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“Se chegarmos a descobrir uma teoria
completa, com o tempo esta deveria ser
compreensivel para fodos e ndo s6 para um
pequeno grupo de cientistas. Entdo, todo o
mundo poderia discutir sobre a existéncia do
ser humano e do Universo. No caso de
encontrarmos a resposta a esta questdo,
alcangariamos o triunfo final da razdo
humana, porque neste momento
conheceriamos a mente de Deus. Teriamos
tornado realidade todos os nossos sonhos.”
Stephen Hawking

“Toda vez que uma drvore é cortada aqui na

Terra, eu acredito que ela Cresga outra vez

em outro lugar - em algum outro mundo.

Entdo, quando eu morrer, este é o lugar para

onde quero ir.

Onde as florestas vivam em paz.’
Antonio Carlos Jobim
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GLOSSARIO

CAISM- Centro de Atendimento Integral a Satde da Mulher.

of- gramas forca.

ot/g de tecido amido- gramas for¢a por grama de tecido iimido.

CTA- Cortes transversais alternados.

pD,- logaritmo negativo da dose do agonista que produz uma resposta
equivalente a 50% da resposta maxima.

EC,,- dose do agonista que produz uma resposta equivalente a 50% da

resposta maxima.

pA,- logaritmo negativo da concentragio molar do antagonista que
desloca a curva dose-efeito do agonista em duas vezes a direita.

DR- anti-logaritmo da diferenca dos valores pD, na auséncia e na
presenca do antagonista.

K- Constante de dissociagfo do antagonista obtido através da equagio:

K, = [B]/log (DR-1)

[B]- concentracdo molar do antagonista

log [B]-logaritmo da concentracdo molar do antagonista.
RMax- Resposta maxima.

[g- microgramas.

IP,- inositol trifosfato.

MAQO- Monoaminooxidase.

COMT- Catecol-orto-metil transferase.

ABNT- Associacido Brasileira de Normas Técnicas.
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RESUMO

Neste trabalho foram investigadas as respostas da camada
muscular interna do ducto deferente humano a agonistas colinérgicos e
adrenérgicos na auséncia e na presenga de antagonistas. Os ductos foram
obtidos de homens saudaveis com idade entre 25 e 45 anos, em cirurgia
de vasectomia, e imediatamente colocados em solucdo de Krebs-
Henseleit, onde foram mantidos sob refrigeracdo, até ¢ momento da
realizagdo do experimento. Os experimentos ocorreram no maximo 48

horas apos a cirurgia.

Os ductos foram preparados de trés maneiras distintas: tiras
em espiral, anéis ou cortes transversais alternados, para defini¢do da
preparagdo mais sensivel, a qual seria utilizada nos experimentos
subsequentes. Foi definido anteriormente que seria mais sensivel aquela
preparagdo que mostrasse maior resposta maxima e maior valor pD, para
a noradrenalina.

Apbs a defini¢do da técnica, os ductos foram submetidos &
acdo de agonistas colinérgicos. Nao foram obtidas respostas contrateis a
estes agonistas. Em seguida foram realizadas curvas dose-efeito a
agonistas adrenérgicos, com os quais foram obtidas respostas que
permitiram o estudo da populacdo de adreno-receptores, assim como
estudos dos sistemas de metabolizagdo de catecolaminas nesta regifio do
tecido. Para o estudo das populagdes especificas de receptores, foram
utilizados agonistas e antagonistas seletivos.

Os resultados obtidos permitiram concluir que:

a prepara¢do mais sensivel e, portanto, a ser utilizada no

estudo da contragdo da camada muscular circular interna do ducto

deferente humano, ¢ a preparagdo em espiral;



a preparagdo em estudo € insensivel a agonistas
colinérgicos, sugerindo auséncia ou populagio restrita de receptores na
regido estudada;

a contragdo da camada circular é fundamentalmente
adrenérgica, verificando-se principalmente a presenga de receptores do
tipo dy;

os sistemas de metabolizaclo de catecolaminas sfo ativos,
atuando de maneira conjunta (recaptacdo neuronal e captacio
extraneuronal);

estudos funcionais permitiram ainda sugerir que parte da

resposta pode estar associada a receptores do sub-tipo «,, 0s quais

utilizam o calcio extracelular como segundo mensageiro.



SUMMARY

The objective of this work was to investigate the response of
the circular smooth muscle layer of the human vas deferens to
cholinergic and adrenergic agonists in the absence and in the presence of
antagonists. The vas deferens were obtained from 25 to 45 years old men
in vasectomy surgeries. Tissues were kept in Krebs-Henseleit solution,
under refrigeration, for no longer than 48 hours.

Vas deferens were prepared in three different ways: spiral

strips, rings or alternate transversal cuts, in order to determine the most

sensitive preparation for the subsequent experiments.

The tissues were exposed to cholinergic agonists but no
contractile responses were observed. Tissue exposure to adrenergic
agonists resulted in correspondent dose-effect curves, obtained in the
absence or in the presence of selective antagonists.

The results indicated that:

the most sensitive preparation was the spiral strip;

the contraction of the circular smooth inner layer is mostly
adrenergic with major presence of the o, adrenoceptor;

functional studies suggested that a significant part of the

response can be associated to o, adrenoceptors.



INTRODUCAO

O ducto deferente ¢ um dos tecidos alvo para o estudo e a
caracterizagdo de receptores em toda a historia da fisiologia e
farmacologia. Isto se deve ao fato deste ducto ser um orgdo de facil
acesso ¢ ter uma vasta e variada populacdo de receptores. Além das
propriedades citadas, este € um orgdo que pode ser retirado sem
comprometer a vida do individuo, o que é bastante relevante, no caso de
humanos.

Os primeiros relatos de estudo do ducto deferente humano

remontam ao inicio do século. MACHT (1917) foi o pioneiro a
demonstrar a importancia fisiologica do ducto deferente e dos ureteres. A
partir de entdo os estudos envolvendo este Orgdo prosseguiram e o
desafio era demonstrar a sua importancia fisioldégica (BOEMINGHAUS,
1926), bem como seu papel como 6rgdo de conducdo. A definicdo da
estrutura do ducto deferente comecou a ser elaborada por GOERTTLER
em 1934, que postulou um arranjo helicoidal para as fibras musculares
que o constituiam. Esta concep¢do anatdmica permaneceu por mais de 30
anos.

O passo mais importante, no entanto, para o esclarecimento
do funcionamento do ducto deferente, foi dado em 1940, por MARTINS,
que iniciou os estudos farmacologicos no ducto deferente humano,
sugerindo um possivel controle endoécrino da motilidade dos orgios
acessorios genitais masculinos.

Apesar dos trabalhos com ducto deferente terem diminuido

nas décadas de 40 e 50, uma nova fase de estudos iniciou-se na década de
60. HUKOVIC (1961) estudou a preparacdo em Orglos isolados de

cobaias e, a partir de entdo, os estudos em roedores proliferaram.



BENTLEY & SABINE (1963) estudaram o efeito de drogas
simpatomiméticas em preparacdes isoladas de cobaias; NOREBERG et
al. (1967) esclareceram o papel da inervagdo adrenérgica do trato
reprodutor de alguns mamiferos, inclusive em roedores; KASUYA &
GOTO (1968) estudaram o mecanismo de supersensibilidade induzido
pela cocaina em ductos deferentes de ratos, enquanto THOA &
MAENGWYN-DAVIES (1968) analisaram o mecanismo de
metabolizagdo de catecolaminas em cobaias.

SJIOSTRAND (1965) estudou a inervacdo adrenérgica do

ducto deferente e das glandulas acessérias do trato genital masculino

humano, enquanto BIRMINGHAM (1968) demonstrou que este tecido
isolado respondia igualmente a estimulagéo elétrica e a alguns farmacos;
a analise dos efeitos da desnerva¢do simpatica do ducto deferente
humano, foi feita por BIRMINGHAM (1970).

Os estudos realizados mostraram um importante componente
adrenérgico na resposta contratil do ducto deferente de roedores e de
humanos, assim como diferengas significativas nas respostas obtidas nas
duas preparagdes, sugerindo estudos mais aprofundados em ambos.

