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RESUMO

A 6-Nitrodopamina (6-ND) € liberada do ducto deferente humano e desempenha um
papel modulador na ejaculacdo masculina. O uso terapéutico de antagonistas dos
receptores al-adrenérgicos esta associado a anormalidades ejaculatdrias. Avaliar o
efeito dos antagonistas dos receptores al-adrenérgicos nas contra¢des induzidas por
6-ND, dopamina, noradrenalina e adrenalina no ducto deferente do epididimo humano
(DDEH). Os segmentos de DDEH foram suspensos em camaras de vidro contendo
solucdo de Krebs-Henseleit aquecida e oxigenada. Curvas concentracao-resposta
cumulativas para catecolaminas (10 nM-300 pM) foram construidas em segmentos
DDEH pré-incubadas (30 min) com doxazosina (0,1-1 nM), tansulosina (1-10 nM),
prazosina (10—100 nM) e/ou silodosina (0,1-10 nM). Os efeitos desses antagonistas
dos receptores al-adrenérgicos também foram avaliados nas contracfes induzidas
pela estimulacdo do campo elétrico (ECE, 2—32 Hz). A doxazosina (0,1 nM) causou
reducdes significativas nas contracdes de DDEH induzidas por 6-ND sem afetar as
contracdes induzidas por dopamina, noradrenalina e adrenalina. Resultados
semelhantes foram observados com tansulosina (1 nM) e prazosina (10 nM). Nestas
concentracfes, estes antagonistas dos receptores adrenérgicos al reduziram
largamente as contracc¢des induzidas por ECE. A silodosina (1 nM) causou desvios
para a direita dependentes da concentracdo das curvas concentracao-resposta para
6-ND, mas néo teve efeito nas contracfes induzidas pela dopamina e adrenalina. A
silodosina (0,1 nM) inibiu apenas as contracdes induzidas pela noradrenalina. A
silodosina a 1 nM, mas néao a 0,1 nM, causou reducdes significativas nas contractes
induzidas por ECE. Os resultados reforcam o conceito de que o 6-ND desempenha
um papel importante na contratilidade do ducto deferente humano e indicam que os
disturbios de ejaculacdo causados pela doxazosina, tansulosina, prazosina e
silodosina no homem podem ser devidos a inibicdo das contracdes induzidas pelo 6-

ND. ND em vez das classicas catecolaminas dopamina, noradrenalina e adrenalina.

Palavras-chave: nitrocatecolaminas, 6xido nitrico, 6-nitrodopamina, ducto deferente.



ABSTRACT

6-Nitrodopamine (6-ND) is released from human vas deferens and plays a
modulatory role in the male ejaculation. Therapeutical use of a1-adrenoceptor
antagonists is associated with ejaculatory abnormalities. To evaluate the effect of a1-
adrenoceptor antagonists on the contractions induced by 6-ND, dopamine,
noradrenaline, and adrenaline in the human epididymal vas deferens (HEVD). HEVD
strips were suspended in glass chambers containing heated and oxygenated Krebs—
Henseleit’'s solution. Cumulative concentration—response curves to catecholamines
(10 nM-300 pM) were constructed in HEVD strips pre-incubated (30 min) with
doxazosin (0.1-1 nM), tamsulosin (1-10 nM), prazosin (10—-100 nM) and/or silodosin
(0.1-10 nM). The effects of these a1-adrenoceptor antagonists were also evaluated in
the electric-field stimulation (EFS, 2—32 Hz)-induced contractions. Doxazosin (0.1 nM)
caused significant reductions in 6-ND-induced HEVD contractions without affecting the
contractions induced by dopamine, noradrenaline, and adrenaline. Similar results were
observed with tamsulosin (1 nM) and prazosin (10 nM). At these concentrations, these
a1-adrenoceptor antagonists largely reduced the EFS-induced contractions. Silodosin
(1 nM) caused concentration dependent rightward shifts of the concentration—-response
curves to 6-ND but had no effect on the contractions induced by dopamine and
adrenaline. Silodosin (0.1 nM) only inhibited the contractions induced by
noradrenaline. Silodosin at 1 nM, but not at 0.1 nM, caused significant reductions in
the EFS-induced contractions. The results reinforce the concept that 6-ND plays a
major role in the human vas deferens contractility and indicate that the ejaculation
disorders caused by doxazosin, tamsulosin, prazosin and silodosin cause in man, may
be due to inhibition of the contractions induced by 6-ND rather than by the classical

catecholamines dopamine, noradrenaline, and adrenaline.

Keywords: nitrocatecholamines, nitric oxide, 6-nitrodopamine, vas deferens.
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L-NAME - NG-nitro-L-arginina-metil-éster;
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MAO-A - Monoamino-oxidase A,
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NO - oxido nitrico;

NOS - NO-sintases;
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P2 - Receptores purinérgicos-2;

pEC50 - logaritmo negativo do EC50;

PKA- Proteina quinase A,

pM - Picomolar;

SEM - Média + erro padréo da média;

SNC - Sistema Nervoso Central;

V - Volts;

VMA - Acido vanililmandélico;

VMAT - Transportador vesicular de monoaminas.
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1 - INTRODUCAO
1.1 CATECOLAMINAS

As catecolaminas sdo substancias organicas, possuindo, estruturalmente,
um grupo catecol (3,4-diidroxibenzeno) unido, por uma ponte de etil, a um grupo
de amina. Estas sdo observadas no sistema nervoso simpatico periférico e na
regido medular da adrenal, estando distribuidas em varias areas do sistema
nervoso central.(1)

Dentre as catecolaminas principais estdo a dopamina, norepinefrina e
epinefrina, constituindo uma categoria de neurotransmissores quimicos e
hormonais.(2,3), ocupando posi¢cOes essenciais na regulacdo dos processos
fisiologicos, e sua desregulacao relacionada com desenvolvimento de doencas
enddcrinas, cardiovasculares, neurologicas e psiquiatricas.(4,5)

A partir do aminoécido tirosina, que pode ser derivado pela via endogena
ou exodgena, ocorre a sintetizacdo das catecolaminas. Na via enddgena, a
sintetizacao feita pelo figado a partir da fenilalanina, envolvendo, como etapa
inicial, a hidroxilagéo da tirosina em I-3,4- diidroxifenilalanina (L-DOPA) e sendo
catalisada através da enzima tirosina hidroxilase. Observado sua formacao, o
composto L-DOPA sofre descarboxilagdo pela enzima L-aminoacido aromatico
descarboxilase (AADC), resultando em dopamina (DA).(3,6,7)

Para neurbnios que utilizam a DA como neurotransmissor, ndao €
observada outras modificacbes enzimaticas, ja para neurbnios que utilizam
noradrenalina (NA), ha atuacéo da enzima DA-B-hidroxilase, convertendo DA em
noradrenalina. Em neurdnios que utlizam epinefrina, a enzima, feniletanolamina-
N-metiltransferase é a responsavel realizar conversao, através da catalizacéo,
de NE em epinefrina.(3,7)

Grande parte da epinefrina em células cromafins e terminacdes nervosas
estdo presentes em vesiculas e, em menos quantidade, livre no citoplasma. O
transportador vesicular de monoaminas (VMAT) mantém a concentracdo da
epinefrina nas vesiculas, sendo analogo ao transportador de aminas responsavel
pela concentracdo de norepinefrina nas terminacfes nervosas, no entanto,
utilizando, como forca impulsora, o gradiente transvesicular de prétons (8,9)

Nas terminacbes nervosas noradrenérgicas ocorre a captura da

norepinefrina, finalizando a acao deste transmissor liberado. Tanto epinefrina e
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norepinefrina circulantes sofrem degradacdo enzimatica, sendo que duas
enzimas principais que atuam no metabolismo das catecolaminas estao
presentes de modo intra-celular, logo, suas captacfes pelas células séo
primordiais para suas degradac¢des metabdlicas.(3,10,11)

Através do transportador de norepinefrina (NET), observado na
membrana plasmatica, é realizada a captura neuronal, atuando tais
transportadores como cotransportadores de Na+, Cl- e amina, através do
gradiente eletroquimico, sendo Na+ for¢a motriz.(6,12)

O VMAT, através do gradiente de protons entre citosol e contetdo
vesicular, participa do empacotamento do transmissor dentro de vesiculas. Ja a
captura extraneuronal € concretizada através do transportador extraneuronal de
monoaminas (EMT), pertencente a uma familia de transportadores de cations
organicos (OCTs,)(12)

Possuindo caracteristica de alta afinidade e a velocidade maxima de
captura pequena, o NET, além de ter atributo mais seletivo para norepinefrina,
tem relevancia na manutencdo dos estoques liberaveis desse composto. Ja o
EMT possui afinidade menor e capacidade maior de transporte que o NET,
transportando isoprenalina, epinefrina e norepinefrina.(10)

Duas enzimas intracelulares sdo as principais responsaveis pela
metabolizacdo das catecolaminas: a monoamino-oxidase (MAO) e a catecol-O-
metil transferase (COMT). A MAO, que possui derivacdes MAO-A e MAO-B, esta
aderida a membrana externa das mitocondrias, sendo abundante em
terminacdes nervosas noradrenérgicas, no entanto, sendo também observada
no figado, no epitélio intestinal e em outros tecidos. (10,12)

As catecolaminas sdo convertidas, pela MAO, em aldeidos
correspondentes, sendo rapidamente metabolizados perifericamente pela
enzima aldeido desidrogenase em acido carboxilico correspondente. Outras
aminas, como dopamina e 5-HT também podem ser oxidadas pela MAO. (6,12)

A MAO ainda € importante regulando o conteudo de dopamina e
norepinefrina no interior dos neurbnios simpatico, além do estoque de
norepinefrina, que pode ser elevada, em caso de inibicdo da enzima. Nas vias
principais de metabolismo da norepinefrina, observa-se preponderancia do ramo

oxidativo, resultado no VMA como o principal metabdlito urinario.(12) JA no ramo
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redutor, a producdo do metabdlito MHPG é menos abundante, sendo conjugado
ao sulfato de MHPG antes de ser extinguido. (12)

Outra via de grande importancia para a metabolizagcéo das catecolaminas
ocorre com a metilagdo, através da COMT, de um dos grupos hidroxila do
catecol, resultando em um derivado metoxi. A enzima COMT néo esta presente
em neurbnios noradrenérgicos, no entanto, € observada na medula da
suprarrenal e outras células e tecidos.(12)

A substancia formada pelas acbes de MAO e COMT é o 3-metoxi-4-
hidroxifenilglicol (MHPG), composto esse parcialmente conjugado a derivados
sulfato ou glicuronideo, sendo parte eliminados na urina, e sua maioria
convertida em &cido vaniliimandélico (VMA)(6,12)

MAO e COMT nao séo primariamente responsaveis na finalizacdo da
acdo do transmissor perifericamente, sendo a maior parte da norepinefrina
liberada recaptada pelo NET. As catecolaminas circulantes sdo captadas e
inativadas por agédo de NET, EMT e COMT, sendo a ocorréncia e importancia de
cada processo variando de a depender do agente envolvido. Dessa forma, em
geral, NET possui papel primordial na remocéao da norepinefrina circulante e EMT
sobre epinefrina. (6,8,12)

A atuacdo das catecolaminas se da por acdo enddgena nos receptores
adrenérgicos, al e 2, e B 1, 2 e 3, obtendo respostas diversas a depender do
receptor e tecido. Ja seus efeitos fisiolégicos sdo mediados por receptores
acoplados a proteina G (GPCR), controlando a sinalizacao do efetor, ou seja, 0

segundo mensageiro.(8,13-16)

1.2 DOPAMINA

O composto dopamina (DA) foi sintetizado, pela primeira vez, em 1910, e,
na década de 1930, foi reconhecida como substancia de transicéo na sintese de
NE e epinefrina. Em inicio da década de 1950 foram observados estoques de
DA nos tecidos, indicando que apresentasse funcionalidade sinalizadora proépria.
No final da década de 1950, Carlsson e Montagu observaram estoques de DA
no cérebro(17,18). Posteriormente, Hornykiewicz deparou-se com o déficit de DA
no cérebro afetado pela doenca de Parkinson, trazendo o interesse no papel da

DA em doencas e disturbios neurolégicos. (19)
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Estruturalmente, a DA é classificada como catecolamina, possuindo uma
molécula catecol ligada a uma etilamina. O composto esta intensamente
relacionado com a melanina, o pigmento sendo formado por oxidagao da DA,
tirosina ou L-DOPA. A presenca da melanina € encontrada na pele e cuticula,
conferindo a tal substancia enegrecida a sua denominacgdo de cor escurecida.
Tanto DA, quanto L-DOPA, sdo prontamente oxidados por vias ndo enzimaticas,
desenvolvendo espécies reativas de oxigénio citotdéxicas e quinonas. As
quinonas desses compostos desenvolvem adutos com a-sinucleina, que € o
principal constituinte dos corpos de Lewy, presentes na doenca de Parkinson.
Por ser uma molécula polar, a DA ndo atravessa com facilidade a barreira
hematoencefalica.(18,20-22)

A sintese da DA possui similaridade com a via biosintética da 5-HT, sendo
fenilalanina e a tirosina precursores da DA. ApoOs obtencdo da fenilalanina em
dieta, os mamiferos convertem este em tirosina, através da enzima fenilalanina
hidroxilase. Ocorrendo uma reducéo nos niveis desta enzima, ocorre a elevacao
dos niveis de fenilalanina, gerando condicdo conhecida como fenilcetondria, que
impacta diretamente intelecto do individuo.(17,18,23)

O aminoacido tirosina atravessa com facilidade para o cérebro atraves da
captacdo, sendo seus niveis cerebrais caracteristicamente saturantes,
diferentemente do triptofano. A conversdo de tirosina em L-DOPA (3,4
dihidroxifenilalanina) da-se através da enzima tirosina hidroxilase e € 0 passo
limitante na sintese da DA. A tirosina hidroxilase possui funcdo mista,
necessitando de ferro e um cofator biopterina, tém sua atividade enzimatica
regulada por fosforilacéo e por inibicdo do produto final.(18,20,24)

Ha identificadas, no ser humano, quatro isoformas emendadas de tirosina
hidroxilase, ndo estando claro, até 0 momento, se possuem fun¢des distintas. O
L-DOPA é velozmente transformado em DA pela acdo da AADC. Enzima esta
gue também produz 5-HT da L-5-hidroxitriptofano. (17,18,20,25)

Tanto no Sistema Nervoso Central, quanto na periferia, a acdo da AADC
€ elevada, sendo os niveis basais de L-DOPA néo facilmente mensuraveis.
Diferentemente da DA, a L-DOPA atravessa com facilidade a barreira
hematoencefélica, sendo convertida em DA no cérebro, elucidando seu papel
para o tratamento da doenca de Parkinson. Os principais locais que possuem

DA séo a projecao que liga a substancia negra ao neoestriado e a projecdo que
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liga a regido tegmentar ventral as estruturas limbicas, especialmente o cortex
limbico. (18)

A atuacdo terapéutica da levodopa, farmaco antiparkinsoniano, esta
conexa a primeira projecdo, e creditando-se aos farmacos antipsicoticos a
atuacao terapéutica esteja associada a segunda projecado. No mais, observa-se
em neurdnios que contém dopamina no hipotalamo ventral importante funcéo na
regulacao da funcao hipofiséaria.(22,26)

Existem identificados cinco receptores de dopamina, sendo subdivididos
em duas categorias: semelhantes a D1 (D1 e D5) e semelhantes a D2 (D2, D3,
D4). Todos estes sao considerados metabotropicos. Normalmente, a dopamina
possui funcgao inibitdria lenta sobre neurdnios do SNC, sendo essa fung¢ao melhor
visualizada em neurénios da substancia negra, que contém dopamina, nos quais
a ativacao do receptor D2 gera abertura dos canais de potassio pela proteina de

acoplamento Gi.(23)

1.3 6-NITRODOPAMINA

As nitrocatecolaminas, s&do tipos de catecolaminas, sendo
nitronoradrenalina (NN) e nitrroadrenalina isoladas de cérebro de rato(27) e 6-
nitronoradrenalina (6-NN) foi observada em microdialisados do corno dorsal da
medula espinhal de rato(28). Foi notado que o transporte de noradrenalina, em
sinaptossomas de ratos, € inibido por 6-NN(29) e observado que a administracao
intratecal de 6-NN gera analgesia em decorréncia da liberacdo de noradrenalina
(28). Esse achados elucidam que as nitrocatecolaminas tém papel como

mediadores neuronais no sistema nervoso central.

