl (60 mM), o qual serviu como referéncia para
expressar as respostas das feniletilaminas. As curvas concentracao-efeito foram construidas pela adi¢do cumulativa
de 10 — 1000 uM da B-MPEA (n = 105; dados obtidos de todos os controles experimentais) (A) ou octopamina (n
= 8) (B). Note que B-MPEA induziu efeito contratil, enquanto a octopamina relaxou as preparagdes de musculo
liso. Os valores de tais efeitos foram representados no painel C como média + erro padrdo da média, n = nimero
de experimentos. Valores negativos indicam relaxamento. * e * indicam P < 0,05 em comparag@o com os valores
respectivos obtidos antes da adi¢do da B-MPEA e octopamina, respectivamente (one-way ANOVA seguido de
teste de Holm-Sidak).
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Na presenca do EPPTB (50 uM), agonista TA1, a contragdo induzida pela B-MPEA
correspondeu a 52,2 + 9,9% (n = 9) na concentragdo de 1000 uM, o qual ndo diferiu dos valores
obtidos na auséncia do antagonista nas preparacdes controles (Figura 25A). Os efeitos
contrateis da B-MPEA em tecidos de fundo gastrico também nao foram afetados pelo tratamento
prévio com atropina (I uM; figura 25B; n = 10) ou com os antagonistas de receptores de
serotonina (5-HT) ritanserina (0.3 uM; 5-HT2a, 5-HT2B, 5-HT-6, 5-HT7; Figura 25C; n = 10),
ketanserina (1 uM; 5-HTza, 5-HT2B, 5-HT7; Figura 25D; n = 12), tropisetrona (0.5 uM; 5-HT4;
Figura 25E; n = 23) ou iloperidona (0.2 uM; 5-HT1a, 5-HT-6, 5-HT?7; Figura 25F; n = 8). Uma
redugdo significativa na magnitude da contracdo foi observada (P < 0.05, two-way ANOVA
seguido de teste de Holm-Sidak), quando as prepara¢des de musculatura lisa de fundo géstrico
foram pré-tratadas com o antagonista serotoninérgico ciproheptadina (0.1 uM; 5-HT-¢, 5-HT7;

Figura 25G; n = 13) ou metiotepina (0.5 uM; 5-HTsa, 5-HT-6, 5-HT7; Figura 25H; n = 21).
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Figura 25 — Efeitos contrateis da B-metilfeniletilamina (B-MPEA) em tiras de fundo géstrico

de ratos
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Figura 25 — Curvas concentragdo-efeito em resposta a adi¢des cumulativas de 10 — 1000 uM de B-MPEA foram
construidas na auséncia (controle) ou na presenca dos antagonistas: EPPTB (50 pM; TA;; A; n =9), atropina (1
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puM; receptor muscarinico; B), ritanserina (0.3 uM; 5-HT»4, 5-HT2s, 5-HT-¢, 5-HT7; C), ketanserina (1 pM; 5-
HT:a, 5-HT2s, 5-HT7; D), tropisetrona (0.5 uM; 5-HT4; E), iloperidona (0.2 uM; 5-HTia, 5-HT-6, 5-HT7; F),
ciproheptadina (0.1 pM; 5-HT-6, 5-HT7; G) ou metiotepina (0.5 uM; 5-HTsa, 5-HT-¢, 5-HT7; H). Os valores de
tais efeitos foram representados no painel C como média + erro padrao da média, n = numero de experimentos. *,
P < 0,05 em comparagdo com os respectivos valores controles (two-way ANOVA seguido de teste de Holm-Sidak).
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5.2.2 Efeitos relaxantes induzidos pela f-MPEA e octopamina em tiras de tecido de fundo

gastrico pré-contraidas com CCh

Estimulados com CCh (1 uM), tiras de fundo gastrico contrairam como mostrado
na figura 26. Adicionados na fase sustentada da contragdo, B-MPEA e octopamina (10 — 1000
uM; Figura 26A e 26B) induziram relaxamento dependente de concentracdo (P < 0,001,
ANOVA). Quando a B-MPEA estava na concentracao de 1000 uM, a contra¢do induzida por
CCh foi significativamente reduzida para o valor de 58,9 +4,5% do valor do controle (n=19;
Figura 26C; P < 0.05, Holm-Sidak). Um efeito relaxante mais proeminente foi visto quando a
octopamina (10 — 1000 uM) foi adicionada no pico da contracao induzida pelo carbacol, valores
de 27,7 + 4,8% em relagdo ao valor do controle (n = 18; Figura 26C), comparado com o efeito

promovido pela B-MPEA (P < 0.05; two-way ANOVA seguido de teste de Holm-Sidak).
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Figura 26 — Efeitos relaxantes induzidos por f-metilfeniletilamina (B-MPEA) e octopamina

em preparagdes de fundo gastrico de ratos previamente contraidas com carbacol
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Figura 26 — Adicionadas na fase estavel da contrac¢do induzida por carbacol (CCh) 1 uM, -MPEA (10 — 1000
uM; A; n=19) e octopamina (10 — 1000 pM; B; n = 18) promoveram resposta relaxante. Os valores desses efeitos
estdo no grafico (C) como média + erro padrdao da média e foram expressos como % da magnitude do pico de
contracdo induzido por CCh e registrado imediatamente antes da adi¢ao das feniletilaminas. Os valores de tais
efeitos foram representados no painel C como média =+ erro padrao da média, n = ntimero de experimentos. * e *
indicam P < 0,05 em comparag@o com os valores respectivos obtidos antes da adi¢do da B-MPEA e octopamina,
respectivamente (one-way ANOVA seguido de teste de Holm-Sidak).
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O efeito relaxante induzido pela B-MPEA e octopamina em tiras de fundo gastricos
contraidas por CCh foram investigadas na presenga do EPPTB (50 uM) ou tropisetrona (0,5
uM) (Figura 27). Enquanto o antagonista EPPTB (n = 9) e a tropisetrona (n = 9) ndo
modificaram o efeito induzido pela B-MPEA (Figura 27A e 27C, respectivamente), tais
antagonistas reduziram significativamente o efeito relaxante induzido pela octopamina (Figura
27B (n=11) e 27D (n = 9), respectivamente) (P < 0,05, two-way ANOV A seguido de teste de
Holm-Sidak).