PABST & LIPPERT (1970) redefiniram a estrutura do ducto
deferente humano proposta por GOERTTLER (1934) mostrando, através
de estudos histologicos do tecido, as caracteristicas que s3o atualmente
aceitas: duas camadas musculares longitudinais, uma externa e outra
interna, ¢ uma camada muscular circular, localizada entre as duas
camadas longitudinais.

BAUMGARTEN et al. (1971) demonstraram que as trés

camadas descritas por PABST (1970) no ducto deferente humano seriam

inervadas pelo plexo hipogastrico do nervo pré-sacral. Os dois trabalhos

foram de grande importéncia, ndo s6 do ponto de vista morfolégico,



como também da distribui¢do da inervacdo e da definicio das
propriedades das regides em que foram divididos os ductos deferentes,
ou seja, por¢des proximal, média e distal em relagdo ao epididimo.
Posteriormente, estes trabalhos foram revistos e discutidos
por VENTURA et al. (1973) e por BATRA (1974) que confirmaram as
hipoteses anteriores e aperfeicoaram os trabalhos demonstrando a
importancia da inervag@o pelas terminagdes nervosas simpaticas e suas
variagdes nas diferentes por¢des do ducto. Em roedores também foram
verificadas diferencas nas por¢des quanto a reatividade a agonistas

(SOUZA BRITO et al., 1989). Nestes trabalhos foi evidenciada, ainda,

uma possivel participagéo da regido proximal do ducto deferente, na fase
de matura¢do final dos espermatozdides, além de demonstrar que
contragdes das varias camadas musculares eram necessarias para o envio
dos espermatozoéides, desde o epididimo até o ducto ejaculatorio
(VENTURA et al., 1973).

Posteriormente, o emprego de microscopia eletrdnica,
permitiu determinar, com maior precisdo, as variages histoldgicas,
histoquimicas e ultraestruturais deste tecido (HOFFER, 1976;
PANIAGUA et al,, 1981 e NISTAL et al., 1992). A partir destes estudos
observou-se, por exemplo, que a transmissdo no ducto deferente humano
era fundamentalmente adrenérgica. Restava saber quais seriam os
receptores envolvidos e quais eram o8 componentes modulatorios
efetivos da contrac@o.

Concomitantemente, seguiram-se estudos feitos com
roedores, nos quais comecgaram a ser demonstradas caracteristicas do
ducto deferente ndo observadas em ductos humanos. Dentre outros

aspectos, demonstrou-se que a contra¢do do ducto deferente dos roedores

nido era exclusivamente adrenérgica (AMBACHE & ZAR, 1971;



HEDQVIST & EULER, 1976 e JENKINS et al., 1976). Desse modo,
observou-se que os resultados obtidos com roedores nio podiam ser
extrapolados para os humanos tendo, portanto, que se estudar
separadamente os diferentes tecidos.

ANTON & McGRATH (1977) demonstraram que a
contragdo do ducto deferente humano era devida a estimulagdo
adrenérgica e que a mesma podia ser antagonizada por fentolamina ou
ioimbina, concluindo que o 6rgdo possuia ambos os receptores, o, e O,

adrenérgicos. Além disso, foram feitos experimentos estudando a

participagio de cada uma das camadas, longitudinal e circular, no
peristaltismo do orglo, necessario ao transporte de esperma desde o
epididimo até o ducto ejaculatéorio (BATRA, 1974). ANTON &
McGRATH (1977) também demonstraram as diferengas de respostas
contrateis obtidas com os ductos deferentes humanos e aquelas de ductos
deferentes de camundongos, cobaias ¢ coelhos. Tais resultados
confirmaram os estudos anteriores de JENKINS et al. (1976) e
HEDQVIST & EULER (1976) onde foram propostos diferentes
mecanismos de acdio envolvidos na contragdo do ducto deferente de
humano ¢ de roedores.

RATNASOORIYA et al. (1979) determinaram que o ducto
deferente humano poderia apresentar quatro padrdes de respostas
diferentes, sendo que um mesmo tecido apresentaria no maximo dois
desses padrdes. Os quatro padrdes descritos foram:

1) uma resposta contratil, tonica, inicial, acompanhada ou
nio de contra¢des fasicas;

2) picos fasicos, acompanhados de pequenas contragdes

tOnicas, repetidas;



3) contragGes fasicas, repetidas em grupos de trés ou quatro,
de intensidade igual ou proxima; e

4) contragdes fasicas simples.

A vpartir dos dados anteriormente descritos passou-se a
determina¢do dos componentes modulatdrios, caracterizagdo de outros
receptores ¢ participacdo dos receptores a-adrenérgicos na resposta
contratil do 6rgfo.

Nesse periodo, o estudo desse 6rgdo atraiu a atencdo da

comunidade cientifica, em vista do grande interesse em produzir uma

droga que tivesse um resultado contraceptivo satisfatério, sem os efeitos

colaterais previsiveis, devido a sua agfo sistémica; além disso, esta droga
evitaria as atuais cirurgias de vasectomia, que submetem o individuo a
uma extirpacio, 4 qual, na maioria das vezes, € irreversivel.

Na década de 80 iniciaram-se os estudos com radioligantes
(MINNEMAN, 1983) e aqueles de biologia molecular (COTECCHIA et
al., 1988). Estes estudos permitiram a descoberta de inlimeras drogas que
possibilitaram a caracteriza¢do farmacolédgica dos subtipos de receptores
alfa, a,, e o, (HAN, et al., 1987a e b). Esta descoberta, por sua vez,
contribuiu para uma melhor compreensdo da fisiologia do ducto
deferente.

Além disso, outros receptores foram caracterizados, alguns
participando de modo significativo, e outros de menor importancia, na
contrac¢do do 6rgdo, em humanos. Dentre os mais importantes destacam-

se os receptores para dopamina (CANEVARI et al., 1986), vasopressina
(ANDERSSON et al., 1988) e histamina (LAU et al., 1989), além da

hipotese de uma co-transmissdo purinérgica (ATP), concomitante a

neurotransmissio adrenérgica (ALM, 1982).



QOutro aspecto bastante investigado, nos estudos envolvendo
o ducto deferente, € a participa¢do e a origem, intra ou extracelular, do
calcio na contragdo. Este estudo foi iniciado por FOVAEUS et al. (1987)
que demonstraram, atraves da utilizaglo de bloqueadores de canais de
calcio, que somente parte da resposta contratil seria dependente do calcio
extracelular; a parte restante da resposta seria devida a liberagfio deste
cation, que se encontra armazenada no reticulo sarcoplasmatico ou outro
estoque intracelular. Neste trabalho foi demonstrado também que, tanto
as contragdes tonicas, quanto as contracOes fésicas eram sensiveis a

bloqueadores de calcio (nifedipina, verapamil e diltiazem).

A seqliéncia destes resultados foi dada por HAN et al.
(1987b); SMITH & BRAY (1990) e AMOBI & SMITH (1990, 1991,
1992, 1993 e 1995) que confirmaram as hipoteses de FOVAEUS et al.
(1987), demonstrando a importéncia relativa do calcio de origem extra e
intra celular nas contragdes de ambas as camadas, longitudinal e circular,
do ducto deferente humano e de rato.

Deste modo, embora o conhecimento tenha se aprofundado
grandemente com todos os dados anteriormente citados, aumentaram
também as divergéncias em relagdo, principalmente, aos componentes
modulatorios da transmissdo. Ndo mais se discutia se a transmissdo era
adrenérgica, mas sim quais eram os subtipos de receptores envolvidos na
modula¢do da resposta contratil. Haveria uma participacdo «,
adrenérgica  poOs-sindptica  efetiva?  Existiria  participagio  da
neurotransmissdo colinérgica no ducto deferente humano? A participagio

colinérgica ja havia sido demonstrada em roedores por SOUZA BRITO

(1985), SOUZA BRITO & JURKIEWICZ (1988) e JURKIEWICZ et al.
(1990).
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Assim ¢ que, apesar dos inumeros trabalhos, ainda sfo
desconhecidos quantos sdo os componentes modulatorios e quais sdo os
receptores efetivamente envolvidos na contracdo do ducto deferente
humano. A participagdo dos receptores o,-adrenérgicos na resposta
contratil do orgdo foi bastante investigada (ANTON & McGRATH,
1977, HOLMQUIST et al, 1990; AMOBI & SMITH, 1995;
FURUKAWA et al., 1995); entretanto, a definicdio do subtipo destes
receptores ainda precisava ser analisada.