Estudo aponta que a liberacdo basal dependente do endotélio de
dopamina (30) e 6-nitrodopamina (6-ND) foi demonstrada pela espectrometria
de massa de Tandem em Chelonoidis carbonaria aorta (31). Observado também
gue os vasos do corddo umbilical humano (HUV) exibem liberacdo basal de
dopamina (32) e 6-ND (33), sendo a sintese de 6-ND inibida pela incubacdo com
o inibidor de sintese de 6xido nitrico (NO) L-NAME. Outro dado em estudos
apontou que o 6-ND modula a reatividade do HUCV por intermédio do
antagonismo seletivo dos receptores dopaminérgicos tipo D2, elucidando que o

6-ND pode ter funcdo moduladora além sistema nervoso central. (33). Em outro



16

artigo, em que se avaliou os anéis aorticos de Pantherophis guttatus, foi
observado que a 6-nitrodopamina atuou como a principal catecolamina liberada,
exercendo fungéo vasodilatadora e papel como antagonista seletivo do receptor
tipo D2 da dopamina. (34)

A avaliacdo da capacidade de modulagédo do cronotropismo atrial frente
as catecolaminas classicas foi realizada e obteve-se a constatacdo que a 6-
nitrodopamina possui um mecanismo de acdo duplo, gerando aumento na
frequéncia atrial, independente da ativagdo da PKA, e liberagcdo de
catecolaminas dos terminais adrenérgicos.(35,36)

Sobre vasos periféricos humanos, verificou-se que a 6-nitrodopamina € a
principal catecolamina liberada por tais vasos. A respeito da contratilidade da
artéria e veia poplitea, a dopamina derivada do endotélio apresentou-se como
agente contratil consideravel e, antagonistas seletivos do receptor D2 da
dopamina, como a 6-nitrodopamina, demonstraram potencial terapéutico neste

tipo de vasos. (37)

1.4 ANATOMIA DO DUCTO DEFERENTE E CARACTERISTICAS BASICAS

O ducto deferente aqui em destaque por sua utilizacdo nesse trabalho, é
um conduto muscular composto por trés camadas musculares que possui como
funcao o transporte de espermatozoides do epididimo para a uretra, participando

ativamente na emissdo do evento ejaculacéo.

Sua morfologia e funcédo tem semelhancas entre humanos e animais de
diversas espécies. A estrutura € tubular, consistindo em uma camada muscular,
uma mucosa interna e uma adventicia externa. A camada muscular, possui
espessura de 1 a 1,5 mm, € uma camada circular cercada por outras camadas,
de caracteristicas longitudinais, interna e externa, sendo a mais proeminente e
espiral. JA as camadas longitudinais sdo formadas por feixes musculares
helicoidas, possuindo 30—40 um de comprimento e 2—-5 pm de diametro. O ducto
deferente humano pode variar de comprimento entre 30 a 45 cm e é dividido em
5 partes: testicular, funicular, inguinal, pélvica e ampola do ducto deferente, este
altimo unindo-se o ducto excretor da vesicula seminal e formando o ducto
ejaculatério. (38—43)
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As células musculares lisas estdo intimamente relacionadas e associadas
a outras 6 a 12 células, em lacunas proximas de 15 a 20 nm, proporcionando a

propagacdao elétrica e despolarizacao. (44)

E uma estrutura muito utilizada como tecido modelo para avangos
farmacoldgicos e fisioldgicos do muasculo liso, tanto por sua responsividade,
guanto pela facilidade de obtencdo da estrutura, que no caso de humano,
adquirido facilmente apds procedimento cirdrgico de vasectomia. Grande gama
de medicamentos, especialmente os antagonistas a-adrenérgicos, possuem
efeitos na contratilidade e, por consequéncia, na ejaculacdo normal, incorrendo
em efeitos indesejados consideraveis aos pacientes, impactando diretamente na
adesao a um tratamento. Uma observagcdao mais aprofundada da farmacologia
da inervacdo e dos neurotransmissores do ducto deferente demonstrou sua

complexidade e um modelo para cotransmisséo na sinapse. (38)

O suprimento arterial vem da artéria vesical inferior e sua inervagao é
realizada por fibras nervosas autondémicas poés-ganglionares, com origem,
geralmente, em neurdnios nos ganglios pélvicos e, em minoritariamente, de
neurdnios do ganglio mesentérico caudal e dos ganglios da cadeia simpatica. Ha
presenca ainda de fibras nervosas sensoriais, originadas dos ganglios da raiz
dorsal. (43, 45-46)

1.5 NEUROFISIOLOGIA DA EJACULACAO

O processo de ejaculacéo é decorrente de dois eventos: a emisséo e a
expulsdo. A emissao consiste na secrecao de espermatozoides e componentes
do liguido seminal na uretra prostatica, no caminho que percorre testiculos,
epididimo, ducto deferente, vesiculas seminais, prostata e glandulas
bulbouretrais. Apds concluido o evento de emissdo, o segundo evento, a
expulsdo, inicia-se com contracdes ritmicas vigorosas de musculos estriados
perineais e do esfincter uretral estriado, com participacdo também do colo da

bexiga, realizando a propulsédo do sémen. (38-40, 47-53)

Como mencionado, a expulsdo advém de espasmos ritmicos dos
musculos perineais e coordenacgdo dos esfincteres interno e externo da uretra,
em decorréncia da acdo do sistema nervoso simpatico. Conforme estudos

apontam, considerando individuo jovem e saudavel, obtém-se uma média de 10
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a 15 contracdes por ejaculacdo, ocorrendo diminuicdo da frequéncia durante o

orgasmo. (54-58)

Para a realizacdo do evento de ejaculacéo, € imprescindivel o papel ativo
do sistema nervoso autbnomo e do sistema nervoso somatico, como também é
essencial a fungcdo dos ndo adrenérgicos néo colinérgicos (NANC) realizando a
modulagdo da atividade das glandulas acessoérias. O sistema nervoso
parassimpatico € responsavel pela secrecdo epitelial e o sistema nervoso
simpatico possui a funcdo do controle de tonus contragcdes da musculatura lisa
seminal.(57, 60-61)

Clinicamente, observa-se papel essencial do sistema nervoso simpatico
para o controle urogenital em homens, e condicbes patologicas como a
anejaculacéo ou a ejaculacéo retrégrada estdo documentadas em pacientes que
apresentam lesdes do nervo simpatico eferente. Dados em estudos indicam que
estimulacédo elétrica do plexo hipogastrico, que possuem neurdnios simpaticos
pos-ganglionares, torna possivel a coleta do sémen em homens paraplégicos.
(57,59,62)

A ejaculacdo anterograda € evento fisioloégico que demanda sincronia
perfeita entre a musculatura estriada da pelve e do esfincter uretral externo,
sendo o nervo pudendo responsavel pela inervacdo dessas estruturas. Os
nervos aferentes sensoriais genitais possuem também funcdo essencial na
ejaculacdo.(57,63-65)

A coluna vertebral possui certo papel de controle na ejaculacdo, em
decorréncia da acdo de neurdnios simpaticos pré-ganglionares que estdo
localizados na coluna intermediolateral e na coluna cinzenta dorsal (T12-L2),
inervando a regido urogenital. A inervacdo parassimpatica pré-ganglionar da
regido urogenital é observada na coluna intermediolateral entre S2-S4. E, a
respeito da inervacdo motora dos esfincteres pelviperineal e uretral, 0s neurénios
somaticos sao responsaveis, sendo encontrados no nucleo de Onuf no corno
ventral de S2-S4. Destaca-se também a presenca de interneurdnios espinhais,
observado em modelos animais, como geradores de ejaculagéo. (54,57,60,61—
64)
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Na localizacédo lombar de L3-L4, foi apontada uma regiao importante no
ato ejaculatério, consistindo em segmentos de neurdnios espinotalamicos, que
regulam os processos autbnomos e somaticos (nervo pudendo), com intuito de
iniciar a ejaculagdo. Tais interneurbnios atuam sobre informagoes
somatossensoriais, como 0s impulsos excitatorios e inibitérios supraespinhais.
(54,57,59,61-64)

Ja a respeito da regulacédo cerebral sobre a ejaculacdo, é um evento
complexo, resultante da interacdo de diversos grupos neurais em diferentes
localizacdes cerebrais, segmentados em areas sensitiva/integrativa, excitatoria
e inibitoria. As regides cerebrais que sdo mais ativos no processo de ejaculacao
sédo a divisdo postero-medial do nucleo leito dos estriados terminais, a area
postero-dorsal da amigdala, o nudcleo pré-optico poéstero-dorsal e a parte

parvocelular do talamo subparafascicular. (54,57,59,61)

1.6 FARMACOLOGIA DA EJACULACAO
1.6.1 FARMACOLOGIA PERIFERICA

Algumas substancias atuam perifericamente e tem papel de importancia
frente ao processo de ejaculacdo, como a noradrenalina, a acetilcolina, éxido

nitrico, ocitocina, purinas, serotonina e receptores sensoriais.

Sobre a noradrenalina e acetilcolina, destaca-se que a inervacao
autondmica da genitalia masculina € a chave no controle dos eventos periféricos
gue conduzem ao processo de ejaculacdo. Tais agentes simpaticomiméticos
causam, mediado por receptores adrenérgicos alfa-1 em musculatura lisa,
contracdes de trato e glandulas sexuais, assim como colinomiméticos, através
de receptores muscarinicos. Este ultimo, ainda proporciona acdo sobre a

secrecédo de fluidos seminais das vesiculas seminais. (66—68)

J& sobre o 6xido nitrico (NO), suas fibras sdo componente importante do
sistema autonomo NANC, sendo observados em todo trato seminal no homem.
Estudos em tecido humano isolado demostraram que o estimulo da via de
sinalizac&o intracelular do NO nas vesiculas seminais resultou na reducédo da

atividade contratil musculatura lisa. (66, 69—70)
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O hormo6nio oxitocina (OT) é sintetizado pela glandula pituitaria e, em
menor escala, pelos testiculos e préstata. A substancia leva a contracdo das
células musculares lisas no trato urogenital por meio de mecanismos diretos e
indiretos. Foi observado também a possibilidade de a substancia promover o
transporte de espermatozoides no ducto deferente. Indica-se que 0s niveis
plasmaticos de OT estdo relacionados positivamente com o processo de
ejaculacdo, apesar de ndo apresentar clareza se a elevacao de liberacdo de OT
€ uma causa ou uma consequéncia da ejaculacao e se possui relacdo com o
orgasmo. (66, 71-72)

A respeito dos receptores purinérgicos-2 (P2), estes sdo intensamente
expressos em células musculares lisas no trato urogenital e comprovou realizar
mediagdo da agao pro-contratil do ATP nos canais deferentes. Apesar disso, o

papel da via purinérgica precisa ser melhor investigado. (66, 73)

Sobre a serotonina (5-HT), ndo ha relevante constatacdo sobre a
funcionalidade a respeito do envolvimento da transmisséo do 5-HT na genitalia
no processo de ejaculacdo. Quando observado in vitro, foi idealizado para
inibicdo de contracdes dos ductos deferentes e vesiculas seminais em ratos. Ja
in vivo, foi apontado que o 5-HT intrauretral facilita o reflexo de expulsédo do
conteudo mediante acdo nos subtipos receptores 5-HT2. Como relatado mais

adiante, o papel do 5-HT esta mais presente centralmente. (66, 74—75)

A respeito dos receptores sensoriais periféricos, € apontado o papel
fundamental dos estimulos sensoriais penianos na ejaculacdo, possuindo os
anestésicos tépicos, em pauta combinacéo de lidocaina e prilocaina e também
0 extrato de ervas naturais asiaticas, elevando significativamente a laténcia da
ejaculacdo em homens, quando apresentando o quadro de ejaculagéo precoce,

apos realizada aplicacao local na glande peniana. (66, 76)

1.6.2 FARMACOLOGIA DA MEDULA ESPINHAL

Em decorréncia da grande distribuicdo do &cido c-aminobutirico (GABA)
no sistema nervoso central, o GABA age em todos 0S processos

neurofisiolégicos centrais. Como exemplo da funcdo GABA, a substancia
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baclofeno, antagonista dos subtipos de receptores GABA-B, quando distribuida
no espaco subaracnoideo, visando alivio da espasticidade refratéria na coluna
vertebral pacientes com lesédo medular e com esclerose multipla, alterou também
a condicdo do processo ejaculatério desses pacientes. Outros estudos
detalharam o mecanismo de acdo do GABA indicando, através de modelo de
ejaculacdo provocada por microestimulacdo elétrica do gerador espinhal de
ejaculacado, impacto direto no bloqueio dos receptores GABA, gerando abolicéo

da ejaculacéo. (77-78)

J4 a oxitocina na medula espinhal, é sintetizada por neurdnios
parvocelulares presentes no nucleo paraventricular do hipotalamo, atuando
também como neurotransmissor no SNC. Os terminais nervosos oxitocinérgicos
foram observados nas colunas de células intermediolaterais da toracolombar e
lombossacral, em estudo abordando ratos, em segmentos onde presentes 0s
neurdnios autbnomos que inervam o trato urogenital. Observado que quando
antagonista dos receptores OT distribuido por via intratecal teve papel na
alteracao da ejaculacdo em um modelo experimental de ejaculacao induzida
farmacologicamente. Acredita-se, portanto, entdo que as estruturas OTérgicas
descendentes do nucleo paraventricular do hipotdlamo regulam os centros

autondmicos ejaculatérios espinhais. (79-80)

Quando versamos sobre 0 5-HT na medula espinhal, uma rede estrutural
de 5-HT foi detectada em células espinhais autonémicas e somaticas de centros
ejaculatorios no rato. Existe grande quantidade de receptores 5-HT e seus
subtipos nos centros ejaculatorios espinhais, com diferentes localizacGes
celulares (pré/pés-sinaptica, auto/heterorreceptores), e com propriedades
farmacodinamicas diversas (afinidade do ligante, ativadora/inibitoria), indicando
a complexidade para o real discernimento da funcéo do 5-HT da medula espinhal
na regulacdo da ejaculacdo. Ha variedade de estudos farmacoldgicos, com
resultados inclusive conflitantes, concluindo que o 5-HT possui efeito multinivel
e multimodal de acdo nos mecanismos espinhais da ejaculacdo

(desencadeamento/facilitacdo da ejaculacao, inibicdo da expulséo). (79, 81-82)

Por fim, a substancia P é um neurotransmissor que participa da
transmissdo de informacfes sensoriais da periferia para a medula espinhal,

sendo produza por neurbnio sensoriais primarios. Seu receptor, neurocinina-1
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(NK1) é encontrado no rato pelos neurbnios espinotalamicos lombares. Foi
demonstrado que a ocorréncia de lesdo neurotoxica seletiva da regido lombar
gue apresenta NKI1, levaram a supressao da ejaculacdo, no entanto sem
alteracao de outras respostas sexuais. O envolvimento desse receptor NK1 foi
observado apés modelo de ejaculacdo induzida farmacologicamente com

injecéo intratecal de antagonista seletivo. (66, 83—84)

Outros neutransmissores apresentaram certo interesse para posteriores
estudos complementares, como fragmento de octapeptideo de colecistoquinina,
galanina, peptideo liberador de gastrina e peptideo opioide endégeno encefalina.
(82)

1.6.3 FARMACOLOGIA CEREBRAL

O 5-HT em sua acado cerebral possui atencdo especial, como pode-se
observar na quantidade de estudos descritos utilizando os inibidores seletivos de
recaptacdo de (ISRSs), rotineiramente prescritos como antidepressivos e ja
conhecido seus efeitos colaterais sexuais relacionados, como ejaculacéo
retardada. (66)