Em um conjunto separado de experimentos, o agonista TA; RO5263397 (1 — 100
uM) relaxou significativamente (na maior concentragdo — 100 uM) a contracdo induzida por
CCh 1 uM em tiras isoladas de fundo de estomago géstrico de rato para o valor de 34,5 + 7,8%
(n = 6) (Fig. 27E, P < 0,001, ANOVA). Da mesma forma, a contragcdo induzida pelo CCh
diminuiu significativamente para 73,5 + 4,2% (n = 8) em resposta ao agonista 5-HT4 zacoprida
(10— 100 uM; Fig. 27F, P < 0,001, ANOVA). Os efeitos relaxantes induzidos por RO5263397
ou por zacoprida permaneceram inalterados na presenca de EPPTB 50 uM (Fig. 27E e F; P >
0,05, two way ANOVA).
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Figura 27 — Avaliacdo do efeito relaxante induzido pela B-metilfeniletilamina (B-MPEA) e

octopamina em tiras de fundo gastrico de ratos
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Figura 27 — Curvas concentragio efeito em resposta a adi¢des cumulativas (10 — 1000 uM) de B-MPEA (A e C)
ou octopamina (B e D) foram construidas na auséncia (Controle) ou na presenca dos antagonistas: EPPTB (50 uM;
TA1; A e B) ou tropisetrona (0,5 uM; 5-HT4; C e D). Os valores de tais efeitos foram representados no painel C
como média £ erro padréo da média, n = nimero de experimentos. *, P < (0,05 em comparagdo com o respectivo
valor do controle (two-way ANOVA seguido de teste de Holm-Sidak).
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5.2.3 Efeitos da f-MPEA e octopamina no transito gastrintestinal de liquido

Em comparagdo com animais que receberam salina administrada por via
intraperitoneal (n = 5), B-MPEA (30 mg/kg; n = 6) ndo alterou o perfil dos valores de retencdo
do corante teste no trato gastrintestinal de ratos que receberam o alimento liquido teste (Figura
28A). De modo contrario, valores de reten¢do do corante teste foram significativamente maiores
(P < 0,05, teste de Mann-Whitney) na por¢do proximal do intestino delgado dos animais
tratados com octopamina (30 mg/kg; n = 7) com valores de reten¢do de 38,3 + 3,5%, em
comparacdo com os animais tratados com salina (n = 6), com valores de 21 + 3,8%,
respectivamente (Figura 28B). Além disso, valores de retengdo do corante teste
significativamente menores foram vistos na por¢cao medial do intestino delgado (13,1 + 0,3%
no grupo octopamina vs. 30,0 £ 2,8% do grupo controle; P < 0,05, teste de Mann-Whitney;
figura 28B).
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Figura 28 — Avaliacdo do transito gastrintestinal de liquidos em ratos ap6s tratamento com [3-

metilfeniletilamina (B-MPEA) e octopamina

A 100

= . [ 1 Controle
< | B 3-MPEA
2 80 -
[
& |
9 60 -
% - b
o 40 -
] h
g‘ T
3 20 - -
qJ 4
® 9 i e
Proximal Medial Distal
Estdmago
B Intestino
— 100 -
) 1 1 Controle
% 80 1 Hl Octopamina
= |
9 60+ * *
2 1 T 1 1
o 40+
zg _ =
5,53 20 - =
GJ 4
9 B W
R Proximal Medial Distal
Estdmago
Intestino

Figura 28 — Painel A e B mostram os valores da retencdo de corante recuperados dos segmentos gastrintestinais
(estdbmago e intestino delgado proximal, medial e distal) de ratos previamente tratados (barras pretas) in vivo com
administragdo intraperitoneal de 30 mg/kg de B-MPEA (A; n = 6) ou octopamina (B; n = 7), em comparag¢do com
animais tratados com salina (barras brancas; n = 5; n = 6). *, P <0,05 em comparacio com os respectivos valores

do grupo controle (teste de Mann-Whitney).
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5.2.4 Efeitos da f-MPEA e da octopamina em tecidos isolados de intestino delgado proximal

estimulados com carbacol

Experimentos adicionais foram realizados para destacar os efeitos da B-MPEA e da
octopamina em tecidos isolados obtidos da regido proximal do intestino delgado de ratos. Em
preparacdes mantidas sob a condi¢ao de tonus de repouso, enquanto a f-MPEA (10— 1000 uM)
nao promoveu efeitos contrateis significativos (P >0,05), a octopamina (10 — 1000 uM) induziu
relaxamento significativo nas concentracdes acima de 300 pM, com valor maximo
correspondente a 30,2 + 7,2% (n = 5; P < 0,05, one-way ANOVA seguido de teste de Holm-
Sidak) na concentra¢do de 1000 uM (Figura 29).



Figura 29 — Efeitos induzidos pela B-metilfeniletilamina (B-MPEA) e octopamina no tonus

basal de tecidos do intestino delgado proximal de ratos
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Figura 29 — Grafico com os efeitos induzidos por 10 — 1000 uM da B-MPEA e octopamina (n = 5) em tecidos da
porc¢do proximal do intestino delgado de ratos. As preparagdes foram mantidas sob tonus de repouso. Valores do

tonus sdo média + erro padrao da média e foram expressos como % de uma contragio de referéncia induzida por