Sabe-se que a participacdo do subtipo o,-adrenérgico é
pouco significativa na resposta contratil do ducto deferente humano;
porém, ndo se conseguiu demonstrar ainda qual ¢ a participagdo dos
receptores o, ¢ o,y (FURUKAWA et al., 1995). Verificou-se também
que os receptores o, devem ter uma participagdo maior em relagdio ao
namero total de receptores adrenérgicos no processo contratil (HAN et
al.,, 1987 b). Além disso, a nifedipina aboliu somente cerca de 60% da
resposta contratil do ducto deferente humano (FURUKAWA et al.,
1995), e a participacdo de receptores a,, adrenérgicos significativamente
ativos foi pequena, enquanto que a participacéo dos receptores o, OU Olyy4-
adrenérgicos era praticamente abolida por antagonistas seletivos.

Deste modo, mesmo tendo sido bastante estudado, verifica-
se que ainda existem duvidas quanto a existéncia do subtipo o, pois
este possui caracteristicas muito proximas as do subtipo «,,, parecendo
ser uma mutago deste receptor (PEREZ et al., 1994).

Entretanto a populacgio de receptores ainda ndo havia sido

bem determinada nas camadas circular ¢ longitudinal separadamente,

restando duvidas sobre a efetiva participagdo dos receptores o-
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adrenérgicos e colinérgicos no processo contratil da camada muscular
circular do ducto deferente humano.

Assim, o objetivo deste trabalho foi analisar a preparacio
mais sensivel a ser utilizada para o estudo da participagéo dos receptores
a-adrenérgicos e colinérgicos no processo contratil da camada circular
interna do ducto deferente humano, estudar os sistemas de metabolizacio
de catecolaminas e processos de utiliza¢do do calcio durante o processo

contratil na camada muscular circular.
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OBJETIVOS

Os objetivos deste trabalho foram:

1- Analisar qual a preparagéo mais sensivel que deverd ser
empregada no estudo da camada muscular circular do ducto deferente

humano.

2- Determinar se ha participaclo de receptores colinérgicos

no processo contratil da camada muscular circular do ducto deferente

humano.

3- Analisar ¢ determinar o papel dos receptores o-

adrenérgicos no processo de contragdo da camada circular.

4- Analisar o processo de metabolismo de catecolaminas na

camada muscular circular.

5- Avaliar 0 modo pelo qual a camada circular do tecido
estudado utiliza o cédlcio durante o processo contratil, determinando se as

fontes deste cation, sdo intra ou extracelulares.



i3

MATERIAL E METODOS

1-Os Ductos
Foram utilizados ductos deferentes humanos obtidos em
cirurgia de vasectomia, realizada em homens saudaveis, com idade
variavel entre 25 e 50 anos. As cirurgias foram feitas no Ambulatério de
Planejamento Familiar do CAISM!/UNICAMP. Nestas cirurgias foram
extraidos segmentos de ductos deferentes de, aproximadamente, 2 cm, os
quais foram levados ao laboratorio, para a realizagdo dos experimentos.

O nimero total de ductos utilizados neste trabalho foi por volta de cem

unidades.

2-Solucio Nutritiva
A solugdo nutritiva utilizada na manutencdo da preparacdo
foi Krebs-Henseleit com a seguinte composi¢io quimica (mM): NaCl,
119; NaHCO,, 25; KCl, 4,7; CaCl,, 2,5; KH,PO,, 0,93; MgSO,, 1,2,

glicose, 11,7 e 4cido ascorbico (20uM), diluidos em agua desionizada.

3- Aspectos éticos
Este estudo ndo infringiu aspectos éticos visto que nenhum
dos homens foi obrigado a participar do estudo cedendo os segmentos de
ductos deferentes obtidos nas respectivas cirurgias de vasectomia. Os
pacientes que optaram em ndo participar do estudo nfdo foram
prejudicados em nada, referente ao tratamento junto ao ambulatério, ou

quanto ao procedimento cirdrgico.
Esta pesquisa respeitou a Declaracdo de Helsinki I quanto

aos direitos dos sujeitos em estudo e manteve sigilo das informacgdes

obtidas dos pacientes. Todo paciente que optou pela participacdo, apds a

1- Centro de Atendimento Integral & Satide da Mulher
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leitura, entendimento e aprovagdo, assinou um consentimento informado
onde constavam seus dados e informacgdes sobre o estudo que seria
realizado com os tecidos doados.

O projeto deste estudo também foi submetido a uma Comissdo de
Etica Médica do CAISM/UNICAMP, onde foi aprovado segundo o
memorando 128/95-SCOB de 1[4 de setembro de 1995.

4-Isolamento ¢ Preparacio dos Orgios Isolados

4.1-Cirurgia

A cirurgia de vasectomia foi realizada segundo o método
descrito por HUBER (1989), a qual consiste do seguinte procedimento:
uma anestesia local é feita com xilocaina a 2%, na rafe mediana da bolsa
escrotal, e proximal aos dois ductos deferentes; o ducto deferente direito
é localizado e levado ao local anestesiado da pele escrotal, onde o mesmo
¢ preso com a pin¢a de Li; a pele €, entdo, divulsionada com uma pinga
de Kelly afiada, abrindo-se um corte de aproximadamente 1cm, isolando-
se o deferente, e tracionando-o até formar uma alga, a qual é seccionada
em uma por¢do de, aproximadamente dois centimetros, na regido
proximal e mediana do ducto deferente em relagdo ao epididimo. Ligam-
se os dois cotos com fio catgut 2-0 cromado. O mesmo procedimento é
repetido do lado esquerdo quando, entfio, ¢ feita uma cuidadosa assepsia
no local manipulado. Durante todo ¢ procedimento cirurgico toma-se
todo o cuidado com a hemostasia do local divulsionado. Devido a

pequena dimensdo do corte, ndo € necessaria a realiza¢do de sutura. As

pecas cirurgicas que, normalmente, apds terem sido retiradas seriam
desprezadas, foram imediatamente colocadas em frascos de vidro,

contendo solucdo de Krebs-Henseleit.
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4.2-Preparacio dos Orgiios Isolados

Os orgdos isolados eram preparados assim que chegavam ao
laboratoério, ou eram mantidos resfriados a 4°C, por até 2 dias apods a
cirurgia. Hste procedimento nfo causa nenhum prejuizo a resposta
(AMOBI & SMITH, 1995).

Os ductos foram limpos, retirando-se o excesso de tecido
adiposo, e preparados de trés maneiras distintas, para definir qual das
preparagdes seria mais adequada para os estudos envolvendo receptores
da camada muscular circular interna de ductos deferentes humanos. Foi

pré-determinado que a melhor preparacédo seria aquela que se mostrasse

mais sensivel a noradrenalina (maior valor pD, do agonista, e também
que apresentasse a maior resposta maxima). Os trés métodos de

preparacgéo estdo demonstrados na figura 1 e descritos a seguir:

4.2.1 - Preparacdes em cortes transversais alternados
(CTA) - VANE (1957)

Os ductos, depois de limpos, foram seccionados
longitudinalmente e, em seguida, cortados transversalmente
até seu Ultimo terco; o segundo corte foi feito do mesmo
modo, porém em sentido contrario, e assim sucessiva e
intercaladamente, até o final do tecido (Figura 1B).

Em seguida, uma das extremidades do ducto foi conectada a
uma haste acrilica, através de um pequeno gancho; a outra
extremidade do ducto foi presa em outro gancho amarrado a
uma linha. O conjunto foi colocado em cubas de 10 ml,
contendo solucdio de Krebs-Henseleit, a 30 = 1°C, aerada

com carbogénio (5% CO, e 95% O,). A linha foi conectada a

um transdutor isométrico de tensdo, enquanto a outra
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extremidade da haste foi atada a uma base com regulagem
de altura. O transdutor isométrico de tensdo foi conectado a
um poligrafo/amplificador, para o registro das contracdes
desenvolvidas pelo orgio. Foi aplicada uma tensdo inicial ao
tecido, detectada pelo transdutor isométrico de tensdo, de 0,5

gramas/forga (gf).