Diante desse quadro, foi buscado uma nova abordagem terapéutica para
ejaculacao precoce, conduzindo ao registo do primeiro agente, dapoxetina, para
esta indicacdo. Com o bloqueio dos transportadores de 5-HT, realizado pelos
ISRS, ocorre elevacao dos niveis extracelulares de 5-HT e, portanto, elevacao
da neurotransmisséo 5-HTérgica no SNC. E apontado que essa elevacéo de 5-
HT seja o responsavel pelo prolongamento da laténcia do processo de

ejaculacéo. (66)

Destaca-se que a dapoxetina teve como resultado um prolongamento da
laténcia da ejaculacdo em individuos homens com diagnéstico de ejaculacéo
precoce, quando medicados antes da relacdo sexual. Esses resultados clinicos

com dapoxetina foi corroborado em um modelo experimentar para ratos. (82, 85)

A maneira de acdo do 5-HT no cérebro na regulacdo do processo de

ejaculacdo é amplamente estudada e em alguns desses estudos foram

encontrados resultados diferentes a depender do local onde o 5-HT é distribuido.
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Quando a distribuicdo do 5-HT se concentra em &reas de projecdo 5-HTérgica,
como prosencéfalo e area pré-6ptica medial, a ejaculacédo é retardada ou inibida.
E, quando a distribuicdo € realizada em locais contendo corpos celulares de
neurbnios 5-HTérgicos, como nucleos da rafe, promoveram o comportamento
ejaculatorio. (66, 82, 86)

A funcéo do 5-HT na lateral do hipotalamo foi estudado em ratos machos,
sendo observado niveis extracelulares de 5-HT aumentados a medida que
ocorria a ejaculacdo e também a elevacao dos niveis extracelulares de 5-HT
apos da microinjecao local de ISRS que gerou inibicdo do comportamento
sexual, indicando possibilidade de que o hipotalamo tem papel na determinacao

do periodo refratario pos-ejaculatorio. (86)

Diante de todo o quadro apresentando, uma indicacéo precisa do papel
da 5-HT é complexa devido a variedade de subtipos de receptores expressos no
sistema nervoso central, sendo testados e observados os resultados da atuacéo
de ligantes dos receptores 5-HT1A, 5-HT1B e 5-HT2C em diferentes espécies
de animais. (82, 86)

Em estudo, foi demonstrado que o estimulo dos receptores do subtipo 5-
HT1A gerou melhora do comportamento ejaculatério no rato macho, sendo este
subtipo de receptor de caracteristica autorreceptor somatodendritica, observado
sua expressao em corpos celulares de neurdnios 5-HT, e sua ativacéo diminui a
despolarizacéo de neurdnio 5-HT, gerando, portanto, diminuicéo da liberacéo de
5-HT. Logo, o papel favoravel para ejaculacdo por intermédio da acdo dos
agonistas 5-HT1A pode ser explanada pela diminuicdo do tom inibitorio 5-

HTérgico no mecanismo ejaculatério do sistema nervoso central. (66, 87)

Ja o estimulo dos receptores subtipo 5-HT1B gerou a inibicdo do processo
de ejaculacdo em ratos machos, sendo tais subtipos detectados em regides pré-
Optica medial e hipotalamo lateral. E, apesar desses subtipos de receptores sao
classificados como autorreceptores pré-sindpticos ou heterorreceptores pos-

sinapticos, o0 meio exato da implicacdo do 5-HT1B ainda nédo esta elucidado. (87)

Por fim, o estimulo dos receptores do subtipo 5-HT2A/C contribuiu para
0 comportamento inibitério da ejaculacdo no rato macho. Elementos

neuroanatémicos indicam que o sistema limbico, como areas nucleo accumbens
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e amigdala, em que h& alta concentracdo dos receptores subtipo 5-HT2A/C sao

observados podem ser o local de acéo de ligantes 5-HT2A/C. (66, 88)

Outra via de neurotransmissédo que tem sido explorada amplamente é a
via dopaminérgica, mais especificamente a via incerto-hipotalamica. Esta via
possui em sua composi¢cao neurbnios em que corpos celulares estdo na zona
incerta medial e no ndcleo periventricular, e seus terminais estdo no hipotdlamo
(dreas pré-optico lateral e medial e divisdo parvocelular do nucleo
paraventricular), o tAlamo e a substancia cinzenta central do mesencéfalo. (82,
86, 89)

A dopamina possui atividade pro-ejaculatéria e atividade pré-6ptica medial
€ uma area chave da via incerto-hipotalamica na mediacdo desse efeito. Os
receptores semelhantes a dopamina D2, inclusos os subtipos D2, D3 e D4, foram
observados, e apontado a relevancia do subtipo D3 apés estudo com uso de

antagonista seletivo D3 em rato macho. (85, 90)

Em observacéo de estudo a respeito da anejaculacdo em pacientes que
apresentam quadro de esquizofrenia e sdo tratados com classe antipsicotica dos
antagonistas dos receptores do subtipo D2, a levosulpirida foi utilizada em
tratamento em homens que apresentam ejaculagcéo precoce, obtendo resultado

com prolongacéao da laténcia da ejaculacéo. (91)

A respeito da ocitocina, 0s neurdnios ocitocinérgicos parvocelulares no
nucleo paraventricular hipotalamico se projeta para multiplas areas do sistema
nervoso central, compreendendo também estruturas cerebrais pertencentes a
rede cerebral da ejaculacdo, como ndcleo do leito da estria terminal, amigdala

medial e area pré-optica medial). (66)

Diante disso, o estimulo e o bloqueio dos receptores OT cerebrais
promoveram e inibiram, de maneira respectiva, o comportamento ejaculatorio. A
implicacdo da acao direta na via e modulacédo OTérgica da neurotransmissao de
5-HT e dopamina séo plausiveis mecanismos que regulam o efeito dos ligantes
do receptor OT na resposta ejaculatdria. No entanto, em seres humanos, estudo
recente ndo apontou efeito significativo do antagonista de OT para pacientes

com ejaculagao precoce. (80, 82, 92-94)
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Sobre a classe medicamentosa dos opioides, estudos buscaram definir o
papel dessas drogas sobre o controle cerebral da ejaculagédo. Foram apontadas
evidéncias demostrando o efeito inibitdrio de opioides end6genos e agonistas de
receptores opioides, principalmente subtipos L, em ratos machos. No ser
humano apresentando ejaculacdo precoce, o opioide tramadol foi observada
certa eficacia como tratamento, explicada pela dupla a¢édo sobre os receptores
opioides (agonista preferencial dos receptores I) e transportador 5- HT (fungéo
inibidora). (82, 95)

O papel de outros neurotransmissores é estudado e destaca-se alguns,
como os peptideos derivados da pro-opiomelanocortina (adrenocorticotropina e
horménio estimulador de melandcitos C) no controle cerebral da ejaculacéo no
rato macho, mediante acdo desses neuropeptideos ativando receptores de alta
afinidade, especialmente na area pré-optica medial e hipotalamo lateral. Outros
compostos sdo uma série de neuropeptideos no circuito cerebral de ejaculacéo
do rato, como por exemplo, a colecistocinina (fragmento de octapeptideo),
galanina e peptideo tuberoinfundibular, observados em estruturas cerebrais,
apesar de demandar maior elucidacéao de seu papel no controle da ejaculacao.
(66, 82)
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2 - OBJETIVOS
2.1 Objetivo Geral

O objetivo geral desse estudo é realizar a analise do efeito da classe
farmacolégica dos antagonistas dos receptores alfa-l-adrenérgicos em
contragdes induzidas por 6-ND, dopamina, noradrenalina e adrenalina no ducto

deferente do epididimo humano.
2.2 Objetivo Especifico

O objetivo especifico desse estudo € observar e estimar os efeitos dos farmacos
doxazosina, tansulosina, prazosina e silodosina em contra¢des induzidas pela

familia das catecolaminas e ECE.
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3 - MATERIAIS E METODOS
3.1 Participantes

Os participantes realizaram cirurgia de vasectomia no Centro Clinico NotreDame
Intermédicas (Jundiai, S&o Paulo) e assinaram um termo de consentimento livre
e esclarecido aprovado pelo Instituto de Revisédo Institucional de Ciéncias
Biomédicas (ICB-USP) Diretoria (Protocolo numero 4.468.508). Os ductos
deferentes do epididimo humano (DDEH) foram adquiridos de 125 participantes
com idade entre 28 e 59 anos. O procedimento cirtrgico foi realizado sob
anestesia local e o segmento excisado (comprimento de 1,5 cm) foi retirado em

aproximadamente 9 cm da cauda do epididimo. (96)
3.2. Reagentes

Os reagentes dopamina e prazosina foram adquiridas da Sigma-Aldrich
Chemicals Co. (St Louis, Missouri, EUA). Adrenalina, noradrenalina e silodosina
foram obtidas em Cayman Chemical Co (Michigan, EUA). 6-Nitrodopamina foi
obtida da Toronto Research Chemicals (Ontéario, CA). A tansulosina foi obtida da
Swati Spentose Pvt Ltd (Vapi, Gujarat, india). A doxazosina foi adquirida da Nifty
Labs Pvt Ltd (Hyderabad, Telangana, india). Cloreto de sodio (NaCl), cloreto de
potassio (KCI), cloreto de calcio (CaCl2), magnésio sulfato (MgSO4), bicarbonato
de sodio (NaHCO3), fosfato de potassio monobasico (KH2PO4) e glicose foram
obtidos da Merck KGaA (Darmstadt, Alemanha).

3.3. Preparacdes dos ductos deferentes do epididimo humano (DDEH)

Os segmentos de DDEH (1,5 cm de comprimento) foram suspensos em camara
de vidro de 10 mL contendo KHS aquecido (37°C) e oxigenado (95%02:
5%C02). A tensdo isométrica foi mantida em 10 mN e registrada por um sistema
PowerLab (ADInstruments, Dunedin, Nova Zelandia). Ap6s um periodo de
estabilizacdo de 45 minutos, as tiras de DDEH foram inicialmente contraidas com
cloreto de potassio (KCl, 80 mM) para avaliar a viabilidade tecidual. Apds a
remocao do KCI e retorno a linha de base (15 min aproximadamente), curvas
cumulativas de concentracdo-resposta para 6-ND (0,00001-1 mM) foram
construidas em segmentos controle de DDEH e em tecidos pré-incubados com
doxazosina (0,1, 0,3 e 1 nM , 30 min), tansulosina (0,1, 1 e 10 nM, 30 min),
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prazosina (10, 30 e 100 nM, 30 min) e/ou silodosina (0,1, 1, 3 e 10 nM, 30 min).
Curvas cumulativas de concentracdo-resposta a noradrenalina foram
construidas em DDEH pré-incubados ou ndo com doxazosina (0,1 nM, 30 min),
tamsulosina (1 nM, 30 min), prazosina (10 nM, 30 min) e/ou silodosina (0,1 e 10
nM, 30 minutos). Dopamina e adrenalina concentragdo-resposta cumulativa
foram construidas em DDEH pré-incubados ou ndo com doxazosina (0,1 nM, 30
min), tansulosina (1 nM, 30 min), prazosina (10 nM, 30 min) e/ou silodosina (1
nM , 30 minutos). Um experimento tipico dura 2,5-3 h (30 min para configurar o
tecido, 45 min para estabilizacdo, 15 min para avaliacdo de KCI, 30 min para

incubacéo de drogas e 30 min para realizar a curva concentragdo-resposta.
3.4. Estimulacao de campo elétrico (ECE) em prepara¢cdes DDEH

Os segmentos de DDEH foram submetidos a ECE (60 V por 20 segundos, 2-32
Hz em pulsos de onda quadrada, largura de pulso de 0,3 ms e atraso de 0,1 ms),
utilizando um estimulador Grass S88 (Astro-Medical, Industrial Park, RI, EUA).
As contracfes de DDEH induzidas por ECE foram conduzidas em controle e
tecidos pré-incubados com doxazosina (0,1 nM, 30 min), tansulosina (1 nM, 30

min), prazosina (10 nM, 30 min) e/ou silodosina (0,1 e 1 nm, 30 minutos).
3.5. Analise de dados

Os valores dos dados pECso e Emax representam a média + erro padrdo da média
(EPM) de n experimentos. Os valores de Emax foram expressos em mN. Um foi
utilizado como resposta de controle e o outro DDEH foi incubado com um

antagonista/inibidor.

Os valores de pA2 dos antagonistas foram calculados a partir da aplicacdo da
equacao; pA2=log (concentragao do antagonista) —log (CR-1) -log (concentragéo
do antagonista). Os métodos para determinacdo de pECso € Emax foram descritos
em outro trabalho do grupo. Foi empregado o teste t bicaudal ndo pareado de
Student e as diferencas entre os grupos. Além disso, a ANOVA padrao, seguida
do poés-teste de Newman-Keuls, foi utilizada quando mais de dois grupos
estavam envolvidos. Um valor de p inferior a 0,05 foi considerado
estatisticamente significativo. A distribuicdo dos valores log (pEC50) foi normal

para cada agonista, confirmada pelo teste de Shapiro-Wilk. (97-98)
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Abstract

- Nitrodopamine (6-NI¥) is released from human vas deferens and plays 2 modulatory role in the male cjacolation.
Th:ra'pculll:‘a] use of ap-adrenoce ptor antagonists is associated with ejaculatory abnormalities. To evaluate the effect
of a-adrenoceptor antagonists on the contractions induced by &-MNI), dopamine, noradrenaline, and adrenaline in the
human cpididymal vas deferens (HEVID). HEVID strips were suspended in glass chambers containing heated and oxy-
genated Krebs—Henseleit's solution. Cumulative concentration—response curves to catecholamines (10 nM-300 ph)
were constructed in HEVID sirips pre-incubated (30 min) with doxazosin (0.1-1 nM), tamsulosin (1-10 oM), prazosin
(10-100 nM) and/or silodosin (0.1-10 nM). The effects of these oy-adrenoceptor antagonists were also evaloated in
the electric-field stimulation (EFS, 2-32 Hz}-induced contractions. Doxazosin (0.1 nM) caused significant reductions
in 6-N-induced HEVD) contractions without affecting the contractions indouced by dopamine, noradrenaline. and
adrenaline. Similar results were observed with tamsulosin (1 nM) and prazosin (10 nM). At these concentrations, these
a-adrenoceplor antagonists largely reduced the EFS-induced contractions. Silodosin (1 nM) caused concentration-
dependent rightward shifis of the concentration—response curves to & NI but had no effect on the contractions induced
by dopamine and adrenaline. Silodosin (0.1 nM) only inhibited the contractions induced by noradrenaline. Silodosin
at | nM. but not at 0.1 nM., caused significant reductions in the EFS-induced contractions. The results reinforce the
concept that 6-NIY plays a major role in the human vas deferens contractility and indicate that the ejaculation disorders
caused by doxarosin, tamsulosing, prazosin and silodosin cause in man, may be due to inhibition of the contractions
induced by 6-MNID) rather than by the classical catecholamines dopamine, noradrenaline, and adrenaline.

Keywords Ejaculation - Delayed ejaculation - o-blockens
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t-nitrodopamine (6-NIY) is a novel catecholamine that
Jose Brifo-Junior and Renan Arthur Bosso Guimarses contribuied is released from human umbilical cord vessels {Britto-
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lanior et al. 202 1a), human poplitcal artery and vein
52 Josd Brithe-J tmior {DMiveira et al. 2023) and human vas deferens (Britto-

josebrittogrEdac. unicamp. br Dinior et al. 2022a), as detected by liquid chromatog-
raphy coupled to tandem mass spectrometry. Although
in human vascolar tissues 6-NIY acts mainly as a potent

! Department of Pharmacology, Faculty of Medical Sciences,
State University of Campinas, 126 Tessslia Vieira da

Camargo St, Campings, $a0 Paulo 13083-857 , Brazil vasorelaxant, in human vas deferens 6-NID causes smooth
2 nt of Surgery, Facuty of cine of Jundiai. mu.lir.jl.c contraction, '.I_urhi_.l:'h L'| blocked IJ}' tril:'_'r'f:l.ic antide-
Jul:u:l:l' e — pressants such as amitriptyline and desipramine, at con-
3 ot of I . Institue of Bi ol mnl.mt.iun.li that do nnt_aﬂbl:'t the 5p.|15rr_|ngcnl:‘_a-:lin.r|s_nf
Sn:iel nces, University of Sm:-S:'Paulu, %80 Panio, Brazil dopamine, noradrenaline, and adrenaline (Britto-ldnior
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et al. 2022a). Similar results have been observed in the
rat epididy mal vas deferens (Britto-Jdnior et al. 2021b).