KCl 60 mM. Valores negativos indicam relaxamento; n = niimero de experimentos. * indica P < 0,05 em
comparacdo com os valores do controle obtidos imediatamente antes da adi¢do da octopamina (one-way ANOVA

seguido de teste de Holm-Sidak).
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Em tecidos de intestino delgado estimulados com carbacol (1 uM), a resposta
contratil mostrou um tipico perfil com uma primeira fase com um pico caracteristico seguido
por uma segunda fase de contragdo sustentada (figura 30). No estado estavel da segunda fase
da contragdo, a atividade ritmica permaneceu mensuravel e uma diminui¢do significativa na
amplitude (P < 0,05, teste de Holm-Sidak) ocorreu em resposta a adicdes cumulativas a
octopamina (10 — 1000 uM; Figura 30B ¢ E). Tal redugdo na amplitude da atividade ritmica
causada pela octopamina foi observada na presenca do antagonista do receptor TA; (EPPTB 50
uM; figura 30A, tragado direito e Fig. 30B). Na presenga do antagonista do receptor
serotoninérgico 5-HT4 (tropisetrona 0,5 uM; Fig. 30D, tracado direito), a octopamina nao
conseguiu reduzir a magnitude da atividade ritmica (Fig. 30E). E importante notar que a

octopamina ndo alterou a frequéncia da atividade ritmica contratil (Fig. 30C e F).
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Figura 30 — Efeitos relaxantes induzidos pela octopamina em tecidos de intestino delgado

proximal de ratos previamente contraidos com carbacol
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Figura 30 — Tracados experimentais no lado esquerdo dos painéis A ¢ D mostram que a octopamina (10 — 1000
puM) induziram resposta relaxante quando adicionada sozinha no estado estavel da contrac@o induzida por carbacol
(CCh 1 puM). Tipicamente, as contragdes induzidas por CCh foram sobrepostas por contragdes ritmicas
espontaneas (inseridas acima dos tragados experimentais presentes no painel A ¢ D, tempo de 10 segundos). A
magnitude dessas contragdes ritmicas foi significativamente reduzida pela octopamina (painéis B ¢ E) na auséncia,
mas ndo na presenga de tropisetrona (E). O EPPTB (B) nao alterou o efeito inibitdrio promovido pela octopamina
nas contrag¢des ritmicas do intestino delgado proximal. Note que em nenhum caso a frequéncia das contragdes
ritmicas mudaram apés a adi¢ao de octopamina (C e F). Os valores nos graficos estdo apresentados como média +
erro padrao da média e foram expressos como % da magnitude das contragdes ritmicas registradas imediatamente
antes da adig¢do da octopamina; n = nimero de experimentos. * indica P < 0,05 em comparag@o com o respectivo
valor do controle (barras pretas) (one-way ANOVA seguido de teste de Holm-Sidak).
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6 DISCUSSAO

Os compostos feniletilaminicos naturais ou sintéticos tém semelhanca estrutural
com neurotransmissores reconhecidos por seus efeitos na contratilidade gastrintestinal. O
presente trabalho se propos a investigar os efeitos contrateis da feniletilaminas 1-4
metilfeniletilamina (1-4-MPEA), 2-metil-1-feniletilamina (2-M-PEA), 1-metil-1-feniletilamina
(1-M-1-PEA), B-feniletilamina (B-PEA), B-metilfeniletilamina (B-MPEA) e octopamina em
tecidos isolados do trato gastrintestinal de ratos. A escolha dessas feniletilaminas se deu pela
varia¢dao nos grupos substituintes mais comuns na estrutura da B-PEA, considerada o protétipo
da classe das feniletilaminas (KHAN et al., 2012). A seguir, sera apresentada a discussdo dos
resultados obtidos no presente trabalho, a qual foi dividida em duas partes.

Na primeira parte discutiremos os resultados dos efeitos contrateis de todos os seis
compostos estudados em duas situagdes, em tecidos mantidos sob tonus de repouso e em tecidos
previamente contraidos com agente contraturante conhecido (carbacol).

Na segunda parte serd apresentada a discussdo dos resultados que fazem parte do
artigo “Differential effects of p-methylphenylethylamine and octopamine on contractile

parameters of the rat gastrointestinal tract” proveniente da presente tese.

6.1 Parte I — Efeitos contrateis das feniletilaminas em tecidos gastrintestinais mantidos

sob tonus basal ou pré-contraidos

No presente estudo, inicialmente, verificamos os efeitos das seis feniletilaminas
estudadas na contratilidade dos tecidos gastrintestinais (fundo de estomago, intestino delgado
proximal, medial e distal e colon distal) mantidos sob tonus basal.

Em tecidos de fundo de estomago de ratos, as feniletilaminas -PEA, f-MPEA e 1-
M-1-PEA apresentaram efeitos contrateis excitatorios quando adicionados em concentragdes
crescentes. A primeira demonstragao de efeito contratil excitatorio da B-PEA em tecidos
gastricos de ratos foi em 1969 no trabalho de Innes & Kohli et al. Nesses mesmos tecidos,
Batista-Lima et al. (2019) também verificaram efeitos contrateis excitatorios da B-PEA na
mesma variagdo de concentragdo utilizada no presente trabalho.

No entanto, com relagdo as feniletilaminas f-MPEA e 1-M-1PEA inexistem relatos
na literatura de seus efeitos em tecidos gastrintestinais. Contudo, a B-MPEA ¢ considerada um
isomero da anfetamina (Cohen et al., 2016), e esta, ja foi demonstrado apresentar efeitos

contrateis excitatorios em tecidos isolados de fundo gastrico de ratos (INNES & KOHLI, 1969;
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VACCARI & VERTUA, 1970). A B-MPEA ¢ um composto utilizado como recurso ergogénico
para a melhoria da performance e do controle do peso corporal, porém, ¢ proibido de ser
comercializado em suplementos alimentares. No entanto, sua presenca em diversas marcas de
produtos dessa categoria vem sendo relatado na literatura (PAWAR et al., 2014; COHEN et al.,
2016). Até o momento, foi demonstrada apenas a resposta da f-MPEA no aumento da pressao
arterial em ratos (SCHINDLER et al., 2019). Assim, é importante conhecer seus efeitos
farmacologicos no trato gastrintestinal, visto serem consumidos por via oral expdem os tecidos
desse sistema a esse composto.