4.2.2 - Preparagbes em espiral - FURCHGOT &
BADRAKOM (1953)

Os ductos foram limpos e, em seguida, cortados

transversalmente através da luz do ducto, com uma tesoura
para cirurgia oftalmoldgica, num angulo de 45°, de forma
que, ao final do procedimento, obteve-se uma tira em espiral
onde se encontrava a musculatura circular intacta, e a
musculatura  longitudinal  seccionada  (Figura 1C).
Imediatamente apos este procedimento, as extremidades do
tecido foram presas e preparadas como descrito no item

anterior.

4.2.3 - Preparacoes em anéis - CASTILLO & DE BEER
(1947)

Depois de limpos, os ductos foram preparados através de
dois métodos diferentes:

a- Anéis maltiplos: os ductos foram cortados
transversalmente de modo a serem obtidos vdrios anéis;
estes foram amarrados uns aos outros através de uma linha
passada pela luz dos anéis, formando, desta maneira, um

conjunto Unico, o qual foi preso na haste acrilica por meio de
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um ultimo anel feito com a linha (Figura 1D). A outra
extremidade foi conectada, também através de um anel de
linha, ao gancho. Os procedimentos seguintes sdo os
mesmos que os citados em 3.2.1.

b - Anéis Uinicos: um unico anel foi cortado transversalmente
e, através da sua luz, foi passada uma linha, que foi
amarrada formando um anel, o qual foi conectado & haste
acrilica (Figura 1D). O gancho preso a linha foi passado
através da luz do anel, e a preparagio levada a cuba para

orgdos isolados, seguindo-se os procedimentos descritos em

3.2.1.
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Figura 1- A- Desenho esquemético das fibras musculares da camada
circular do ducto deferente humano (BATRA, 1974). B- Preparacio em
Cortes Transversais Alternados (CTA) descrita por VANE (1957): as
linhas tracejadas indicam os locais onde o tecido foi seccionado. C-
Preparagdo em espiral descrita por FURCHGOT & BADRAKOM
(1953), onde foi feito um corte mantendo-se a tesoura com angulo de 45°
em relagfio ao ducto, obtendo-se desta maneira uma tira como indicado
na figura. D- Preparagdo em anéis descrita por CASTILLO & DE BEER
(1947): o ducto ¢ cortado transversalmente de modo a se obterem anéis
que sdo ligados uns aos outros através de linhas ou como anéis tnicos
como nas figuras.
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5 - Curvas Dose-efeito

Os tecidos foram colocados, em cuba para érgio isolado,
contendo Krebs-Henseleit, onde permaneceram uma hora, para
estabilizacfo. Durante este periodo, a solucfio era trocada a cada 15
minutos.

Foram obtidas curvas dose-efeito a agonistas adrenérgicos
ou colinérgicos, pelo método de doses isoladas. As curvas foram
iniciadas utilizando-se uma dose do agonista suficientemente baixa de
modo a ndo se obter efeito mensuravel. As doses crescentes de agonista

foram adicionadas ao liquido de incubagfo, permanecendo em contato

com o tecido durante 10 minutos (noradrenalina, clonidina, tiramina,
carbacol e acetilcolina) ou 8,3 minutos (fenilefrina). Essa diferenca
deveu-se a observacfo de que, quando esse tempo era excedido, o tecido
perdia a sensibilidade a este Oltimo agonista. Além disto, estes tempos
foram determinados como suficientes para a droga se ligar aos receptores
e desencadear a resposta. Apds este tempo, o poligrafo era desligado e o
tecido lavado quatro vezes para a eliminagdo total do agonista. O
intervalo entre as doses foi sempre de 30 minutos. As doses utilizadas
foram: noradrenalina (107 a 10?M), fenilefrina (10 a 10*M), clonidina
(10* a 10°M), isoproterenol (10" a 10*M), tiramina (10*M), acetilcolina
(10®° a 10°M) e carbacol (107 a 10 M).

Cada dose de agonista produziu uma curva cuja area foi
calculada. Ao final do experimento, o tecido foi pesado e os dados

expressos em gf/g de peso tmido de tecido.

S.1.-Estudos de Metabolizacio de Catecolaminas
Sabe-se que o ducto deferente de roedores

apresenta ambas, recaptagdo neuronal e extraneuronal ativas (SOUZA
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BRITO & JURKIEWICZ, 1988). Para estudar o efeito do bloqueio do
mecanismo de recaptagio neuronal em ductos deferentes humanos, a
preparagdo foi exposta a a¢dio da desipramina, na concentraciio de 10°M,
durante trinta minutos, antes da adi¢do do agonista (AXELROD, 1966;
KOPIN, 1972)

Para o estudo da captagdo extraneuronal, foi adicionada ao
banho, a corticosterona, na concentragdo de 10ug/ml, trinta minutos
antes da adicdo de cada dose de agonista (IVERSEN & SALT, 1970;
BONISCH & TRENDELENBURG, 1974)

Foram utilizados os dois farmacos concomitantemente, nas

mesmas concentragdes citadas anteriormente, também adicionadas trinta

minutos antes de cada dose do agonista

5.2- Resposta a Tiramina

A tiramina foi adicionada em uma concentracdo de 10™M,
concentragio na qual foi obtida resposta maxima por RATNASOORIYA
et al. (1979). Durante os quarenta minutos seguintes, o poligrafo
permaneceu ligado, para registro de qualquer resposta proveniente da

acdo da tiramina.

5.3- Estudos com antagonistas competitivos adrenérgicos
Foram obtidas curvas dose-efeito a agonistas de
adrenoceptores na auséncia e na presenca de antagonista competitivo. O
antagonista foi adicionado ao banho apos o periodo de estabilizagio e
deixado em contato com o tecido durante trinta minutos antes da adi¢do

de cada uma das doses do agonista. O antagonista utilizado foi o prazosin

(3x10°%, 1x107 e 3x107M).
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5.4- Efeito da nifedipina

Apo6s a obtenc¢do da curva dose-efeito a noradrenalina, a
preparagdo fol incubada com um bloqueador de canais de calcio
voltagem-dependentes, nifedipina (10°M), adicionado trinta minutos

antes do agonista.

6 - Parametros Calculados
Em todos os experimentos realizados, apos a obtencdo dos
valores da 4rea sob a curva, foram calculados os seguintes pardmetros

farmacologicos:

6.1- Poténcia dos agonistas
A expressdo da poténcia de agonistas é o valor pD, que
corresponde ao logaritmo negativo da dose do agonista que produz 50%
da resposta maxima, segundo a equagdo:
1
pD, = log ——— = - log ECj,
ECs,

6.2- Resposta Maxima
A resposta maxima foi obtida quando doses maiores do

agonista ndo causaram aumento da resposta contratil.

6.3- Afinidade dos antagonistas

Essa medida expressa a afinidade de um antagonista
competitivo pela populacdo de receptores presentes no tecido. Por
defini¢do pA, ¢ o logaritmo negativo da concentracio molar do

antagonista, que desloca a curva dose-resposta do agonista em duas vezes
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a direita (SCHILD, 1947; ARUNLAKSHANA & SCHILD, 1959),
segundo a equagdo:
log (DR-1) = log[B] - logKj

onde:

DR ¢ o anti-logaritimo da diferen¢a dos valores pD, do
agonista na auséncia e na presenga do antagonista (razio ou r).

log [B] € a concentragdo de antagonista.

-log Ky corresponde & afinidade do antagonista pela
populag@o de receptores e € fornecida pela intersecdo com o eixo das

abcissas, da reta de regressdo obtida plotando-se log (DR-1) sobre -log

[B], se a inclinagéio desta reta ndo diferir estatisticamente da unidade.