The a-adenoceptor family is composed of three receptor
subty pes, namely oy, o and oy (Andersson 20007, All
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thmes moeptor subtypes are expressed in the human pros-
tate, although in different locations (Walden et al. 1999).
Blockade of a;-adrenoceptors play an important role in the
clinical management of paticnts with lower urinary tract
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symptoms (LUTS) caused by prostate hy perplasia (Rochr-
born and Schwinn 2004), and the o-adrenoceptor antago-
nists doxarosing tamsulosin and silodosin are often used for
LUTS retlicf (Debruyne 2000). Although the treatment with
ar-adre noceptor antagonists is generally well tolerated, one
of the most frequent adverse reactions is abnormal ejacu-
lation, as characterized by delayed ejaculation or absence
of ejaculation during orgasm (Cho and Yoo 2014). These
adwerse mactions could be due to inhibition of the emission
pha=e of the ejaculation, in which the contraction of prostate,
vas deferens, seminal vesicles and cauda epididymis occurs
(Abwaal et al. 2013). Interestingly, o-adrenoceplor antago-
nists are now clinically used for the treatment of premature
cjaculation (Gul et al. 2022).

In the rat isolated epididymal vas deferens, the con-
tractions induced by 6 NI and by electric-fizld stimula-
tion (EFS) are antagonized by pre-treatment of the vas
deferens with doxazosing tamsulosin, alfuzosin, terazosin
and prazosin, at concentrations that do not block the con-
tractions induced by dopamine, noradrenaline and adren-
aline (Britto-Janior et al. 2022b), indicating that these
drugs could be acting as selective antagonists of 6-NID
receptor rather than as o-adrenoceptor antagonists. Flu-

omscence histochemistry and bioche mical detection of

catecholamine s revealed significant differences between
rat and human vas deferens (Kaleczye 1998), i, the for-
mer receives numerous adrenergic nerve fibres {Ohwman
and Sjoestrand [9635), whereas the latter presents less
dense adrenergic innervation (Alm 1982; Baumgarten
et al. 1968). Thus, we have investigated whether a,-
adrenoceptor antagonists would have inhibitory action on
the contractions induced by 6-ND in human vas deferens.

Materlals and methods
Study participants

Participants who underwent vasectomy surgery in Centro
Clinico NotreDame Intermedicas (Jundiai, Sao Paulo)

signed an informed consent approved by the Institute of

Biomedical Sciences (ICB-USP) Institutional Review
Board (Protocol number 4.468.508). The human epididy-
mal vas deferens (HEVID) wen: obtained from 125 partic-
ipants aged 2859 years. The surgical procedure (Rogers
& Kolettis 2013) was performed under local anaesthesia
and the excised segment (1.3 cm lenght) was taken at
approximately 9 cm from the canda epididymis.

HEVD functional assays

The HEVI} strips (1.5 cm length) were suspended in
a 10-mL glazss chamber containing heated (37°C) and

oxygenated (95%0;: 3%C0;) KHS. The isometric ten-
sion was kept at 10 mN and registered by a PowerLab
system (ADInstruments, Dunedin, Mew Zealand). After
a 45-min stabilization period, the HEVID strips wen ini-
tially contracted with potassium chloride (KC1, 80 mM)
to evaluate the tissuwe viability. After KCI remowval and
return to the baseline (15 min approximately ), cumula-
tive concentration-response curves to 6-ND (0.00001-1
mM) were constructed in control HEV D strips and in
tissues pre-incubated with doxazosin (0.1, 0.3 and | nM,
30 min). tamsulosin (0.1, 1 and 10 oM, 30 min), prazosin
(10, 30 and 100 nM, 30 min) andfor silodosin (0.1, 1,3
and [0 nM, 30 min). Cumulative concentration—response
curves to noradrenaline were constructed in HEVD pre-
incubated or not with doxazosin (0.1 nM, 30 min}, tam-
sulosin (1 nM, 30 min}. prazosin (10 nM, 30 min) and’
or silodosin (0.1 and 10 nM. 30 min). Cumulative con-
centration—response dopamine and adrenaline were con-
structed in HEVI) pre-incubated or not with doxazosin
(0.1 nM, 30 min), tamsulosin (I nM, 30 min}, prazosin
{10 nM, 30 min) and/or silodosin {1 nM, 30 min). A t¥pi-
cal experiment lasts 2.5-3 h {30 min to sef up the tissue,
45 min for stabilization, 15 min for KCI evaluation, 30
min for drug incubation and 30 min to perform the con-
cent raflon-response curve.

Electric-ficld stimulation (EF5) in HEVD preparations

The HEVID strips wene submitted to EFS (60 'V for 20 =,
at 2-32 Hz in squane-wave pulses, 0.3 ms pulse width, and
0.1 ms delay), using a Grass 588 stimulator (A stro-Medical,

Table1 The effect of doxazosin on the potency (pEC) and maxi-
mal responss (E_ ) of the conractions induced by &-mitrodopamine
(NI}, noradmnatine (NA), adenatine (ADR), and dopamine (DA )
in the human isolated epididymal vas deferens

Caecholaming PHEC 4 (logIM Epp. imiND n
&M 4. 104015 51084849 b
+doxarosin (.1 nd ENNIET AL dd 664 10,98 b
+domarosin (.3 ndd 1544072+ ISeh+TET b
+dmarosin | nM 4. Mh4ih.31 0 £ B 10 4
A 31004030 315341201 b
+idmarosin | nM 4] 40,30 4137 +13.98 b
NA 4194014 3194118 4
+idmarosin | nM 404 410,31 6T +5.1 4
ADR 4 8540019 3544171 4
+idmarosin | nM 5a40.52 3e+258 4

pECS) is defined =s the negative logarithm of the ECy. Emax is the
manimal effect at the highest drug concentration. The pEC,, and
Emax were expressed a5 mean+ SEM (n means the number of vas
defierens strips). * P (005 compared with respective control values
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Table2 The effect of tamsulosin on the poiency (pECy) and maxi-
mal responses (E_ ) of the contractions induced by &-nitrodopamins
(6N, noradrenaline {NA), adrenaline (ADR ), and dopamine (0AD
in the human isolated epididy mal vas deferens

Catecholamine pECy (logIM]}  E.p (mN) n
&M A0 +0.12 4193 +4.52 8
+tamsulosin (.1 o LA 4575+ /.63 4
+tamsulosin 1 nM 345 +007* F136x1147 5
+tamsulosin 10 nk - 115847 00]* 4
4 4.50 +0.22 30.23+0091 3
+tamsulosin 1 oM 443 4010 31.54 4 506 3
MNA 437 4011 H.32+0.45 [
+tamsulosin 1 o 438 +00 08 420kl £ 5.21 ]
ADR 503 +0.18 1511033 3
+tamsulosin 1 oM 4864024 350314 1699 3

pECS) is defimed as the negative logarithm of the ECy. Emax
is the maximal effect at the highest drug concentratson. The pECS0
and Emax wene expressad as mean + SEM (e means the nomber of
vas deferens srips). — means that it was nol possibe o calculate the
pECS0, sinca at this concantration, the antazonist sholished the con-
tractions induced By &NDL *P< (005 compared with respective con-
trol valmes

Industrial Park, E1. USA). The EFS-induced HEVID contrac-
tions were conducted in control and tisswes pre-incubated
with doxazosin (0.1 nM. 30 min), tamsulosin (1 nM, 30
min}, prazosin { [0 oM, 30 min} and/or silodosin (0.1 and
I nM, 30 min).

Materials and drugs

[*opamine and prazosin were obtained from Sigma-Aldrich
Chemicals Co. (5t Louis, Missouri, USA). Adrenaline,
noradrenaline and silodosin were purchased from Cay-
man Chemical Co (Michigan, USA). é-Nitrodopamine was
acqguired from Toronto Besearch Chemicals (Ontario, CA )L
Tamsulosin was obtained from Swati Spentose Pyt Lud (Vapi.
Cujarat, India). Doxarosin was obtained from Nifty Labs Pyt
Lud (Hyderabad, Telangana, India). Sodium chloride (N2C1D,
potassium chloride (KCI), calcium chloride (CaCl,;). mag-
nesium sulfate (Mg50,), sodium bicarbonaie (MaHCO;),
potassium phosphate monobasic (KH;PO) and glucose werne
acguired from Merck KGaA (Darmstadt, Germany ).

Data analysis

The walues of pECy; and Emax data represent the
mean + standard error of the mean (3 E.M.) of n experi-
ments. Values of E_ . were expressed in mN. One was used
as the control response and the other HEVDY was incubated
with an antagonist / inhibitor,

The pA, values of the antagonists were calculated
from application of the equation; pA;=log (antagonist
concentration) — log (CR-1) -log (antagonist concentra-
tion). The methods for determining both pECy; and E_
were described elsewhere (Britto-Janior et al. 2023a).
Student’s two-tail unpaired t-test was employed and
the differences between groups. In addition, standard
ANOVA, followed by the Newman—Keuls post-test, were
used when more than two groups were involved. & p
value of kess than 0L05 was considered statistically sig-
nificant. The distribution of the log values (pECS30) was
normal for each agonist, confirmed by the Shapiro—Wilk
test (Mowlsky 2014).

Results
Effect of doxazosin

Cumulative addition of 6-ND (10~ 1o 10~ M; Fig. 1A),
dopamine (10-% to 103 M; Fig. 1B}, noradrenaline ( g
to 3x 10-* M: Fig. IC) and adrenaline (10-% to 33 104
M: Fig. 1)} produced concentration-dependent contrac-
tions in the HEVD) strips (Fig. 1A). The in vitro pre-
treatment (30 min) of the HEVD with doxarosin (0.1-1
nbd} significantly reduced the Emax values to 6-NID with
a pA; value of {038 £0.20 (n=6). However, doxazosin
(0.1 nM) did not affect Emax and pECsy, the HEVD con-
tractions induced by dopamine (Fig. 1B}, noradrenaline
{Fig. 1C) and adrenaline (Fig. 11}). The pEC 5 and Emax
data for 6-NI}, dopamine, noradrenaline and adrenaline
in control and doxazosin-treated preparations are shown
in Table 1.

Electrical-field stimulation (EFS; 2-32 Hz) evoked
frequency-dependent contractile responses in the HEVID
strips (Fig. 1E), which were significantly reduced by doxa-
zosin (0.1 nM) in all frequencies tested (p=0.0001; n=;
Fig. IE).

£) Springer
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Table3 The effect of prazosin on the poency (pEC ) and maximal
responses (B ) of the contractions induced by of &-nitrodopamine
{6-NI), moradrenaline (MA ), adrenatine (ADR), and dopaming (DA)
in the human isolated epididymal vas de erens

Catecholamine pECy (loa[M]) E . (mMN) n
&N 462+0011 61554831 A
+prarasn 10nM 408 +10.25* 40 6d 4+ A6T f
+prazosin 30 ny 347 + 030 5EA42+1326 4
+prazasin 1K nk] J024£124* T ED+ 1] 66* 4
DA 4,62+ 005 33424020 4
+prazasin 10 nM 4551010 31391044 4
MNA 473 +054 3215440 4
+prazasin 10nM 468 +0.22 3704755 4
ADR 5044029 S1.76+1125 3
+prazasin 10 nM 5191033 54.14£1453 3

pECSE i= defined a= the negative kagarithm of the BC . Emax is the
maximal affect at the highest drug conentration. The pECy and
Emax were exprssad a5 mean +5EM. n means the number of vas
defemns strips. * P <005 comparad with respactive contred values

Effect of tamsulosin

Pre-treatment {30 min) of the HEVID with tamsulosin (| and
10 nM ) cansed significant rightward shifts on the concentra-
tion—response curves to 6-NID (Fig. 2A) with 2 pA, value
of 963 £0.06 (n=35). At 10 oM. tamsulosin nearly abal-
ished the &-MND-induced contractions (Fig. 2A). Tamsulosin
{l nM} did not affect the HEVD contractions induced by
dopamine (Fig. 2B}, noradrenaline (Fig. 2C) and adrenaline
(Fig. 2}). The pECy; and Emax data for 6-NI), dopamine,
noradmnaline and adrenaline in control and tamsulosin-
trzated preparations are shown in Table 2.

Tamsulosin {1 nM) caused marked reductions
(p=0.0002} in the HEVD contractions induced by EFS
{2-31Hz; Fig. ZE).

Effect of prazosin

Pre-treatment (30 min) of the HEV D with prazesin (10-100
nM} caused significant rightward shifts on the concentra-

tion—mesponse curves to 6-NED (Fig. 3A) with a pA, value of

£23+0.352 (n=a6). At 100 nM. prazosin markedly meduced
the maximal responses to 6 NI (Fig. 3A). Prazosin (10 nM)
did not affect the HEVI) contractions induced by dopamine
{Fig. 3B}, noradrenaline (Fig. 3C) and adrenaline (Fig. 300,
The pECs; and Emax data for 6-NIY, dopamine. noradrena-
line: and adrenaline in control and prazosin-treated prepara-
tions ame shwn in Table 3.

Prazosin (10 nM) caused significant reductions (p=0.0042)
in the HEV I} contractions induced by EFS (2-32 Hx; Fig. 3E).

Effect of silodosin

Pre-treatment of the HVED with silodosin (1-10 nM)
caused significant rightward shifts on the concentra-
tion—response curves to 6-NDY (Fig. 4A) with a pA;
value of 2 234 + 006 (n=3). At 10 nM, silodosin almost
abolished the contractions induced by & NI} (Fig. 44
Silodosin (1 nM) did not affect the HEVD contrac-
tions indoced by dopamine (Fig. 4B) and adrenaline
(Fig. 41). Silodosin (0.1 and | nM} cansed significant
rightward shifts on the concentration—ne sponse curves to
noradrenaline (Fig. 4C) with a pA; value of 10.71 £0.12
(n=a). The pEC+; and Emax data for 6-NI, dopamine,
noradrenaline and adrenaline in control and silodosin-
ircated preparations ar shown in Table 4.

Silodosin (0.1 nM) did not affect the EFS-induced HEVID
contractions (Fig. 4E). However, at | nM. silodosin caused sig-
nificant reductions in the HEVD contractions induced by EFS
(Fig. 4F).