Os compostos feniletilaminicos 2-M-PEA e 1-4-MPEA néo apresentaram resposta
contratil significativa em comparagao com as respostas controles. Esses dois compostos sdo de
origem sintética e ndo existem estudo com relatos de seus efeitos farmacologicos em tecidos
isolados ou em experimentos in vivo.

No entanto, a octopamina apresentou resposta relaxante significativa em tecidos
isolados de fundo de estdmago de ratos. A octopamina ¢ uma feniletilamina hidroxilada
naturalmente produzida em algumas espécies de plantas, com destaque para o género Citrus, €
vem sendo utilizada como recurso ergogénico para melhoria de desempenho fisico e na perda
de gordura corporal (STOHS, 2015). A octopamina faz parte das feniletilaminas conhecidas
como aminas trago e também ¢ produzida naturalmente em animais vertebrados e invertebrados
através do metabolismo do aminoacido L-tirosina pela a¢ao de enzimas descarboxilases e
hidroxilases (STOHS et al., 2020).

Em tecidos isolados do intestino delgado sob tonus basal a feniletilamina sintética
1-M-1-PEA foi a tinica a apresentar resposta contraturante em todas as por¢des (proximal,
medial e distal) e em tecidos de cdlon distal. Esse composto demonstrou um comportamento
distinto em comparagao com as demais feniletilaminas que nao tiveram resposta contraturante
significativa ou apresentaram um perfil relaxante nesses tecidos.

As aminas trago B-PEA e octopamina e¢ a feniletilamina sintética 2-M-PEA
promoveram respostas relaxantes em todas as trés por¢oes do intestino delgado e a octopamina
também promoveu resposta relaxante nos tecidos de colon distal. Em relacdo a B-PEA,
Broadley et al. (2009) demonstraram que essa amina promoveu resposta contraturante em
tecidos da por¢do distal do intestino delgado em ratos, indo de encontro aos resultados obtidos
no presente trabalho. No entanto, ¢ importante ressaltar que tal resposta contraturante da B-PEA
demonstrada por Broadley e cols. foi obtida numa magnitude de concentragdo que superou em
trés vezes a utilizada em nosso estudo. Além disso, esses autores apontaram para uma possivel

atuacdo da B-PEA em receptores TA; para promover tal resposta contratura. No entanto, a via
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de sinalizacao desse receptor ¢ a produ¢do do AMPc (Bunzow et al., 2001; Borowsky et al.,
2001), o que nesses tecidos intestinais ocasionaria resposta relaxante ¢ ndo contraturante
(SANDERS et al., 2012).

Ja, os efeitos relaxantes encontrados com a adi¢cdo de concentragdes crescentes de
octopamina em tecidos intestinais sdo corroboradas por Cheng & Cheng (1988), onde estes
também demonstraram que a octopamina promoveu efeito relaxante em tecidos de intestino
medial, contudo, obtidos de coelho. Esses pesquisadores relacionaram a resposta relaxante
promovida pela octopamina com o aumento da producdo do AMPc.

Nos tecidos 1solados de intestino delgado e de codlon, além de verificar os efeitos
das feniletilaminas na tensdo isométrica, também foram analisados os efeitos dessas aminas na
amplitude e frequéncia de suas contracdes espontaneas. Nesses tecidos, o comportamento
contratil na maior parte consiste em ciclos ritmicos de contragdao-relaxamento, demonstrando
natureza fasica (HANANI et al., 2005). Essas contragdes fasicas sao conduzidas por potencias
elétricos de ondas lentas, desencadeadas pelas células intersticiais de Cajal (SANDERS, 2012).
As células intersticiais de Cajal s@o eletricamente acopladas as células musculares lisas do TGI
e promovem a modulacdo da excitabilidade dessas células musculares atuando como células
marca-passo (WANG et al., 2003).

No presente trabalho, como esperado, todos os tecidos de intestino delgado e colon
apresentaram contragdes espontaneas fasicas. Assim como encontrado por Sanchez et al.
(2017), as contragdes nos tecidos de intestino delgado apresentaram maior frequéncia das
contragdes espontaneas comparadas as contragdes nos tecidos de colon, enquanto os tecidos do
colon apresentaram maior amplitude dessas contragdes. Contudo, nenhuma das feniletilaminas
estudadas foi capaz de aumentar a frequéncia das contragdes fasicas basais nos tecidos de
intestino delgado (proximal, medial e distal). No entanto, as feniletilaminas sintéticas 1-M-
1PEA e 1-4-MPEA aumentaram significativamente a frequéncia das contragdes fasicas basais
em tecidos de colon distal. J4 a feniletilamina sintética 2-M-PEA e a octopamina promoveram
diminuigao da frequéncia das contragdes fasicas em todas a porgdes (proximal, medial e distal)
do intestino delgado, e ainda, a octopamina também promoveu diminui¢do na frequéncia das
contragdes espontaneas fasicas nos tecidos de cdlon distal. Tal efeito inibitorio de alguma forma
pode estar relacionado a uma a¢do desses compostos em células marca-passos.

Em relagdo a amplitude das contracdes fasicas basais espontineas, as
feniletilaminas sintéticas 1-M-1-PEA e a 1-4-MPEA foram as tnicas aminas que aumentaram
a amplitude das contragdes, a primeira nos tecidos proximal do intestino delgado e cdlon distal,

e a ultima apenas no intestino delgado proximal. De modo contrério, a feniletilamina fisiologica
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octopamina diminuiu a amplitude das contracdes fasicas espontdneas basais em todas as
porgdes do intestino delgado e nos tecidos de colon distal. J& a amina sintética 2-M-PEA
diminuiu a amplitude nas por¢des proximal e distal do intestino delgado.