6.4 - Analise estatistica

Os resultados foram avaliados pelo teste “t” de Student,
quando apenas dois grupos de dados foram comparados. A analise
monofatorial de varidncia, seguida de teste de Tukey, foi empregada para
comparar mais de dois grupos. As retas obtidas nas regressdes lineares
foram estatisticamente analisadas pelo método dos quadrados minimos
(BESSE & FURCHGOT, 1976). Foram consideradas significativas as
diferencas quando p<0,05.
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RESULTADOS

As Figuras 2 e 3 mostram as curvas dose-efeito a
noradrenalina, obtidas em ductos deferentes humanos isolados. Esses
tecidos nfo receberam nenhum tratamento prévio a realizacio das curvas.
Foi constatada diferenca estatisticamente significante entre as respostas
maximas das tré€s preparagdes (ANOVA, F,,,=11,06; p<0,01). O teste
“a posteriori” de Tukey mostra que as respostas maximas de espiral e
cortes transversais alternados (CTA) foram iguais entre si, mas ambas

foram maiores que aquela obtida na preparagio em anéis (Tukey,

p<0,01). Em relacdo aos valores pD,, verificou-se que havia diferenca
estatisticamente significante entre as preparagdes (ANOVA, F,,,=17,42;
p<0,01) em espiral e as preparagdes em CTA e em anéis (Tukey,
p<0,001). Como havia sido preestabelecido que a preparagio escolhida
seria aquela que apresentasse maior sensibilidade, a preparacdo em
espiral foi selecionada para os demais experimentos.

A Tabela 1 mostra os dados ilustrados na Figura 3, onde
pode-se observar que a curva da preparagdo em espiral estd deslocada
cerca de 3,5 vezes a esquerda da curva obtida com a preparagdo em CTA.

Depois de definida a técnica a ser utilizada, foram estudadas
as respostas a agonistas e antagonistas colinérgicos e adrenérgicos,

conforme demonstrado a seguir.
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Figura 2~ Padrdes de respostas obtidas a noradrenalina nas diferentes
preparagdes, acompanhadas das respectivas curvas dose-efeito. CTA
corresponde a preparacdo de cortes transversais alternados. As barras

verticais nos graficos correspondem ao erro padrio da média de, no

minimo, cinco experimentos.
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Figura 3- Curvas dose-efeito a noradrenalina obtidas em preparagdes na
forma de espiral, anel ou cortes transversais alternados (CTA). As barras

verticais indicam o erro padrio da média de, pelo menos, cinco

experimentos.
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Tabela 1- Valores pD, e resposta maxima a noradrenalina em trés

preparacgdes de ductos deferentes humanos.

a

Tipo de preparagdo pD, RMax’ (gf) n
Anéis 4.47+0.09" 0,19+0,05% 5
CTA 4,40+0,07° 0,46+0,04% 8
Espiral 4,87+0,05¢ 0,54+0,05% 10

ANOVA de Rmax Fy, ,=11,06 p<0,01
ANOVA de pD, Fj, ,=19,94 p<0,01

A,B,C,D- letras diferentes indicam diferenga estatisticamente significativa; teste de

Tukey, p<0,01

a- valor médio dos logaritmos negativos das doses do agonista que produzem uma

resposta equivalente a 50% da resposta maxima (EC,) £ erro padrio da média

b- Valores médios das respostas maximas obtidas, expressas em grama forca + erro

padrdo da média
c- pumero de experimentos

d- Cortes Transversais Alternados
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Curvas dose-efeito a agonistas colinérgicos

Os ductos foram preparados e, ap6s o periodo de
estabilizagdo, foram adicionados os agonistas colinérgicos acetilcolina ou
carbacol em concentracdes crescentes (10 & 10°M). As preparacdes ndo
apresentaram qualquer resposta contratil a acetilcolina ou ao carbacol,
sugerindo auséncia ou uma populacio extremamente restrita destes
receptores. Apos o término das curvas dose-efeito aos agonistas
colinérgicos, os tecidos foram submetidos a uma dose de agonista o-

adrenérgico para comprovagdo da responsividade do tecido (Figura 4),

(A)

curva a acetilcolina estio demonstradas as doses de 107 & 10°M,
seguidas de uma dose de noradrenalina (10°M). Na curva ao carbacol as

doses sdo de 107 a 10”°M, seguidas de uma dose de adrenalina (10°M).
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Curvas dose-efeito a agonistas de adrenoceptores

Foram realizadas curvas dose-efeito ao isoproterenol,
agonista de adrenoceptores do tipo B, com os quais nfdo foram obtidos
resultados contrateis mensuraveis conforme a Figura 5. Apds terem sido
realizadas as curvas dose-efeito ao isoproterenol, foram administradas

doses de noradrenalina para confirmagfio da responsividade do tecido

(Figura 5)

1soprotereapl. 1. N

Lartied e : - —
PACHH

Z"

H

¥

Figura 5- Registro de curva dose-efeito ao isoprbtérenoi, repfesentacia

pela dose de 1x10°°M, seguida de uma dose de noradrenalina (3x10°M).

A Figura 6 mostra as curvas dose-efeito a noradrenalina, na
auséncia (controle) e na presenca de trés doses distintas de prazosin,
3x10*"M, 1x10"M e 3x107M. A presenga do antagonista determinou
deslocamentos significativos da curva & direita (ANOVA, F, ;,)= 53,91;
p<0,001). Os deslocamentos obtidos apds a adigdo do prazosin (Tabela
2), indicando a presenga de receptores o-adrenérgicos foram dose-

dependentes.
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Tabela 2- Valores pD, e resposta maxima a noradrenalina obtidas na

auséncia e na presenca de prazosin.

Dose de pD,? RMax" Razéo®  n°
antagonista (gf/g de tec.)  (vezes)
controle 4.4+0,44 9,3+£1.9 - 7
3x10® 4,8+0,7° 12,4421 4,7 5
1x107 4,6+0,28 13,2433 7.8 5
3x107 3,440,6° 17,5+4,3 15,5 4

ANOVAF ; ,=53,91 p<0,001
A, B, C- letras diferentes indicam diferenca estatisticamente significativa; teste de

Tukey, p< 0,05

a- valor médio dos logaritmos negativos das doses do agonista que produzem uma
resposta equivalente a 50% da resposta maxima =+ erro padrio da média

b- Resposta maxima em gf/g de tecido * erro padrio da média
c- anti-logaritimo da diferenca dos valores pD, na auséncia e na presenca do

antagonista

d- nimero de experimentos
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Figura 6- Curva dose-efeito & noradrenalina antes e ap6s incubagio com
trés doses distintas de prazosin. Os dados estdo expressos em gf/g de
tecido. As barras verticais indicam o erro padréo da média de pelo menos

quatro experimentos.
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Procedimento semelhante foi empregado para a fenilefrina,
um agonista seletivo o-adrenérgico (Figura 7). Essas curvas mostraram
deslocamentos significativos a direita na presenca do antagonista
(ANOVA, F ;)= 40,73; p<0,001), confirmando uma provavel populagio
de receptores o,-adrenérgicos, responsavel pela contracdo da camada
muscular circular interna do ducto deferente humano. Os dados

encontram-se quantificados na Tabela 3.

Tabela 3- Valores pD, e Resposta maxima a fenilefrina obtidas na

auséncia e na presenga de prazosin.

Dose de pD.° RMax" Razdo® n°
antagonista (gf/g de tec.) (vezes)

controle 4.89+0,15%  18,24+2.30 -
3x10°8 3,69+0,20°  16,55+5,52 15,85
1x107 3,45+0,03%  15,8343,85 27,54
3x107 3,17+0,06®  18,70+6,38 52,48
ANOVA F,,,,= 40,73 p<0,001; Tukey™® p<0,001

BOW W WL

A, B- letras diferentes indicam diferencas estatisticamente significativas; teste de

Tukey, p<0,001

a- valor médio dos logaritmos negativos das doses de agonista que produzem uma
resposta equivalente a 50% da resposta maxima +erro padrio da média

b- valores médios das respostas maxima obtidas, expressas em gf/g de tecido tmido =+
erro padrdo da média

c- anti-logaritmo da diferenca dos valores pD, na auséncia e na presenca do
antagonista

d- ntimero de experimentos
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Figura 7- Curvas dose-efeito a fenilefrina na auséncia e na presenga de
trés doses distintas de prazosin. Os dados estdo apresentados em gf/g de

tecido. As barras verticais representam o erro padrio da média de pelo

menos 3 experimentos.
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Na Tabela 4 estdo demonstrados os valores comparativos, e
na Figura & estdo ilustradas as curvas dose-cfeito a noradrenalina e a
fenilefrina em gf/g de tecido, para destacar as diferentes respostas
maximas obtidas com os dois agonistas de adrenoceptores. Esta diferenca

mostrou-se estatisticamente significante (teste “t” de Student, p<0,05).