Discussion

Incidence of abnormal ejaculation is a typical adverse
reaction of oj-adrenoceplor antagonists (Michel 2007).
Thiz class of drugs induces relaxations of prostate, wne-
thra and bladder neck smooth muscle (Andersson 2000),
meducing the resistance of the prostatic urethra and blad-
der neck to the ejaculate coming from the vas deferens,
thuz allowing retrograde cjaculation to occur (van Dbjk
et al. 2006). However, in healthy volunteers ireated for 3
days with either tamsulosin or alfuzosin, few individoals
(93%) had increased post-ejaculate in the urine, indicat-
ing that ay-admenoce ptor antagonists may CAUsS anejacu-
lation rather than retrograde ejaculation (Hellstrom et al.
2005); Thus. evaluation of the effect of these compounds
in human vas deferens and seminal vesicles may provide
useful information on the mechanism(s) involved.
Silodosin (KMID-3213; Shibata et al. 1995} has an
increased affinity to adrenoceptor ay, (0.039 nM) com-
pared to @) (6.3 nM) and o (2.2 nM; Tatemichi et al.
2006} in the lower urinary tract. In comparison to the -
adrenoce ptor antagonists alfuzosin (Ramsay et al. 1988),
domarosin (Elliott et al. 1982; Wil and MacDonald 2006),
tamsulosin (Lepor et al. 1988; Dunn et al. 2002), terazo-
sin (Frishman et al. 1988; O'Leary 2001}, and prazosin
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Tabled The effect of silodosin on the potency (pBC o) and the maxi-
mum response (E__ ) of the contractions induced by of &-mitrodopa-
mine (&N, noradrenaline (WA ), adrensline (ATR), and dopamine
(¥AD, in the human iselated epididymal vas deerens

Catecholamine pECy logIM[}  E., (fmN) n
&N 303+0.16 45434738 7
+silodosin (0.1 oM 4.15+0.12 4B+ 1769 3
+silodosin 1 oM 3104013 2157 £ 5.04% 3
+silodosin 3 nM - I53+7 e 4
+silodasin 10 nM - 602+ 1.18* 4
DA 4354023 JET1£ B33 4
+silodosin | M 440,32 2550+ 644 4
NA 50440.17 4037+ 66 1
+silodosin (0.1 nM 451 +00.22% JEED+ 12096 4
+silodosin | M 3564035 36564613 [
ADR 4024015 JEel+ BES -1
+silodosin 1 oM 4634025 4e08 £ 14.90 &

PECS0 is defined as the negative kogarithm of the BC ;. Emax is the
miaximal effect at the highest drug concentration. The pECS, Emax
and the mean shifts were expressed as mean +5EM (n means the
number of vas deferens sirips). — means that it was not passible to
calculate the pBECSD, since at this concentration, the antaponist abaol-
ished the contractions induced by &NMND. *P< 0005 companed with
Tespective contr valses

Tables Repored values for the inhibitor constant (K.) in nM of -
s noceplor antagoists

My o iy ReErence
Doz osin 199 072 L&6 Hatano et &l 1996
Tamsulosn w®l9 210 0.2 Chiu et al. AKT
Prazosin a2 el .38 Vicentic et al. N2
Silodasin 4 650 220 Ramszy et al. 1988

(UPrichard et al. 1978), silodosin was the most potent
antagonist on the contractions induced by noradrenaline in
the rat epididymal vas deferens (Britto-Janior et al. 2022b).
As shown here, silodosin was also mom potent than tam-
sulosin, doxarosin and prazosin to inhibit noradrenaline-
induced HEWI} contractions. Intzrestingly, silodosin was
the only ap-adrenoce ptor antagonist that was mone potent
to inhibit HEVI} contractions induced by noradrenaline,
as compared to those induced by & ND. Since tamsulosin
and silodosin are the o-adrenoceptor antagonists more
associated with abnormal ejaculation (Cui et al. 2002},
selectivity for the o), -adrenoceptor subtype could be
the mechanism involved in this adverse reaction. Indeed.

incidence of abnormal ejaculation in patients treated with
prazosin is rare, and in the rat isolated vas deferens, pra-
zosin presents low potency on @y~ and high potency at
ap-adrenoceptor (Docherty 200130 The reported K; values
for the a-adrenoceptor antagonists dox asozin, tamsulosin,
prazosin, and silodosin, are described in Table 3.
6-Mitrodopamine concentration-dependently con-
tracts both rat (Britto-Janior et al. 2021b) and human
(Britto-Janior et al. 2022a) vas deferns, but more impor-
tantly, potentiates the contractile action of the dopa-
mine, noradrenaline, and adrenaline in rat epididymal
vas deferens at a very low concentration such as 10 pM
(Britto-Junior et al. 2023a). Although this mechanism is
not clear, the potentiation is abolished when the vas def-
crens is pre-treated with the voltage-gated sodium chan-
nel blocker tetrodotoxin, suggesting that may be due o
activation of adrenergic terminals {Britte-Jdnior et al.
2023a). A similar potentiation of 6-NI) on the increased
atrial frequency induced by dopamine, noradrenaline and
adrenaline was observed in the rat isolated atria (Britto-
Janior et al. 2023k). The blockade of a5 adrenoceptors
in the rat vas deferens could lead to infertility (Michel
2007 ); however, in oj-adrenoceptor subty pe-selective
knockout mice (a)s-. @jp- and @p-adrenoceptor knock-
out), the contractions of the vas deferens induced by
electric-field stimulation was reduced by 60-T0%, but
not abolished (Sanbe et al. 2007), indicating the presence
of another receptor responsible for the observed con-
tractions. This receptor could be the hypothetical 6-ND
receptor. Our finding that silodosin, at a concentration
(100 pM}) that caused marked reductions in noradren-
aline-induced contractions, did not atfect the contrac-
tions induced by EFS, reinforces the concept that 6-ND¥
is= 2 major modulator of human vas deferens contractil-
ity (Britto-Janior et al. 2022a). Indeed, inhibition of the
EFS-induced HEVD contractions was only observed
when the ap-adrenoceptor antagonists were used at con-
centrations that inhibited those induced by &ND.
Inconsistencies in the ineractions of a-adrenoceptor
antagonisis and cjaculatory function have been observed in
mouse, rat and human data (Miched 2007}, and as summarized
in Table 6, they ane also present in the pharmacology of 6N
in rat and human vas deferens. The remarkable synergism
between 6-NI and the classical catecholamines (dopamine,
noradrenaline, and adrenaline ) has been described so far only
on the rat e pididymal vas deferens (Britto-Jinior et al. 2023a)
and rat isolated right atrium (Britto-J anior et al. 102360 Thus,
it would be important to confirm the synergism in HEVI).
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Tables Results obtzined with t-nitrodopamine (8-M00 in the rat and human vas deerens

Rai R Human Ref
&-MND miease (ng/ml.) 14404 Britto-Jamior ot al. 2021h 1.5+0.8 Britio-Jumior ot al. 20222
Noradrenaline (ng'ml.) 4402 Britto-Jumior et al. 2021k 05402 Britto-lomior et &l 2022
Dopaming release (mgfml.) beelow LOG Britto-lomior &t al. 2021k 03001 Brioo-lomar et al. 2022a
Adrenaline releass (ngfml) below LK) Britto-Junior el al. 3021b 024001 Britio-Jumior of al. 20223
L-NAME on & ND e lease meduced Brito-Jamior et al. H21b meducad Brio-Jamior et al. X022
&N contractile (pEC4) 5.210.2 Britto-Jomior el al. 10232 4610, this manuscript
TTX on EFS contraction abolished Lima et al. X122 ?
L-MNAME on EFS contraction e eflect Britto-Jamior et al. J21b meduced Brito-Jamior et al. 2022a
Potentiaies DA, NA and ADR potendiation Britto-]omior &t al. 2023a ?
Tricyclic compounds {(pAq):
Amitripiy lins 77405 Britto-lomior &t al. 2021k BEO4001 Brioo-lomior et al. 2022a
Diesipramine B24001 Britto-Jumior et al. 3021 05401 Britto-lomior et al. 2022
Carbamarepine T4 Britho-Jumior et &l 3021 BE+] Britio-Jomior et al. 2022
@, antagonists {pA,
Domarosin G101 Britic-Jdmior el . J022a 103+0.2 thiz manuscripl
Tamsualasin 07 4+0.1 Britto-lomior &t al. 2022a 93 +0.0 this manuscript
Silodosin EEL0.1 Britio-Jamior et &l W2 Ta 98 +0.1 this manuscript
Prazosin 77402 Britto-lomior &t al. 2022a B2+0.5 this manuscript
fh- and /i, antagonists (pAg):
Aenolol £ 405 Lima et al. A¥2 ?
Betaxolo £.0 4.1 Lima et al, A2 7
me topralol 6.7 +i0.1 Lima at al. A¥F2? 7
proprancdol £.5+0.3 Lima et al. X¥X2 ?
pindalol 574001 Lima et al. A¥X2 ?

L limit of quantitation

Furthermone, purification and sequence of the &N rece ptor
from human vas deferens should help to deep our understand-
ing on the physiological processes involved in the ejaculation.

Conclusion

The o -adrenooe ptor antagonists doxazosin, tamsulosin, pra-
zosin and silodosin only block the contractions of human
isolated vas deferens at concentrations that inhibit 6-NID
induced contractions reinforcing the concept that this novel
catecholamine acts as a major modulator of human vas del-
emns contractility.
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5 DISCUSSAO

A ocorréncia da ejaculagdo anormal € uma reacdo adversa possivel e
tipica dos antagonistas dos receptores alfal-adrenérgicos. E observado nessa
classe de farmacos a inducéo do relaxamento da préstata, uretra e musculo liso
do colo da bexiga, ocasionando uma reducéo a resisténcia da uretra prostatica
e do colo da bexiga a ejaculacéo proveniente do ducto deferente, gerando, dessa
forma, a ocorréncia da ejaculacao retrograda. Apesar disso, observado que em
voluntarios saudaveis tratados durante 5 dias com tansulosina ou alfuzosina,
poucos individuos apresentaram aumento da urina pos-ejaculacéo, indicando
gue os antagonistas dos adrenoceptores alfa-1 podem causar anejaculacao ao
invés de ejaculacdo retrograda. Dessa forma, a avaliacdo do efeito desses
farmacos nos ductos deferentes e vesiculas seminais humanos pode oferecer

importantes dados sobre 0s possiveis mecanismos envolvidos. (99-102)

O farmaco silodosina apresenta uma afinidade aumentada ao
adrenoceptor alfa-1A (0,039 nM) em comparacéao com alfa-1B (6,5 nM) e alfa-1D
(2,2 nM) na parte inferior trato urinario. Comparando este farmaco com os outros
antagonistas dos receptores alfa-1-adrenérgicos, como alfuzosina, doxazosina,
tamsulosina, terazosina e prazosina, a silodosina foi 0 antagonista mais potente
nas contracdes induzidas pela noradrenalina no ducto deferente do epididimo de
rato. (103-112)

Como demonstrado neste trabalho, a silodosina também foi mais potente
gue a tansulosina, a doxazosina e a prazosina para inibir as contracdes de DDEH
induzidas pela noradrenalina. Ademais, a silodosina foi o Unico antagonista do
adrenoceptor alfa-1 mais potente para inibir as contracdes de DDEH induzidas
pela noradrenalina, em comparacdo com aquelas induzidas pelo 6-ND. Estudo
aponta que a tansulosina e a silodosina sdo os antagonistas dos receptores alfa-
1l-adrenérgicos mais associados a ejaculacdo anormal, indicando que a
seletividade para o subtipo de receptores alfa-1A-adrenérgicos pode ser o

mecanismo envolvido nesta reacéo adversa. (113)

Em observacdo, a incidéncia de ejaculacdo anormal em pacientes
tratados com prazosina € rara, e nos ductos deferentes isolados de ratos, a

prazosina apresenta baixa poténcia no alfa-1A- e alta poténcia no adrenoceptor
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alfa-1D, podendo ser este o mecanismo envolvido. Os valores de Ki
apresentados para o0s antagonistas dos receptores alfa-1-adrenérgicos
doxasozin, tansulosina, prazosina e silodosina estado descritos na Tabela 5 do

artigo publicado anexo em Resultados. (114)

Estudos desse grupo pesquisador apontaram que a concentracédo de 6-
nitrodopamina contrai de forma dependente da concentracdo de ratos e
humanos, os ductos deferentes, além de potencializar a ac¢do contréatil da
dopamina, noradrenalina e adrenalina nos ductos deferentes do epididimo de

ratos em uma concentragao muito baixa. (97, 115-116)

Apesar do mecanismo demandar maior clareza, outro estudo desse grupo
pesquisador observou que a potenciacao é extinguida quando o ducto deferente
€ pré-tratado com o bloqueador dos canais de sodio dependente de voltagem
tetrodotoxina, indicando que isso pode ser devido a ativacdo de terminais
adrenérgicos. Uma potencializagdo semelhante do 6-ND no aumento da
frequéncia atrial induzida por dopamina, noradrenalina e adrenalina foi indicada

nos atrios isolados de ratos. (116-117)

O bloqueio dos adrenoceptores alfa-1A nos canais deferentes do rato
pode levar a infertilidade, no entanto, em camundongos selecionados para o0s
subtipos alfa-1-adrenérgico (alfa-1A, alfa-1B e alfa-1D), foi observado que as
contracdes dos ductos deferentes induzidas pela estimulacdo do campo elétrico
foram reduzidas em 60-70%, mas nao extintas, indicando a provavel atuacao de

outro receptor. (99, 118)

Tal receptor poderia ser, hipoteticamente, o receptor 6-ND. A descoberta
apresentada de que a silodosina, em uma concentracdo (100 pM), que causou
reducdes acentuadas nas contracdes induzidas pela noradrenalina, ndo afetou
as contracdes induzidas pelo ECE, acaba por fortalecer a concepcéo de que o
6-ND é um importante modulador da contratilidade do ducto deferente humano.
De fato, a inibicdo das contracfes de DDEH induzidas por ECE s6 foi notada
guando os antagonistas dos receptores alfa-1-adrenérgicos foram utilizados em

concentragdes que inibiram aquelas induzidas por 6-ND. (97)

Incongruéncias nas interacdes dos antagonistas dos receptores alfa-1-

adrenérgicos e na fungdo ejaculatéria foram notadas em dados de
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camundongos, ratos e humanos, e, conforme resumido na Tabela 6 deste
trabalho no topico Resultados, estdo também presentes na relacao
farmacoldgica do 6-ND em ratos e ducto deferente humano. O claro sinergismo
entre 6-ND e as catecolaminas classicas (dopamina, noradrenalina e adrenalina)
estava descrito até agora apenas nos ductos deferentes do epididimo de ratos e
no atrio direito isolado de ratos. Dessa forma, se torna de grande relevancia
confirmar o sinergismo no DDEH. No mais, a purificacdo e sequenciagao do
receptor 6-ND do ducto deferente humano contribui para o melhor entendimento

sobre os processos fisioldgicos relacionados a ejaculacéo. (99, 116-117).
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6 CONCLUSAO

A classe de farmacos antagonistas dos receptores alfa-1-adrenérgicos, como
doxazosina, tamsulosina, prazosina e silodosina apenas bloqueiam as
contracdes dos ductos deferentes humanos isolados em concentragbes que
inibem as contragdes induzidas por 6-ND, respaldando a concepc¢ao de que esta
catecolamina recém-descoberta tem acdo como um modulador importante da

contratilidade dos ductos deferentes humanos.
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I INSTITUTO DE CIENCIAS
BIOMEDICAS DA W
, UNIVERSIDADE DE SAO
PAULO - ICB/USP
PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DA EMENDA

Titulo da Pesquisa: GDN 020/20 - AVALIACAD DO PAPEL FISIOLOGICO E FISIOPATOLOGICO DA 6
NITRODOPAMINA MO DUCTO DEFERENTE DE VOLUNTARIOS SUBMETIDOS A

VASECTOMIA
Pasquisador: GILBERTO DE NUCCI
Area Tematica:
Versdo: 3

CAAE: 40231320.9.0000.5467
Instituigdo Proponente: Instituto de Ciéncias Biomédicas da Universidade de Sao Paulo - ICB/USP
Patrocinador Principal: Financiamento Proprio

DADOS DO PARECER

Nimero do Parecer: 6.467.902

Apresentacio do Projeto:

Trata-se de andlise de emenda ao projeto "AVALIAGAD DO PAPEL FISIOLOGICO E FISIOPATOLOGICO
DA 6-NITRODOPAMINA NO DUCTO DEFERENTE DE VOLUNTARIOS SUBMETIDOS A VASECTOMIA"
Pesquisador Responsdvel: GILBERTO DE NUCCI

02020 _carta_emendalZ2.pdf, postada em 26/09/2023:"Durante a condugio do estudo, houve a participagio
dos alunos Renan Arthur Bosio Guimaraes, WALTER PINTO DA SILVA FILHO e da professora Fablola
Taufic Mdnica Iglesias. Os alunos tiveram participacdo na coleta do material na unidade hospitalar e
transporte para o laboratdrio de Farmacologia da Universidade Estadual de Campinas (Unicamp), onde
participaram das andlises in vitro das substancias descritas nesse protocolo. A professora Fabiola colaborou
nas orientagbes/supervisbes das andlises in vitro no laboratdrio e

farmacologia da UNICAMP. As inclusbes acima estdo atualizadas no protocolo emenda 2 e podem ser
encontradas nas paginas 6 & 11. Foi adicionado no protocolo como equipe de pesquisa (Pesguisadores
associados). As inclusdes acima estao atualizadas no protocolo emenda 2 e podem ser encontradas nas
paginas 6 & 11. As cartas de concorddncia dos pesguisadores adicionados estio anexadas na plataforma
brasil.O restante do protocolo, como desenho do estudo, riscos-beneficios etc., mantém-gse 03 mesmos em
relagio a versdo anterior aprovada por esse Comité.”