Em tecidos de intestino delgado e de colon, Sanchez et al. (2017) demonstraram em
tecidos isolados de camundongos, que as poliaminas putrescina, espermidina, espermina e
cadaverina e a amina trago isoamilamina diminuiram a amplitude e a frequéncia das contragdes
espontaneas basais nesses tecidos. Esses compostos, assim como as aminas traco classicas (-
feniletilamina, tiramina, triptamina e octopamina), também sdo sintetizados a partir do
metabolismo de aminoacidos e produzidos naturalmente em tecidos gastrintestinais e bactérias
intestinais, bem como estdo presentes em alimentos fermentados (GAINETDINOV et al.,
2018). Portanto, esses compostos feniletilaminicos derivados de aminoacidos sdo
rotineiramente expostos aos tecidos gastrintestinais, seja por produgdo tecidual ou por bactérias
comensais, € ainda, por ingestao alimentar. Esses compostos, portanto, se apresentam capazes
de modular a peristalse intestinal (SANCHEZ et al., 2017). E importante ressaltar que no
trabalho de Sénchez e cols. foram utilizadas concentragdes 3 vezes maior (3 mM) do que a
concentragdo maxima utilizada no presente trabalho (I mM), no entanto, ainda assim, as
feniletilaminas nas concentragdes utilizadas em nosso estudo promoveram respostas contrateis
de magnitude comparavel.

Os efeitos das feniletilaminas no presente trabalho também foram investigados em
tecidos gastrintestinais em situagdo de estimulagdo contratil prévia com agonista muscarinico
(carbacol) conhecido por promover a contragao nesses tecidos (EHLERT et al., 2012). Todos
os tecidos estimulados com o carbacol na concentragdo apresentaram resposta contratil
excitatoria. Esse efeito estd de acordo com a agdo de um agonista de receptor muscarinico M3
ao desencadear a contracdo do musculo liso gastrintestinal pela entrada de calcio (Ca®") no meio
intracelular e consequente estimulagdo de enzimas quinases que fosforilam enzimas
regulatorias desencadeando o mecanismo contratil (SANDERS et al., 2012).

Em nosso estudo, nos tecidos de fundo de estdmago previamente contraidos com
carbacol (acoplamento farmacomecanico), todas as feniletilaminas promoveram efeitos
relaxantes ao serem adicionadas em concentragdes crescentes. Também em tecidos de fundo de
estomago de ratos pré-contraidos, Batista-Lima et al. (2019) demonstraram efeitos relaxantes
quando a B-PEA foi adicionada na mesma ordem de concentracdo utilizada no presente trabalho
(1 mM). Contudo, a estimula¢do contratil dos tecidos de fundo de estobmago de ratos no estudo
de Batista-Lima e cols. foi sob alta concentragdo de cloreto de potassio (KCI) adicionado ao

meio no qual os tecidos eram mantidos. A presenga do KCl em altas concentragdes promove a
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abertura de canais de calcio dependentes de voltagem e com isso permite que ocorra a entrada
de Ca*" e o desencadeamento dos eventos contrateis (acoplamento eletromecanico) (SOMLYO
& SOMLYO, 1994; BERRIDGE et al., 2003). Portanto, a B-PEA demonstra ser capaz de
promover efeito relaxante em tecidos de fundo de estdmago previamente excitados
independente do estimulo ser eletromecanico ou farmacolégico.

No presente trabalho, todos os tecidos das porg¢des proximal, medial e distal do
intestino delgado e da porcao distal do coélon apresentaram efeitos contraturantes com a
estimulacdo do agonista muscarinico carbacol (CCh). Nos tecidos de intestino delgado,
previamente contraido com CCh, todas as feniletilaminas estudadas diminuiram a tensdo
isométrica das contracdes comparados com os tecidos do grupo controle (sem a adicao das
feniletilaminas). J& nos tecidos de colon distal, apenas a feniletilamina sintética 1-M-1-PEA
nao promoveu diminui¢do na tensao isométrica das contragoes.

Além do aumento da tensdo isométrica desencadeado pela estimulacao dos tecidos
intestinais com o CCh, também ocorreu aumento no perfil contratil das contragdes espontaneas.
Isso ocorre em funcao das células musculares lisas no trato gastrintestinal serem eletricamente
acopladas as células auto excitaveis conhecidas como células intersticiais de Cajal (LANGTON
etal., 1989; OZAKlI et al., 1991; ZHU et al., 2009). Essa caracteristica faz com que essas células
ditem o ritmo das contragdes fasicas nesses tecidos (HANANI et al., 2005). Nas c¢lulas
intersticiais de Cajal existem receptores excitatorios e inibitorios, assim, ao serem estimulados
podem aumentar ou diminuir a contratilidade nesses tecidos, respectivamente (SANDERS et
al., 2012). Portanto, o aumento na magnitude das contragdes fasicas nos tecidos intestinais esta
de acordo com o esperado para estimulacao dos receptores excitatorios M3 por agonista desse
receptor.

Nas contragdes fasicas desencadeadas pela estimulacao com o CCh, a feniletilamina
sintética 1-M-1-PEA foi o tinico composto a promover aumento na amplitude dessas contracdes
no intestino delgado nas porc¢des proximal e distal. De modo contrario, a B-PEA diminui a
amplitude das contragdes fasicas em todas as por¢des do intestino delgado e do colon distal
bem como diminuiu a frequéncia dessas contragdes na por¢ao distal do intestino delgado. Ja a
feniletilamina sintética 1-4-MPEA diminuiu a amplitude das contracdes fasicas nas porgdes
medial e distal do intestino delgado, enquanto a octopamina promoveu diminui¢do na amplitude
das contragdes fasicas nos tecidos de intestino proximal e de colon distal. Inibi¢do dessas
contragdes em tecidos intestinais com estimulagdo prévia com agonista muscarinico também
foi observado por Sanchez et al. (2017) com adigdes crescentes de poliaminas. Esses efeitos

inibitérios podem estar relacionados de alguma forma com alteragdes na agdo das células
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marca-passo, contudo, a metodologia utilizada no presente trabalho ndo permite afirmar se tais
efeitos inibitorios se devem a uma acao direta dos compostos feniletilaminicos em receptores
localizados nessas células marca-passo.