Tabela 4- Valores pD, e Resposta maxima & noradrenalina ou a

fenilefrina.

Agonista pD,* RMax? ne
utilizado (gf/g de tec.)

noradrenalina | 4,94+0,04 9,93:+1,09 7

fenilefrina 4,89+0,15 18,24+2.3" 5

*- teste “t” de Student, p<0,05
a- valor médio dos logaritmos negativos das doses do agonista que produzem uma
resposta equivalente a 50% da resposta maxima + erro padriio da média

b- valor médio das respostas maximas obtidas, expressas em gf/g de tecido umido +
erro padrio da média

c- namero de experimentos
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Figura 8- Curvas dose-efeito & noradrenalina e a fenileffina,

representados em gf/g de tecido. As barras verticais representam o erro

padréio da média de pelo menos trés experimentos.
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Para a confirmac¢do da homogeneidade da populacio de
receptores participantes na contragfo da camada circular do 6rgdo, frente
a dots agonistas, fenilefrina e noradrenalina, foram calculados ainda os
valores pA, do prazosin. Na Figura 9 estio demonstradas as retas de
regressdo de Schild a partir das quais foram extraidos os valores pA,

apresentados na Tabela 5.

Tabela 5- Valores de inclinagdo das retas de regressio e pA, do prazosin,

usando como agonistas a noradrenalina ou a fenilefrina.

Agonista inclina¢do da reta” pA n°

noradrenalina 0,85 8,16+0,10 15
(0,55 -1,15)

fenilefrina 0,94 8,24+0,09 9
(0,55 - 1,33)

a- inclinagfo da reta de regressdo do grafico de Schild, acompanhada dos respectivos
limites de conflanga para cada agonista

b- logaritmo negativo da concentragio molar do antagonista que desloca a curva
dose-efeito do agonista em duas vezes a direita, expresso em média £ erro padrio
da média

¢- nimero de experimentos
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Figura 9 - Gréfico de Schild para o antagonismo do efeito da noradrenalina
(reta inferior) ou da fenilefrina (reta superior) pelo prazosin.
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Néo foi constatada diferenca estatisticamente significativa
entre os valores pA, do prazosin utilizando a noradrenalina como
agonista e aqueles obtidos quando o agonista utilizado foi a fenilefrina
(p>0,05 teste “t” de Student). Os coeficientes angulares das retas de
regressdo do grafico de Schild ndo foram diferentes da unidade, tanto
para noradrenalina (0=0,85+0,14), quanto para a fenilefrina
(0=0,9440,17). Além disso, os dados indicaram que com ambos os
agonistas o prazosin comportou-se como antagonista competitivo.

Foram realizadas curvas dose-efeito a clonidina na presenca

de 1x10"M de prazosin. Nio foi observado desenvolvimento de tenso

nestas curvas, porém foram observadas pequenas contracdes fisicas nas

doses de agonista maiores que 1x10°M (Figura 10).

Figura 10- Dois registros de curvas dose-efeito &

na faixa de 10 4 10°M em ductos distintos. As curvas dose efeito a

clonidina foram realizadas na presenca de 107"M de prazosin.

Resposta 4 Tiramina
Para a comprovagio de que liberacdes de noradrenalina

endogena ndo estivessem alterando a resposta provocada pela
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noradrenalina exoégena, realizaram-se experimentos na presenca da
tiramina (10"*M). Nao foram obtidas contracdes mensuraveis em resposta

a tiramina, embora as preparagbes respondessem a noradrenalina

exogena quando esta foi administrada (Figura 11).

A

registros de respostas a tiramina (10°M) e 4 dose Unica

i?‘igura 11- Dois

de noradrenalina (10*M) em ductos distintos.

Sistemas metaboélicos das catecolaminas

Foram realizados experimentos com bloqueio da recaptacio
neuronal, da captagdo extra neuronal e de ambas, simultaneamente. Na
Tabela 6 pode-se observar os valores médios de pD, e resposta maxima
obtidos em curvas dose-efeito a noradrenalina, na auséncia e na presenca
de desipramina (10°M), nas quais ndo foram verificadas alteragdes
significativas, tanto com relagfio a resposta maxima (ANOVA Fi174,17
p<0,05; Tukey p>0,05) quanto com relagfio ao pD, (ANOVA F a1~ 1,06
p>0,05) das curvas dose-efeito na presenca do blogueador.

Na mesma Tabela 6 estdo demonstrados os valores pD, e

resposta maxima das curvas dose-efeito 4 noradrenalina, apés inibicdo da
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captagdo extra-neuronal através da corticosterona (10ug/ml). Este
procedimento ndo causou alteragdes em relaciio ao controle tanto em
relagdo a resposta maxima (ANOVA F; ;,=4,17 p<0,05; Tukey p>0,05)
quanto ao pD, (ANOVA F; ..,= 1,06 p>0,05).

Os resultados obtidos com ambas as vias metabélicas
bloqueadas podem também ser visualizados através da Tabela 6. Neste
caso, foram observadas aumentos significativos da resposta maxima
(ANOVA F 12=4,17 p<0,05; Tukey p<0,05) mas ndo foram observadas
diferencas estatisticamente significantes para os valores pD, (ANOVA

Fi 1= 1,06 p>0,05). As curvas dose-efeito podem ser visualizadas na

Figura 12,

Tabela 6- Valores pD, e resposta méxima & noradrenalina, na presenca e

na auséncia de bloqueadores dos sistemas de metabolizag3o.

Blogqueador de captag¢do pDy* RMax® n°
utilizado (gf/g de tec.)

controle 4,86+0,08  13,28+2 424 5

desipramina 4,61+£0,13 2535+1,79"% 3

corticosterona 4,96+0,14 21344412 4

desipramina + corticosterona | 4,79+0,19  27.81+3.86° 4

ANOVA F; 1,=4,17 p<0,05

A, B- letras diferentes indicam diferenga estatisticamente significativa; teste Tukey,

p<0,05

a- valor médio dos logaritmos negativos das doses do agonista que produzem uma
resposta equivalente a 50% da resposta méxima = erro padrio da média

b- valor médio das respostas maximas obtidas, expressas em gf/g de tecido Umido =+
erro padrfio da média

¢- nimero de experimentos realizados
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Figura 12- Curva dose-efeito a noradrenalina na auséncia e na presenga
de desipramina (10”°M), corticosterona (10 pg/ml) ou desipramina (10
M) e corticosterona (10 ug/ml) concomitantemente. As barras verticais

indicam o erro padrdo da média de pelo menos 3 experimentos
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Curva dose-efeito na presenca de nifedipina

A Tabela 7 mostra os valores ¢ a Figura 13 mostra as curvas
dose-efeito a noradrenalina na auséncia (controle) e na presencga de
nifedipina (1x10°M). Pode se observar uma diminuico significativa da
resposta maxima (p<0,05 teste “t” de Student), ressaltando a participagio
dos canais de célcio voltagem-dependentes e do calcio extracelular no
processo contratil da camada muscular circular do ducto deferente

humano.

Tabela 7- Valores médios de pD, e Resposta maxima de curvas dose-

efeito a noradrenalina na auséncia (controle) e presenca de nifedipina

(1x10°M), um bloqueador de canais de célcio acoplado a receptores.