Enderego: Av. Prof® Lineu Prestes, 2415

Balrro: Cidade Universitaria CEP: 05.508-000
UF: 5P Municipio: SAQ PALLO
Telefone:  (11)3081-7733 E-mail: cepfich usp.br
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I INSTITUTO DE CIENCIAS

BIOMEDICAS DA W

’ UNIVERSIDADE DE SAO
PAULO - ICB/USP

Continuagio do Parecer: 8.467.902

O texto a seguir foi extraido de "INFORMACOES_BASICAS 2216818_E2 pdf, postadoem  19/10/2023.
Resumo: "Estudo cientifico em laboratério, de natureza basica, quantitativo, de procedimento experimental e
com objetivo de estudo explicativo para avaliagio das alteragies da responsividade de ducto deferente em
ensaios farmacolégicos a fim de investigar as fungbes fisioldgicas e fisiopatoldgicas da Gnitrodopamina.”

Objetivo da Pesquisa:

O texto a seguir foi extraido de "INFORMAGCOES_BASICAS_2216818_EZ pdf, postado em 19/10/2023.
"Objetivo Primario: Avaliar os efeitos da G-nitrodopamina sobre o tbnus do ducto deferente, Avaliar a
produgdo de catecolaminas e G-nitrodopamina pelo ducte deferente humano.

Objetive Secundario: ldentificar e localizar enzimas envolvidas na sinteze de catecolaminas (tirosina
hidroxilase, dopamina beta-hidroxilaze, dopa descarboxilase) no

ducto deferente humano, Investigar o funcionamento de enzimas da via de sintese de catecolaminas em
ducto deferente utilizando a cromatografia liguida acoplada ao espectrdmetro de massas (LC-M5/MS).”
Critério de Inclusdo: Participantes do sexo masculino com idade superior a 18 anos completos e inferior a 70
anos completos, que sio legiveis a realizacdo de

vasectomia.

Avaliagdo dos Riscos e Beneficios:

O texto a seguir foi extraido de "INFDHWGGES_B#.EIGAE_EHBN 8 E2.pdf, postado em 1910/2023.
"Rizscos: Nio é previsto risco para esse estudo ja que a equipe de pesquisa ndo tera contato com o
participante. Pode haver algum risco de exposigdo dos

dados do participante, porém o risco & minimo tendo em vista que a equipe de pesquisa é pequena & estio
em constante monitoramento.

Beneficios: Essa pesquisa ndo visa nenhum objetivo direto ao participante.”

Comentarios @ Consideracdes sobre a Pesquisa:

Projeto Unicéntrico, carater académico, comparativo de reatividade do ducto deferente a 6-nitrodopamina
em banho isolado de drgdos e ensaios farmacoldgicos. Serdo coletadas amostras (200) de material que iria
para descarte. Nao havera intervencao

direta com o participante.

Enderego: Av. Prof® Lineu Prestes, 2415

Balrra: Cidade Universitara CEP: 05.508-000
UF: 5P Municiplo: SAD PAULO
Telefone: (11)3081-7733 E-mail: cepfiich.usp.br
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Qe ™

INSTITUTO DE CIENCIAS
BIOMEDICAS DA
UNIVERSIDADE DE SAQ
PAULO - ICB/USP

A

Continuagio do Parscer: B.467 902

Consideragdes sobre os Termos de apresentacio obrigatdria:

O= Termos de apresentagdo obrigatona foram anexados e estio adequados.
Recomendacdes:

Vide campo "Conclusbes ou Pendéncias...”

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequacbes:

Solicita-se a inclusio de dois estudantes e de uma professora. A referida inclusdo esta bem justifica na
emenda por isso recomenda-5e a aprovacao.

Consideracbes Finais a critério do CEP:

O Colegiado do CEP - ICB concorda com o parecer do relator em aprovar a emenda ao projeto. Cabe aos
pesguisadores executantes elaborar e apresentar a este comité relatérios anuais (parciais ou final) de
acordo com o ftem Il. 11.19 e 1120 da resolucdo 466/12 do Conselho Macional da Sadde. Com relacao as
amosiras biclégicas, em ndo havendo ainda um biorepositdrio e se houver retengio de material devera ser
solicitado o devido cadastro conforme modelo constante no "site" do ICB. Ao pesquisador cabe também

finalizar o processo junto & plataforma Brasil quando do encerramento deste.

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Tipo Documento Arquivo Postagem Autor Situagdo
Informagbes Basicas| PB_INFORMACOES BASICAS 221681 19/10/2023 Aceito
do Projeto 8 EZ pdf 14:44:14
Outros Form_submissao Emendas 02020 260| 26/09/2023 |GILBERTO DE Aceito

923.pdf _ 15:18:21 | NUCCI

Qutros 02020_carta_emendal2 pdf 26/09/2023 |GILBERTO DE Aceito
15:17:57 | NUCCI

Projeto Detalhado / | 02020_Ducto_Deferente_Protocolo_eme| 26/08/2023 | GILBERTO DE Aceito

Brochura ndalz_260823 pdf 15:17:36 | NUCCI

or

Declaragéo de Declaracao_de CONCORDANCIA_FAB| 26/09/2023 |GILEERTO DE Aceito

Pesquisadores 1OLA pdf 14:46:21  |NUCCI

Declaragao de Declaracao_de CONCORDAMNCIA_walt | 26/08/2023 |GILEERTO DE Aceito

Pesguisadores ar.pdf 14:46:04  |NUCCI

Declaragao de Declaracao_de CONCORDAMNCIA_rena| 26/08/2023 |GILEERTO DE Aceito

Pesquisadores n.pdf 14:45:55 | NUCCI

Qutros indaiatuba_Anuencia_sig.pdf 24/02/2023 |GILBERTO DE Aceito
16:15:05 | NUCCI

TCLE/ Termos de  |02020_TCLE_emenda01.pdf 24/02/2023 |GILBERTO DE Aceito

Enderago:  Av. Prof Lineu Prestes, 2415

Balrra: Cidade Universitaria CEF: 05.508-000

UF: 5P Municipio: SAD PAULO

Telefone:  (141)3001-7733 E-mall: cepichusp br
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INSTITUTO DE CIENCIAS
BIOMEDICAS DA
UNIVERSIDADE DE SAQO Grosil

PAULO - ICB/USP

Continuagio do Parecer: §.467.902

Assentimento / 02020_TCLE_emenda01.pdf 16:14:57 |NUCCI Aceito

Justificativa de

Auséncia |

Projeto Detalhado / |02020_Ducto_Deferente_Protocolo_eme| 24/02/2023 |GILBERTO DE Aceito

Brochura nda01_301122. pdf 16:05:21 |NUCCI

Investigador

Folha de Rosto FolhaRosto.pdf 12/11/2020 |GILBERTO DE Aceito
10:18:22 |NUCCI

Situacgdo do Parecer:
Aprovado

Necessita Apreciacao da CONEP:
Nao

SAO PAULO, 27 de Outubro de 2023

Assinado por:
Camila Squarzoni Dale
(Coordenador(a))
Endereco: Av. Prof® Lineu Prestes, 2415
Bairro: Clidade Universitaria CEP: (5.508-000
UF: SP Municiplo: SAO PAULO
Telefone: (11)3001.7733 E-mail: cep@icb.usp.br
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Q Ploboforma  MINISTERID DA SAUDE - Conselho Nacional de Salids - Comiss3o Macional de Etica sm Pesquisa — COMER
asil PROJETO DE PESQUISA ENVOLVENDO SERES HUMANOS

Projeto de Pesquisa: . i ,
AVALIACAD DO PAPEL FISICLOGICO E FISIOPATOLOGICO DA 8-NITRODOPAMINA MO DUCTO DEFERENTE DE VOLUNTARIOS
SLBMETIDOS A VASECTOMIA

Informagdes Preliminares
Responsavel Principal
CPFiDocumento:  BEB.134.473-15 Momse: GILBERTZ DE MUCCE
Telefons: 1832510828 E-mai DEMUCCIZGILBERTODENUCC].COM
——  Instituigdo Proponents
CNFJ | Mome da Instituigio:  Institubo de Ciéncias Biomédicas da Universidade de 530 Paulo - ICBIUSP

Essa submissao de emenda é exclusiva do seu Centro Coordenador?

A emenda & exchusiva de seu Centro Coordenader, gntde as alkeragdes realizadas em seu projeto. em virude da emenda, MAD serdo replicadas no
Centros Participantes vinculados e nos Comites de Elica das Instiwgoes Coparticipantes, quando da sua aprovagao.

E um estudo internacional? Nao

B Equipe de Pesquisa

CPFDocumento Mome:
07724203801 Renan Arthur Bosio Guimaraes
052 875.004-08 LUIZ EDUARDD CALOETE XIMEMES
032.170.841-27 JOSE BRITTO JUNIOR
A73.840.188-03 WALTER PINTO DA SILVA FILHO
20644 718-85 Fabiola Taufic Manica Iglesias
441.582.098-50 FUILHERME MACHADD DE FIGUEIREDD MURARI
Area de Estudo

Grandes Areas do Conhecimento (CHNPqg)
» Grande Area 4. Ciéncias da Saide
Fropésito Principal do Estudo (OMS)
# Clinico

Thulo Plblico da Pesquisa: GON 020/20 - AVALIACAD DO PAPEL FISIOLOGICO E FISIOPATOLOGICO DA &-NITRODOPAMINA NO
DWCTO DEFERENTE DE VOLUNTARIOS SUBMETIDOS A VASECTOMIA

Expansio do Acronimo do Publico:  Ducto Ceferents

——  Contate Pablico
CPFDocumente Mome Telkefone E-mnail
508.134.4783-15 GILBERTO DE NUCCI 1832516223 DENUCCHEGILBERTODENUCCLCOM
Contato Cientifico: GILBERTO DE MUCC
Darts s Submics3o do Projetn: 1210203 Mo do Arquiee: BE_BFOSMACSES_BASICAS_T218518_F2nef Vermsa do Projeto: 3
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Desenho do Eshudo

Condigies de salde ou problemas

ntervencan/Experimental

Facientes que irdo realizar vasectomia

CondigSo de salde ou Problema

—— Descritores Gerais para as Condigoes de Salide

CID1-10 Class'icagic ntemacional de Doengas

Céxigo CID

2302

Esteriizacao

Descrigio CID

DelS:Descritores em Ciéncia da Salde

Cadigo DECS

ED4.250.599.000

Descricio DECS

Vasectomia

Caxdigo CID

CID1-10-Classficagio Internacional de Doengas

Descritores Especificos para as Condighes de Salde

Z30.2

Esteriizacan

Descrigio CID

Codigo DECS

[eCS:Descritores em Ciéncia da Salde

Ei.250.599.900

Vasectomia

Descrigao DECS

Tipe de Interveng3o:

Sem intervengao

Matureza da Intervengdo

# Biologica

Descritores da Intervengao

Descritores da Intervencio

Intervencoes

Fase

Serio coletados material cinlgico que teriam como desting o descarte

®Fase 4

Desenho:

Unicéntrico, comparative de reatividade do ducto deferente a 6-nitrodopamina em banho isolado de drg3os e ensaios farmacolgicos

—— Apoio Financeiro
CNFPJ Nome E-mail Telefone Tipo
Financiamento
Proprio
—— Palavra Chawve
Palawra-chave
Ducto Deferente

Daviz e Submilcedo do Projedo: 131102003

Nome do Arquive: FE_MFORMACDES,_BASICAS_I215215 E2pof

Vemsho oo Projedo; 3
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Detalhamento do Estuda

Resumo:

Estudo csentifico em laboratorio, de nahwreza basica, quantitative, de procedimento experimental & com objetive de estudo explicative para avali

das alteracdes da responsividade de ducto deferente em ensaios farmacoldgicos a fim de investigar as funcdes fisiologicas = fisiopatoldgicas da
nitredopaming.

Introdugao:

As catecolaminas como dopaming, epinefrina, norepinefring, L-DOPA e outras moléculas 50 monoaminas que se diferem pelo seu radical na cadeia
de compostos -:H'gmmﬁ 45 catecolaminas s30 sntefizadas nas.termnag:les nervosas simpaticas, sendo a timsina transportada para deniro dos
neurdnios atl:nes de um transportador de aminodcidos ammaticos, que utiliza o gradients de Mas atraves da membrana neurcnal no qual elag
conmvertida atl:nes da catalise da enzima tiresina hidroxilase em L-DOPA (L-3.4-diidroxifenilalaning) por oxidagan da pnﬂ?u 3 no anel de benzeno.
Meste estude, sera avaliado a IIbE':I:-D por meio de cromatografia Ilquda acnplada a espectrometria de massa (LC M3-M3) e caracterizacdo

farmacologica dos efeitos do medi endotélio S-nitrodopaming in vivo & in witro
Hipotese:
O endotélio presente nos vasos estariam habilitados a participar do confrole por produzirem & secretarem catecolaminas

Poaliar os efeitos da S-nitodopamina sobre o tinus do ducho deferente, Avaliar a produgéo de catecolaminas e G-nitrodopamina pelo ducto deferente
urniano;

Objetive Secundario:

ldentificar e localizar enzimas envolvidas na simese de catecolaminas (tirosina hidroxilase, dopamina beta-hidnoxilase, dopa descarboxilase) no
ducto deferente humane, Investigar o funcionamento de enzimas da via de sintese de catecolaminas em ducto deferente utilizando a cromatografia
liquida acoplada a0 espectrometro de massas (LC-MSMS).

Metodologia Proposta:

Apds a colets, o ducto deferente sera seccionado em siiipes. Os siripes serdo transferidos para cubas contendo 10 rrLdesulug.al:- Krebs-Hensaleit,
snhberrpa-ctuade.'!-?"ﬁ mmnummgaseﬁ:ﬂmmummmmmmﬂ:ﬂi%de@eﬁ%deﬂﬂi anmapstadnemdnem?Z
e 7.4 Ostecidos samsuspensuspﬂrm haste metalica & fixades a um transdutor de forga acoplado a um sistema de registos de tens3o em
milinewtons (mM). Cs dados madquml:bﬁ utlizando o programa de aquisicao de dades Powerlab 4730 (software versao 7.3.7 ADInstruments,
Australia) para o registro das tensdes isometnicas.

Critério de Inclusdo:

Participantes do sexo masculing com idade superior 3 18 anos completos e inferior 3 71 anos completos, que s3o legiveis a realizacio de
vaseciomia

Riscos:

Nao & previsio risco par= Ess.ee-sh.ldn]a que a equipe dep-esq.usanaom contato com o participante. Pode haver algum risco de exposigao dos
dados do parficipante, porém o fisco @ minimo tendo m vista que a equipe de pesquisa € peguena e estao em constante monforamento.

Beneficios:

Essa pesquisa ndo visa nenhum cbjetivo dirsto ao participante.

Metodologia de Analise de Dados:

Poualiacao da reatividade de tecidos isolados em banhos de orpos m'.esdetlzm.tmdefnn;a PowerLab 400 data acquisition system

{S-JanareChrt version 7.0; ADInstruments, Codorado Springs, CO, USA) Variacso da forga de tensao (TIV) em milinewton (mi) e tensao
isometrica de contragae vascular (mij.

Desfecho Primario:
Nao se aplica
Desfecho Secundario:
Mao se aplica
Tamanho da Amostra no Brasil: 200
——  Paises de Recrutamento
Pais de Origem do Estudo Pais N® de parficipantes da pesquisa
Sm BRASIL 200
Dt e Bubrmicedo do Projedn: 13002003 Horre do Arquive: FE_BFOSMACUEE_BASICAS_TIISS1E_FI oot Wersdo oo Progedo: 3
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Havera uso de fontes secundarias de dados (prontuarios, dados demografices, etc)?

Sim
Detalhamento:

O dados serdo consultados para confimagao de diagndsticos dinico laboratonas & kevantamento de dados retrospectivos da populacio do estudo.