De uma maneira geral, as feniletilaminas estudadas no presente trabalho
apresentaram um perfil de resposta com énfase em efeitos contraturantes e relaxantes,
dependendo se os tecidos estavam no estado basal ou pré-contraido (B-feniletilamina, f-
metilfeniletilamina, 1-metil-1-feniletilamina e 1-4-metilfeniletilamina), ou apenas efeitos
relaxantes (octopamina e 2-metoxi-1-feniletilamina). A pB-feniletilamina € considerada o
prototipo da classe das feniletilaminas, possuindo a estrutura mais simples em relagdo as
demais. Portanto, os demais compostos dessa classe, sejam eles de origem natural ou sintética
apresentam substitui¢des na estrutura da p-feniletilamina. As moléculas contendo o metil (CHz)
como grupo substituinte (B-metilfeniletilamina, 1-metil-1-feniletilamima e 1-4-
metilfeniletilamina) apresentaram respostas contrateis duais, assim como a B-feniletilamina, ou
seja, respostas com perfil contraturante nos tecidos em estado basal e um perfil relaxante em
tecidos pré-contraidos. Ja a octopamina e 2-metoxi-1-feniletilamina que apresenta como grupo
substituinte a hidroxila (OH) ou metoxi (OCH3), respectivamente, apresentaram apenas
resposta relaxantes, independente se os tecidos estavam no estado basal ou previamente
contraidos. Assim, de alguma forma, essas substituicdes na estrutura molecular da [3-
feniletilamina podem alterar o perfil contratil desses compostos.

Portanto, diante dos resultados obtidos ¢ da identificacao de efeitos contrastantes
da feniletilamina sintética 3-metilfeniletilamina em comparagao com a amina trago octopamina,
o presente trabalho aprofundou na verificacao dos efeitos dessas feniletilaminas na presenga de
antagonistas de receptores conhecidamente por apresentar respostas contrateis nos tecidos do
trato gastrintestinal e do receptor de aminas trago TA;. Os resultados obtidos fazem parte do
artigo, “Differential effects of [-methylphenylethylamine and octopamine on contractile
parameters of the rat gastrointestinal tract”, e a discussdo desse trabalho serd apresentada na

sessdo a seguir.

6.2 Parte II — Discussio dos Resultados do artigo “Differential effects of p-
methylphenylethylamine and octopamine on contractile parameters of the rat

gastrointestinal tract”

No presente estudo, comparamos os efeitos da B-metilfeniletilamina (B-MPEA) e

octopamina, dois compostos pertencentes a classe das feniletilaminas, na contratilidade de
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preparacdes de musculo liso obtidas do fundo gastrico e intestino delgado de ratos. Em
preparacdes gastricas, a adicdo cumulativa da B-MPEA induziu efeito dual. A B-MPEA
promoveu efeito contraturante em preparagdes sob tonus basal, enquanto provocou o
relaxamento dos tecidos em condi¢do de pré-contragdo com carbacol. De modo contrario, a
octopamina induziu efeitos relaxantes em tecidos gastricos de fundo de estdmago, tanto em
tecidos mantidos sob tonus de repouso, bem como nos tecidos sob estimulacao colinérgica com
carbacol. Quando administradas por via intraperitoneal, apenas a octopamina modificou o
comportamento motor gastrointestinal, o qual promoveu retardo no transito de liquido, marcado
com corante, nos segmentos de intestino delgado em ratos acordados.

Existem poucos relatos na literatura abordando as agdes farmacoldgicas das
feniletilaminas em tecidos isolados do trato gastrintestinal. Enquanto Innes & Kohli (1969)
reportaram apenas efeitos contraturantes causados pela molécula prototipo B-feniletilamina em
tiras isoladas de fundo gastrico de ratos, Batista-Lima et al. (2019) recentemente demonstrou
que a [-feniletilamina promoveu efeitos contrateis duais, excitatoérios e inibitorios, na
musculatura lisa desses mesmos tecidos. Assim como a B-feniletilamina, no presente trabalho
demonstramos em tecidos de fundo gastrico efeitos duais, contraturantes e relaxantes, com seu
analogo B-metilfeniletilamina, um isomero posicional da anfetamina com escassa informagao
publicada sobre seu perfil de efeitos farmacolédgicos.

O fundo gastrico ¢ uma preparagao de musculatura lisa util para o estudo de
composto que possuem efeitos estimulantes em receptores serotoninérgicos (5-HT) (Winter et
al., 1967) e ja foi anteriormente demonstrado a expressao de receptores 5S-HT nesses tecidos
(FOGUET et al., 1992). Innes & Kohli (1969), foram um dos primeiros a propor que a p-
feniletilamina promovia efeitos excitatérios pela estimulagdo de receptores 5-HT nesses
tecidos. Os resultados recentes demonstrados por Batista-Lima et al. (2019) reiteram o
envolvimento dos receptores 5-HT nos efeitos contraturantes promovidos pela B-feniletilamina
em tecidos gastricos, mas com efeitos relaxantes atribuidos a estimulagdo de receptores TAj,
um subtipo de receptor com uma notével expressao em tecidos gastricos de ratos (CHIELLINI
et al., 2012).

No presente trabalho, nds investigamos o envolvimento dos receptores 5-HT nos
efeitos excitatorios causados pela B-MPEA em tecidos gastricos de fundo de estomago de ratos.
A significante reducdo dos efeitos contrateis promovidos pela B-MPEA na presenca de
antagonistas de receptores 5-HT metiotepina ou ciproheptadina sugerem o envolvimento dos
subtipos 5-HTsa, 5-HTs ou 5-HT7. A inibicdo da adenilato ciclase (por 5-HTsa) e da

estimulagdo da fosfolipase C (por 5-HTsa ou 5-HTs) ja foi reportado como mecanismo de
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transducdo em resposta a ativagao de subtipos 5-HTsa e 5-HTs (Noda et al., 2003; Zhang et al.,
2003), o qual deve favorecer o desenvolvimento de forca por células musculares lisas (Kuo &
Ehrlich, 2015). Contudo, o envolvimento do receptor 5-HT7 no efeito contraturante promovido
pela B-MPEA ¢ improvavel pelo fato da ativacdo desse subtipo resultar na estimulagdo da
adenilato ciclase em células do musculo liso (BAKER et al., 1998). A participagdo dos subtipos
5-HT1a, 5-HT2a e 5-HT2g também parece improvavel por conta do efeito excitatdrio promovido
pela B-MPEA ter sido indiferente na presenca dos antagonistas desses subtipos iloperidona,
ketanserina e ritanserina, respectivamente (WAINSCOTT et al., 1993; KONGSAMUT et al.,
1996; KNIGHT et al., 2004). Uma vez que a presenca da atropina ndo alterou a resposta
contratil promovida pela B-MPEA, o envolvimento de receptores muscarinicos € similarmente
improvavel.