Blogueador de canais de cdlcio | pD) RMax” n°
(gf/g de tec.)

controle 4,88+0,07 11,63+1,39 5

nifedipina 5,39+0,01  5,11+0,71° 4

*- teste “t”de Student, p<0,05

a- valor médio dos logaritmos negativos das doses de agonista gue produzem uma
resposta equivalente a 50% da resposta maxima + erro padrio da média

b- valor médio das respostas maximas obtidas, expressas em gf/g de tecido dmido +
erro padrio da média

¢- numero de experimentos realizados
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Figura 13- Curva dose-efeito a noradrenalina na auséncia e na presenga
de 1x10°M de nifedipina. As barras verticais indicam o erro padrio da

média de pelo menos quatro experimentos.
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DISCUSSAQ

Foram utilizadas, neste trabalho, trés metodologias classicas
de cortes para estudo da camada muscular circular descritas na literatura
(VANE, 1957; FURCHGOT & BADRAKOM, 1953 ¢ CASTILLO & DE
BEER, 1947), com as quais foram obtidas curvas dose-efeito 3
noradrenalina, que comparadas entre si, mostrariam qual preparagio seria
mais sensivel. Foram utilizados dois pardmetros de comparagfio; resposta
maxima e o valor pD,; assim sendo, a curva que se apresentasse mais

deslocada a esquerda e/ou que tivesse maior resposta maxima seria

escolhida para os experimentos subsequentes,

A nivel de resposta maxima foi constatada uma diferenca
estatisticamente significativa entre a preparacdo em anéis e as
preparagdes em espiral e cortes transversais alternados. Esta diferenca ja
fez com que fosse descartada a preparagdo em anéis que mostrou
resposta maxima inferior as outras duas. Entre as outras preparacdes,
espiral e CTA, néo foi detectada diferenca; neste caso, o outro pardmetro
de comparagdo, o pD,, foi considerado. A nivel de pD,, constatou-se
diferencga estatisticamente significativa entre os dois modelos, mostrando
que a prepara¢do em espiral € cerca de 3,5 vezes mais sensivel que a
preparagdo em CTA. Portanto, foi definido que a melhor preparacio a ser
utilizada para o estudo da camada muscular circular interna do ducto
deferente humano era aquela em espiral.

Assim que foi determinada a preparacio mais adequada ao

objetivo deste trabalho, procurou-se determinar quais eram os receptores

que efetivamente participavam da contragio da camada muscular circular
interna do ducto deferente humano. Dados na literatura indicavam que o

sistema adrenérgico era o principal responséavel pela contragéo do ducto
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deferente humano (ANTON & MCGRATH, 1977; HAN et al., 1987a e b,
HOLMQUIST et al., 1990 e AMOBI & SMITH, 1995). Embora alguns
autores também descrevessem a participacdo de receptores colinérgicos
(HEDLUND et al.,1985; MIRANDA et al.,1992), outros afirmavam que
estes nfo participavam do controle da atividade contratil do tecido
(MCLEQOD et al., 1973; ANTON & MCGRATH, 1977 e CANEVARI et
al., 1986). Nas condicdes utilizadas neste trabalho nfo foram obtidos
resultados mensurdveis a agonistas colinérgicos, confirmando os
resultados obtidos anteriormente pelos Gltimos autores.

Entretanto, outros estudos devem ser feitos levando em

conta a por¢io do ducto que esta sendo empregada, ja que este fato
parece ser de importdncia. Segundo ANTON & MCGRATH (1977) e
AMOBI & SMITH (1995), diferentes regides do ducto deferente humano
possuem populagdes de receptores diferenciadas umas das outras. Assim
a camada muscular externa (longitudinal) possut uma populacio de
receptores diferentes da camada muscular circular interna. Hsta variagdo
da populago de receptores pode também ser observada em outro critério
de classificacdo, baseado nas regides em que pode ser dividido o ducto
deferente, epididimal, mediana e prostitica (VARDOLOV &
PENNEFATHER, 1976 ¢ KASUYA & SUZUKI, 1979)

Nio tendo sido possivel demonstrar a presenga de receptores
muscarinicos, procurou-se determinar a presenca dos receptores
adrenérgicos na preparagdo selecionada. Os resultados obtidos neste
trabalho mostraram que a preparacdo nio responde ao isoproterenol, um
agonista seletivo de adrenoceptores do tipo 3, confirmando os resultados
de CANEVARI et al. (1986) e AMOBI & SMITH (1995). No entanto,
verificou-se que a musculatura circular do ducto deferente humano

respondeu bem a noradrenalina como j& havia sido demonstrado por
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CANEVARI et al. (1986), SMITH & BRAY (1990), HOLMQUIST et al.
(1990) e AMOBI & SMITH (1995). Considerando que a noradrenalina ¢
um agonista de adrenoceptores o nfo seletivo para os subtipos, analisou-
se a resposta a fenilefrina, um agonista seletivo para adrenoceptores o;.
Verificou-se que, embora as poténcias dos dois agonistas ndo
apresentassem diferencas estatisticamente significativas, a resposta
maxima a fenilefrina apresentou um valor cerca de duas vezes superior
aquela da noradrenalina. A explicagdo para este fato seria uma
combinacdo de fatores como diferengas de eficiéncia no acoplamento do

agonista aos receptores que geram o estimulo-resposta e eficdcia

intrinseca dos diferentes agonistas (KENAKIN, 1984; SALLES &
BADIA, 1991; AMOBI & SMITH, 1995).

Na tentativa de melhor compreender estes resultados
passou-se a analisar o efeito do antagonista o, seletivo, prazosin, sobre as
curvas dose-efeito aos dois agonistas de adrenoceptores. O prazosin
provocou deslocamentos dose-dependentes a direita, das curvas dos
agonistas confirmando que o efeito dos agonistas € mediado por
receptores o,-adrenérgicos. Estes resultados vem confirmar aqueles
obtidos por HOLMQUIST et al. (1990).

As inclinagdes apresentadas pelas retas de regressdo de
Schild, frente a noradrenalina ou a fenilefrina, ndo foram estatisticamente
diferentes da unidade, validando assim, os valores de pKy obtidos como
representativos do pA, deste antagonista, frente a uma populagdo
homogénea de adrenoceptores a,, ¢ confirmando resultados anteriores

(MCLEOD et al,, 1973; ANTON & MCGRATH, 1977 ¢ AMOBI &
SMITH, 1995).

Quanto 4 homogeneidade da populacio de receptores a

envolvidos nesta resposta, independentemente do agonista utilizado, os
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valores pA, assim como os valores de inclinagdo da reta do grafico de
Schild, foram iguais e ndo diferiram da unidade, o que indica a presenca
de antagonismo do tipo competitivo e confirma a existéncia de uma
populagdo homogénea de receptores o,-adrenérgicos, atuando na
contragdo da camada circular (HOLMQUIST et al., 1990; SMITH &
BRAY, 1990; AMOBI & SMITH, 1995 e FURUKAWA et al., 1995).
DOCHERTY et al. (1979) relataram em ductos deferentes de
ratos a presenca também de receptores a,-adrenérgicos poés-sinapticos,
com predomindncia dos receptores a,. ILLES & STARKE (1983),

relataram a presenca de receptores o,-adrenérgicos pré-sinapticos,

atuando como moduladores da resposta noradrenérgica no tecido do
ducto deferente também em ratos.

Assim, foram realizadas curvas dose-efeito a clonidina na
presenga de prazosin. Este agonista de adrenoceptores o, ndo mostrou
atividade em termos de desenvolvimento de tensdo. Porém, em doses
maiores que 10°M, foram registradas contragdes fasicas caracterizadas
por pequenos picos. Estes dados confirmam aqueles obtidos por AMOBI
& SMITH (1995) que relataram resposta semelhante. O objeto de estudo
deste trabalho foram as contracGes tonicas (desenvolvimento de tenséo),
no entanto, sugerimos estudos mais aprofundados com antagonistas
competitivos seletivos a,-adrenérgicos no sentido de se verificar se
existe alguma influéncia desta resposta fasica sobre a resposta ténica.

RATNASOORIYA et al. (1979) registraram resposta
significativa & tiramina, embora 40% menor que aquela obtida para a
noradrenalina. Esta resposta foi explicada como sendo devida a agio do
farmaco sobre vesiculas de noradrenalina no neur6nio pré-juncional,
rompendo-as. Com isto, haveria uma liberagdo de noradrenalina

enddgena provocando as contragdes. Para obté-las aqueles autores
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realizaram curvas dose-efeito cumulativas, com intervalos entre doses de
0,5 a 1 minuto, em doses variaveis de 0,1 a 100 pg/ml de tiramina, em

segmentos de ducto deferentes humanos, com todas as camadas

musculares intactas (longitudinal externa, circular interna e longitudinal
interna).

Entretanto, no trabalho aqui apresentado, ndo foram
observadas respostas significativas a tiramina na dose de 10°M,
utilizando-se somente a camada muscular circular interna do ducto
deferente humano. A auséncia da resposta pode estar relacionada com a

camada muscular em estudo.

Uma vez caracterizado o receptor «;-adrenérgico como
sendo o principal responsavel pelo desenvolvimento da resposta tdnica
da camada muscular circular interna do ducto deferente humano, restava
saber a qual sub-tipo pertencia o receptor presente nesta camada.