Inferme o nomero de individuos abordados pessoalmente, recrutados, ou que sofrerdo algum tipo de intervengdo neste centro de

pesquisa:

200

Grupos em gue serac divididos os participantes da pesquisa neste centro

1D Grupo N° de Individuos Intervengies a serem realizadas
Grupo Unico 200 Sera coletado o material que ifa para descarte. Mo haverd intervengao
direta com o parficipants

O Estudo & Multicéntrics no Brasil?

Mao

Centros Coparticipantes

CNEJ Mome da Instituicas Co-paricipants N do R el Home dg Comite de | Institui Selamuclla'lﬁa
ELUARD PEREIRA Dt . "
10.730.4620001-29 SANTOS SERVICOS MEDICOS Eduando Pereira dos Santos Sim

Propoe dispensa do TCLE?

Hao

Havera reteng3o de amosiras para amazenamento em banco?

Nao

Cronograma de Execugdo

Identifcacso da Etspa Inicio [DDMMMIARAA) Termino (DOMMIAAAR)

Etapa Laboratorial 01072023 D1/0e2022

Etapa Analitica TE12023 p2r22023

Etapa Clinica N AT 300672023

Orpamento Financeiro

Identificagio de Orgamento Tipa Valor em Reais (RS)

Waterial de consumno Custeio R52.500,00

Senicos de tereins Custeio RS 3.000,00
RS 5.500,00

Bibliografia:

AHLQUIST, B P A study of the adrenotropsc

metabodic syndrome. Arquivos Brasleiros de Endocrinologia & Metabologia, v. 50, n. 2, p. 201-302, 2008, BECERRA, 5. M. B. Di
ao (Mestrado em Fammacologia) -

receptors. The American Journal of Physiclogy. v.153, n.3, p.585-500, 1848, ANDERESON, K-E.
Mechanisms of penile erection and basis for phammacolegical treatment of erectile dysfunction. Physiological Reviews. .63, n4, p.B11-358, 2011.
ANDERSSON, K4 WAGMNER, G. Physiclogy of penile erection. Physiclogical Reviews, w75, n.1, p. 193-238, January 1285, ARMULIK, A
ABRAMSSEON, A BETSHOLTZ, . Endothelialpenicyte interactions. Cire Res. v 87(6) 512-23, 2005. BAHIA, L et al The endothafium in the

&m ratas ovariectomizadas e efsitos da terapia de reposigao de testosterona. 2015, TOf. Disse
-Graduagao em Fammacologia, Departamento de Farmacolegia, Faculdade de Ciéncias Médicas [FCM). Universidade Estadual de Campinas
{Unicamp), Campinas, 2016. BERGERS, G_; 30ONG, 5. The role of pericytes in blood-wessel formation and maintenance. Meuro-Oncology, w7, p4562-
454, 2005 BRECKENRIDGE, FLA. Animal models of myocardial disease. In: CONM, P M. Animal models for the study of human disease. 2nd ed.
United States of America: Academic Press - Elsevier, 2017. p.145-147. BRITTC-JUMICR, 1, Jacintho, F. F_, Figueiredo Murari, G M., Campos, B,
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Abstract

& Nitrodopamine (6N is released from human vas deferens and plays a modulatory role in the male ejaculation.
Therapeutical use of @j-adrenoceptor antagonists is associated with ejaculatory abnormalities. To evaluate the effect
of a-adrenoceptor antagonists on the contractions induced by 6-MND, dopamine, noradrenaline, and adrenaline in the
human epididymal vas deferens (HEVIY ). HEVID strips were suspended in glass chambers contzining heated and ony-
genated Krebs—Henseleit's solution. Cumulative concentration—response curves to catecholamines (10 nM-300 ph)
were constructed in HEVID strips pre-incubated {30 min) with doxazosin (0. 1- | nM), amsulosin (1-10 nM), prazoesin
(10-100 M) andfor silodosin (0.1-10 nM). The effects of these ap-adrenoceptor antagonists were also evaluated in
the electric-field stimulation (EFS, 2-32 Hz)-induced contractions. Doxazosin (0.1 nM) cansed significant reductions
in &-ND-induced HEVI) contractions without affecting the contractions induced by dopamine, noradrenaline, and
adrenaline. Similar results were observed with tamsulosin (1 nM) and prazosin (10 nM). At these concentrations, these
ay-adrenoceptor antagonists largely reduced the EFS-induced contractions. Silodosin (1 nM) caused concentration-
dependent rightward shifts of the concentration—response curves to 6 NI but had no effect on the contractions induced
by dopamine and adrenaline. Silodosin (0.1 nM) only inhibited the contractions induced by noradrenaline. Silodosin
at | nM. but not at 0.1 nM, caused significant reductions in the EFS-induced contractions. The results reinforce the
concept that 6-NID plays a major role in the human vas deferens contractility and indicate that the ejaculation disorders
caused by doxarosin, tamsulosin, prazosin and silodosin cause in man, may be due to inhibition of the contractions
induced by 6-NI} rather than by the classical catecholamines dopamine, noradrenaline, and adrenaline.

Keywords Ejaculation - Delayed ejaculation - o-blockers

Introduction

f-nitrodopamine (6N is a novel catecholamine that
José Britio-Janior and Renan Arthur Bosio Guimarges coniribuied is released from human umbilical cord vessels (Britto-
equally to this work. Tdnior et al. 2021a), human popliteal artery and vein
BT Jost Britted imior {Oliveira et al. 2023) and human vas deferens (Britto-

josebritioiridac. unicamp.br Jinior et al. 2022a), as detected by liguid chromatog-
raphy coupled to tandem mass spectrometry. Although
in human vascular tissues 6-NI) acts mainly as a potent

! Department of Pharmacalogy, Facalty of Medical Sciences,

State University of Campinas, 126 Tessilia Vieira de .
Cmm'gﬂSELr.sE't:J:rpinas S.::_;nuln ]EE;;EIEBI:E“ vasorelaxant, in human vas deferens 6-ND causes smooth

2 nt of Sugery, Faculty of cine of Jundiai. I'I'ILLHA’.le-' c!:rnl.ra.ctii.:-n, 1A-"|.'IE|:'|.'I L'1 blocked b_'r-' trlc'}'_clic antide-
Jund:l' B — pressants such as amitriptyline and desipramine, at con-
centrations that do not affect the spasmogenic actions of

3 . . '
Diepartment of Pharmacobozy, Instituie of Biomeadical , . . . ..
Srsances Ll:i‘vasir_'.' of S8n Panla, SI;J:I gaul»l:r Rraril dopamine, noradrenaline, and adrenaline (Britto-Janior

4 Metropolitan University of Santos, Santos, Brazil
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et al. W022a). Similar results have been observed in the
rat epididy mal vas deferens (Britto-Janior et al. 202 |b).

The a-admnoceptor family is composed of three receptor
subtypes, namely @)y, oy and o (Andersson 20000, All

A
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Fig.1 Effect of doxarosin in the human epididymal vas deferens
(HEYDY contractions induced by é-nitrodopamine (6N, dopa-
mine. noradenaking, adrenaline and ebectric-teld stimulation (EFS)
Doxzrasin @.1-1 nM) indeced concentraton-dependent rightwand
shifis of the concentration-response curves o 6-ND (Panel A). Doxa-
sosin (] oM) had no effect on the contractions indwced by dopa-

£ spriog=

three receptor subtypes are expressed in the human pros-
tate, although in different locations (Walden et al. 19997,
Blockade of a;-adrenoce ptors play an imporiant role in the
climical management of patients with lower urinary tract

100+® Control {n=5)
< Doxazosin 0.1 nM (n=5)

H

Contraction (mN)
E & B E

e o o oo
8 I & &5 4
Log [DA], M

10+ ® Control (n=4)
© Doomzosin 0.1 nbd (n=4)

Coantraction (mN)
E & & g

mane (DA, Panel B), noradrenatine (NA, Panel C) and adenatine
(ADRE, Panzl D). Domazosin 0.1 nM: Panel E) caused significant
inhibition of EF5-induced HEVD contractions. Diata are ex pressed as
mean+ SEM. * P < (W05 comparad with respective controd valses (o
means the number of vas deferens srips)
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symptoms (LUTS) caused by prostate by perplasia (Rochr-
born and Schwinn 2004), and the o-adrenoceptor antago-
nists dox gz osin, tamsulosin and silodosin are often used for
LUTS relief (Debruyne 2000). Although the teatment with
a-adrenoceplor antagonists is generally well tokerated, onc
of the most frequent adverse reactions is abnormal ejacu-
latiom, as characterized by delaved ejaculation or absence
of ejaculation during orgasm (Cho and Yoo 2014). These
adverse reactions could be due to inhibition of the emission
phase of the ejaculation, in which the contraction of prostate,
vas deferens, seminal vesicles and cauda cpidid}'rrmi DOCUTS
{Alwaal ct al. 3015). Interestingly, ap-adrenoceplor antago-
mists are now clinically used for the treatment of premature
ejaculation (Gul et al. 2022).

In the rat isolated cpidil:l)'mal vas deferens, the con-
tractions induced by 6 NI and by electric-field stimula-
tion (EF3) are antagonized by pre-treatment of the vas
deferens with doxazosing, tamsulosin, alfurosin, terazosin
and prazosin, al concentrations that do not block the con-
tractions induced by dopamine, noradrenaline and admen-
aline (Britto-Janior et al. 2022b), indicating that these
drugs could be acting as selective antagonists of 6-NID
receptor rather than as aq-edrenoceptor antagonists. Flu-

omescence histochemistry and biochemical detection of

catecholamines revealed significant differences betwesn
rat and human vas deferens (Kaleczye 1998), ie., the for-
mer receives numerous adrenergic nerve fibres (Owman
and Sjoestrand 1965), whereas the latter presents less
dense adrenergic innervation (Alm 1982; Baumgarien
et al. 1968). Thus, we have investigated whether o;-
adrenoceptor antagonists would have inhibitory action on
the contractions induced by 6-NID in human vas deferens.

Materlals and methods
Study participants

Participants who underwent vaseciomy surgery in Centro
Clinico NotreDame Intermedicas (Jundiai, Sao Paulo)

signed an informed consent approved by the Institute of

Riomedical Sciences (ICB-USP) Institutional Review
Board (Protocol number 4.468.308). The human epididy-
mal vas deferens (HEVIDY) wer obtained from 125 partic-
ipants aged 2839 years. The surgical procedure (Rogers
& Kolettis 2013} was performed under local anacsthesia
and the excised segment (1.3 cm lenght) was taken at
approximately 9 cm from the cauda e pididymis.

HEVD functional assays

The HEVD} strips (1.3 cm length) were suspended in
2 10-mL glass chamber containing heated (37°C) and

oxygenated (95507 3%C0;) KHS. The isometric ten-
sion was kept at 10 mN and registered by a PowerLab
system (ADInstruments, Dunedin, New Zealand). After
a 45-min stabilization period, the HEVIY strips wens ini-
tially contracted with potassium chloride (KCI1, 30 mM)
to evaluate the tisswe viability. After KCI removal and
return to the baseline (15 min approximately ). cumula-
tive concentration—responss curves to 6-MIY (0.00001-1
mM) were constructed in control HEVID) strips and in
tissucs pre-incubated with dowazosin (0.1, 0.3 and | nM,
30 min), tamsulosin (0.1, | and 10 nM, 30 min), prazozin
{10, 30 and 100 nM, 30 min) and/or silodosin (0.1, 1, 3
and 10 nM, 30 min). Comulative concentration-response
curves to noradrenaline were constructed in HEV D pre-
incubated or not with doxazosin (0.1 nM, 30 min), tam-
sulosin {1 nM, 30 min), prazosin (10 nM, 30 min) and’
or siledosin (0.1 and 10 oM, 30 min). Cumulative con-
centration—response dopamine and adrenaline wene con-
structed in HEVID) pre-incubated or not with doxazosin
0.1 nM, 30 min), tamsulozin (I nM, 30 min}, prarosin
{10 nM, 30 min) and'or silodosin (1 nM, 30 min). A rypi-
cal experiment lasis 2.5-3 h (30 min io sel up the lizsue,
45 min for stabilization, 15 min for KCl evalwation, 30
min for drug incubation and 30 min to perform the con-
CER I On—TesPaNSe CHrVe.

Electric-field stimulation (EFS) in HEVD preparations

The HEVD sirips werne submitted to EFS (60 'V for 20 s,
at 2-32 Hz in square-wave pulses, 0.3 ms pulse width, and
0.1 ms delay), using a Grass 588 stimulator (Astro-Medical,

Table1 The effect of doxarasin on the polency (pEC,) and maxi-
mal respanss (E_ ) of the contractions induced by &-mitrodopamine
(6-NDY, noradrenatine (MA), adenakine (ADR), and dopamine (DA}
in the human isolated epsdidymal vas defemns

Catecholaming PHC 4 (logIM] E_., (mMN) n
&ND 4. 10 £0.15 STO8+E49 B
+ioxazrosin (0.1 nd 171 20009 44 w6+ 10,93 B
+ o arosin (0.3 nM 154 40.72* I5ea+T ET b
+doxarosin | oM 4 +0.31 0] £ 8 10 4
(KR 309 4030 3353412101 B
+doxarosin | oM 4001 £0.30 417741398 &
MA 419014 Jo+1LE 4
+doxarosin | oM 404 4031 67+51 4
ADR 485019 35411700 4
+idoxarosin | nkl 306 +0.52 Jo+I3E 4

pECSH}is defined as the negative logarithm of the EC,,. Emax is the
maximal effect at the highest drug concentration. The pEC,, and
Emax were expressed as mezan+ SEM (n means the oumber of vas
deferens strips). * P« (005 compared with respective control valoes
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Fig.2 Effect of amsulosin in the human epididymal vas deferens
(HEWD) contractions induced by &-nirodopamine (5-ND0, dopa-
mine, noradenakine, adrensline and electric-teld stimulation (EFS)
Tamsulosin (1 and 1 nM) provoked concentration-dependand right-
ward shifts of the conoeniration—msponsz curves to &ND' (Panal
A). Tamsulosin (1 nd) had oo efiect on the conractions inducad by
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inhibition of EFS-induced HEV D contractions. Crata are ex pressad 2s
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Table2 The effect of tamsulesin on the poency (pEC o) and maxi-
mial msponses (E__ ) of the contractions induced by &-nitrodopamine
(8N, noradrenaline (NA), adrenatine (ADR), and dopamine (T0AD
in the human isolated epididymal vas de enens

Catecholamine pECy (log| M) E g (MmN} R
&M 401 +0.12 41.93 +4.52 g
+tamsulosin (.1 A Wb 00 1 45754663 4
+tamsulosin 1 o 345 4007* 311147 5
+tamsulosin 10 nkd - 11584701* 4
(hEN 4.50 4022 30234001 3
+tamsulosin | oM 403 40, 10 31544506 3
A 437 40.11 40.32409.45 3
+tamsulosin | oM 4 38 +0.08 4201 +5.21 f
ADR 503 +0.18 1151033 3
+tamsulasin 1 oM 4 864024 35031+ la00 3

pECSY is denmed as the negative logarithm of the ECy. Emax
is the maximal effect at the highest druz concentration. The pECS0
and Emax were expressed as mean+ SEM (n means the number of
vas delerens sirips). — means that it was not possible o calculate the
pECS0, since at this concentration, the antagonist shotished the con-
tractions induced by &ND. * P« 005 compared with respective con-
trol values

Industrial Park, R L. USA). The EF5-induced HEVI) contrac-
tions were conducted in control and tissues pre-incubated
with doxazosin (0.1 nM, 30 min), tamsulosin (1 nM, 30
min}, prazosin {10 oM, 30 min} and/or silodosin (0.1 and
I M. 30 min).

Materials and drugs

Dopamine and prazosin were obtained from Sigma-Aldrich
Chemicals Co. (5t Louis, Missouri, USA ). Adenaline,
noradrenaline and zilodosin were purchased from Cay-
man Chemical Co (Michigan, USA). &-Nitrodopamine was
acguired from Toronto Research Chemicals (Ontario, CA).
Tamsulosin was obtained from Swati Spentose Pyt Lid (Vapi,
Chujarat, India). Doxazosin was obtained from Mifty Labs Pt
Lud (Hyderabad, Telangana, India). Sodiom chloride (NaC1),
potassium chloride (KCI), calcium chloride (CaCl,), mag-
nesium sulfate (Mg50,), sodium bicarbonate (NaHCO,),
potassium phosphaie monobasic (KH;PO, ) and glucose wene
acqguired from Merck KGaA (Darmstadt, Germany ).