Na analise dos efeitos relaxantes vistos em tecidos de fundo géstrico sob contracao
sustentada induzida por carbacol, ¢ importante notar que a tropisetrona (antagonista de
receptores 5-HT4; Adham et al., 1996) e o EPPTB (antagonista de receptores TA; Bradaia et
al., 2009) ndo mibiram o efeito relaxante promovido pela B-MPEA, mas reduziram
significativamente o efeito relaxante induzido pela octopamina. Esse achado sugere que a
octopamina provavelmente atuou por mecanismo similar e de forma inespecifica nos receptores
5-HT4 e TA1. J& é conhecido que a estimulagao dos receptores 5-HT4 (Komada & Yano, 2007)
e TA; (Bunzow et al.,, 2001) promovem a ativacdo da proteina-G (Gs) com consequente
aumento na produgdo intracelular da adenosina 3°,5’-monofosfato ciclico (AMPc). Essa via
intracelular faz com que agonistas desses receptores apresentem propriedades relaxantes,
especialmente em musculatura lisa géstrica (Komada & Yano, 2007; Batista-Lima et al., 2019).

Ambos, RO5263397 (agonista parcial com alta afinidade por receptores TAi;
Galley et al., 2016) e zacoprida (agonista seletivo 5-HT4; Adham et al., 1996) relaxaram tiras
de fundo de estdbmago géstrico de ratos previamente contraidas com carbacol. Esses achados
demonstram a ocorréncia de resposta relaxante pela estimulagdo de agonista TA; e 5-HT4 em
tiras de fundo géstrico de ratos. De modo contrdrio do ocorrido com a octopamina, o EPPTB
em alta concentracdo (50 uM) ndo inibiu o efeito relaxante em fundo gastrico desencadeado
pelo agonista TA; RO5263397. E ainda, no mesmo tecido, o EPPTB também ndo diminuiu o
efeito relaxante promovido pela zacoprida, o que nos permite excluir possivel interagdo do
EPPTB em receptores 5-HT4. Tal discrepancia refor¢a a no¢do da octopamina agir através de
ativacdo inespecifica dos receptores 5-HTs e TAi, e levanta a hipotese da octopamina e o

EPPTB poderem interagir com outro subtipo de receptor TA além do TA:. Uma hipdtese similar
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para explicar a interag@o entre a octopamina e o EPPTB foi previamente sugerida por Koh et
al. (2019) em anéis de artérias coronarias de porco.

Agonistas de receptores 5-HT4 ¢ TA1 demonstraram a capacidade de modificar o
transito gastrointestinal in vivo em cachorros, cobaios ¢ camundongos. Raab et al. (2016),
mostrou que a ativagdo do receptor TA; pelo agonista especifico RO5166017 retardou o
esvaziamento gastrico em camundongos, enquanto o tegaserode, agonista do receptor 5-HT4,
inibiu a contracao induzida pela serotonina em fundo gastrico de ratos e aumentou o transito do
colon em cobaios via ativacao do receptor 5-HT4 (BEATTIE et al., 2004). O também agonista
5-HT4, YKP10811, acelerou o esvaziamento gastrico de liquidos sem alterar a acomodagao
gastrica em cachorros (YIN et al., 2017).

No presente estudo, o padrao da motilidade do trato gastrintestinal em ratos
permaneceu inalterada quando a B-MPEA fo1 administrada por via intraperitoneal. Levando em
consideragdo que o tratamento dos tecidos de musculo liso com tropisetrona ou EPPTB nos
experimentos in vitro nao modificaram as respostas desencadeadas pela B-MPEA, os achados
vistos nos experimentos in vivo sugerem que a B-MPEA ¢ incapaz de recrutar os receptores 5-
HT4 ou TA; para produzir efeitos inibitorios. De modo contrario, a octopamina retardou o
transito gastrointestinal de liquido, como indicado pelos altos valores de retencao na porgao
proximal do intestino delgado nos animais tratados com octopamina.

De acordo com Camilleri et al. (2019), o transito gastrintestinal resulta de uma gama
de fatores neuro-hormonais que agem no comportamento propulsivo do estdmago e da
influéncia exercida no papel receptivo no intestino delgado. Nesse sentido, parece plausivel que
a influéncia inibitoria da octopamina vista nos experimentos in vitro nas tiras de tecidos
gastricos ndo modificou a taxa de esvaziamento gastrico nos experimentos in vivo, pois
nenhuma diferenca foi vista na retengdo de corante na por¢do gastrica, pelo menos em nossa
condi¢do experimental. Contudo, uma vez que mudancas significantes foi observada na
reten¢do de corante nos segmentos do intestino delgado, a octopamina pode ser considerada
farmacologicamente ativa in vitro nesses tecidos intestinais.

De fato, enquanto a B-MPEA ndo produziu efeitos contrateis no tonus basal, a
octopamina relaxou os tecidos intestinais. Assim como no fundo gastrico, tal propriedade
inibitéria da octopamina foi apresentada em preparagdes intestinais mantidas em tonus basal,
bem como em tecidos previamente contraidos com carbacol. Tipicamente, as preparagdes
intestinais mostraram atividade contratil ritmica espontanea em condigdes basais, o qual
aumentaram em magnitude quando as preparacdes foram estimuladas com carbacol. O

comportamento ritmico espontdneo das contracdes € intrinsicamente gerado na parede do



92

intestino delgado e resulta da influéncia elétrica pelas células intersticiais de Cajal (SANDERS
et al., 2006).