Os receptores adrenérgicos do tipo o, podem utilizar dois
diferentes mecanismos de ativacfio de segundos mensageiros, de acordo
com o subtipo de receptor em questdo (HAN et al,, 1987a e b). O célcio,
segundo mensageiro destes receptores, pode ser proveniente de diferentes
estoques e liberado através de mecanismos distintos (MINNEMAN et al.,
1988) tais como:

a) liberagio de estoques intracelulares de calcio,
provenientes principalmente do reticulo sarcoplasmatico, através da
ativagdo de receptores o, ligados a uma G-proteina. Esta proteina ativaria
uma fosfolipase que seria responsavel pela quebra do fosfatidilinositol na
membrana citoplasmatica, liberando o inositol 1,4,5 trifosfato (IP,). O 1P,
atuaria em receptores especificos presentes nas membranas do reticulo

sarcoplasmatico abrindo os canais i6nicos de célcio permitindo, deste
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modo, a passagem do cdtion para o citoplasma da céluia (BERRIDGE,
1984).

b) abertura dos canais de calcio acoplados ao receptor e
canais de calcio voltagem dependentes, localizados na membrana
plasmatica da célula muscular lisa (HAN et al., 1987b). Com a ligacio do
agonista ao receptor ocorreria uma seqliéncia de eventos que envolvem a
ativagdo da proteina G a qual, por sua vez, ativaria a fosfolipase C. Esta
catalisaria a hidrolise de fosfatidilinositéis ligados & membrana
citoplasmatica o que resultaria na formagdio de dois segundos

mensageiros: IP; e diacilglicerol (BERRIDGE, 1984). Estes dois

segundos mensageiros, atuariam agora como liberadores e moduladores
dos estoques internos de célcio, respectivamente. O diacilglicerol
liberado atuaria ainda sobre uma fosfoquinase C que, quando ativada,
liga-se & membrana, causando a abertura de canais de cédlcio (BURT et
al,, 1996). Com a abertura destes canais ocorreria o influxo de calcio
externo, despolarizagdo da membrana, com posterior abertura de outros
canais de calcio voltagem-dependentes, alterando a concentragio
citoplasmatica deste cétion.

Independente da via utilizada, o aumento da concentracéo
citoplasmatica de calcio vai atuar sobre outras proteinas, causando um
aumento no estado metabodlico da célula, através da ativacdo de enzimas,
como por exemplo, enzimas ligadas ao aumento de sintese de proteinas
(I1ZZ0O & COLUCCI, 1994).

O receptor o, utiliza principalmente o calcio extracelular
pela via anteriormente descrita (HAN et al., 1987b). Dessa maneira com
o uso de um bloqueador de célcio (nifedipina, 10°M), foi possivel
estudar se o receptor o, fazia parte da populacio o, da camada circular

do ducto deferente humano. Conforme pdde ser observado, houve uma
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diminuicdo significativa da resposta maxima do agonista (em torno de
50%), quando a preparagdo fol pré-tratada com nifedipina. Este resultado
sugeriu que parte da resposta contratil tonica da camada muscular
circular interna do ducto deferente humano deva estar associada a
receptores o,,-adrenérgicos, os quais utilizam o calcio extracelular
através dos canais de calcio acoplados a receptores e canais de célcio
voltagem-dependentes (HAN et al., 1987b; FOVAEUS et al., 1987 ¢
BURT et al., 1996). Estes resultados confirmaram aqueles obtidos por
HAN et al. (1987b) e AMOBI & SMITH (1995), que demonstraram uma

populagdo de aproximadamente 60% de receptores a,,-adrenérgicos. A

participagio dos subtipos o, e o, precisa ser ainda analisada abrindo,
assim, novas perspectivas para trabalhos futuros.

Também foram realizados experimentos para verificaco dos
sistemas de metabolizacio de catecolaminas. Para tal utilizaram-se
farmacos que atuam sobre os sitios de captacdio de catecolaminas para o
interior da célula, onde seriam metabolizadas. S&o duas as principais vias
metabolicas das catecolaminas:

a) uma via localizada principalmente nos neurbnios pré-
juncionais, onde se encontra presente uma grande concentrac¢do de
monoaminooxidase (MAOQO).

b) a outra via fica localizada nos tecidos efetores poés-
juncionais na qual a catecol-orto-metil-transferase (COMT) constitui um
importante sitio de metaboliza¢@o do neurotransmissor.

O Dbloqueio dos sistemas metabolicos, mantém a

concentragdo do agonista aplicado ou do neurotransmissor endégeno em

niveis mais altos do que aqueles existentes na presenca dos sistemas de

metabolizagdo. Quando estes sistemas estdo funcionando, parte da

catecolamina aplicada ¢ progressivamente degradada pela metabolizagio
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diminuindo, dessa maneira, a concentragio do agonista que esta em
contato com o tecido. Assim o bloqueio de um ou ambos os sistemas
permite avaliar a sua participag@o na resposta ao agonista.

Existem substincias capazes de bloquear a captacgio
neuronal, como a cocaina ou a desipramina, e outras capazes de bloquear
a captagfio extraneuronal, como € o caso da corticosterona (AXELROD,
1966; KOPIN, 1972; BONISCH & TRENDELENBURG, 1974 e
IVERSEN & SALT, 1970).

Neste trabalho foram estudados os efeitos da inibicdo da

recaptagio neuronal de noradrenalina pela desipramina. Observou-se que

a elevacéo da resposta maxima a noradrenalina causada pela desipramina
ndo foi significativa, também ndo ocorrendo diferenca estatisticamente
significativa com relagdo aos valores pD,. Quando a captagdo
extraneuronal foi bloqueada pela corticosterona, também nao ocorreram
diferencgas significativas de pD, e resposta maxima em relacdo a curva
controle. O bloqueio de ambos os sistemas de captagfio simultaneamente,
ndo alterou de maneira significativa os valores pD,, porém foram
detectadas diferencas estatisticamente significativas com relagdo a
resposta maxima. Os resultados aqui obtidos, sdo semelhantes aqueles
obtidos por SOUZA BRITO (1985), para a camada circular de ductos
deferentes de ratos, indicando que o sistema de metabolizacdo
extraneuronal € pouco efetivo. No entanto, no mesmo trabalho, foram
observados deslocamentos a esquerda e aumento da resposta maxima
quando o sistema bloqueado foi o da recaptacdo neuronal, diferente dos

nossos resultados, onde s6 foram observadas diferencas quando os dois

sistemas foram bloqueados simultaneamente. No trabalho desenvolvido
por SOUZA BRITO (1985) os sistemas de metaboliza¢do ndo foram

bloqueados simultaneamente.
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Por néo terem sido observados deslocamentos significativos
a esquerda da curva dose efeito na presenca dos bloqueadores, sugerem-

se estudos mais detalhados para confirmagdo e melhor compreensio

destes resultados.



CONCLUSAQO

Os resultados obtidos permitem concluir que:

1- A preparacio mais indicada para o estudo da camada
muscular circular interna do ducto deferente humano € a preparacio em
espiral.

2- A preparagdo de camada muscular interna do ducto
deferente humano, nas condi¢des empregadas, mostrou-se insensivel a
agonistas colinérgicos, sugerindo auséncia, uma populacdo de receptores

nfo representativa durante o processo contratil, ou ainda uma populagdo

ndo detectada na porgdo empregada da camada circular do 6rgdo.

3- O processo contratil da camada circular interna do ducto
deferente humano é fundamentalmente adrenérgico, atuando através de
receptores do tipo a,.

4- Sugerimos que na camada muscular circular o sistemas de
metabolizacdo de catecolaminas é mais efetivo quando atua de maneira
conjunta (recaptagdio neuronal e captagdo extraneuronal), necessitando
porém, estudos mais aprofundados para uma melhor determinag¢io do
funcionamento dos sistemas de metaboliza¢do nesta parte do tecido.

5- Os estudos funcionais de utilizagfo do calcio permitiram
ainda sugerir que parte da resposta a agonistas adrenérgicos pode ser
atribuida a receptores do subtipo o,,-adrenérgico, uma vez que este
subtipo de receptor € o Unico que estd ligado a utilizacdo do calcio
extracelular como segundo mensageiro para desenvolvimento de

contragoes nesta regido do tecido.
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