Data analysis

The walues of pECy, and Emax data represent the
mean + standard ermor of the mean (5.E.M.) of n experi-
ments. Values of E_, were expressed in mN. One was used
as the control response and the other HEVIY was incubated
with an antagonist / inhibitor.

The pA; values of the antagonists were calculated
from application of the equation; p.ﬂt3= log l,'antagunisl
concentration) — log (CR-1) -log (antagonist concentra-
tion). The methods for determining both pECy and E_
were described elsewhere (Britto-Jdnior et al. 2022a).
Student’s two-tail unpaired i-test was employed and
the differences betwesn groups. In addition, standard
ANOVA, followed by the Newman—Keuls post-test, wene
uzed when more than two groups wene involved. A p
value of less than 0.05 was considered statistically sig-
nificant. The distribution of the log values (pECS50) was
normal for cach agonist, confirmed by the Shapiro-Wilk
test (Motulsky 2014).

Results
Effect of doxazosin

Cumulative addition of 6-ND (10 to 1077 M; Fig. 1A),
dopamine (10-% to 10-* M; Fig. 1B), noradrenaline (10-%
to 3% 10-* M; Fig. IC) and adrenaline (10-* to 3 x 10-*
M; Fig. 1)) produced concentration- dependent contrac-
tions in the HEVD strips (Fig. 1A). The in vitro pre-
treatment (30 min) of the HEVD with doxazosin (0.1-1
nM) significantly reduced the Emax values to 6-NID with
a pAj value of /0. 38 £0.20 (n=6). However, doxazosin
(0.1 nM) did not affect Emax and pECy, the HEVD) con-
tractions induced by dopamine (Fig. I1B), noradrenaline
(Fig. 1C) and adrenaline (Fig. |I)). The pEC 5, and Emax
data for 6-NI), dopamine, noradrenaline and adrenaline
in control and doxazosin-treated preparations are shown
in Table 1.

Electirical-field stimulation (EFS; 2-32 Hz) evoked
frequency-dependent contractile responses in the HEVD
strips (Fig. 1E), which wem significantly mduced by doxa-
zosin (0.1 oM} in all frequencies tested (p=00001; n=#;
Fig. 1E).
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minee, naradenakine. adrensline and electric-teld stimulation (EFS).
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wosin | 10 nM) had no effect on the contractions induced by dopaming
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(DA, Panel B). noradrenaline (NA. Panel ) and adrenaline (ADE,
Panel I¥). Prazosin (10 nM; Panel E) caused significant inhibition
of EFS-indoced contractzons of the HEWD. Data are expressad =s
mean + SEM. * P« (U5 compared with respactive controd valses (n
means the number of vas deferens strips)
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Table3 The effect of prarosin on the poiency (pBEC,)) and maximal
mesponses (B b of the contractions induced by of & nitrodopamine
{6-MIY, noradrenaline (MA ), adrenatine {ADR), and dopamine (DAD
in the human isolated epididymal vas denens

Catecholzmine pECy (log[M[}  E_,, {mN) n
&N 4621011 61354831 6
+prazosin 10 nk A8 4025 40 pd 4667 [
+prazosin W nkl 347 030+ 584241326 4
+prazasin 1 3024124 789+ 1].66*% 4
[ 462 40005 33424070 4
+prazosin 10 nk 455 40010 31394044 4
WA 47340054 J2I5440 4
+prazosin 10 nki 4684022 34794755 4
ADR 5041029 S17ex11.25 3
+prazasin 10 nM 5194033 541441453 3

pECHY is detined as the negative bogarithm of the BC 5. Emax is the
maximal effect af the highest drug concentration. The pECy and
Emax were exprssad as mean +5EM. n means the number of vas
defemns strips. * P <05 compared with respective control values

Effact of tamsulosin

Pre-treatrment {3 min) of the HEVID with tamsulosin 1 and
10 nM} caused significant rightward shifts on the concentra-
tion—response curves to 6-ND (Fig. 2A) with a pA; value
of 963006 (n=5). At 10 nM, tamsulosin nearly abaol-
ished the 6-MD-induced contractions (Fig. 2A). Tamsulosin
{1 nM} did not affect the HEVD contractions induced by
dopamine (Fig. 2B), noradrenaline (Fig. 2C) and adrenaline
(Fig. 2. The pECy; and Emax data for 6-NIJ, dopamine,
noradm naline and adrenaline in control and tamsulosin-
treated preparations are shown in Table 2.

Tamsulosin (I nM) caused marked reductions
(p=0.0002) in the HEVI} contractions induced by EFS
(2-32 Hz; Fig. ZE).

Effect of prazosin

Pre-treatment (30 min} of the HEVD with prazosin ¢ 10100
nM} caused significant rightward shifts on the concentra-

tion—mesponse curves bo 6-MND (Fig. 3A) with a pA; valoe of

£27+0.52 (n=6). At 100 nM, prazosin markedly reduced
the maximal responzes to 6- NI (Fig. 3A). Prazosin ( 10 nM)
did not affect the HEVD contractions induced by dopamine
(Fig. 3B}, noradrenaline (Fig. 3C) and adrenaline (Fig. 300,
The pECs) and Emax data for 6-NIY, dopamine, noradrena-
lime: and adrenaline in control and prazosin-treated prepara-
tions ame shown in Table 3.

Prazosin (10 nM) cawsed significam reductions (p=0.0042)
in the HEVD contractions induced by EFS (2-32 He; Fig. 3E).

Effect of silodosin

Pre-treatment of the HVED with silodosin (1-10 nM)
caused significant rightward shifts on the concentra-
tion-response curves to 6-NIDY (Fig. 4A) with a pA;
value of 9.84 +0.06 (n=3). At 10 nM, silodosin almost
abolished the contractions induced by 6-ND (Fig. 4A).
Silodosin {1 nM) did not affect the HEVD contrac-
tions induced by dopamine (Fig. 4B) and adrenaline
(Fig. 4I3). Silodosin (0.1 and | nM} caused significant
rightward shifts on the concentration—re sponse curves to
noradrenaline (Fig. 4C) with a pA; value of 10.71 £0.12
(n="#). The pEC 5, and Emax data for 6-ND), dopamine,
noradrenaling and adrenaling in control and silodosin-
treated preparations ar shown in Table 4.

Silodosin 0.1 nM) did not affect the EFS-induced HEVD
contractions (Fig. 4E). However, at | nM, silodosin caused sig-
nificant reductions in the HEVID contractions induced by EFS
(Fig_ 4F).

Discussion

Incidence of sbnormal ejaculation is a typical adverse
reaction of a-adrenoceptor antagonists (Michel 2007).
This class of drugs induces relaxations of prostate, une-
thra and bladder neck smooth muscl: (Andersson 2000),
reducing the resistance of the prostatic urcthra and blad-
der neck to the ejaculate coming from the vas deferens,
thus allowing retrograde gjaculation to occur (van Dijk
et al. 2006). However, in healthy volunteers treated for 5
days with either tamsulosin or alfuzosing, few individoals
(95%) had increased post-cjaculate in the urine, indicat-
ing that ay-adrenoceplor antagonists may cause anejacu-
lation rather than retrograde ejaculation (He llstrom et al.
20035); Thus, evaluation of the effect of these compounds
in human vas deferens and seminal vesicles may provide
useful information on the mechanism(s) involved.
Silodosin (KMD-3213; Shibata et al. 1993) has an
increased affinity o adrenoceptor ay, (0.039 nM) com-
pared to ayy (6.5 nM) and o (2.2 nM; Tatemichi et al.
2006} in the lower urinary tract. In comparison to the a-
adrenoceptor antagonists alfurosin (Ramsay et al. 1958,
doxazosin (Elliott et al. 1982; Wilt and MacDonald 2006,
tamsulosin (Lepor et al. 1988; Dunn et al. 2002), wrazo-
sin (Frishman et al. [988; O'Leary 2001), and prazosin
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Table4 The effect of silodasin on the potency (pEC o) and the maxi-
mum response (E__ 3 of the contractions induced by of é-nitrodopa-
mine (6N, noradrenaline (NA ), adrenaline (ADR ), and dopamine
(M), in the human isolated epididymal vas deerens

Catecholamine pECy (log]M]) E_, (mM) n
&N 3031016 4543738 7
+ silodosin (.1 nM 41540012 4Bl £17.69 3
+silodosin 1 nM 31940k 13 2157 +5.04* 3
+silodosin 3 M - M53+7.26* 4
+silodosin 10 nM - 602+ 1.18* 4
(hEY 4351023 2ET1£E33 4
+silodosin 1 nM 414 4032 2550 +6.44 4
NA Sikd 20017 403786 1]
+silodosin (.1 nM 450 £ 22* JEE2£1294 4
+silodosin 1 nM 3564035 36,56 +6.33 &
ADR 4.0240.15 JEeB £ EES &
+silodosin 1 nM 4.6340.25 46.08 + 14.90 [

pECHD is denned as the negative bogarithm of the BC ;. Emax is the
maximal effect ai the highest dnug concentration. The pECS, Emax
&nd the mean shifts were expmssed as mean+5EM (n means the
number of vas defierens strips). — means that it was not possible to
calculate the pBCS0, since at this concentration, the antaponist abol-
ished the contractions induced by &MND. *P< 005 compared with
Tespective control valoes

Table5 Reporied values for the inhibitor constant (K.) in oM of ;-
adm noceplor antagonists

[ 1Y oy O Reference
Doxarasin 1.4949 072 l.a66 Hatano of al. 1996
Tamsulosin (IR L] 200 0.20 Chiu et al. 26H
Prazosin 062 el .38 Vicentic et al. M2
Silodosin 0 650 270 R amszy et al. 1988

(UrPrichard et al. 1978), silodosin was the most potent
antagonist on the contractions induced by noradrenaline in
the rat epididymal vas deferens (Britto-Janior et al. 2022b).
Az shown here, silodosin was also more potent than tam-
sulosin, doxazosin and prazosin to inhibit noradrenaline-
induced HEVIY contractions. Interestingly, silodosin was
the only aj-adrenoceptor antagonist that was momr potent
to inhibit HEVD contractions induced by noradrenaline.
as compared to those induced by 6 NI}, Since tamsolosin
and silodosin are the o-adrenoceptor antagonists mores
associated with abnormal ejaculation (Cui et al. 2012),
selectivity for the o) ,-adrenoceptor subtype could be
the mechanism involved in this adverse reaction. Indead,

incidence of abnormal cjaculation in patients treated with
prazosin is rare, and in the rat isolated vas deferens, pra-
zosin presents low polency on a4~ and high potency at
mp-adrenoceptor (Docherty 2013}, The reported K; values
for the oy-adrenoceptor antagonists dox asozin, tamsulosin,
prazosin, and silodosin, ane described in Table 3.
6-Nitrodopamine concentration-dependently con-
tracts both rat (Britto-Junior et al. 2021b) and human
(Britto-Janior et al. 2022a) vas deferens, but more impor-
tantly, potentiates the contractile action of the dopa-
ming, noradrenaline, and adrenaline in rat epididymal
vas deferens at a very low concentration such as 10 pM
(Britto-Jdnior et al. 2023a). Although this mechanism is
not chear, the podentiation is abolished when the vas def-
crens is pre-treated with the voltage-gated sodium chan-
nzl blocker tetrodotoxin, suggesting that may be due to
activation of adrenergic terminals (Britto-Janior et al.
2023a). A similar potentiation of 6-NID on the increased
atrial frequency induced by dopamine, noradrenaline and
adrenaline was observed in the rat isolated atria (Britto-
Timior et al. 2023b). The blockade of @)y adrenoceptors
in the rat vas deferens could lead to infertility (Michel
2007); however, in o;-adrenoceptor subty pe-szlective
knockout mice (o 4-, @p- and @p-adrenoceptor knock-
out), the contractions of the vas deferens induced by
electric-field stimulation was reduced by 60-T0%, but
not abolished (Sanbe et al. 2007), indicating the presence
of another mceptor responsible for the observed con-
tractions. This receptor could be the hypothetical 6-ND
receptor. Our finding that silodosin, at a concentration
(100 pM) that caused marked reductions in noradmen-
aline-induced contractions, did not affect the contrac-
tions induced by EFS, reinforces the concept that 6-NID
is 2 major modulator of human vas deferens contractil-
ity (Britto-Jdnior et al. 2022a). Indeed, inhibition of the
EFS-induced HEVID contractions was only observed
when the a-adrenoceptor antagonists were used at con-
centrations that inhibited those induced by & NI
Inconsistencies in the inkeractions of o-adrenoceptor
antagomists and cjaculatory function have been observed in
meouse, rat and human data (Michel 2007), and as summarized
in Table 6, they ar also present in the pharmacology of 6-ND
in rat and human vas deferens. The remarkable synergism
between 6-NI) and the classical catecholamines (dopamine,
noradrenaline, and adrenaline ) has been described so far only
on the rat epididy mal vas deferens (Britto-Janior et al. 202 3a)
and rat isolated right atrium {Britto-Jinior et al. 20230). Thus,
it would be important to confirm the synergism in HEVID.
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Tables Results obtzined with s-nitrodopamine (8- NI in the rat and human vas degrens

Rat Riaf Human Ref
&ND rebease (ng/mL) 1.440.4 Britto-Jamior e &l 202 1h 1.940.8 Brifto-Jamior et &l 2022a
Moradrenaline (ngfml.) 0.4 40.2 Britto-Jamior et 2l 2021k 0.540.2 Britto-Jomior et al. 2022a
Dopaming relezse (ng'ml.) below LG Britio-Jumior et al. W02 1h 03401 Brioo-lamior et al. 722a
Addrenaline mebeasa (ngfml.) below LG Britio-Jumior et al. W02 1h 0.240.1 Brioo-lamior et al. 722a
L-NAME on & ND mlease mreduced Brifto-Jamior et 2. 202 1h meducad Britio-lamior et . 2072a
&M contractile (pHC ) 52402 Britto-Jdmior et =l 20232 4601 this mamuscript
TTX on EFS contraction abolished Lima et al. X¥Z2 ?
L-NAME on EFS contraction e efiect Britto-Jamior et . 20210 meducad Britto-Jamior et al. 2022a
Potentizies T, MA and ADR pabenliation Beritto-Jamior et s 2023a ?
Tricyclic compounds {pA1):
Amitriptyline T7+0.5 Britto-lumior et al. 702 1h EO+0.1 Brioo-lamior et al. 77 2a
Dresipraming 8240.1 Britto-Jamior et 21, 2021 05401 Brito-Jonior et al. 2022a
Carhamarepine T7+0.4 Britto-lumior et al. 702 1h ERE+0.1 Brioo-lamior et al. 77 2a
@, antagomists (pA,k
Dxmxarosin 01401 Britto-lumior et al. 2022a 103402 this manuscript
Tamsulasin 07401 Britto-lumiar et al. 2022a 93400 this manuscript
Silodosin BEL0.1 Britto-Jamior et al. 20223 DR+0. this manuscript
Prazosin 17402 Britio-Jumior et al. 2022a 82405 this manuscript
- and [3/B; antagonists (pAg):
Akenolol 65405 Lima et al. X¥X2 ?
Betaxolod 60101 Lima et al. X¥X2 7
metopralol 6.7 +0.1 Lima et al. A¥F2 ?
propranodol 65403 Lima et al. A)22 ?
pindalal 574001 Lima et al, 2022 ?

MG limit of quantitstion

Furthermomn:, purification and sequence of the 6-ND reoeptor
from human vas deferens should help to desp our understand-
ing on the physiological processes involved in the gjaculation.

Conclusion

The oy-adrenoce ptor antagonists doxarosin, tamsulosin, pra-
zosin and silodosin only block the contractions of human
isolated vas deferens at concentrations that inhibit &-ND
induced contractions reinforcing the concept that this novel
catecholamine acts as a major modulator of human vas det-
emns contractility.
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