E importante destacar que além do efeito miorrelaxante visto apds a adigdo da
octopamina na fase estavel da contracdo sustentada desencadeada pelo carbacol, ficou evidente
que a octopamina diminuiu significativamente a magnitude da amplitude das contragdes
ritmicas espontaneas. Esse efeito foi abolido quando a tropisetrona foi previamente adicionada
nas preparagoes, mas nao com adicao do EPPTB, o que sugere que o receptor 5-HT4, mas nao
o TA1, pode estar envolvido no efeito inibitorio da octopamina nessas contragdes ritmicas.

Contudo, a octopamina nao foi capaz de alterar a frequéncia dessas contracdes nos
tecidos intestinais. Tal evidéncia nos permite supor que o efeito inibitdrio da octopamina deve

ocorrer preferencialmente no musculo liso, mas ndo nas células marca-passos.
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6.3 Consideracoes Finais

6.3.1 Limitagoes e perspectivas futuras

Uma limitagdo que deve ser destacada em nossos experimentos ¢ que pode haver
diferenca entre a resposta da liberagdo de um neurotransmissor diretamente na juncao
neuroefetora em relagdo a adigdo desse mesmo neurotransmissor diretamente no tecido (meio
em que o tecido esteja presente). O que para Sanders et al. (2012), tal diferenga pode ser por
conta dos neurotransmissores se ligarem a receptores diferentes, pois os receptores que estao
nas jungoes neuroefetoras podem nao ser os mesmos estimulados quando adicionados ao meio
tecidual.

Devemos observar também, que das seis feniletilaminas utilizadas, B-feniletilamina
e octopamina sao naturalmente produzidas por tecidos de animais vertebrados. Esses compostos
sdo encontrados no organismo em pequenas concentragdes. Portanto, ¢ importante reconhecer
que as concentragcdes utilizadas no presente trabalho foram extrapoladas em relagcdo as
concentragoes fisioldgicas, no entanto, outros trabalhos que investigaram efeitos de compostos
feniletilaminicos utilizaram concentragdes até trés vezes a utilizada em nosso estudo
(BROADLEY et al., 2009; SANCHEZ et al. 2017). Portanto, as respostas duais excitatorias e
inibitérias desencadeadas por algumas das feniletilaminas podem estar relacionadas a
estimulagdo em mais de um receptor, podendo as altas concentragdes utilizadas explicar em
parte essas respostas.

E ainda, também ¢ importante destacar que respostas em tecidos isolados nem
sempre reproduzem os resultados obtidos com experimentos em cultura de células. Por
exemplo, a utilizacdo do antagonista seletivo dos receptores TA| ndo alterou a resposta do
agonista desses receptores em diferentes espécies testadas. Tal fato pode estar relacionado ao
tipo de tecido testado em nosso trabalho (trato gastrintestinal), portanto a falta de outros
antagonistas trouxe um fator limitante em determinar uma via mais especifica de atuacdo de
alguns compostos aqui estudados.

Por fim, destacamos que a descoberta de agonistas e antagonistas seletivos para o
receptor TA; representa um avanco no estudo dos efeitos fisiologicos e de patologias
relacionados com a ativagdo desses receptores. Portanto, novas investigacdo dos efeitos de
compostos feniletilaminicos com a utilizagdo de agonistas e antagonistas cada vez mais
especificos precisam ser continuadas para o melhor entendimento do comportamento desses

compostos no trato gastrintestinal.
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7 CONCLUSAO

As feniletilaminas estudadas no presente trabalho, de um modo geral, foram
capazes de modificar o perfil contratil de segmentos gastrintestinais, demonstrando efeitos
excitatorios e ou inibitérios. Portanto, a ingestdo de suplementos alimentares contendo
compostos feniletilaminicos tém a capacidade de promover agdes contrateis em tecidos
gastrintestinais.

Assim, em tecidos de fundo gastrico sob tonus de repouso as feniletilaminas B-PEA,
B-MPEA e 1-M-1-PEA apresentaram perfil de resposta contraturante. Ja octopamina apresentou
resposta relaxante. Nos tecidos intestinais, a 1-M-1-PEA foi a tinica feniletilamina a apresentar
resposta contraturante em todas as por¢des do intestino delgado e em tecidos de colon.
Octopamina, B-PEA e 2-M-PEA apresentaram respostas relaxantes em todas as porgdes do
intestino delgado e octopamina também relaxou tecidos de colon.

Em tecidos gastricos previamente estimulados com carbacol, todas as
feniletilaminas promoveram efeitos relaxantes. Tal resposta inibitoria também foi visto em
todos os tecidos intestinais, com excecao da 1-M-1-PEA na porcao distal do célon.

Nas contragodes fasicas em tecidos intestinais sob tonus de repouso, octopamina foi
a unica feniletilamina a produzir efeito inibitério na frequéncia e na amplitude em todas as
porcdes intestinais estudadas. Ja4 nas contracdes fasicas nos tecidos intestinais, nenhuma das
feniletilaminas alterou a frequéncia das contragdes.

Por fim, foi demonstrado em tecidos de fundo géstrico, que embora B-MPEA e
octopamina possuam uma certa proximidade quimica, esses dois compostos apresentaram
efeitos distintos. Os efeitos excitatorios promovido pela f-MPEA parece resultar da ativacao
de receptores 5-HT, com destaque para os subtipos 5-HTsa e 5-HTs. De modo contrério, a 3-
MPEA apresentou efeito relaxante por uma via ainda nao identificada. Por sua vez, a
octopamina promoveu apenas efeitos relaxantes com provavel envolvimento dos receptores 5-
HT4e TA:. O perfil predominantemente inibitorio da octopamina parece efetivo em retardar o

transito gastrointestinal em ratos.
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